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1. INTRODUCCION

Se denomina contaminante quimico a una sustancia que no integra
naturalmente los ecosistemas, y que al encontrarse biodisponible es capaz
de producir efectos adversos en los seres vivos expuestos.’ Son de especial
interés los llamados “contaminantes emergentes”, compuestos organicos
con posibles efectos nocivos hacia los humanos y el ambiente, cuyo vertido
presenta un problema sanitario y ambiental, y que poseen una regulacién
legal incompleta.?

Recientemente, se han identificado en aguas residuales, rios, e incluso
en aguas potables de consumo numerosos contaminantes emergentes con
actividades enddcrinas u hormono-miméticas, conocidos como disruptores
endécrinos (DEs).? También se ha informado la presencia de DEs en
diferentes tipos de alimentos,*” envases plasticos® y muestras de orina
humana,” demostrando el alto grado de exposicién del hombre a dichas
sustancias y la fuerte necesidad de desarrollar métodos analiticos para la
deteccién y cuantificacién de DEs a niveles de vestigios en una gran
variedad de matrices.?

Por tal motivo, en este trabajo se propusieron nuevos métodos
analiticos basados en el andlisis de datos multivariados de origen
espectroscépico y/o cromatografico, para la cuantificacién de DEs en
muestras complejas de origen ambiental, bebidas y embalajes plasticos

empleados en la industria alimenticia. Los métodos propuestos se
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desarrollaron respetando los principios de la quimica analitica verde, es
decir minimizando el uso o generacién de productos o reactivos peligrosos
para la salud humana o el ambiente, y buscando al mismo tiempo mejorar
sus propiedades analiticas basicas (exactitud, precisién, sensibilidad y
selectividad).

La quimica verde puede aplicarse a las diferentes etapas del proceso
analitico: recolecciéon y pre-tratamiento de la muestra, adquisicién de la
sefial analitica, y procesamiento de los datos. Sin embargo, se considera
que el pre-tratamiento de las muestras es la etapa mas contaminante
debido al uso de solventes organicos para extraer y concentrar a los
analitos. En particular, el andlisis de muestras complejas suele requerir la
aplicacion de minuciosas técnicas de limpieza y eliminacién de
interferentes, incurriendo nuevamente en el uso de sustancias téxicas y/o
contaminantes.

En este sentido, el uso de calibracién multivariada permitié plantear
métodos que minimizan significativamente el tratamiento previo de las
muestras, debido a una propiedad inherente de este tipo de calibraciones
llamada ventaja de segundo orden.’ Esta ventaja implica la capacidad de
cuantificar a los analitos de una muestra atin en presencia de sustancias
interferentes no modeladas en la etapa de calibrado.

Por otro lado, y teniendo en cuenta que los principios de la quimica

verde deben estar presentes en todas las etapas del analisis, se plantearon
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diferentes estrategias asociadas a la etapa de adquisicién de datos, y que

seran discutidas a lo largo del presente trabajo.

1.1 Quimica analitica verde

El término “quimica verde” surgi6 a partir de la Ley de Prevencién de
Contaminacién (Pollution Prevention Act) sancionada en 1990 en Estados
Unidos con el objeto de controlar y prevenir la contaminacién.'® Esta ley se
enfoc6 en disminuir la polucién generada por industrias, organismos
gubernamentales y publicos, aplicando cambios en la produccién, manejo y
empleo de materiales téxicos. En los primeros afos, la quimica verde se
orient6 a la correcta planificacién de procesos vinculados a la sintesis
organica de nuevos productos quimicos y farmacéuticos.

Con la finalidad de disminuir la contaminacién del ambiente, la
aplicacién de los principios de la quimica verde se extendié a otras areas,
como la quimica analitica. La quimica analitica verde (QAV) propone como
objetivo el desarrollo de métodos ecolégicamente amigables, sin afectar su
precision, sensibilidad, reproducibilidad, robustez y sencillez.

En el ano 1998, Anastas y Warner propusieron los doce principios de
la quimica verde.'® A partir de ellos, en el afio 2013, Gatuszka y col.
postularon los doce principios de la QAV como guia para el desarrollo de
métodos amigables con el ambiente."

Estos principios son:

1.  Aplicar técnicas directas de andlisis, siempre que sea posible, para

evitar pre-tratamientos de la muestra.

21



2. Analizar el menor nimero de muestras y de menor volumen posible.

3. Realizar medidas in-situ.

4. Implementar métodos analiticos integrados que permitan reducir el
consumo de energia y reactivos.

5. Seleccionar métodos miniaturizados y automatizados.

6. Evitar el uso de reacciones de derivatizacion.

7. Evitar generar grandes volimenes de desechos, y aplicar un manejo
apropiado de los desechos generados.

8. Priorizar el desarrollo de técnicas multi-analito frente a técnicas que
permiten determinar un analito a la vez.

9. Minimizar el consumo de energia.

10. Priorizar el uso de reactivos de fuentes renovables.

11. Eliminar el uso de reactivos y solventes altamente téxicos.

12. Incrementar la seguridad del operario.

En conclusién, los principales objetivos al proponer un método
analitico verde son: la reduccién del uso de sustancias quimicas téxicas, la
minimizacién del consumo energético y un manejo adecuado de los
desechos generados.

En la actualidad se proponen una gran variedad de estrategias para
reducir la contaminacién ambiental originada en las diferentes etapas del
proceso analitico. Como se mencioné previamente, estas estrategias

pueden focalizarse en las distintas etapas del analisis, desde la toma vy
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preparacion de las muestras, hasta la adquisicién y tratamiento de las

~ s, 12
senales analiticas.

1.2 Disruptores enddécrinos

Los DEs son moléculas de origen natural o artificial que afectan el
funcionamiento normal del sistema enddécrino de los organismos vivos,
produciendo problemas neuroldgicos y/o reproductivos en peces y en la
vida silvestre, y que también pueden afectar la fertilidad humana.’® Estos
compuestos pueden generar efectos dafiinos a muy bajas dosis,
interfiriendo con la sintesis, almacenaje, transporte, acciéon y excrecién de
hormonas naturales. En general los DEs no inducen efectos téxicos
directos, sino pequenas perturbaciones que pueden ser dificiles de
detectar.' Por este motivo, han sido designados como prioritarios por
distintas agencias ambientales a nivel mundial.’®

Los DEs presentes en el ambiente provienen de diferentes fuentes
tales como productos farmacéuticos, productos de cuidado e higiene
personal, compuestos sintéticos derivados de polimeros y plastificantes,
pesticidas y otros agroquimicos, compuestos naturalmente presentes en
plantas, compuestos organometalicos, productos de la combustién
incompleta de materia orgdanica, entre otros.'® Estos disruptores pueden
clasificarse en esteroideos y no-esteroideos. En la Tabla 1 se presentan los
disruptores endocrinos investigados en este trabajo de tesis, y se detallan

sus usos, fuentes, naturaleza quimica y estructura.
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Tabla 1: Disruptores endécrinos estudiados.

Compuesto

Abreviatura Uso/naturaleza

Estructura

Estrdgenos

17B-estradiol

Derivados de pldsticos

Bisfenol A

4-Octilfenol

4-Nonilfenol

Di-metilftalato

Di-butilftalato

Di-etilhexilftalato

Agroquimicos

Carbaril

1-Naftol

Norfluorazon

E2

BPA

0) %

NP

DMP

DBP

DEHP

CBL

NAP

NOR

OH
HO

estrogeno natural

Beaeh
R e

aditivo fendlico

alquilfenol
alquilfenol /©/\/\/\/\/
HO
0
o/
éster ftalico 0
0
o
’ e o/\/\
éster ftalico °
NSNS
o

éster ftalico C%:
=

0
insecticida o*n-
H
carbamato
OH
activador del
crecimiento vegetal
T) CFs
herbicida HN—/ N
L

24



Compuesto Abreviatura Uso/naturaleza Estructura

Hidrocarburos policiclicos aromdticos

Fluoranteno FLT contaminante 8.0

, , 2
Pireno PIR contaminante OQ@
Benzo[a]antraceno BaA contaminante OOOO
Benzo[b]fluoranteno BbF contaminante O&O
Benzo[a]pireno BaP contaminante O‘OOO
Dibenz[a,h]antraceno DBA contaminante QOC@O
Benzo[g,h,i]perileno BghiP contaminante O“

1.3 DEs estudiados

Estrogenos

Los estrégenos son hormonas esteroideas producidas principalmente
por la mujer y sintetizadas en ovarios, cuerpo luteo de la placenta, cdrtex
adrenal, cerebro, testiculos, higado y tejido adiposo.!” Los estrégenos
naturales (17p-estradiol, estriol y estrona) tienen la funcién de regular el
desarrollo, mantenimiento y actividad del sistema reproductor en ambos

géneros. En las mujeres prepararan el utero para aceptar el huevo
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fertilizado, y ayudar con el embarazo y la lactancia, mientras que en el
sistema reproductor masculino regulan la espermatogénesis."’

El principal y mas potente estrégeno presente en los seres vivos es el
E2, producido primordialmente a partir de estrona. Por otra parte, existen
estrégenos sintéticos que se utilizan en terapias de reemplazo hormonal, de
regulacién del ciclo menstrual, y en métodos anticonceptivos.!8

La presencia de los estrégenos en el ambiente es de origen natural
(excrecion diaria humana) y antropogénica (masa manufacturada prescrita
para terapias hormonales en seres humanos, ganado y animales
domésticos), y representa un riesgo debido al alto potencial de persistencia
en los ecosistemas, produciendo acumulacién y toxicidad para una gran
variedad de especies acuaticas y seres humanos.'® Efectivamente, aunque
los estrégenos estdn presentes de forma natural en vertebrados e
invertebrados, se ha identificado que cuando los seres vivos estan
expuestos a concentraciones de estrégenos mayores a las que un
organismo produce de manera normal, se generan efectos adversos en su
sistema endocrino.”” Es por ello que, en afios recientes, la deteccién de
estas hormonas en muestras ambientales en general y de aguas en
particular ha recibido gran atencién por parte de la comunidad cientifica.

Si bien en diferentes cuerpos de aguas se han registrado
concentraciones de E2 relativamente altas (100-451 ng L") generalmente
se lo detecta a niveles de vestigios (concentraciones menores a 20 ng L™)

. sz 7’ . L4 18
requiriéndose de métodos extremadamente sensibles para su deteccién.
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DEs derivados de plasticos

Algunos de los analitos estudiados en el presente trabajo se
encuentran dentro del grupo de los disruptores no-esteroideos: BPA, OP,
NP, DMP, DEP, DBP y DEHP. Estos compuestos son derivados de plasticos
y sus usos se detallan a continuaciéon. BPA es un derivado quimico muy

utilizado en la manufactura de polimeros policarbonatos y resinas epoxy.*

En la industria alimenticia se lo emplea en la fabricacién de empaques,
botellas pléasticas y cubiertas internas protectoras en envases de lata. Por
otro lado, NP y OP son importantes precursores en la fabricaciéon de
surfactantes no iénicos, detergentes hogarefios y pesticidas. Ademas, el NP
es uno de los principales productos de degradacién de los alquilfenol
etoxilatos empleados en la produccién de plasticos.”

Por otro lado, los ésteres del acido ftalico o EAFs, entre ellos DMP,
DEP, DBP y DEHP, se utilizan en general como plastificantes en la
produccién de polietileno, cloruro de polivinilo y otros materiales
sintéticos.”’ Debido a que no se encuentran covalentemente unidos a estas
matrices plasticas, pueden transferirse al ambiente, o migrar desde envases
a alimentos o bebidas.*

Estos DEs se caracterizan por mostrar propiedades hidrofébicas y una
baja solubilidad en agua debido a que poseen anillos aromaticos y cadenas
alquilicas en sus estructuras.

En los ultimos anos se han realizado numerosos estudios sobre

exposicion de la poblacion humana a DEs derivados de plasticos,
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encontrandose una alarmante y creciente presencia de estos compuestos
en el ambiente y en matrices bioldgicas de origen humano.?* Si bien las
vias de exposicién son variadas, se considera que la ingesta de alimentos
contaminados es una de las rutas predominantes.* Por otro lado, se conoce
que la presencia de estas sustancias en bebidas y alimentos no sélo
representa un riesgo a la salud, sino que también impacta en la calidad de
los productos, debido a que son una fuente de carbono para
microorganismos que pueden afectar el sabor y olor de los alimentos.* Es
por esto que es importante desarrollar métodos analiticos para la

cuantificacién de DEs, principalmente en alimentos y bebidas.

Agroquimicos

Se denomina agroquimico a toda sustancia quimica utilizada en
agricultura, ya sean pesticidas o fertilizantes. Un pesticida o plaguicida es
un compuesto o mezcla de compuestos, naturales o sintéticos, formulados
para prevenir, destruir, o mitigar cualquier tipo de plaga. Por otro lado, los
fertilizantes son sustancias de origen animal, mineral, vegetal o sintético,
utilizados para enriquecer y mejorar caracteristicas fisicas, quimicas y
biolégicas del suelo y los cultivos.?

Los agroquimicos pueden clasificarse de acuerdo a su accién, su
naturaleza quimica, o su toxicidad. Es decir, se los puede clasificar de

acuerdo al tipo de organismo que controlan, en: herbicidas (destruyen
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malezas y otras plantas no deseadas), insecticidas (eliminan insectos y
otros artropodos), fungicidas (accionan contra hongos), etc.

También es frecuente clasificarlos de acuerdo a sus estructuras y a la
familia quimica a la que pertenecen (ej: insecticidas organoclorados,
organofosforados, herbicidas derivados de la urea, etc.)

Por otra parte, cuando se considera la toxicidad de un agroquimico, se
evalua el riesgo que implica para la salud humana, ya sea por inhalacién,
ingestién o penetracién cutidnea.?”” Las denominaciones utilizadas en la
clasificacién en base a la toxicidad varian con los organismos que la
formulan, siendo la més utilizada la realizada por la Organizacién Mundial
de la Salud.*®

Si bien el uso de agroquimicos esta fuertemente vinculado con
avances significativos en los rendimientos de las cosechas, existen una
serie de aspectos negativos a tener en cuenta, derivados principalmente del
mal uso o falta de regulacién en su aplicacién, como la gran resistencia que
han desarrollado ciertos organismos hacia determinados plaguicidas, y los
efectos nocivos a la salud humana y al ambiente. El contacto con estas
sustancias activas se considera altamente peligroso dado que mientras que
a corto plazo pueden causar danos menores como dolor de cabeza y
nauseas, la exposicién en periodos prolongados puede ocasionar problemas

. . 7 . 7 2
reproductivos, alteraciones endécrinas y hasta cancer.”’
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Hidrocarburos policiclicos aromadticos

Los hidrocarburos policiclicos aromaticos (HPAs) son moléculas
constituidas por anillos aromaticos fusionados, sin contener heteroatomos
ni sustituyentes. Resultan de la combustién incompleta de la materia
orgdnica, y se encuentran ubicuamente distribuidos en el ambiente. Si bien
existen fuentes naturales de HPAs, la actividad humana es el principal
origen de estos contaminantes.

Los HPAs se clasifican en livianos y pesados, de acuerdo al nimero de
anillos conjugados que poseen. Se consideran livianos aquellos que poseen
como maximo tres anillos fusionados, mostrando una constante de reparto
octanol-agua (K,,) de entre 5 y 3, mientras que si en su estructura poseen
cuatro o mas anillos arométicos se los denomina HPAs pesados (tienen una
Kow y un peso molecular mayores a 5 y 300 Da, respectivamente).*

Los HPAs, y en particular los HPAs pesados, representan un gran
riesgo a la salud humana debido a sus efectos carcinogénicos.
Ademads, recientemente se ha demostrado que algunos de estos compuestos
actian como disruptores enddcrinos.* Es por esto que se considera de
extrema importancia mantener un control estricto de la presencia de HPAs
pesados en el ambiente. La Agencia de Proteccién Ambiental de los Estados
Unidos (US EPA) incluye a dieciséis HPAs en la lista de contaminantes

3

prioritarios, ** clasificando a seis de estos compuestos como posibles

).34

carcinégenos (entre ellos BaA, BbF y DBA).” Dentro de este grupo, el BaP

se encuentra catalogado como el principal agente cancerigeno y se utiliza
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como indicador de la presencia de otros HPAs en diferentes matrices como

agua, aire y productos alimenticios.*

1.4 Metodologias luminiscentes empleadas

Fundamentos de la fluorescencia molecular

Cuando una molécula se irradia con un haz de luz de una determinada
longitud de onda (Aex), los electrones de la molécula pueden absorber esa
radiacién electromagnética y como consecuencia pasar de un nivel

electrénico de menor energia (Sp) a un estado de mayor energia (S; o S,).*®

Para que se produzca dicha absorcién, el fotén debe poseer la misma
energia que la diferencia energética que existe entre el estado fundamental
So y uno de los estados excitados de la molécula absorbente.

En la Fig. 1 se representa el diagrama de niveles de energia parcial
para una molécula fotoluminiscente (diagrama de Jablonski), donde se
muestran los mecanismos por los cuales la molécula excitada regresa a su
estado basal.

La linea horizontal mas baja representa el nivel de menor energia (Sy),
mientras que las lineas superiores, S;, S; y T;, representan el primer y
segundo estado excitado singlete y primer estado excitado triplete,
respectivamente, siendo la energia del estado triplete (T;) menor que la del

singlete excitado (S;).
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Fig. 1: Diagrama de Jablonski. En verde la emisién correspondiente a la
fluorescencia y en rojo la correspondiente a la fosforescencia.

Si bien el proceso de absorcién de energia por parte de la molécula es
extremadamente rapido (aproximadamente 10" s), la secuencia de los
procesos de desactivacion suelen ser mas lentos. Los procesos de
desactivacién se clasifican en radiantes (fluorescencia y fosforescencia) y
no radiantes (relajacion vibracional, conversién interna y externa y
entrecruzamiento de sistemas). El camino mas probable hacia el estado
fundamental es aquel que minimiza el tiempo de vida media del estado
excitado. Por ello, si la desactivacion por fotoluminiscencia (fluorescencia
o fosforescencia) es mas rapida que los procesos no radiantes, se observara
tal emisién. Por el contrario, si la desactivacién no radiante tiene una
constante de velocidad mas favorable, el fenédmeno fotoluminiscente no se
producira o sera poco intenso.

Dado que la fosforescencia es un proceso cuanticamente prohibido
por una de las reglas de seleccién (cambio en la multiplicidad del spin), es

menos probable y tiene un tiempo de vida méas largo que la fluorescencia.
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Teniendo en cuenta que a bajas concentraciones la intensidad de la
luminiscencia es, por lo general, proporcional a la concentracién del
fluoré6foro, ambos fenémenos luminiscentes se emplean frecuentemente
con fines analiticos. Especificamente, los métodos analiticos basados en
fluorescencia resultan altamente sensibles, sencillos y de bajo costo.
Existen diferentes modos de adquirir las senales fluorescentes de un
sistema, dando lugar a métodos fluorescentes que se aplican en distintas
areas de la ciencia con propdsitos variados.

Desde el punto de vista de la quimica analitica, las senales mas
utilizadas son las provenientes de fluorescencia directa y sincrénica.
Recientemente, con el progreso y difusion de las herramientas
quimiométricas, se estan utilizando con mayor asiduidad datos de segundo
orden originados por matrices de excitacién-emisién de fluorescencia
(MEEFs). También cobran importancia datos de segundo orden
provenientes del andlisis por cromatografia de liquidos de alta eficiencia
(CLAE) acoplada a deteccion fluorescente, dando lugar a matrices del tipo
tiempo de elucién-longitud de onda de emisién de fluorescencia, o CL-DFL.

Cabe destacar que la calidad de la sefial fluorescente puede afectarse
positiva o negativamente con la modificacién de diferentes variables. Entre
ellas se encuentran: la naturaleza del compuesto a estudiar, el pH, el
solvente, la temperatura y la presencia de medios organizados. A
continuacién se efectuara una breve descripcién de dichas variables y su

influencia en la sefial medida.
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Variables que afectan la seiial fluorescente

Efecto del pH: Si una molécula posee un grupo ionizable, sus
propiedades luminiscentes posiblemente dependan del valor del pH del
medio. Algunos de los analitos estudiados poseen grupos hidroxilos
capaces de ionizarse, pudiendo presentar variaciones en la fluorescencia
segun el valor del pH de la solucién en el que se encuentran. Por lo tanto, el
estudio del comportamiento acido-base de los compuestos, incluyendo la
determinacién de los valores de pKa, permite establecer las condiciones
experimentales que brindan las mayores intensidades de fluorescencia.

Es importante tener en cuenta que si la medicién experimental del
valor de pKa se realiza a través de una titulaciéon espectrofluorimétrica, el
valor determinado correspondera al pKa del estado excitado. Sin embargo,
si el equilibrio de deprotonacién se alcanza rapidamente, el valor de pKa

medido serd igual al del estado fundamental.

Efecto de la temperatura: El aumento de la temperatura genera un
incremento de la energia cinética, y un mayor movimiento molecular,
aumentando la frecuencia de las colisiones y favoreciendo la desactivacién
del fluoréforo excitado por medio de procesos no radiantes. Es por esto
que, para muchas moléculas, la eficacia cuantica de la fluorescencia
disminuye con el aumento de la temperatura. Ademas, al incrementar la

temperatura, se produce una disminucién en la viscosidad del disolvente,
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que también aumenta la probabilidad de conversién externa, generando el

mismo resultado.

Fluorescencia en medios organizados: Las ciclodextrinas (CDs) son
oligosacaridos ciclicos formados por varias unidades de glucosa, unidas
mediante enlaces a-D-(1,4), lo que da lugar a una estructura molecular

toroidal, rigida y con una cavidad interior de volumen especifico (Fig. 2).*

Los grupos hidroxilos primarios en posicién seis se localizan en la abertura
mas estrecha de la cavidad del toroide, mientras que los grupos hidroxilos
secundarios forman la abertura mas ancha. La sustitucién de dichos grupos
con diferentes radicales confiere a las CDs diferentes propiedades. La
disposicién de los restos glucosidicos que forman la estructura de las CDs
le otorgan una cierta polaridad externa (solubilidad en agua) y una cavidad
interna apolar, con la posibilidad de formar complejos mediante la
inclusién de moléculas hidrofébicas.*’

Otra caracteristica importante de las CDs es el nimero de unidades de
glucosa que las conforman, ya que determina el tamafio de su cavidad
hidrofébica y la posibilidad de que un analito de dimensién adecuada
ingrese en dicha cavidad. Las CDs nativas mas empleadas en la formacién
de complejos de inclusién son la a-CD, B-CD y y-CD, constituidas por seis,

siete y ocho anillos de glucopiranosa, respectivamente.
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Fig. 2: Vista superior (izq.) y lateral (der.) de la estructura molecular de B-
CD.

Por otro lado, actualmente se encuentran disponibles en el mercado
CDs derivatizadas con sustituyentes de variada naturaleza. Los diferentes
sustituyentes empleados permiten aumentar la solubilidad de una CD,
modificar su volumen e hidrofobicidad y mejorar o limitar su capacidad de
interaccionar con un analito dado. En la Fig. 3 se ilustran las CDs

derivatizadas estudiadas en el presente trabajo de tesis.

-H3C’0 ] [ R )
o) o)
OH OR
Vd =1 1 L
0\CH3 O\R
L. 47 L 17
2-Hidroxietil-8-CD (R = H 0 CH,CH,OH)
2 6-di-O-metil -8-CD 2-Hidroxipropil-8-CD (R = H 0 CH,CH(OH)CHs)

Metil--CD (R =H o CHj3)
Fig. 3: Estructura quimica de las diferentes 3-CDs derivatizadas empleadas.

La formacién de complejos de inclusién con CDs permite en muchos

casos mejorar la sefial fluorescente de diferentes compuestos.® Estos

complejos favorecen la luminiscencia del analito, ya que, por un lado lo

protegen de procesos de desactivacién no radiante, y por otro, lo confinan

36



a un ambiente reducido, confiriéndole rigidez. Una alternativa similar para
proteger a los analitos de procesos competitivos con la fluorescencia la
formacion de medios micelares a partir de surfactantes.*

Las propiedades quimicas y estructurales de los DEs (baja polaridad,
presencia de anillos arométicos, tamano) favorecen su interaccién con gran
variedad de derivados de CDs, para formar complejos de inclusién.

Para complejos con estequiometria 1:1, la reaccién quimica que

describe el equilibrio de formacién es:

Kll
A+CD sC

donde Kj; es la constante de inclusion del analito A en la CD, para dar el

complejo C. Esta constante puede expresarse como:

[C] Ec.1

i1 = Ta7,1cp]

siendo [C], [CD] y [A]L las concentraciones molares de complejo, CD y
analito libre, respectivamente.

En ausencia de CD, la fluorescencia inicial del sistema (F,) esta dada
por:
Fo =b@,Cy Ec.2
donde b es una constante de proporcionalidad, @5 es el rendimiento
cuantico del analito, y Ca su concentracién analitica.

Al formarse el complejo, la intensidad de la fluorescencia se modifica
segun:

F=b (@,[A], + @:[C]) Ec.3
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siendo @ el rendimiento cuantico del complejo de inclusién.
Si bien el balance de masas para el analito es:
Ca = [A]L + [C] Ec. 4
cuando trabajamos con un importante exceso de CD, la expresién anterior
puede simplificarse como:
Cp = [C] Ec.5
De esta forma, la Ec. 2 se reduce a:

Fo = b 0, ([Al, + [C]) Ec.6

Al despejar la concentracion de complejo [C] en la Ec. 1, y reemplazar

en las Ec. 2 y 6, se obtiene:

F =Db[A], (0, + @cK;i1[CD]) Ec.7
Fo = b0, [A]L 1+ Kiq [CD]) Ec. 8

Dividiendo miembro a miembro las Ec. 7 y 8, y reordenando la

expresion,

F . @A +®CK11[CD] Ec.9

Fo @,(1 + Ky;[CD]D

Finalmente, al dividir ambos miembros por @,, se obtiene la siguiente

expresion:*

D¢
F 1+ aKll[CD]

—= Ec. 10
Fo 1 + K;{[CD]
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El ajuste no lineal de datos experimentales utilizando la Ec. 10
permite obtener la constante de inclusién y la relacién @¢ /@a.

A partir de las mismas expresiones iniciales (Ec. 3 y 6), es posible
obtener una funcién lineal que relaciona la fluorescencia con la inversa de

la concentracién de CD, llamada ecuacién de Benesi-Hildebrand:#!

i _ @A n ®A 1 Ec. 11
£ Ky, [CD]
/SA ®C - QA

.

donde &c y ea son las absortividades molares del complejo y de A libre,

respectivamente, y AF se calcula como Fy-F.

Cuando se forman los complejos de estequiometria 1:2, ninguna de las
ecuaciones formuladas anteriormente permite describir correctamente el
sistema.

El equilibrio que detalla la formacién de complejos 1:2 de la forma A-

CD; es el siguiente:

K12
A+2CD sC

En este caso, es posible obtener una expresién que represente la
variaciéon de la fluorescencia, y permita determinar las constantes de

equilibrio involucradas:#

F 1+ (@c/04)K11[CD]
FO B 1 + Kll [CD] + K12 [CD]2 EC' 12
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Para poder aplicar las expresiones obtenidas (Ec. 10, 11 y 12) al célculo
de las constantes K;; y K;» deben cumplirse las siguientes consideraciones:

e La CD debe encontrarse en gran exceso con respecto a la
concentracién del analito, de manera que la diferencia entre la
concentracién de CD libre y la analitica sea despreciable.

e La variacién en la intensidad de la fluorescencia debe ser
proporcional a la concentracién de complejo formado.

e A alta concentracién de CD, todas las moléculas de analito deben
estar complejadas.

e Los coeficientes de extincién molar del analito libre y complejado,

a la longitud de onda de excitacién utilizada, deben ser iguales.

Fluorescencia de DEs

Los DEs estudiados en esta tesis son de diversa naturaleza quimica, y
entre ellos se encuentran compuestos altamente fluorescentes, como CBL y
NAP, otros cuya intensidad de fluorescencia es moderada-alta inicamente
en medios organicos, como los DEs fendlicos, y compuestos que no
presentan fluorescencia nativa, como los EAFs. Una de las estrategias
verdes aplicadas en trabajos de la literatura para mejorar las sefales
fluorescentes de un analito es el uso de medios organizados, como se
menciond en la pag. 35. En este sentido, las CDs se han empleado con esta

finalidad en la determinacién de HPAs,* y de xenoestrdgenos sintéticos y

naturales,* entre otros DEs. En la bibliografia se encuentran algunos
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estudios sobre el incremento de la sefial fluorescente de BPA en presencia
de B-CD y su empleo en el desarrollo de técnicas para la cuantificacién de
este DE.** Sin embargo, los complejos de inclusién de BPA, NP y OP en
solucién acuosa no han sido investigados exhaustivamente. Teniendo en
cuenta la baja senal fluorescente de BPA, OP y NP en medio acuoso, en una
primera etapa de esta tesis se realizé un estudio sobre sus propiedades
espectrofluorimétricas en presencia de CDs. Posteriormente, la exaltacion
de la senal fluorescente generada en los medios organizados empleados se
combiné con calibracién multivariada para la determinacién de BPA y NP

en muestras de plasticos.

1.5 Metodologias cromatograficas empleadas

Fundamentos de la cromatografia de liquidos

La cromatografia liquida de alta eficiencia es un método separativo
ampliamente utilizado en el andlisis de muestras complejas. Es una técnica
altamente versatil, cuya selectividad y sensibilidad dependen del detector
empleado. En esta técnica, un solvente o mezcla de solventes (fase mévil,
FM) circula dentro de una columna cromatografica, en contacto con un
sélido u otro liquido inmiscible (fase estacionaria, FE). Al inyectar una
mezcla de analitos en la columna, cada analito avanzard a lo largo del
sistema con una velocidad diferente, que dependerd de su afinidad por

cada una de las fases. De esta forma, cada una de las sustancias
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introducidas en el sistema eluird con un tiempo diferente, lograndose su
separacién.®

Dentro de la cromatografia de liquidos se distinguen diferentes
modalidades, caracterizadas principalmente por el mecanismo
fisicoquimico en que se basa la separacién. En general, la técnica mas
utilizada es CLAE en fase reversa, siendo el mecanismo retentivo
dominante el reparto de los analitos entre un disolvente relativamente
polar (usualmente mezclas acetonitrilo:agua, o metanol:agua) y una FE
apolar. Una de las FEs mas comunes de este tipo de cromatografia son los
empaques de siloxano de fase ligada con cadenas carbonadas de 18 u 8
carbonos, llamadas C18 y C8, respectivamente.

Debido a la polaridad de la FM y la FE, las moléculas de naturaleza
apolar permanecen mas tiempo dentro de la columna, mientras que las
moléculas de caracter polar eluyen mas rapidamente. Por este motivo, el
tiempo de retencién disminuye con el aumento de contenido de solvente
organico de la FM. En el caso de un analito ionizable, el grado de ionizacién
en que se encuentre determina su tiempo de elucién, por lo que en dichos
casos la FM suele contener un regulador de pH. Ademas, las constantes de
reparto de los analitos dependen de la temperatura, afectando su tiempo de
retenciéon, por lo que normalmente se recomienda el uso de
compartimentos termostatizadores de columna.

Cabe destacar que si bien la cromatografia liquida es la técnica

separativa de preferencia para el andlisis de muestras complejas, presenta
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dos grandes desventajas que se contraponen con los principios de la QAV.
Por un lado, suele requerir de laboriosas etapas de pre-concentraciéon vy
limpieza de la muestra, comunmente llevadas a cabo mediante
extracciones liquido-liquido,*” o extracciones en fase so6lida (EFS).*® Es
frecuente también que estos pre-tratamientos involucren el uso de grandes
volumenes de solventes organicos, resultando en métodos costosos y poco
amigables con el ambiente.

Por otro lado, es usual que la resolucién completa de los analitos
estudiados sélo se logre con largos tiempos de andlisis y/o la
implementacién de gradientes de elucién, llevando nuevamente a un
elevado consumo de solventes téxicos. Sin embargo, existen herramientas
quimiométricas que, acopladas al anadlisis cromatogrédfico, permiten
superar estas limitaciones y proponer métodos enmarcados dentro de la
QAV. El empleo de calibraciones de segundo orden aplicadas a datos CL-
DFL y tiempo de elucidon-longitud de onda de absorbancia (CL-DAD)
posibilita cuantificar analitos parcialmente resueltos, acortando
drasticamente los tiempos de analisis instrumental y consumo de solventes
durante la adquisicién de los datos. A su vez, esta misma estrategia
conlleva una significativa reduccién del tratamiento previo de las muestras
ya que, gracias a la ventaja de segundo orden (pag. 47), no es necesario
eliminar a los potenciales interferentes presentes en las matrices

analizadas.
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Andlisis cromatografico de DEs

Si bien existen numerosos métodos analiticos destinados a la
determinaciéon de DEs en diferentes matrices, entre ellos: métodos

electroquimicos,* espectroscépicos,® colorimétricos® y biosensores,* las

técnicas mas usadas son CLAE con deteccién por arreglo de diodos (DAD) o

),>>% o cromatografia de gases (CG), también

espectrometria de masas (EM
acoplada a EM. "*® Cabe notar que la determinacién de algunos DEs
derivados de plastificantes por CG, entre ellos BPA, OP y NP, requiere una
etapa previa de derivatizacién de las muestras, debido a la baja volatilidad
de estos compuestos.’® Esta misma limitacién se hace evidente para
algunos DEs clasificados como agroquimicos. Finalmente, en lo que
respecta al analisis de HPAs por CG, si bien es viable sin necesidad de una
derivatizacién previa de los compuestos, la baja volatilidad de los HPAs
pesados requiere de la aplicacién de rampas de temperatura, alcanzando
valores de hasta 350 °C, y largos tiempos de anélisis.”® Por otro lado, la
sensibilidad de CG-EM para el andlisis de compuestos de elevado peso
molar es relativamente baja.®

Teniendo en cuenta las desventajas detalladas en el parrafo anterior,
en este estudio se decidié emplear CLAE acoplada a calibracién de segundo
orden para la determinaciéon simultinea de DEs en diferentes muestras
complejas. Como se mencioné en la seccién anterior (pag. 47), el uso de

calibracién de segundo orden permite reducir significativamente el

consumo de solventes téxicos en las dos etapas més contaminantes del
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andlisis (pre-tratamiento de las muestras y adquisicién de los datos). Por
tal motivo, esta estrategia se aplicé al andlisis de DEs derivados de
plasticos en muestras de bebidas envasadas en recipientes plasticos o que
tuvieron contacto con este tipo de materiales durante el proceso de
elaboraciéon. Ademads, se empled deteccién por DAD y DFL en simultaneo,
de manera de poder detectar a cada analito por medio de su sefial mas
conveniente.

Posteriormente, la misma estrategia se empled para el andlisis de
sistemas experimentales modelo constituidos por diferentes DEs, algunos
de los cuales presentan propiedades fluorescentes. En este caso se propuso
emplear a los detectores DAD y DFL simultineamente y fusionar estos
datos de segundo orden, de manera de poder mejorar la sensibilidad y

selectividad de las calibraciones construidas.

1.6 Calibracién y tratamiento de los datos

La calibracién es una etapa muy importante del desarrollo de un
método cuantitativo, ya que determina la relacién entre la respuesta
analitica y la concentracién del analito. Uno de los métodos de calibrado
méas ampliamente empleados es la construccién de curvas de calibracién
univariadas, o de orden cero, en las cuales se registra un dato puntual, o
sensor, para cada muestra de calibrado. Estos datos se emplean
posteriormente para construir una recta que relacione el pardmetro
instrumental medido con la concentracion del analito, mediante un ajuste

de minimos cuadrados. Es importante tener en cuenta que la calibracién

45



univariada es aplicable siempre y cuando se verifique que la respuesta
medida es atribuible inicamente al analito de interés.

Sin embargo, como se ha mencionado previamente, las muestras
complejas suelen presentar interferencias que no permiten la
cuantificaciéon de los analitos empleando una calibracién univariada a
menos que se recurra a pre-tratamientos de extraccién y limpieza.

Una alternativa util y “verde” es introducir métodos de procesamiento
de informacién que permiten aislar matemdaticamente y de manera
eficiente la contribucién del analito de la sefial total. La quimiometria
moderna ha desarrollado, para estos propésitos, métodos de andlisis
capaces de procesar datos instrumentales de gran complejidad.®’

En calibracién multivariada se emplean sefales instrumentales
utilizando mdas de una variable predictora (sensor) para la determinacién
simultinea de analitos con senales solapadas, aun en presencia de
interferentes. La calibracién multivariada se puede aplicar a datos de
primer, segundo y tercer orden, u érdenes superiores,62 es decir, arreglos
de vectores, matrices u arreglos de cuatro vias, respectivamente, como se
muestra en la Fig. 4.

El uso de calibracién multivariada permite:

e Determinar simultineamente varios analitos con mayor
selectividad, ya que cada nuevo modo de los datos aporta un grado
adicional de selectividad parcial.

e Detectar datos rechazables (outliers).
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e Mejorar la sensibilidad, debido a que se promedia el ruido
instrumental en la gran cantidad de datos medidos.

e Cuantificar analitos calibrados en presencia de interferentes no
modelados en la etapa de calibracion. Esta propiedad, llamada ventaja de
segundo orden, implica que después de obtener datos de tres o mas vias
para muestras de analitos puros, sus concentraciones podran ser
determinadas en cualquier muestra futura, sin importar su complejidad, o

cuantos interferentes posea.’

g | : : —
8 | | '
; | : :
E O 1 | |
3 : | :
> : : 1
1 1 1
__________ L e E e
w0 | 1 1
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E 1 1 1
% I I l
| 1 1
o | | |
= 1 1 I
® [ [ I
> ! Primerorden | Segundo orden | Tercer orden
I ! P
Univariado | € Multivia >
€ 31 : Multivariado = ——3»
] 1

Fig. 4: Tipos de arreglos de datos que se utilizan para diferentes
calibraciones.

La construccién y aplicacién de calibraciones multivariadas consiste
en tres etapas fundamentales:
Calibrado: En esta etapa se analizan una serie de muestras de

concentracién perfectamente conocida de los analitos. Los datos
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multidimensionales registrados se emplean para construir un modelo
predictivo.

Validaciéon: Se analizan una serie de muestras sintéticas de
concentracién conocida de los analitos, diferentes a las pertenecientes al
conjunto de muestras de calibrado. Se emplea el modelo construido en la
etapa previa para predecir las concentraciones del conjunto de muestras de
validacién. Se realiza una comparacién estadistica de los valores nominales
y predichos de dichas concentraciones para determinar si la calibracién

construida es suficientemente exacta y precisa.

Prediccion de las muestras: Una vez validado el método, se lo puede

emplear para cuantificar a los analitos calibrados en muestras reales o

sintéticas de concentraciones desconocidas.

En la presente tesis se emplearon modelos de calibrado de segundo
orden. Como se explicé anteriormente, los datos analizados constan de
matrices de excitacién-emisién de luminiscencia o matrices
cromatograficas con deteccién espectral (ya sea UV-visible o luminiscente),
que constituyen arreglos de I matrices de dimensiones JxK, siendo
I el nimero de muestras analizadas y ] y K el nimero de sensores
registrados en los dos modos instrumentales.

Cabe destacar que el procesamiento de datos de segundo orden
requiere de algoritmos avanzados. Si los datos son trilineales, es decir que

cada especie quimica se define en las diferentes matrices de datos por el
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mismo perfil espectral y de concentracién, se pueden aplicar algoritmos
trilineales, como PARAFAC (andlisis paralelo de factores),®® o métodos
basados en variables latentes como U-PLS (cuadrados minimos parciales
desdoblados) y N-PLS (cuadrados minimos parciales multidimensionales).

Sin embargo, los datos de origen cromatografico suelen mostrar
corrimientos en los perfiles temporales, por lo que se los considera datos
no trilineales.® En ese caso, el uso de los algoritmos antes mencionados
requiere de un alineamiento previo de los perfiles temporales mediante un
software adecuado.®® Es importante destacar que el proceso de alineacién
es generalmente complejo y no siempre da buenos resultados en presencia
de interferentes.®® Una opcién més conveniente es la aplicaciéon del
algoritmo MCR-ALS (resolucién multivariada de curvas acoplada a
cuadrados minimos alternantes), que desdobla los datos obteniendo una
matriz aumentada, de manera de preservar la bilinealidad.®’

A continuacién se expondrian en forma sucinta los fundamentos de

cada uno de los algoritmos empleados en la presente tesis.

PARAFAC

En PARAFAC, los datos de segundo orden de las I, matrices de
calibracién, cada uno de los cuales conforma una matriz (X;ca) de
dimensiones JxK, y la matriz de la muestra desconocida X, se utilizan para

formar un arreglo tridimensional X, de tamano [(I.a;+1)xJxK].
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En la Fig. 5 se muestra el armado de un arreglo de matrices para ser

analizado con PARAFAC de tres vias.

Muestra <— (NN

—

Calibracion

Arreglo de tres vias
Fig. 5: Arreglo tridimensional de datos para la aplicacién de PARAFAC.

Si el arreglo X es trilineal, puede escribirse en términos de tres
vectores para cada uno de los componentes (a,, bn,, Yy ¢,) que contienen
informaciéon de las concentraciones relativas para el componente n, asi
como sus perfiles en ambos modos de datos. El modelo PARAFAC puede

expresarse como:*®
N

Xijk = Zainbinckn + Ejjx Ec.13
n=1

donde N es el nimero total de componentes (que contribuyen a la senal),
ain es la concentracién relativa del componente n en la i-ésima muestra, y
bjn y ckn las intensidades en los canales j y k respectivamente. Los valores de
aj, se almacenan en la matriz de scores A, mientras que bj, y ck, en las
matrices de loadings B y C (las columnas de estas Gltimas dos matrices se

normalizan a la unidad).
La deconvolucién de X por medio de la Ec. 13, en general mediante el

, . e e . 6
uso de técnicas de minimizacién de los cuadrados de los residuos, ®°

50



permite obtener los perfiles en las dimensiones B y C, y calcular las
concentraciones, empleando A, de los componentes en la muestra de test
sin importar su composicion.

Al aplicar el modelo PARAFAC, hay algunas consideraciones que

tener en cuenta:

Iniciacion del algoritmo: Existen diferentes estrategias para
abordar este paso, entre ellas el uso de vectores GRAM (método
generalizado de anulacién de rango),”® la obtencién de perfiles espectrales
de los analitos puros o loadings que dan el mejor ajuste luego de un
pequeio numero de corridas de PARAFAC, y la descomposicién en valores

singulares de la matriz. Estas alternativas se encuentran disponibles en el

paquete PARAFAC desarrollado por R. Bro.”

Determinacién del numero de componentes: Se pueden aplicar
diferentes métodos para estimar el nimero de componentes N. Entre ellos,
CONCORDIA determina un parametro llamado consistencia de nucleos.”
El nimero de componentes es adecuado si la adicién de un componente
mas no mejora significativamente el ajuste del modelo. Otra opcién es la
evaluacién del error residual del modelo, es decir el desvio estandar de los
elementos en el arreglo (E) (Ec. 13), que muestra un comportamiento
decreciente al mejorar el ajuste. Se considera que N es el nimero adecuado

de componentes cuando este desvio se asemeja al error instrumental.
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Identificacién de los componentes: Los perfiles obtenidos por el
modelo deben compararse con perfiles obtenidos para los compuestos
puros, de manera de poder identificar a qué analito corresponde cada
perfil, ya que el orden en que aparecen puede cambiar de una muestra a

otra.

Calibracién: Como la descomposicién de los arreglos de tres vias sé6lo
permite obtener valores de concentracién relativos (A), es necesario
realizar una calibracién para obtener las concentraciones absolutas. La
calibraciéon consiste en el andlisis de un conjunto de estandares de
concentracién conocida (vector y de dimensiones I.x1), con los que se
construye la regresién (los primeros elementos de la columna a, en funcién
de y), de manera que:

k =y"x[a,|...] @ean] Ec. 14

donde " implica la pseudo-inversa. Para cada muestra incégnita, la
concentracion relativa de n debe convertirse en absoluta dividiendo el
ultimo elemento de la columna a, [agcla)s] por la pendiente de la

calibracién k:

Yu = Qcal +1)n /k Ec. 15

U-PLS
En U-PLS, las matrices de datos se desdoblan en vectores antes de

)73
’

aplicar el algoritmo de cuadrados minimos parciales (PLS),"”” tal como se

muestra en la Fig. 6. Esto se realiza concatenando para cada muestra las

52



dos dimensiones instrumentales, de tal manera que cada matriz de
muestras de JxK genere un vector de JKx1. Seguidamente, en la fase de
calibracién, se emplea la informacién de concentracién de los estandares,
sin incluir informacién de la muestra incégnita. Con los I, vectores de
calibracién y el vector de concentraciones y (de tamano I., x1) se construye
el modelo PLS convencional. Se genera un conjunto de loadings P y de
weight-loadings W (ambos de tamafo JKxA, donde A es el nimero de

factores latentes), asi como también los coeficientes de regresion v (de

Vector de datos
(j[( x1)
 ——
Matriz de datos

(/XK) U-PLS

tamano Ax1).

Fig. 6: Desdoblamiento de la matriz de datos y obtencién de un vector de
datos sobre el que luego se aplica el modelo PLS.

El pardmetro A puede seleccionarse por medio de técnicas como
validacién cruzada: cada muestra se quita del conjunto de calibracién, y su
concentracién se predice usando un modelo construido con los espectros

de las muestras restantes.”* Luego, se suma el cuadrado del error para la
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prediccion de cada muestra que se dejé de lado, dando un parametro
llamado PRESS (Suma de cuadrados del error de prediccion). Este proceso
se repite modificando el nimero de factores hasta lograr el minimo valor
de PRESS.

Si en la muestra incégnita no estdn presentes compuestos
inesperados, v se puede utilizar para estimar la concentracién del analito

empleando la siguiente expresién:

y, =tl-v Ec. 16

donde t es el score de la muestra incégnita, obtenido al proyectar los datos

vectorizados provenientes de la misma (X,) en el espacio de los A factores
latentes de acuerdo a la Ec. 17.

t, = (WT-P)1-WTvec(X,) Ec. 17

con vec() = operador de vectorizacién.
Cuando aparecen constituyentes inesperados en la muestra incégnita,
sus scores, dados por la Ec. 17, no son adecuados para la predicciéon de

analitos a través de la Ec. 16. En este caso, los residuos de la prediccién (s,)
obtenidos al aplicar la Ec. 18 serdn anormalmente grandes en comparacién

con el ruido instrumental tipico:
1 1
s, = ||°epl|/ UK-A)z = || vec(X,)- P(WTP)TWT vec(X,) ||/ UK-A)z =

1
= ||°vec(X,) — Pt ll/UK-4A)zt, = (WT - P)~ - WTlvec(X,) Ec.18

donde || - || indica la norma euclidiana.
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Si se presentan interferencias, debe realizarse un procedimiento

posterior a la calibracién llamado bilinealizacién residual (RBL),”>7®

que
consiste en un andalisis de componentes principales (PCA) basado en la
descomposicién de valores singulares (SVD). El objetivo del procedimiento
RBL es minimizar la norma del vector residual e, que se computa mientras

se ajustan los datos de la muestra a la suma de las contribuciones mas

relevantes.
VeC(Xu) = Ptu + VeC[Bint Gint (Cint)T] + eu Ec.19

donde Bin: y Cint son matrices conteniendo los primeros autovectores
izquierdo y derecho de E, (transformacién del vector e, en una matriz de
JxK), Gint es una matriz diagonal que contiene los valores singulares,

obtenida mediante el analisis SVD:

Bint Gine (Cint)" = SVD(Ep) Ec. 20

Durante RBL, P se mantiene constante a los valores de calibracién, y t
se varia hasta que || e, || se minimiza en la Ec. 19, empleando normalmente
un procedimiento de Gauss-Newton. Es importante tener en cuenta que en
algunos casos este esquema puede converger a un minimo erréneo desde el
punto de vista quimico.”” Para resolver este problema, se ha propuesto
preceder RBL con un paso de optimizacién por enjambre de particulas, un
método estocdstico para encontrar el minimo global basado en

computacién natural. Una vez que || e, || se minimiza, las concentraciones
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del analito se obtienen a través de la Ec. 16, por introduccién del vector t
final encontrado por el procedimiento RBL.

Para un uUnico componente inesperado, el andlisis es directo y
proporciona su correspondiente perfil. Sin embargo, para un mayor
namero de componentes inesperados, los perfiles Bin: y Cint devueltos no se
corresponden necesariamente con perfiles verdaderos. En lo que se refiere
a la estimacién del nimero de componentes inesperados, deberia notarse

que el objetivo que guia RBL es la minimizacién de los errores residuales s,

a un nivel compatible con el nivel de ruido presente en las sefiales medidas,

dado por:

sy = lleyll/[J — Ngp) (K — Ngg,) — A]*Y/? Ec. 21
donde NgpL es el nimero de componentes en RBL y A el numero de factores
en la calibracién por PLS.

De esta forma, si se considera més de un componente inesperado, RBL
deberia seleccionar el modelo mas simple que de un valor residual que no
sea estadisticamente diferente del minimo, de manera de evitar el

sobreajuste. Es importante notar que en la discusién anterior aparecen dos
parametros residuales diferentes que no deberian confundirse: s, (Ec. 18)

que corresponde a la diferencia entre la sefial de la muestra incdgnita y la

modelada por U-PLS antes de aplicar el procedimiento RBL, mientras que
Su (Ec. 21) surge de la diferencia luego de que se efectia el modelado del

interferente por RBL. Es este ultimo valor el que deberia ser del orden del
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ruido instrumental si el procedimiento RBL logra modelar los interferentes

de manera satisfactoria.

N-PLS/RBL
El modelo N-PLS es muy similar a U-PLS, pero en este caso las

matrices originales no son desdobladas para su tratamiento (Fig. 7).

(22

W

Dimensioén 2
Dimension 2

QNoy <
—_— nSIOn 1
Dimension 1

Fig. 7: Conformacién de arreglos tridimensionales analizados por N-PLS.

El paso de calibracién involucra la obtencién de dos conjuntos de
loadings, Wy WX (de dimensiones JxA y KxA), y un vector de coeficientes
de regresién v (Ax1).”®

Cuando no se encuentran interferentes inesperados en la muestra
incégnita, es posible utilizar la Ec. 16 para predecir la concentracién de los
analitos. Sin embargo, en presencia de interferentes, los scores obtenidos de

esta forma no son aplicables, y los residuos del modelo (s;), dados por la Ec.

22, resultan mucho mayores que el ruido experimental.

Sp = ”ep”/(/K_A)% = |[vec(Xy) - vec(R)||/UK-A)z Ec. 22
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donde X, es la matriz de datos de la muestra, y X, la reconstruida por el
modelo N-PLS. En este caso, es necesaria la aplicaciéon del procedimiento

RBL, explicado en la seccién anterior.

MCR-ALS

En el algoritmo MCR-ALS se construye una matriz de datos
aumentada a partir de la matriz de la muestra incégnita y las matrices de

las muestras de calibracién (Fig. 8).%

Y

Aumentando
/ en columnas
- —
K
Aumentando
en filas

- >
Kx 1
Fig. 8: Desdoblamiento de un arreglo tridimensional de datos en una matriz.

Las matrices son de tamafio JxK, donde ] es el nimero de tiempos de
elucion (niimero de filas de cada matriz), y K el nimero de longitudes de
onda (nimero de columnas de cada matriz). Si bien el aumento matricial

puede realizarse tanto en el sentido de filas como de columnas, teniendo en
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cuenta que en datos de origen cromatografico la trilinealidad se pierde en
el modo temporal, en este estudio el aumento de la matriz se implementé
en el sentido de las columnas.

Cuando la matriz se aumenta en el sentido de las columnas, su

descomposicion se realiza de acuerdo a la siguiente expresién:
D=CST+E Ec. 23

La descomposicion de D se realiza por medio de cuadrados minimos
alternantes de los elementos contenidos en E, bajo condiciones restrictivas
adecuadas, tales como no negatividad, unimodalidad, correspondencia
entre sefiales y analitos, etc.”’

El algoritmo MCR-ALS requiere una inicializacién con pardmetros tan
cercanos como sea posible al sistema tratado. Por ejemplo, los espectros de
las especies se pueden obtener a partir de soluciones estandares de cada
analito puro, o del analisis del llamado espectro “puro”,®>® un algoritmo
multivariado que extrae el espectro del componente a partir de una serie
de espectros de las mezclas de composicién variada.®’ Otra opcién es
estimar los perfiles de tiempos de elucién, obtenidos a partir de
procedimientos tales como el andlisis de factores evolutivos. ** Las
restricciones especificas iniciales aplicadas en cada caso se detallaran mas
adelante.

Luego de la descomposicién de D, la informacién de la concentracién

contenida en los perfiles de elucién (matriz C) se utiliza para realizar las

59



predicciones cuantitativas, definiendo el score del analito como el area

debajo del perfil temporal de cada muestra:

aim= Y C(in) Ec. 24

j=1+(i-1)
donde a(i,n) es el score del analito n en la muestra i, y C(i,n) es el elemento
del perfil del analito en el modo aumentado. Los scores del analito en las
muestras de calibracion se emplean para construir un grafico de
calibracién pseudo-univariada en funcién de las concentraciones
nominales del analito, prediciendo la concentracién en la muestra

incégnita por interpolacién de su score.

1.7 Fusidon de datos

La fusién de datos es la combinacién de senales de diferentes fuentes
o detectores instrumentales, con el objetivo de mejorar la capacidad
predictiva del método analitico. Cabe destacar que se obtendran mejores
resultados si las técnicas empleadas brindan informacién complementaria.

Existen tres estrategias de combinacién de datos:

e Fusién a nivel de los datos: consiste en combinar los datos
obtenidos en diferentes técnicas analiticas para su posterior procesamiento
por medio de algin algoritmo quimiométrico, con el fin de obtener un
unico modelo predictivo.

e Fusién a nivel de las variables: consiste en extraer las variables o

caracteristicas importantes de los datos obtenidos en cada una de las
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técnicas empleadas, para su posterior fusién y construcciéon del modelo
predictivo.

e Fusidn a nivel de las decisiones: los datos obtenidos a partir de cada
técnica analitica son analizados y modelados por separado, y los resultados
de estos modelos son combinados para la toma de decisiones. Esta
estrategia es mayormente utilizada en métodos de clasificacion.

De acuerdo al tipo de datos a fusionar, se aplican diferentes
tratamientos previos a la fusién. Entre los pre-tratamientos de datos mas
empleados se encuentran el escalado, correcciones de linea de base vy
seleccién de variables.

En numerosas publicaciones se describe la aplicacién de datos de
primer orden fusionados a la clasificacion de muestras mediante
algoritmos como PCA y PLS, principalmente para certificacién de origen y

8 . .8
* aceite de oliva, °°> frutas vy

adulteracién de alimentos como vinos,
vegetales86 y café,’” empleando técnicas basadas en sensores para gases y
liquidos,® EM vy espectroscopia visible-infrarrojo cercano (NIR), %
espectroscopia UV-vis. y espectroscopia NIR.®®

En relacién a datos de segundo orden, Peré-Trepat y colaboradores®
fusionaron satisfactoriamente datos de origen cromatografico obtenidos
mediante DAD y EM para la determinacién de agrocompuestos en
muestras de aguas residuales y sedimentos. También se encuentran en la

literatura trabajos sobre fusién de datos de tres fuentes separadas: CLAE

con deteccién por EM y DAD vy experimentos de cinética para la
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caracterizacion del proceso de fotodegradacién de ketoprofeno y amilorida

O, 1 . sz
9991 En los tres casos mencionados la fusién fue

en muestras sintéticas.
posible debido a que el corrimiento de las sefiales entre ambos detectores
resulté constante. Sin embargo, la misma estrategia no puede aplicarse si

se observan corrimientos temporales variables entre las senales de los

analitos medidas por ambos detectores.

1.8 Validacion y cifras de mérito

La determinacién de las cifras de mérito de un método analitico
permite no sélo evaluar su desempefio, sino también comparar
objetivamente sus propiedades analiticas con las provistas por otros
métodos. Entre las cifras de mayor interés se encuentran la selectividad,

sensibilidad, limites de deteccién y cuantificacién y rango lineal.

Sensibilidad, selectividad y sensibilidad analitica

La sensibilidad (SEN) es un parametro clave, ya que permite el calculo
de otras cifras de mérito, como la sensibilidad analitica, la selectividad y la
incertidumbre en las predicciones, que a su vez permite calcular los limites
de deteccién y cuantificacion.

En calibracién de orden cero, la sensibilidad del método se define
como el cambio en la sefial analitica cuando la concentracién del analito de
interés se incrementa en una unidad, y corresponde a la pendiente de la

curva de calibracién.” Si bien en un principio esta misma definicién se

aplicé al andlisis de datos multivariados, mediante el cdlculo de la “sefial
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neta correspondiente al analito”, no se obtuvieron buenos resultados.” En
la actualidad, la estrategia mas ampliamente utilizada consiste analizar la
propagacién de la incerteza en la concentracion predicha. Este andlisis
permitié desarrollar una ecuaciéon para el calculo de la SEN valida para
calibraciones univariadas y multivariadas, con pardmetros que adquieren

diferentes expresiones de acuerdo al modelo quimiométrico empleado:*

n

_ -1/2
SEN, = {g![Z, 0 — 2, Z})Zery | 80 Ec. 25

donde el subindice n identifica al analito de interés, la matriz Z.s, contiene
a los perfiles de los componentes calibrados, el vector g, es una columna de
tamafnio (N, x1) con ceros y uno en la posicién del analito (N es el
nimero de componentes presentes en las muestras de calibrado), y la
expresion (I — Z;,Z;) hace referencia a los perfiles de los componentes
inesperados, siendo la manifestacion matematica de la ventaja de segundo
orden. Es importante tener en cuenta que la SEN depende del ruido
instrumental, por lo que si se deben comparar métodos cuyos niveles de
ruido difieren, se debe emplear la sensibilidad analitica (y), calculada como:
¥n = SEN, /0, Ec. 26
con oyx= incerteza en la senal.

Finalmente, otro pardmetro de interés que puede calcularse a partir
de SEN es la selectividad (SEL), definida como la capacidad de un método

para cuantificar a un analito dado en la presencia de compuestos

interferentes. La expresién matematica empleada para el calculo de este
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parametro depende nuevamente del algoritmo quimiométrico empleado en
la calibracién, pero en todos los casos estd basada en la siguiente relacién:

SEL, = SEN, (mezcla compleja)/SEN, (puro) Ec. 27

Limite de deteccidon y limite de cuantificacion

Un concepto ampliamente generalizado en la quimica analitica es el
de limite de deteccion (LD) de un método, es decir la cantidad minima de
un analito que puede ser detectada con cierto grado de certeza. El cédlculo
de dicho parametro actualmente tiene en cuenta la probabilidad de errores

).95

de tipo I (falsos positivos) y tipo II (falsos negativos).” Si se busca que la

probabilidad de ambos tipos de errores sea del 5%, la expresién del limite

de deteccion en unidades de concentracion viene dada por:
LD = 3,3 X sy, Ec. 28

siendo Sy, la incertidumbre en la concentracién de una muestra que tiende

hacia el LD.
Al considerar datos multivariados, la Ec. 28 lleva a la siguiente
expresion:

LD, = 3,3(SEN; %0 + hySEN 20 + hy,.q )/ Ec. 29

donde o2y afcal corresponden a las varianzas en la sefnal instrumental y

en las concentraciones de calibrado, respectivamente, y h, es la leva, es

decir la "distancia” de la muestra incégnita al centro de la calibracién.
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A partir del LD es posible calcular también el limite de cuantificacién
(LC), definido como la minima concentracion de un analito que puede ser
cuantificada por un método analitico dado. Este parametro se estima como
la concentracién a la cual el error relativo de prediccién es del 10%, dando
como resultado la siguiente expresion (independientemente del tipo de
calibracién empleada):

LC, = 3 X LD, Ec. 30

Error cuadrdtico medio de prediccion y error

relativo de prediccion

Otro parametro de interés a la hora de evaluar el desempefio analitico
de un método es el RMSEP, o error cuadratico medio en la prediccién. Este
parametro permite verificar la concordancia entre las concentraciones de
los analitos en muestras conocidas (valores nominales) y las predichas por
medio del método analitico empleado. En calibracién multivariada el
RMSEP se considera un indicador de la exactitud y capacidad predictiva

del modelo quimiométrico propuesto. Se calcula como:

?=1(5}i _yi)z Ec. 31
n

RMSEP =

donde y; e y;son, respectivamente, los valores predicho y nominal para un
analito dado en la muestra i, y n es el nimero de muestras de test. El

RMSEP tiene unidades de concentracidén.
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También es habitual emplear como una medida del error al REP, o

error relativo de prediccidn, calculado como:

100 x RMSEP Ec. 32
ycal

REP =

con y., = concentracion media de la curva de calibracién.

Comparacion de valores de concentracidn
obtenidos con valores nominales o dados por métodos

de referencia

Para evaluar la exactitud y precisiéon de un método analitico se
requiere de analizar una serie de muestras de test de concentraciones
conocidas (ya sea a partir de un método analitico de referencia o con los
valores nominales, si se dispone de ellos). Una vez predichas las
concentraciones de las muestras, existen dos posibilidades: si las
concentraciones de los analitos en las muestras estudiadas se encuentran
distribuidas en aproximadamente todo el rango de calibrado, se debe

).96

aplicar el test de la regién eliptica de confianza conjunta (EJCR).”™ En caso

contrario, se debe emplear un test t de comparacién de medias por parejas.

Prueba de la region eliptica de confianza conjunta: Esta prueba
consiste en graficar la region eliptica de confianza (95%) conjunta entre la
pendiente y la ordenada al origen obtenidas en las regresiones nominal vs
predicho, y comprobar si el punto ideal, pendiente = 1 y ordenada = 0, esta
incluido en dicha regién. Si dicho punto se encuentra dentro de la elipse,

puede concluirse que el método es exacto. Ademas, el tamario de la elipse,
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que esta controlado por el desvio estandar de la regresién, da una idea de la

precision del método analitico que se estd analizando.

Prueba t de comparacién de medias por parejas: En este caso, si
se adopta como hipétesis nula que no existen discrepancias significativas
entre las concentraciones dadas por dos métodos, se puede probar si la
media de las diferencias es significativamente distinta de cero. Si el valor
critico |t| de tabla para un determinado nivel de confianza y n-1 grados de
libertad es mayor que el valor calculado, se acepta la hipdtesis nula: los
métodos ofrecen concentraciones similares. El valor experimental de t se
calcula usando la siguiente expresién:

[ - D Ec. 33
Sp/Nn

donde n es el numero de muestras analizadas, D y Sp representan el

promedio y desvio estindar de las diferencias entre cada par de datos,

respectivamente.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivos Generales

Proponer estrategias y métodos analiticos verdes para la
determinacién de disruptores endécrinos en matrices de interés
alimenticio y/o ambiental, mediante la aplicacibn de métodos

espectroscépicos y separativos, acoplados a calibracién multivariada.

2.2 Objetivos especificos

e Estudiar el uso de medios organizados para la exaltacién de la senal
fluorescente de disruptores enddcrinos fendlicos, y su aplicacién en el
desarrollo de técnicas luminiscentes de cuantificacién que impliquen un
bajo consumo de solventes organicos y condiciones de trabajo compatibles
con la quimica verde.

e Desarrollar una metodologia empleando matrices de excitacion-
emision de fluorescencia y calibracién de segundo orden para la
determinacién de disruptores enddcrinos fendlicos en muestras de envases
plasticos.

e Desarrollar un método para la cuantificacién de disruptores
enddcrinos fendlicos y ésteres ftalicos derivados de plasticos en muestras
de bebidas, basado en cromatografia liquida con deteccién dual (por
arreglo de diodos y fluorescente) acoplada a calibracién multivariada,

siguiendo los postulados de la quimica analitica verde.
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e Evaluar las ventajas de la fusién de datos cromatograficos de
segundo orden (tiempo de elucidon-longitud de onda de absorcién y tiempo
de elucion-longitud de onda de emisién de fluorescencia) obtenidos
mediante deteccidon dual en tres sistemas experimentales, constituidos por
disruptores enddcrinos, y aplicar dicha estrategia en el andlisis de

muestras reales de aguas ambientales.
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3.SECCION EXPERIMENTAL

3.1 Equipamiento

Las medidas de fluorescencia se realizaron en un fluorémetro
PerkinElmer modelo LS 55 (Norwalk, EE.UU.), equipado con una ldmpara
pulsante de xendn, controlado mediante una PC, y utilizando una celda de
cuarzo de 1 cm de paso 6ptico.

La temperatura del portacelda se regulé empleando un bano
termostatizado Lauda modelo Alpha RA8 (Frankfurt, Alemania).

Las medidas de pH de las soluciones se realizaron con un pHmetro
Orion 420 (Thermo Scientific, Waltham, EE.UU.) equipado con electrodos
de vidrio y Ag/AgCl.

Los espectros de 'H-RMN se obtuvieron mediante un espectrémetro
de resonancia magnética nuclear Bruker Advance modelo AC-300
(Karlsruhe, Alemania). La frecuencia nominal de operacién del equipo fue
de 300,13 MHz.

Los andlisis por CLAE se llevaron a cabo en un cromatégrafo de
liquidos Agilent 1200 (Agilent Technologies, Waldbronn, Alemania),
equipado con una bomba cuaternaria, un inyector Rheodyne (Cotati,
EE.UU.) con carga de 20 pL, un termostatizador de columna, y dos
detectores conectados en serie, de manera que funcionaran en simultaneo:
un detector de arreglo de diodos y uno de fluorescencia. Los datos se

recolectaron por medio del software HP Chemstation para LC Rev. HP

1990-1997.
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Los andlisis de CG-EM se realizaron en un equipo Shimadzu GC MS-
QP2010 Plus (Kyoto, Japdn), equipado con un inyector automatico. Para los
andlisis cuantitativos, el detector se oper6 en modo SIM (monitoreo
selectivo de iones) y para la adquisicion e integracién de los datos se

empled el software LabSolutions.

3.2 Reactivos y soluciones

A continuacién se detallan las marcas de los reactivos y materiales
empleados en el presente trabajo, siendo todos de grado analitico:

e BPA, OP, DEP, DBP, DEHP, FLT, PIR, BaP, BaA, BbF, DBA, BghiP,
CBL, NAP, metil-B-CD (M-B-CD), Brij® 35, Tween" 80 y 2,6-di-O-metil-p-
CD (DM-B-CD): Sigma-Aldrich (Milwaukee, EE.UU.).

e NP, NOR, bromuro de deciltrimetilamonio (DTAB), bromuro de
hexadecilpiridina (HTAB), cloruro de hexadecilpiridina (HTAC) y 2-
hidroxietil-p-CD (HE-B-CD): Fluka (Buchs, Suiza).

e a-, B- y v-CDs vy 2-hidroxipropil-B-CD (HP-B-CD): Cyclolab
(Budapest, Hungria).

e Triton® X-100: J.T. Baker (Phillipsburg, EE. UU.).

e Hidréxido de sodio, dodecilsulfato de sodio (SDS), acetonitrilo
(ACN) y metanol (MeOH): Merck (Darmstadt, Alemania).

e Acetato de etilo: Carlo Erba (Milan, Italia).

e Trimetilclorosilano (TMCS) y  N,O-bis(trimetilsilil)trifluoro-

acetamida (BSTFA): Supelco (Bellefonte, PA, EE.UU.).
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e Acido clorhidrico, etanol y acetato de etilo: Cicarelli (Bs. As.,
Argentina).

e El agua ultrapurificada se obtuvo mediante un sistema Millipore
(Massachusetts, EE.UU.).

e Discos de C18 para EFS Empore: Supelco (Bellefonte, PA, EE.UU.).

Se prepararon soluciones patrén metandlicas de los DEs de 1,00 mg
mL”. Dichas soluciones se diluyeron en MeOH para obtener
concentraciones entre 2,00 y 10,0 pg mL™.

Las soluciones acuosas de trabajo se prepararon diariamente a partir
de  soluciones metandlicas diluidas, tomando las alicuotas
correspondientes, evaporando el solvente organico por medio de nitrégeno
seco, y diluyendo con agua ultrapura. Las soluciones patrén de CDs y
surfactantes se prepararon pesando la cantidad apropiada del sélido y
disolviéndolos en agua ultrapurificada.

Los solventes utilizados para CLAE se filtraron a través de

membranas de nylon de 0,22 pm antes de su uso.

3.3 Software

Para el tratamiento de los datos se emplearon diferentes algoritmos

quimiométricos: PARAFAC, U-PLS, N-PLS y MCR-ALS.***” Las rutinas

utilizadas se encuentran escritas en el entorno MATLAB 7.0, y se

implementaron mediante la interfaz grafica MVC2.”
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Las determinaciones de pKa se realizaron mediante el programa
PKFIT.” El algoritmo COW se aplicé utilizando una rutina para MATLAB,

disponible en internet.”

3.4 Estudio espectrofluorimétrico de DEs en
presencia de medios organizados

Obtencion de espectros de fluorescencia

Se estudié el comportamiento espectrofluorimétrico de BPA, NP y OP
en presencia de p-CD, M-B-CD, DM-B-CD, HE-B-CD, HP-B-CD, a-CD, y-CD,
HTAB, HTAC, DTAB, Triton® X-100, Tween" 80, SDS y Brij® 35. Se

obtuvieron espectros de fluorescencia de los analitos en solucién acuosa,
en ausencia y presencia de diferentes CDs. En todos los casos la
concentracién de DE empleada fue de 500 ng mL”, y la de CDs y
surfactantes, 2x10° M. Los parametros instrumentales empleados para las
medidas de fluorescencia fueron: A.x = 278 nm, A¢m = 307 nm, rendijas de
emision y excitaciéon de 10 6 5 nm (dependiendo del experimento), voltaje
del fotomultiplicador de 700V -850V y velocidad de barrido de

1500 nm min”". La temperatura del portacelda se mantuvo a 20 °C.

Determinacion de constantes de inclusion de DE en
CDs

Se procedié a determinar sus constantes de inclusién. Para ello, se
. -1
prepararon soluciones acuosas de 500ngmL” de los DEs con

concentraciones de CDs entre 0 y 1x10°°M. Ademés, se prepararon
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soluciones de las mismas concentraciones de CDs, en ausencia de analito,
para utilizarlas como blancos. Se midieron los espectros de emisién de
fluorescencia de todas las soluciones, excitando a 278 nm. Para cada
espectro, a la intensidad de la emisién a 307 nm se le resté el blanco
correspondiente. Estas intensidades corregidas se graficaron en funcion de
la concentracion de CD. Las graficas obtenidas se ajustaron a la Ec. 10 (pag.

38) y se determinaron las constantes de inclusién de cada complejo.

Efecto del pH

Para evaluar el cambio en la intensidad de fluorescencia en funcién
del pH de BPA, NP y OP, en presencia y ausencia de las diferentes CDs, se
empled el siguiente procedimiento: se prepararon 50 mL de una solucién
de cada analito o de sus complejos en medio HCl (Cyc= 1x10™* M). Estas
soluciones se titularon con alicuotas de 0,01-0,5 mL de solucién de NaOH
(Cnaon = 0,1-1 M). Para cada valor de pH se extrajo una alicuota de 2,00 mL
de la solucidn, se registré el espectro de fluorescencia (Aex = 278 nm) y
luego se la reincorporé a la solucién.

Las concentraciones iniciales de NP y OP fueron de 500 ng mL™.
Debido a la muy baja fluorescencia de BPA en agua, su concentracién
inicial fue de 1000 ng mL™. En todos los casos, la concentracién de cada CD

ensayada fue 2x107 M.
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Las determinaciones se llevaron a cabo a 20 °C, con agitacién vy
burbujeo de nitrégeno, para evitar la descomposiciéon de los analitos. Las
titulaciones se realizaron por duplicado.

Las curvas de fluorescencia en funcién del pH se utilizaron para
determinar las constantes de acidez (pKa) de los analitos en estado
excitado, tanto en presencia como en ausencia de las CDs estudiadas.

A partir de los datos experimentales, el cdlculo de las constantes se
realiz6 mediante el programa PKFIT, basado en un procedimiento de ajuste

por cuadrados minimos.

Anadlisis estructural de los complejos de inclusion

Espectros de "H-RMN: Se registraron los espectros proténicos de los
analitos libres y en presencia de algunas de las B-CDs estudiadas. Las
soluciones se prepararon en dg-dimetilsulfoxido (DMSO). Los
desplazamientos quimicos (expresados en ppm) se determinaron usando
como referencia tetrametilsiloxano y el pico del solvente (6DMSO = 2,5
ppm). Como las solubilidades de los analitos en DMSO son mayores a sus
solubilidades en agua, fue posible realizar los experimentos trabajando con
altas concentraciones de DEs (Cgpa= 8,8><10_3 M, Cop= 9,7><10_3 M,

Cnp = 9,l><10_3 My Ccp = 0,07 M).

Cdlculos semiempiricos: Las estructuras geométricas en estado

fundamental de los complejos de inclusién se optimizaron utilizando el
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método semiempirico mecanocuintico AMI1, contenido en el paquete

HyperChem versién 7.02 (Hypercube Inc.).

Construccion de curvas de calibraciéon univariadas

A partir de los resultados obtenidos se seleccionaron las condiciones
de pH y naturaleza y concentraciéon de CD, para la construccién de curvas
de calibracién de BPA, OP y NP.

Las curvas de calibrado se obtuvieron en ausencia y presencia de M-3-
CD (Ccp=1,5x10°M), a siete niveles de concentracién de DEs, por
triplicado. Se emplearon diferentes longitudes de onda de excitacién: 220 y
278 nm para OP y NP, y 225 y 278 nm para BPA. En todos los casos, la
longitud de onda de emisién fue de 307 nm. Se calcularon las cifras de

mérito de las calibraciones.

3.5 Determinacién simultanea de BPA y NP
en envases plasticos

Muestras de calibraciéon y validacién

Se prepardé un conjunto de 10 muestras de calibracién, mediante un
disefio central compuesto. También se preparé un conjunto de validacién
de 9 muestras, con concentraciones aleatorizadas de BPA y NP, dentro del
rango del rango de calibrado. En la Tabla 2 se muestra la composicién
tanto de los estandares utilizados para la calibracién como de las muestras

de validacion.
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Tabla 2: Composicién de las muestras utilizadas en la calibraciéon y la
validacién (ng mL™).

Calibracién Validacién

BPA NP BPA NP
0 0 49 149
25 150 0 100
0 75 28 73
43 22 16 81
25 0 37 53
43 128 4 21
7 128 12 92
50 75 31 41
25 150 20 0
7 22

Las soluciones de las muestras de calibracién y validacién se
prepararon agregando alicuotas de soluciones acuosas de BPA y NP en
matraces de 5,00 mL, adicionando una alicuota de la solucién de M-3-CD
para llegar a una concentracién final de 1x10 M, y llevando a volumen con
agua ultrapura. Finalmente, se registraron las MEEFs de dichas soluciones
en los siguientes rangos: Aex= 215-285 nm (cada 0,5 nm); Aem=295-365 nm
(cada 2 nm). Todas las medidas se realizaron a 5 °C.

Las matrices resultantes (131x35 datos) se guardaron en formato
ASCII y se transfirieron a una computadora para su posterior analisis

mediante diferentes algoritmos quimiométricos.

Muestras reales

La determinaciéon de NP y BPA se realizé en muestras de plasticos de

diferente composicion.
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Las muestras se cortaron en pequenos fragmentos, se lavaron 5 veces
con 50 mL de agua ultrapura y se secaron. A continuacién se realiz6 el
siguiente proceso de extraccion: se pesé 1 g de cada plastico y se lo colocé
en un balén con 2,5 mL de etanol durante 1 h a 35 °C, a reflujo y con
agitacion. Debido a las altas concentraciones de NP en las peliculas
plasticas analizadas, se pesaron 0,1 g de dichas muestras y se trataron con 5
mL de etanol. Teniendo en cuenta la fotosensibilidad de los analitos, estos
procedimientos se realizaron protegiendo las muestras de la luz mediante
papel de aluminio y bajo atmoésfera de nitrégeno. Una vez enfriados los
extractos, se filtraron utilizando membranas de nylon de 0,45 um, y se los
separ6 en dos alicuotas, para el posterior analisis por CLAE (método de
referencia) y por el método de fluorescencia propuesto.

El analisis por fluorescencia se realiz6 transfiriendo 1,00-2,00 mL de
extracto a un matraz. El solvente se evapor6 mediante corriente de
nitrégeno, se agregd una alicuota de solucién de M-B-CD (para obtener una
concentracién final de 1x10> M) y se llevé a volumen con agua ultrapura.
Finalmente, se registraron las MEEFs de dichas soluciones, empleando las
condiciones experimentales que se describieron para los conjuntos de
calibracién y validaciéon (pag. 78).

El analisis por CLAE se llevd a cabo evaporando 125-250 pL de
extracto por corriente de nitrégeno, y luego reconstituyéndolo en 500 pL
de FM (40% agua: 60% MeOH). Las soluciones resultantes se analizaron

por CLAE, empleando el método de referencia descrito a continuacién.
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Método de referencia

El método de CLAE seleccionado como referencia se llevé a cabo
empleando una modificacién de la técnica propuesta por Zhou vy
colaboradores."”

Se trabaj6 a un flujo de 0,7 mLmin". La FM consisti6 en dos
solventes, agua ultrapura (solvente A) y MeOH (solvente B). La separacién
satisfactoria de los analitos en las matrices a analizar se logré aplicando un
gradiente de elucién: 0-5,5 min, composicién isocratica, 40% A : 60% B;
5,5-10 min, gradiente lineal desde 40% A : 60% B hasta 10% A : 90% B; 10-
17 min, composicién isocratica 10% A : 90% B. Finalizado el anilisis, se
volvi6 a la condicién inicial, requiriendo 5 minutos de re-
acondicionamiento de la columna antes de realizar la siguiente inyeccion.
Las muestras inyectadas se filtraron previamente por membranas de nylon
de 0,22 um. La detecciéon fluorescente se realizdé a A=225nm vy

Aem=306 nm.

3.6 Determinacion de DEs en bebidas

Muestras de calibracion y validacion

Con el objeto de desarrollar un método para la cuantificacién de DEs
en presencia de interferentes propios de las muestras a analizar, se realizé

una calibracién de segundo orden.
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Se prepar6 un conjunto de 12 muestras de calibracién, con

concentraciones en el intervalo 0-50 ng mL™ para BPA, NP y OP, y en el

intervalo 0-200 ng mL™ para DEP, DBP y DEHP.

También se preparé un conjunto de validacién de 10 muestras, con

concentraciones de los analitos seleccionadas al azar, dentro de sus

respectivos intervalos de calibracién.

Las concentraciones de ambos conjuntos de muestras se detallan en la

Tabla 3.

Tabla 3: Concentraciones (ng mL™”) de las muestras de calibracién y

validacién.
Calibracién
BPA oP NP DEP DBP DEHP

0 0 0 0 0 0

0 20 5 200 160 80
5 35 20 40 200 160
20 50 35 80 40 200
35 0 50 160 80 40
50 5 0 0 160 80
27 20 27 120 0 160
5 35 5 200 120 0

20 50 20 40 200 120
35 27 35 80 40 200
50 5 50 160 80 40
27 27 27 120 120 120
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Validacién

BPA oP NP DEP DBP DEHP
42 40 23 145 66 150
19 8 15 74 128 107
9 20 41 101 80 87
30 33 9 40 50 50
5 12 34 58 199 132
14 25 ) 123 158 195
23 46 27 198 102 73
34 5 49 168 173 178
48 29 11 89 92 95
27 17 30 180 185 115

Las soluciones de las muestras de calibracién y validacién se
prepararon adicionando alicuotas de soluciones metandlicas de los analitos
en matraces de 5,00 mL, secando el solvente bajo corriente de nitrégeno, y
llevando a volumen con una mezcla ACN:agua (70:30 v/v). Finalmente, las
soluciones se filtraron a través de membranas de nylon de 0,22 pm de
didmetro de poro y se las analiz6 por CLAE.

El andlisis por CLAE se llevé a cabo usando una FM constituida por
agua (solvente A) y ACN (solvente B). Se empleé el siguiente gradiente de
eluciéon: se mantuvieron condiciones isocraticas de 30% A:70% B durante
los primeros 4,5 min. Luego se aplicé un gradiente lineal durante 1,5 min,
llevando la composicién de la FM a 7% A:93% B. Esta composicién se

mantuvo constante durante los ultimos 3 min de analisis. Finalmente, se
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retorné a las condiciones iniciales, con un periodo de reacondicionamiento
de 5 min previo a la inyeccién de la siguiente muestra. De esta manera, se
alcanzé un tiempo de andlisis instrumental de 14 min por muestra.

Las determinaciones se realizaron mediante deteccién dual
simultanea (DAD y DFL), colectindose dos matrices por muestra, CL-DAD
y CL-DFL. En el caso del DAD, se recogieron espectros cada 0,85 s, en el
intervalo 200-300 nm, cada 0,5 nm. Con respecto al DFL, la longitud de
onda de excitaciéon fue 226 nm, y se colectaron espectros de emisién, cada
0,85 s, en el intervalo 295-350 nm, cada 1 nm. Los datos se guardaron en
formato ASCII y se transfirieron a una computadora para su posterior

tratamiento quimiométrico.

Muestras reales

Se analizaron 12 muestras de bebidas: gaseosas, jugos, agua mineral,
vinos, cervezas y bebidas alcohélicas blancas. Luego de adquiridas, se
transvasaron a envases de vidrio, y se almacenaron a 4 °C hasta su analisis.

Las bebidas carbonatadas (gaseosas y cervezas) se desgasificaron
mediante bafo de ultrasonido.

Las bebidas alcohélicas se sometieron a un proceso de evaporacién del
etanol por medio de un evaporador rotatorio, de manera de garantizar una
6ptima recuperacion en el subsiguiente proceso de pre-concentracion.

Todas las muestras se filtraron a través de membranas de nylon de
0,45 pm, y se pre-concentraron por EFS en membranas de C18. Esta pre-

concentracion se llevé a cabo activando las membranas con 0,75 mL de
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MeOH, vy filtrando diferentes volimenes de muestra (3-40 mL),
manteniendo un flujo 6ptimo de entre 10 mL min™ y 30 mL min™.*® Los
compuestos retenidos se eluyeron con aproximadamente 0,75 mL de
MeOH. Finalmente, el eluato se llevé a un volumen final de 1,00 mL.

El andlisis por CLAE se llevé a cabo de la siguiente forma: se
evaporaron 25-250 pL de eluato bajo corriente de nitrégeno, se
reconstituyeron en 250 pL de FM (30% agua:70% ACN), y se analizaron de
igual manera que las muestras de calibracién y validacién. Cabe destacar
que el factor maximo de pre-concentracion alcanzado en este caso fue de

40. Estos analisis se realizaron por duplicado.

Método de referencia

El método de analisis desarrollado se validé por CG-EM, siguiendo
una modificacion del procedimiento propuesto por Ballesteros vy
colaboradores.”’ Las muestras reales se trataron de igual manera a la
descrita en la seccién anterior, pero empleando factores de pre-
concentracién en el intervalo 40 - 400.

Teniendo en cuenta que BPA, OP y NP no son compuestos lo
suficientemente volatiles para ser analizados por CG, fue necesario realizar
una etapa de derivatizacién previa al analisis cromatografico. Por ello, una
vez tomadas las alicuotas correspondientes de eluato, se evapord el
solvente bajo corriente de nitrégeno y se les adicioné 30 uL de una mezcla

25:5 v/v acetato de etilo: BSTFA/TMCS al 1%. A continuacién, se sellaron
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los viales, se homogeneizaron en un vértex y se colocaron en un bafno a
80 °C, durante 30 minutos. Finalmente, 3 uL de las muestras derivatizadas
se inyectaron en el cromatégrafo de gases. En la Fig. 9 se muestra la

reaccion de silanizacién empleada:

CH; b CH, F

| I
R—HO + CHS—?I—N=C—<|3—F — - R-—O—Si—CHg, + H—N=C—C—F
CHs O F CH, (|) ,l

HsC—Si—CH, H3C— Si—CHj
CH, CH,

Fig. 9: Reaccién de silanizacién empleada para derivatizar a los analitos de
baja volatilidad.

A continuacién se detallan las condiciones cromatograficas
empleadas: se utilizé helio como gas portador, a un flujo de 1 mL min’; la
temperatura del puerto de inyeccién se fijé en 250 °C; la temperatura del
horno se modificé siguiendo un gradiente (120 °C durante 1 min, gradiente
lineal hasta 230 °C en los siguientes 9 min, y temperatura constante de
230 °C los 9 min finales) de manera de lograr una completa resolucién de
los analitos. Se aplicé una energia de ionizacién de 70 eV, utilizando el
modo SCAN para la identificacién de los analitos, y posteriormente el
modo SIM para fines cuantitativos. Los iones monitoreados fueron: 149 m/z
para DEP, DBP y DEHP, 179 m/z para NP, 278 m/z para OP y 357 m/z para

BPA.
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3.7 Fusién de datos cromatograficos de
segundo orden: determinacién de DEs en
muestras de agua.

Analisis cromatogrdfico

Se analizaron tres sistemas experimentales modelo, constituidos por
DEs de diferente naturaleza y origen. Los analisis cromatograficos de los
sistemas experimentales propuestos se realizaron en todos los casos en
condiciones isocraticas, y empleando deteccién dual (DAD y DFL):

e En el Sistema I (SI), constituido por DBP, FLT, PIR, BaA, NP, BbF,
BaP, DBA y BghiP, se emple6 como FM una mezcla de ACN:agua 85:15 v/v,
obteniéndose un tiempo total de analisis de 3,2 min. El DAD se configuré
para registrar espectros de absorbancia cada 0,8 s, en el rango 200-350 nm,
cada 2 nm, mientras que el DFL registr6 espectros de emisiéon de
fluorescencia cada 2,2 s, en el rango 295-450, cada 3 nm, con A= 222 nm.

e En el Sistema II (SII), compuesto por CBL, BPA, NAP y E2, se utiliz6
una mezcla ACN:agua 36:64 v/v como FM, con un tiempo total de analisis
de 3,5 min. El DAD se configurd para registrar espectros de absorbancia
cada 0,8s, en el rango 200-300 nm, cada 1nm, mientras que el DFL
registré espectros de emisién de fluorescencia cada 1,7 s, en el rango 295-
420, cada 3 nm, con Aex= 225 nm.

e Finalmente, el Sistema III (SIII), conformado por DMP, CBL, BPA,
NAP y NOR, se analiz6 empleando ACN:agua 41:59 v/v como FM,

obteniendo un tiempo total de analisis de 3 min. El DAD se configuré para
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registrar espectros de absorbancia cada 0,4 s, en el rango 200-320 nm, cada

2 nm, mientras que el DFL registré espectros de emision de fluorescencia

cada 1,2 s, en el rango 295-430, cada 3 nm, con Aex= 225 nm.

Calibracion y validacion

Las concentraciones de las muestras de calibrado de SI, SII y SIII se

encuentran detalladas en las Tablas 4, 5 y 6 respectivamente.

Tabla 4: Concentraciones (en ng mL™) de las muestras de calibrado del SI.

DBP FLT PIR BaA NP BbF BaP DBA BghiP
1 0 0 0 0 0 0 0 0 0
2 100 50 50 10 50 10 10 10 10
3 20 50 10 10 50 50 10 50 10
4 20 10 10 50 10 50 50 50 10
5 100 50 50 50 50 50 50 50 50
6 100 50 10 10 10 50 50 10 50
7 100 10 10 10 50 10 50 50 10
8 20 50 10 50 50 10 50 10 50
9 100 50 10 50 10 10 10 50 10
10 20 10 10 10 10 10 10 10 50
11 20 50 50 50 10 50 10 10 10
12 100 10 10 50 50 50 10 10 50
13 20 10 50 10 50 50 50 10 10
14 20 50 50 10 10 10 50 50 50
15 100 10 50 10 10 50 10 50 50
16 100 10 50 50 10 10 50 10 10
17 20 10 50 50 50 10 10 50 50
18 60 30 30 30 30 30 30 30 30

En el caso del SI, se prepararon 16 muestras de calibrado de acuerdo a

un diseno factorial fraccionado, un blanco, y una muestra de concentracién
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media de los 9 analitos, dando un total de 18 muestras. Se trabajé en un
rango de concentraciones de 0-50 ng mL™ para todos los analitos a
excepcion del DBP. En el caso de este ultimo, el intervalo de
concentraciones empleadas fue 0-100 ng mL™.

En los sistemas SII y SIII se prepararon conjuntos de 10 muestras de
calibrado, 8 de acuerdo a un disefio factorial fraccionado, y las dos
restantes combinando concentraciones medias y nulas de los analitos en
forma intercalada. En el SII se trabajé con un rango de concentraciones de
0-50 ng mL™" para todos los analitos, mientras que en el SIII se emplearon
rangos de concentraciones de 0-100 ng mL™ para DMP y NOR, y de 0-
50 ng mL™ para CBL, BPA y NAP. Ademas, se prepararon para cada uno de
los sistemas experimentales estudiados 10 muestras de validacién con
concentraciones aleatorias pero conocidas de los analitos, dentro de sus

respectivos intervalos de calibrado.

Tabla 5: Concentraciones (en ng mL™) de las muestras de calibrado del SII.

CBL BPA NAP E2
1 0 35 35 0
2 35 0 0 35
3 50 50 50 50
4 50 10 10 50
5 50 50 10 10
6 10 50 10 50
7 10 10 10 10
8 10 50 50 10
9 10 10 50 50
10 50 10 50 10
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Tabla 6: Concentraciones (en ng mL™) para las muestras de calibrado del
SIII.

DMP CBL BPA NAP NOR
1 20 10 50 50 20
2 100 50 10 50 20
3 100 10 10 10 100
4 20 10 10 50 100
5 20 50 50 10 100
6 100 50 50 50 100
7 20 50 10 10 20
8 100 10 50 10 20
9 0 30 0 30 0
10 50 0 30 0 50

Las soluciones de las muestras de calibracién y validaciéon de los tres
sistemas experimentales se prepararon adicionando alicuotas de soluciones
metanolicas de los analitos en matraces de 5,00 mL, evaporando el solvente
bajo corriente de nitrégeno, y llevando a volumen con la correspondiente
FM. Finalmente, las soluciones se filtraron a través de membranas de nylon
de 0,22 uym de didmetro de poro y se analizaron por CLAE, bajo las
condiciones instrumentales previamente detalladas para cada sistema
experimental.

Los datos se guardaron en formato ASCII y se transfirieron a una

computadora para su posterior tratamiento quimiométrico.

Muestras reales

Se analizaron muestras reales de agua de red, agua de pozo y agua del
rio Parand, recolectadas en Rosario, Funes y en el balneario La Florida

respectivamente. Se decidié realizar la determinacién de los analitos
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correspondientes al SIII, ya que en el mismo se observaron las ventajas
mas significativas debidas a la aplicacién de la fusién. Para ello, en primera
instancia se confirmé la ausencia de los analitos correspondientes al
sistema seleccionado, y posteriormente se realiz6 un estudio de
recuperacion por adicion de DMP, CBL, BPA, NAP y NOR, en
concentraciones dentro de sus respectivos rangos de calibrado.

Las muestras se prepararon adicionando alicuotas de las soluciones
metanodlicas patrén de los analitos en matraces de 5,00 mL, evaporando el
solvente mediante corriente de nitrégeno, agregando 3,00 mL de muestra,
y llevando a volumen con ACN, para lograr una composicién analoga a la
de la FM. Finalmente, las muestras fueron filtradas por membrana de
nylon de 0,45 pm, y analizadas por CLAE, bajo las mismas condiciones que

las muestras de calibrado y validacién del SIII.

Tratamiento de los datos

Como se detallé previamente, en el andlisis por CLAE se registraron
dos matrices por muestra: CL-DAD y CL-DFL. En estas matrices, el nimero
de columnas es igual al nimero de sensores espectroscépicos, mientras que
el namero de filas se corresponde con el nimero de tiempos de elucién
registrados.

Una vez obtenidas estas matrices, y previamente a su fusién, fue
necesario aplicar un pre-tratamiento a los datos, a fin de subsanar los

siguientes problemas: distorsiones en la linea de base, diferencias en el
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numero de filas entre CL-DAD y CL-DFL, y corrimientos de los perfiles
temporales entre ambos detectores.

Este pre-tratamiento, aplicado al par de matrices obtenidas en el
analisis de una muestra, se detalla a continuacién:

1. Se corrigieron las lineas de base de CL-DAD y CL-DFL por medio de
un algoritmo basado en cuadrados minimos asimétricos.'”

2. Teniendo en cuenta que la velocidad de adquisicién de datos del
DAD es mayor que la del DFL, y que es necesario que ambas matrices
posean el mismo numero de filas para fusionarlas, se agregaron
digitalmente sensores temporales a CL-DFL por interpolacién lineal,
mediante la aplicacién de la funcién “interpl” (incluida en el programa
MATLAB).

3. La alineacién de los perfiles temporales de CL-DFL y CL-DAD se
llevé a cabo construyendo dos vectores que denominamos ypap € yprL,
sumando las columnas correspondientes a los maximos de absorbancia o
emision de fluorescencia de todos los analitos, respectivamente. De esta
manera se obtuvieron “cromatogramas virtuales”, conteniendo los perfiles
temporales de todos los analitos presentes. Una primera aproximacién a la
alineacién se realiz6 desplazando digitalmente la matriz CL-DFL un
nimero dado de sensores temporales, determinado a partir de una
comparacién visual entre ypap e yprr. Posteriormente a dicho

desplazamiento se calcul6 un nuevo vector ypr;.
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4. Debido a la presencia de corrimientos temporales no uniformes a lo
largo del experimento cromatografico, fue necesario realizar una segunda
etapa de alineacién, empleando el programa “alineamiento optimizado de
correlacion unidimensional” o 1D-COW, basado en un algoritmo de
sincronizacién de cromatogramas. Este programa requiere como entradas
el vector a alinear (ypr.), el vector modelo (ypap) y las variables “segmento”
y “dilataciéon”. En general, el segmento se aproximé al ancho en sensores
del pico mas angosto, y la dilatacién dptima se encontré en el rango 1-4. El

programa 1D-COW permiti6 obtener un y}. alineado a ypap, y el

parametro de alineacién warping. Cuando se obtuvo una alineacién no
satisfactoria, se ajustaron de manera iterativa el segmento y la dilatacién
hasta lograr los resultados esperados. Una explicacion mas detallada
acerca del funcionamiento del 1D-COW puede encontrarse en el trabajo de

Tomasi y colaboradores, 1%

mientras que el trabajo de Nielsen vy
colaboradores explica los fundamentos para la seleccién del segmento y
dilatacién 6ptimos.'*®

5. Por medio de la funcién “cow_apply”, incluida en el programa 1D-
COW, el warping obtenido al alinear ypr. a ypap se aplicé a todas las
columnas de la matriz CL-DFL ya interpolada.

6. Finalmente, la matriz CL-DAD y la matriz corregida CL-DFL se
fusionaron, de manera de lograr un aumento en la direccién temporal (en

columnas). La matriz resultante, CL-DAD-DFL se guardd en formato ASCII

para su posterior analisis por MCR-ALS.
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En la Fig. 10 se presenta un diagrama ilustrativo del pre-tratamiento

descrito.
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Fig. 10: Metodologia de pre-tratamiento y andlisis de los datos de segundo
orden obtenidos.

Cabe destacar que si se presentaran diferencias de intensidad

significativas entre CL-DAD y CL-DFL seria necesario un paso adicional de
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escalado previo a la fusién. Sin embargo, la aplicacién de este ultimo paso
no fue necesaria en ninguno de los sistemas evaluados en el presente

trabajo.

Analisis de los datos

Los datos se modelaron empleando MCR-ALS. Para cada uno de los
sistemas estudiados se construyeron tres calibraciones de segundo orden:
una calibracién a partir de los datos de CL-DAD, una a partir de los datos
de CL-DFL, y finalmente, una a partir de los datos fusionados. En todos los
casos el algoritmo se aplic6 aumentando en el modo temporal, de manera
de preservar la bilinealidad de los datos. Las matrices aumentadas se
obtuvieron a partir de cada una de las muestras de validacién y todas las
muestras de calibracién.

El nimero de componentes se determiné por PCA, obteniendo
resultados concordantes con la constitucién de cada sistema. MCR-ALS se
inicializé6 empleando los perfiles espectrales estimados por un algoritmo
multivariado que extrae el espectro de cada componente puro a partir de
una serie de espectros de mezclas de composicién variada,” y se aplicaron
las siguientes restricciones: (1) no negatividad en ambos modos, (2)
unimodalidad en cada perfil del modo temporal, (3) correspondencia entre
componentes y muestras®’ y (4) correlacién entre concentraciones y areas

bajo los perfiles temporales.'®*
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Se establecié como criterio de convergencia una variancia relativa
entre iteraciones sucesivas del 0.01%, alcanzada en todos los casos en
menos de 50 ciclos de iteracién. Una vez lograda la convergencia por ALS,
los analitos se identificaron por sus perfiles espectrales y se cuantificaron

por medio de sus correspondientes curvas pseudo-univariadas.
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4. RESULTADOS

4.1 Estudio espectrofluorimétrico de DEs en
presencia de ciclodextrinas

Espectros de Fluorescencia

300 M

200 1

100 4

1 L] L]

250 300 350 400
A(nm)

En una primera etapa del presente trabajo de tesis, se estudiaron tres
DEs derivados del fenol: BPA, OP y NP. Como se menciond previamente,
estos compuestos exhiben una baja sefial fluorescente en medio acuoso. Sin
embargo, existen estudios sobre el incremento de la sefial fluorescente de
BPA en presencia de B-CD. En base a esto, y con el propdsito de optimizar
las senales de fluorescencia de los analitos en estudio y emplearlas en el
desarrollo de metodologias analiticas amigables con el ambiente, se
evaluaron dichas senales en presencia de medios organizados.

Inicialmente, se estudié la interaccién de los analitos con diferentes

CDs nativas y derivatizadas, y con medios micelares formados por
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surfactantes neutros, aniénicos y catiénicos. Se demostré que las sefiales
fluorescentes de BPA, OP y NP en agua aumentan significativamente en
presencia de [-ciclodextrinas nativas y modificadas, sugiriendo la
formacion de complejos de inclusién. Se determinaron las estequiometrias
y constantes de formacién de dichos complejos. Por otro lado, se investigd
el cambio en la intensidad de fluorescencia en funcién del pH de BPA, NP y
OP evaluando las constantes de acidez de los analitos en presencia y
ausencia de CDs. A partir de estos resultados, y mediante andlisis de 'H-
RMN vy calculos semiempiricos se propusieron posibles estructuras de los
complejos DE-CD. Finalmente, teniendo en cuenta los estudios realizados,
se establecieron las condiciones de trabajo 6ptimas para la determinacién
espectrofluorimétrica de BPA, OP y NP en presencia de medios
organizados, se construyeron las respectivas curvas de calibracién

univariadas y se calcularon las correspondientes cifras de mérito.

Espectros de fluorescencia

Los espectros de fluorescencia de los DEs estudiados presentan dos
maximos de excitaciéon, a 220 nm y a 278 nm, y un maximo de emisién a
307 nm (Fig. 11). Como puede observarse, estos DEs poseen una baja
intensidad de fluorescencia en soluciéon acuosa (principalmente el BPA),
sus espectros son muy similares y se superponen con la banda Raman del

agua (marcada con lineas punteadas negras en el recuadro).
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Fig. 11: Espectros de excitacién y emisién de BPA (azul), OP (violeta), NP
(celeste) y blancos (gris), en ausencia y en presencia de diferentes CDs y
BRIJ 35 (Cpgs = 500 ng mL™"; Ccp = Cgryy = 2x10"> M). Recuadro: ampliacién de
los espectros de los analitos en ausencia de CDs. En lineas punteadas negras
se marcan las bandas RAMAN del agua.

También puede apreciarse en la figura que la presencia de B-CDs,

nativa y sustituidas, y Brij 35 genera un aumento de la sefial fluorescente,
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de diferente magnitud, dependiendo del medio organizado evaluado. Este
incremento de la fluorescencia sugiere la formacién de complejos de
inclusion entre los analitos y las CDs, permitiendo determinar
experimentalmente sus constantes de formacion.

No se presentan los espectros de los analitos en presencia de a-CD vy y-
CD, ya que la adicién de estas CDs no generd una variacién significativa en
la intensidad de dichos espectros. Esto sugiriere que sélo B-CD y sus
derivados tienen el tamano de cavidad apropiado para la formacién de
complejos de inclusién con los analitos. Con respecto a los surfactantes
estudiados, solamente Brij 35 tuvo un efecto exaltador en la fluorescencia
de los DEs, pero de menor magnitud al logrado en presencia de B-CD, por

lo que no se lo empled en las etapas posteriores de este trabajo.

Complejos de inclusion DE-CD

Los experimentos se realizaron a pH neutro ya que, como se
demostrard mas adelante, en estas condiciones la intensidad de
fluorescencia es maxima y los DEs estudiados se encuentran en su estado
no ionizado, favoreciendo la interaccion con la cavidad hidrofébica de las
CDs.'®

En la Fig. 12 se muestran las curvas de intensidad de fluorescencia
corregida en funcién de la concentracién de CD. El ajuste de los datos
experimentales permiti6 determinar las constantes de inclusién de los tres

analitos con f-CD, M-B3-CD, DM-B-CD, HE-B-CD y HP-B-CD.
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Fig. 12: Efecto de la concentracién de CDs en la intensidad de la emisién

fluorescente a 307 nm para BPA (azul), OP (violeta) y NP (celeste), con

Cgpa = Cop = Cnp = 500 ng mL™"; Aey = 278 nm. Las lineas sélidas representan

el ajuste no-lineal de los datos experimentales.

Como puede observarse en la figura, en la mayoria de los casos, los

primeros agregados de CD a las soluciones de DEs generan un marcado
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Fo/AF

aumento de la senal fluorescente, y una vez que se alcanza el maximo, la
seflal permanece practicamente constante. Este comportamiento es

consistente con la formacién de complejos de inclusién de estequiometria

1:1 analito-CD, segun la reaccién:

Ki1
analito + CD s analito-CD

Dado que se verificé el cumplimiento de las condiciones mencionadas
en la pag. 39, y que los espectros de absorcién de los DEs no se modificaron
significativamente en presencia de CD, los datos experimentales se
ajustaron a la Ec. 10 (pag. 38) mediante una regresién no lineal de minimos
cuadrados, obteniendo las respectivas Kj;.

Los valores de Kj; se estimaron también utilizando la ecuacién de
Benesi-Hildebrand (B-H) (Ec. 11, pag. 39). En la Fig. 13 se muestran los

gréaficos de B-H para los complejos de los analitos con algunas de las CDs

estudiadas.

NP-HP-B-CD o020 {BPA-HP-B-CD ® 90_OF’-M-B-CD o
3,0 1 ;

0,15 -
554 ] 6,0 1
] »
151 0,10 - [ ]
O » 30

08{ &° 005{ % @

¢ e e

0,0 4,0e+4 8,0e+4 1,2e+5 0,0 1,5e+5 3,0e+5 4,5e+5 0,0 1,5e+5 3,0e+5 45e+5

1/Cp (M)

1/Cqp (M)

1/Cqp (M)

Fig. 13: Gréaficos de Benesi-Hildebrand para los complejos NP-HP-B-CD,
BPA-HP-B-CD y OP-M-B-CD. Las lineas sélidas corresponden al ajuste lineal
de los datos.
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Ademas, las constantes obtenidas por ambos métodos se presentan en

la Tabla 7.

Tabla 7: Constantes de inclusiéon para los complejos DE-CD obtenidas
mediante el ajuste no lineal (K;; y K;»') y la ecuacién de Benesi-Hildebrand
(Ky" ).

BPA OoP NP
log K11 log Kb log K, log Ky log Ko7' log Ky log Ko™

B-CD 4,85(4) 4,86 (4) - 4,17 (4) 4,09(2) 3,87 (4) 3,88 (6)
HE-B-CD 4,75 (1) - 2,17 (3) 4,24(6) 4,21(3) 4,05(5) 4,06(2)
HP-B-CD 4,87 (2) 4,87 (1) - 4,46 (6) 4,42(7) 4,20(6) 4,23(3)
M-B-CD 5,03 (2) 5,01(2) - 4,69 (2) 4,67 (4) 4,42(4) 4,40 (9)
DM-B-CD 5,33 (3) - 1,52(5) 4,77 (3) 4,73(4) 4,76 (5) 4,74 (5)

? Entre paréntesis se informan los desvios estdndar en la dltima cifra.

Los altos valores de las constantes de asociacién obtenidos indican
que existe una fuerte interaccién entre los analitos y las CDs estudiadas.
Esta interacciéon puede explicarse como resultado de la alta hidrofobicidad
de los DEs, que favorece su inclusién en la cavidad no polar de las CDs.
Ademas, la inclusién protege a los analitos de los procesos de desactivacion
no radiante, aumentando sus rendimientos cuanticos de fluorescencia. Este
aumento de la sefial fluorescente es particularmente elevado para el BPA,
dando como resultado intensidades aproximadamente 60 veces mayores en
presencia de B-CD vy sus derivados, en relacién a los valores en agua pura.

En base a los resultados obtenidos, se puede enunciar que las CDs podrian
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ser empleadas en el desarrollo de métodos fluorescentes verdes para la
cuantificacién de DEs.
Los valores de la constante para el complejo de inclusién BPA--CD

)106

informados en la literatura (log K;; = 4,54-5,1)""° son similares al obtenido

en este trabajo. Para los sistemas restantes no se encontraron valores de
constantes en la bibliografia.

Si comparamos las estabilidades de los complejos de BPA con
diferentes CDs, concluimos que los formados con B-CD y sus derivados
hidroxilados no muestran diferencias importantes, mientras que los
complejos de los derivados metilados presentan constantes
significativamente mayores. Esta diferencia podria ser el resultado de la
combinacién de dos efectos:

e Un efecto inductivo de los grupos metilo sobre los pares de
electrones libres en el O-metilo, generando la formacién de puentes de
hidrégeno mas fuertes con el grupo OH del fenol.

e La extensién de la cavidad no-polar de la CD generada por los
sustituyentes alquilicos.

Por otro lado, las constantes de inclusién de complejos con OP son
ligeramente menores que las de los complejos con BPA, pero levemente
mayores que las de los complejos con NP. En los sistemas de OP y NP, la
presencia de sustituyentes hidroxipropilo e hidroxietilo en las CDs
tampoco genera diferencias significativas con respecto a los complejos con

B-CD, mientras que los complejos formados con M-f-CD y DM-B-CD
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muestran constantes apreciablemente mayores, sugiriendo participacion
de los grupos O-metilo en la formacién de los complejos.

En la Fig. 12 también podemos observar que las graficas
correspondientes a los complejos BPA-HE-B-CD y BPA-DM-B-CD no se
comportan de la manera previamente descrita, sino que una vez alcanzada
la maxima fluorescencia, el agregado de CD genera un descenso de la sefial
(mas marcado en el caso de la HE-B-CD). Este descenso puede explicarse
teniendo en cuenta la formacién de complejos de estequiometria 1:2, los
cuales parecen exhibir una menor fluorescencia.

La formacién de los complejos 1:2 esta dada por el equilibrio:

K>
BPA+ 2CD < BPA-CD,

donde K;, es la constante de formacién acumulativa. Asumiendo la
formacién de estos complejos, y que su rendimiento cudntico de
fluorescencia es despreciable, puede utilizarse la Ec. 12 (pag. 39) para
determinar las constantes de formacién de los complejos 1:1 y 1:2. Al aplicar
esta expresion para los sistemas BPA-HE-B-CD y BPA-DM-B-CD, se
obtienen muy buenos ajustes, que sugieren la presencia de complejos de
estequiometria 1:2.

Es importante tener en cuenta que las Kj, calculadas estan definidas
como constantes globales, de manera que incluyen al proceso de formacién

de complejos 1:1 y complejos 1:2. Es por esto que para poder determinar
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cudl de los dos complejos es mas estable es necesario definir la constante
de formacién parcial:
K1
BPA-CD + CD s BPA-CD,

K’;; se calcul6 a partir de K;; y Kj, y los valores obtenidos se presentan
en la . Los bajos valores observados para las K’;; sugieren una muy baja
estabilidad de los complejos 1:2, que resulta razonable teniendo en cuenta
las restricciones estéricas existentes. Es posible que estas restricciones
generen un alejamiento del BPA de la cavidad no polar de la CD,
desprotegiéndolo y generando una sefial fluorescente menor a la observada
cuando sélo se forma el complejo 1:1.

Ademas de las constantes de inclusiéon, se calcularon los cocientes de
los rendimientos cuanticos entre los analitos complejados y libres, para
todos los sistemas. Estos cocientes se presentan en la Tabla 8 y muestran el
incremento en la sefial fluorescente de los DEs en presencia de las
diferentes CDs. Puede observarse que el incremento de la senal es mucho
mayor para BPA, cuya intensidad de fluorescencia nativa en solucién
acuosa es casi nula. Los rendimientos cudnticos de OP y NP son
aproximadamente dos veces mayores cuando se encuentran incluidos en
las CDs. En todos los casos, los mayores incrementos en la senal
fluorescente se producen en presencia de DM-B-CD, seguidos por los

complejos con M-3-CD.
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Tabla 8: Cocientes de los rendimientos cuanticos de los complejos (@¢) y

DEs libres (@DE)-

B-CD
HE-B-CD
HP-B-CD
M-B-CD

DM-B-CD

BPA OoP NP
@c/DpE @c/®pE @c/DpE
45,7+ 0,3 1,970 £ 0,004 2,170 £ 0,009
52,4 £ 0,2 1,92 £ 0,02 2,67 £ 0,02
51,7 £ 0,2 2,08 £ 0,01 2,40 £ 0,02
58,1 +£0,2 2,203 £ 0,006 2,151 £ 0,009
67,1£0,4 2,671 £ 0,009 3,48 £ 0,02

Finalmente, en la Tabla 9 se informan los valores calculados de los

porcentajes de inclusién de los analitos en los diferentes complejos, para

una concentracién de CD 2x10 M. Este porcentaje representa la fraccién

de analito incluido en la CD con respecto a su concentracién analitica. En

estas condiciones, el porcentaje de inclusién es cercano al 100% en todos

los casos, con excepcién del sistema BPA-HE-B-CD, donde una fraccién

importante del BPA se encuentra formando el complejo 1:2.

Tabla 9: Porcentaje de inclusién de los analitos en las diferentes CDs.

B-CD
HE-B-CD
HP-B-CD
M-B-CD

DM-B-CD

BPA OP NP

%(C1) % %
99 98 94
77 97 97
99 98 97
100 99 99
94 99 99

C;: complejo de estequiometria 1:1. C,: complejo de estequiometria 1:2.
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Constantes de acidez de los DE

En las Fig. 14, 15 y 16 se muestran los graficos de las titulaciones
espectrofluorimétricas de BPA, OP y NP en solucién acuosa, en ausencia y
en presencia de CDs (s6lo se muestran los graficos de una CD, como
ejemplo), asi como también el ajuste de los datos experimentales obtenido
con el programa PKFIT, y las graficas de distribucién de especies a los
diferentes pH.

En todos los sistemas la sefial fluorescente es maxima y se mantiene
practicamente constante a pH menores a 9, decreciendo al acercarse a
valores de pH mas alcalinos.

) Experimental Estimado Distribucion de especies

% especies

7 8 9 10 11 12
pH

Distribucién de especies

% especies

7 8 9 10 11 12
pH

Mo

Fig. 14: Graficos experimentales y estimados de intensidad de fluorescencia
en funcién del pH y Aep, y distribucién de especies vs pH de BPA en solucién
acuosa (A), y en presencia de HP-3-CD (B).
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Fig. 15: Graficos experimentales y estimados de intensidad de fluorescencia
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en funcién del pH y A, y distribucién de especies vs pH de OP en solucién
acuosa (A), y en presencia de M-B-CD (B).
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Fig. 16: Graficos experimentales y estimados de intensidad de fluorescencia
en funcién del pH y A.y, y distribucién de especies vs pH de NP en solucién
acuosa (A), y en presencia de DM-B-CD (B).
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En la Tabla 10 se muestran las constantes acidas de los analitos en
solucién acuosa tanto en ausencia como en presencia de las diferentes CDs
estudiadas.

Si comparamos los valores de constantes de acidez obtenidos para los
diferentes analitos en solucién acuosa con los obtenidos en presencia de
CDs, podemos inferir la ubicacién de los grupos ionizables cuando los
analitos estan formando parte de los complejos, es decir, si estos grupos se
encuentran o no incluidos en la cavidad de la CD.

Para asegurar un grado de inclusién de los analitos de
aproximadamente el 100%, y de esta manera poder afirmar que los pKa
determinados corresponden a los analitos complejados, los experimentos

se llevaron a cabo utilizando una concentracién de CD de 2x107> M.

Tabla 10: Constantes de acidez (pKa) de los DE libres y formando complejos
con las diferentes p-CDs.?

BPA oP NP

pKa pKa pKa
Ausencia de CD 9,43 (3) 10,18 (1) 10,36 (3) 10,450 (4)
B-CD 9,9 (1) 10,41 (1) 10,41 (6)
HE-B-CD 10,16 (3) 10,41 (3) 10,37 (2)
HP-$-CD 10,01 (1) 10,40 (8) 10,35 (1)
M-B-CD 10,39 (5) 10,57 (9) 10,53 (2)
DM-B-CD 10,66 (2) 10,65 (5) 10,65 (4)

® Desvios estandar en la tltima cifra entre paréntesis.
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BPA posee dos grupos ionizables, por lo que en ausencia de CD se
observan dos procesos de deprotonacién, con valores de pKa muy cercanos
entre si. En cambio, al formarse los complejos de inclusiéon sélo se pudo
determinar una constante de acidez, sugiriendo que uno de los anillos
fendlicos permanece fuera de la cavidad de la CD y el otro se encuentra
incluido, impidiendo su deprotonacién.

En el sistema BPA-B-CD, el valor de pKa calculado es similar al pKa;
del BPA libre, mientras que para los complejos formados con las B-CD
sustituidas, estos valores son ligeramente mayores, detectindose una
diferencia mas marcada en el caso del complejo BPA-DM-B-CD. Estos
resultados sugieren una interaccién entre el grupo fendlico externo del
BPA vy los sustituyentes de la CD. Cabe mencionar que la baja proporcién
de BPA que se encuentra formando complejos 1:2 en los sistemas BPA-HE-
B-CD y BPA-DM-B-CD no parece mostrar una influencia significativa en los
valores de las constantes determinadas.

Por otro lado, las constantes de acidez de OP y NP en presencia de
CDs no difieren significativamente de las determinadas en su ausencia, lo
que indicaria que los anillos aromaticos y los grupos hidroxilo de estos

analitos no se encuentran incluidos en la cavidad de las CDs.

Estructura de los complejos de inclusion

Con el fin de evaluar las posibles estructuras de los diferentes

complejos de inclusién formados, se registraron los espectros de 'H-RMN
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de los analitos puros y en presencia de B-CD, B-CD con sustituyentes O-
metilo (M-B-CD) y B-CD hidroxilada (HE-B-CD), analizando en cada caso
los desplazamientos quimicos de las senales de los hidrégenos.

Por otro lado, mediante el programa AMI, se realizaron calculos
semiempiricos de orbitales moleculares para optimizar las diferentes
estructuras propuestas. En una primera etapa se optimizaron los analitos y
las CDs por separado, y posteriormente se utilizaron estas moléculas
optimizadas para formar los complejos y refinar sus geometrias. Los
calculos se realizaron considerando un entorno acuoso. Todas las
optimizaciones se llevaron a cabo empleando diferentes modos iniciales de
inclusion.

En la Fig. 17 se detalla la numeracién de H para cada DE. Por otro

lado, en la Fig. 18 se muestran sus espectros 'H-RMN en ausencia de CDs.

c o JOH s A~ OH
g B4 o 8 B 4 2
- O . 8 4 2 f 2
7 & 3 1 3 9 7 5 3 1 3
Octilfenol (OP) Nonilfenol (NP)

Fig. 17: Numeraciéon de los protones de los analitos para el estudio de 1H-
RMN.
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Fig. 18: Espectros de '"H-RMN de los analitos en DMSO, y asignaciones de las
sefiales presentes.

Al comparar los espectros de la Fig. 18 con los obtenidos en presencia
de CD (no mostrados) se observé que la formacion de los complejos
produce variaciones en algunos de los desplazamientos quimicos, sin
modificar sus constantes de acoplamiento. Debido al rdpido intercambio
entre ambas especies en ninguin caso se observaron simultaneamente

sefiales correspondientes a los analitos libres y complejados.
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En la Tabla 11 se presentan los datos de los desplazamientos medidos
para el BPA libre y en presencia de CDs. Cabe destacar que si bien las
diferencias presentes en los desplazamientos parecen muy bajas (del orden
de la centésima de ppm), estos corrimientos se consideran significativos en

sistemas como los estudiados en el presente trabajo de tesis.'””

Tabla 11: Desplazamientos quimicos (6y) en ppm de los protones de BPA
libre y en la presencia de diferentes 3-CDs, en DMSO.

BPA
Hy s Hy ¢ Hi3
ODE 6,9706 6,6254 1,5225
ODE/BCD 6,9652 6,6204 1,5163
6DE/M—BCD 6,9662 6,6277 1,5209
6DE/HE—BCD 6,9611 6,6158 1,5146

Como puede observarse, en el sistema de BPA, la presencia de todas
las CDs ensayadas produce corrimientos leves de los oy hacia campos
mayores, sugiriendo que en los complejos 1:1 uno de los anillos fenélicos se
encuentra incluido en la cavidad de la CD, y el puente entre ambos fenilos
se encuentra involucrado en la formacién del complejo.

Estudios previos realizados por otros autores concluyen que el BPA se
encuentra incluido en la cavidad hidrofébica de la B-CD, adoptando
diferentes conformaciones. Estas estructuras estan en equilibrio, pero en
todos los casos la interaccién involucra a uno de los anillos arométicos y a

los metilos del BPA.® 1% 1as estructuras obtenidas mediante la

optimizacién AM1 coinciden con estas conclusiones, obteniéndose para
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todos los complejos BPA-CD valores de calores de formacién AHg
negativos. En la Fig. 19 se muestra, como ejemplo, la estructura optimizada

del complejo BPA-M-B-CD.

Fig. 19: Estructura optimizada mediante cdlculos AM1 para el complejo BPA-
M-B-CD.

En el caso de los complejos de NP y OP, se pueden proponer dos tipos

de conformaciones (Fig. 20):

¢ Inclusién de la cadena alquilica, al que llamaremos modo “cola”.

e Inclusién del anillo fendlico, al que llamaremos modo “cabeza”.

NP-M-B-CD, modo “cola” NP-M-B-CD, modo “cabeza”
Fig. 20: Estructuras optimizadas mediante cdlculos AM1 para los complejos
de inclusién OP-M-B-CD y NP-B-CD.
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Con el fin de determinar cual de las dos conformaciones propuestas es

la mas probable, se analizaron los oy de los hidrégenos para el OP y el NP,

en ausencia y presencia de CDs (Tabla 12).

Se observa que los desplazamientos de los H aromdticos no se

modifican en presencia de CD, mientras que se producen leves pero

significativos corrimientos de los &y de los H de las cadenas alquilicas. Esto

indica la presencia de interacciones dispersivas entre las cadenas alifaticas

de los compuestos y las cavidades no polares de las CDs, sugiriendo que

estos complejos se forman en modo “cola”.

Tabla 12: Desplazamientos quimicos (6y) en ppm de los protones de OP vy

NP libres y en la presencia de diferentes 3-CDs, en DMSO.

OoP

Hj3s Hz Hy Hy 7 Hg
ODE 6,6417  6,9481  2,4331 1,2428 1,4847
ODE/BCD 6,6363  6,9423  2,4237  1,2287 1,4758
ODE/M-pCD 6,6431  6,9405  2,4271 1,2375 1,4783
ODE/HE-BCD 6,6265  6,9317  2,4232  1,2349 1,4753

NP

Hss He Hy Hy.g Hy
ODE 6,6413 6,9473 2,4326 1,2324 1,4822
ODE/BCD 6,6365  6,9424  2,4248  0,1224  1,4753
ODE/M-pCD 6,6433  6,9398  2,4279 1,2317 1,4768
ODE/HE-BCD 6,6221 6,9296  2,4223 1,2245 1,4730

En la Tabla 13 se informan los valores de calores de formacién (AHy)

obtenidos con el programa AMI1 para los diferentes complejos en los dos

modos propuestos.
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En todos los casos, el modo “cola” resulta ser la conformacién con
valores de AHf mdas negativos. Teniendo en cuenta los resultados de las
determinaciones de pKa, 'H-RMN vy célculos semiempiricos realizados, se
concluye que en los complejos formados con OP y NP, las cadenas
alquilicas se encuentran incluidas en la cavidad de la CD, mientras que el
anillo fendlico permanece excluido. Esta conclusién coincide con la
estructura establecida por Bonenfant y colaboradores para el complejo NP-

B-CD en un estudio realizado con espectroscopias FT-IR y UV-Vis.'%

Tabla 13: AH¢ de los complejos de inclusion de OP y NP en sus dos posibles
modos, obtenidos a partir de calculos semiempiricos.

OoP NP

B-CD

cabeza -21,2Kcal mol™ -29,6Kcal mol™

cola -84,5 Kcal mol™ -57,6 Kcal mol™
HE-5-CD

cabeza -25,9Kcal mol™ -27,8 Kcal mol™

cola -66,0Kcal mol™ -88,4 Kcal mol™
HP-$-CD

cabeza -22,9 Kcal mol™ -20,8 Kcal mol™

cola -83,0 Kcal mol™’ -109,9 Kcal mol™
M-$-CD

cabeza -35,0 Kcal mol™’ ~107,4 Kcal mol™

cola -78,5 Kcal mol™ -136,8 Kcal mol™’
DM-p-CD

cabeza -49,2 Kcal mol™ -57,5 Kcal mol™

cola -84,6 Kcal mol™ -77,5 Kcal mol™

Curvas de calibracion univariadas

En base al incremento de la senial fluorescente de los analitos en

presencia de CDs, se plante6 la utilizacién de este recurso en el desarrollo
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de un método analitico verde. Teniendo en cuenta que los complejos con
M-B-CD muestran las sefiales de fluorescencia mas intensas y, ademas, sélo
se forman complejos con estequiometria 1:1, de altas estabilidades vy
rendimientos cuanticos elevados, se decidi6 utilizar dicha CD como medio
organizado. Se seleccioné una concentracién de CD tal que el grado de
inclusién de los analitos fuera aproximadamente del 100% (Ccp = 1x10 M).

Se construyeron curvas de calibracién univariadas para cada uno de
los analitos, a dos longitudes de onda correspondientes a los madximos de
excitacion, en presencia y en ausencia de M-B-CD. Como el objetivo de este
trabajo fue desarrollar metodologias para la cuantificacién de DEs a niveles
muy bajos, se trabajé con rangos de concentracién acotados, sin
determinar el limite superior del rango lineal.

En la Fig. 21 se presentan las curvas de calibracién obtenidas para los
tres analitos, tanto en presencia como en ausencia de M--CD, a una de las

dos longitudes de onda de excitacién ensayadas (A., = 278 nm).
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Fig. 21: Curvas de calibracién univariadas de los
ausencia de M-B-CD.

DEs en presencia y
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En la Tabla 14 se presentan las cifras de mérito de todas las calibraciones

realizadas. Cabe destacar que los LD y LC se determinaron utilizando las

Ec. 28 y 30, de acuerdo a lo recomendado por la IUPAC.

Tabla 14: Cifras de mérito para las calibraciones univariadas de BPA, OP, y

NP, en ausencia y presencia de M-B-CD.

Sin M-B-CD
IC*
RP
y(ng™ mL)
LD(ng mL™)
LC (ng mL™)
REP(%)

Con M-p-CD
IC
R
y(ng_1 mL)
LD(ng mL™)
LC (ng mL™)
REP(%)

BPA
j«ex

225 nm 278 nm

oP

jvex

220 nm 278 nm

NP
iex

220 nm 278 nm

0-1000 0-1000

0,989 0,991
0,02 0,02
128 115
370 334

11 10

0-200 0-200

0,999 0,999
0,55 0,3
4 8
12 22
1,8 2,2

0-200
0,996
0,16
15
43
5,5

0-200
0,999
0,37
6
18

3,6

0-200
0,996
0,17
13
39
3,3

0-200
0,999
0,3
8
22

2,6

0-200
0,988
0,09
25
73
9,3

0-200
0,998
0,14

25

3,2

0-200
0,993
0,12
20
56
10,8

0-200
0,998
0,23
10
29
5,8

*Intervalo de calibracién (ng mL™). P Coeficiente de correlacién.
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En base a los valores presentados en la tabla se puede afirmar que se
obtuvieron excelentes resultados para los tres analitos en presencia de
M-B-CD, con LDs entre 4 y 10 ng mL" y errores relativos de entre 2-4%
(n = 5). El efecto del agregado de M-B-CD es mas pronunciado en el caso del
BPA, generando limites 30 veces menores a los obtenidos en ausencia de
medios organizados. Por otro lado, se observa que para los tres DEs,

cuando se excita a la menor longitud de onda (A.,,=220 nm para NP y OP, y

225 nm para el BPA), se obtienen menores limites y menores errores
relativos.

Se han publicado numerosos articulos dedicados a la determinacién
de BPA y otros DEs en diferentes matrices. En un trabajo de revisién
relativamente reciente se citaron mas de 40 referencias relacionadas con el
analisis de BPA en bebidas, alimentos y muestras ambientales, usando
sensores de distinta naturaleza.’® En estos trabajos se exponen un amplio
rango de LDs, incluyendo valores entre 1x10° y 50 ng mL™.

También se informé un método selectivo pero no muy sensible
(LD =120 ng mL™") para detectar BPA basado en nanoparticulas de oro

superficialmente impresas y dispersion RAMAN de superficie mejorada.'*’

En otra publicacién se determiné BPA, NP y OP en muestras de agua
utilizando microextraccién dispersiva liquido-liquido iénico seguida de
analisis cromatogréfico, lograndose LDs en el rango 0,23-0,48 ng mL™."

Finalmente, Lisboa y colaboradores determinaron BPA, NP y OP en

muestras de agua de mar mediante una pre-concentracion en cartuchos de
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C18, seguida del andlisis por CLAE ultra rapida, obteniendo LDs de

-1111

0,5ng mL".

Si comparamos estos resultados con los determinados en el presente
trabajo, las cifras de mérito obtenidas son muy satisfactorias, y mas aun
teniendo en cuenta que en todos los trabajos previamente citados los LDs
se calcularon considerando una relacién sefial/ruido de 3, mientras que los
informados en el presente estudio se determinaron de acuerdo a una

definicién més rigurosa.

Conclusiones parciales

En la primera etapa del estudio realizado se demostré que las bajas
intensidades de fluorescencia de BPA, OP y NP se incrementaron en
presencia de diferentes B-CDs. Este importante incremento en la sefal
fluorescente se debe a la formacién de complejos de inclusién entre las CDs
y los DEs estudiados.

Los diferentes experimentos disefiados permitieron determinar la
estequiometria, geometria y estabilidad de los complejos formados, y
optimizar las condiciones experimentales para maximizar la intensidad de
fluorescencia de los analitos.

El incremento de la senal fluorescente observado se empleé como
estrategia en el desarrollo de un método analitico univariado para la
determinacidn de los tres DEs estudiados, trabajando bajo los principios de

la QAV.
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4.2 Determinacién simultanea de BPA y NP

en envases plasticos

‘u,; A\ L ‘

Con el objetivo de desarrollar un método analitico verde y simple para
la determinacién simultinea de BPA y NP en muestras de plasticos, se
plante6 combinar la alta sensibilidad de la fluorescencia en presencia de
medios organizados con la selectividad de la calibracién multivariada. Por
tal motivo, se registraron MEEFs en presencia de M-B-CD, bajo las
condiciones experimentales optimizadas en la primera etapa de esta tesis.
A modo comparativo, los datos de segundo orden obtenidos se procesaron
con diferentes algoritmos (PARAFAC, U-PLS y N-PLS). Las calibraciones
construidas con cada algoritmo se emplearon para predecir las
concentraciones de un conjunto de muestras de validacién.

Se optimizaron las condiciones de pre-tratamiento de las muestras
reales (solvente, tiempo y temperatura de extraccion) mediante ensayos de

recuperacion. Una vez seleccionadas estas condiciones, se analizaron 15
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muestras de plasticos de diferente composicidén y procedencia (botellas de
bebidas, bandejas de comida y cubiertos descartables, juguetes).
Los resultados obtenidos empleando el método propuesto se validaron

frente a un método de referencia utilizando CLAE.

Comportamiento fluorescente de BPA y NP

Las condiciones experimentales, en relacién al medio organizado
exaltador de la senal fluorescente y al pH de trabajo, se seleccionaron de
acuerdo a los resultados obtenidos en la primera etapa de la investigacién:
las soluciones de BPA y NP se prepararon en presencia de M-B-CD
1x10° M, a pH neutro (pag. 118). Ademas, teniendo en cuenta que en
algunos sistemas un descenso de la temperatura produce un aumento en la

112

intensidad de la sefial fluorescente, se evaluaron dos posibles

temperaturas de trabajo: 25 °Cy 5 °C.

En la Fig. 22 se muestran los espectros de excitacién-emisién de los
dos analitos y el blanco, a las dos temperaturas evaluadas. Puede
observarse que la emision de ambos analitos aumenta al bajar la
temperatura (mas marcadamente en el caso del BPA), mientras que la sefial
del blanco permanece constante. En base a estos resultados se decidi6
trabajar a 5 °C, ya que el aumento de las senales de los analitos permitiria

obtener un método mas sensible.
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Fig. 22: Espectros de excitacién-emisién de BPA (en azul), NP (en celeste) y

senal del blanco (en gris), a 25 °C (lineas continuas) y 5 °C (lineas
discontinuas).

Por otro lado, en la Fig. 23 se presentan los espectros de excitacién y

emision normalizados de los DEs estudiados.
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Fig. 23: Espectros de excitacion y emisién de fluorescencia normalizados de
BPA y NP.
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Como puede verse, existe un importante solapamiento entre ellos que
impide su determinaciéon simultanea utilizando una calibracién de orden
cero. Ademads, es altamente probable que las muestras reales presenten
componentes que también estén solapados, interfiriendo en la
determinacién. Por tal motivo, se propuso realizar una calibracién de

segundo orden mediante MEEFs.

Anadlisis cuantitativo

Los rangos espectrales empleados para la construccién de las MEEFs
se seleccionaron teniendo en cuenta las regiones de maxima intensidad de
sefal de los analitos: 215-280 nm (excitacién) y 295-335 nm (emisién). En
la Fig. 24 muestra una matriz de una muestra de calibrado, y su

correspondiente superficie de contorno.
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Fig. 24: Grafico tridimensional y de contorno de una MEEF para una
muestra de calibrado (Cgps = 43 ng mL'l, Cnp =128 ng mL'l).

Con respecto a las concentraciones empleadas en la etapa de

calibracion, en el caso de BPA se fijé un intervalo de concentraciones de
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0-50 ng mL”, mientras que para NP, debido a su menor intensidad de
fluorescencia, el rango fue de 0-150 ng mL™. Al igual que en la seccién
anterior, en ninguno de los casos se determind el limite superior del rango
lineal.

Un grupo de MEEFs constituye un arreglo intrinsecamente trilineal,
por lo que deberia de ser posible procesarlas mediante PARAFAC. Este
algoritmo de segundo orden es facil de implementar y posee la ventaja de
proporcionar los perfiles, en este caso espectrales, del sistema en estudio.
Por tal motivo, fue la primera opcién para procesar las MEEFs obtenidas.®
Sin embargo, debido a la gran superposicién espectral de BPA y NP,
PARAFAC no fue capaz de modelar el sistema, generando predicciones no
satisfactorias de las muestras de validacién.'®

Se decidid, entonces, tratar los datos con algoritmos de segundo orden
basados en variables latentes, mas flexibles en relacién a la trilinealidad
del sistema: U-PLS y N-PLS. A diferencia de PARAFAC, al aplicar estos
algoritmos no se obtienen perfiles correspondientes a los espectros de los
componentes puros, pero generalmente es posible modelar muestras con
mayor solapamiento espectral. El namero 6ptimo de variables latentes se
determiné empleando validacién cruzada,”® obteniéndose tres variables
latentes cuando se utilizé U-PLS y cuatro en el caso de N-PLS.

La capacidad predictiva de ambos modelos se comprob6é mediante el

analisis de un conjunto de muestras de validacién.
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En la Fig. 25 se presentan las curvas de concentracién predicha en
funciéon de la nominal para dichas muestras, utilizando ambos algoritmos,
y las respectivas pruebas EJCR. Ademas, en la Tabla 15 se presentan las
cifras de mérito de las calibraciones de segundo orden construidas con los

dos algoritmos ensayados.
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Fig. 25: Curvas de concentracién nominal de los analitos vs concentracion

predicha para los diferentes algoritmos y sus correspondientes pruebas de la
elipse.

Como puede observarse en la Fig. 25, el punto ideal en el test de la
elipse se encuentra dentro de la regiéon de confianza para ambos algoritmos

aplicados. Esto indica que tanto U-PLS como N-PLS permiten obtener
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predicciones satisfactorias en cuanto a exactitud. Sin embargo, los tamanos
relativos de estas elipses prueban que las predicciones obtenidas por U-
PLS son mas precisas, en concordancia con los REPs y RMSEPs
presentados en la Tabla 15. Esto puede deberse a que PLS, en su variante
multidimensional (N-PLS) presenta una mayor dificultad que en su forma
desdoblada (U-PLS) para resolver el gran solapamiento espectral de los
analitos, especialmente en el modo de emisién.

Los limites de deteccién se calcularon de acuerdo a un nuevo método
aprobado por la IUPAC,'* expresindose como un intervalo de limites de
deteccién. Ademads, es importante mencionar que dichos LDs se obtuvieron
sin necesidad de una etapa de pre-concentracidn, y resultaron mejores que
los logrados en las calibraciones univariadas (Tabla 14, pag. 120), debido a
que el uso de datos de segundo orden genera una mayor sensibilidad y

selectividad en el método.®*

Tabla 15: Cifras de mérito para la determinacién de BPA y NP en muestras
de validaciéon mediante los algoritmos descritos.

U-PLS N-PLS
BPA NP BPA NP
IC* (ng mL™) 0-50 0-150 0-50 0-150
y (ng™ mL) 3,3 0,9 2,8 0,6
Rango LD (ng mL™) 1-2 4-14 1-2 6-11
Rango LC (ng mL™) 3-6 11-41 4-7 17-34
RMSEP® (ng mL™) 3 2 1 7
REP (%) 8 3 4 9

* IC, intervalo de calibracién. No se determinaron los limites superiores de los
. b ) . . . .

rangos lineales. ”Error cuadratico medio de la prediccién.  Error relativo de la

prediccidn.
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Muestras reales

Luego de analizar las muestras de validacién, se procedié al andlisis
de muestras reales. Se estudiaron diferentes envases plasticos,
principalmente botellas de bebidas y envoltorios de alimentos, ya que se
los puede considerar como una fuente de exposicién a BPA y NP. En la
literatura se describen dos tipos de procesamiento de plasticos para su
posterior analisis, un tratamiento de disolucién completa y precipitacién

1,115‘117

por agregado de metanol o etano y otro de extraccién con solventes

en condiciones menos severas.'’® ¥ E]l primer procesamiento tiene como
desventaja que se consumen grandes cantidades de solvente y, ademais,
algunos plésticos se hidrolizan en las condiciones de trabajo, liberando
cantidades adicionales de BPA. Es por esto que se decidié utilizar el
segundo tipo de pre-tratamiento.

En primera instancia, para optimizar la técnica de extraccién, se tomo
una muestra de polietilenftalato (PET) como modelo y se realizé la
extraccién durante 2hs, a 55°C." En los extractos obtenidos se
determinaron las concentraciones de BPA y NP por CLAE-DFL. Se
probaron tres solventes de extraccién: etanol, metanol y acetato de etilo,
estableciéndose que con etanol se obtuvieron los mayores rendimientos, y
por ello se lo seleccioné para los experimentos subsiguientes.

La temperatura y tiempo de extraccién se optimizaron utilizando un

diseno bifactorial. Las temperaturas evaluadas fueron 35 °C y 55 °C, y los
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tiempos ensayados fueron 1, 2 y 3 hs. En base a los resultados obtenidos se
estableci6é que las condiciones 6ptimas de extracciéon son de 1 h a 35 °C.
En la Tabla 16 se muestran las recuperaciones calculadas para los dos
analitos, en las condiciones optimizadas, a tres niveles de concentracién.
En esta tabla se puede observar que las recuperaciones se encuentran
en el rango 99 - 108%, demostrando que la metodologia adoptada es

adecuada para la extracciéon de los analitos en las matrices de interés.

Tabla 16: Recuperacion porcentual (%R) de BPA y NP en una muestra de
plastico a diferentes niveles de concentracién.?

BPA NP
Anadido Hallado %R Anadido Hallado %R
0 120 0 314
25 146 101 100 410 99
50 176 104 200 519 101
100 237 108 300 650 106

-1
“enng mL".

Una vez seleccionadas las condiciones de extraccién, se analizaron
diferentes muestras de plasticos, empleando la calibracién de segundo
orden obtenida. Se estudiaron muestras de polietileno (PE), cloruro de
polivinilo (PCV), polipropileno (PP), policarbonato (PC) y PET.

En la Fig. 26 se comparan las MEEFs de un estdndar de calibracién y
de una muestra real, evidenciando el gran solapamiento espectral de los
analitos con la matriz. Este solapamiento refuerza la justificacién del uso

de una calibracién de segundo orden, porque ademds de permitir la
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separacidn virtual de los analitos, posibilita su cuantificacién en presencia
de otros constituyentes de la muestra sin la necesidad de eliminarlos. En el
caso de los algoritmos empleados en esta instancia, la ventaja de segundo

orden se alcanza mediante el procedimiento RBL.
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Fig. 26: Graficos tridimensionales excitacion-emisién y de contorno de las
matrices de fluorescencia para: A) una muestra de calibracién
(Cgpa=43 ng mL™, Cyp=128 ng mL™") y B) una muestra de PET tratada como se
explica en la seccion experimental (Cgps=20 ng mL™, Cnp=38 ng mL™).

Si bien se obtuvieron resultados aceptables empleando N-PLS para

predecir las muestras de validacién, este algoritmo no rindié
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recuperaciones adecuadas en las muestras reales, posiblemente por su
incapacidad de modelar satisfactoriamente a los interferentes de la matriz.
Esta dificultad de N-PLS/RBL para modelar sistemas altamente complejos,
con gran superposiciéon espectral entre analitos e interferentes ya se

35- 120 ,

informé en otros estudios. 121 En consecuencia, el tratamiento

quimiométrico de los datos correspondientes a las muestras reales se
realizé utilizando U-PLS/RBL. Como se indicé previamente, en estos
sistemas, ademas de los tres factores latentes, se requirié la aplicacién del
método RBL, con tres componentes inesperados en la mayoria de las
muestras.

En la Tabla 17 se presentan las concentraciones de BPA y NP de las
muestras analizadas, determinadas tanto por el método propuesto como
por el de referencia.

Ambos métodos se compararon por medio de un test t de Student por
parejas, a n-1 grados de libertad y con un nivel de significancia del 95%. Los
valores obtenidos para BPA (t = 0.46) y NP (t = 0.16) se encuentran muy por
debajo del valor critico (2,13 para BPA y 1,83 para NP). Este analisis
estadistico demostré que los resultados obtenidos mediante el método
propuesto no difieren significativamente de los obtenidos por el método de
referencia, evidenciando la capacidad del algoritmo U-PLS/RBL de

modelar las interferencias del sistema.
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Tabla 17: Concentraciones determinadas de BPA y NP en muestras de
plasticos, mediante MEEFs—U-PLS/RBL y el método de referencia (MR).*

BPA NP

Muestra Tipo> MEEF MR MEEFs MR

1 Botella de PET 130(2) 120(2) 325(10)  314(6)
agua

2 Botella de PET  99(5) 106(2) 365(4) 368(7)
gaseosa

3 Botella de PET ND ND ND ND
agua

4 Botella de PET ND ND ND ND
gaseosa
Botella de etanol PE 199(10 195(6) 375(5) 413(8)

6 Bandeja PE 66(1) 68(2) 153(8) 162(3)
descartable

7 Botella de PE ND ND ND ND
lavandina
Pelicula plastica PE ND ND 8,9(3)x10” 8,8(3)x10°
Cubierto PVC ND ND ND ND
descartable

10 Tuberias de agua PVC ND ND 272(5) 247(7)

11 Juguete PVC ND ND 95(6) 93(3)

12 Pelicula plastica PVC ND ND 30(2)x10° 30(2)x10°

13 Bandeja PP ND ND ND ND
descartable

14 Tapa plastica PC ND ND 101(2) 99(4)

15 Tapa plastica PC 26(1) 24(1) 115(8) 113(6)

0,46 0,16

@ Concentraciones en ng g'!, SD entre paréntesis, ND =no detectado.
b Valores de t calculados al aplicar un test por parejas.

Es importante mencionar que las concentraciones de BPA y NP
informadas en la literatura dependen del material plastico estudiado y del
tipo de tratamiento realizado sobre el mismo. Como es de esperarse, los

trabajos que utilizan un pre-tratamiento de disolucién completa de la
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muestra detectan concentraciones significativamente mayores de ambos
analitos.'®'? Los niveles hallados en el presente estudio son similares a los
informados en las publicaciones que utilizan un método de extraccién
analogo al empleado, con niveles de BPA de hasta 200 ng g’ vy
concentraciones de NP elevadas para las muestras de polietileno y cloruro
de polivinilo.'?*!%

En la Tabla 18 se presentan las cifras de mérito del método propuesto
para la cuantificacién de BPA y NP en muestras de plasticos. Los limites de
deteccién y cuantificacién, y el RMSEP, expresados tanto en ng g~ de
material s6lido como en ng mL™" de extracto, muestran una buena precision
y sensibilidad. Sin embargo, si fuera necesario, es posible obtener menores

limites aumentando la masa de muestra pesada y reduciendo el volumen de

solvente de extraccién.

Tabla 18: Cifras de mérito para la determinacion de BPA y NP en muestras
reales, mediante MEEFs—U-PLS/RBL.

BPA NP
Y (ng_1 mL) 0,6 0,3
Rango LD (ng mL™) 6-7 15-24
Rango LD (ng g™) 15-18 35-50
Rango LC (ng mL™) 17-21 45-70
Rango LC (ng g™ 40-50 100-150
RMSEP (ng mL™) 2 4
RMSEP (ng g™ 7 16
REP (%) 6 3
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Conclusiones parciales

Se propuso un método no separativo para la determinacién
simultdnea de BPA y NP en muestras de plasticos, basado en la adquisicién
de MEEFs en solucién acuosa, en presencia de M-B-CD, acoplado al
procesamiento quimiométrico de los datos.

El uso de calibraciéon de segundo orden posibilité emplear un simple
pre-tratamiento de las muestras, minimizando el consumo de solventes
téxicos (2,5 mL de etanol por muestra), de acuerdo a los principios de la
QAV. La etapa de adquisicion de los datos también se desarrolld siguiendo
estos principios, ya que se trabajé en solucién acuosa, utilizando un aditivo
no toxico (M-B-CD) para la exaltacién de la senal fluorescente de los
analitos.

La selectividad obtenida por medio de la calibracién multivariada y el
aumento de la sensibilidad generado por el uso de medios organizados,
permitieron obtener limites de deteccién del orden de partes por billén, sin
necesidad de etapas de pre-concentracion.

Mediante la aplicaciéon del algoritmo U-PLS/RBL, se logré la
determinacién de los analitos a niveles de vestigios, en presencia de altas
concentraciones de interferentes y con un importante solapamiento
espectral.

En conclusién, la determinacién de DEs en materiales plasticos por
MEEFs-U-PLS/RBL resulté ser una técnica rapida, sensible, sencilla y

verde.
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4.3 Determinacion de DEs en bebidas

:BPA?

(DBP?  .DEHP?

Ade absorbancia
Aem de fluorescencia

Tiempo(min) Tiempo (min)

En esta etapa del presente trabajo de tesis, y siguiendo los principios
de la QAV," se propuso el desarrollo de un método cromatografico para la
determinacién de seis DEs derivados de plasticos (BPA, OP, NP, DEP, DBP
y DEHP) en bebidas envasadas en recipientes plasticos, o que tuvieron
contacto con este tipo de materiales durante el proceso de elaboracién.

Teniendo en cuenta que, en general, el andlisis por CLAE requiere de
rigurosos pre-tratamientos de las muestras, y un importante consumo de
solventes toxicos durante la etapa de adquisicién de datos, se decidié
emplear calibracién multivariada como estrategia para desarrollar un

método mas verde (pag. 447).
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Las condiciones cromatograficas se optimizaron minimizando el uso
de solventes organicos y el tiempo de andlisis, atin en detrimento de la
resolucién. Pero, como ya se ha expresado anteriormente, al aplicar
calibracién multivariada no es necesaria la separacién completa de las
bandas cromatogréaficas.

Se registraron matrices CL-DAD y CL-DFL, y se procesaron con el
algoritmo MCR-ALS, para construir calibraciones de segundo orden y
predecir las concentraciones de un conjunto de muestras de validacién.

El método propuesto se aplicé a la cuantificaciéon de DEs en gaseosas,
jugos, agua mineral, vinos, cervezas y bebidas blancas. Los resultados

obtenidos se compararon con un método de referencia (CG-EM).

Datos cromatogrdficos de segundo orden

Como se discutié previamente, a diferencia de los métodos
cromatograficos tradicionales, cuyo objetivo es obtener una completa
resolucion entre los analitos, en el presente trabajo las condiciones
cromatograficas se optimizaron con el fin de minimizar el tiempo de
analisis y el uso de solventes téxicos. Como es de esperarse, este enfoque
llevé a una pérdida parcial de resolucién entre algunos de los analitos,
requiriendo la aplicacién de una calibracién multi-via para resolver el
solapamiento temporal presente. Por otro lado, considerando la
complejidad de las muestras a analizar y la probable presencia de

interferentes, este tipo de calibracién resulta beneficiosa ya que permite la
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cuantificacién de los analitos ain en presencia de compuestos no
modelados en la etapa de calibrado.

La deteccién dual (DAD y DFL) permitié que los analitos estudiados se
detectaran con la sefial mds conveniente, segin sus propiedades
espectroscopicas: BPA, OP y NP por fluorescencia; DEP, DBP y DEHP por
absorbancia. Teniendo en cuenta la necesidad de detectar y cuantificar DEs
a niveles muy bajos, se trabajé con intervalos de concentracién acotados,
sin determinar el limite superior del intervalo lineal.

Se ensayaron diferentes condiciones cromatograficas: tipo y largo de
columna, composicién de la FM y velocidad de flujo. Con el fin de obtener
datos adecuados con un flujo de FM relativamente alto, y disminuir de este
modo el tiempo de analisis, se seleccioné una columna de C18 de 50 mm de
largo.

En relacion a la FM, generalmente es preferible trabajar en
condiciones isocraticas, ya que el analisis es mas simple, y no se requiere
tiempo de reacondicionamiento de la columna entre inyecciones sucesivas.
Por tal motivo, en primera instancia se probaron diferentes condiciones
isocraticas basadas en trabajos informados en la literatura.’?®'*” Si bien se
ensayaron diferentes mezclas ACN:agua y MeOH:agua, estas ultimas no se
consideraron viables debido a que sus altas viscosidades'® impidieron la
aplicacién de flujos mayores a 1 mL min™". Por otro lado, se observé que a
causa de las grandes diferencias de polaridad entre los compuestos

analizados, las mezclas ACN:agua evaluadas no permitieron obtener
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tiempos de retencién satisfactorios para todos los analitos. Es decir,
aquellas composiciones que fueron adecuadas para la separacién parcial de
los analitos menos retenidos (BPA, DEP y DBP), generaron tiempos de
retencion de hasta 40 min para DEHP.

Considerando estos resultados, se propuso la aplicacién de un
gradiente de elucién. La composicion inicial de la FM
(ACN:agua 70%:30% v/v) se seleccion6 de forma de lograr la mayor
resolucion posible de los analitos menos retenidos en un tiempo corto
(aproximadamente 4-5 min). Posteriormente se aplicé un gradiente lineal
durante 1 min, alcanzando una composicién final de FM de alta fuerza
eluotrépica, que se mantuvo por 3 min. Bajo estas condiciones
cromatogréficas, el tiempo total de corrida fue de 9 min. De esta manera, y
aun considerando los 5 min necesarios para el reacondicionamiento de la
columna, se logré una significativa reduccién en el tiempo de andlisis total.

En la Fig. 27 se muestran los cromatogramas de DAD y DFL de una
muestra sintética constituida por los analitos estudiados. En los
cromatogramas de DAD se puede observar que no se logré una completa
resolucion entre la banda correspondiente a la inyeccién, y los dos DEs
menos retenidos (BPA y DEP). Si bien esta falta de resoluciéon imposibilita
la cuantificacion de estos analitos por medio de calibracién de orden cero,
las diferencias espectrales presentes (Fig. 27, recuadro) permiten que dicho
solapamiento temporal no represente una dificultad en las predicciones al

aplicar métodos multivariados.
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Calibracion y validacion

Con el objeto de validar la calibracién de segundo orden construida,
se analizé un conjunto de muestras de validacién.

En una primera etapa las matrices de CL-DAD y CL-DFL
correspondientes a ambos conjuntos de muestras (calibracién y validacién)
se sometieron a un algoritmo de correccién de linea de base mediante
cuadrados minimos asimétricos.''

Los datos provenientes del DAD y DFL se analizaron por separado, ya
que la diferencia en tiempos de adquisicién entre ambos modos de

deteccién genera diferencias en los perfiles temporales de los analitos.
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Existen diferentes algoritmos capaces de procesar datos de segundo
orden. Sin embargo, como se mencioné anteriormente (pag. 49), los datos
de origen cromatografico no suelen ser trilineales debido a corrimientos en
el modo temporal entre inyecciones sucesivas de la misma muestra.
Teniendo en cuenta esta particularidad de los datos analizados, se decidi6
modelarlos por medio de MCR-ALS, que no requiere de un alineamiento
previo de los perfiles cromatograficos. Las matrices aumentadas se
construyeron en la direccién temporal (que es el modo en que se pierde la
trilinealidad de los datos), a partir de cada una de las muestras de
validacién y las 12 muestras de calibracién.

Es importante tener en cuenta que los ésteres del acido ftalico
analizados poseen el mismo espectro de absorbancia y que los espectros de
emision de fluorescencia de BPA, OP y NP son idénticos. En otras palabras,
el procesamiento de los cromatogramas completos llevaria a wuna
selectividad virtualmente nula entre los analitos.

En consecuencia, fue necesario aplicar el algoritmo quimiométrico en
intervalos temporales acotados, de forma tal que cada regién incluyé
unicamente analitos con diferentes perfiles espectrales, como se muestra

en la Fig. 28.
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Respuesta

Tiempo (min)
Fig. 28: Cromatogramas de DAD y DFL de una muestra sintética. Los
numeros corresponden a: (1) inyeccién, (2) BPA, (3) DEP, (4) DBP, (5) OP, (6)
NP y (7) DEHP. En lineas punteadas rojas se separan las diferentes regiones

temporales empleadas en el procesamiento de los datos.

Estos intervalos temporales, asi como los rangos espectrales

empleados para cada analito se encuentran detallados en la Tabla 19.

Tabla 19: Intervalos temporales y espectrales utilizados en el
procesamiento de datos por MCR-ALS.

Tiempo (min) Longitud de onda (nm)

DFL

BPA 0,50-1,85 290-350

oP 2,55-4,15 290-350

NP 4,15-5,00 290-350
DAD

DEP 0,50-1,85 200-300

DBP 1,85-2,55 200-300

DEHP 8,25-9,10 200-300
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Una vez seleccionados los intervalos temporales, se utiliz6 PCA para
determinar el nimero de componentes en cada uno de ellos, obteniéndose
resultados concordantes con el nimero de constituyentes tedricamente
esperados. El programa se inicializ6 empleando un algoritmo multivariado
que extrae el espectro de cada componente puro a partir de una serie de
espectros de mezclas de composicién variada,® y se aplicaron las
siguientes restricciones: (1) no negatividad en ambos modos, (2)
unimodalidad en cada perfil del modo temporal y (3) correspondencia
entre componentes y muestras.’’ Una vez alcanzada la convergencia por
ALS, los analitos se identificaron por sus perfiles espectrales y se
cuantificaron por medio de sus correspondientes curvas de calibracién
pseudo-univariadas.

En la Fig. 29 se muestran los gréficos de concentracién predicha en
funcién de la nominal de los seis DEs en las muestras de validacién
analizadas, observandose una buena correlacion de los datos en todos los
casos. El andlisis estadistico de los resultados obtenidos se llev6 a cabo a
través del test EJCR. Como se puede visualizar en la Fig. 29, el punto ideal
(0,1) se encuentra incluido en las elipses de todos los analitos, indicando la
exactitud del método propuesto. En el caso de BPA y DEP se puede concluir
que el algoritmo MCR-ALS fue capaz de cuantificarlos adecuadamente, a

pesar del importante solapamiento temporal y espectral presente.
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Fig. 29: Graficos de concentracién predicha vs nominal para (A) BPA, OP, NP
y (B) DEP, DBP y DEHP. (C) Regiones elipticas (al 95% de confianza) de las
pendientes y ordenadas al origen de las regresiones de (A) y (B).

En la Tabla 20 se muestran las cifras de mérito determinadas para el

método propuesto en las muestras de validacién, calculadas de acuerdo al

método recomendado por la IUPAC.**

Como era de esperarse, los LD y REPs obtenidos son menores para los

analitos determinados por fluorescencia. Sin embargo, los limites de

deteccion de DEP, DBP y DEHP fueron también muy satisfactorios,

encontrandose en el intervalo 10-18 ng mL™.
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Tabla 20: Cifras de mérito de los DEs estudiados en las muestras de

validacion.
DFL DAD

BPA  OP NP DEP DBP DEHP
IC (ng mL™) 8,2-50 3,0-50 3,9-50 30-200 36-200 55-200
y (mL ng™) 3,1 5,4 7 2,7 2.7 4.1
LD (ng mL™) 2,7 1,0 1,3 9,9 12 18
LC (ng mL™) 8,2 3,0 3,9 30 36 55
RMSEP (ng mL™) 1,4 0,7 1,0 3,4 3.8 6.2

Muestras reales

El método propuesto se aplic6 a la determinacién de DEs en
diferentes muestras de bebidas, ya sea envasadas en botellas plasticas o
latas recubiertas con peliculas epoxi (agua mineral, gaseosas, jugos,
cachaca, aguardiente), o envasadas en botellas de vidrio (vinos y cerveza)
pero con un potencial contacto con materiales plasticos en las etapas de
produccién y transporte.

En muestras alimenticias, la Unién Europea (EU) establece en la
Regulacién n°® 10/2011 un SML (limite de migracién especifico) de 600, 10,
300 y 1500 ng mL™ para BPA, DEP, DBP y DEHP, respectivamente.'? En los
casos de OP y NP, no se informan valores de SML, pero se recomienda un
NOAEL (nivel sin efecto adverso observable) de 10 mg kg™ dia™ para OP,*
y un TDI (ingesta diaria tolerable) de 5 pL kg™ para NP.**!

De acuerdo a la bibliografia, los DEs pueden encontrarse en bebidas

en concentraciones muy variadas dependiendo de la muestra analizada. En
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. . -1
muestras de agua envasada se informan niveles del orden de pg mL™"."** Por

otro lado, en gaseosas y jugos se han encontrado concentraciones de hasta

30 ng mL™.1**13 Las concentraciones de BPA halladas en vinos fueron de

hasta 2ngmL™. ® En general, se informan altos niveles de EAFs
(1500 ng mL™),3%*% en bebidas alcohélicas que pueden explicarse si se tiene
en cuenta la capacidad extractiva de las soluciones etanélicas sobre
moléculas de naturaleza lipofilica como los ftalatos estudiados.'*
Finalmente no se encontraron estudios cuantitativos exhaustivos de OP y
NP en muestras de bebidas.

En base a las concentraciones de los analitos en estudio informadas en
la literatura y los LC establecidos con el presente método, en algunas de las
muestras investigadas fue necesario realizar una pre-concentracién por
EFS en membranas de C18. Se trataron diferentes cantidades de muestra,
dependiendo de su naturaleza, alcanzando factores de pre-concentracién
en el intervalo 3-40.

La efectividad del método de pre-concentracion empleado se evalué
mediante la determinacién de la recuperacién de los analitos a tres niveles
de concentracion diferentes, obteniéndose recuperaciones de entre 90 % y
100 % para todos los analitos estudiados. En el caso de las muestras
alcohdlicas, se elimind previamente el alcohol por evaporacién, de manera
de favorecer la retencién de los analitos en la membrana de C18.

Es importante notar que si bien las técnicas descritas en la literatura

para el tratamiento de muestras de este tipo en general conlleva el uso de
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grandes volimenes de solventes altamente téxicos (hasta 100 mL), como
heptano y diclorometano,*137138 e] método utilizado en este trabajo requiri6

unicamente de 2 mL de MeOH por muestra.

Una vez pre-concentradas, las doce muestras de bebidas se analizaron
por medio del método de segundo orden propuesto.

En la Fig. 30 se presentan las superficies de contorno de las matrices
para los dos detectores empleados, correspondientes a una muestra de

calibracién (a la izquierda), y dos muestras reales.

Calibraciéon Gaseosa Cachaca
290 DAD
270 == (0.0
E s 1.0
c 250 === 2.0
: —= 3.0
230 == 4.0
210
345 DFL
== 0.6
’g 330 A == 1.0
= I o 1.4
< 315 - — 1.0
o 2 0
300 - '
2 4 6 8
Tiempo (min) Tiempo (min) Tiempo (min)

Fig. 30: Graficos de contorno de DAD y DFL para una muestra de validacién
y dos muestras reales.

Para ambas muestras de bebidas se observa la presencia de senales
interferentes en diferentes regiones de los cromatogramas. Efectivamente,
todas las muestras presentaron al menos un interferente coeluyendo con
alguno de los analitos estudiados, demostrando la necesidad de aplicar un

algoritmo de segundo orden para su cuantificacion.
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Las matrices CL-DAD y CL-DFL se procesaron mediante MCR-ALS,
empleando el modo de inicializacién y las resticciones ya aplicadas a las
muestras de validacién. Ademds, se aplic6é la restriccion de
correspondencia, es decir, los perfiles de los interferentes en el modo
aumentado se forzaron a cero en las muestras de calibrado. De esta
manera, el algoritmo fue capaz de recuperar perfiles espectrales

satisfactorios, como puede observarse en las Figs. 31y 32.

Modo no aumentado Modo aumentado
g | | ! | | | | |
0,20 - BPA 1= Lo A BFA
| | | | |
| |
© ch ST T T R A
*am: oo : | }
| | | | | |
3 609 v 0 o
: SEREEEEEE
14 30 : Il : N N }
vl [ T "R
NITEEEEE ST
1 1 ! 1 1 1 | | l
0 40 80 120 160 200 240
| | |
| OP
0,20 1 Lo !
| | |
O |
7 0,15 1 RN
g I : | :
20,10 L]
& R B
[
0,05 T HE
[
0,00 1 AV A l
5 20 35 50 0 100 200 300 400 500
0,25 1 | 11 NP
| | |
[
S Lol J‘
8 0,15 Lol
3 [T B
3 (]
@ RIR
0,05 4 [ | I
AN
: : : : Ay
S 20 35 50 0 75 150 225 300 375
Sensores Sensores

Fig. 31: Perfiles espectrales y temporales aumentados de una muestra
incégnita (bebida gaseosa) y 9 muestras de calibrado (separadas por lineas
punteadas grises), de BPA, OP y NP estimados por MCR-ALS. Las lineas
continuas negras corresponden a los DEs y las lineas rojas discontinuas a los
componentes no calibrados.

149



400
03 DEP
300 -

|
I
|
200 4}
|
!

Respuesta

Modo no aumentado Modo aumentado
| | |
| | |
| | |
| | |
| | |
| | |
| | |
| | |
| | |
| | |
100 A (. I
| : |
| |
n_| |

30

I\
20 {\

Respuesta

10 1

0 150 300 450 600

60 1=

40 - :

Respuesta

20 A

o.ﬁ\LT¢xZ§ZX{;zx[th/k

0'0 A T a2 T r
0 30 60 90 120 150 0 35 70 105 140 175
Sensores Sensores

Fig. 32: Perfiles espectrales y temporales aumentados de una muestra
incégnita (bebida gaseosa) y 9 muestras de calibrado (separadas por lineas
punteadas grises), de DEP, DBP y DEHP estimados por MCR-ALS. Las lineas
continuas negras corresponden a los DEs y las lineas rojas discontinuas a los
componentes no calibrados.

La Tabla 21 muestra las concentraciones predichas para los seis
analitos en muestras reales, utilizando el método propuesto y el de
referencia. Los resultados obtenidos por ambos métodos se compararon
por medio de un test t de Student por parejas. En todos los casos, los
valores de t., calculados para n-1 grados de libertad (donde n es el nimero

de muestras analizadas) a un 95 % de confianza, son menores a los
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tabulados (i), demostrando que no existen diferencias significativas entre

las concentraciones determinadas por ambos métodos.

Tabla 21: Concentraciones de DEs (ng mL™") en bebidas, utilizando
CLAE/MCR-ALS y CG-EM (MR).?
BPA 0) Y NP DEP DBP DEHP
MCR CG MCR CG MCR CG MCR CG MCR CG MCR CG
AM 0,47(3) 0,46 0,51(1) 0,44 0,14(1) 0,14 nd nd 27,3(5) 27,8 8,5(8) 8,7
AM  1,04(2) 1,18 0,44(1) 0,42 0,16(2) 0,13 4,9(2) 4,9 29,5(8) 30,8 12,1(3) 12,5
GL  1,48(8) 1,63 0,74(2) 0,86 0,18(1) 0,19 1,16(8) 1,2 13,9(8) 14,6 7,23(5) 6,8
AT  2,52(2) 2,72 0,96(1) 0,87 0,24(1) 0,26 39,2(1) 40,2 22,4(1) 21,2 14,2(5) 14,2
M 0,63(2) 0,68 4,4(1) 3,7 0,92(4) 1,01 2,8(2) 2,6 31,3(2) 31,7 21,6(1) 21,3
CR 0,98(2) 0,93 nd nd 0,49(4) 0,45 4,7(3) 5,2 1,1(1) 1,3 18,2(2) 18,1
CS 55,6(3) 58,7 0,89(4) 0,93 0,77(4) 0,68 nd nd 74,7(9) 73,1 16,6(5) 16,3
VT nd nd 0,77(1) 0,75 1,02(3) 1,03 56,0(3) 57,6 334(1) 343 80,3(9) 81
VT nd nd nd nd 0,58(6) 0,58 23,6(4) 23,2 39,6(8) 39,1 26,8(1) 26,5
VB nd nd nd nd 4,32 4,3 nd nd 32,4(2) 29,4 18,2(5) 18,7
AA  11,8(33) 11,4 nd nd 1,52) 1,6 4,74) 54 76,6(6)74,9 28,0(4) 26,8
Ca¢ 110(1) 107 6,78(5) 7,78 14,2(2) 13,2 25,8(8) 26 40,5(1) 42,8 140(1) 137
tor’ 0,02 0,2 0,92 1,81 1,44 1,13
ti 2,31 2,37 2,2 2,31 2,2 2,2

? Los desvios estandar de duplicados, en la dltima cifra, se indican entre paréntesis.

® valor calculado (tex) y tabulado (t.:) para un test t de Student de muestras por
parejas. Abreviaturas: AA, aguardiente; AM, agua mineral; AT, agua ténica; Cag,
cachacga; CR, cerveza rubia; CS, cerveza stout; GL, gaseosa lima-limén; JM, jugo de
manzana; VB, vino blanco; VT, vino tinto.
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En relacién al tipo de muestra investigada, se concluye que las
bebidas alcohélicas en general presentan las mayores concentraciones de
todos los analitos. Como se mencioné previamente, los elevados niveles de
DEs en este tipo de bebidas pueden justificarse considerando la mayor
afinidad de compuestos lipofilicos como los DEs estudiados hacia
soluciones etandlicas, que favorece la migracién de los analitos desde los
envases plasticos hacia las bebidas."’

Por otro lado, en la mayoria de los casos se midieron concentraciones
ligeramente menores de DEs en las muestras de agua envasada que en las
de gaseosas y jugos, sugiriendo que la naturaleza levemente acida de estas
ultimas podria favorecer la migracién de los analitos desde el envase hacia
el liquido contenido.

Cabe senialar que en todas las muestras los niveles de BPA y DEHP
hallados estuvieron por debajo de los regulados por la EU, mientras que en
algunas bebidas las concentraciones de DBP y DEP fueron levemente
mayores a las permitidas.

En la Tabla 22 se presentan las cifras de mérito del método propuesto
para las muestras reales analizadas. Los limites de cuantificacidn,
calculados considerando el mayor factor de pre-concentracién empleado
(factor de pre-concentracién = 40), son apropiados para la determinacién
de los analitos en las muestras estudiadas, pudiendo mejorarse la

sensibilidad del método mediante el tratamiento de un mayor volumen de
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muestra si fuera necesario. Por otra parte, los valores de los RMSEP

sugieren que el método propuesto posee una adecuada precision.

Tabla 22: Cifras de mérito de los DEs estudiados en las muestras reales.?

DFL DAD
BPA OP NP DEP DBP DEHP
y (mL ng™) 1,4 2,8 3,4 1,3 090 11
LD (ng mL™) 0,11 0,040 0,060 0,25 0,38 0,30
LC (ng mL™) 035 012 0,18 075 1,1 0,89
RMSEP (ng mL™) L5 030 0,40 0,70 3.8 1,0

? Factor de pre-concentracién = 40.

Conclusiones parciales

El método desarrollado posibilité la determinacién de seis DEs en una
gran variedad de bebidas, en niveles de concentracién del orden de las
partes por trillébn, con un minimo pre-tratamiento de muestra. El uso de
CLAE acoplada a anélisis quimiométrico disminuy¢ el tiempo de andlisis y
el consumo de solventes, resultando en un método mas verde, en
comparacién con los métodos cromatogréficos tradicionales.

La aplicacién de MCR-ALS fue esencial para alcanzar la selectividad
necesaria, permitiendo resolver el alto grado de solapamiento temporal y
espectral entre los analitos, aun en presencia de altas concentraciones de

potenciales interferentes propios de las muestras estudiadas.
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4.4 Fusion de datos cromatograficos de
segundo orden: determinacién de DEs en

muestras de agua.

MCR-ALS

DAD: DFL

Sensores Espectrales

Con el objetivo de evaluar las potenciales ventajas de la sinergia y
complementariedad de datos provenientes de distintas fuentes se
fusionaron, por primera vez, sefiales cromatograficas de segundo orden
(CL-DAD y CL-DFL), obtenidas mediante deteccién dual, y se procesaron
quimiométricamente para la cuantificacién de analitos coeluyentes.

Los tres sistemas experimentales investigados incluyeron DEs de
diferente origen y naturaleza quimica, algunos de los cuales presentan

propiedades fluorescentes.
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En cada sistema se optimizaron las condiciones experimentales de
andlisis aplicando los principios de la QAV, es decir, minimizando el
tiempo de analisis cromatografico y el consumo de solventes organicos.

Una vez obtenidos los datos de segundo orden CL-DAD y CL-DFL, se
los fusiond por medio de un protocolo desarrollado en este trabajo, basado
en alineamiento optimizado de correlacién unidimensional (1ID-COW).

Las matrices fusionadas (CL-DAD-DFL) se modelaron mediante el
algoritmo MCR-ALS. A modo comparativo, los datos provenientes de los
dos detectores empleados se procesaron independientemente, empleando
nuevamente MCR-ALS.

La fusién de datos propuesta se empleé en la cuantificaciéon de los DEs
pertenecientes a uno de los sistemas experimentales modelo en muestras

de aguas ambientales y de consumo.

Datos cromatogrdficos de segundo orden

Como se discutié en la seccidon anterior (pag. 138), las condiciones
cromatograficas de andlisis de los tres sistemas estudiados se optimizaron
para lograr el menor consumo de solvente orgénico y minimizar el tiempo
de anélisis.

En todos los casos se trabaj6 en régimen isocratico que, ademas de ser
robusto, evita el reacondicionamiento de la columna entre inyecciones
sucesivas. Por otro lado, se utiliz6 un termostatizador de columna
operando a 35 °C, ya que de esta manera se consigue disminuir la retencién

de los analitos sin aumentar el contenido de solvente orgéanico de la FM.
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Estas condiciones cromatograficas, acopladas al uso de una columna
de sélo 5 cm de largo y a la aplicacién de un flujo relativamente rapido
(1,25 mL min”) permitieron obtener tiempos de analisis de entre 3 y
3,5 min para los tres sistemas estudiados. Es importante tener en cuenta
que al acoplar calibracién multivariada al analisis cromatografico, no es
necesaria una resoluciéon completa de los perfiles temporales.

Como se mencioné en la Secciéon Experimental (pag. 87), el DAD y el
DFL se emplearon en simultaneo, de manera de adquirir dos matrices por
experimento cromatografico: CL-DAD y CL-DFL. Las longitudes de onda de
trabajo se seleccionaron considerando las regiones de absorbancia y
emision de fluorescencia de los analitos de cada sistema.

Se construyeron dos conjuntos de muestras en cada sistema
analizado: uno de calibrado y otro de validacién. Dada la necesidad de
detectar y cuantificar DEs a niveles muy bajos, se trabajé con intervalos de
concentracién acotados, sin determinar los limites superiores de los rangos
lineales.

Las matrices CL-DAD y CL-DFL se fusionaron mediante el
procedimiento ya descrito en la Seccion Experimental (pag. 91). Este pre-
tratamiento de los datos permitié compatibilizar el tamafio de las matrices
registradas por DAD y DFL, asi como también alinear las sefales propias
de cada analito, presentes en ambos modos de deteccién, aun en los casos
en los que se observaron corrimientos no uniformes a lo largo de los

cromatogramas. Dicha alineacién fue posible gracias al empleo del
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programa 1D-COW, principal diferencia entre la estrategia propuesta en el
presente trabajo y el de Peré-Trepat y colaboradores.®

En las Figs. 33, 34 y 35 se muestran los cromatogramas registrados
por DAD y DFL, y las superficies de contorno de las matrices CL-DAD y
CL-DFL fusionadas para una muestra de calibrado de cada uno de los tres
sistemas (SI, SII y SIII).

En estas figuras se comparan los cromatogramas y superficies de
contorno antes y después de aplicar el tratamiento descrito en la pag. 91,
observidndose una alineacién satisfactoria de las sefiales medidas por

ambos detectores.
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Fig. 33: Cromatogramas DAD (Ausps=222nm) y DFL (Aex= 222 nm,
Aem = 420 nm) para el SI, y sus superficies de contorno.
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Como se explicoé previamente, para cada sistema se construyeron tres
calibraciones de segundo orden: una a partir de los datos de DAD, otra para
los obtenidos por DFL vy la restante, con los datos fusionados. Teniendo en
cuenta la falta de reproducibilidad de los tiempos de elucién de los analitos
entre corridas sucesivas, el procesamiento de estos datos se realizé
empleando el algoritmo MCR-ALS. Las condiciones de modelado se
detallan en la Seccién Experimental (pag. 95).

En la Tabla 23 se especifican el nimero de componentes, varianza
explicada y residuos de ajuste de cada una de las calibraciones construidas

para los tres sistemas estudiados.

Tabla 23: Numero de componentes estimados (N), residuos de ajuste (S¢) y
porcentaje de varianza explicada (VA) en los modelos obtenidos por MCR-
ALS para los tres sistemas estudiados.

DAD DFL DAD-DFL
N S VA%) N S VA®%) N S  VA%)

SI 12 <0,05 99,4 11 015% 921 10 <01% 96,7
SII 4 <0,05 99,1 3 0,159 99,7 4 <0, 994
SIII 6 <0,05 99,2 3 0,15% 98,3 6 <01 994

“en mAU, unidades de mili absorbancia. *en unidades arbitrarias de fluorescencia.
. . . ~ d . . . .
“en unidades arbitrarias de sefial. “aprox. 1% de la intensidad méxima medida.

Sistema I

Este sistema estd compuesto por dos plastificantes xenoestrégenos

(NP y DBP) y siete HPAs.
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En la Fig. 36 se muestran dos cromatogramas tipicos (absorbancia y
fluorescencia) para una muestra de calibrado, los espectros de absorbancia
y emision de fluorescencia de los analitos, y las correspondientes
superficies de contorno de las matrices CL-DAD y CL-DFL. En dicha figura
se aprecia la baja resolucién de las bandas espectrales de los analitos en
ambos modos de detecciéon, asi como también un alto grado de
solapamiento en la dimensién temporal. Como es de esperarse, todos los
analitos se detectan en el DAD vy sdlo los fluorescentes (todos los analitos

del sistema a excepcién de DBP) se manifiestan en el cromatograma DFL.
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Fig. 36: Cromatogramas de DAD (Aaps=222nm) y DFL (Aex =222 nm,
Aem = 420 nm) para el SI (izq.), espectros normalizados de absorbancia y
emision de fluorescencia (centro), y sus correspondientes superficies de
contorno (derecha). En verde DBP (1), lila: FLT (2), amarillo: PIR (3),
naranja: BaA (4), azul marino: NF (5), borgofia: BbF (6), fucsia: BaP (7),
celeste: DBA (8) y gris: BghiP (9).
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Los analitos DBP (no fluorescente) y NP (poco fluorescente en las
condiciones de trabajo) se determinaron inicamente por sus sefiales en el
modo DAD, mientras que los HPAs se cuantificaron utilizando las
calibraciones construidas a partir de ambos modos de deteccién. Ademas,
todos los analitos se determinaron por medio de las calibraciones
construidas utilizando datos fusionados. En la Fig. 37 se muestran los
perfiles espectrales y temporales fusionados de los analitos del SI,

recuperados por MCR-ALS.

Modo no aumentado Modo aumentado

0 40 80 120 160 200 0 400 800 1200 1600
Sensores espectrales Sensores temporales
Fig. 37: Perfiles espectrales y temporales modelados por MCR-ALS
correspondientes a los datos fusionados del SI. En verde DBP, lila: FLT,
amarillo: PIR, naranja: BaA, azul marino: NF, borgona: BbF, fucsia: BaP,
celeste: DBA, gris: BghiP, linea negra punteada: interferentes.

La Tabla 24 muestra las recuperaciones obtenidas mediante ambos
métodos de deteccién para las muestras de validacién, asi como las
obtenidas con los datos fusionados. Por otro lado, las cifras de mérito de las

respectivas calibraciones de segundo orden se presentan en la Tabla 25.

161



Tabla 24: Concentraciones nominales y predichas (ng mL™") por MCR-ALS
de los analitos del SI en las muestras de validacién.

Vi V2 V3 V4 V5 V6 V7 V8 V9 VIO

DBP*
Nominal 93.0 99.0 82.0 60.0 14.0 58.0 81.0 53.0 75.0 74.0
CL-DAD 94 99 83 56 23 58 82 55 75 77

CL-DAD-DFL 94 98 81 56 23 58 81 51 76 75
FLT

Nominal 38.0 43.0 24.0 49.0 26.0 6.0 11.0 17.0 45.0 21.0
CL-DAD 36 41 24 49 25 5 10 17 45 20
CL-DFL 32 40 22 44 21 10 9 14 38 9

CL-DAD-DFL 39 41 23 51 28 8 11 17 43 20
PIR

Nominal 49.0 32.0 45.0 40.0 7.0 42,0 22,0 16.0 28.0 12.0
CL-DAD 48.8 318 443 409 7.1 42,0 216 16.1 29.2 12,0
CL-DFL 46 31 44 40 7 42 22 16 28 12

CL-DAD-DFL 49.0 32.0 44.7 399 7.0 428 21.8 16.5 27.3 11.6
BaA

Nominal 19.0 37.0 17.0 11.0 9.0 42.0 24.0 22.0 32.0 48.0
CL-DAD 18.7 37.0 17.4 111 8.4 424 24.8 229 32.8 49.2
CL-DFL 21 38 16 10 8 44 23 25 35 50

CL-DAD-DFL 19.0 389 174 124 8.5 41.2 24.2 22.8 34.2 494
NP®
Nominal 12.0 30.0 42.0 37.0 29.0 9.0 47.0 8.0 32.0 23.0

CL-DAD 14 31 43 39 29 7 48 9 32 20
CL-DAD-DFL 12 30 39 38 30 8 46 8 32 21

BbF

Nominal 26.0 48.0 11.0 15.0 34.0 45.0 36.0 19.0 40.0 35.0
CL-DAD 29 46 12 16 32 46 35 18 40 36
CL-DFL 21 48 9 12 32 49 31 18 40 34

CL-DAD-DFL 28 47 11 15 32 45 37 19 40 32
BaP

Nominal 8.0 37.0 6.0 410 19.0 36.0 23.0 45.0 49.0 30.0
CL-DAD 8 38 7 42 18 37 23 45 49 30
CL-DFL 7 37 7 44 18 36 23 45 49 30

CL-DAD-DFL 7 37 7 44 18 36 23 45 49 30
DBA

Nominal 42,0 29.0 19.0 9.0 12,0 21,0 32,0 37.0 45,0 30.0
CL-DAD 42 28 19 9 11 21 32 37 44 30
CL-DFL 38 27 12 11 10 19 24 34 45 25
CL-DAD-DFL 42 27 19 9 11 22 32 38 45 30
BghiP
Nominal 44.0 14.0 24.0 48.0 28.0 21.0 11.0 7.0 33.0 13.0
CL-DAD 46 15 26 51 27 22 13 8 35 14
CL-DFL 44 8 23 47 25 19 9 11 32 13

CL-DAD-DFL 45 11 26 50 27 20 11 6 32 12
“No fluorescente. ” NP no se determiné por DFL debido a falta de selectividad.
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Tabla 25: Cifras de mérito para los analitos no fluorescentes (nf) y
fluorescentes (f) del SI, determinados por MCR-ALS a partir de los
distintos datos de segundo orden, originales y fusionados.

nf f
DBP FLT PIR BaA NP? BbF BaP DBA BghiP
CL-DAD
y (mL ng™) 0,09 05 1,6 1,5 01 06 07 0,7 0,4
SEL 0,1 02 04 03 03 02 02 02 0,1
LD (ngmL™?) 38 76 23 25 26 62 53 50 86
REP (%) 7 4 2 3 6 6 2 3 7
CL-FLD
y (mL ng™) 0,01 0,5 0,2 0,01 0,3 0,03 0,03
SEL 0,03 0,2 0,01 0,0010,1 0,002 0,002
LD (ng mL™) b 7,8 16 b 13 ° b
REP (%) 22 4 6 12 8 17 11
CL-DAD-FLD
y (mL ng™) 0,2 04 18 13 03 06 09 1,0 0,4
SEL 0,4 04 06 04 08 03 03 0,5 03
LD (ngmL™") 24 83 21 28 11 66 41 36 9,1
REP (%) 7 6 2 5 5 5 4 4 5

“NP no se determiné por DFL debido a una falta de selectividad. ®Ver texto

En la Tabla 25 puede observarse que y y la SEL calculadas utilizando
los datos CL-DAD, con valores en los rangos 0,09-1,6 ng'1 mL y 0,1-0,4,
respectivamente, son significativamente mayores a las calculadas a partir
de los datos CL-DFL (con rangos de 0,01-0,5 ng"1 mL y 0,001-0,2,
respectivamente). Con respecto a los REPs, los obtenidos a partir de los
datos de DAD (2-7%) también son notablemente mejores a los obtenidos
mediante los datos de DFL, que alcanzan valores de hasta 22%. La menor

calidad de los resultados obtenidos con CL-DFL para el SI, evidenciada
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tanto en las cifras de mérito como en las predicciones para las muestras de
validacién, puede justificarse si se tiene en cuenta el alto grado de
solapamiento espectral de los HPAs analizados en el modo fluorescente.
Los LDs de FLT, BbF, DBA y BghiP predichos a partir de los datos CL-DFL
fueron exageradamente elevados y, por lo tanto, no se informan en la Tabla
25. Estos altos valores de LD derivan de valores de sensibilidad que,
calculados con la férmula clasica, resultaron anémalamente bajos. Dicho
fenémeno se encuentra actualmente en estudio.

Si se analizan las cifras de mérito obtenidas a partir de los datos
fusionados, se aprecia un aumento significativo de la selectividad de DBP
(de 0,1 a 0,4), demostrando que la fusién permite distinguir con mayor
facilidad a este analito de los otros componentes del sistema. Este recurso
también produjo una disminucién del LD de DBP, de 38 ngmL" a
24 ng mL™. Si bien la selectividad de los siete HPAs se mejoré con la fusién,
con valores de 0,1-0,4 para los datos CL-DAD; 0,001-0,2 para los datos
CL-DFL y 0,3-0,6 para los datos fusionados, no gener6 grandes cambios en
sus LDs, considerando los satisfactorios valores obtenidos a partir de los
datos CL-DAD. Por otro lado, se observé un importante aumento en la
selectividad de NP (de 0,3 a 0,8), y una disminucién de su LD de 26 ng mL™!
(CL-DAD) a 11 ng mL™" (CL-DAD-DFL).

Los valores de REP calculados a partir de los datos fusionados (todos

menores al 7%) sugieren una buena precision y exactitud de dicho método.
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En la Fig. 38 se presentan los graficos de test de la regién conjunta de
confianza,’® para los tres modos de deteccién empleados. Al comparar los
resultados de este test para CL-DAD con el sistema fusionado se concluye
que ambos son exactos y que poseen una precision similar, ya que las dos
elipses contienen el punto ideal (1,0) y sus tamafios son comparables. En
cambio, al comparar el sistema CL-DFL con el fusionado se observa que la
elipse del primero no contiene al punto ideal y, ademas, es de un tamario

mayor, indicando menor exactitud y precision.

(A) (B)
2 2
S 01 8 0
(] ]
{ e, (o
(O] (0]
° °
©,]— pap S
— DAD-DFL — DAD-DFL
x Punto ideal X Punto ideal
0,90 0,96 1,02 1,08 0,90 0,96 1,02 1,08
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Fig. 38: (A) Elipses obtenidas utilizando CL-DAD y datos fusionados, vy
(B) utilizando CL-DFL y datos fusionados en el SI. En el primer caso ambas
elipses se construyeron para todos los analitos cuantificados por DAD, en el
segundo caso tanto la elipse de datos CL-DFL como la de datos fusionados se
obtuvieron sélo incluyendo a los analitos que se cuantificaron por

fluorescencia.

Sistema 11

Este sistema estd compuesto por cuatro DEs fluorescentes: CBL, BPA,

E2 y NAP.
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En la Fig. 39 se muestran los dos cromatogramas (absorbancia y
fluorescencia) para una muestra de calibrado, los espectros de absorbancia
y emision de fluorescencia de los analitos, y las correspondientes

superficies de contorno de las matrices CL-DAD y CL-DFL.
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Fig. 39: Cromatogramas de DAD (Aabs = 270 nm) y DFL
(Aex = 222 nm, Aem = 312 nm linea punteada, Aem= 420 nm en linea continua)
para el SII (izq.), espectros normalizados de absorbancia y emisién de
fluorescencia (centro), y sus correspondientes superficies de contorno
(derecha). CBL en verde, (1), BPA en naranja (2), NAP en azul marino (3) y
E2 en fucsia (4).

Es importante notar que mientras que CBL y NAP poseen espectros de
absorbancia similares, sus espectros de emisién de fluorescencia permiten
diferenciarlos, y que CBL exhibe una senal fluorescente muy intensa, aun a

bajas concentraciones. Por otro lado, los espectros de emisién de
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fluorescencia de BPA y E2 son idénticos, y sus espectros de absorbancia se
diferencian levemente en la regién 200-240 nm.

En este sistema todos los analitos se cuantificaron mediante las
calibraciones de segundo orden construidas a partir de los datos CL-DAD y
fusionados. Por otro lado, y debido a una falta de selectividad, los analitos
fluorescentes E2 y BPA no se pudieron cuantificar por CL-DFL. En la Fig.
40 se muestran los perfiles espectrales y temporales fusionados de los

analitos de SII, recuperados por MCR-ALS.
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Fig. 40: Perfiles espectrales (izq.) y temporales (der.) modelados por MCR-
ALS para los datos fusionados del SII. Verde: CBL, naranja: BPA, azul
marino: NAP, fucsia: E2.

La Tabla 26 muestra las recuperaciones obtenidas mediante los dos
métodos de deteccién para las muestras de validacién, asi como las
obtenidas con los datos fusionados. Puede observarse que las predicciones
logradas para NAP y CBL empleando ambos detectores (CL-DAD y CL-

DFL) son satisfactorias. Por otro lado, para BPA y E2 los valores obtenidos
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mediante CL-DAD son aceptables, aunque un poco peores, como resultado

del alto grado de solapamiento espectral previamente mencionado.

Tabla 26: Concentraciones nominales y predichas (ng mL™") por MCR-ALS
de los analitos del SII en las muestras de validacidn.

Vi V2 V3 V4 V5 V6 V7 V8 V9 Vi0o

CBL
Nominal 39,0 33,0 12,0 31,0 46,0 22,0 19,0 37,0 12,0 7,0
CL-DAD 40,2 34,1 13,4 28,6 46,7 22,5 19,6 38,7 12,6 7,0
CL-DFL 40,8 34,9 13,1 28,8 47,3 22,7 20,0 379 11,6 7,0

CL-DAD-DFL 41,2 34,5 12,9 29,1 46,4 21,2 20,7 36,4 13,6 7,3

BPA®
Nominal 47,0 15,0 21,0 23,0 8,0 42,0 49,0 34,0 28,0 16,0
CL-DAD 50 16 19 30 11 48 52 37 30 20

CL-DAD-DFL 48 16 20 21 8 43 48 33 31 18

NAP
Nominal 22,0 14,0 49,0 44,0 16,0 8,0 36,0 19,0 32,0 250
CL-DAD 22,7 14,6 49,3 43,6 16,9 10,2 36,3 18,1 31,3 252
CL-DFL 24 15 48 43 16 5 36 19 31 24

CL-DAD-DFL 23,3 14,8 49,2 42,8 15,0 8,5 36,2 17,9 30,4 23,9

E2°
Nominal 36,0 12,0 22,0 24,0 48,0 15,0 19,0 39,0 26,0 16,0
CL-DAD 35 14 20 18 48 13 13 38 23 16

CL-DAD-DFL 34 13 22 24 49 15 17 41 24 16

“BPA y E2 no se determinaron por fluorescencia por falta de selectividad.

Por otro lado, las cifras de mérito de las respectivas calibraciones de

segundo orden se presentan en la Tabla 27. Las selectividades y LDs de CBL
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y NAP obtenidas con CL-DAD son significativamente mejores que los
correspondientes a BPA y E2. Este resultado estd en concordancia con el
alto grado de solapamiento presente entre los espectros de absorbancia de
BPA y E2.

Por otro lado, se concluye que la fusién de datos no genera mejoras

importantes en las cifras de mérito de este sistema.

Tabla 27: Cifras de mérito para los analitos del SII, determinados por MCR-
ALS a partir de los distintos datos de segundo orden, originales vy

fusionados.
CBL BPA NAP E2

CL-DAD

y (mL ng™) 41 0,5 2,8 0,4

SEL 0,6 0,2 0,4 0,2

LD (ng mL™) 1,3 772 1,6 11

REP (%) 5 15 4 12
CL-DFL

y (mL ng™) 9,4 0,7

SEL 0,8 0,9

LD (ng mL™) 1,0 53

REP (%) 5 5
CL-DAD-DFL

y (ML ng™) 13 0,4 1,9 0,3

SEL 0,7 0,2 0,6 0,2

LD (ng mL™) 0,9 10 2,2 12

REP (%) 5 6 4 6

En la Fig. 41 se presentan las graficas del test de la elipse aplicado a las
tres calibraciones desarrolladas (CL-DAD, CL-DFL y CL-DAD-DFL). De

acuerdo a los resultados de dicho test puede concluirse que los tres
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métodos son exactos, ya que el pundo ideal se encuentra incluido en todas
las elipses, pero sus tamanos indican que el método fusionado tiene una
presicion levemente mayor. Estos resultados coinciden con los REPs

informados en la Tabla 27 (pag. 168).

(A) (B)

4 1 4
@ 01 @ 01
3 s
B 4 B 41
O |— pap 9 |e——DFL

-8 DAD-DFL -8 1 DAD-DFL

x  Punto ideal x  Punto ideal
0:9 1:0 1:1 1:2 1:3 09 10 1,1 12 13
Pendiente Pendiente

Fig. 41: (A) Elipses obtenidas utilizando DAD vy datos fusionados, vy
(B) utilizando DFL y datos fusionados (der.) en el SII. En el primer caso
ambas elipses se construyeron para todos los analitos cuantificados por
DAD, en el segundo caso tanto la elipse de datos CL-DFL como la de datos
fusionados se obtuvieron sélo incluyendo a los analitos que se cuantificaron
por fluorescencia.

Sistema 111

El SIII estd compuesto por dos DEs no fluorescentes (DMP y NOR) y
tres fluorescentes (CBL, BPA y NAP). En la Fig. 42 se muestran los dos
cromatogramas (absorbancia y fluorescencia) para una muestra de
calibrado, los espectros de absorbancia y emisiéon de fluorescencia de los
analitos, y las correspondientes superficies de contorno de las matrices CL-

DAD y CL-DFL. Cabe remarcar el alto grado de similitud entre los
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espectros de absorbancia de DMP y BPA, asi como también el solapamiento

temporal entre este ultimo y CBL.
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Fig. 42: Cromatogramas de DAD (Asps=222nm) y DFL (Aex =222 nm,
Aem = 312 nm linea punteada, Aem =425 nm en linea continua) para el SIII
(izq.), espectros normalizados de absorbancia y emision de fluorescencia
(centro), y sus correspondientes superficies de contorno (der.). En purpura
(1): DMP, en naranja: CBL (2), en gris: BPA (3), en celeste (4): NAP y en
fucsia (5): NOR.

En este caso, los cinco analitos se cuantificaron utilizando los datos de
CL-DAD vy los datos fusionados. Ademas, CBL y NAP se cuantificaron por
medio de los datos de CL-DFL.

Como puede observarse en la Fig. 43, MCR-ALS logré modelar

satisfactoriamente los perfiles del modo espectral fusionado.
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Fig. 43: Perfiles espectrales (izq.) y temporales (der.) modelados por MCR-
ALS para los datos fusionados del SIII. En purpura: DMP, en naranja: CBL,
en gris: BPA, en cian: NAP, en fucsia: NOR, en negro punteado:
interferentes.

Las recuperaciones calculadas para las muestras de validacién se
exponen en la Tabla 28.

El alto grado de solapamiento temporal entre BPA y CBL, sumado a la
intensa sefial fluorescente de este ultimo, impidieron obtener buenos
valores de recuperacién de BPA a partir de los datos de CL-DFL.

Por otro lado, en la Tabla 29 se muestran las cifras de mérito
obtenidas para el SIII empleando los diferentes tipos de detecciéon y los

datos fusionados.
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Tabla 28: Concentraciones nominales y predichas (ng mL™") por MCR-ALS
de los analitos del SIII en las muestras de validacién.

Vi V2 V3 V4 V5 V6 V7 V8 V9 VIO

DMP*
Nominal 98,0 47,0 64,0 78,0 25,0 94,0 72,0 87,0 58,0 27,0
CL-DAD 9 46 77 79 25 91 70 76 59 28

CL-DAD-DFL 97 46 68 80 22 95 72 80 57 25

CBL
Nominal 47,0 25,0 38,0 15,0 21,0 8,0 36,0 11,0 40,0 17,0
CL-DAD 46,1 24,1 35,7 14,9 20,6 8,0 34,5 9,5 429 154
CL-DFL 45,4 24,3 37,4 14,6 19,6 7,8 34,6 9,4 415 14,8

CL-DAD-DFL 47,2 23,7 36,3 139 219 7,5 34,9 12,7 39,1 16,1

BPA®
Nominal 36,0 43,0 26,0 33,0 12,0 42,0 14,0 24,0 18,0 38,0
CL-DAD 34 41 28 31 10 45 15 24 18 36
CL-DAD-DFL 35 40 23 30 11 45 15 22 18 38
NAP
Nominal 22,0 38,0 29,0 14,0 49,0 42,0 29,0 21,0 34,0 37,0
CL-DAD 21 38 26 14 48 43 30 19 36 35
CL-DFL 22,5 37,8 29,8 14,2 51,2 44,1 28,9 19,0 33,2 37,4

CL-DAD- DFL 22,2 40,0 27,2 14,2 50,2 43,5 28,7 19,0 34,6 36,8

NOR*

Nominal 38,0 56,0 95,0 72,0 24,0 97,0 65,0 32,0 15,0 18,0
CL-DAD 38 56 98 72 25 102 70 31 17 20
CL-DAD-DFL 35 53 92 71 20 97 65 33 16 16

a

No fluorescentes. © BPA no se determind por DFL por falta de
selectividad.
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Tabla 29: Cifras de mérito para los analitos no fluorescentes (nf) y
fluorescentes (f) del SIII, determinados por MCR-ALS a partir de los
distintos datos de segundo orden, originales y fusionados.

nf f
DMP  NOR CBL BPA®  NAP
CL-DAD
y (mL ng™) 0,1 0,6 1,6 0,2 1,0
SEL 0,1 0,4 0,4 0,1 0,3
LD (ng mL™) 28 6,7 2,5 25 4,0
REP (%) 11 5 6 8 7
CL-DFL
y (mL ng™) 5,4 1,7
SEL 0,8 1,0
LD (ng mL™) 1,2 2,4
REP (%) 5 5
CL-DAD-DFL
y (mL ng™) 0,6 1,0 35 1,0 4,1
SEL 0,4 0,7 0,9 0,4 0,7
LD (ng mL™) 6,3 3,7 0,9 3,9 1,3
REP (%) 6 4 4 7 5

“ BPA no se determiné por DFL debido a una falta de selectividad.

Las cifras obtenidas para CBL, NAP y NOR por medio de los datos CL-
DAD son satisfactorias, asi como también la calidad predictiva de este
sistema, evidenciada en los bajos REPs. Cuando los analitos se modelaron
utilizando los datos CL-DFL, las cifras de mérito fueron levemente mejores,
debido a la mayor sensibilidad del detector de fluorescencia.

Con respecto a las cifras obtenidas utilizando los datos CL-DAD-DFL,
se concluye que la fusién tuvo un efecto positivo en la sensibilidad,
selectividad y LDs de todos los analitos. Se observan, ademas, mejoras en

los REPs, con valores en el rango 4-7%. La fusién de datos mejoré la
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selectividad entre BPA y DMP, y a su vez facilité el modelado del perfil de
BPA, aun en presencia de altas concentraciones de CBL. Mediante el
empleo de datos fusionados se logré6 un aumento significativo de la
sensibilidad y selectividad de BPA y DMP (de entre 4 y 6 veces). Se destaca
que la aplicacién de la fusidon en la cuantificacién de DMP y BPA fue
primordial ya que la baja selectividad entre ambos analitos en el modo
espectral absorbancia no permitié obtener buenos resultados mediante los
datos de LC-DAD. Ademas, el LD para DMP (LD= 6,3 ng mL™) fue cuatro
veces menor al obtenido a partir de los datos de CL-DAD (LD= 28 ng mL™),
y el LD para BPA (LD= 3,9 ng mL") fue seis veces menor al calculado para
CL-DAD (LD= 25 ng mL™).

Por otro lado, si bien las cifras obtenidas para CBL, NAP y NOR
correspondientes a ambos modos espectrales por separado fueron
satisfactorias, el empleo de la fusién permitié6 mejorar notablemente tanto
los LDs como los REPs de dichos analitos.

En la Fig. 44 se presentan los graficos EJCR para las predicciones
utilizando los tres tipos de datos de segundo orden. Si bien en todos los
casos se puede afirmar que los métodos son exactos, ya que todas las
elipses contienen al punto ideal (1,0), el uso de datos fusionados produce
resultados mas precisos, lo cual se evidencia en el menor tamario de las

elipses correspondientes.
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Fig. 44: Elipses obtenidas utilizando DAD vy datos fusionados (izq.), y
utilizando DFL y datos fusionados (der.) para el SIII. En el primer caso
ambas elipses se construyeron para todos los analitos cuantificados por
DAD, en el segundo caso tanto la elipse de datos CL-DFL como la de datos
fusionados se obtuvieron sdlo incluyendo a los analitos que se cuantificaron
por fluorescencia.

Muestras reales

Teniendo en cuenta los buenos resultados obtenidos en la fusién de
datos para el SIII, se decidi6 emplear este sistema para realizar un estudio
de recuperacidon en muestras reales de aguas (pozo, rio y red). Debido a la
presencia de interferentes propios de las matrices analizadas, MCR-ALS
requirié uno o dos componentes adicionales para modelar adecuadamente
cada una de las muestras, obteniéndose una varianza explicada mayor a
99% en todos los casos. A modo comparativo, en la Fig. 45 se muestran las
superficies de contorno de las matrices fusionadas para una muestra de
calibrado y una muestra de agua de red, de similar concentracién para los

cinco analitos estudiados.
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Por otro lado, en la Tabla 30 se detallan las recuperaciones obtenidas
para muestras reales, empleando las sefiales de absorbancia y fluorescencia

individuales y los datos fusionados.

Tabla 30: Concentraciones nominales y predichas (ng mL™") por MCR-ALS
de las muestras reales (MR) adicionadas con los analitos del SIII.?

Muestras adicionadas

MR1® MR2¢ MR3Y MR4° MR5° MRé

DMP?
Nominal 47,0 62,0 120,0 93,0 50,0  100,0
CL-DAD 43(10) 68(8) 92(8) 82(10) 52(10) 77(8)

CL-DAD-DFL 52(3) 67(3) 118(5) 92(3) 50(3) 95(3)
CBL

Nominal 17,0 23,0 7,0 26,0 15,0 20,0
CL-DAD 15,8(7) 21,2(7) 7,2(7) 29,5(8) 14,0(8) 17,0(7)
CL-DFL 15(1) 21(1) 7(1) 28(1) 14(1) 18(1)

CL-DAD-DFL 17,0(5) 21,7(3) 6,7(3) 26,5(5) 15,2(5) 19,3(5)
BPA®

Nominal 50,0 53,0 32,0 70,0 63,0 42,0

CL-DAD 52(8) 60(8) 35(8) 51(13) 40(10) 38(7)

CL-DAD-DFL 50(2) 55(3) 32(2) 70(3) 62(3) 39(2)
NAP

Nominal 17,0 22.0 37,0 13,0 17,0 67,0
CL-DAD 20(3)  15(2)  32(2) 103) 13(3)  62(2)
CL-DFL 18(3) 16(3)  27(3)  14(3) 18(3)  62(3)

CL-DAD-DFL 16,8(7) 18,7(7) 34,7(5) 12,8(5) 15,7(7) 65,8(5)
NOR®

Nominal 117,0 93,0 33,0 43,0 57,0 137,0

CL-DAD 122(3)  97(3) 38(3) 42(3) 52(3) 140(3)

CL-DAD-DFL 122(3)  95(3) 35(3) 43(3) 54(3) 132(2)

a P ‘ s Vet . 7 . b
Desvios estdndar en la dltima cifra entre paréntesis. ' No fluorescente. * BPA no se

determind por fluorescencia debido a una falta de selectividad. d Agua de pozo.° Agua
de red. ngua de rio.
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Fig. 45: Superficies de contorno fusionadas para una muestra de calibrado y
una muestra de agua de red.

En la Fig. 46 muestra el grafico de concentraciones predichas
mediante los datos fusionados versus concentraciones nominales para las
seis muestras analizadas, observandose una buena correlacién de los datos

para todos los analitos.
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Fig. 46: Grafica de valores predichos vs nominales para las muestras reales,
obtenidos a partir de los datos de segundo orden fusionados.
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Finalmente, en la Fig. 47 se presentan las graficas para el test de la
elipse para los tres tipos de datos estudiados (CL-DAD, CL-DFL y CL-DAD-
DFL). Nuevamente se concluye que si bien en los tres casos se comprueba
la exactitud del método, el menor tamano de la elipse correspondiente a la
calibracién obtenida con los datos fusionados indica que esta ultima es

significativamente mas precisa.

(A) (B)
10 10

Ordenada
o

Ordenada
o

—— DAD — DFL
51— DAD-DFL 51— DAD-DFL
X Pu'nto ide_al : X Punto ideal
07 08 0,9 1,0 07 08 09 10
Pendiente

Pendiente
Fig. 47: Elipses obtenidas para las muestras reales, utilizando DAD y datos
fusionados (A), y utilizando DFL y datos fusionados (B). En el primer caso
ambas elipses se construyeron para todos los analitos cuantificados por
DAD, en el segundo caso tanto la elipse de datos CL-DFL como la de datos
fusionados se obtuvieron sdlo incluyendo a los analitos que se cuantificaron
por fluorescencia.

Conclusiones Parciales

La estrategia de fusién propuesta proporciona una forma util y
confiable de mejorar la calidad analitica de los resultados en el analisis de

datos de segundo orden de origen cromatogréfico.
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El protocolo propuesto para la fusién de los datos permitié
compatibilizar matrices de diferentes tamarios, y alinear las sefiales de los
analitos medidas en ambos detectores, aun en presencia de corrimientos
variables a lo largo del cromatograma.

El beneficio de la fusidén se comprob6 tanto en muestras sintéticas de
validacién como en matrices reales, cuando los analitos no se pueden
cuantificar a partir de detectores individuales y en casos de baja
selectividad.

Se debe destacar que este recurso sumé ventajas a las ya adquiridas
con el acoplamiento de la cromatografia con deteccién dual y el anélisis

quimiométrico.
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5. CONCLUSIONES

En el presente trabajo de tesis se evaluaron estrategias analiticas
basadas en fluorescencia molecular y cromatografia de liquidos (CLAE)
acopladas a calibracién de orden superior, con el objetivo de abordar el
desafio actual que representa para la quimica analitica el desarrollo de
metodologias que no contaminen el ambiente que se pretende proteger.

En este sentido, considerando los beneficios ofrecidos por los medios
organizados a las técnicas luminiscentes en relacién al aumento de
sensibilidad y selectividad de estos métodos y a su compatibilidad con
sistemas acuosos, en una primera etapa se estudiaron las propiedades
fluorescentes de disruptores endécrinos derivados de plasticos en
presencia de ciclodextrinas (CDs) y medios micelares. Especificamente, se
demostré que las bajas intensidades de fluorescencia de bisfenol A (BPA),
octilfenol (OP) y nonilfenol (NP) se incrementaron en presencia de p-CD
nativa y PB-CDs sustituidas. Este comportamiento es resultado de la
formacién de complejos de inclusién que desfavorecen los procesos de
desactivacién no radiante. Empleando métodos espectroscépicos y calculos
semiempiricos, se determinaron las estequiometrias, posibles geometrias y
estabilidades de los complejos formados. Por otro lado, se mejoraron los
limites de deteccién fluorimétricos mediante la formacién de complejos
disruptor endécrino-CD en solucién acuosa.

A partir de los resultados obtenidos, se propuso un método

espectrofluorimétrico de segundo orden para la determinacién simultanea
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de NP y BPA en materiales plasticos, registrando matrices de excitacién-
emision de fluorescencia en presencia de metil-p-CD. El tratamiento
computacional de los datos utilizando el algoritmo U-PLS/RBL posibilité la
determinacién de los analitos a niveles de partes por billén, sin necesidad
de etapas de pre-concentracién, aun en presencia de altas concentraciones
de potenciales interferentes.

En la siguiente etapa, se desarrolld un método cromatografico con
deteccion dual (espectrofotométrica y espectrofluorimétrica) para la
determinacién de BPA, OP, NP y tres ésteres del acido ftalico (dietilftalato,
dibutilftalato y dietilhexilftalato) en bebidas envasadas en recipientes
plasticos o que tuvieron contacto con este tipo de materiales durante el
proceso de elaboracién. Los analitos se cuantificaron de acuerdo a su senal
mas conveniente (absorbancia o emision de fluorescencia), empleando
calibracién de segundo orden. En este caso los datos registrados
correspondieron a matrices tiempo de elucidén-longitud de onda de
absorbancia y tiempo de elucién-longitud de onda de emisién fluorescente.
El procesamiento de los datos mediante MCR-ALS permitié resolver el
solapamiento temporal y espectral de los analitos, en presencia de
constituyentes propios de las muestras analizadas, simplificando
considerablemente el tratamiento previo y disminuyendo el tiempo de
andlisis y el volumen de solvente, en comparacién con los métodos

cromatograficos habitualmente empleados en este tipo de andlisis. Los
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resultados se validaron exitosamente frente a un método de referencia
utilizando cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas.

Con el propésito de evaluar las potenciales ventajas de la sinergia y
complementariedad de datos provenientes de distintas fuentes, se
fusionaron por primera vez datos cromatograficos de segundo orden
obtenidos mediante el analisis por CLAE con deteccién dual (por arreglo de
diodos y fluorescente) y se procesaron quimiométricamente para la
cuantificacién de analitos coeluyentes pertenecientes a tres sistemas
experimentales modelo constituidos por disruptores endécrinos. Esta
estrategia permitié mejorar notablemente las cifras de mérito y la calidad
predictiva de las calibraciones construidas, en comparacién con el analisis
independiente de los datos obtenidos por ambos modos de deteccidén. Las
mejoras mas significativas se observaron en aquellos casos en los que un
unico modo de deteccidon no brindé la selectividad necesaria para modelar
adecuadamente al analito en cuestién. Esta ventaja se evidencié tanto en
muestras sintéticas como en el analisis de muestras reales, abriendo un
nuevo abanico de posibilidades para el tratamiento de datos provenientes
de distintas fuentes y que ain no han sido explorados con este recurso.

Finalmente, y en concordancia con los objetivos planteados, podemos
enunciar que en todos los sistemas estudiados la implementacién de
nuevas estrategias experimentales, sumadas al tratamiento quimiométrico
de los datos permitié simplificar significativamente el pre-tratamiento de

las muestras y los requisitos de medida de los perfiles espectrales y
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temporales durante la adquisicién de las sefiales. Como consecuencia, se
logré reducir el consumo de solventes téxicos, la produccién de desechos
contaminantes y el tiempo total de analisis, con un concomitante ahorro de
energia y trabajo experimental, posibilitando el desarrollo de métodos
alineados con los principios de la quimica analitica verde y la mejora de sus

propiedades analiticas basicas: precisién, sensibilidad y selectividad.
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RESUMEN

Los contaminantes emergentes son sustancias que no integran
naturalmente los ecosistemas, y que al encontrarse biodisponibles pueden
producir efectos adversos en los seres vivos. Se detectan con frecuencia en
aguas naturales y suelo y, si bien su presencia debe controlarse en forma
estricta, su regulacién legal es incompleta. Dentro de ellos se incluyen a los
disruptores endécrinos (DEs), moléculas de origen natural o artificial con
propiedades hormono-miméticas, que aun a muy bajas dosis pueden
interferir con la sintesis, almacenaje, transporte, y accién de hormonas
naturales.

Los DEs presentes en el ambiente son de variada naturaleza quimica y
provienen de diferentes fuentes tales como productos farmacéuticos,
productos de cuidado e higiene personal, compuestos sintéticos derivados
de polimeros, pesticidas, compuestos naturalmente presentes en plantas,
organometalicos, compuestos producidos en la combustién incompleta de
materia orgénica, entre otros.

Recientemente, en un gran nimero de publicaciones se ha informado
la presencia de DEs en alimentos, en envases plasticos e incluso en
muestras de orina humana, demostrando, por un lado, el alto grado de
exposicion del hombre a dichas sustancias, y a su vez, la fuerte necesidad
de desarrollar métodos analiticos para su deteccién y cuantificacién a

niveles de vestigios en una gran variedad de matrices.
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En el presente trabajo de tesis se proponen estrategias y metodologias
analiticas para la determinacién de DEs en matrices de interés alimenticio
y ambiental. Los métodos propuestos estian basados en el andlisis
quimiométrico de datos multivariados de origen espectroscépico y/o
cromatogréfico, siguiendo dos objetivos primordiales:

e Obtener métodos sensibles, exactos y precisos, que permitan
determinar los compuestos de interés a niveles de vestigios, con un minimo
pre-tratamiento de las muestras, aun en presencia de potenciales
interferentes.

e Desarrollar dichos métodos bajo los principios de la quimica
analitica verde, es decir reduciendo o eliminando el uso o generacién de
productos o reactivos peligrosos para la salud humana o el ambiente.

En la primera etapa de este trabajo se estudiaron DEs derivados del
fenol: bisfenol A (BPA), empleado en la manufactura de polimeros
policarbonatos y resinas epoxy, 4-octilfenol (OP) y 4-nonilfenol (NP),
ambos precursores en la manufactura de surfactantes no idnicos,
detergentes hogarenos y pesticidas. Se evaluaron sus propiedades
espectrofluorimétricas en presencia de medios organizados y la posibilidad
de que estas sefiales permitan desarrollar metodologias analiticas
amigables con el ambiente. Se demostré que las senales fluorescentes de
los analitos estudiados en agua aumentan significativamente en presencia
de B-ciclodextrinas nativas y modificadas, sugiriendo la formacién de

complejos de inclusién. Se determinaron las estequiometrias de los
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complejos formados, sus constantes de equilibrio en medio acuoso, y se
propusieron posibles estructuras de dichos complejos, evaludndose las
variables fisicoquimicas que influyen en la calidad de las sefales
luminiscentes. A partir de los resultados obtenidos se establecieron las
condiciones de trabajo 6ptimas para la determinacién
espectrofluorimétrica de BPA, OP y NP, se construyeron las respectivas
curvas de calibracién univariadas y se calcularon las correspondientes
cifras de mérito.

En una segunda etapa, la alta sensibilidad de la fluorescencia en
medios organizados combinada con la selectividad de la calibracién
multivariada se emplearon para la determinacién de NP y BPA en muestras
de plasticos, mediante la obtencién de matrices excitacién-emision de
fluorescencia en presencia de metil-B-ciclodextrina. Los datos se
analizaron aplicando diferentes algoritmos de segundo orden, obteniendo
las mejores predicciones mediante U-PLS/RBL (cuadrados minimos
parciales desdoblados acoplados a bilinearizacién residual). Los resultados
obtenidos se validaron frente a un método de referencia utilizando
cromatografia de liquidos de alta eficiencia (CLAE). El método propuesto
permitié alcanzar limites de detecciéon del orden de las partes por billén,
sin necesidad de etapas de pre-concentracién, aun en presencia de altas
concentraciones de interferentes y con un importante solapamiento

espectral. De esta manera, se evité el uso de grandes cantidades de
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solventes orgdnicos y técnicas separativas, resultando ser una técnica
rapida, sensible, sencilla y verde.

Posteriormente, se desarroll6 un método cromatografico con
deteccion dual de arreglo de diodos y fluorescencia para la determinacion
de BPA, OP, NP y de ésteres del acido ftalico (dietilftalato, dibutilftalato y
dietilhexilftalato). Estos ésteres son DEs que se usan como plastificantes en
la produccién de polietileno, cloruro de polivinilo y otros materiales
sintéticos, y no presentan propiedades fluorescentes. Siguiendo los
principios de la quimica analitica verde, las condiciones experimentales se
optimizaron minimizando el consumo de solventes orgénicos y el tiempo
de analisis, ain en detrimento de la resolucién. En consecuencia, y con el
fin de remediar la pérdida parcial de resolucién en los cromatogramas, se
propuso una calibracién multivariada. Se obtuvieron datos de segundo
orden del tipo tiempo de elucién-longitud de onda de absorbancia y tiempo
de elucién-longitud de onda de emisién de fluorescencia. De esta manera,
los analitos se detectaron por medio de la senal mas conveniente, de
acuerdo a sus propiedades espectroscépicas. Las matrices se procesaron
con el algoritmo MCR-ALS (resolucién multivariada de curvas mediante
minimos cuadrados alternantes). El método propuesto se empled en la
cuantificacién de DEs en bebidas envasadas en recipientes plasticos o que
tuvieron contacto con este tipo de materiales durante el proceso de
elaboracién (gaseosas, jugos, agua mineral, vinos, cervezas y bebidas

blancas). Los resultados se validaron frente a un método de referencia
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utilizando cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas. Se
determinaron las cifras de mérito, observando que los limites de
cuantificacién logrados son adecuados para la determinacién de los
analitos en las muestras estudiadas. La aplicaciéon de analisis multivariado
permitio resolver el solapamiento temporal y espectral entre las sefiales de
los analitos, aun en presencia de potenciales interferentes propios de las
muestras analizadas, simplificando considerablemente el tratamiento
previo y disminuyendo el tiempo de andlisis y el volumen de solvente, en
comparacién con los métodos cromatograficos tradicionales.

Finalmente, se fusionaron por primera vez datos cromatograficos de
segundo orden (tiempo de eluciéon-longitud de onda de absorcién y tiempo
de elucién-longitud de onda de emisién de fluorescencia), obtenidos
mediante el andlisis por CLAE con deteccién dual y se procesaron
quimiométricamente para la cuantificacién de analitos coeluyentes. Los
sistemas experimentales incluyeron DEs de diferente origen y naturaleza
quimica (agroquimicos, hormonas, plastificantes e hidrocarburos
policiclicos aromaéticos), algunos de los cuales presentan propiedades
fluorescentes. En cada caso, se optimizaron las condiciones experimentales
de andlisis aplicando nuevamente los principios de la quimica analitica
verde. Una vez obtenidos los datos de segundo orden, se los fusion6 por
medio de un protocolo desarrollado en esta tesis, basado en alineamiento
optimizado de correlacién unidimensional. Las matrices fusionadas se

modelaron mediante MCR-ALS. Ademas, los datos provenientes de ambos
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detectores se procesaron independientemente, empleando el mismo
algoritmo. Se compararon las cifras de mérito correspondientes a los datos
fusionados y sin fusionar, observindose que la fusién permitié obtener
importantes mejoras respecto al uso de un unico detector en los tres
sistemas estudiados. Las ventajas mas significativas se obtuvieron en
aquellos casos en los que un Unico modo de deteccién no brindé la
selectividad necesaria para modelar adecuadamente al analito en cuestién.
Ademads, en todos los sistemas se logré una disminucién en los limites de
deteccién y una mejora en la calidad predictiva, evidenciada en los bajos
errores relativos de predicciéon alcanzados. Estas mismas ventajas de la
fusion se verificaron en muestras reales, mediante un estudio de
recuperaciéon en muestras de aguas ambientales adicionadas.

En conclusién, las nuevas estrategias experimentales, sumadas al
tratamiento quimiométrico de los datos, permitieron el desarrollo de
métodos alineados con los principios de la quimica analitica verde, a la vez
que se mejoraron significativamente sus propiedades analiticas basicas:

precision, sensibilidad y selectividad.
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