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RESUMEN

En el presente trabajo de Tesis, se han desarrollado dos metodologias de extraccién y analisis
sensibles, rapidas, sencillas, econdmicas y benignas con el ambiente para la determinacion de dos

tipos de contaminantes ambientales en muestras de agua de rio.

En el Capitulo 1 se presentan las caracteristicas principales de los contaminantes ambientales,
causas y consecuencias de la contaminacion, tipos y de contaminantes. Se hace especial hincapié en
los contaminantes presentes en aguas, que es el tipo de muestra que se analiza en la presente Tesis.
En especial, se comentan las principales caracteristicas, fuentes de formacion y su presencia en agua
de los dos grupos de contaminantes que se estudian: hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAPs)

y antiinflamatorios no esteroideos (AINEs).

En el Capitulo 2 se describen algunas metodologias tradicionales de preconcentracion y analisis de
muestras, en especial las dos metodologias mas modernas (miniaturizadas) relacionadas a la
presente Tesis: “microextraccion liquido-liquido dispersiva” (MELLD) y la “extraccion en fase
solida monolitica” (m-SPE) empleadas para el analisis de HAPs y AINEs en muestras de agua. Se
dan fundamentos teodricos y detalles experimentales. Se describen las caracteristicas fisicoquimicas,
propiedades y aplicaciones mas importantes de los solventes relativamente nuevos que se emplean
en MELLD: los liquidos i6nicos a temperatura ambiente (RTILs). Por otra parte, se describen los
tipos de fases solidas empleadas en SPE, en especial los polimeros orgdnicos monoliticos,
caracteristicas y propiedades y se comentan brevemente las técnicas de caracterizacion de estos

materiales porosos.

En el Capitulo 3 se enumeran las caracteristicas principales de performance de un método analitico
y la determinacion de las cifras de mérito mas importantes para la validacion del método. Se
describen los métodos de cuantificacion tradicionales, se discuten sus ventajas y desventajas. Se
desarrollan las dos formas tradicionales de optimizacion de un método analitico, la optimizacion
“etapa por etapa” (OVAT) y la optimizacion mediante disefio experimental (DCC) utilizando

superficies de respuesta.

En el Capitulo 4 se describe la metodologia MELLD empleando un liquido idénico de fosfonio, para
la determinacion de HAPs en muestras de agua de rio mediante HPLC en fase inversa con deteccion

de fluorescencia y arreglo de diodos, y la optimizacién de dicha metodologia mediante OVAT. Se
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muestran y discuten los resultados del andlisis de muestras de agua de dos canales aledafios a la
destileria de YPF de la localidad de Berisso, que desembocan en el Rio de La Plata. La metodologia
analitica fue validada internamente mediante la determinacion de las cifras de mérito mas relevantes

del procedimiento analitico.

En el Capitulo S se presenta el desarrollo de una nueva metodologia analitica: la extraccion en fase
solida monolitica (m-SPE). Se describe el procedimiento de fabricacion de estas nuevas fases y su
caracterizacion morfologica. El método fue optimizado mediante un disefio factorial de
experimentos, disefio central compuesto (DCC) y, finalmente, validado internamente mediante la
determinacion de las cifras de mérito mas importantes. La metodologia fue aplicada a la
determinacion de antiinflamatorios no esteroideos (AINEs) en muestras de agua de arroyos de la
zona de La Plata. Como técnica determinativa se empled cromatografia de liquidos en fase inversa

con deteccion de arreglo de diodos (HPLC-DAD).
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1.1. Contaminantes ambientales

Existen varias definiciones de “contaminacion”. En una de ellas se define a un contaminante como
una sustancia que se encuentra presente en ciertas concentraciones que causan dafio o exceden un
estandar ambiental. Sin embargo, esta definicion no contempla otros casos donde la contaminacion
no es causada por ninguna sustancia quimica, como, por ejemplo, la contaminacion térmica, la cual
afecta enormemente a la poblacién marina. En otra definicion, se refiere a la contaminacion como
cualquier cambio en el ambiente debido a la actividad humana. En este otro caso, no se tiene en cuenta
la distincion entre comportamientos inocuos y actividades peligrosas producidas por los humanos.
Ademas, es necesario hacer la aclaracion de que no toda la contaminacion es causada por actividad
humana. Existen contaminantes ambientales “naturales” los cuales no fueron introducidos en el
ambiente por el hombre. Este es el caso de depdsitos naturales de minerales como, por ejemplo,
metales pesados o desechos de actividad volcanica !.

Dentro de los contaminantes podemos encontrar sustancias quimicas (plaguicidas, herbicidas, metales
pesados, fArmacos, etc.), petrdleo, radiaciones, gases contaminantes, residuos urbanos, entre otros 2.
Todos ellos, en general, pueden producir graves dafios en los ecosistemas, y la principal razén de su
produccion son las actividades humanas asociadas a la industria, el comercio, la explotacion minera,
etc.

En este sentido, la contaminacion esta generalmente asociada al desarrollo economico y social de las
naciones, especialmente cuando este desarrollo se produce sin considerar las consecuencias que tiene
en el ambiente. De alli que se sostenga que el desarrollo sustentable es la forma idonea para que
puedan “caminar a la par” el desarrollo y la proteccion del ambiente °.

La contaminacidén ambiental es un problema global, que afecta a todos los habitantes del planeta, y
que, por lo tanto, debe ser abordado con responsabilidad. Existen legislaciones y tratados, tanto a
nivel nacional como internacional, que tienen como objetivo controlar la emision de sustancias

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

1.2. Causas y consecuencias de la contaminacion ambiental

El ser humano es el principal responsable de la contaminacion ambiental: su desarrollo industrial y
tecnoldgico y su crecimiento demografico son algunas de las causas mas evidentes del aumento de la
contaminacion en los ultimos afios. De este modo, las emisiones de gases contaminantes, la
produccion de desechos, la tala y quema de bosques, la explotacion indiscriminada de los recursos

naturales, actividades todas ellas ligadas a la industria, la mineria, la agricultura, el comercio, la
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explotacion petrolera, asi como a la vida cotidiana del ser humano, se encuentran entre las causas
principales de la contaminacién ambiental °.

La contaminacidn tiene consecuencias severas o muy graves sobre el ambiente: produce alteraciones
en los ecosistemas que inciden directamente en las condiciones de vida de animales y plantas, afecta
la salud de las personas, puede dar lugar a la extincion de especies, y en algunos casos, contribuye a
la acentuacion del calentamiento global en la Tierra como consecuencia de los gases que producen el

efecto invernadero .

1.3.Tipos de contaminantes

Los contaminantes quimicos pueden ser compuestos organicos o inorganicos que causen algin tipo
de dafio en el ambiente. Estas sustancias pueden ser emitidas directamente al ambiente o pueden
resultar de reacciones quimicas o fotoquimicas, o de transformaciones metabolicas ocasionadas por
organismos vivos. El nimero de sustancias organicas e inorganicas descriptas excede los 127
millones, y la mayoria son compuestos organicos. Es por esto que, la mayor parte de los
contaminantes son moléculas organicas ’. Dentro de este tipo de compuestos se pueden distinguir
compuestos organicos voldatiles (COVs) y compuestos organicos persistentes (COPs). Los COVs son
moléculas con un nimero pequefio de atomos de carbono (no mas de 10 o 12), lo cuales poseen bajos
puntos de ebullicidon, y usualmente también, bajas presiones de vapor. Esta tltima caracteristica
permite que se evaporen rapidamente y tengan principal incidencia en la atmosfera. Sin embargo,
también suelen encontrarse en aguas superficiales, aguas subterraneas o en el suelo. Los COPs estan
formados por moléculas semivoldatiles que presentan gran toxicidad. Este grupo de compuestos posee
una gran resistencia a la degradacion quimica y bioldgica, por lo que poseen tiempos de vida largos
8. Debido a su cardcter mayormente no polar se encuentran preferentemente en particulas soélidas,
como la materia organica del suelo, pero existen fenomenos de reparto ambiental en las particulas y
el aire, por lo que pueden volatilizarse parcialmente, desde el suelo, la vegetacion y cuerpos de agua,
hacia la atmdsfera. Esta caracteristica junto con la alta resistencia a la degradacidon permite que
“viajen” grandes distancias, lo que produce su acumulacién aun en lugares alejados de donde son
emitidos.

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

» Contaminantes prioritarios.

» Contaminantes emergentes.
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Los contaminantes prioritarios son un grupo de sustancias quimicas reguladas, que fueron
seleccionadas de acuerdo a su conocida o sospechada carcinogenicidad, mutagenicidad,
teratogenicidad o alta toxicidad, para los cuales existen métodos de testeo analiticos bien definidos.
La mayoria de estos compuestos se encuentran sujetos a regulaciones de los paises o agencias
plurinacionales. Dentro de este grupo podemos encontrar a los COPs, metales pesados, algunos
pesticidas, o hidrocarburos policiclicos aromaticos (HAPs) ’.

Los contaminantes emergentes (CEs) son sustancias quimicas, cominmente no reguladas, que
pueden ser detectadas en bajas o muy bajas concentraciones mediante técnicas analiticas . Por lo
general, se trata de sustancias que entran al ambiente como resultado del desarrollo en areas como la
medicina, cosmética, agricultura, tecnologias renovables, etc. Estos avances tecnoldgicos producen
efectos secundarios, que muchas veces son la introduccion de sustancias en el ambiente, las cuales
pueden tener efectos a largo plazo sobre el ecosistema y sobre la salud humana. Debido a que muchas
veces los efectos de estos CEs no son del todo conocidos es que se presta especial interés en ellos °.
Segun el Servicio Ecoldgico de Estados Unidos (USGS) estos CEs pueden ser definidos como
cualquier sustancia quimica o microorganismo que no es comunmente monitoreada en el ambiente
pero que tiene potencial para entrar en ¢l y causar efectos adversos en el ecosistema o en la salud
humana, los cuales son conocidos o sospechados '°. Dentro de este grupo podemos encontrar a los
productos farmacéuticos y veterinarios, desinfectantes y biocidas, drogas ilicitas, productos de

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

1.4. Contaminantes en agua

La contaminacion en el medio acuatico es particularmente relevante en el caso de los alimentos
marinos, debido a que son mundialmente consumidos en grandes cantidades y el agua de mar de baja
calidad puede ser una fuente de compuestos quimicos dafiinos para el ambiente. La presencia de
contaminantes toxicos en el agua esté teniendo principal atencidn por parte de la comunidad cientifica
y de las autoridades regulatorias, debido a que la presencia de cualquier contaminante detectable en
alimentos marinos de consumo humano en niveles superiores a los permitidos es un riego innegable
que puede producir impactos negativos en la salud de los consumidores, especialmente a largo plazo
"

El agua de las costas o continentales generalmente actia como receptor de efluentes residuales,
industriales y desechos rurales y urbanos 2. Para algunos de ellos existen regulaciones en cuanto a

los niveles permitidos en agua potable; sin embargo, muchos de ellos no tienen regulacion.
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Por lo tanto, es muy importante el desarrollo de técnicas analiticas sensibles y selectivas que permitan
determinar contaminantes ain en bajas concentraciones y que sean compatibles con el ambiente o
compatibles con la “Quimica Verde”, es decir con la quimica sostenible o sustentable.

Dado que muchos de estos compuestos se encuentran en concentraciones del orden de las g L'!/mg
L/ug L! en matrices muy complejas, la determinacion de estas sustancias requiere métodos previos
de extraccion y preconcentracion. Por todo esto, las técnicas miniaturizadas de extraccion han tomado
especial interés debido a que son alternativas que permiten la reduccion del consumo de solventes
organicos, o que emplean solventes alternativos, como por ejemplo, los liquidos i6nicos '!, muchos

de los cuales son eco-compatibles.

1.5.Hidrocarburos aromaticos policiclicos

1.5.1. Caracteristicas

Los “hidrocarburos aromaticos policiclicos” (HAPs, o PAHs por sus siglas en inglés) son un grupo
de compuestos organicos, formados por dos o més anillos bencénicos fusionados, y en algunos casos,
pueden llegar a tener alglin anillo pentagonal. Los HAPs observados en el ambiente son moléculas
que poseen entre dos a siete anillos. Dentro de este rango, existe un gran nimero de estos compuestos
con distintas estructuras, siendo el naftaleno el HAP mas pequefio, con dos anillos aromaticos,
mientras que el coroneno es el mas grande, con siete anillos °.

El término “aromatico” proviene del olor caracteristico que posee el benceno, y el hecho de que la
mayoria de ellos posean varios anillos bencénicos les otorga su caracter de “policiclicos”.

Los HAPs son moléculas neutras, hidrofobicas y no polares. Sus caracteristicas fisicas y quimicas,
como la solubilidad en agua, hidrofobicidad y presion de vapor, varian de acuerdo a su peso molecular
13 Algunas caracteristicas se presentan en la Tabla 1'%,

Los HAPs de bajo peso molecular (generalmente aquellos que poseen 3 anillos arométicos o menos)
predominan en la atmosfera, y aquellos de mayor peso molecular (la mayoria) entran en el ambiente
adsorbidos en el material particulado '>!6.

La fluorescencia se presenta como una importante caracteristica de estos compuestos, y suele ser
utilizada para obtener una determinacion mas sensible de ellos, aunque existen algunas excepciones,
como el acenaftileno 3. Los sistemas conjugados de orbitales m de los HAPs son los responsables de
su estabilidad quimica. Su estado de agregacion a temperatura ambiente es solido, y su volatilidad es
baja. Son compuestos solubles en muchos solventes orgédnicos, pero su solubilidad en agua es muy

117

baja, la cual disminuye al aumentar su peso molecular, como puede verse en la Tabla 1 *'. Aunque
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son sustancias quimicamente estables y practicamente no se degradan por hidrolisis, en presencia de

luz, son susceptibles a la oxidacion o fotodegradacion.

Tabla 1. Algunas propiedades fisicoquimicas de los HAPs.

Peso Presion de vapor  Solubilidad en agua

Compuesto molecular (Pa) (mg/L) log Kow
Naftaleno 128 1,0x10? 31 3,37
Acenaftileno 152 9,0x107! 16 4,00
Acenafteno 154 3,0x10°! 3,8 3,92
Fluoreno 166 9,0x107? 1,9 4,18
Fenantreno 178 2,0x107 1,1 4,57
Antraceno 178 1,0x107 4,5x107 4,54
Fluoranteno 202 1,2x1073 2,6x107! 5,22
Pireno 202 6,0x10* 1,3x10°! 5,18
Benzo[a]antraceno 228 2,8x107 1,1x107 5,91
Criseno 228 5,7x107 6x1073 5,91
Benzo[b]fluoranteno 252 - 1,5x107 5,80
Benzo[k]fluoranteno 252 5,2x10°® 8x10™ 6,00
Benzo[a]Pireno 252 7,0x107 3,8x107 5,91
Dibenzo[a, h]antraceno 278 3,7x1071° 6x10* 6,75
Benzo[ghi]perileno 276 - 2,6x10* 6,50
Indeno[1,2,3-cd]pireno 276 1,4x108 1,9x10* 6,50

Debido a su fotomutagenicidad, la Agencia de Proteccion Ambiental (US-EPA) considera a dieciséis
de estos compuestos como contaminantes prioritarios: Naftaleno (Nap), Acenafteno (Acp),
Acenaftileno (Ace), Fluoreno (Flu), Fenantreno (Phe), Antraceno (Ant), Fluoranteno (Flt), Pireno
(Pyr), Benzo[a]antraceno (B[a]A), Criseno (Cry), Benzo[b]fluoranteno (B[b]F), Benzo[ k]fluoranteno
(B[k]F), Benzo[a]pireno (B[a]P), Dibenzo[a,h]antraceno (DBA), Benzo[g,A,i]perileno (Bpe) e

Indeno[ /,2, 3-cd]pireno (InP) '*. Sus estructuras se muestran en la Figura 1:
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Naftaleno Acenaftileno Acenafteno Fluoreno
Nap Ace Acp Flu
Fenantreno Antraceno Fluoranteno Pireno
Phe Ant Flt Pyr

Criseno Benzo[a]antraceno Benzo[b]fluoranteno
Cry BlalA B[b]F
|/\ |/\/\
= 7 XN ‘OO ﬁ = | X
Benzo[k]fluoranteno Benzo[a]pireno Indeno[ 7,2, 3-cd]pireno
B|k]F B[a]P InP
Dibenz[a, #]anthracene Benzo[g,4,i]perileno
DBA BPe

Figura 1. Estructuras quimicas de los 16 HAPs prioritarios de la US-EPA.
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1.5.2. Fuentes de formacion

Los HAPs se forman por descomposicion térmica de la materia orgdnica que contiene carbono e
hidrogeno. Su formacion se basa en dos mecanismos principales:

1. Pirdlisis o combustion incompleta

2. Procesos de carbonizacion

Las reacciones quimicas que se producen en las llamas se originan por mecanismos de radicales libres,
y se cree que es el mecanismo principal para la formacion de HAPs. Este mecanismo fue propuesto
por Badger (1965) a partir de los resultados observados en varios experimentos de pirdlisis '°.
Existe evidencia de otros mecanismos de formacioén alternativos, sin embargo, parecen ser menos
importantes. A pesar del gran numero de HAPs diferentes que podrian formarse durante las reacciones
primarias, s6lo un nimero limitado de ellos entran en el ambiente. La mayor parte de los compuestos
que se forman en las reacciones primarias tienen tiempos de vida cortos en las condiciones de
pirdlisis. Los compuestos que se formardn a altas temperaturas seran aquellos mas estables
termodindmicamente, en la relacion cuantitativa correspondiente. Estos compuestos son,
principalmente, HAPs sin sustituyentes. Sin importar el tipo de material que se queme, a una misma
temperatura, la relacion de estos compuestos formados es, sorpresivamente, la misma 2°.

Los HAPs no se forman solamente por pir6lisis a altas temperaturas, sino que varios procesos de
carbonizacion permiten su formacion a partir del decaimiento de material biologico a bajas
temperaturas (por debajo de los 200°C) y altas presiones durante un periodo de millones de afios '6.
La emisiéon de HAPs proviene de dos fuentes, natural y antropogénica. La primera consiste en
incendios forestales, erupcion de volcanes y la sintesis por parte de plantas y microorganismos. Sin
embargo, la cantidad de HAPs emitidos por procesos naturales es muy pequefia en comparacion con
la emision proveniente de fuentes antropogénicas 2!.

Las fuentes antropogénicas pueden subdividirse en dos categorias: fuentes moviles y fuentes
estacionarias. Las fuentes estacionarias incluyen las industrias, la generacion de calor y energia,
calefaccion residencial, y fogatas. Dentro de la segunda categoria se encuentran los automoviles,
camiones, aviones y barcos 2°.

Aunque su impacto ambiental es casi insignificante, el hombre también genera cantidades importantes
de HAPs en distintas actividades sociales como, por ejemplo, el humo de tabaco y en alimentos
cocinados, ya sea a la parrilla o sometidos a condiciones térmicas severas. En general, la cantidad de
estos compuestos que pueden generarse en los alimentos, depende del tipo de combustible que se
utilice y de las condiciones de combustion (temperatura, accesibilidad de oxigeno, presencia o

ausencia de llama, etc.) 2.
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Otras fuentes de los cuales pueden derivar los HAPs incluyen al petroleo crudo, que contiene un 20%
en peso de hidrocarburos biciclicos y de mayor peso, y el petréleo de alto grado, cuyo contenido
aromatico es alrededor de un 50% 2*. Se estima que los desechos de las refinerias y las plantas
petroquimicas contribuyen con aproximadamente 200.000 toneladas de productos petroleros y
petroleo crudo en los océanos del mundo por afio. Aunque no se encuentran disponibles valores para
descargas en agua dulce, existen varios reportes sobre la contribucién de contaminacion de HAPs en

rios y lagos, proveniente de efluentes de refinerias '2.

1.5.3. HAPs en agua

Para la poblacion en general, las principales vias de exposicion a estos compuestos son los alimentos,
el agua y, el aire de ambientes internos y externos. La principal fuente de entrada de HAPs en aguas
superficiales ocurre por depdsito atmosférico, escurrimiento de agua de lluvia de sectores urbanos,
efluentes municipales, efluentes industriales y derrames o fugas de petréleo. Los HAPs también
pueden llegar al agua desde el suelo. Los niveles de HAPs registrados en suelos cercanos a refinerias
han sido tan altos como 200.000 ug Kg! de suelo seco .

Ademés, varios de ellos han sido detectados en agua de lluvia, causado por el arrastre del material
particulado de la atmédsfera por parte de las gotas de agua 2°. Ademas se han detectado algunos de
estos compuestos en peces provenientes de aguas contaminadas 2°.

Dentro de la gran cantidad de HAPs existentes, el mas estudiado es el benzo[a]pireno, el cual es usado
como marcador en aire y alimentos. Algunos estudios en animales experimentales sobre PAH
individuales, mas notablemente el benzo[a]pireno, muestran varios efectos toxicoldgicos, como
efectos hematolégicos, toxicidad reproductiva y en el desarrollo, e inmunotoxicidad 2’. Debido a su
potencial carcinogénico y genotoxico los HAPs han atraido mucha atencion en la comunidad
cientifica 2%,

Es por esto que existen regulaciones en cuanto a la cantidad permitida de HAPs en aguas de consumo.
El contenido maximo permitido por la EPA para este compuesto es de 0,2 mg L' 24,

Varios experimentos muestran una relacién mecanistica entre la formacion de aductos en el ADN 25,
mutaciones, y aparicion de cancer seguido de la exposicion con HAPs ?. La piel contaminada con
HAPs puede ser expuesta posteriormente a la radiacion de la luz solar, y se ha sugerido que la
exposicion a compuestos quimicos seguida de la exposicion a la luz puede producir reacciones
toxicas, lo que se denomina fototoxicidad. Debido al sistema de multiples anillos aromaticos que

poseen estos compuestos, pueden absorber luz en el rango UV (320-400 nm), y algunos, en la region
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visible, formando especies reactivas que pueden causar dafios en los componentes celulares de los
seres humanos '* El metabolismo de los HAPs incluye la formacién de dihidrodioles, diol-epoxidos
y otros metabolitos reactivos, entre los que se incluyen algunos presuntos metabolitos que pueden
formar aductos con el ADN, lo que puede potencialmente inducir mutaciones °.

Sin embargo, aunque la genotoxicidad, es decir, la capacidad de ocasionar dafio en el material
genético, es un mecanismo admisible para la carcinogenicidad de los HAPs, la correlacion entre los
aductos en el ADN, mutagénesis y carcinogénesis de los HAPs no es tan directa. De hecho, se han
detectado niveles comparables de aductos de ADN y mutaciones genéticas en tumores de tejidos de
raton “blanco” y no blanco, tratados con benzo[a]pireno, sugiriendo que los puntos finales
genotdxicos solos no podrian predecir adecuadamente la aparicion de tumores debido a mecanismos
especificos organo/tejido *°. La contaminacion humana con HAPs es inevitable, principalmente a
través de la absorcion por piel, inhalacion, o a través del tracto intestinal por consumo de alimentos
y agua 2831,
Debido a que los HAPs, junto con una variedad de otros contaminantes, generalmente se encuentran
en agua a muy bajas concentraciones, se requieren técnicas de aislamiento y preconcentracion para
su determinacion analitica dado que, en general, los limites de deteccion de los detectores comunes
no son suficientes para asegurar su detectabilidad. Dentro de las técnicas mas utilizados para su
aislamiento y preconcentracién se encuentran la extraccién liquido-liquido (ELL) 32, la
microextraccion liquido-liquido dispersiva (MELLD, o DLLME por sus siglas en inglés) >>%, la
extraccion en fase solida (EFS, o SPE por sus siglas en inglés) **® y 1a microextraccion en fase sélida
(MEFS, o SPME en inglés) '>*7, mientras que para su determinacion, los métodos méas ampliamente

utilizados son HPLC acoplado a deteccion UV 38 o fluorescencia (FLD) 340

y cromatografia gaseosa
con deteccion de masas (GC-MS) **2. Colombo et al. ** determinaron el contenido de varios HAPs
(0,003-2,1 pg g') en particulas en suspension y sedimentos en distintas partes de la costa
metropolitana de Buenos Aires en el Rio de La Plata. En otro estudio, Arias et al. ** determinaron los
niveles de concentraciéon de distintos HAPs en sedimentos del estuario de Bahia Blanca,

encontrandose entre 15 a 10,260 ng g~ ..
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1.6. Antiinflamatorios no esteroideos

1.6.1. Caracteristicas

Los compuestos farmacéuticos son clasificados seglin su proposito o actividad bioldgica, por ejemplo:
antibidticos, analgésicos, antineoplasticos, antiinflamatorios, etc +°.

Los Antiinflamatorios No Esteroideos, AINEs (o Non Steroidal Antiinflammatory Drugs, NSAIDs),
constituyen un amplio grupo de analgésicos con propiedades antiinflamatorias y antitérmicas. El
prototipo de este grupo es el acido acetilsalicilico, el primer compuesto de este tipo. Sin embargo, la
primera sustancia nombrada como AINE fue la fenilbutazona en 1952. Los AINEs son uno de los
grupos terapéuticos mas usados a nivel mundial. La gran utilizacion de este grupo de compuestos
farmacéuticos se debe a que comparten sus efectos antiinflamatorios, analgésicos, antipiréticos y
antiagregantes plaquetarios. Sin embargo, su utilizacién se ve limitada por la posible aparicion de
efectos adversos como la enfermedad ulcerosa péptica, hemorragias digestivas o cuadros de
insuficiencia renal.*°.

Los AINEs son supresores de los sintomas y ayudan a bajar la inflamacion, pero no a eliminarla. Al
suprimir las caracteristicas inflamatorias, bajan la actividad de la enfermedad, medida que funciona

7 Los AINEs, como el ibuprofeno, actian inhibiendo las

a través del control de los sintomas.*

isoformas de la ciclooxigenasa (COX), y de esta forma, la produccion de prostangladinas, las cuales
. . . . . . . 48

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

Existen varias formas de clasificar a los AINEs *°. La clasificacion seglin su mecanismo de accion se

muestra a continuacion:

e Inhibidores no selectivos de la COX

=  Derivados del dcido salicilico: aspirina, salicilato de sodio, acetilsalicilato de lisina,
salicilato, trisalicilato de magnesio y colina, diflunisal, sulfasalina, benorilato, 4ciso
salicilico, salicilato de metilo, olsalacina, eterilato, fosfosal, salicilamida.

= Derivados del paraaminofenol: paracetamol, propacetamol, fenazopiridina.

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

»  Derivados del dcido propionico: ibuprofeno, naproxeno, fenoprofeno, oxaproxina,
ketoprofeno, flurbiprofeno, piquetoprofeno, acido tiaprofénico, fenbufeno, carprofeno,
pirprofeno, indobufeno, suprofeno.

= Derivados del dcido acético:

» Indolacéticos: indometacina, oximetacina, acemetacina, glucametacina.
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» Pirrolacéticos: tolmetina, ketorolaco, sundilaco.
» Fenilacéticos; diclofenaco, alclofenaco, fentiazaco, nepafenaco.
» Naftilacético: nabumetona.
»  Derivados del acido endlico (oxicams): piroxicam, tenoxicam, ampiroxicam, pivoxicam,
lornoxicam, cinnoxicam.
» Derivados del acido antranilico (fenamatos): 4cido mefenamico, acido meclofendmico,

acido flufendmico, floctafenina, glafenina.

e Inhibidores selectivos de la COX-2

= Oxicams: meloxicam
* Sulfoanilida: nimesulida
»  Indolacéticos: etodolaco

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

e AINEs liberadores de 0xido nitrico

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

1.6.2. AINEs derivados del acido propionico

Los compuestos farmacéuticos que son parte del objeto de estudio de esta tesis son los AINEs
derivados del acido propionico. Sus estructuras quimicas y algunas de sus propiedades fisicas se
detallan en la Tabla 2.

Esta clase de medicamentos permite una efectiva disminucion del dolor con pocos efectos adversos.
Uno de los efectos mas importantes es la irritacién gastrointestinal *°. Estos compuestos son
ampliamente metabolizados por el higado, y se elimina més de un 90% de la dosis en la orina, como
metabolito soluble o sus conjugados. Por esta razon, se pueden encontrar como desechos continuos

en efluentes cloacales °'.
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Tabla 2. Estructuras y propiedades de algunos AINEs derivados del 4cido propionico.

Compuesto Estructura log P pKa
Suprofeno CH; 2,2 3.9
ﬁ/K ‘/OH

BUPN!
5
I
o
Indoprofeno /Z 2,8 3,7
— CH
@N \_/
= 0
HO
Naproxeno (IJ 3,2 4,2
e
HO” S0
Fenbufeno ? 3,2 4,2
HO
7
4 _
Fenoprofeno 7\ 33 4.5
o
:<— HO
O
Flurbiprofeno s 3,6 4.4
OH
T
g ©
e F
Ibuprofeno CH3 4,0 4,9
HoLC — CHa
O/
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1.6.3. AINEs en agua

El desarrollo humano conlleva al incremento en la actividad industrial con la consecuente liberacion
de un gran numero de compuestos, incluidos pesticidas, hidrocarburos, productos de cuidado
personal, solventes, detergentes y compuestos farmacéuticos en el ambiente acudtico 2. Los
compuestos farmacéuticos se han convertido en importantes contaminantes ambientales, debido a su
presencia en cuerpos de agua (a causa de una remocion incompleta en los tratamientos de aguas
residuales o difusas fuentes de contaminacion), amenazando el agua de consumo, y generando
preocupacion por posibles efectos adversos, tanto en la vida silvestre como en la humana >°.

Una de las principales fuentes de emision de compuestos farmacéuticos son los residuos urbanos, los
cuales son generalmente excretados después de ser parcial o completamente convertidos en
metabolitos solubles en agua, sin embargo, una cantidad significante de la sustancia original
permanece sin alteraciones .

En los ultimos afos ha crecido de manera considerable la atencidon sobre la liberacion, presencia y
potenciales efectos adversos de los compuestos farmacéuticos en el ambiente. Estos analitos son
considerados como contaminantes ambientales debido a que son compuestos bioldgicamente activos
5155 Una vez que son administrados pueden ser liberados como el compuesto original o como
metabolitos activos, y pueden llegar al ambiente en extensiones variables. Los compuestos
farmacéuticos estan disefiados para persistir, por lo que pueden tener tiempos de vida media largos
en el ambiente, y por lo tanto, pueden acumularse alcanzando niveles detectables y peligrosos >2. Los
AINEs se encuentran entre los compuestos farmacéuticos mas utilizados en el mundo y han sido
aceptados como relativamente “seguros” hasta el punto de que varios de ellos se encuentran
disponible sin prescripcién médica .

A diferencia de algunos contaminantes convencionales (como pesticidas, detergentes, combustibles,
entre otros), los compuestos farmacéuticos son liberados en bajas cantidades pero de manera continua,
lo cual pueden generar toxicidad aun sin altos valores de persistencia °’. Ademas, aunque las
concentraciones de estos residuos sean bajas en el ambiente acuatico como para generar un riesgo
grande individualmente, se desconoce si la combinacién de medicamentos con un mecanismo de

56, SanJuan-Reyes et al. encontraron

accion comun pueden exhibir un mecanismo sinérgico
correlaciones positivas significativas entre la concentracion de AINEs y varios marcadores de geno-
y citotoxicidad en una especie de carpa 2. Pamplona et al. *Sestudiaron el efecto de toxico de la
dipirona, un tipo de AINE, sobre especies de peces nativas de Brasil, encontrando que atin con bajas

concentraciones del farmaco (0,5 pg L) existen dafios en el ADN y en el higado. Es por esto que
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sugieren que la exposicion constante de organismos acudticos a este tipo de farmacos produce
potenciales efectos toxicos.

Debido a que los residuos farmacéuticos se encuentran generalmente en bajas concentraciones en el
ambiente acuatico °°, es necesario el uso de técnicas de preconcentracion y aislamiento. Se han
desarrollado diversos métodos para la determinacion de AINEs y sus metabolitos en matrices de agua
ambientales, siendo la técnica mas comunmente utilizada, la SPE ** !, Ademas, se han utilizado las
técnicas de SPME y IL-DLLME (microextraccion dispersiva liquido-liquido con liquidos iénicos) 2.
Elorriaga et al. °! determinaron el contenido de ibuprofeno en descargas de desechos municipales en
aguas superficiales de distintas zonas de Argentina, encontrando concentraciones entre 0,4 y 13 pg

L.
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2.1. Métodos de preparacion de muestras

La preparacion de muestra (“sample preparation’) constituye un paso crucial para el éxito del
proceso analitico total. A pesar de los considerables avances tecnoldgicos y atin con el abastecimiento
de instrumentacion de avanzada, lo cierto es que la complejidad de las diversas muestras, requieren
de procesos de extraccion-preconcentracion eficaces y selectivos a los compuestos de interés,
conjuntamente con una limpieza del extracto apropiada. Los principales objetivos de esta etapa del
método analitico son: enriquecimiento de los analitos de interés, transferencia de los mismos a un
solvente compatible con el método analitico de deteccion, reduccion de posibles interferencias y una
eficiente limpieza de la matriz de la muestra .

En esta seccion se describe a la extraccion liquido-liquido tradicional (LLE) como un método de
extraccion-preconcentracion clasico y ampliamente establecido en la Quimica Analitica, y la
microextraccion liquido-liquido dispersiva (MELLD), que es una metodologia LLE adaptada a escala
miniaturizada mucho mas moderna que ha sido utilizada en la presente Tesis. Por otra parte, se
describe la extraccion en fase solida (SPE) como otro método de extraccidn-preconcentracion
también establecido y muy utilizado en Quimica Analitica, y finalmente, referido a la presente Tesis,
el desarrollo de nuevas fases solidas para SPE basadas en monolitos poliméricos organicos (m-SPE).

Se describen los fundamentos y aspectos generales de los mismos.

2.2. Consideraciones fundamentales: Extraccion liquido-liquido tradicional

La extraccion liquido-liquido (LLE) es una de las técnicas de extraccion mds antiguas, utilizada
generalmente, para muestras acuosas y/o matrices complejas. La LLE se basa en la transferencia de
una o mas sustancias entre dos fases liquidas inmiscibles puestas en contacto entre si. El fundamento
de la técnica es la diferencia de solubilidad de los solutos entre las dos fases, y las fuerzas puestas en
juego se basan en procesos de particion, los cuales se encuentran dados por equilibrios de distribucion.
Generalmente, la fase que contiene los analitos es una fase acuosa y la que se utiliza para la extraccion
de los mismos, es una fase organica inmiscible en agua. Berthelot y Jungfleish concluyeron en 1872
que, en el proceso de extraccion, la relacion de concentraciones de un analito que se “reparte” entre
dos solventes inmiscibles es constante e independiente de la cantidad de analito de la que se parte
inicialmente, una vez que se alcanza el equilibrio. Nernst, veinte afios mas tarde, utilizando la regla
de fases de Gibbs, publicd la “Ley de Distribucion”, base termodinamica de los procesos de

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

fases: acuosa (ac) y organica (0), en las cuales dicho soluto es soluble, los potenciales quimicos del

analito en ambas fases son iguales: [ac = Lo, Y s€ puede escribir el siguiente equilibrio de distribucion:

Ay © A

Si consideramos que el analito A existe en una Unica forma (sin formar equilibrios de disociacion o
asociacion con otros componentes del sistema) tanto en la fase acuosa como en la fase organica,
podemos describir la constante termodinamica que representa el equilibrio anterior para el analito A,

denominada “constante de particion”, (K° ) 4, de la siguiente forma:

(K°,) 4 = 2o (Ec. 1)

N (aa)ac

Siendo (ay), vy (ag)qc las actividadades del analito A en la fase organica y en la fase acuosa
respectivamente. La constante que relaciona las concentraciones molares del analito A en ambas

fases, se denomina “constante de distribucion”, (Kp) 4, dada por la Ecuacién 2:

(Kpa = === (Ec. 2)

Siendo [A4], , la concentracion molar de la especie A en la fase orgénica, y [Alac, la concentracion
molar en la fase acuosa 2. Para lograr la extraccion del analito hacia la fase extractante es necesario
maximizar el valor de Kp. Esto ocurre cuando el analito interactia mas favorablemente con el
solvente extractante que con la matriz de la muestra, es decir, el solvente extractante provee un mejor
ambiente (mayor solubilidad) para el analito. Un ambiente mas favorable puede conseguirse
seleccionando un solvente de polaridad similar al analito, o cambiando las condiciones
experimentales que favorezcan la extraccion como, por ejemplo, el empleo de surfactantes en la fase
organica, sales en la fase acuosa (salting-out), cambios de pH o el empleo de ligandos i6nicos para el
caso de analitos i6nicos o ionizables, cambios de temperatura, etc. >~

Con frecuencia el valor de Kp no es lo suficientemente grande como para obtener una buena
recuperacion del analito con una sola operacion de extraccion, por lo que son necesarios mas de un
contacto de la fase acuosa con porciones “frescas” del solvente organico. Como resultado se obtienen
varios extractos enriquecidos en el analito A. Sin embargo, los procedimientos analiticos que

conllevan varios pasos resultan ser muy prolongados en el tiempo, son mas laboriosos, y producen
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un gran consumo de solventes organicos, generalmente, no compatibles con el medioambiente.
Ademas, el riesgo de pérdida del analito o contaminacion de la muestra aumenta con el nimero de
operaciones que posee el método 6. Es por estos inconvenientes que, con el objetivo de disminuir la
cantidad de solvente organico utilizado y, a la vez, aumentar los factores de enriquecimiento, se han
desarrollado técnicas microextractivas con el uso de un minimo volumen de solvente organico o

incluso con la eliminacidn total de solvente.

2.3. Miniaturizacion de las técnicas de extraccion tradicionales

La implementacion de técnicas de extraccion miniaturizadas, o microextraccion, reduce el gran
consumo de solvente organico que requieren las técnicas de extraccion convencionales. Estas técnicas
estan incluidas dentro de lo que se conoce como “quimica sustentable” o “green chemistry”, a menudo
traducida como “quimica verde” ¢. Se han investigado tecnologias especificas en Quimica Analitica
de manera de satisfacer los objetivos de la quimica verde. Dentro de las técnicas de microextraccion
también se pueden enmarcar aquellas que utilizan una minima cantidad de sorbente so6lido donde se
extraen los analitos. De esta manera, podemos hacer una clasificacion entre técnicas de

I Las técnicas

microextraccion en fase liquida y técnicas de microextraccion en fase solida
medianamente modernas que cumplen con estos requisitos incluyen: extraccion en fase solida (SPE
por sus siglas en inglés), microextraccion liquido-liquido (MLL), microextraccion dispersiva liquido-
liquido (MELLD), microextraccion dispersiva liquido-liquido basada en la solidificacion de una gota
organica flotante (SFO-DLLME), extraccion asistida con ultrasonido (EAUS), microextraccion en

fase solida (MEFS), extraccion en fase sélida dispersa (EFSD), entre otros .

2.4. Microextraccion liquido-liquido

La MLL es similar a la técnica de extraccion liquido-liquido convencional, pero donde el volumen
de la fase extractante es pequefio '°, generalmente formada por una pequefia gota de solvente organico
o liquido i6nico (1 a 5 pL), colocada directamente dentro del vial de extraccion, o suspendida en la
punta de una jeringa, en contacto directo con la matriz de la muestra o separada por algiin polimero

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

28



Capitulo 2

2.4.1. Microextraccion liquido-liquido dispersiva

La técnica de microextraccion liquido-liquido dispersiva (MELLD) es una técnica MLL creada por
Rezaee, M., et al.''. A diferencia de la MLL convencional, en la MELLD, el solvente extractante
inmiscible en agua (ejemplo: diclorometano, n-octanol, un liquido idnico, etc.) se dispersa junto a un
solvente dispersante (ejemplo: metanol, acetona, isopropanol, etc.), en la matriz de la muestra. La
técnica de MELLD consiste en un sistema ternario de solventes, en la cual la mezcla extractante-
dispersante es inyectado rapidamente en una muestra acuosa utilizando una jeringa. El solvente
dispersante debe cumplir la caracteristica de ser miscible tanto en la fase acuosa como en la organica.
Durante la dispersion producida, el solvente dispersante se mantiene soluble en la fase acuosa, vy,
simultaneamente, se produce la formacion de pequefias gotas del solvente de extraccion,
generalmente, de menos de 0,1 pm de diametro, incrementando de esta manera la transferencia de
masa debido al dramaético aumento del area superficial de contacto '2. Debido a que la emulsion
formada es termodinamicamente desfavorable, se produce la separacion de las fases, donde las gotas
de solvente extractante colapsan formando una fase organica, inmiscible en agua, que queda en el
fondo de un tubo cénico (si el solvente extractante utilizado es mas denso que el agua) '*. Este ultimo
proceso de separacion de fases puede agilizarse mediante centrifugacion.

Si las interacciones entre los analitos y la fase extractante son los suficientemente fuertes, estos
quedaran disueltos en el pequefio volumen de fase organica, obteniéndose de esta forma, grandes
factores de enriquecimiento (FE). Obviamente, la fraccion de analito extraida en el solvente
extractante depende de los mismos factores experimentales que se mencionan en la Seccion 2.2 para
ELL "2

Entre las ventajas mas importantes que tiene la metodologia MELLD sobre los métodos de extraccion
convencionales se pueden mencionar la rapidez, sencillez, bajo costo, grandes eficiencias de
extraccion y volumen minimo de solvente organico, lo cual minimiza la exposicion y el impacto

ambiental, atn si los solventes que se emplean no son completamente inocuos °.

2.4.1.1. Solventes extractantes

La principal caracteristica que debe cumplir el solvente extractante es ser inmiscible en agua. En
general, los solventes extractantes que se utilizan son mas densos que la fase acuosa, lo que permite
que la fase organica quede en el fondo, por lo general, de un tubo conico. Entre los mas utilizados se
encuentran los solventes clorados como, cloroformo, clorobenceno, y tetracloruro de carbono. Este

modo de la técnica requiere bastante cuidado al descartar la fase acuosa que queda en la parte superior,
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lo que hace que el método se vuelva lento. Sin embargo, existen algunos trabajos en los cuales se
han utilizado solventes menos densos que el agua '4, como n-hexano, isooctano y alcoholes de cadena
larga, entre otros. Para este segundo modo se han disefiado tubos de cuello angosto '°, lo que permite
que los pocos microlitros del extractante queden alojados en esa seccion del tubo y su recoleccion sea

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

Inyeccion del

solvente E
dispersante + — -
solvente Centrifugacion
extractante
— —)
Muestra acuosa Dispersion

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

Debido a la toxicidad de los solventes organicos convencionales, los liquidos i6nicos (LIs) se han
introducido dentro de la Quimica Analitica como un nuevo grupo de solventes extractantes. Estos
compuestos poseen la ventaja de ser menos toxicos (la no toxicidad sdlo se ha comprobado para
algunos de ellos), no volatiles (lo que resulta una ventaja para evitar su inhalacion) y, por lo tanto,
menos contaminantes '°.

En 2009, Shemirani y Baghdadi desarrollaron la microextraccion liquido-liquido dispersiva con
liquidos i6nicos para la determinacion de especies inorganicas en soluciones salinas en las cuales las
microgotas de solvente extractante, un liquido iénico, se formaban in situ (IL-LLME in situ) ', es

decir, en la propia matriz de la muestra. En este caso, se generaba un liquido i6nico insoluble en agua,

el hexafluorofosfato de 1-hexil-3-metilimidazolio, [HMIm][PF¢], a partir de la mezcla de un liquido
i6nico soluble en agua, como es el tetrafluoroborato de 1-hexil-3-metilimidazolio, [HMIm][BF4], con
NaPFs. En este caso, no se requiere el empleo de un solvente dispersante, que reduce la recuperacion

obtenida '8,
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2.4.2. Liquidos ionicos a temperatura ambiente (RTILs)

2.4.2.1. Caracteristicas

Los liquidos 16nicos (ILs) son liquidos formados enteramente por iones, es decir, son sales con puntos
de fusion menores a los 100°C. Si estas sales, ademas, son liquidas a temperatura ambiente, se los
denomina “liquidos ionicos a temperatura ambiente” (Room Temperature Ionic Liquids, RTILs) los
que han comenzado a utilizarse en la metodologia MELLD hace pocos afios '°. Los RTILs pertenecen
aun grupo de solventes formados por cationes organicos muy asimétricos y de gran tamafio, y aniones
de diferente naturaleza (organica o inorganica), de manera de que las fuerzas atractivas anion-cation
son mas débiles que en una sal i6nica convencional y por lo tanto, permanecen liquidos a temperatura
ambiente 2.

La mayor parte de los RTILs investigados hasta el momento utilizan s6lo un pequefio grupo de sales.
Entre estos se encuentran cationes de amonio cuaternario, fosfonio, imidazolio o priridinio,
combinados con contraiones inorganicos con carga difusa (relacion carga/radio baja). En la Figura 3
se muestran algunas estructuras tipicas de los cationes y aniones mas utilizados. En estas sales, el
nucleo de los cationes se encuentra anexado a uno o mas grupos organicos. Generalmente, estos
grupos son fragmentos de hidrocarburos saturados 2!

Se calcula que las posibles combinaciones de cationes y aniones de estos RTILs puede tedricamente
producir 10'8 liquidos i6nicos nuevos . Debido a esta facilidad de intercambio de sus componentes
han sido propuestos como materiales de estructura disefiable (liquidos de “disefio”) en el sentido de
que, por ejemplo, la estructura del cation puede cambiarse facilmente (variando la cantidad de grupos
metileno, cantidad de atomos electronegativos, etc.), de manera de tener una enorme variedad de
liquidos con propiedades fisicoquimicas proximas entre si 2, a diferencia de lo que ocurre con los
solventes organicos convencionales, donde al cambiar de un liquido a otro las propiedades cambian

completamente o de manera drastica.
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Figura 3. Ejemplo de estructuras moleculares de cationes y aniones usualmente utilizados para la
sintesis de RTILs: (a) trihexil(tetradecil)fosfonio [(Ce)3C14P]"; (b) I-butil-3-metilimidazolio
[C4Clim]"; (c) metilpiridinio [Clpyr]"; (d) I-butil-3-metilpirrolidinio [C4Clpyrr]", ()
trioctil(metil)amonio ~ [(Cs)sCiIN]+;  (f)  [I-etil-2,3-dimetilimidazolio  [Com2im]*;  (g)
bis(trifluorosulfonil)imida [NTf:]"; (h) dicianoimida [N(CN)2]; (i) oxaloborato [OxB]-; (j) tosilato
[tos]; (k) acido dodecilbencilsulfonico [adbs]-; (1) acesulfamato [ace]"; (m) tetracloaluminato [AICl4]
; (n) tetrafluorborato [BF4]; (i) hexafluorfostato [PFs] .
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2.4.2.2. Propiedades de los RTILs

Las propiedades mas relevantes de los RTILs son: bajo punto de fusion, baja presion de vapor y
volatilidad, alta conductividad eléctrica, alta densidad i6nica, y en general, buena estabilidad quimica
y térmica. Estas caracteristicas Unicas de los RTILs, se deben a su estructura y a la interaccion entre
los iones que los componen. Algunas investigaciones iniciales se han basado en desarrollar y
comprender la relacion entre la naturaleza y estructura de los cationes y aniones y sus caracteristicas
fisicas 2°. A continuacion, se describen algunas de las propiedades fisicas mas importantes de los

RTILs, donde se pueden observar algunas de estas relaciones.

Punto de fusion

Los principales factores que influyen en el punto de fusion (pf) de los RTILs son: la carga de los
iones, su distribucion de carga, la simetria de los iones y su tamafio 2*. Un claro ejemplo es la
comparacion del pf del NaCl, 801 °C, y el del I-propil-3-metilimidazolio, 60 °C, donde la
disminucién del pf se debe al reemplazo de un pequeiio catiéon inorganico por un cation organico
voluminoso y asimétrico 2°. El aumento en la asimetria proporciona una disminucién en el punto de
fusion debido a que se reduce la capacidad de empaquetamiento de los iones. De manera similar
ocurre con el incremento del tamafio de los aniones, lo que produce una disminucién de las
interacciones coulombicas, disminuyendo el pf. Esto se puede ver claramente en el caso de una sal
de sodio, donde el pf disminuye desde 801 °C hasta 185 °C para Cl"> [BF4] > [PF¢] > [AICl4]. Las
atracciones coulombicas en los liquidos i6nicos son comparables en magnitud con las interacciones

moleculares de liquidos moleculares 2.

Presion de vapor

Desde un punto de vista de las aplicaciones, las presiones de vapor de los RTILs son despreciables,
lo que facilita su manejo como solventes y lo que los hace parte de la “quimica verde”, a diferencia

;. , eqe . 25
de los solventes orgdnicos comunmente utilizados como diclorometano, cloroformo, metanol, etc.”.
Sus presiones de vapor son muy bajas como para ser detectadas y esto se debe a las fuertes
interacciones couldmbicas entre sus iones 2°. Sin embargo, se conoce que su presion de vapor aumenta
con el aumento de la temperatura permitiendo que algunos de ellos puedan ser destilados en su rango

de estabilidad térmica, por debajo de los 500 K 2°.
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Densidad

La mayor parte de los RTILs conocidos son mas densos que el agua con valores de densidad entre
1,12-2,4 g cm™. La densidad decrece con el incremento del largo de la cadena alquilica sustituyente
en los cationes organicos (para un mismo anion) 2°. Para RTILs con el mismo catién (1-butil-3-
imidazolio) la densidad decrece con el peso molecular de los aniones 2*. En general, los LIs con
cationes imidazolio son mas densos que el agua, sin embargo, las densidades de los LIs con cationes

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

Viscosidad

La mayoria de los RTILs son liquidos con viscosidades comparables a los aceites, siendo entre dos y
tres ordenes mas grandes que los valores reportados para los solventes organicos convencionales °.
La viscosidad alta es su mayor desventaja en métodos de extraccion a temperatura ambiente, ya que
esta caracteristica dificulta la transferencia de masa 2°, y ademas, se requiere gran potencia de
agitacion cuando se necesita mezclarlos en un sistema liquido-liquido heterogéneo (por ejemplo, en
ELL o MELLD). En general, los LIs con cationes de fosfonio presentan menores viscosidades en
comparacion a los correspondientes con cationes de amonio. La viscosidad no s6lo depende del tipo
y tamafio del catidn, sino también del anion. Nuevamente esta caracteristica fisica esta intimamente

relacionada con las interacciones coulombicas entre sus iones 2.

2.4.2.3. Aplicaciones de los RTILs

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

»  Solventes de uso alternativo en procesos industriales, reemplazando compuestos organicos
volatiles, contaminantes para el medio ambiente;

»  Catalizadores de reacciones homogéneas en sintesis organica e inorganica;

»  Medio de almacenamiento inerte para el transporte de gases (como COz, arsina, fosfina o
boranos) o como medio de tratamiento y purificacion de gas natural;

»  Medio de almacenamiento y conduccion de energia en celdas solares;

>  Solventes para procesos de extraccion 2’

34



Capitulo 2

Debido a que los RTILs pueden solubilizar una gran variedad de compuestos organicos,
organometalicos e inorganicos sus aplicaciones en la quimica analitica han recibido una importante
atencion en los ultimos afios %8, Considerando la naturaleza liquida de los RTILs, la primera aplicacion
natural ocurre con las técnicas de preparacion de muestras que incluyen microextraccion en fase
liquida (ELL ?*%, MELLD '#3%). Sin embargo, también han tenido gran aplicacion en el campo de la
extraccion y microextraccion en fase solida (SPE 2% y SPME 3!).

El uso de RTILs en MELLD ha avanzado rapidamente '®*? ya que ofrecen importantes ventajas
comparado con los solventes organicos usados normalmente. Usualmente se han utilizado RTILs con
cationes de imidazolio, sin embargo, tienen la desventaja de su alto costo por lo que normalmente se
los sintetiza a partir de precursores de més bajo costo, dado que la sintesis es muy sencilla >'%3°, Los
RTILs derivados del cation fosfonio no han sido tan estudiados o empleados en Quimica Analitica
como los derivados de imidazolio y, ademas, son muchos mas econdmicos. En general, tienen mayor
estabilidad térmica y quimica, mejores propiedades de solvatacion, y muchos de ellos son menos

densos que el agua, lo que facilita su recoleccion en métodos como la MELLD %3,

2.5. Extraccion en fase sélida (SPE)

La extraccion en fase sélida (solid phase microextraction, SPE) es una técnica ya establecida en
Quimica Analitica, utilizada para el aislamiento y/o enriquecimiento de compuestos de interés y/o la
limpieza de la matriz, por lo general, desde muestras de agua. La SPE, generalmente, implica poner
una muestra acuosa en contacto con una fase solida o sorbente particulado, por lo que el analito es
selectivamente retenido en la superficie del sélido hasta la elucion final con algun solvente “fuerte”.
La fase sélida es usualmente empaquetada dentro de pequefios tubos o cartuchos plasticos *°. Se han
desarrollado varias tecnologias que incluyen nuevos formatos (discos, tips de micropipetas y
microplacas de multiples pozos), nuevos materiales (ej: silice o lechos poliméricos y lechos mixtos)
y el desarrollo de sistemas automaticos y on-line *°. Cualquiera sea el disefio que se utilice, la muestra
que contiene al analito es forzada mediante presion o vacio a pasar a través del sorbente particulado.
El extracto obtenido es finalmente utilizado para el analisis .
La interaccion del analito con la fase estacionaria ocurre por adsorcion a la superficie o particion en
las capas moleculares externas (de acuerdo a mecanismos que dependen de la naturaleza de dicha
fase: polar/ no polar/ hidrofobica/ intercambio 16nico/ afinidad/ etc.) desarrollandose el siguiente
equilibrio:
Am © Asorb
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Siendo Amy Asorb €l analito en la muestra y el analito adsorbido en el sorbente, respectivamente. Se
puede definir una constante de distribucion, Kp, la cual indica que una porcion del analito permanece

en solucidn y otra es adsorbida sobre (o disuelta en) la fase sélida (Ecuacion 3).

K, = Lo (Ec. 3)
[Alm

Ademas de una adecuada eleccion del material de relleno, hay otros factores a tener en cuenta para
obtener una efectiva aplicacion del método. El nimero de sitios activos disponibles en la fase sorbente
no debe ser menor que el nimero de moléculas del compuesto a retener. Por lo tanto, es importante
asegurar la suficiente capacidad de los cartuchos de SPE que se van a utilizar. Ademas, es importante
controlar el flujo con el que la muestra pasa a través del sorbente, ya que un flujo demasiado alto
disminuye el tiempo de contacto del analito con la fase estacionaria, lo que puede resultar en una
retencion poco efectiva *¢. El paso siguiente a la adsorcion/particion es la desorcidon/solubilizacion de
los analitos hacia la fase movil, por lo que otro factor a considerar, y no menos importante que los
anteriores, es el solvente de elucion, el cual debe proveer un mejor ambiente (solubilidad) para el
analito que el que le ofrece la fase solida. Cuanto mas fuerte es el solvente (mas afin con el analito),
menor es el volumen necesario para la elucion completa, lo que permite obtener una mayor
preconcentracion. En el caso de la SPE, a diferencia de las técnicas de extraccion liquido-liquido, el
solvente de extraccion puede ser miscible con el solvente de la muestra (por lo general, agua), ya que
estos nunca entran en contacto directo .

Un paso intermedio a la elucion de los analitos es la de limpieza del cartucho con un solvente de
fuerza intermedia, la cual permite eliminar interferencias de la matriz que hayan quedado retenidas,
antes del paso del solvente de extraccion.

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

La selectividad de una extraccion estd relacionada con la capacidad del sorbente para discriminar
entre los analitos de interés y los demds compuestos de la matriz. Dentro de los materiales mas
utilizados para la técnica de SPE se encuentran las particulas de silice, “desnudas” o quimicamente
ligadas (C8, C18, cianopropil, diol, etc.), polimeros entrecruzados y carbono grafito con particulas de

silice, o fases mucho mas selectivas como las formadas por polimeros impresos 7%,
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Acondicionamiento Adicidon de la muestra Disolvente Disalvente
de lavado de elucian

A

< (00
< (10
=0
@ =g ()
= )
= ()0

Figura 4. Esquema de los pasos de un proceso de SPE.

La mayoria de los sorbentes utilizados en SPE se encuentran en forma de lecho. Generalmente, estos
lechos se empaquetan en un cartucho o columna. Sin embargo, el principal problema de los materiales
particulados es su imposibilidad de rellenar todo el espacio disponible. Los huecos entre las particulas
reducen la eficiencia de extraccion, por lo que columnas cortas no pueden ser utilizadas a caudales
altos 3°. Debido a las limitaciones que presentan estos materiales, como la presencia de grupos
silanoles libres, areas superficiales relativamente bajas, un rango estrecho de pH en el cual son
estables y el volumen entre particulas, los soportes basados en polimeros monoliticos surgen como
una alternativa viable *°. Estos lechos monoliticos han sido ampliamente utilizados en cromatografia
de liquidos (HPLC) o electroforesis capilar (CE) y pueden ser de naturaleza organica (poliméricos)
o inorganica (silice). Estan formados por una unica estructura porosa, caracterizados por poseer
diferentes tipos de poros interconectados: macroporos que permiten el flujo convectivo de la fase

39,40

moévil, mesoporos que permiten el rapido intercambio de adsorcion/desorcion de los analitos y si

el tipo de material lo permite (como los monolitos de silice) también puede contener microporos *'.
Estos monolitos son sintetizados in situ, generalmente a través de una reaccion de una sola etapa, y
sus propiedades, tales como porosidad, area superficial y funcionalidad (tipo de mondémero funcional
y agente entrecruzante), pueden ser disefiadas a priori, segin las condiciones de polimerizacion

seleccionadas. La adecuada eleccion de los mondmeros funcionales permite ampliar sus aplicaciones

a analitos de diferente polaridad. Otra ventaja importante que ofrecen estos monolitos es la
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eliminacion de las fritas de retencion que necesitan las particulas de silice en los extremos de la
columna, que pueden ser causa de oclusiones o generacion de burbujas, ademdas de las posibles
obstrucciones cuando se inyectan muestras reales de origen bioldgico o clinico. Al no requerir de un
proceso de empaquetamiento de particulas, la fabricacion de estos cartuchos es mas sencilla.
Normalmente, los cartuchos de SPE tradicional se adquieren comercialmente, a diferencia de los
cartuchos para m-SPE que se pueden fabricar facilmente en el laboratorio (“home-made”) de una
manera mas economica. En este trabajo de Tesis denominaremos a la metodologia de extraccion en

fase s6lida monolitica “m-SPE”.

2.5.2. Polimeros monoliticos organicos

Los polimeros monoliticos orgéanicos estan constituidos por polimeros basados en carbono. Las
primeras aproximaciones a estos materiales fueron realizadas por Kubin y col. hacia fines de los afios
"60, sintetizando geles de metacrilatos **. Posteriormente, Hjertén trabajo con polimeros obtenidos a
partir de acrilatos en presencia de una sal, los cuales fueron insertados en columnas de acero
inoxidable #*. Svec y Fréchet publicaron un trabajo en 1994 sobre monolitos de metacrilatos
utilizando la técnica de sintesis mas empleada hasta la actualidad *°.

El primer polimero monolitico poroso utilizado en SPE fue el poli(estireno-co-divinilbenceno), PS-
DVB. Estos monolitos presentan 4reas superficiales mayores a 400 m? g’!, lo cual garantiza una gran
superficie de interaccion con los analitos. Ademads, se fabrican con un alto contenido de solvente
formador de poros (porogénico), el cual se elimina por evaporacion o lavado, generando una cantidad
de poros suficientemente grande suficiente como para permitir la permeabilidad de liquidos. Se han
reportado estudios de la extraccion de compuestos fenolicos, pesticidas organofosforados y
compuestos organoclorados * , donde se muestra que los sorbentes de PS-DVB permiten obtener
mejores valores de recuperacion que los cartuchos de C18 sobre silica, utilizado en la mayoria de los
procedimientos estandarizados **. Dichos polimeros son adecuados para la extraccion de compuestos
no polares debido a su alta hidrofobicidad. Para mejorar los alcances de estos sorbentes a analitos
mas polares se ha propuesto la modificacion de estos polimeros con una gran variedad de
funcionalidades #’. Otra estrategia implementada con el mismo proposito consistio en utilizar mezclas

de polimerizacion incluyendo mondmeros polares de metacrilato 3’
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2.5.2.1. Sintesis de polimeros monoliticos organicos

La mezcla de polimerizacion de los monolitos consiste en una combinacién de mondmeros, entre los

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

un agente entrecruzante o cross-linker, una mezcla porogénica de disolventes y un iniciador
radicalario *8. La mezcla se polimeriza en la mayoria de los casos por calentamiento en un bafio de

agua u horno, por la accioén de iniciadores quimicos, térmicos o mediante radiacion (UV, rayos v,

etc.). Después de la polimerizacion se eliminan los restos de solvente porogénico y de mondmero sin

reaccionar desde el polimero formado mediante lavado con solvente orgénico *°.

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

rapidamente en un solo paso, sin embargo, cuando se utilizan moldes de mayor tamaio la preparacion

se dificulta debido a la disipacion del calor durante la polimerizacion *°. Es decir, la porosidad
obtenida o naturaleza de los poros depende, ademas de los factores mencionados anteriormente, del
tipo y dimensiones del molde.

La caracteristica principal de estos materiales es su estructura porosa. El mecanismo clasico de

formacion de poros que ocurre durante la polimerizacion depende del solvente usado para la creacion

de esos poros. En presencia de un solvente precipitante (no solvatante), en el cual se encuentran
presentes el monomero, el entrecruzante y el iniciador térmico (en este caso), el proceso es el
siguiente:

» El iniciador radicalario se descompone a una temperatura determinada generando radicales libres
que comienzan la polimerizacion en la solucion;

» Los polimeros formados precipitan debido al entrecruzamiento y a la pobre solvatacion del
solvente;

» Debido a que los mondomeros son mejores solventes para el polimero que el solvente porogénico,
los nucleos insolubles formados se hinchan con los monomeros del liquido circundante. La
polimerizacion contintia tanto en la solucion como en los nticleos formados, sin embargo, es mayor
en este ultimo debido a la gran concentracion local de mondmeros;

» Los nucleos captan moléculas poliméricas formadas, aumentando de esta forma su tamaiio;

» Los nucleos de mayor tamafio se asocian con ntcleos vecinos en “clusters” o racimos, mediante
cadenas poliméricas que se entrecruzan;

> En los siguientes pasos el tamafio de los clusters es lo suficientemente grande como para permitir

el contacto con otros y formar una estructura interconectada en el sistema de polimerizacion;
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» La estructura interconectada se refuerza tanto por entrecruzamiento entre los globulos como por

la captura de cadenas poliméricas de la solucién, dando lugar finalmente al polimero poroso *°.

La fraccion de espacio vacio constituye los “macroporos”. El volumen total de estos en el polimero
final es cercano a la fracciéon de volumen del solvente porogénico en la mezcla de polimerizacion
inicial, debido a que el solvente queda atrapado en el entrecruzamiento del polimero y posteriormente
se elimina por lavado.

Las variables que afectan el tamafio y distribucion de tamafio de los poros son: la temperatura, la

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

detallan a continuacién °':

» Temperatura: Este factor afecta fundamentalmente a la distribucion del tamafio de poro. A bajas
temperaturas, la velocidad de reaccion es lenta y permite la transferencia de una parte sustancial
de monémeros desde la solucion hacia los nucleos ya formados en la etapa de nucleacion. En este
caso la polimerizacion sobre los nucleos es cinéticamente mas favorable que en la solucidon
circundante. Al aumentar la temperatura, ocurre el efecto inverso, y estos nuevos nucleos formados
son capturados por otros nucleos formando “racimos” de mayor tamafio con menos textura
individualizada, teniendo por lo tanto menor area superficial.

» Entrecruzante: El cambio en la relacion monomero-entrecruzante permite la formacion de distintas
estructuras porosas y ademas produce materiales con distinta composicion quimica. Cuanto mayor
es la cantidad de entrecruzante, mayor es el entrecruzamiento del polimero, menor el tamafio de
los glébulos, por lo tanto, menor el area superficial final.

» Solvente porogénico: El uso de solventes débiles, menos solvantantes del polimero, es decir, de
polaridad muy distinta a la del polimero, permiten una separacion de fases mas temprana mediante

precipitacion, obteniéndose poros mas grandes.

2.5.3. Caracterizacion de materiales porosos

Muchas de las aplicaciones de los materiales porosos, como en catalisis, cromatografia o técnicas de
extraccion, recaen en su capacidad de poseer gran cantidad de sitios activos, es decir grandes areas
superficiales. Para obtener polimeros con grandes areas superficiales es necesaria la existencia de una
gran cantidad de poros pequefios. La mayor contribuciéon al area superficial proviene de los
microporos, que son, aquellos poros con tamafios menores a 2 nm, y en segundo lugar de los

mesoporos, los cuales tienen tamafios entre 2 a 50 nm. Los macroporos, de mayor tamafio, no
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contribuyen significativamente al 4rea superficial total *

, pero son los que permiten el flujo
convectivo de la fase mévil. Los monolitos de silice poseen altas areas superficiales, de alrededor de
400 m? gr!, dado que tiene una amplia red de meso y microporos, mientras que los basados en
polimeros organicos poseen areas superficiales mucho menores, de alrededor de 60 m? gr™!, dado que
no contienen microporos. Sin embargo, la fabricacion de monolitos de silice es mucho més compleja
debido a que el proceso de sol-gel es mas dificil de controlar y menos reproducible >2.

Existen numerosos métodos y herramientas analiticas que proporcionan informacién sobre la
morfologia de los materiales monoliticos. Estos métodos incluyen técnicas como la microscopia
electronica de barrido (SEM, por sus siglas en inglés), la porosimetria de intrusiéon de mercurio (MIP,

por sus siglas en inglés) y la adsorcion/desorcion de nitrogeno evaluada mediante la ecuacion de

Brunauer-Emmet-Teller (BET).

2.5.3.1. Microscopia de barrido electrénico

La microscopia de barrido electrénico (Scanning Electron Microscopy, SEM) es una técnica no
destructiva que permite el estudio de la superficie de materiales s6lidos. En esta técnica un haz de
electrones, de entre 10 a 40 kV, se focaliza sobre la muestra a analizar y se realiza un barrido sobre
ella. Los haces de electrones secundarios y retrodispersados por el material se analizan con un sistema
de deteccion adecuado que amplifica esta sefial y produce una imagen visual detallada de la superficie.
Estos electrones emitidos brindan informacion de la topografia y morfologia de la superficie del
material, pero no brindan informacién interna del mismo 3.

La técnica SEM permite obtener una gran resolucion espacial del orden de entre 1,5 y 3 nm, para lo
cual se requiere que los materiales sean conductores, y en caso de que no lo sean (como es el caso de
los polimeros monoliticos), deben ser sometidos a un recubrimiento con un material conductor para

poder ser analizados, tal como el oro >*.

2.5.3.2. Isotermas de adsorcion-desorcion de nitrogeno

La adsorcion-desorcion de nitrégeno, es otra técnica muy utilizada para caracterizar materiales
porosos, la cual permite, mediante modelos matematicos, determinar el area superficial especifica del
mismo (utilizando, por ejemplo, el método BET *°), S; el volumen total de poros (por ejemplo con
el método BJH, Barrett, Joyner, and Halenda *°), V,; y la distribucién de didmetros de poros,

comprendidos entre 0,3 y 300 nm, mediante la adsorcién de multicapas de nitrégeno a la temperatura
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del nitrogeno liquido (77K). El comportamiento de sorcion de los macroporos es distinto al de los
mesoporos y microporos, por lo que mediante el analisis de estas isotermas de adsorcion-desorcion
de nitrégeno es posible la determinacion de la estructura de poros del material.

En esta técnica, la muestra se lleva a temperatura constante por medio de un bafio externo y se realiza
un desgasificado. A continuacidon, se introducen, en etapas sucesivas, pequefias cantidades de
nitrogeno liquido (adsorbato) en el interior de la cdmara que contiene la muestra. Las moléculas de
gas que alcanzan la superficie de la muestra se adsorben y tienden a formar una delgada capa que
cubre por completo la superficie adsorbente, formandose una monocapa de moléculas adsorbidas. La
adicion continua de moléculas de gas una vez que se ha formado la monocapa lleva a la formacion
gradual de capas multiples o multicapas. Las isotermas de adsorcion-desorcion se realizan en funcion
de la presion relativa, es decir, la relacion entre la presion aplicada, P, y la presion de saturacion, Po.
Las isotermas de adsorcidon comienzan a baja presion donde se van llenando los poros mas grandes,
y a medida que se va llegando a la presion de saturacion se van llenando todos los poros. El volumen
total de poro es determinado por la cantidad de nitrogeno adsorbido cercano a la presion de saturacion.
La desorcion ocurre cuando la presion de N» decrece, comenzando a la presion de saturacion. La
curva de desorcion, generalmente, no es igual que la curva de adsorcion (por un efecto de histéresis).
A partir de parametros obtenidos de estas curvas se puede obtener la superficie especifica del material
y se puede conocer qué tipo de poros (micro, meso) tiene °.

En la Figura 5 se pueden ver los tipos de isotermas segln la clasificacion de [IUPAC. Las isotermas
tipo I corresponden a materiales que presentan microporos, las de tipo I, Il y VI a no porosos, y las

de tipo IV a materiales con mesoporos, y las de tipo V a materiales con meso y microporos ",

I I 1

Cantidad de gas adsorbida (x/m)

Presion relativa, P/Po

Figura 5. Clasificacion de isotermas de adsorcion de la IUPAC.
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3.1. Validacion

La validacion de un método analitico establece, por medio de estudios de laboratorio sistematicos,
que el método sirve para el fin propuesto, es decir, que sus caracteristicas son capaces de producir
resultados en linea con las necesidades del problema analitico !. Con este fin es necesario determinar
ciertos parametros que lo caractericen y permitan su comparacion con otros métodos. Estos

parametros se denominan “cifras de mérito”. Dentro de las cifras de mérito se encuentran °:

Selectividad y especificidad
Sensibilidad de calibracion
Sensibilidad analitica
Limite de deteccion

Limite de cuantificacion

YV V. V V V V

Precision y exactitud

Existen distintos grados de validacion que el laboratorio puede realizar de acuerdo a las necesidades
del problema a resolver. Dentro de estos se encuentra la validacion interna, el método mas clasico
utilizado para validacion de métodos. Este tipo de validacion se realiza para identificar y asegurar la
calidad de la informacion analitica brindada, donde todas las etapas del proceso de validacion se

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

o cuando es necesario extender la aplicacion de un método establecido hacia muestras distintas o de
distintos rangos de concentraciéon *. Otro tipo de validacion es la validacién inter-laboratorio o
externa. En este caso los resultados obtenidos por un mismo método se confrontan entre varios

laboratorios o0 mediante un organismo externo. Se realiza en aquellos casos en los que existe un interés

compartido entre las partes involucradas, o bien cuando se ha desarrollado un método nuevo de interés
general y alguna institucion profesional u organismo regulador lo va a dar a conocer bajo la forma de
una norma, es decir, un documento donde el procedimiento esta suficientemente detallado de modo
que cualquier operador lo pueda ejecutar sin necesidad de informacién adicional °.

Sin embargo, el primer paso de la validacion de un método analitico es la calibracion del mismo, y

finalmente, la determinacién de las cifras de mérito.
3.1.1. Calibracion

Segun la IUPAC, la calibracion en quimica analitica se define como la operacion que determina la
funcion entre cantidades medibles (intensidad de sefales, representada como la variable y), y
cantidades que caracterizan a los analitos (tipo o cantidad del analito, representada como la variable
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x) 8. Este proceso incluye la seleccion del modelo que las relaciona y la estimacion de los pardmetros
del modelo, asi como también la determinacion de sus errores, y su validacion. La [UPAC distingue
dos tipos de calibraciones: una para la identificacion de especies y andlisis cualitativo, y otra para
analisis cuantitativo. Este segundo tipo tiene como proposito obtener una funcion que permita calcular
cantidades de los analitos como funcién de sefiales instrumentales °.

La calibracion analitica es siempre una calibracion indirecta, ya que no es posible medir directamente
la cantidad de una sustancia en un sistema. En caso que esto ultimo sea posible (por ejemplo, en una

electrogravimetria o coulombimetria), el procedimiento de calibracion no es necesario.
3.1.2. Calibracion por regresion lineal

Para poder realizar una calibracion analitica es necesario realizar una serie de experimentos en donde
se tomen datos de sefiales, especificas para los analitos de interés, en funcién de su concentracion
para poder establecer su relacion. En sistemas complejos, a la hora de establecer esta relacion, surgen
inconvenientes que dependen tanto del analito, de la muestra y del procedimiento de pretratamiento.
Debido a estos inconvenientes la calibracion puede tener ciertas variantes que se desarrollaran mas
adelante.

Las funciones de calibracion, por lo general, pueden ajustarse a una funcién lineal entre la senal
obtenida por un instrumento, y;, y alguna medida de la cantidad del analito en la muestra (por ejemplo,
su concentracion), x; . En el caso de que la relacion entre la respuesta y la concentracion no sea lineal,
se deben usar otros tipos de ajustes, para esto es necesario que previamente se realice la grafica de
calibracion.

Para una serie de datos observados de una variable independiente y; y una variable dependiente x;, la

ecuacion que representa el modelo lineal es:

Vi = A+ B.xi + eyl' (Ec.4)
donde el término de error, ey, describe la diferencia con los valores predichos, yi, y los observados,
vi, para cada x;.

yi =a-+ b.xl- (Ec.5)

Los parametros a y b son la interseccién con el eje y y la pendiente de la recta de calibracion,
respectivamente. Estos términos, denominados “parametros de la regresion” se estiman a partir del

método de cuadrados minimos, que tiene como objetivo minimizar la suma de cuadrados de los
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errores. Ademas de los valores individuales de los coeficientes a y b, es necesario estimar el error
asociado a cada de uno de ellos, s, y s», respectivamente, ademds de otros parametros que se

empleardn en el modelo tales como ¥, la media de todos los valores de sefial medidos (y;;), X la media
de todas las concentraciones utilizadas para la calibracion (x;), J;; las estimaciones de los valores de
respuesta utilizando los pardmetros de la regresion para cada x;, y N el numero total de pares de datos

(x;; v;) 8. Todos estos parametros se resumen en la Tabla 3.

Tabla 3. Parametros de regresion lineal y sus estimaciones

Parametro Estimacion

_ YiViXixE — Xixi i Xy
ni Y xf — (X x;)?

b b=Qxy=Zi(xi_f)(yi_3_’)

a a=y—bx

Qxx Zi(xi - f)z

Sp

y/x

Para la aplicacion de este método de estimacion es necesario verificar anteriormente que se cumplan
dos condiciones: que los errores en la variable independiente, generalmente la concentracion, deben
ser menores que los de la variable respuesta (sefal obtenida), es decir, que se preparen las soluciones
con el menor error posible, de manera de que se cumpla la suposicion de que esa variable “no tiene
error”’; y, ademads que las varianzas sean homogéneas en el intervalo de x (homocedasticidad).

Luego de establecer la relacion entre las variables es necesario determinar, mediante una prueba
estadistica, por ejemplo, mediante un test F, que el modelo lineal propuesto es el que ajusta el conjunto
de datos. Este andlisis puede hacerse mediante el uso de un Analisis de Varianza, ANOVA, que utiliza

sumas de cuadrados (Tabla 4) 3.
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Tabla 4. ANOVA de un modelo de regresion simple con réplicas en cada nivel de concentracion.

Grados
Fuente de Cuadrados
Suma de cuadrados de F
variacion medios
libertad
_ N _ MS
Regresion ~ SSREG = Z ni (9; - y)? 1 MSggc MgEG
i e
. R MS
LOF SSioF = z ni (-9 m—2 MS,op LOF
- MS,
_\2
Error Puro §Se = Z(yij —¥) N—-m MS,
i

2
Total SSr = § E iy —7) N -1
U

Donde m es el numero de niveles de concentracion del analito utilizados para la curva de calibracion.

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

MSLoF
MS,

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

(MS, oF significativamente mayor que MS,) al nivel de probabilidad elegido, se concluye que el

modelo propuesto es inadecuado, y que existe falta de ajuste lineal. El valor MS; 4 corresponde a la

variacion entre los valores de las observaciones obtenidas y la estimacion dada por la curva de

calibracion ajustada.

3.1.3. Cifras de mérito

3.1.3.1. Selectividad y especificidad

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

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

cuando es selectivo para un analito o un grupo de analitos !,

3.1.3.2. Sensibilidad de calibracion y sensibilidad analitica

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

Este parametro indica la variacion de respuesta producida por unidad de concentracién del analito,
. ~ .y _1 . 4

por lo que sus unidades son sefial x concentracion™. Lo ideal es que este parametro alcance el mayor

valor posible, de manera de obtener un cambio apreciable 0 maximo en la sefial para una pequefia

variacion en la concentracion.

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

respuesta, lo mas adecuado es utilizar la sensibilidad analitica en lugar de la sensibilidad de calibrado,

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

SEN

5 (Ec. 7)

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

réplicas de medidas, 1, respecto de sus valores medios:

21 Lj=1i—¥y)?
Sy = \/ i=12j=1 0 V) (Ec. 8)

N-m

Es decir, que un método analitico podria tener una buena sensibilidad, pero si el ruido instrumental
es grande, podria conducir a mayores errores que otro método con menor sensibilidad de calibrado,

pero mucho menor nivel de ruido, resultando en que la performance global del método no sea buena.
3.1.3.3. Limites de deteccion y cuantificacion

Si los limites de deteccion, LOD (limit of detection), y cuantificacion, LOQ (limit of quantification),
se desean medir para la metodologia analitica completa, es decir, ademas de la etapa de deteccion
instrumental final, que incluyan las etapas de muestreo, preconcentracion, separacion analitica,
purificacion y efectos de matriz, entonces, todos estos factores deben ser tenidos en cuenta para la

determinacion de los valores de LOD y LOQ °.
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LOD

El LOD corresponde a la minima concentracion del analito que puede ser detectada de manera

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

bajo el control de una agencia de regulacion, lo mejor es calcular dichos valores de acuerdo a como
lo establezca dicha agencia. Si el método no se encuentra bajo uso regulatorio, la decision sobre la
forma de calcularlos queda a criterio del laboratorio que lo realice '°.

» Una forma comun de determinar este parametro es utilizando la relacion sefial/ruido (S/N), donde
la concentracion del LOD queda determinada por la concentracion del analito que genera una seial
tres veces superior al nivel del ruido (S/N=3) '°. Para poder hacer su determinacion es necesario
que se realicen varias inyecciones al nivel de concentraciéon del LOD. En métodos
cromatograficos, dado que el nivel de ruido de la sefial del blanco es muy bajo, los valores de LOD
obtenidos son muy bajos.

» Otra forma es utilizando la desviacion estandar de la respuesta y la pendiente, donde:

LOD = 337" (Ec. 9)

Donde ¢ es la desviacion estdndar para una curva de calibracion y b es su pendiente. Es
recomendable estimar o con la desviacion de la ordenada, ya que los limites deberian estimarse
con el error a esas concentraciones, y no con el error de las concentraciones de toda la curva '°.
Los LODs determinados de esta manera suelen ser algo superiores a los del procedimiento anterior,

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

> La definicion de la IUPAC ° para el LOD est4 dada por:
LOD == 2. t(o'os; N-2)- SO (EC 10)

Siendo (g 05; N—2) €l valor del estadistico t de manera de que exista una probabilidad del 5% de aceptar
que el analito esta presente cuando en realidad esta ausente (error tipo I o falso positivo con a = 0,05)
y también una probabilidad del 5% de admitir que el analito estd ausente cuando en realidad esta
presente (error de tipo I o falso negativo con S = 0,05), con N-2 grados de libertad. El valor de
2.t(0,05; N—2) €s cercano a 3,3, por lo que usualmente el LOD = 3,3 so. El parametro sy se estima
considerando este parametro muy cercano al desvio estandar en la concentracion de una muestra

blanco, de acuerdo a la Ecuacion 11:
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T O]
so= S Gttt (Ec. 11)

Esta ecuacion se deriva de la Ecuacion 12 correspondiente al desvio estandar, s(x;,.), de una
concentracion predicha (incognita) a partir de la curva de calibrado, suponiendo que se analiza una

muestra por triplicado (n=3).

s 11 inc—%)?
Sine = L= E"'E"'% (Ec. 12)
Los valores de LOD determinados de acuerdo a la [IUPAC son bastante mas grandes que para los

procedimientos anteriores, dada su rigurosidad al incluir errores del tipo 1 y IL

LOQ

El LOQ es la minima concentracion del analito que puede ser cuantificable de manera confiable. Asi,
similar a las definiciones anteriores para el LOD, las de LOQ quedan convertidas en las siguientes:
> De acuerdo a la aproximacion de la relacion seiial/ruido se acepta el valor de S/N =10 '°,

> En relacion al procedimiento de desviacion estandar de la respuesta y la pendiente '°:

10.0

LOQ = =2 (Ec. 13)

» Y segun la definicion de la [UPAC:

LOQ = 10s, (Ec. 14)

Se considera que el desvio estandar relativo (Relative Standard Deviation, RSD) para una
concentracion igual al LOQ seré del 10%, nivel que se toma como el valor maximo de RSD aceptable
para poder cuantificar °.

Al igual que con el LOD, los LOQs generalmente arrojan valores mas altos para los procedimientos
TUPAC que cuando se aplica el segundo procedimiento, y estos valores mas altos que para el primer

procedimiento.
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3.1.3.4. Linealidad y rango lineal

Se considera que el rango lineal (RL) comprende desde el LOQ hasta el maximo valor en donde la
curva se considera lineal. Esto es, para poder determinar el RL es necesario determinar hasta qué

valor de concentracion méaximo del analito la curva de calibrado supera la prueba de hipotesis para la

MSLoF

linealidad, es decir, un valor tal que Fpyp, = debe ser menor que el valor de la distribucion F

e

para un valor de N y o determinados 2.

3.1.3.5. Precision, repetibilidad y exactitud

La precision de un método es la medida de qué tan cercanos son los resultados de ensayos
independientes y usualmente suele expresarse como la desviacion estdndar, s, a ese nivel de
concentracion. Este parametro es generalmente dependiente de la concentracion y, por lo tanto, debe
determinarse su dependencia, generalmente a tres niveles de concentracion diferentes dentro del RL.
La desviacion estandar también puede expresarse en forma relativa a partir de la desviacion estandar

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

RSD = (Ec. 15)

K«

.100 (Ec. 16)

Donde x es el valor medio del nivel de concentracion.

La repetibilidad es la precision obtenida por medidas realizadas bajo condiciones exactamente
repetidas: mismo operador, mismo método, mismo material, mismo laboratorio, en un periodo de
tiempo corto. La reproducibilidad es la precision para condiciones reproducibles: distinto operador,
distinto laboratorio, distinto equipamiento, en un periodo de tiempo largo !.

La exactitud se define como el grado de concordancia entre un resultado, o la media de n resultados,
y el valor verdadero (o aceptado como verdadero) para el analito determinado en una muestra. Una

forma de expresarla es a partir de la exactitud relativa porcentual definida seglin la Ecuacion 17:

§= %100 (Ec. 17)
Cs
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3.1.3.6. Factor de recuperacion y factor de enriquecimiento

Otras cifras de mérito importantes que pueden agregarse a las anteriormente mencionadas, que se
utilizan en metodologias que incluyen pretratamiento de muestras, en especial, preconcentracion,
corresponden al factor de recuperacion, R%, y al factor de enriquecimiento, FE. Estos pardmetros son
esenciales para evaluar la eficiencia de un proceso de extraccion y la capacidad del mismo de
incrementar la sefial analitica !!.

La R% se define como el porcentaje de analito recuperado durante la extraccion, dada por la Ecuacion
18, donde nar, es la cantidad de analito A en la fase extractante, y nai, es la cantidad del analito A en

la muestra inicial.

R% = ~4£ 100 (Ec. 18)

n 4i
Este factor indica qué cantidad del analito presente en la muestra original se obtiene en el extracto
obtenido luego de un proceso de extraccion.
Durante un proceso de extraccion, el volumen de fase extractante es generalmente mas pequefo que
el volumen de la muestra inicial (Vr < Vi), de manera de que el analito sea preconcentrado o
enriquecido mediante la extraccion. El nivel de enriquecimiento del analito en la fase extractante se

representa con FE, el cual queda expresado como:

FE = AL (Ec. 19)
Cai

Siendo Cary Cai, la concentracion del analito A en el extracto final y la concentracion en la solucion
inicial, respectivamente. El FE también puede expresarse en funcion de R% (Ecuacion 20). Este
pardmetro es un indicador importante cuando se desarrollan técnicas para la determinacion de
compuestos en concentraciones muy bajas, del orden de trazas, donde el objetivo es obtener valores

de FE lo mas grandes posibles.

FE = 2L X%
Vi 100

(Ec. 20)

De esta ecuacion se puede observar que para obtener altos valores de FE se deberian procesar
volimenes lo mas grande posibles de muestra, ser extraidos con un minimo volumen de la fase

extractante y la recuperacion ser lo mas alta posible (el analito debe ser muy afin a la fase extractante).
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3.1.4. Metodologias para la calibracion analitica

Para obtener la funcion matemadtica para la calibracion y teniendo en cuenta inconvenientes
provocados por la matriz de la muestra o pretratamientos requeridos en el método, se pueden aplicar
diferentes tipos de metodologias de calibracion. Existen varias técnicas de calibracion siendo de las
mas utilizadas la “calibracion externa”, la “calibracion por sobreagregado o adicion de estandar”, y
la “calibracion con estandar interno”.

La calibracion externa consiste en la preparacion de soluciones estandares de concentraciones
determinadas a partir de un estandar de referencia (externo a la muestra) de pureza conocida, es decir,
los estandares y la muestra se preparan de manera separada '2. Este estindar de calibracion que se
utiliza debe ser el mismo analito que se quiere determinar en la muestra problema. Debido a que la
calibracion externa asume que la respuesta del analito representa con exactitud la concentracion del
analito en la muestra original, es el tipo de calibracion més usado para métodos donde la manipulacion
de la muestra es minima o donde no hay efectos de matriz.

El método de adicion de estandar o sobreagregado se utiliza cuando los componentes de la matriz
pueden afectar de alguna manera la respuesta del analito, exaltando o deprimiendo la sefial, es decir,
cuando existe un efecto de matriz. Muchas veces no se dispone de la matriz o de sus componentes
como para “simularla”, y hasta incluso puede que no sea posible obtener una parte de la muestra en
ausencia del analito a determinar ', es decir, cuando el analito es endégeno a la matriz. El método
consiste en preparar soluciones de calibrado sobre la misma muestra, de tal manera de tener en todos
los matraces la misma cantidad de matriz (y la maxima posible para no diluirla) para que los posibles
efectos sobre la senal sean los mismos en toda la recta de calibracidén. A continuacion, se adicionan
distintos volumenes de una solucion de referencia, conteniendo la misma molécula o ion a determinar,
a todos los matraces excepto uno, el blanco. En este caso la curva de calibracion contendra como eje
x a la concentracion de analito sobreagregada y como eje y, la sefial obtenida. A diferencia del método
anterior donde la concentracidon de la muestra (x;,,.) se determina a partir de los datos obtenidos para

_ (_J’muestra —-a)

la muestra y utilizando los datos de la curva de calibrado (xinc = P ), en este otro caso X,

usualmente se calcula como el valor del eje x obtenido por extrapolacion de la curva de calibrado para
y = 0. La principal desventaja de este método es que cada muestra debe tener su curva de calibrado,
y que al ser un método por extrapolacion y no interpolacion como el método anterior, tiene menor
precision. Para evitar extrapolar, es aconsejable trabajar con los valores de la pendiente y ordenada
al origen para obtener mejor precision. En la practica esta pérdida de precision no suele ser muy

significativa.
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El método de estandar interno consiste en utilizar un analito exdgeno a la matriz, el estandar interno
(ED), utilizado como calibrante, que se agrega a la muestra en una misma cantidad en todos los
matraces, a distintos niveles de concentracion del analito. Este método se utiliza generalmente cuando
se necesitan etapas de preparacion de muestra donde puede producirse la pérdida de una porcion del
analito, aunque puede emplearse para corregir errores determinados, como inexactitudes en la
inyeccion de una muestra al sistema cromatografico, errores en la calibracion del equipamiento, etc.
10Si se emplea con la finalidad mencionada en primer lugar, se asume que el estandar interno utilizado
sufre los mismos procesos de pérdida que el analito, por ejemplo, al filtrar, extraer desde un solvente

inmiscible, etc. En este método la curva de calibrado se grafica con la relacion de sefiales obtenidas
para el analito y el EI (Sa”a”“’ / SEI)’ en funcion de la cantidad de analito agregado como en los otros

dos métodos. De esta manera, se asume que, al hacer el cociente de sefiales, los efectos de pérdida
del analito y el EI se cancelan. Finalmente, el cdlculo de la concentracion del analito en la muestra se
realiza de la misma forma que en el método de calibracion externa, con la diferencia de que a la
muestra se le adiciona el El en idéntica cantidad en que se agrega a los niveles de la curva de calibrado,
y el dato con el que se entra en la curva de calibrado es la relacion de la serial analito en la
muestra/senial del EI

En todo caso, la validez de cualquiera de los métodos de cuantificacion descritos se debera validar
empleando estandares de referencia, si estos existen para la matriz en estudio, o empleando patrones

preparados en el laboratorio.

3.1.5. Efecto de matriz

El efecto de matriz es el cambio que experimenta la sefial analitica del analito como consecuencia de
la influencia que ejercen los componentes de la muestra 4. Este efecto se ve traducido en un cambio
en la pendiente de la curva de calibracion, por lo que, una forma de evaluar si existe un efecto
significativo en la sefial por parte de la matriz es mediante la comparacion de las pendientes en una
curva de calibracion externa contra una de calibracion por sobreagregado. Si existe una diferencia
estadisticamente significativa entre estas dos pendientes, podemos decir que existe tal efecto, por lo
que concluimos que para poder obtener un resultado més confiable de la determinaciéon de la
concentracion del analito es necesario hacerlo sobre la matriz de la muestra o en una matriz simulada
(en caso de que esté disponible).

Esta comparacion estadistica se realiza mediante un test-#, mediante la ecuacion 21.

bi1—by1

/ 2 2
Sh11tSh12

t = (Ec. 21)
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Donde sb1” y sv2” son las desviaciones estandar de las dos pendientes que se quieren comparar. Si
estas varianzas residuales (671 y 6%, estimadas por s%1 y s°e, respectivamente) que se utilizan para
calcular las respectivas varianzas de las pendientes (ecuaciones 21 y 22) son homogéneas (lo cual
puede comprobarse mediante un test-F'), entonces la varianza combinada se calcula como la ecuacion

24, siendo n; y n2 el nimero de datos de cada regresion, respectivamente.

2

2 Se1
P 3 (i —x1)? (Fe22)
Stz = = e __ (Ec.23)
Y (xiz—x2)?
-1)s2 —-1)s2
Sezp — (n1—1)sg1+(n2—1)sg; (Ec.24)

n{+n, -4

Esta varianza combinada se utiliza para calcular el estadistico 7 (ecuacion 25), el cual se compara con

el valor de tabla para ni+n2-4 grados de libertad.

by1—b
t = 11 21 (Ec.25)

1 1
sZ '

n L) 2
it i =x)” 2y (=)

En caso de que las varianzas no sean homogéneas, se puede utilizar una aproximacion similar al test
de Cochran para la comparacion de medias con varianzas distintas. Es decir, si 6°1 # 622, los valores
tedricos t1 y tz, con grados de libertad dados por ni-2 y n»-2, respectivamente, se pueden obtener de
tablas-#, y calcular el siguiente estadistico t’, dado por la ecuacion 26, donde el valor de t se obtiene

de la ecuacion 21 °.

2 2
. t1Sp11+t2S
t = 12bl172°p12 (Ec.26)

2 2
Sp1175p12
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3.2. Optimizacion de un método analitico

En la etapa de optimizaciéon de un método analitico, el objetivo es encontrar las condiciones
experimentales optimas de cierto numero de variables que afectan al procedimiento analitico '°. El
método clasico de optimizacion es clasificado como un método secuencial, y es también conocido
como “método de un-factor-por-vez” (“step-by-step” o “one-variable-at-a-time, OVAT). En esta
estrategia se varia un factor experimental a la vez, se encuentra su valor 6ptimo y se procede a
optimizar las demads variables en etapas, manteniendo el valor optimizado en la etapa anterior '°. Esta
estrategia posee un costo que puede ser elevado si el nimero de variables es grande, debido al gran
niamero de experimentos que son necesarios; no proporciona informacion acerca de las posibles
interacciones entre los factores de estudio; so6lo se examina una pequeia porcion del espacio
experimental; el optimo global puede no ser encontrado; y las condiciones Optimas encontradas
dependen de las condiciones de partida '°. Sin embargo, esta técnica permite obtener un mejor
entendimiento de los principios y la teoria involucrados en el comportamiento de alguna variable en
particular .

La optimizacion mediante “diseiio experimental” se presenta como alternativa a la optimizacion
clasica (OVAT), en la que los inconvenientes de variar un factor cada vez pueden eliminarse !”.

El disefio estadistico de experimentos (DE) evita estos inconvenientes al proporcionar el marco
matematico para cambiar todos los factores simultdneamente y obtener la informacion buscada con
un numero reducido de experimentos, es decir, con la méxima eficiencia. El DE conduce a una
planificacion con menos experimentos que el método de optimizacion paso a paso y permite obtener
la condicién 6ptima global de las variables y las posibles interacciones entre ellas '8.

Para poder realizar la planificaciéon experimental es necesario considerar las siguientes etapas '°:

> ldentificar los factores y niveles: Es muy importante poder identificar todos los factores que
pueden tener influencia en el proceso que se esta estudiando, ya que aquellas variables que no se
tengan en cuenta pueden producir variaciones en las respuestas estudiadas que dificulten el analisis
de los datos. Ademas, es necesario determinar el rango en el que serdn evaluados los factores.

» Seleccion de la variable respuesta: Al seleccionar una respuesta el experimentador debe estar
seguro que ese parametro brindard informacion util acerca del proceso de estudio. Muchas veces
es necesario la optimizacion de mas de una respuesta a la vez.

» Eleccion del diserio experimental: Para elegir un disefio de experimentos es necesario tener en
cuenta el nimero de factores que se quieran analizar y el nimero de experimentos que se puedan

analizar (dependiendo del tamafio muestral).
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» Experimentacion: Este paso consiste en la realizacion de los experimentos en las condiciones
determinadas por el disefo. Los experimentos deben realizarse en orden aleatorio.

» Andlisis de datos, conclusiones y toma de decisiones: Una vez recolectados los datos de los
experimentos es necesario analizarlos mediante métodos estadisticos. Existen muchos softwares
que permiten el analisis de los datos. A partir de las conclusiones obtenidas es necesario determinar
las condiciones Optimas de los factores de manera de poder optimizar las respuestas que se quieren
estudiar.

Cuando el niimero de variables a optimizar es grande (mas de 3) es necesario realizar previamente

disenos de cribado o screening, de manera de poder determinar cuales de ellos son significativamente

influyentes sobre la respuesta que se quieren optimizar. Generalmente, se utilizan disefios en pocos

niveles con multiples factores, entre los que se encuentran los Disefio factoriales (totales y

fraccionarios) y los Disefios de Placket-Burman. Una vez determinados los factores significativos se

procede a optimizarlos mediante disefio de pocos factores, pero de varios niveles, con el proposito de
alcanzar un valor 6ptimo medido por una funcion de la/las respuestas a optimizar. Estos son disefios
de superficies de respuesta, entre los que se encuentran el Disefio Central Compuesto (DCC), el

disefio de Box-Behnken y el disefio de Doehlert '°.

3.2.1. Disefio Central Compuesto

Un disefio central compuesto (DCC) es un disefio de experimental que permite el analisis simultaneo
de distintas variables en varios niveles. En este tipo de disefio s6lo pueden analizarse factores
cuantitativos o relaciones de mezcla, ya que las respuestas seleccionadas para su optimizacion se

modelan como funcién de los factores '°. El DCC consta de:

> Puntos factoriales (pf): (2% experimentos), donde k es el niimero de factores, los cuales forman
parte de un disefio factorial de dos niveles y tienen factores en niveles -1 o +1.

» Puntos axiales o también llamados puntos estrella (pe): (2k experimentos), que son aquellos que
se encuentran a una distancia +a del punto central, donde o queda definido por el experimentador
segun se detalla més adelante.

» Puntos centrales (pc), que son aquellos que tienen todos los factores en nivel 0. Generalmente se

hacen réplicas de este punto para obtener la estimacion del error. '’
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El nimero total de experiencias es E= 2*+2k+pc. De acuerdo a lo previamente dicho se puede ver que
cada factor se encuentra en cinco niveles posibles: -a, -1, 0, +1, + a y cuando a toma el valor de la
raiz cuarta de f'(siendo f el nimero de puntos factoriales), se dice que el disefio es rotable. El valor
de a determina la ubicacion de los puntos estrella y generalmente varia de un valor 1 a un valor k
siendo el operador el que fija este valor de acuerdo a la region de interés y las condiciones de
operabilidad del dominio experimental. La “rotabilidad” de un disefio es una propiedad del mismo
que implica que el error en la prediccion de la respuesta por parte del modelo ajustado es constante a
una distancia dada desde el centro del disefo. Esta propiedad se puede comprobar obteniendo una
grafica de contornos perfectamente circulares cuando se representa el error estandar del disefio en
funcion de las coordenadas experimentales 2°.

En la Figura 6 puede verse un esquema representativo del DCC para dos factores, x1 y X2, que consta
de un disefio factorial 2%, un disefio estrella, y un punto central '°.

Una vez que se tiene los resultados de un disefio de superficie de respuesta, como es el caso del DCC,
se puede construir un modelo polindmico que describa la relacion entre una respuesta y los factores
considerados como significativos. Generalmente se construye un modelo polinémico de segundo
orden. Posteriormente el modelo puede interpretarse graficamente, mediante graficos de contornos
en 2D o gréaficos de superficies de respuesta en 3D; y estadisticamente, mediante, por ejemplo, un

ANOVA .

o ©

(¢ P 9)

v

X

Figura 6. DCC de dos factores, x1 y x2. (@) disefio factorial 22, disefio tipo “estrella” (Q) y un

punto central. ([l) disefio compuesto.

Las superficies de respuesta son superficies n-dimensionales en un espacio (n+1)-dimensional. Por
ejemplo, en un disefio en el que se analizan dos variables simultdneamente se puede obtener un grafico

en 3 dimensiones, ya que se grafica la respuesta en funcion de los factores (Figura 7). En caso de que
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se traten de 3 o més variables, el grafico solo representara a dos de ellas, manteniendo las demas en

un valor constante '°.

Figura 7. Superficie de respuesta generada por un modelo cuadratico de optimizacion de dos

variables en la que existe un maximo de respuesta.

3.2.2. Funcion conveniencia u objetivo.

Es relativamente sencillo determinar las condiciones dptimas de una sdla respuesta, mediante el uso
de la derivada igualada a cero de la funcidon matemadtica obtenida que describe la superficie de
respuesta en funcion de los factores (en caso de que se trate de un maximo o un minimo de la
respuesta). Sin embargo, es posible que exista la necesidad de optimizar varias respuestas
simultdneamente. El nivel de dificultad de encontrar el 6ptimo para todas las respuestas aumenta
cuando las regiones Optimas para cada respuesta se encuentran alejadas entre ellas y no se intersectan
19

Una aproximacion utilizada para la optimizacién de multiples respuestas es la técnica popularizada
por Derringer y Suich (1980) 2!, la cual hace uso de la funcién “deseabilidad”. La aproximacion
general se basa en convertir cada respuesta yi en una funcion deseabilidad di que varia en el rango
0 < d; <1, enel cual si la respuesta se encuentra en su valor objetivo (maximo, minimo o un valor

determinado), d; = 1, y si se encuentra fuera de la zona aceptable, d; = 0. En una segunda etapa se
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eligen los valores de las variables del disefio de manera de que se optimice la funcion global

deseabilidad, D, compuesta por las deseabilidades individuales de m respuestas (ecuacion 27):

D = (dyd, ...d,,)"'™ (Ec. 27)

El software Design-Expert utiliza métodos de busqueda directos para maximizar la funciéon D.
Esta herramienta permite determinar los rangos més deseables para las variables y determinar cuél de

ellas se quiere maximizar, minimizar o mantenerse dentro de un rango.
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DESARROLLO DE UNA TECNICA DE
MICROEXTRACCION DISPERSIVA CON LIQUIDOS
IONICOS DE FOSFONIO.

Aplicacion a la determinaciéon de hidrocarburos

aromaticos policiclicos en muestras de agua del Rio de

La Plata.
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4.1. Objetivos especificos

a. Desarrollar un método de microextraccion liquido-liquido dispersiva empleando liquidos
i6nicos de fosfonio (MELLD-IL) para la determinacion de 16 hidrocarburos aromaticos
policiclicos (HAPs) en muestras de agua.

b. Desarrollar una metodologia de separacién cromatografica para la determinacién de los 16
HAPs mediante HPLC en fase inversa con deteccion DAD-fluorescencia.

c. Optimizar las variables mas importantes de la extraccion MELLD a partir de una optimizacion
por etapas.

d. Validar internamente el método de extraccion y analisis mediante la determinacion de las
cifras de mérito mas importante del mismo.

e. Determinar las concentraciones de los HAPs, correspondiente a la fraccion soluble, en
muestras de agua del Rio de La Plata.

4.2. Metodologia propuesta

4.2.1. Reactivos

Estandares de HAPs: se empleo el kit de reactivos sélidos Accustandard conteniendo los 16 HAPs
prioritarios de la US-EPA (naftaleno (Nap), acenaftileno (Acp), acenafteno (Ace), fluoreno (Flu),
fenantreno (Phe), antraceno (Ant), fluoranteno (FIt), pireno (Pyr), criseno (Cry), benzo[a]antraceno
(B[a]A), benzo[b]fluoranteno (B[b]F), benzo[k]fluoranteno (B[k]F), benzo[a]pireno (B[a]P),
indenol[ /,2,3-cd]pireno (InP), dibenzo[a,h]antraceno (DBA), y benzo[g,4,i]perileno (BPe))
Se emplearon liquidos i6nicos con base en el cation fosfonio y diferentes aniones: cloruro de
trihexil(tetradecil)fosfonio ([(Ces)3C14P][Cl], bromuro de trihexil(tetradecil)fosfonio ([(Ce)3C14P][Br]
y dicianamida de trihexil(tetradecil)fosfonio ([(Ces)3Ci14P][N(CN)2] provistos por Cytec Industries
(New Jersey, USA). Los nombres comerciales de cada uno son: CYPHOS ®IL 101, CYPHOS ®IL
102 y CYPHOS ®IL 105, respectivamente.
Los reactivos empleados fueron de grado analitico o mejor: cloruro de potasio, cloruro de sodio,
fosfato de sodio dibésico anhidro, y bicarbonato de sodio (Anedra, Industria Argentina), fosfato de
potasio (Matheson, Coleman & Bell, Norwood, Ohio, USA), acetona y sulfato de sodio anhidro
(Merck, Industria Argentina), hidroxido de potasio Analar (Poole, Inglaterra), diclorometano,
acetonitrilo y metanol grado HPLC (J. T. Baker, Estado de México, México). Las soluciones fueron
preparadas en agua MilliQ® (Milli-Q system, Millipore).
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4.2.2. Equipamiento

Los analisis cromatograficos fueron llevados a cabo utilizando un cromatégrafo de liquidos Agilent
Technologies (Mulgrave, Australia) serie 1100 equipado con una bomba binaria, un desgasificador
de vacio, y un compartimiento termostatizador para columna conteniendo una columna Zorbax
Eclipse XDB-C18 (250 x 4,6 mm d.i, 5 pm d.p.) conectado a una columna guarda. Se utilizd un
detector DAD, para el analisis cualitativo, y uno de fluorescencia (FLD) para el analisis cuantitativo.
Para el método MELLD se utilizaron tubos de vidrio de cuello angosto, fabricados en el laboratorio
de vitroplastia de la FCE-UNLP. Los tubos son de 9,5 cm x 12 mm de diametro interno con un cuello
de 6 mm de diametro interno. El volumen total de muestra colocada en los tubos fue de 5,00 mL, y
los volimenes de la fase de RTIL colectada, medidos con una microjeringa, fueron entre 20 y 25 uL
(x1uL). Se utilizaron microjeringas de 50 y 100 pL provistas por Agilent Technologies (Mulgrave,
Australia) y Hamilton (Reno, USA) respectivamente. También se utilizd un bafio de ultrasonido
modelo 8890 (Cole Parmer, Estados Unidos) en el proceso de extraccion para favorecer la dispersion,
y para la separacion de las fases se utilizo una centrifuga LUGUIMAC LC-20.

En la etapa de purificacion de los RTILs se utilizo un agitador mecénico vortex Genie 2 (Scientific

Industries, Estados Unidos).

4.2.3. Condiciones cromatograficas

La identidad de los picos fue confirmada por comparacion de los tiempos de retencion de cada pico
cromatografico con el de los estandares puros preparados a partir de los estandares de Accustandard,
y mediante los espectros DAD de la libreria espectral (cuando las concentraciones de las muestras lo
permitieron) creada a partir de los espectros de los mismos estandares.

Dada gran variabilidad en las hidrofobicidades de los analitos a separar, se utilizdo un gradiente
optimizado que consistié de: 70-100 % de acetonitrilo en 43 min, a un flujo de 0,7 mL min'. La fase
movil organica se filtr6 con filtros de nylon de 0,45 um y la acuosa con filtro de nitrato de celulosa,
también de 0,45 um. Para la determinacion cuantitativa de los analitos se emple6 un detector de
fluorescencia, para lo cual se selecciond como longitud de onda de excitacion Optima 260 nm,
considerando los espectros UV-vis de cada uno de ellos. Las longitudes de onda de emision 6ptimas
para los 16 HAPs se detallan en la Tabla 5. Acp fue cuantificado mediante DAD a 230 nm, debido a
que no presenta fluorescencia. A esta longitud de onda no existia interferencia por parte de los
liquidos i6nicos utilizados.

El volumen inyectado del extracto obtenido en el liquido 16nico fue de 10 puL en todos los ensayos.
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Tabla 5. Longitudes de onda de fluorescencia empleados en la deteccion de los distintos HAPs

Analitos A (nm)
Nap, Ace, Flu y Phe 340
Ant, Pyr, Cry, BaA y DBA 400
BbF, BkF, BaP y BPe 420
Flty InP 500

4.2.4. Purificacion de los RTILs

En la metodologia MELLD se emplearon como solventes de extraccion RTILs con densidades
menores que la del agua, de manera que se pudiera obtener la fase extractante (RTIL) en la parte
superior y asi facilitar su recoleccion. Antes de ser utilizados se empleé un procedimiento de
purificacion de literatura ! que consistié en lavados con solucion alcalina. Para esto se disolvié cada
uno de los RTILs en un volumen de diclorometano en una relacion 1:4 en tubos cénicos de
polipropileno de 14 mL. La solucién resultante se lavé con 1,00 mL de una solucién de KOH 1.10%
M, se agitd en un agitador mecanico vortex durante 10 min y finalmente se centrifugd durante 10 min
a 4000 rpm. La fase acuosa fue descartada utilizando una pipeta Pasteur. Este proceso se realiz6 por
quintuplicado y posteriormente se repitio el procedimiento, pero utilizando esta vez 1,00 mL de agua
MilliQ, de manera de eliminar los restos de solucidn alcalina (también por quintuplicado). Finalmente
se procedio a la determinacion de la ausencia de anion de la sal de RTIL en la fase acuosa de lavado
por reaccion con AgNOs3 0,05 M. Una vez terminados los lavados se procedio al secado de la fase
orgéanica conteniendo el RTIL puro a partir del uso de aproximadamente 1 g de Na;SO4 (anhidro), se
agito en vortex por 15 min y se filtré con papel de filtro Whatman ® 40. La fase organica filtrada se

evapord mediante burbujeo con N> y posteriormente se secd durante 48 h en estufa a 40°C.

4.2.5. Preparacion de solucion stock y estandares en agua

Se prepararon soluciones “stock” de los 16 HAPs seleccionados disolviendo los compuestos en
acetonitrilo (con concentraciones variables y conocidas entre 300 y 800 pg mL™). A partir de ellos se
prepard una solucion estandar de 1 ug mL™!. Todas las soluciones se guardaron en frascos color
caramelo y se conservaron en freezer a -20 °C hasta su uso. Su estabilidad fue controlada antes de su

utilizacion comparando las 4reas de los picos cromatograficos con las areas de la solucidn inicial.
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4.2.6. Aplicacion de la metodologia MELLD a muestras de agua del Rio de La Plata.

Las muestras de agua de rio fueron recolectadas en botellas de vidrio color caramelo previamente
lavadas con metanol. Las mismas fueron tomadas desde el “canal Este” y el “canal Oeste”, que rodean
la destileria YPF de la localidad de Ensenada, los cuales desembocan en el Rio de La Plata. Las
muestras fueron mantenidas a 4 °C en la heladera y se filtraron utilizando filtros de nylon de 0,45 um,
antes de ser utilizadas.

Las concentraciones de los diferentes HAPs en las muestras de agua, correspondiente a la fraccion
soluble, se determinaron empleando el método de la “adicion de estandar o sobreagregado”, para
eliminar posibles efectos de matriz. Para esto se prepararon soluciones de diferentes niveles de
concentracion dentro del rango lineal para cada PAH, aditivando con volumenes conocidos de las

soluciones estandar las muestras a analizar.

4.3. Resultados y discusiones

4.3.1.Optimizacion de los parametros de extraccion

Para la optimizacion de la metodologia MELLD se empleo el procedimiento de “una variable a la
vez” (step-by-step) desarrollada en el Capitulo 3 (Seccidn 3.2). Para esto se seleccionaron 5 de los 16
HAPs como analitos de prueba, de hidrofobicidad diferente, representativos de todo el conjunto:
Naftaleno, Antraceno, Pireno, Criseno, y Benzo[k]Fluoranteno. Las concentraciones utilizadas para
estos ensayos fueron: 43 ug L''; 41 pg L'; 57 ug LY; 53 pg L'y 38 ug L', respectivamente. Para
todos los experimentos realizados se utilizd un volumen constante de solucidn estandar de 5,00 mL.
La performance del método fue analizada a partir de la “relacion de areas”, A, de los picos
cromatograficos, expresado como la relacion entre el area correspondiente a los analitos en la fase
extractante ArtiL (proporcional a Crir, la concentracion en la fase de liquido i6nico), dividido por el
area de los analitos en la fase acuosa inicial antes del proceso de extraccion, Aac (proporcional a Cqc,
concentracion en la fase acuosa). Por lo tanto, A; corresponde al factor de enriquecimiento, FE
(=Cr1i/Cac), en esa condicioén experimental de extraccion, como se detalla en el Capitulo 3 (Seccion
3.1.3.6). Las condiciones dptimas seleccionadas seran aquellas que permitan maximizar A, y por lo
tanto FE, para todos los analitos.

Se seleccionaron como parametros significativos de la performance del método a aquellos que

usualmente lo son en este tipo de metodologia de extraccion: tipo y volumen de RTIL, tipo y volumen
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de solvente dispersante, tipo de sal utilizada (efecto salino) y los tiempos de extraccion y
centrifugacion.

Una vez seleccionado el solvente dispersante, se establecieron como condiciones iniciales de la
optimizacion: 40 pL de RTIL y 80 puL de metanol, como solvente dispersante. Para el estudio del
efecto salino se empled NaCl al 3% p/V como condiciéon inicial. Los tiempos de extraccion y
centrifugacion fueron de 10 y 20 min, respectivamente. Los parametros fueron optimizados de a uno,
es decir que en cada etapa de optimizacion los resultados sélo dependen de este factor, por lo que su
valor va cambiando al valor optimo en el transcurso de la optimizacion, como se detalla a

continuacion. Cada condicion se ensayo por triplicado.

4.3.2.Eleccion del RTIL

Se emplearon los 3 RTILs de fosfonio disponibles en el laboratorio, [(Ce)3C14P][Cl], [(Cs)3C14P][Br]
y [(Ce)3C14P][N(CN)2], y todos fueron purificados. Los cromatogramas obtenidos cuando se utiliz6
el [(Ce)3C14P][N(CN)2] no fueron aceptables, ya que se observd la aparicion de picos extraios y coleo
en los picos de los analitos, por lo que tuvo que ser descartado. En la Figura 8 se presentan los
resultados de las A; como indicadores de los FE, obtenidas para los otros dos RTILs utilizados. Se
puede observar que las eficiencias de extraccion para [(Ces)3Ci14P][Cl] y [(Cs)3C14P][Br] son similares.
Sin embargo, las eficiencias obtenidas para los dos HAPs mas hidrofobicos, Cry y B[£]F, son mayores
cuando se emplea [(Cs)3C14P][Br]. Es por esto que se selecciond este RTIL para los siguientes

ensayos.

4.3.3. Eleccion del solvente dispersante

Como se explicitd en el Capitulo 2, los solventes dispersantes que se utilizan en esta técnica deben
ser solubles, tanto con el liquido i6nico como en la matriz acuosa. A partir de esta condicidon se
seleccionaron al metanol, etanol, acetona y acetonitrilo como solventes dispersantes. Para ello se
prepararon distintas soluciones conteniendo 40 pL de [(Cs)3Ci4P][Br] en 80 pL del solvente
dispersante correspondiente. Se inyectd la mezcla en la muestra acuosa tal como se explico en la
Seccion 2.4.1. Como se puede observar en la Figura 9, el solvente dispersante que permitié mejores
resultados en la extraccion, para todos los analitos, fue el metanol, por lo que se lo selecciono para

los experimentos posteriores.
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Figura 8. Efecto del tipo de IL sobre la eficiencia de extraccion, Ar. (i) Nap, (M) Ant, (0) Pyr, (1)
Cry, (m) B[K]F.
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Figura 9. Efecto del tipo de solvente dispersante. () Nap, (l) Ant, (")Pyr, (1) Cry, (%) B[k]F.
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4.3.4.Efecto del volumen de solvente dispersante

Uno de los parametros mas importantes a optimizar es el volumen de solvente dispersante, dado que
este solvente quedara solubilizado en la fase acuosa luego de la extraccion y el volumen que se emplee
puede afectar (aumentar o disminuir) la solubilidad del IL en la fase acuosa. Esto puede determinar
el volumen de LI que se recupera finalmente.

Se ensayaron diferentes relaciones de volumen de solvente dispersante vs. volumen de LI,

manteniendo este ultimo en un valor constante (40 puL). Los valores utilizados fueron: 2, 3, 4, 5y 10.

225

150

Ar

75

VD/VRTIL

Figura 10. Efecto del volumen de solvente dispersante. (@) Nap, (i) Ant, (A)Pyr, (%) Cry, (*)
B[Kk]F.

Los resultados obtenidos (Figura 10) muestran que cuando la relacion entre el volumen de solvente
dispersante, Vp, y el RTIL, Vrri, fue igual a 2, los factores de enriquecimientos (expresados como
Ar) fueron los mas altos (o, en algunos casos se mantuvieron constantes). Por lo tanto, el valor de Ar
seleccionado fue de 2, por lo que el volumen de metanol a utilizar en los siguientes ensayos sera de

80 uL.
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4.3.5.Efecto del volumen del solvente extractante (RTIL)

Para evaluar el efecto del volumen de RTIL se prepararon soluciones conteniendo distintos
volumenes de [(Cs)3C14P][Br] y dos veces el volumen de solvente dispersante optimo, es decir,
metanol. Los volimenes utilizados fueron: 30, 40, 60, 80 y 100 pL. La Figura 11 permite concluir

que el maximo rendimiento de extraccion se obtiene cuando el volumen de RTIL fue de 30 pL, lo

cual podia esperarse dado la mayor dilucion de los analitos a volimenes mayores.

100
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25

0 20 40 60 80 100 120
Volumen IL (uL)

Figura 11. Efecto del volumen de LI. (@) Nap, (@) Ant, (4)Pyr, ( %) Cry, ( *) B[k]F.

4.3.6. Tiempo de extraccion y centrifugacion

Se considerd como tiempo de extraccion al tiempo desde la inyeccion de la mezcla RTIL-solvente
extractante en la muestra a analizar, hasta que comienza la centrifugacion. El tiempo se vario desde
5 hasta 30 min. En la Figura 12 se observa que la eficiencia de extraccion crece hasta los 10 min y
luego decrece y se mantiene constante. Es por esto que se selecciond como tiempo de extraccion 10
min.

El proceso de centrifugacion permite que las fases de LI y la solucidon acuosa se separen. El tiempo
de centrifugacion se defini6 como el tiempo en que el tubo, conteniendo la muestra, se mantiene

dentro de la centrifuga. Los valores de tiempo que se ensayaron fueron: 5, 10, 15, 20 y 30 min. La
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velocidad de centrifugacion se mantuvo constante en 4000 rpm, el valor maximo del instrumento.
Los valores mas altos de A, para algunos analitos se obtuvieron para un tiempo de 20 min, mientras
que para otros fue de 30 min (Figura 13). Debido a que el aumento no es significativo, se eligio 20

min como el tiempo 6ptimo de centrifugacion.
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Figura 12. Efecto del tiempo de extraccion. @) Nap, (M) Ant, (8)Pyr, ( %) Cry, ( * ) B[K]F.
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Figura 13. Efecto del tiempo de centrifugacion. (@) Nap, (M) Ant, (3)Pyr, ( %) Cry, ( *) B[K]F.
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4.3.7.Efecto salino

Es muy frecuente en extracciones liquido-liquido el empleo de sales en la fase acuosa para aumentar
la eficiencia de extraccion, como consecuencia del conocido “efecto salino” (salting-out), donde el
analito es “expulsado” hacia la fase organica como consecuencia de que las moléculas de agua pasan
a comprometerse en la solvatacion de los iones de la sal. Sin embargo, también puede existir un
fenomeno menos conocido, como es el “salting-in”, el cual se observa, por ejemplo, en el caso de la
solubilidad de proteinas en agua >>. Este es un efecto inverso al salting-out donde el aumento de sales
en la fase acuosa produce una mayor solubilidad de analitos, por lo general del tipo polar, en esa fase.
En el caso de las proteinas ocurre por atraccion de los grupos cargados con los iones de las sales en
solucion 2. Este efecto podria ocurrir en este caso debido a que el solvente extractante es un liquido
i6nico, y el agregado de sal podria provocar que se establezcan atracciones coulombicas entre iones
de carga opuesta del RTIL y la sal y, asi, aumentar la disolucion del LI en la fase acuosa, y, por lo
tanto, aumentar la solubilidad de los analitos en esta fase, provocando finalmente una disminucion en
la eficiencia de extraccion.

Para estudiar el efecto del agregado de sales, se seleccionaron dos sales con iones monovalentes, una
con iones divalentes y una con anioén trivalente: NaCl, KCl, MgSO4 y K3POs, en concentraciones
entre 0,5 y 5 % p/V. La condicién donde no se utilizaba el agregado de sal tuvo que eliminarse debido
a que no se producia la dispersion. Este hecho podria sustentar la hipdtesis de que se produzca un
fendmeno salting-in del liquido i6nico en el agua debido al agregado de sales. La dispersion se
produciria a causa de las atracciones de los iones de la sal con los grupos cargados del RTIL, y los
iones a su vez interaccionan con el agua permitiendo la dispersion del liquido idnico 2.

De la Figura 14-A y 14-B se observa que los valores de A: disminuyen levemente (cuando se utiliza
NaCl) o se mantienen inicialmente constantes (cuando se utiliza KCl) pero luego aumentan. Estos
aumentos se deben al fendmeno de “salting-out” mencionado anteriormente. Sin embargo, de la
Figura 14-C y 14-D, para MgSO4 y K3PO4 se observa que los valores de A: decrecen con el aumento
en la concentracion de sal. El efecto es mayor para K3POs que para MgSOs. Por lo antedicho, la
disminucion en la eficiencia de extraccion puede deberse al fendmeno de “salting-in” mencionado
anteriormente, donde ocurriria una atraccion couldombica de los respectivos iones de la sal con los
iones del RTIL. El efecto es mas marcado para los aniones polivalentes PO que para SO4~. Dentro
de los cationes, el efecto es mayor para el cation con mayor concentracion de carga (de menor
carga/radio), Na". En resumen, las extracciones mas eficientes se lograron con KCl y los valores

Optimos se obtuvieron para 5 %p/V.
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Figura 14. Efecto de la concentracion de NaCl, KCI, MgSO4 y K3POj4 en el rendimiento de extraccion de los HAPs de prueba. (@) Nap, (M) Ant, (4)

Pyr, (%) Cry, (%) B[K]F.
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4.4. Descripcion del procedimiento MELLD optimizado

De acuerdo a los resultados obtenidos previamente, la metodologia de extraccion 0ptima consistid en
inyectar rapidamente, utilizando una jeringa, 90 pL de una mezcla que contenia 33 %V/V de
[(C6)3C14P][Br] en metanol (relacion 1:2), en un tubo que contenia 5,00 mL de una solucién acuosa
conteniendo los analitos y KCl 5% p/V. Inmediatamente después de la inyeccion se produce una
dispersion turbia y luego de 10 min de sonicado se procedi6 a realizar la centrifugacion durante 20
min a 4000 rpm. El procedimiento se repitié 5 veces. El volumen de LI extraido fue de 23,6 uL (£0,2
uL) en promedio (Figura 15). Finalmente se tomaron 10 pL de esta fase y se inyectaron directamente

en la columna cromatografica.

inyeccion
rapida del
RTIL

solucion

acuosa inicial

RTIL conteniendo
sonicacion los analitos

10 min

Figura 15. Esquema del procedimiento de MELLD
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4.5. Parametros de performance de la metodologia analitica

A fin de realizar una validacidn interna de la metodologia analitica desarrollada, se consideraron las
siguientes cifras de mérito: limite de deteccion (LOD), limite de cuantificacion (LOQ), rango lineal
(RL), factor de enriquecimiento (FE), recuperacion porcentual (R%), exactitud relativa () y
reproducibilidad intradia (RSD).

Los LOD se calcularon mediante la relacion (S/N=3) (Seccion 3.1.3.3). Los resultados se ubican en
el rango de 0,02-0,49 u.L"'. Mientras que para Acp, dado que no presenta fluorescencia, fue de 0,56
u.L!. Por otra parte, los LOQ se evaluaron segiin el método de la relacion sefial-ruido, como S/N=10.
Los valores se encuentran en el rango de 0,08-1,85 u.L!. En la Tabla 6 se muestran los resultados
obtenidos.

Los FE, R%, y RSD% y 6 para cada PAH fueron determinados a partir de sobreagregados de los
analitos (por quintuplicado) en 3 niveles de concentracion no utilizados en las rectas de calibracion:
0,025, 0,040 y 0,060 mg L. Los calculos se realizaron a partir de las ecuaciones 28 y 29 derivadas
de las ecuaciones 18-20 (Seccion 3.1.3.6), y de la ecuacion 17 (Seccion 3.1.3.5). Los resultados

obtenidos para estos parametros se detallan en la Tabla 7.

FE = f% (Ec. 28)
R% = FE .2 100 (Ec. 29)

ac
Siendo A;y A, las éareas cromatograficas de los analitos en la fase de LI y la fase acuosa
respectivamente, con las condiciones de extraccidon optimizadas; V;; y V. los respectivos volumenes
de la fase de L1 y la fase acuosa.

Se observan en Tabla 7 altos factores de recuperacion, FE, que oscilan entre 109 y 228, y muy buenas
recuperaciones, R%, ubicadas en el rango entre 60 y 108%. Las precisiones calculadas como RSD%
fueron muy aceptables, entre 3,4 y 11,9%, de la misma manera que los valores de exactitud relativa,
0, comprendidos entre 0,4 y 9,9%, dependiendo del analito y del nivel de concentracion estudiado.
Los valores moderados de recuperacion pueden deberse a la presencia de acetonitrilo en las
soluciones estandares. Este solvente organico fue necesario para solubilizar a los patrones de los
HAPs en la matriz acuosa, de manera de obtener niveles de detectabilidad aceptables. Sin embargo,
el empleo de volimenes altos de acetonitrilo en la muestra acuosa resulté en un volumen de fase de
RTIL mas pequefia a lo esperado, debido a que parte del liquido i6nico se puede solubilizar en la fase

acuosa.
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Tabla 6. Limites de deteccion (LOD), limites de cuantificacion (LOQ) y concentraciones de los
HAPs encontrados en las muestras de agua del “canal Este” y “canal Oeste” de la destileria YPF de

la localidad de Berisso (todas las concentraciones se expresan en pg L™).

Concentration encontrada

Analito LOD! LOQ! “canal este”  “canal oeste”
Nap 0,28 0,95 1,6+1,1 NC
Acp 0,56 1,85 NC NC
Flu 0,06 0,20 <LOQ 1,2+1,8
Ace 0,05 0,17 9,7+3,1 NC
Phe 0,24 0,82 <LOQ NC
Ant 0,04 0,12 1,6 £1,8 3,023
Flt 0,25 0,85 <LOQ <LOQ
Pyr 0,05 0,18 0,48 £ 0.8 04+19
Cry 0,06 0,19 0,6+1,1 20+1,.2

Bla]A 0,03 0,08 3,0+1,5 32+2.1
B[b]F 0,08 0,25 <LOQ 2614
B[k]F 0,03 0,09 16+12 23+15
Bla]P 0,02 0,08 NC NC
DBA 0,23 0,77 NC NC
InP 0,49 1,65 NC NC
Bpe 0,12 0,39 NC NC

NC: detectable no cuantificable; <LOQ: debajo del LOQ. ': obtenido mediante S/N.
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Tabla 7. Factor de enriquecimiento, FE; factor de recuperacion, R%, reproducibilidad, RSD% y exactitud relativa, 9, para la técnica IL-DLLME.

Cantidad sobreagregada (mg L)

Analito 0.025 0.040 0.060
FE R%  RSD% 0 FE R% RSD% 0 FE R% RSD% 0
Nap 128 64 6,2 1,1 109 62 4,6 4,7 116 63 6,2 6,8
Acp 137 65 3.4 8,6 130 61 10,2 4,7 125 62 8,8 4,3
Flu 126 60 5,5 6,7 139 66 7,0 8,9 126 64 11,9 1,9
Ace 187 88 8,2 2,6 156 74 6,7 8,4 119 71 10,2 8,1
Phe 130 81 4,1 2,2 188 89 6,6 9.8 153 72 10,8 9.4
Ant 133 63 6,2 4,5 145 68 7,3 8,0 138 65 11,4 7,2
Flt 109 61 5,6 3.3 120 64 6,9 6,3 118 65 10,5 6,3
Pyr 137 65 5,6 2,9 145 68 7,3 6,2 138 65 10,9 3,5
Cry 124 62 10,0 6,4 123 62 7,4 6,6 134 65 7,6 9,4
Bla]A 152 76 9,5 5,5 164 82 8,1 9,9 134 67 7,6 5,2
B[b]F 139 66 7,3 8,2 154 73 6,7 9,9 138 65 11,2 7,4
B[k]F 144 68 8,3 4,9 138 65 7,9 8,2 143 67 11,5 4,8
Bla]P 146 69 7,7 5,6 155 73 7,5 7,9 140 66 11,9 4,8
DBA 221 105 7,5 9.8 192 91 5.5 4,6 196 92 10.1 3.4
InP 228 108 8,1 2,6 226 107 7,2 5,7 187 95 11.2 0.6

Bpe 148 70 7,6 0,4 137 64 6,9 7,7 150 99 11.5 0.8
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4.6. Performance de la metodologia analitica aplicada a muestras reales

Las muestras de agua de rio utilizadas para aplicar el procedimiento MELLD optimizado fueron
recolectadas de los canales Este (coordenadas: -34.874571, -57.895644) y Oeste (coordenadas: -
34.864305, -57.900609) del Rio de La Plata, adyacentes a la refineria de YPF (Figura 16), y fueron
posteriormente tratadas y almacenadas como se mencion6 en la Seccion 4.2.6.

Para validar la performance del método se emple6 el método de la “adicion de estdndar” para evitar
las posibles interferencias provenientes de las matrices de las muestras. Las extracciones se llevaron
a cabo en las condiciones optimizadas del método RTIL-MELLD mencionadas en la Seccion 4.4.
Para esto las muestras tuvieron que ser adecuadas segun estas condiciones Optimas del método. Dado
que la solucion acuosa final debe ser 5% p/V en KCI (segun los resultados de la Seccion 4.3.7), se
prepararon dos soluciones conteniendo 6,03 %p/V de KCI con ambas muestras de agua de rio (Canal
Este y Canal Oeste). Las soluciones para ser empleadas por el método de sobreagregado fueron
preparadas de la siguiente forma: 4,145 mL de la solucion acuosa de agua de rio conteniendo KCI, y
distintos volumenes de ACN (entre 705 y 855 pL, ya que la solucion estandar fue preparada con el
mismo solvente), de manera de mantener un valor constante de 17,1 %V/V de ACN, se colocaron en
tubos de cuello angosto de 5,00 mL y fueron sobreagregados con distintos volumenes (entre 0 y 150
uL) de solucién estandar de 5 ppm conteniendo los 16 HAPs, cada una preparada por triplicado. Las

concentraciones finales de los estandares de los HAPs oscilaron entre 0,00 y 0,15 mg L.

Figura 16. Fotografia satelital que muestra en azul los dos puntos de recoleccion de las muestras.
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Un volumen constante de la gota de RTIL colectada del cuello de los tubos de vidrio se inyectd

directamente en la columna de RPLC.

Intensidad FLD
N

Intensidad FLD
O R N W B U1 O
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Figura 17. A) Cromatograma de la muestra del canal “Este” a 400 nm (emision de fluorescencia). B)

Cromatograma de la muestra del canal “Oeste” a 400 nm (emision de fluorescencia).

La Figura 17 muestra los cromatogramas obtenidos para las muestras de ambos canales sin
preconcentracion donde no se observa presencia de picos cromatograficos. En la Figura 18 se
muestran los cromatogramas de las muestras preconcentradas sin sobreagregar, donde ahora se puede
observar la aparicion de picos (ademads, se muestra un cromatograma de los estandares de los 16
HAPs, con fines comparativos). La identificacion se completd mediante la comparacion de los
espectros de fluorescencia y en algunos de los casos, donde las concentraciones los permitieron,
también se realizd la comparacion de los espectros DAD, de los diferentes picos cromatograficos. De
la Tabla 6 se puede observar que 11 de los 16 HAPs pudieron ser detectados en el Canal Este, y 8 en
el Canal Oeste, aunque algunos de ellos se encontraron por debajo del LOQ, por lo que no pudieron
ser cuantificados. En este caso los limites se calcularon segun el método de senal-ruido. Por otra parte,
ninguno de los dos HAPs considerados como los mas cancerigenos/mutagenicos, Acp y B[«a]P, fueron

detectados. La concentracion de cada analito en la muestra fue calculada como Cx = a/b, siendo a la
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ordenada al origen de la recta de calibracion y b la pendiente de la recta de calibracion (ver Seccion
3.1.4).

Para determinar la linealidad de las rectas de calibracion para cada analito se emple6 un ANOVA,
segun se detalla en la Seccion 3.1.2., mediante el cual se compararon los Fy,, con el Fg para 95 %
de confianza y con N-2 grados de libertad para la falta de ajuste (LOF). Las rectas de calibracion y
sus parametros se muestran en las Tablas 8 y 9.

También se evalu6 el rango lineal para algunos de los analitos, RL, que comprende desde el LOQ
hasta el limite superior de cuantificacion, determinado por el ensayo de LOF. Para aquellos analitos

para los cuales no se encontro el limite superior, solo se informa el rango de calibracion o rango de
trabajo (Tablas 8 y 9).
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Figura 18. A) Cromatograma de los estandares de los 16 HAPs a 254nm. B)
Cromatograma de la muestra del canal “este” a 400 nm (emision de fluorescencia). C)
Cromatograma de la muestra del canal “oeste” a 400 nm (emision de fluorescencia). 1:
Nap, 2: Acp, 3: Flu, 4: Ace, 5: Phe, 6: Ant, 7: Flt, 8: Pyr, 9: Cry, 10: B[a]A, 11: B[b]F,

12: B[k]F, 13: B[a]P, 14: InP, 15: DBA, 16: BPe.
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Tabla 8. Rectas de calibracion para los 16 HAPs en el “Canal Este” y parametros de las regresiones

Analito Pendiente Ordenada R? Sy Rango de calibracion
x 10 x10? (mg L)
Nap 1,79+0,03 0,3+0,2 0,9937 73,87 0,00-0,15
Acp 1,06+0,02 0,3+0,2 0,9903 52,77 0,00-0,15
Flu 1,06+0,02 -04+1,3 0,9920 456,71 0,00-0,15
Ace 4,25+0,09 4,1+0,6 0,9915 202,88 0,00-0,15
Phe 2,75+0,05 -04+0,3 0,9906 126,98 0,00-0,15
Ant 1,66+0,02 3+1 0,9938 476,19 0,00-0,10°¢
Flt 2,48+0,03 0,2+0,2 0,9948 65,10 0,00-0,10¢
Pyr 1,12+0,01 0,5+0,8 0,9963 326,51 0,00-0,15
Cry 8,3+0,2 0,5+0,8 0,9921 254,75 0,00-0,10¢
B[a]A 2,45+0,05 7+2 0,9904 561,80 0,00-0,07¢
B[b]F 1,29+0,02 2+1 0,9955 424,95 0,00-0,15
B[k]F 2,59+0,05 4+2 0,9909 655,88 0,00-0,07¢
B[a]P 2,94+0,05 (3 £2)x10? 0,9934 626,79 0,00-0,07¢
DBA 3,76+0,05 (2 +3)x10 0,9951 95,93 0,00-0,10¢
InP 1,76+0,02 (-1 = 1)x10 0,9978 39,42 0,00-0,15
Bpe 7,62+0,08 (7£5)x10 0,9964 216,50 0,00-0,15

2 desviacion estandar de la regresion; ® niveles de concentracion; ¢ Rango lineal.
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Tabla 9. Rectas de calibracion para los 16 HAPs en el “Canal Oeste” y parametros de las regresiones

Analito Pendiente Ordenada R2 S8 Rango de calibracién
x 10* x102 (mg L)
Nap 1,9+0,3 -0,1+0,1 0,9930 82,91 0,00-0,15
Acp 0,93+0,02 -0,1 £0,1 0,9927 44,91 0,00-0,15
Flu 8,9+0,1 1+1 0,9928 398,80 0,00-0,15
Ace 3,57+0,05 0,1 +04 0,9930 158,03 0,00-0,15
Phe 2,59+0,05 2,1+0,3 0,9908 134,61 0,00-0,15
Ant 13,4+0,3 4+1 0,9903 479,75 0,00-0.10°¢
Flt 2,75+0,05 -0,2+0,4 0,9902 143,88 0,00-0,15
Pyr 8,8+0,2 04+1,0 0,9913 401,12 0,00-0,15
Cry 7,5+0,2 1,5+0,7 0,9902 255,11 0,00-0,10¢
Bla]A 17,9+0,3 6+2 0,9909 581,43 0,00-0,10°¢
B[b]F 8,6+0,1 2,3+0,8 0,9936 325,86 0,00-0,15
B[k]F 17,0+0,3 4+1 0,9916 533,47 0,00-0,10°¢
Bla]P 19,4+0,4 5+2 0,9905 640,07 0,00-0,10°¢
DBA 1,76+0,03 0,6 £ 0,2 0,9900 83,87 0,00-0,15
InP 0,96+0,01 0,03 +0,08 0,9940 32,70 0,00-0,15
Bpe 4,03+0,06 0,5+0,4 0,9943 144,99 0,00-0,15

@ desviacion estandar de la regresion; ® niveles de concentracion; © Rango lineal.
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4.7. Comparacion del método propuesto con estudios similares de la literatura

La metodologia analitica desarrollada se compard con otros métodos de literatura que incluyen
MELLD para la determinaciéon de HAPs en muestras de agua mediante HPLC.

Fatemi et al. *, utilizaron un método de “microextraccion liquido-liquido asistido por alcohol” (AA-
DLLME, por sus siglas en inglés) para determinar 6 HAPs en muestras de agua. Los solventes de
extraccion utilizados fueron alcoholes menos densos que el agua. Los factores de enriquecimiento,
FE, obtenidos para los HAPs fueron entre 310-325, con limites de deteccion, LODs, entre 0,002 y 0,8
png L. La reproducibilidad intra- e interdia, RSD%, estuvo en el rango de 1,7-7,0 y 5,6-7.3,
respectivamente. Fernandez et al. ° determinaron 15 HAPs en muestras de agua de canilla, lluvia, y
de rio superficiales mediante una metodologia automatizada DLLME-FLD-HPLC empleando un
sistema de multijeringa FIA. Como solvente de extraccion se utilizo tricloroetileno. Los FE se
encontraron en el rango de 86-95 con LODs entre 0,02-0,6 ug L!. Los RSD intra- e inter-dia fueron
1,6-4,7 y 2,1-5,3, respectivamente.

En los dos trabajos previos se utilizaron solventes organicos en lugar de solventes “verdes” como lo
son los RTILs. Cela et al. ® asi como también Zhou y Gao ’ utilizaron un RTIL de imidazolio m4s
denso que el agua (hexafluorofosfato de 1-octil-3-metilimidazolio) para un método de MELLD. En
el primer trabajo mencionado, la muestra que contiene el RTIL se enftria en un bafio de hielo después
de que se genera la dispersion, lo que lleva varios minutos. Cada PAH se excitd y detectd a distintas
longitudes de onda, lo que permitié incrementar la sensibilidad. En el trabajo de Zhou y Gao 7, se
desarroll6 un método MELLD a temperatura controlada, en el cual la muestra que contiene el RTIL
fue calentada hasta 90 °C y luego enfriada en un bafo de hielo (con un tiempo de extraccion total de
30 min). Por otro lado, Yao y Anderson ® utilizaron la formacién in-situ del liquido iénico (“in situ
IL-DLLME”) 1-butil-3-metilimidazolio bis[(trifluorometil)sulfonil)imida. La sal de imidazolio se
superenfridé previamente a la reaccion de metatesis con la sal de bis[(trifluorometil)sulfonil)imida.
Aunque la cantidad de liquido i6nico utilizado en cada experimento fue pequefia, es necesario
remarcar que los RTIL de imidazolio utilizados en los trabajos anteriores son muchos mas costosos
que los de fosfonio utilizados en la presente Tesis.

Con respecto a los LODs, los valores reportados por Cela et al.® , empleando deteccion de
fluorescencia, Zhou y Gao ’ y Yao y Anderson 8, ambos empleando deteccion UV, fueron 0,03-2 ng
L', 0,0005-0,88 pg L'y 0,02-0,3 pg L, respectivamente, en comparacién con 0,02-0,49 pg L
obtenidos en la presente Tesis. LODs similares se obtienen en el caso en que la fase de RTIL es
calentada y luego enfriada en un bafio de hielo después del método MELLD 7 o si el RTIL se obtiene

utilizando un proceso de formacion in-situ 8. Por otro lado, se obtienen mucho menores LODs
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enfriando la fase de RTIL combinada con deteccion de fluorescencia 6. Sin embargo, la adicion de
etapas de calentamiento o enfriamiento al método clasico DLLME incrementa el tiempo total de
analisis. En este trabajo de Tesis no se agregaron etapas extras de calentamiento o enfriamiento.
Desafortunadamente, aunque se utilizé la deteccion de fluorescencia, los limites que se obtuvieron
fueron mayores que los determinados en mediante la técnica DLLME empleada por Cela et al. ®. La
principal razon para este resultado puede atribuirse principalmente al tipo de RTIL utilizado (catién
imidazolio versus fosfonio). Por lo tanto, aunque se pueden establecer fuertes interacciones
dispersivas entre los HAPs y las largas cadenas alquilicas de los RTIL de fosfonio, las interacciones
n- © entre los RTIL de imidazolio y los HAPs podrian incrementar aun mas los rendimientos de
extraccion, obteniendo de esa forma, menores LODs.

En resumen, se puede concluir que las cifras de mérito obtenidas en el presente capitulo (factores de
enriquecimiento, limites de deteccion y cuantificacion, y reproducibilidad), mediante el método
MELLD desarrollado empleando un liquido i6nico de fosfonio, son similares a aquellos obtenidos
con otros procedimientos reportados en la literatura que emplean solventes organicos toxicos, liquidos
i6nicos de mayor toxicidad o mas costosos como los de imidazolio. La tnica excepcion reportada en
la literatura, son los mucho menores limites de deteccidén obtenidos con hexafluorofosfato de 1-octil-
3-metilimidazolio, junto con una etapa adicional de enfriamiento. Sin embargo, este tipo de liquido

i6nico es mas denso que el agua, lo que dificulta su recoleccidon y complica el analisis.

4.8. Conclusiones parciales

Se desarroll6 una metodologia de microextraccion dispersiva liquido-liquido (MELLD), empleando
un liquido i6nico a temperatura ambiente (RTIL) derivado del cation fosfonio, [(Ce)3C14P][Br], para
la determinacion de los 16 HAPs prioritarios de la US-EPA, correspondiente a la fraccion soluble, en
muestras de agua del Rio de La Plata. El método de extraccion fue optimizado en etapas (OVAT). Se
empled como técnica determinativa HPLC con deteccion de fluorescencia y UV-DAD. Para la
cuantificacion, se empled el método de la adicion de estandar o sobreagregado para evitar
interferencias de la matriz en las correspondientes sefiales. Por primera vez un liquido idnico de estas
caracteristicas fue utilizado como extractante en un método de extraccion dispersiva liquido-liquido.
El método emplea un volumen muy pequefio de este solvente, por lo que es una técnica econdémica y
eco-compatible. Ademas, el hecho de tratarse de un solvente menos denso que el agua facilita su
recoleccion en comparacion con otros RTILs tipicamente utilizados en este tipo de metodologias. Se
obtuvieron muy altos factores de enriquecimiento (FE) y altas recuperaciones (R%). Como

consecuencia, también se obtuvieron valores de LODs y LOQs en el rango de pg L. Ademis, la
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metodologia presenta muy buena reproducibilidad y exactitud. Dada la calidad de las cifras de mérito
obtenidas, se pudieron detectar y cuantificar con alta confiabilidad varios hidrocarburos aromaticos
policiclicos en las dos muestras de agua analizadas, provenientes de dos canales aledafios a una

refineria de petréleo, que se conectan al Rio de La Plata.
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DESARROLLO DE UNA TECNICA DE
EXTRACCION EN FASE SOLIDA MONOLITICA
(m-SPE).

Aplicacion a la determinacion de antiinflamatorios no
esteroideos en muestras de agua.
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5.1.0Dbjetivos especificos

a. Desarrollar un método de extraccion en fase s6lida empleando por primera vez un polimero
monolitico orgénico (m-SPE) como fase extractante para la determinacion, mediante
HPLC de fase inversa con deteccion UV-DAD, de 7 antiinflamtorios no esteroideos
(AINEs) en muestras de agua.

b. Caracterizar morfoldgicamente el polimero monolitico sintetizado mediante microscopia
electronica de barrido (SEM) e isotermas de adsorcion-desorcion de nitrégeno (BET).

c. Optimizar las variables de extraccion mas importantes del método analitico mediante un
disefio central compuesto (DCC) y superficies de respuesta (SR).

d. Validar internamente el método analitico desarrollado mediante la determinacion de las
cifras de mérito mas importantes.

e. Emplear el método optimizado a la determinacion de AINEs, correspondiente a la fraccion

soluble, en muestras de agua de arroyo de zonas aledafias a la ciudad de La Plata.

5.2. Metodologia propuesta

5.2.1.Reactivos

Los estandares solidos de antiinflamatorios no esteroideos (AINEs) de suprofeno, indoprofeno,
naproxeno, fenbufeno, fenoprofeno, flurbiprofeno, e ibuprofeno, se obtuvieron de Accustandard (New
Haven, USA).

Los reactivos utilizados para la sintesis de los polimeros monoliticos fueron: metacrilato de 2-
hidroxietilo, HEMA (98%), dimetacrilato de etilenglicol, EDMA (99%), 1-dodecanol (99%) y
perdxido de laurilo, LPO (97%), los cuales fueron obtenidos de Sigma Aldrich (Darmstadt, Alemania).
El ciclohexanol (98%) fue obtenido de Carlo Erba (Cornaredo, Italia).

Los reactivos son de grado analitico o mejor: acido fosforico (85% p/p, Merck, Darmstadt, Alemania),
acido formico (85% p/p) y acido acético glacial (Anedra, Argentina), hidroxido de potasio (Analar,
Poole, Inglaterra), hidroxido de amonio (29% p/p), isopropanol y etanol anhidro (Carlo Erba,
Cornaredo, Italia), tetrahidrofurano, acetonitrilo y metanol grado HPLC (J. T. Baker, Estado de

México, México). Las soluciones fueron preparadas en agua MilliQ® (Milli-Q system, Millipore).
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5.2.2. Equipamiento y materiales

Para la polimerizacion de los monolitos se utilizé un horno de vacio Fisher Scientific. Para la sintesis
in-situ de los polimeros monoliticos se emplearon jeringas Darling (Bu Kwang Medical Inc., Korea)
de polipropileno de 2,5 mL. La preparacion de las mezclas de polimerizacion se realizo utilizando un
bano de ultrasonido modelo 8890 (Cole Parmer, Estados Unidos) y micropipetas Eppendorf
(Hamburgo, Alemania). Para el procedimiento de extraccion m-SPE se utilizd una camara de vacio
Phenomenex de 12 posiciones.

Todos los andlisis cromatograficos fueron llevados a cabo utilizando un cromatografo de liquidos
Agilent Technologies (Alemania) serie 1100 equipado con una bomba binaria, un desgasificador, y
un compartimiento termostatizador para columna, conteniendo una columna Zorbax Eclipse XDB-
C18 (250 mm x 4,6 mm d.i., y 5 um d.p.) y un detector DAD. Los eluatos de los cartuchos de

extraccion fueron filtrados con membranas de nylon de 0,45 pm.

5.2.3. Condiciones cromatograficas

Se empleo un gradiente de elucion 50-100% de metanol/buffer formico (pH=3,0; 25mM) en 22,5 min,
a un flujo de 0,9 mL min™'. La deteccion de los analitos se realiz6 empleando un detector DAD. Las
longitudes de onda seleccionadas fueron: 280 nm para suprofeno, indoprofeno y fenbufeno; 220 nm
para naproxeno, fenoprofeno e ibuprofeno; y 254 nm para el flurbiprofeno. La identidad de los picos
fue confirmada mediante los tiempos de retencion de los estandares puros de los 7 AINEs estudiados
y a partir de la comparacion de los espectros UV de una libreria de espectros creada utilizando dichos

patrones.

5.2.4.Preparacion de soluciones stock y estindares en agua

Se prepararon soluciones stock de, aproximadamente 0,600 mg mL™ dependiendo del analito,
mediante pesada directa y dilucion en metanol. Posteriormente, se prepar6 a partir de estas soluciones
una solucion standard conteniendo los 7 AINEs en concentracion de 0,1 mg mL™!. Estas soluciones se
conservaron en frascos color caramelo a 4°C hasta su utilizaciéon. Su estabilidad fue controlada al
momento de su utilizacion comparando las areas de los picos cromatograficos con las areas de la

solucion inicial.
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5.2.5. Muestreo y preparacion de las muestras

Para el presente estudio, las muestras de agua fueron recolectadas en botellas de vidrio color &mbar
con tapa a rosca desde dos arroyos ubicados en zonas aledanas a la ciudad de La Plata (se detalla mas
adelante la ubicacion). Se almacenaron en heladera a 4 °C y se filtraron empleando filtros de celulosa

de 0,45 um previo a su uso.

5.2.6. Mezcla de polimerizacion

La mezcla de polimerizacion para la fabricacion de las fases monoliticas poliméricas se selecciono
considerando la polaridad de los analitos a retener, por lo que como monémero funcional polar se
eligié al metacrilato de 1-hidroxietilo (HEMA), como entrecruzante al metacrilato de etilenglicol
(EDMA), como agente formador de poros (solvente porogénico) se utilizé una mezcla de 1-dodecanol
y ciclohexanol, y como iniciador radicalario al lauril peréxido (LPO). Las estructuras los monémeros
y el iniciador se muestran en la Figura 19.

Teniendo en cuenta metodologias de preparacion de literatura'? se prepararon mezclas con una
composicion fija de 40 %p/p de la mezcla de mondmeros (24%p/p de HEMA, y 16 %p/p de EDMA),
60 %p/p de mezcla porogénica (40 %p/p de 1-dodecanol y 20 %p/p de ciclohexanol) y 0,3%p/p de
LPO (con respecto a los monomeros) . Después de su preparacion, la mezcla se sonico durante 10 min

y luego se burbuje6 con N> durante otros 5 min, de manera de eliminar el Oz disuelto.

HO P
_\—o o 4%
5 o) /—/ —CH,
o 5 e
CH, 2= oh,
HEMA EDMA
[

lauril peréxido

Figura 19. Estructuras de los componentes utilizados para preparar las mezclas de polimerizacion.
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5.2.7.Sintesis de los polimeros monoliticos

Los polimeros monoliticos de poli(HEMA-co-EDMA) se sintetizaron dentro de jeringas de
polipropileno de 2,5 mL. El volumen de mezcla de polimerizacion utilizado fue de 350 pL, medido
con micropipeta Eppendorf. Se decidi6 elegir este pequefio volumen para obtener un monolito de bajo
espesor que permita el pasaje de volumenes relativamente grandes de las muestras acuosas en el menor
tiempo posible. Después de colocar la mezcla de polimerizacidon en la jeringa, se tapo el orificio
inferior con un tapon de parafina (Parafilm). La polimerizacion se llevo a cabo por iniciacion térmica
dentro de un horno a 70 °C durante 24 h. Los monolitos de poli(HEMA-co-EDMA) formados se
lavaron con metanol y agua utilizando la cdmara de vacio para extraccion en fase solida, de manera
de eliminar de los poros todo el solvente porogénico y restos de mondémero que no reaccionaron.
También se probo lavar los polimeros mediante un método mas exhaustivo (pero mas tedioso), como
fue la extraccion mediante Soxhlet. Sin embargo, no se encontraron diferencias en cuanto a la
eficiencia de extraccion entre ambos métodos, por lo que se decidid emplear la cadmara de vacio en la
técnica de lavado.

En la Figura 20 se pueden ver fotografias del cartucho de extraccion y los monolitos formados.

B)

Figura 20. A) jeringa SPE de polipropileno conteniendo el monolitico polimérico de poli(HEMA-co-

EDMA); B) vista superior de la jeringa. C) fase s6lida monolitica extraida del cartucho.

5.3. Resultados y discusiones

5.3.1.Caracterizacion de los polimeros organicos

Para la caracterizacion fisica de los monolitos obtenidos (morfologia, area superficial, volumen y

tamano de poro) los mismos se extrajeron directamente desde las jeringas donde se sintetizaron, ya
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que el monolito en estas condiciones no queda adherido a las paredes de las mismas, dado que su
volumen se contrae (Figura 20 C). Esta caracteristica del monolito no afecté el procedimiento de
extraccion debido a que cuando el polimero se solvata (por agregado de solvente o agua) se hincha
ocupando todo el didmetro de la jeringa, e impidiendo que la muestra liquida agregada fluya por las
paredes del lecho. Esto se comprueba, dado que dicha muestra no fluye por gravedad a través del

lecho monolitico, salvo que se aplique vacio.

5.3.1.1. Microscopia electronica de barrido (SEM)

El andlisis de la morfologia de los polimeros se realizd mediante SEM, para verificar la correcta
formacion del polimero poroso. El monolito formado se secciond en dos partes, para realizar los
analisis sobre la seccion transversal de ambas secciones, y en distintas zonas de las mismas. Dado que
se trata de un polimero no conductor, para la técnica fue necesario cubrir una parte de la superficie
con una fina capa de oro. Los anélisis se realizaron con aumentos de 400, 600, 3000, 6000 y 9000X.

En la Figura 21 se puede ver una fotografia de una de esas zonas de la superficie monolitica, la cual
poseia las mismas caracteristicas que las otras zonas observadas. Se puede ver la estructura porosa
con la tipica formacion de “clusters” o racimos de agregados que se forman en este tipo de polimeros,
con diferentes tamafios de poros, los macroporos de aproximadamente entre 3 y 10 um, y mesoporos
que corresponden, en el caso de monolitos poliméricos organicos, a poros de tamafio menor a 1 pm
de diametro promedio °. Estos polimeros no forman microporos, como se verd en la seccion siguiente,
los que si aparecen en el caso de polimeros monoliticos de silice, con tamafos aproximados a 1 o 2
nm. El tamafio de los macroporos se puede observar directamente desde la micrografia SEM, mientras
que el de los meso y microporos solo se puede determinar mediante porosimetria de intrusion de
mercurio (MIP) y BET 2. Los macroporos permiten el flujo convectivo de la muestra liquida y le
otorgan al material una permeabilidad adecuada para el pasaje de muestras en cortos tiempos de
analisis, tal como ocurre con el empleo de estos polimeros como fases estacionarias en HPLC. Por
otra parte, los mesoporos, que son los que contribuyen de manera predominante al area superficial
total, permiten rapidos equilibrios de adsorcidn-desorcion de la muestra, es decir, son los responsables
de la retencion. En este capitulo de Tesis, se pretenden los mismos objetivos que en HPLC, es decir,
suficiente permeabilidad del lecho para la rapida elucion de las muestras y alta area superficial para
una eficiente retencion de los analitos, pero en este caso, empleados como “fase estacionaria” o relleno
en cartuchos de extraccion para SPE. Dado que la fase a emplear sera utilizada por primera vez en

SPE, a la metodologia se la denominé “m-SPE”.
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Figura 21. Imagenes de microscopia SEM con diferentes grados de aumento: A) 600X, B) 3000X,

C) 9000X, del polimero monolitico sintetizado en jeringa.

5.3.1.2. Isotermas de adsorcion-desorcion de nitrogeno (BET).

La caracterizacion morfoldgica a partir de la técnica de adsorcion-desorcion de nitrogeno también se
realizd sobre los monolitos sintetizados dentro de jeringas. En este caso, se evaluaron las
caracteristicas morfoldgicas de 5 cartuchos preparados utilizando distintas cantidades de mezcla
polimérica: 282, 350, 450, 550 y 618 uL. Estos volumenes fueron seleccionados por el disefio de
experimentos, DCC, que se realiz6 la etapa de optimizacion de las variables experimentales de la
técnica m-SPE como se vera mas adelante. Mayores cantidades de mezcla de polimerizacion
obviamente permitirian obtener mayor cantidad de fase solida dentro del cartucho, lo cual se

traduciria en factores de enriquecimiento, FE, mas altos. Sin embargo, volumenes mayores a 700 puL
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mostraron problemas de homogeneidad en la polimerizacion obtenida, y si el volumen es demasiado
grande la mezcla no polimeriza, salvo que se adecuen factores tales como volumen de solvente
porogénico, temperatura de polimerizacion, o el cambio del tipo de mondémeros o del iniciador
radicalario. El cambio de estas variables sobre la eficiencia de polimerizacion no fue estudiado en la
presente Tesis.

En la Figura 22 se muestran las isotermas de adsorcién-desorcion de nitrogeno de las diferentes
muestras estudiadas. Se observa que las formas de las isotermas son similares entre si, lo que permite
concluir que en todos los casos se lograron sintetizar monolitos morfoldgicamente reproducibles.
Como se esperaba, no se observa la formacion de microporos, los cuales, en caso de aparecer, se
detectarian a bajos valores de presion relativa de gas, P/Po, mediante una curva de pendiente inicial
muy pronunciada. Las isotermas obtenidas son del “Tipo IV”’ (ver Seccidn 2.5.3.2), caracteristicas de
materiales s6lidos de baja porosidad relativa, con presencia predominante de mesoporos en el rango
de 2-50 nm y ausencia de microporos *. Estas isotermas alcanzan un “plateau” cuando se llenan los
mesoporos de nitrogeno en la etapa de adsorcion, o cuando comienzan a vaciarse en la etapa de
desorcion. La capacidad del mesoporo esta dada por la cantidad adsorbida de nitrégeno en la zona de
la meseta, y mediante esta técnica el volumen de nitrogeno adsorbido permite determinar el area
superficial, Sg, y el volumen de los mesoporos, Vp, a través de un modelo matematico apropiado
(Seccion 2.5.3.2).

En la Tabla 10 se detallan las caracteristicas morfologicas de los monolitos analizados, fabricados con
distinto volumen de mezcla polimérica. El area superficial, Sg, se determind mediante el método BET
(Brauner, Emett, Teller) y el tamafio de poro mediante el método BJH (Barret, Joyner y Halenda). Los
valores de Sy obtenidos corresponden a monolitos poliméricos organicos tipicos °, los cuales no
superan las pocas decenas de m*> g'. El area superficial promedio fue de 3,2 m*> g!. Esta 4rea
superficial se podria aumentar disminuyendo el volumen de solvente porogénico utilizado,
obteniéndose mayor cantidad de mesoporos y menor cantidad de macroporos, pero la permeabilidad
del lecho disminuiria y el pasaje de las muestras acuosas se tornaria demasiado tedioso. Se observa en
la Tabla 10 que, mientras los poros formados permanecen con un tamano promedio (V;) que oscila
alrededor de 3,6 uL gr! de muestra, el 4rea superficial, S,, disminuye a medida que aumenta el
volumen de mezcla de polimerizacion. La explicacion para este resultado podria atribuirse a cambios
en el grado de polimerizacion (% de conversion). Haciendo una analogia con el estudio del efecto en
la distribucion de poros en funcion de la temperatura de monolitos de metacrilato realizado por J.M.J
Fréchet et al. 3 se puede realizar la siguiente interpretacioén: a mayores volimenes de mezcla, la
transferencia de calor durante el proceso de polimerizacidén es menos eficiente, con la consecuente

disminucién en la cantidad de radicales del iniciador (LPO) generada. Esto disminuye el nimero de
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nucleos de polimerizacion formados, lo cual produce racimos o “clusters” de polimero mas grandes

y, por lo tanto, poros mas grandes, disminuyendo asi el area superficial del monolito formado. Cabe

destacar que el tamafio de poro mostrado en Tabla 10 corresponde a un promedio de la distribucion

total de los diferentes tamafios obtenidos para cada monolito, pero claramente se observa que a partir

de 350 uL de mezcla de polimerizacion utilizada, el tamafio de poros aumenta.

Vads ( cm3 STP/g)

Figura 22. [sotermas de adsorcidon-desorcion de nitrogeno para los diferentes monolitos poliméricos
estudiados. (se grafica el volumen de gas adsorbido por unidad de masa de monolito vs. la presion
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Tabla 10. Propiedades morfologicas obtenidas mediante la técnica de adsorcion-desorcion de

nitrogeno para los monolitos fabricados a partir de distintos volimenes de mezcla de polimerizacion.

volumen de mezela [uL]  Sg[m2g']*  Vp[mLg']®  tamafio de poro [nm]°

282 4.49 0.00167 2.27
350 4.07 0.00730 7.35
450 2.34 0.00237 4.81
550 2.98 0.00487 6.76
618 2.29 0.00206 4.41

2Sg (area especifica calculada con BET);
> Vp (volumen de poro acumulativo de adsorcion por el método BJH)

¢ (tamafio de poro calculado como 4V/A por el método de BET)

Estos resultados fueron tenidos en cuenta en la etapa de optimizacion, ya que la cantidad de polimero
en el cartucho que se seleccione debe contener la mayor 4rea superficial posible para poder retener
eficientemente los analitos, pero con el mayor volumen de poro para que se pueda eluir la mayor
cantidad de muestra en el menor tiempo posible. Para los ensayos siguientes se selecciond un volumen
de mezcla de compromiso, el cual fue de 350 pL. Sin embargo, este volumen no es el que resultara
optimo para los estudios de recuperacion de todos los analitos, de acuerdo al disefio estadistico de

experimentos que se realiza mas adelante.

5.3.2.Estudio de reproducibilidad entre cartuchos de extraccion

Los monolitos de poli(HEMA-co-EDMA) sintetizados se utilizaron para la extraccion de 7 AINEs
desde muestras acuosas: Suprofeno (Supro), Indoprofeno (Indo), Naproxeno (Napro), Fenbufeno
(Fenbu), Fenoprofeno (Feno), Flurbiprofeno (Flurbi), e Ibuprofeno (Ibu). Como etapas previas a la
validacion del método, se realizaron estudios de reproducibilidad entre jeringas preparadas con 350
pL de la mezcla de polimerizacion y se optimizaron los parametros de extraccion. Para ello, se
prepararon soluciones de los diferentes AINEs (200 pg L) en buffer de fosforico/fosfato de pH=2,15
(0,016M). Para todos los ensayos se utilizo un volumen constante de 25,00 mL de solucion acuosa.

Las etapas iniciales de los ensayos de extraccion fueron las siguientes:
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acondicionamiento del cartucho con 3,00 mL de metanol.
siembra de la muestra: 25,00 mL a 0,35 mL min’!

lavado con 0,5 mL de agua MilliQ

vV V V V

elucion con 1,00 mL de metanol.

Algunas de estas condiciones fueron modificadas posteriormente de acuerdo a los resultados
obtenidos en los ensayos de optimizacion.

Para el analisis de reproducibilidad entre cartuchos se seleccionaron 3 cartuchos y se llenaron con una
mezcla preparada con el mismo porcentaje nominal de mondmero/porégeno mencionado en la
Seccidn 5.2.6. Dos de dichos cartuchos se llenaron con una mezcla preparada el mismo dia (M1a, M1v),
y la segunda, M, con una mezcla preparada en diferente dia, lo cual resulté con una composicion
levemente diferente, dada la pesada de muy pequenas cantidades de monémero.

En la Figura 23 se observa el grafico correspondiente a la recuperacion porcentual, R%, para cada
analito en cada una de las tres fases solidas evaluadas (M1a, Mib y M2), calculado como el promedio
de tres extracciones para cada una. La R% se calculd a partir de la ecuacion 18 (Seccion 3.1.3.6),
donde la cantidad de analito en las fases extractante (naf) e inicial (nai) corresponden en este caso, a
las 4reas cromatograficas obtenidas a partir de inyecciones idénticas del solvente de elucion (metanol)

y de la fase acuosa inicial, Ayg ¥ Agc oc» TESpectivamente (ecuacion 30).

R% = 229 100 (Ec. 30)

scac

Se obtuvieron valores promedio de R% entre 73 y 87%, dependiendo del analito. Las repetibilidades
para cada cartucho reflejadas en las barras de error (3 extracciones diferentes) tuvieron valores entre
2y 7%, mientras que las reproducibilidades (SD%) entre las distintas fases monoliticas ensayadas
(Tabla 11) oscilaron entre el 4 y 7%. Para comprobar estadisticamente estos resultados se realiz6 un
“test de comparacion de medias” mediante un ANOVA, y se comprobd que no existen diferencias
significativas entre las fases solidas monoliticas, con un 0=0,05. Con estos resultados se puede
concluir que tanto las recuperaciones obtenidas, como la repetibilidad y la reproducibilidad entre
jeringas son muy aceptables y que estas nuevas fases son robustas y pueden emplearse para extraccion

en fase solida para extraer eficientemente AINEs desde muestras acuosas.
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Figura 23. Recuperaciones (R%), repetibilidad (entre mezclas de igual composicion nominal: Mja,
M1, y M2) y reproducibilidad (SD% indicada en las barras de error) para los distintos AINEs
estudiados.

Tabla 11. Reproducibilidad (SD%) de la recuperacion promedio (R%) entre cartuchos preparados

independientemente.

R promedio% SD %
77
73
76
87
87
87
80

~N A9 W,

Los cartuchos SPE con fases estacionarias comerciales generalmente se utilizan una sola vez, sobre
todo con muestras muy complejas, dado que usos posteriores disminuyen la recuperacion y/o
producen la elucion de interferentes ocluidos en el lecho o en los “frits” de retencion. Por lo tanto, se
ensay6 en muestras de agua pura la posibilidad de reutilizacion de estas nuevas fases solidas. Para ello
el método m-SPE optimizado se aplico entre 4-7 veces por cartucho, en las mismas condiciones

experimentales cada vez. Se observa en la Figura 24 que la recuperacion de 6 cartuchos estudiados se
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mantiene aproximadamente constante (considerando las SD%) con la reutilizacion de al menos 4
veces (0 6 veces) dependiendo del cartucho. En este caso se grafica la R% de uno de los 7 AINEs
utilizados para el estudio (Fenbu), sin embargo, el comportamiento es muy similar para todos ellos.
Por esto podemos concluir que los cartuchos se podrian emplear al menos 6 veces, con muestras

“limpias”.

100
90
80
70

60

R%

50
40
30
20
10

0 1 2 3 4 5 6 7 8

N° de usos

Figura 24. Recuperaciones obtenidas para Fenbu en 6 cartuchos de m-SPE distintos, utilizados entre
4 y 7 veces por cartucho.

5.3.3.Seleccion del solvente de elucion

Como solventes de elucidon se ensayaron: metanol (MeOH), acetonitrilo (ACN), tetrahidrofurano
(THF), etanol (EtOH) y buffer de amonio/amoniaco de pH=8 (0,1 M). A este ultimo valor de pH los
analitos estan ionizados y, por lo tanto, podrian en principio, eluir de la fase estacionaria. Para cada
solvente el ensayo se realizd por triplicado, y para cada una de las réplicas se utilizaron cartuchos
distintos. Se emple6 1,00 mL de solvente de elucion. Un volumen menor podria aumentar el factor de
enriquecimiento, FE, pero este fue el minimo volumen que se pudo medir con precision en matraz.
Tampoco fue necesario utilizar un volumen mayor, ya que al aumentarlo no aumentaba
considerablemente la recuperacion y si disminuia el FE. Es por esto que no se consider6 al volumen
del eluyente en la etapa de optimizacion DCC de la Seccion siguiente (5.3.4). En Tabla 12 se muestran

las recuperaciones promedio obtenidas para cada solvente. Los valores oscilaron entre 55,4 y 97,5 %,
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excepto para el buffer sin solvente organico, para el cual las recuperaciones fueron muy bajas, lo que
permite concluir que, aunque los analitos estan ionizados a este pH, las interacciones dispersivas y
dipolares con la fase monolitica son fuertes, impidiendo una eficiente elucion. Los valores de R% mas
altos se obtuvieron para ACN como solvente de elucion, para la mayoria de los analitos, por lo que

este solvente fue el que se utilizo en los posteriores ensayos.

Tabla 12. Valores de %R para diferentes solventes de elucion utilizados*.

Solvente Supro Indo Napro Fenbu Feno Flurbi Ibu
ACN 81,1° 80,8° 97,5 91,6% 972 93,32 80,4
MeOH 77,18 72,80 90,3° 88,8? 92,5%b 92,5° 79,5°
EtOH 73,5° 70,5° 76,2° 86,8? 86,7° 87,4% 73,32
THF 55,4¢ 40,1° 67,14 74,4° 73¢ 78° 61,6°
Buffer pH=8 6,44 4,44 5,5¢ 3,4° 5,94 3,9 6,5¢

*1dénticos superindices indican si los valores pueden considerarse estadisticamente iguales entre si. Distintos
superindices significan que los valores difieren estadisticamente.

En la Figura 25 se muestran graficamente los resultados de Tabla 12 para cada solvente y las SD% se
muestran en las respectivas barras de error. Los resultados obtenidos fueron analizados mediante un
ANAVA con un 0=0,05, y la comparacion de las medias se realizo mediante el test LSD de Fisher,
también con un 0=0,05. Para todos los solventes de elucion se obtuvieron muy buenas
reproducibilidades, con valores de SD%, que oscilan entre 1 y 7%, aunque para el THF oscilaron entre

1y 11%.
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Supro Indo Napro Fenbu Fenop Flurbi

HEMeOH HACN KTHF HEtOH M Buffer pH=8

Figura 25. Valores de %R de los diferentes NAIDs para los diferentes solventes de elucion

utilizados.
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5.3.4.Disefio central compuesto

La optimizacion de las variables experimentales que se consideraron mas importantes para el proceso
de extraccion de los analitos en los cartuchos con fases monoliticas poliméricas, se realizd mediante
un disefio central compuesto (DCC). Los factores que se decidieron optimizar mediante este disefio

experimental fueron los habituales en extracciones del tipo SPE: 1) cantidad de fase solida, en este

caso, reflejada a través del volumen de mezcla de polimerizacion utilizado en la sintesis, “V mezcla”,
dado que este factor impactard en la recuperacion, R% y tiempo de andlisis; 2) pH de la solucion

acuosa que contiene a los analitos, ya que se trata de analitos ionizables; y 3) flujo de carga de la

muestra, I, porque si el flujo es muy alto, la interaccion de los analitos con el polimero puede no ser
la adecuada, mientras que si es muy bajo el procedimiento se torna tedioso.

Para la optimizacion de estas variables se construyd un DCC completo, con seis puntos centrales, y
un a de 1,68 (calculado como la raiz cuadrada de los puntos factoriales, de manera de tener un disefio
rotable, ver seccion 3.2.1), lo que resulta en un disefio de 20 experimentos en total. Los rangos
utilizados para cada variable experimental estudiados se muestran en la Tabla 13.

Las respuestas seleccionadas para optimizar en el disefio fueron las recuperaciones de los analitos,
R%.

Tabla 13. Niveles y factores elegidos en el DCC.

Factor -a -1 0 +1 +a

V mezcla (uL) 282 350 450 550 618
pH 2,15 2,70 3,50 4,30 4,85

F (mL min™) 0,33 0,50 0,75 1,00 1,17

Una vez construido el disefio se rellenaron los cartuchos utilizando los distintos volimenes de mezcla

polimérica resultando en cartuchos con distinta cantidad de sorbente (Figura 26).

Figura 26. Fotografia de las jeringas m-SPE con distintas cantidades de polimero monolitico.

105



Capitulo 5

5.3.4.1. Experimentos y respuestas

La Tabla 14 muestra las combinaciones obtenidas con las 3 variables experimentales, las cuales
originaron 20 ensayos en total (sefalados en la tabla como N° de ensayo). En la tabla también se
muestran las respuestas para cada una de esas condiciones experimentales, siendo dichas respuestas
las recuperaciones (R%) obtenidas para todos los analitos en cada ensayo (R% supro; R% indo; R%
napro; R% fenbu; R% feno; R% flurbi; y R% ibu). Estos ensayos fueron realizados en un orden
aleatorio determinado por el programa Design Expert.

Los resultados obtenidos mediante el DCC se utilizaron para obtener ecuaciones que representen la
relacion entre las observaciones obtenidas y las variables utilizadas en el disefio. Para esto se
construyeron modelos polindmicos. El orden de estas funciones depende de qué modelo represente
mejor a las respuestas (primer o segundo orden para este tipo de disefios). Para la determinacion de
estos modelos también se utilizéd el software Design Expert. En estos modelos, los coeficientes se
calcularon por regresion multiple a partir de la estrategia de eliminacion por retroceso, la cual consiste
en construir inicialmente un modelo completo y evaluar posteriormente a partir de un ANOVA cada
uno de los términos obtenidos en la ecuacion. Cada uno de estos términos se van eliminando de a uno,
en caso de que no resulten significativos, con un a=0,01, obteniendo finalmente ecuaciones que mejor
representen a las respuestas en funcion de las variables significativas. Las expresiones semiempiricas
obtenidas de R% vs. las variables experimentales para los siete AINEs estudiados se muestran en las

Ecuaciones 31-37.

R%supro = —55,35 4 0,43.Vipesc1q + 33,38.pH — 47,57.F — 7,15.10"*. V2,10
—11,78.pH? — 20,22.F% + 0,060.Vpezc1a-PH + 0,090. Vpporcra- F + 13,89.pH. F

(Ec. 31)

R%nao = —55,24 + 0,42. Vinegeia + 35,90.pH — 62,47.F — 6,94.10™4. V2, ..

—11,36.pH? + 0,057. Vipoyera- PH + 0,087 Vinosera- F + 10,07.pH. F
(Ec. 32)
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R%papro = —127,09 + 0,69. Vinezcia + 44,97.pH — 30,87.F — 9,24.10"%. V2,4
—12,26.pH? + 0,051.Vyppc10. PH + 12,82.pH. F
(Ec. 33)
R%ponpy = 49,72 + 0,18.Vypopera + 2,19.pH — 3,88.10°*. V2, . — 4,82.pH?>
(Ec. 34)
R%peno = —32,30 + 0,43. Vyposeiq + 22,84.pH — 36,87.F — 6,64.107%.V2,, ., — 9,21. pH?

+ 0,055.Vpezc1q-PH + 13,45.pH. F
(Ec. 35)

R%piurpi = 66,82 + 0,12. Vipescia — 2,92.pH + 4,56.F — 3,46.107*. V2,10 — 5,87.pH? +
—28,87.F? + 0,063.V,0zc10- PH + 13,17.pH. F

(Ec. 36)

R%pu = —178,69 + 0,64. Vinopera + 49,14.pH — 96,77.F — 6,64.10™*. V2., — 8,48.pH? —
62,83. F2
(Ec. 37)
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Tabla 14. Ensayos y respuestas (R%) obtenidos para el DCC

Ensayo \E:eizlc)la pH fngll:}}; R%supro R%indo Ro/onapro R%fenbu R%feno R % furbi R%ibu
1 450 3,50 0,75 78,0 71,2 93,1 89,7 90,1 87,6 84,1
2 450 4,85 0,75 40,8 40,5 61,9 79,8 65,4 70,8 52,6
3 550 4,30 0,50 60,7 60,4 73,1 81,0 72,5 71,6 61,9
4 450 3,50 0,75 80,9 80,5 100,0 90,9 93,8 88,7 86,1
5 450 3,50 0,75 82,3 79,2 95,6 93,4 89,8 85,3 80,2
6 350 4,30 0,50 41,2 42,9 59,8 61,7 58,0 60,1 46,7
7 550 2,70 0,50 72,2 68,8 82,4 83,2 78,7 80,2 71,9
8 450 2,15 0,75 76,7 72,7 87,0 93,0 84,5 86,8 81,8
9 450 3,50 0,75 80,0 75,6 92,9 95,5 88,2 89,2 83,1
10 350 4,30 1,00 49,4 49,9 69,9 73,9 69,4 69,9 52,6
11 550 2,70 1,00 78,2 76,6 87,2 89,7 83,0 84,4 76,5
12 450 3,50 0,75 82,4 78,6 92,5 97,0 91,6 90,5 78,9
13 618 3,50 0,75 70,3 67,8 77,6 86,0 71,0 81,1 71,2
14 450 3,50 0,33 72,7 70,8 92,4 88,7 86,4 82,6 72,2
15 350 2,70 1,00 69,1 68,6 85,3 82,2 82,4 82,0 68,9
16 450 3,50 0,75 80,5 78,8 102,5 92,6 93,5 88,8 75,2
17 282 3,50 0,75 49,4 47,3 63,5 82,3 68,7 78,2 56,3
18 350 2,70 0,50 73,8 72,1 84,5 90,2 83,7 87,1 71,8
19 550 4,30 1,00 76,1 73,7 89,2 92,3 85,7 88,0 65,6
20 450 3,50 1,17 80,4 80,9 101,9 89,6 90,7 86,1 70,6
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De las ecuaciones anteriores se observa que para todos los analitos el modelo que mejor explica el
comportamiento de la R% en funcidn de las variables analizadas, es el cuadratico. Los tres términos
lineales, Viezcia, pH y F, son significativos para todas las respuestas, excepto para el fenbufeno que
no tiene como término significativo al flujo de carga de la muestra, F. Es decir, que para todos los
analitos influyen significativamente las 3 variables estudiadas. El comportamiento de la R% es similar
para casi todos los analitos, lo cual es razonable dado que poseen caracteristicas quimicas similares.
Como se trata de compuestos con un grupo carboxilo, se encuentra una fuerte dependencia positiva
con el pH, es decir que a medida que aumenta el pH, aumenta el porcentaje de analito inonizado, y
por lo tanto, la retencidén en el lecho monolitico disminuye (aqui asumimos que predominan las
interacciones dispersivas analito-sorbente, dadas las caracteristicas quimicas del lecho monolitico)
con la consecuente disminucién del R%. Por otro lado, la dependencia con el flujo de carga de la
muestra, F, es grande y negativo, lo que implica que a mayores velocidades de carga disminuyen los
valores de R%, comportamiento tipico en extracciones de SPE. Esto se debe a que cuanto més rapido
fluye la muestra por el cartucho de extraccion, menor es el tiempo de contacto de los analitos con el
sorbente. La dependencia con el Viezcia €8 mucho menor pero igualmente positiva, a mayor cantidad
de fase solida, mayor R%. Con respecto a los términos cuadraticos, para casi todas las respuestas son
significativos los tres términos, excepto para el indoprofeno, naproxeno y fenbufeno, para los cuales
sus valores de R% no dependen del F2. Sin embargo, el coeficiente V2,,., tiene una magnitud
relativa mucho menor a los demas coeficientes.

Las superficies de respuestas, SR, construidas con estos modelos pueden ser exploradas para
determinar las condiciones Optimas de extraccion. Debido a que en los graficos de SR se representa
la respuesta analizada, R%, en funcion de dos variables a la vez, para algunos de los analitos para los
cuales mas de dos variables son significativas, se muestra mas de una grafica de SR (Figura 27). Sin
embargo, como el problema se compone de mas de una respuesta a optimizar, es necesario realizar
una optimizacion simultanea de las respuestas de todos los analitos en funcion de las variables: Vinezcia,
pH'y F, de manera que se maximicen las recuperaciones, o al menos se mantengan dentro de rangos
deseados (en este caso, con la condicion de que sean maximos).

La aproximacion utilizada en este caso para la optimizacion de multiples respuestas es la
popularizada por Derringer y Suich (1990) ©, la cual hace uso de la funcion “deseabilidad”, como se
explica en la Seccion 3.2.2. Para optimizar la funcion global deseabilidad, D, compuesta por las

deseabilidades individuales de m respuestas (ecuacion 27, seccion 3.2.2),

D = (dydy ...d)Y™ (Ec. 27)
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se utiliza el software Design-Expert, el cual hace uso de métodos de busqueda directos para
maximizar esta funcion. Para esto se utilizé como criterio que las respuestas fueran maximizadas con
la misma prioridad, y ademas que los factores a optimizar se encontraran dentro de los rangos
seleccionados para realizar el DCC. Mediante el software mencionado, se calcularon varios valores
de D, seleccionando el valor 0,951 como una condicién de valor maximo (siendo un valor de 1 el

valor mas deseable). Asi, los valores 6ptimos paras las variables fueron los siguientes:

V mezcla = 465 nL; pH = 3,15; F = 0,85 mL min™.

Figura 27. Superficies de respuesta (SR), obtenidas mediante el software Design-Expert para los

diferentes analitos estudiados.
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Figura 27: (continuacion)
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Figura 27: (continuacion)
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5.4. Procedimiento de extraccion optimizado

En la Figura 28 se puede ver un esquema del proceso de extraccion m-SPE para los compuestos
estudiados. El procedimiento en las condiciones 6ptimas determinadas previamente mediante DCC y
SR se compone de los siguientes pasos:

» Acondicionamiento del cartucho (V mezcla de monolito=465uL): 3,00 mL de metanol.

> Flujo de la muestra en buffer de pH=3,15: F = 0,85 mL min"!

» Lavado: 0,5 mL de agua MilliQ

» Elucion: 1,00 mL de ACN.

Figura 28. Esquema del procedimiento de extraccion m-SPE desarrollado.

5.5. Performance analitica de la metodologia m-SPE

A fin de validar parcialmente la metodologia analitica desarrollada, se consideraron las siguientes
cifras de mérito: limite de deteccion (LOD), limite de cuantificacion (LOQ), rango lineal (RL), factor
de enriquecimiento (FE), recuperacion porcentual (R%), exactitud (8) y reproducibilidad intra-dia
(RSD). Para determinar la linealidad de las rectas de calibracion se aplico un ANOVA en donde se
compararon los Fexp con el Ferit para 95 % de confianza y con N-2 grados de libertad para la falta de

ajuste (LOF), segtin corresponda para cada analito. El célculo se realizo segun se detalla en la seccion
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3.1.2. En la Tabla 15 se muestran las rectas de calibracidn realizadas con los estandares diluidos en

agua pura, las cuales se realizaron teniendo en cuenta todas las etapas del método analitico, incluidos

la extraccion y la determinacion cromatografica.

Los LODs y LOQs, que se muestran en Tabla 16, se calcularon mediante tres métodos diferentes,
como se explico en la Seccion 3.1.3.3., los que se encontraron en el rango de ng L. Estos valores se
consideran muy aceptables si se comparan con trabajos de la literatura que también incluyen etapas
de preconcentracion, pero realizados a través de técnicas instrumentales mas sofisticadas a la
empleada en este trabajo de Tesis, tales como HPLC-MS/MS 72 donde el nivel de deteccion
alcanzado para diferentes analitos también fue del orden de los pg L', o deteccion on-column en
electroforesis capilar (CE), donde la dispersion del pico cromatografico es mucho menor y con la que

se llegd a LODs del orden de las pg L' ong L1 1°,

Tabla 15. Rectas de calibracion en agua incluyendo la técnica m-SPE para los 7 AINEs estudiados.

Pendiente Ordenada RL?
Analito <10° <10 R? Syix m (g L)

Supro 1,93+0,03 242 0,9950 23,87 6 4-500
Indo 2,06+0,04 242 0,9943 27,19 6 4-500
Napro 6,06+0,09 -6£5 0,9962 65,61 6 3-500
Fenbu 4,06+0,02 -2+1 0,9996 14,83 6 4-500
Feno 2,64+0,03 -342 0,9973 23,98 5 9-500
Flurbi 3,16+0,03 242 0,9981 24,20 6 5-500
Ibu 1,76+0,01 -0,7+0,4 0,9987 9,29 5 6-422

2 Rango lineal

Las recuperaciones, R%, los factores de enriquecimiento, FE, la reproducibilidad (expresada como
RSD%), y la exactitud relativa, 9, se determinaron a 3 niveles de concentracidn por triplicado, y se
muestran en la Tabla 17. Para calcular el FE se utilizé la ecuacion 20 (ver Seccion 3.1.3.6). Se
obtuvieron valores entre 42 y 53 segun el analito. Si bien estos valores se consideran aceptables, son
menores a los esperados para una técnica SPE. Una forma de aumentar los FE podria ser emplear

mayor cantidad de fase so6lida en los cartuchos, para poder procesar mayor cantidad de muestra. Sin
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embargo, la estrategia de aumentar la cantidad de fase monolitica trae inconvenientes en el proceso
de polimerizacion, llegando a obtener polimerizacion incompleta si la cantidad de mezcla utilizada
es muy grande, como se dijo anteriormente.

Por otro lado, se obtuvieron muy altos valores de R%, que oscilaron entre 84 y 107%, con 6ptimas
reproducibilidades (2 a 10%), dependiendo del nivel de concentracion y del analito en cuestion. Los
valores de exactitud relativa, 8, se ubicaron entre -0,1 y 6,7 para los niveles de 80 y 200 pg L', y

entre -4,4 y -15,9 para el nivel mas alto de concentracién (300 ug L).

Tabla 16. LODs y LOQs de la técnica m-SPE para los 7 AINEs en agua destilada.

Método 1 Método 2 Método 3
Analito LOD LOQ LOD LOQ LOD LOQ
(mgL™") (gL  (mgL") (gL’ (ugL™") (ngL?)

Supro 1,2 3,9 13,9 42,1 35,1 82,8
Indo 1,2 4,0 14,9 45,1 37,8 88,6
Napro 1,0 3,2 12,2 36,9 30,8 72,6
Fenbu 1,2 3,7 4,1 12,5 10,4 24,5
Feno 2,6 8,7 12,4 37,7 27,7 64,2
Flurbi 1,6 5,4 14,1 42,7 14,1 42,7
Ibu 2,1 6,0 6,7 20,2 16,3 37,8

Método 1: Relacion Sefial/Ruido, S/R. Método 2: 3,3 SD/b (SD: desviacion estandar de la respuesta; b: pendiente de la
recta de calibracion). Método 3: método IUPAC 112,
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Tabla 17. Factor de enriquecimiento, FE, Recuperacion, %R, y Reproducibilidad, %RSD de la técnica m-SPE para los diferentes AINEs en agua
destilada.

Concentracién (ug L)

Analito 80 200 300
EF %R %RSD ) EF %R %RSD ) EF %R %RSD 0
Supro 52 104 3 3,9 48 96 5 -3,8 44 88 4 -12.0
Indo 50 100 2 -0,1 46 92 6 -8,0 42 84 4 -15,9
Napro 52 103 2 3,3 48 95 5 -4,5 44 88 3 -12,0
Fenbu 52 103 6 3,2 51 101 3 1,2 47 94 4 -6,2
Feno 52 105 5 4,6 49 97 4 2,6 44 89 3 -11,4
Flurbi 51 102 4 1,5 49 97 4 -2,7 45 90 4 -10.1
Ibu 53 107 10 6,7 51 102 4 1,5 48 96 5 -4.4
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5.6. Analisis de AINEs en muestras de agua. Efecto de matriz y determinacion de su

concentracion.

Para el andlisis de las muestras de agua, se tomaron muestras de dos arroyos de zonas aledanas a la
ciudad de La Plata. Los puntos de toma de muestra se visualizan por los marcadores de localizacion
de color rosado en la Figura 29. Dos de las tres muestras analizadas fueron tomadas desde dos puntos
distintos del mismo arroyo, ubicados al sudeste de la ciudad, una de ellas en Altos de San Lorenzo (-
34.953149, -57.911304), denominada M1, y la otra en Villa Elvira (-34.946727, -57.907525), M2.
La tercera de ellas, M3, fue tomada del arroyo “El Gato” (-34.916864, -58.001550), al noroeste de la

ciudad.

4 4 ; -I .
_ gleMyMaps

Datos de mapas ©2018 Google Imagenes ©2018 , CNES / Airbus, DigitalGlobe, Landsat / Copernicus_ Condiciones Tkmi 1 §

Figura 29. Fotografia satelital de la ciudad de La Plata y alrededores. En color rosado se sefialan

los puntos de toma de muestras.

5.6.1. Efecto de matriz

Se estudio el efecto de matriz, EM, para las muestras las tres muestras, M1, M2 y M3, segtin el método
detallado en la Seccion 3.1.5, el cual incluye la comparacion de las pendientes en agua y en la matriz
de cada una de las muestras de acuerdo a las ecuaciones 21-26. Para todas las muestras analizadas se
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encontrd que las pendientes de las rectas de calibracion con y sin matriz difieren significativamente
en casi todos 10s casos (t calculado > t tabla), cCOMo se muestra en Tablas 18-20. Por lo tanto, se concluye
que existe efecto de matriz en las tres muestras para la mayoria de los analitos. Es por esto que se
decidié emplear el método del “sobreagregado o adicion de estandar” para la cuantificacion de los

diferentes AINEs encontrados en las muestras de agua.

Tabla 18. Efecto de matriz al emplear la metodologia m-SPE a la muestra M1.

Analito Aagua Amuestra tealculado ttabla EM
Supro 1932,2 1768,1 3,823 2,160 Si
Indo 2058.,0 1815.4 4,470 2,173 Si
Napro 6055,8 7267,8 -8,471 2,182 Si
Fenbu 4057,7 3995,5 0,736 2,056 No
Feno 2664,4 2572,7 1,329 2,207 No
Flurbi 3163,6 3120,9 0,379 2,056 No
Ibu 1755,1 1708,1 0,939 2,069 No

a: pendiente.

Tabla 19. Efecto de matriz al emplear la metodologia m-SPE a la muestra M2.

Analito Aagua Amuestra tealculado ttabla EM

Supro 1932,2 1578,9 7,679 2,169 Si
Indo 2058,0 1601,0 8,076 2,177 Si
Napro 6055,8 6575,7 -4,174 2,167 Si
Fenbu 4057,7 3544,6 6,820 2,056 Si
Feno 2664.,4 22325 8,865 2,186 Si
Flurbi 3163,6 2705,5 4,545 2,056 Si

Ibu 1755,1 15433 4,465 2,069 Si

a: pendiente de la recta de calibracion.
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Tabla 20. Efecto de matriz al emplear la metodologia m-SPE a la muestra M3.

Analito Aagua Amuestra tealculado ttabla EM
Supro 1932,2 1728,4 3,501 2,191 Si
Indo 2058,0 1898,2 2,259 2,195 Si
Napro 6055,8 74144 -5,701 2,211 Si
Fenbu 4057,7 3831,2 2,894 2,056 Si
Feno 2664,4 2548.,0 1,499 2,211 No
Flurbi 3163,6 2951,3 2,052 2,056 No
Ibu 1755,1 1561,1 3,687 2,069 Si

a: pendiente.

5.6.2. Analisis cuali/cuantitativo de AINEs en las muestras de agua estudiadas.

Se realizaron rectas de calibracion para cada una de las tres muestras, con 4 niveles de concentracion
(incluyendo el nivel cero de sobreagregado), por triplicado en cada nivel. El volumen de muestra
utilizado en todos los casos fue de 50,00 mL. Las 3 rectas de calibracion se realizaron en el rango de
42,2-160 ug L' de concentracion aditivada, dependiendo del analito. En las Tablas 21-23 se muestran
los parametros de las rectas de calibracion. Para determinar la linealidad de las rectas de calibracion
se aplico un ANOVA en donde se compararon los Fexp con el Ferit para 95 % de confianza y con N-
2 grados de libertad para la falta de ajuste (LOF), segtin corresponda para cada analito. El célculo se
realiz6 seglin se detalla en la Seccion 3.1.2. Se puede observar en las Tablas mencionadas que todas
las rectas fueron lineales en el intervalo de concentraciones mencionado, para todos los analitos.

En la Figura 30 se muestran los cromatogramas obtenidos mediante HPLC-DAD para las 3 muestras
sin preconcentrar. En las Figura 31 y 32 se muestran las correspondientes sefiales luego de emplear
el método m-SPE optimizado, incluyendo ademds un cromatograma de los 7 estandares en agua pura,

a los fines de comparar los tiempos de retencion.
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Tabla 21. Recta de calibracion por sobreagregado en la muestra M1 utilizando la técnica m-SPE para los 7 AINEs.

Analito Pendiente Ordenada R? Syix m RM? (ug L)
(x10%) (x10)

Supro 1,77+0,03 0,0+0,6 0,9978 5,36 4 50,0-160
Indo 1,82+0,04 2+8 0,9957 7,79 4 50,0-160
Napro 7,34+0,1 143 0,9978 28,89 4 65,0-500
Fenbu 4,00+0,09 -0,6+2 0,9946 19,21 4 50,0-160
Feno 2,57+0,06 -0,4=+1 0,9951 11,78 4 50,0-160
Flurbi 3,12+0,09 -0,6+2 0,9917 18,57 4 50,0-160

Ibu 1,71+£0,04 0,6+0,7 0,9950 6,64 4 42,2-135

2 Rango de medida.

120



Capitulo 5

Tabla 22. Recta de calibracion por sobreagregado en la muestra M2.

Analito Pendiente Ordenada R? Sy/x RM? (ug L)
(x10%) (x10)
Supro 1,58+0,07 -0,3+0,7 0,9962 6,34 50,0-160
Indo 1,60+0,09 -0,3+0,9 0,9957 7,79 50,0-160
Napro 6,6+0,2 -1£2 0,9984 21,92 65,0-208
Fenbu 3,5+0,2 -1£2 0,9959 14,82 50,0-160
Feno 2,23+0,07 -0,2+7 0,9982 6,15 50,0-160
Flurbi 2,7+0,1 0+1 0,9971 9,46 50,0-160
Ibu 1,54+0,07 1,2+0,5 0,9961 5,33 42,2-135

2 Rango de medidas.
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Tabla 23. Curvas de calibracion por sobreagregado en la muestra M3.

Analito Pendiente Ordenada R? Sy/x RM? (ug L)
(x10%) (x10)

Supro 1,7+0,01 0+1 0,9926 9,69 50,0-160
Indo 1,9+0,1 -1+1 0,9904 12,15 50,0-160
Napro 7,4+0,5 -2+6 0,9913 58,53 65,0-208
Fenbu 3,8+0,2 -1£2 0,9957 16,33 50,0-160
Feno 2,5+0,2 -1=£1 0,9930 13,86 50,0-160
Flurbi 3,0+0,1 -1+1 0,9961 11,99 50,0-160
Ibu 1,6+0,1 0,7+0,8 0,9918 7,80 42,2-135

2: Rango de medidas
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Tabla 24. Concentracion encontrada (C) en las muestras estudiadas (ug L), factor de enriquecimiento, FE, recuperacién, R%, y reproducibilidad,

RSD%, (al nivel 140 ng L).

Muestras M1 M2 M3

Analitos C EF %R %RSD & C EF %R %RSD 3§ C EF %R %RSD &
Supro - 50 99 3 -0,6 - 51 103 3 3,0 - 48 96 4 -3,5
Indo (1,0£7,D)¢ 54 107 7 7,5 (1,648,8)¢ 53 105 6 50 - 47 95 5 -5,5
Napro (1,5£6,6) 50 101 1 0,9 - 52 104 3 4,2 - 49 97 3 -2,9
Fenbu - 49 98 2 25 - 52 104 3 4,2 - 52 104 5 4,0
Feno - 50 100 1 -0,2 - 51 103 5 2,8 - 50 101 4 0,8
Flurbi - 48 96 2 44 - 52105 5 4,8 - 52 104 5 4,1
Tbu (3,5£6,5)9 48 96 1 4,0  75+58 47 94 1 55,9 (4,7£83)9 48 96 4 4.2

d: detectable, no cuantificable (el nimero entre paréntesis es una estimacion de la concentracion)
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De acuerdo al método del sobreagregado, la concentracion de cada analito en la muestra se calcula
como Cx = a/b, siendo a la ordenada al origen de la recta de calibracion y b la pendiente de la recta
de calibracion (ver Seccion 3.1.4). En la Tabla 24 se puede observar que s6lo en la muestra M2, la
concentracion de ibuprofeno se encuentra por encima del LOQ, por lo que pudo cuantificarse. Sin
embargo, en las muestras M1 y M3 so6lo pudo detectarse, pero no cuantificarse. Se considero el
método de la relacion sefial/ruido tanto para el LOD como para el LOQ, dado que los otros dos
métodos, mas exigentes, no hubieran permitido determinar la concentracién ni su presencia en la
muestra. En la muestra M2 ademas pudo identificarse un pico compatible con el indoprofeno. Por
otra parte, en la muestra M1 proveniente del arroyo de los Altos de San Lorenzo pudo identificarse
un pico compatible con indoprofeno y naproxeno. Las identificaciones se realizaron unicamente
mediante comparacion con los tiempos de retencion de los estdndares, ya que no pudieron registrarse
los espectros DAD de cada pico, debido a que la concentracion fue demasiado baja. Sin embargo,
dado que los cromatogramas no presentaron demasiados picos (Figuras 31y 32), las coincidencias de
los tiempos de retencion de las muestras con los estandares puros podrian permitir asignar la identidad
con un grado de certeza bastante alto. Marino et al. '* encontraron ibuprofeno es muestras del arroyo
El Gato (ademas de otros AINEs no estudiados en esta Tesis) en concentraciones promedios de 2,59
ug L', aunque en algunos lugares fueron mas altas (9,66 ng L'). Sin embargo, a diferencia del
presente trabajo, las muestras fueron tomadas en el punto de descarga al Rio de La Plata, por lo que

las diferencias en los resultados encontrados podrian deberse a los puntos de toma de muestra.

2 M3

18

mAU

tiempo {min)

Figura 30. Cromatograma correspondiente a las 3 muestras estudiadas: M1, M2 y M3, sin

preconcentracion (A= 254 nm).
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Figura 31. Cromatogramas correspondientes a las 3 muestras analizadas (A= 210 nm). a) estdndares
en agua: 1: Supro. 2: Indo. 3: Napro. 4: Fenbu. 5: Feno. 6: Flurbi. 7: Ibu.; b) Muestra A: M3; B: M2;
C: M1
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Figura 32. Cromatogramas correspondientes a las 3 muestras analizadas (A= 280 nm). a) estandares

en agua: 2: Indo. 3: Napro.; b) Muestra A: M1; B: M2.

Ademads, empleando las muestras de agua, se determinaron el factor de enriquecimiento (FE),
recuperacion porcentual (R%), y reproducibilidad intradia de la recuperacion (RSD%) en un nivel
intermedio de la curva, el cual se realiz6 por triplicado. Los resultados se detallan en la Tabla 24. Se
obtuvieron valores de FE entre 47 y 54, excelentes recuperaciones comprendidas entre 94 y 107%,
con un RSD% entre 1 y 7%, y muy buenas exactitudes, 9, las que oscilaron entre 0,2 y 7,5%,
dependiendo del analito y de la muestra. Todos estos valores son similares a los obtenidos con las
curvas de calibracion en agua destilada, es decir que, si bien existen efectos de matriz, los mismos no
son tan significativos.

Dada la baja concentracion de los analitos se procesd, para la muestra M3, cantidades mayores a las
empleadas hasta ahora (200 ml vs 50 ml) para aumentar los factores de enriquecimiento, aunque con
el costo del mayor tiempo de andlisis y la oclusion de la muestra en el cartucho al finalizar la elucion
(Figura 33). Los cromatogramas obtenidos (Figura 34), fueron muy similares a los originales, no

pudiendo lograrse observar los espectros DAD de los diferentes picos.

126



Capitulo 5

Figura 33. Fotografia del cartucho utilizado para preconcentrar 200 mL de la muestra M3
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Figura 33. A) Cromatogramas de la muestra M3 cuando se procesaron: a) 200 mL; b) 50 mL.
(A=210 nm) (La flecha azul sefiala al supuesto pico del ibu). B) Cromatogramas de la muestra M3

cuando se procesaron: a) 200 mL; b) 50 mL. (A=254 nm).
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El hecho de que los cromatogramas sean muy similares en cuanto a cantidad/tiempo de retencidon/area
de los picos, indicaria también que el analisis de las muestras originales (realizado tres dias después
a la toma de la muestra y guardada inmediatamente en la heladera), fue representativo, dado que el
analisis de la misma muestra 2 meses después no produjo cambios en las concentraciones de los

diferentes compuestos por posible descomposicion y/o accion de bacterias.

5.7. Conclusiones

Se desarroll6 una metodologia de extraccion en fase solida monolitica empleando por primera vez
como fase solida extractante un polimero monolitico organico de poli(HEMA-co-EDMA) para
retener y preconcentrar 7 antiinflamatorios no esteroideos en muestras de agua. Empleando un disefio
factorial, se selecciond la cantidad de lecho monolitico mas apropiado para maximizar las
recuperaciones de todos los analitos. El area superficial de cada cartucho fue moderada, pero
suficiente para poder retener eficientemente a los analitos estudiados y a la vez, poder eluir un
volumen considerable de muestra en poco tiempo. La metodologia m-SPE optimizada permitio
obtener altas recuperaciones, bajos limites de deteccion y cuantificacion, y altas reproducibilidades
intra e inter-cartucho. Si bien se detectaron picos cromatograficos con tiempos de retencion idénticos
a varios de los analitos estudiados en las tres muestras de agua de arroyo analizadas, las
concentraciones estuvieron por debajo de los limites de deteccion de la metodologia desarrollada para
la mayoria de ellos, y para algunos pocos (ibuprofeno, naproxeno e indoprofeno) por debajo del limite
de cuantificacion. El ibuprofeno fue el tnico que pudo cuantificarse en una de las muestras,
encontrandose en concentraciones del orden de las ug L. En el caso de la muestra del arroyo El
Gato, se logr6 detectar un pico correspondiente al tiempo de retencion del ibuprofeno. Sin embargo,
no se logro detectar el espectro DAD del pico cromatografico, aun empleando mucho mayor cantidad
de muestra. Las diferencias en los resultados encontrados respecto de los reportados en literatura,
podrian deberse fundamentalmente a los puntos de coleccion de las muestras, que en este caso se
encontraron en puntos intermedios del lecho del arroyo y no en el punto de descarga al Rio de La
Plata

Es importante destacar que, a diferencia de los cartuchos SPE particulados comerciales, la fabricacion
de estas nuevas fases solidas es de facil preparacion, no requieren fritas de retencion que pueden
ocluirse o contaminarse, la eleccion del monomero del lecho monolitico se realiza de acuerdo a la
polaridad/hidrofobicidad del compuesto a extraer. Ademas, dado que existe una numerosa variedad
de mondmeros, la polaridad de las fases se puede variar casi continuamente. Otra diferencia con los

cartuchos comerciales que normalmente se emplean una sola vez, es que estos cartuchos monoliticos
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permiten un uso repetido (entre 4 y 6 veces) sin alterar las recuperaciones, al menos en muestras

“limpias”.
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Se desarroll6 un método de extraccion dispersiva liquido-liquido utilizando un liquido i6nico
de fosfonio menos denso que el agua para la extraccion de 16 hidrocarburos aromaticos
policiclicos desde muestras de agua. Los compuestos extraidos se analizaron mediante
cromatografia liquida acoplada a detectores de fluorescencia y arreglo de diodos.

Se optimizaron los parametros experimentales mas importantes de la metodologia mediante
un procedimiento “etapa por etapa”. Las variables optimizadas fueron el tipo y volumen de
liquido i6nico, tipo y volumen de solvente dispersante, tipo y concentracion de sal en la fase
acuosa, y tiempo de extraccion y centrifugacion.

Para el método se ensayaron 3 liquidos id6nicos de fosfonio como solvente extractante,
obteniéndose factores de enriquecimiento mas altos cuando se empled bromuro de
trihexil(tetradecil)fosfonio. La metodologia optimizada requiri6 apenas unos pocos
microlitros de solvente extractante, el cual es menos denso que el agua, lo que facilit6 la
separacion de las fases. Esto hace que el método sea més practico que otras metodologias de
extraccion dispersiva reportadas en la literatura.

El método se valido internamente determinandose las cifras de mérito mas importantes. Se
obtuvieron limites de deteccion entre 0,02 y 0,56 ug L', y limites de cuantificacion entre
0,08 y 1,85 ug L comparables con otras metodologias reportadas en la literatura. Se
obtuvieron excelentes factores de enriquecimiento (109 a 228), buenos factores de
recuperacion (60 a 108%), muy buena reproducibilidad (3,4 a 11,9 %) y exactitud (0,4 a
9,9%). Estos resultados combinados con la sencillez, rapidez y bajo costo de la metodologia
analitica desarrollada la convierte en una alternativa viable y conveniente a los métodos
reportados en la literatura para el andlisis de hidrocarburos aromaticos policiclicos en
muestras de agua.

Se analizaron dos muestras de agua de rio proveniente de dos canales de zonas aledafias a la
destileria de YPF (Berisso), donde 11 de los 16 HAPs estudiados pudieron ser detectados en
el Canal Este, y 8 en el Canal Oeste, aunque algunos de ellos se encontraron por debajo del

LOQ, por lo que no pudieron ser cuantificados.
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Por otra parte, se desarroll6 una metodologia de extraccion en fase sélida utilizando un
polimero monolitico orgénico para la extraccion de 7 antiinflamatorios no esteroideos desde
muestras de agua. Los compuestos extraidos se analizaron mediante cromatografia liquida
acoplada a un detector de arreglo de diodos.

Las fases solidas monoliticas fueron caracterizadas mediante microscopia electronica de
barrido e isotermas de adsorcion-desorcion de nitrogeno. Los resultados obtenidos
demostraron que el polimero sintetizado presentaba la formacion de “clusters”, tipico de este
tipo de polimeros. Ademas, se determind el area superficial de varias muestras con un valor
promedio de 3,2 m? g'!, mediante el ajuste matematico de BET.

Se determin6 que los cartuchos podian reutilizarse hasta 4 veces (algunos de ellos hasta 6) al
menos para muestras relativamente “limpias”, en comparacion con los cartuchos comerciales
generalmente se utilizan una sola vez.

Se optimizd el solvente de elucion utilizado, obteniendo los mejores factores de
enriquecimiento para el acetonitrilo. El resto de los parametros experimentales considerados
influyentes sobre la performance del método se optimizaron mediante el uso de un disefio
experimental factorial (disefio central compuesto). Se optimizaron la cantidad de fase s6lida
utilizada para la extraccion, el pH de las muestras y el flujo de carga de las mismas. Se
obtuvieron las correspondientes superficies de respuesta, y se determinaron los valores
optimos de todos los parametros estudiados mediante la funcién deseabilidad, donde se
decidié maximizar las recuperaciones de los 7 analitos estudiados.

La metodologia se valido internamente determinandose las cifras de mérito mas importantes
en curvas de calibracion en agua destilada. Se obtuvieron limites de deteccion entre 1,0 y 2,6
ng L1, calculado como 3 veces la relacion sefial-ruido, y limites de cuantificacion entre 3,2
y 8,7 ug L' comparables con otras metodologias reportadas en la literatura, incluso con
técnicas mas sofisticadas. Se obtuvieron moderados factores de enriquecimiento, entre 42 y
53, y muy altos valores de recuperacion, entre 84 y 107%. Se obtuvieron reproducibilidades
entre 2 y 10 %, y la exactitud entre 0,1 y 6,7 %.

Se determino el efecto de matriz sobre 3 muestras de agua de arroyo de zonas aledanas a la
ciudad de La Plata, mediante la comparacion de las pendientes de las curvas de calibracion.
Para todas ellas se encontr6 que existe efecto de matriz para casi todos los analitos estudiados.
En una de ellas pudo cuantificarse al ibuprofeno (tomada de Villa Elvira), obteniéndose una
concentracion de 7,5 ug L. En las otras dos muestras pudieron detectarse naproxeno e
indoprofeno, mediante la comparacion de los tiempos de retencion, dado que el area de los

picos no permitia la comparacion de espectros UV con los correspondientes estandares.
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