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Resumen

Q.C.B. Roberto Antonio Ortiz Trevifio Fecha de graduacién: Octubre 2018

Universidad Auténoma de Nuevo Leén, Facultad de Medicina.

Titulo de Estudio: EVALUACION DEL BIS(TRIFLUOROMETILSULFONIL)IMIDA DE
TRIETILSULFONIO COMO RECUBRIMIENTO DE FIBRAS DE MICROEXTRACCION EN
FASE SOLIDA PARA LA EXTRACCION DE CONTAMINANTES EMERGENTES.

Numero de paginas:

Candidato para el grado de Maestro en Ciencias con
Orientacion en Quimica Biomédica.

Area de estudio: Quimica Biomédica

Propésito y Método de estudio:

La Microextraccién en Fase Sélida (SPME) ha sido ampliamente utilizada debido a los bajos
volumenes de muestra y de disolventes que emplea, sin embargo, los recubrimientos comerciales
presentan algunos inconvenientes como dificultad para extraer compuestos altamente hidrofilicos
y deterioro al ser expuestos a matrices acuosas en procesos por inmersion directa. Debido a esto
nuevos recubrimientos han sido desarrollados, entre los cuales destacan los fabricados en base a
liquidos i6nicos (IL’s), sus propiedades fisicoquimicas y su capacidad como solventes de
extracciéon para diferentes tipos de compuestos han permitido considerarlos como posibles
recubrimientos para fibras de SPME, para ser utilizadas por inmersion directa en matrices acuosas.

En este trabajo se presenta el desarrollo de una fibra de SPME empleando una mezcla
conformada por el bis(trifluorometilsulfonil)imida de trietilsulfonio (Set3-NTf,) y un adhesivo,
dicha mezcla fue empleada como recubrimiento sobre un soporte metélico. La fibra desarrollada
fue probada en la extraccion de 8 contaminantes emergentes: metformina, cafeina, benzofenona-
4, metilparabeno, propilparabeno, naproxeno, diclofenaco y benzofenona — 3.

Contribuciones y Conclusiones:

Se desarroll6 una fibra de SPME recubierta por la mezcla de silicén liquido (Pelikan) y Set3-
NTf,; dicha fibra fue capaz de extraer 5 de los 8 contaminantes emergentes empleados como
analitos modelo (metilparabeno, propilparabeno, naproxeno, diclofenaco y benzofenona-3), los
cuales son los compuestos mas hidrofobicos de la mezcla de EC’s analizada y fue demostrado que
la fibra desarrollada con la mezcla pegamento/liquido iénico presenta una mayor eficiencia de
extraccion en comparacion a las fibras recubiertas inicamente con pegamento.
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CAPITULO1

INTRODUCCION

1.1 Técnicas de Preparacion de Muestra.

Los procesos analiticos en muestras complejas conllevan un gran niimero de pasos,
incluyendo el muestreo, tratamiento de la muestra, separacion, identificacion,
cuantificacion y procesamiento de datos. Sin embargo, para este tipo de muestras, el
pretratamiento es muy importante, debido a que tiene como principales objetivos la
preconcentracion de los analitos y la eliminacién de interferencias existentes en la matriz
de la muestra (1,2). Debido a esto, las técnicas de preparacion de muestra poseen un papel
importante en los procesos analiticos; dentro de las cuales podemos encontrar técnicas

exhaustivas y no exhaustivas, las primeras son capaces de extraer completamente los

1



analitos de la muestra, sin embargo, consumen mads recursos; mientras que, las no
exhaustivas extraen solo una fraccion de los analitos de la muestra (1). Dentro de estas
dltimas se encuentran las técnicas de preparacién de muestra miniaturizadas, las cuales
tienden a ser simples y econémicas debido a los bajos volimenes de solvente y muestra
que utilizan en comparacion a las técnicas cldsicas de preparacién de muestra como la

extraccion en fase solida y la extraccion liquido-liquido (3-15).

Las técnicas de microextraccion pueden realizarse en fase liquida o en fase soélida,
algunas de las técnicas de microextraccion en fase liquida mds empleadas son: la
microextraccion en gota (3,4), microextraccion con fibra hueca (5,6) y la microextraccion
liquido-liquido dispersiva (7,8). Mientras que en el caso de la microextraccion en fase
solida (SPME por sus siglas en inglés), podemos encontrar a la microextracciéon de
pelicula delgada (9,10), microextracciéon por adsorcién de disco rotatorio (11,12),
microextraccion por absorcion de barra de agitacion (12,13), SPME dispersiva 'y la SPME
en fibra (14,15), siendo esta tltima la mas diversificada (11) y en la cual se centra este

trabajo.

1.2 Microextraccion en Fase Sélida (SPME)

La SPME es una técnica de preparacion de muestra no exhaustiva desarrollada a
principios de los afios 90’s por Janusz Pawliszyn y colaboradores; dicha técnica se basa
en el equilibrio de particién de los analitos entre la matriz de la muestra y la fase

extractante de la fibra (2). La SPME puede ser utilizada para extraer compuestos de



matrices gaseosas, liquidas y sélidas (16-18). Los dispositivos de SPME estian
conformados por la fibra, las cuales pueden ser de silice o de acero inoxidable, ambas
recubiertas por una fase extractante responsable de la recuperacion de los analitos (2) y el
sujetador (holder) el cual controla la exposicion de la fibra, ademas de proteger a la misma

(19). En la Figura 1, se ilustra el dispositivo utilizado en la SPME.

& Embolo

Tornillo de retencion
del émbolo

P

<= Fibra

Figura 1. Dispositivo de SPME

Entre las principales ventajas de esta técnica se encuentran el ser una técnica
practicamente libre del uso de solventes (4,16), su rapidez y bajo costo, sin embargo, las
fibras de SPME comerciales presentan inconvenientes tales como: fragilidad de la fibra y

un escaso nimero de recubrimientos existentes en el mercado (1,20).

1.2.1 Proceso de SPME.

La SPME se lleva a cabo basicamente en dos etapas: la extraccion y la desorcion (16—

18).



La extraccion es el proceso en el cual se genera la particion de los analitos entre la
matriz de la muestra y el revestimiento de la fibra; esta es iniciada cuando la fibra es puesta
en contacto con los analitos (21) y puede ser llevada a cabo de dos modos distintos, de
acuerdo a las caracteristicas fisico-quimica de los analitos y el estado fisico de la muestra;

dichas modalidades son: Inmersion directa (SPME-ID) y Headspace (SPME-HS) (17,18).

En la modalidad de SPME-ID, la fibra es expuesta directamente a la matriz de la
muestra y es empleada para la extracciéon de compuestos voldtiles y no volatiles en
matrices liquidas y gaseosas (17,18). En la Figura 2. A, se muestra un esquema de la forma

en que es llevada a cabo la SPME-ID.

En cambio en la SPME-HS, la fibra es expuesta al espacio aéreo generado entre la
muestra y la parte superior del sistema cerrado que la contenga. Dicha modalidad es
utilizada para la extraccion de analitos volatiles y semi-volétiles presentes en matrices
s6lidas y liquidas (17,18). En la Figura 2. B, se muestra como el dispositivo de SPME
expone la fibra al espacio aéreo, una vez transcurrida la extraccion, esta se retrae para ser

resguardada.

Diferentes parametros tales como: el tiempo de extraccion (13), agitacion (14), adicion
de sales, pH (1,18) y la temperatura (14), pueden tener un efecto significativo en el proceso
de extraccion por lo que deben ser evaluados para garantizar la mayor eficiencia de la

misma.
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Figura 2. A) Extraccién por Inmersion directa (SPME-ID), B) Headspace (SPME-HS).

Por otra parte, la desorcion es el proceso en el que los analitos recuperados por la fibra
son removidos de la misma para su posterior anélisis y puede ser llevado a cabo mediante

el uso de disolventes o temperatura (17,18).

En la desorcién con solventes, pequefias cantidades de disolvente son utilizados para
recuperar a los analitos ab/adsorbidos en la fase extractante; esta a su vez puede ser llevada
a cabo de dos formas distintas: la desorcion en linea, la cual se realiza directamente en el
puerto de inyeccion de un cromatdgrafo de liquidos y la desorcion fuera de linea, en la
que la fibra es introducida en el disolvente o mezcla de disolventes previo a su anélisis.
En la Figura 3. A, se muestra un esquema de los dos tipos de desorcion con solventes

(17,18).

Por otra parte, la desorcién con temperatura es utilizada para recuperar a los analitos

volatiles o semivoldtiles que fueron extraidos por la fibra (17,18), la cual se lleva a cabo



por exposicion de la misma en el inyector del cromatdgrafo de gases como se muestra en

la Figura 3. B.

Al igual que en la extraccidn, existen diferentes pardmetros que afectan la eficiencia
del proceso de desorcion, entre los que destacan: el tiempo de desorcién (15), temperatura

(25), naturaleza y volumen de los disolventes (26), y la agitacién (17,18).

B)

’J |a D;E.]‘tﬂr
Hcotumna | £

001

Hacia Columna

En linea Fuera de linea
Figura 3. Tipos de Desorcién: A) Desorciéon con Solventes B) Desorcién con

Temperatura.

1.2.2 Recubrimientos de SPME

Para desarrollar un método de SPME es necesario seleccionar el recubrimiento de la
fibra, para esto se debe tomar en cuenta el peso molecular y la polaridad de los analitos,

asi como también la matriz en la que se encuentra (2); una vez seleccionada la fibra y la



forma en que se llevard a cabo la extraccion y desorcién, es necesario optimizar las
condiciones que garanticen la mayor eficiencia del proceso (2). Enla Tabla 1, se presentan
los recubrimientos disponibles comercialmente, asi como los tipos de analitos que pueden

ser extraidos con dichos recubrimientos.

TABLA 1

Guia de Seleccion para las Fibras de SPME, Supelco (27).

Tipo de Analito Fibra recomendada
Gases y compuestos de bajo peso e e
y P JOP Carboxen/Polidimetilsiloxano
molecular
Volitiles Polidimetilsiloxano
Volatiles, aminas y compuestos nitro- Polidimetilsiloxano/divinilbenceno
aromaticos
Polares semi-volatiles Poliacrilato
m n lar 1 e e
Compuestos no polares de alto peso Polidimetilsiloxano
molecular
No polares semi-volatiles Polidimetilsiloxano
Alcoholes y compuestos polares Carbowax
P Divinilbenceno/Carboxen en
Andlisis de compuestos traza e
polidimetilsiloxano
Aminas y compuestos polares Polidimetilsiloxano y divinilbenceno
Compuestos no polares Octadecilsilano

Los recubrimientos comerciales, ademas de los inconvenientes antes mencionados,
presentan dificultad para extraer analitos altamente hidrofilicos (28) y deterioro del
recubrimiento al ser expuestos a matrices acuosas por ID (29,30). Dichas desventajas han
llevado a los investigadores a desarrollar nuevos recubrimientos, los cuales se centran en
mejorar la estabilidad y selectividad de los mismos (31). Materiales como polimeros

molecularmente impresos, nanotubos, polimeros conductivos, grafeno, silice modificada



(2) y liquidos i6nicos (17,18), han sido empleados para generar estos nuevos
recubrimientos; el presente trabajo se centra en el uso de liquidos i6nicos para el

recubrimiento de fibras para SPME-ID.

1.3 Liquidos Iénicos

Los liquidos i6nicos (IL’s por sus siglas en inglés), son sales liquidas a temperaturas
por debajo de 100°C y los cuales estdn compuestos por un catién orgdnico y un anién el
cual puede ser orgénico o inorgédnico (34). Estas sales presentan propiedades tales como:
bajas presiones de vapor, no son inflamables, elevada estabilidad quimica y térmica y

poseen la capacidad de solvatar compuestos de un amplio rango de polaridades (34).

Debido a las propiedades antes mencionadas y al hecho de que pueden ser reutilizados,
los IL’s han sido denominados “solventes verdes”, por lo que son considerados como una
alternativa frente a los solventes orgdnico-voldtiles (35,36); sin embargo, los IL’s
presentan algunas desventajas como: toxicidades poco conocidas y que no son

biodegradables (37).

Existen reportes que indican que los cationes que forman los IL’s son los responsables
de sus bajos puntos de fusion, ademads la naturaleza del grupo alquilo de estos, tiene un

impacto significativo sobre las propiedades fisicas de los IL’s como la viscosidad,



densidad y presién de vapor (34). Los cationes mds comunes son los basados en

imidazolio, piridinio, amonio cuaternario y fosfonio (38).

Por otra parte, la naturaleza de los aniones es considerada la responsable de propiedades
fisicas como la miscibilidad en los solventes convencionales e higroscopicidad (39).
Ademas, la tension superficial de los IL’s decrece con la reduccion del tamafio del anién
(40). Los aniones mas comunes son: hexafluorofosfato ([PF¢]), tetrafluroborato ([BF4])
y bis(trifluorometilsulfonil)imida ([NTf>7]). Algunos de los cationes y aniones mads

frecuentes en los IL’s se presentan en la Figura 4.

e 2 F
N F
/ o Rs FHFL:_,.-F I .
= | el F—B—F
T R N R, oF I
R. R+ = R, F F
Imidazolio Piridinic Hexafluorofosfato Tetrafluoroborato
F
D F
+) +l N7 -
Ry—MN—FR- Ri—P—R4 D=5I=c\b X
Fli Fl% 4\ Halogenuro
= i F F
Amonio Fosfomo F
Bistriflucrometilsulfonilimida

Figura 4. Cationes y Aniones mds Frecuentes de los IL’s.

La variabilidad de los cationes y aniones de los IL’s les permite adaptar sus propiedades
fisico-quimicas ademds de mejorar la selectividad de los IL’s hacia el o los analitos cuando
son empleados en procesos de separacién (31,32,34). Debido a la amplia variedad de
combinaciones posibles entre cationes y aniones, los IL’s se han denominado como

“solventes de diseno” (31,32,34).



En general, algunas de las aplicaciones en las que han sido utilizados los IL’s son,
sintesis orgdnica, como solventes de extraccion (41), sintesis de nanomateriales (42),
disolucién de polisacaridos (36), antimicrobianos (33) y como recubrimientos de fibras de
SPME (33-35). Esto dltimo, debido a que las propiedades fisico-quimicas como la
viscosidad elevada, baja presion de vapor, estabilidad quimica y térmica, y una
miscibilidad variable; permiten generar recubrimientos resistentes y selectivos hacia los

analitos (26,43).

1.3.1 Bis (Trifluorometilsulfonil)imida de Trietilsulfonio (Set3-NTf2).

Los IL’s conformados por el anion NTf," han ganado importancia en diversas
aplicaciones tales como: separaciones (41,45,46) y aplicaciones electroquimicas (47), ya
que estos presentan alta estabilidad térmica, alta conductividad id6nica y eléctrica,
viscosidad elevada y caracteristicas hidrofébicas (41,45,46), ademds, dicho anién ha
demostrado ser mejor que el PFs en separaciones de iones metdlicos tales como el
estroncio, debido a que los complejos de solvataciéon del ion estroncio se estabilizan
cuando son solvatados por especies de aniones grandes tales como el NTf> (48). Por otra
parte, los IL’s conformados por el cation Set3* presentan mayor estabilidad quimica y

electroquimica que los formados por cationes de amonio (38).
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El Set3-NTf>, al estar compuesto por el anidén orgdnico bis(trifluorometilsulfonil)imida
y por el cation trietilsulfonio, posee una viscosidad elevada (49), ademds de contar con
caracteristicas hidrofébicas e i6nicas a la vez (41). Dicho IL ha sido empleado para
mejorar la conductividad de las pilas de litio (47), ademds de su uso como solvente de
extraccion de compuestos hidrofilicos en extracciones en fase liquida (41) y como

solvente en la captura de CO» (50).

Debido a las caracteristicas anteriormente mencionadas, es posible considerar al Set3-
NTf> como una buena alternativa para el recubrimiento de fibras de SPME para inmersién
directa en matrices acuosas. Cabe mencionar que hasta el momento no se ha encontrado
algin reporte en el que el Set3-NTf: haya sido empleado como recubrimiento para fibras
de SPME, el cual debido a sus caracteristicas es objeto de estudio en este trabajo como un

posible recubrimiento para una fibra de SPME.

1.3.2 Liquidos Iénicos como Recubrimientos de SPME.

Los IL’s han sido empleados como recubrimientos de SPME, ya que al ser
considerados solventes de disefio, es posible generar recubrimientos para la extraccion de
los compuestos de interés y con ello mejorar la selectividad y sensibilidad de la extraccion
(43). Sin embargo, muy pocos IL’s han sido empleados como recubrimientos de fibras de

SPME vy los pocos que se han utilizado se centran en la extracciéon de compuesto

11



hidrofébicos y procesos de SPME-HS (49, 50). En la Tabla 2, se enlistan diferentes
aplicaciones en las que se han empleado los liquidos i6nicos como recubrimientos de

fibras para SPME.
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TABLA 2

IL’s como Recubrimientos en SPME.

. . . Modalidad de Ref.
IL Matriz Matriz y Analitos Soporte SPME
*Hexafluorofosfato de 1-octil-3-metil- (51
imidazolio
Hexafluorofosfato de 1-etil-3-
. ; e . . Alambre de
metilimidazolio Aoua Trifenil fosfato, tri-n-butil ACero Headspace
Hexafluorofosfato de 1-buti-3- gl fosfato, tri(2-cloroetil) fosfato, | . . p
. ) . . inoxidable
metilimidazolio tripropil fosfato
Hexafluorofosfato de 1-hexil-3-
metilimidazolio
Hexafluorofosfato de 1-octil-3- Agua de . Alambre de Inmersién (26)
e . . Alquifenol acero .
metilimidazolio rio . . directa
inoxidable
Alambre de (44)
Hexafluorofosfato de 1-octil-3- . Benceno, tolueno, etilbenceno | . a'c cro
o . Pintura ! inoxidable y Headspace
metilimidazolio y xileno .
fibras de
silice fundida
Bis (trifluorometano)sulfonilimida de Orina . . Fibras de (43)
1-etoxietil-3-metilimidazolio humana Metanfetaminas y anfetaminas silice fundida Headspace
i . e (25)
Hexafluorofosfato de 1-hexil-3- Anilina, N, N @rpetﬂamhna, Fibras de
e . Agua 2-cloronanilina y 3- - . Headspace
metilimidazolio .. silice fundida
cloroanilina
*Liquido i6nico seleccionado Ref.: Referencias
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1.4 Contaminantes Emergentes

Los contaminantes emergentes (EC por sus siglas en inglés) son productos quimicos o
biolégicos que no son cominmente monitoreados en el medio ambiente, los cuales
representan una amenaza tanto para la salud, como para el medio ambiente (52,53). Los
EC’s abarcan una amplia gama de productos quimicos, tales como productos
farmacéuticos y de cuidado personal (PPCP’s por sus siglas en inglés), plastificantes,
hormonas, retardadores de llama, siloxanos, parafinas cloradas, nanomateriales,

radionucleotidos (53,54).

Los EC’s son usados ampliamente alrededor del mundo y cada vez su deteccion en el
medio ambiente ha sido mds frecuente, ya que ingresan continuamente a este (53,55)
debido al uso diversificado de estos compuestos (54) y al hecho de que los tratamientos
convencionales de las aguas residuales y de las aguas recicladas s6lo es parcialmente
eficaz en la eliminacion o degradacion de los mismos, por lo que al descargar estas aguas
tratadas, estos regresan y contaminan indiscriminadamente rios, lugares recreativos

(balnearios y albercas), tierras de cultivo y mares (52).

Algunos reportes han indicado que los contaminantes emergentes presentan diversos
efectos toxicos sobre la salud humana y animal, destacando los efectos neuroendocrinos
(54), mutagénicos (56), problemas de reproduccion (53,55,57) y resistencia

antimicrobiana (58).
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Sin embargo, el andlisis de EC’s se dificulta debido a las concentraciones
extremadamente bajas (ug/L, ng/L) en las que se encuentran, ademads del rango amplio de
polaridades que presentan los compuestos que integran a los EC’s y la complejidad de las
matrices en que pueden ser encontrados, tales como: aguas residuales, alimentos, tierras

de cultivo, sedimentos, etc. (32,59).

1.4.1 Regulacion de los Contaminantes Emergentes.

En nuestro pais existen diversas normas que regulan los niveles permisibles de
contaminantes en las descargas de aguas residuales (60) y agua para uso y consumo
humano (61,62). Asimismo, existe una norma que establece una lista de sustancias para
ser reportadas en el registro de emisiones y transferencia de contaminantes (63). Sin
embargo, no existe una norma o legislacion que regule la presencia de EC’s en el medio

ambiente, agua potable y residual.

En los dltimos afios, grupos internacionales de investigacion, asi como instituciones
gubernamentales, han dirigido sus esfuerzos para evaluar la calidad ambiental de las
descargas de aguas residuales y los posibles efectos sobre los ecosistemas receptores (64).
La Agencia de Proteccion Ambiental de los Estados Unidos (EPA), publicé la Cuarta Lista
de Candidatos a Contaminantes en la cual se incluyen a algunos EC’s; destacando los
productos farmacéuticos y detergentes. Sin embargo, cabe aclarar que los compuestos

dentro de esta lista aiin no se encuentran sujetos a ninguna regulacion (65-67).
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1.4.2 Métodos para el Analisis de los EC’s

A lo largo del tiempo distintas metodologias han sido empleadas para el andlisis de
diferentes grupos de compuestos pertenecientes a los EC’s. Debido a que dichos
compuestos se encuentran en concentraciones bajas en distintas matrices, es necesario el
uso de técnicas de preparacion de muestra para la recuperacion del o los analitos. Las
técnicas mayormente utilizadas son, la extraccion en fase solida (68,69) y la extraccion
liquido-liquido (70), sin embargo, como se menciond anteriormente estds metodologias
requieren grandes volumenes de muestra y de disolventes (2); por lo que buscando reducir
el tiempo de preparacion y el uso de disolventes, algunas técnicas de microextraccion
como la microextraccion liquido-liquido dispersiva (54) y la SPME han sido utilizadas

para la extraccion de dichos contaminantes emergentes (71-73).

La SPME ha demostrado ser eficaz para extraer y concentrar a los EC’s sin la necesidad
de requerir grandes volumenes de muestra y disolventes a comparacion de las técnicas de
preparacion convencionales (71-73). Algunos de los reportes en los que han sido

analizados los EC’s mediante el uso de SPME se encuentran enlistados en la Tabla 3.
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Aplicaciones de la SPME en la Extraccion de EC’s.

TABLA 3

metoxibenzofenona y3-(4-
metilbenzilideno) camfor

Matriz Analitos Modalidad de | Recubrimiento de la Fibra Técnica de Analisis Ref.
extraccion
Atrazina, bisfenol-A,
Teiido de peces carbamazepina, Inmersion
J P Y diclofenaco, fluxetine, directa *PDMS HPLC-MS/MS (28)
agua . o
genfibrozil, ibuprofeno,
naproxeno
2-clorofenol, 4-clorofenol, 4-
cloro-3-metilfenol, 2,4-
diclorofenol, 2,3,5- Inmersién
Suelo triclorofenol, 2,4,6- directa *PA GC-MS (30)
triclorofenol, 2,3,4,6-
tetraclorofenol,
pentaclorofenol
Celestolido, fantolido,
traseolido, galaxolido,
tonalido, octilsalicilato, Inmersion . .
Agua Octocrileno, 2-hidroxi-4- directa *PDMS5 GEMS >9)

*Recubrimiento seleccionado

Ref.: Referencia




TABLA 3 (Continda)

Matriz Analitos Modahda}(’l de Recubrimiento de la Fibra Técnica de Analisis Ref.
extraccion
Agua Bisfenol A *CW /TPR HPLC/ Fluorescencia (71)
4-n-nonilfenol Inmersion -PA
4-tert-octilfenol directa -PDMS
-CW /DVB
Sedimentos de Ibuprofeno, 2-bencil-4- . CG-MS (72)
P Inmersion
Rio clorofenol, naproxeno, .
. directa (con
triclosan, ketoprofeno, )
. . posterior *PA
diclofenaco, bisfenol A y Y
derivatizacién)
estrona
Agua Residual Fragancias de almizcle CG-MS (73)
(galaxolido, tonalida, Headspace *PDMS /DVB
cashmeran, celestolida)
Agua Residual Fluoxetina, diazepam, . HPLC-MS/MS (74)
. . Inmersion
carbamazepina, paroxetina, directa *CI18
sertralina -PDMS

*Recubrimiento seleccionado

Ref.: Referencia
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TABLA 3 (Continda)

Matriz

Analitos

Modalidad de
extraccion

Recubrimiento de la Fibra

Técnica de Analisis

Ref.

Agua

Etilhexil salicilato, bencil
salicilato, homosalato,
1soamilmetoxicinamato,
Benzofenona-3, 4-
metilbencilidenocamfor,
mentil antranilato,
etocrileno, etilhexil dimetil
PABA, 2-etilhexil
metoxicinamato,
Octocrileno, butil
metoxidibenzoil metano,
drometrizol trisiloxano,
dietilamino hidroxibenzoil
hexil benzoato

Headspace

*PA
-PDMS /DVB
-DVB /CAR /PDMS

GC-MS/MS

(75)

Biosolidos

Triclosan, 2,4-diclorofenol,
2,3,4-triclorofenol, bisfenol
A, estrona, 17-B-estradiol,
17-a- etinilestradiol,
androsterona, 5-a-
androstan-17-B-ol-3-ona y
19-noretindrona

Inmersion
directa

GC-MS

(76)

Agua

Metilparabeno,
etilparabeno,
propilparabeno,
butilparabeno, 2,4,6-
triclorofenol y triclosan

Headspace

-PA
-PDMS
-CAR /PDMS
-PDMS /DVB
*DVB /CAR /PDMS

GC-MS/MS

(77)

*Recubrimiento seleccionado

Ref.: Referencia
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TABLA 3 (Continda)

gemfibrosil

Matriz Analitos Modalidad de | Recubrimiento de la Fibra Técnica de Analisis Ref.
extraccion
Alimentos Bisfenol A, bisfenol A Inmersion -PDMS HPLC/Fluorescencia (78)
acuosos diglicidil éter (BADGE), directa -PA
bisfenol F diglicidil éter, -PDMS /DVB
bisfenol A bis(3-cloro-2- *CW
hidroxipropil) éter
(BADGE-2HC(I) y sus
productos de degradacion.
Aguas residuales Plastificante N- Inmersion *PA CG-MS (79)
butilbencenosulfonamida y | directa
el producto farmacéutico
ibuprofeno
Agua Ibuprofeno, naproxeno, Inmersién -PDMS CG-MS (80)
ketoprofeno, acido directa *PA
tolfenamico y diclofenaco -PDMS /DVB
-CAR /PDMS
-CW /DVB
Agua Triclosan, 2,4-diclorofenol, Inmersion -PA HPLC/Arreglo de (81)
2,4,6-triclorofenol, 3- directa -PDMS diodos
clorofenol, bisfenol A, -PDMS /DVB
acido mefenamica, *CW /TPR

*Recubrimiento seleccionado

Ref.: Referencia
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TABLA 3 (Continda)

Matriz

Analitos

Modalidad de
extraccion

Recubrimiento de la Fibra

Técnica de Analisis

Ref.

Aguas residuales

Naproxeno, diclofenaco
sodico, clorhidrato de
fluxetina, bromhidrato de
citalopram, hidrocloruro de
venlafaxina, hidrocloruro
de imipramina,
hidrocloruro de
amitriptilina, trimetoprim,
benzafibrato, sal de tartrato
de metoprololm lorazepam,
diazepam, carbamazepina,
torasemida y risperidona

Inmersion
directa

-PA
-PDMS /DVB
*CW /TPR

HPLC-MS

(82)

Agua residual

Alergenos de fragancias
(limoneno, linalool, B-
citronelol, citral A, citral B,
geraniol, trans-
cinnamaldehido,
hidroxicitronelal, cinamil
alcohol, eugenol, coumarin,
lilial, liral, bezilbenzoato,
galazolido, tonalido,
benzilsalicilato y
bencilcinamato

Headspace

*PDMS /DVB
-DVB /CAR /PDMS

GC-MS

(83)

*Recubrimiento seleccionado

Ref.: Referencia
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TABLA 3 (Continda)

Matriz

Analitos

Modalidad de
extraccion

Recubrimiento de la Fibra

Técnica de Analisis

Ref.

Agua

Retardadores de llama
fendlicos (2-bromofenol (2-
BP), 2-bromo-4-metilfenol (2-
B-A-MP), 4-bromo-3-
metilfenol (4-B-3-MP), 2,4-
dibromofenol (2,4-DBP),
2,4,6-tribromofenol (TBP),
pentabromofenol (PBP),
3,5,3’,5 -tetrabromobisfenol A
(TBBPA), 2,6-dibromofenol
(2,6-DBP), 3,5,3°,5’-
tetraclorobisfenol A
(TCBPA))

Headspace

-PA
-PDMS
-CW /DVB
*CAR /PDMS
-PDMS /DVB

GC-MS

(84)

Agua

Estrona (E1), B-estradiol (E2),
17a-etinilestradiol (EE),
mestranol (MEE),
metandrostenolona (MA), 4-
androstenediona (ADD),
mesterolona (MST),
metandriol (MTH),
mestanalona (MSL),
metilparabeno (MP), cafeina
(CAF), etiocholan-3-a-0l-17-
ona (EC), adrostenodiol-3-
acetato (5-ADD).

Headspace

-PDMS
*PDMS /DVB

GC-MS

(85)

*Recubrimiento seleccionado

Ref.: Referencia
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TABLA 3 (Continda)

Matriz Analitos Modalidad de Recubrimiento de la Fibra Técnica de Analisis Ref.
extraccion
Pineno, limoneno, linalol,
citronellol, citral, geraniol, -PA
Agua de bafio de hidroxicitr.on.ellal, eugenol, -PDMS
bebés coumarin, isoeugenol, Headspace *PDMS /DVB GC-MS (86)
lilial, farnesol, HCA, -CAR /PDMS
bencilbenzoato, -DVB /CAR /PDMS
bencilsalicilato
Ibuprofeno, 4cido
flufenamico, naproxeno, “PDMS
Agua 4cido mefenamico, acido Headspace PA GC-MS 87
tolfenamico y 4cido
meclofenamico
Hidroxitolueno butilado,
galaxolido, aldrin,
Benzofenona-3, triclosan,
pireno, B-estradiol,
beisfenol A, Cloroxilenol, Inmersién
Agua ibuprofeno, Benzofenona, directa *PA GC-MS (88)

clorofeno, heptacloro,
almizcle cetona,
naproxeno, ketoprofeno,
dietilstilbestrol, estona,
benzopireno

*Recubrimiento seleccionado

Ref.: Referencia
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TABLA 3 (Continda)

Matriz Analitos Modalidad de Recubrimiento de la Técnica de Analisis Ref.
extraccion Fibra
Agua de bafio y 2-hidroxi-4- KPA
albercas metgxibenzpfen}opa y ' Inmersion *PDMS GC-MS 89)
octildimetil-p-dcido directa/Headspace -CW /DVB
aminobenzoico -PDMS /DVB
Sulfacetamida,
sulfadiazina,
sulfaguanidina, -PDMS
sulfamerazina, -CW /DVB
. sulfametoxazol Inmersién directa *CW /TPR HPLC-MS (90)
Agua residual e
sulfapiridina, -PA
sulfasalazina, -PDMS /DVB
sulfadimetoxina,
sulfametazina y
sulfatiazol

*Recubrimiento seleccionado

Ref.: Referencia
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1.5 Analitos Modelo

En el presente trabajo los EC’s empleados como analitos modelos pertenecen al grupo
de los productos farmacéuticos y de cuidado personal (PPCP’s) y fueron seleccionados
para representar al amplio grupo de los EC’s, ya que estdn conformados por compuestos
tanto hidrofilicos como hidrofébicos. Los compuestos seleccionados se encuentran

enlistados en la Tabla 4.

TABLA 4
Analitos Modelo.
Nombre y Estructura Usos pKa LogP Ref.
Metformina
N2 Agente
)\ hipoglucémico usado
/“( NH; en el tratamiento de 12.4 -1.43 o1
la diabetes mellitus
\T NH tipo IL
Cafeina
~ / Metilxantina
N .
N ‘ §st1mu1ante .del 14.0 0.07 (92)
)\ Yy sistema nervioso
o N N central.
Metilparabeno
A
Agente
antimicrobiano, Q.4 1.96 (92)
conservador y
saborizante.
OH

Ref.: Referencia.
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TABLA 4 (Continua)

Nombre y Estructura Usos pKa LogP Ref.
Propilparabeno
OH
Agente
antimicrobiano, 85 304 92)
conservador y
saborizante.
o o >
Naproxeno . Agente
~ antiinflamatorio con
propiedades 4.15 3.18 92)
analgésicas y
antipiréticas.
[¢] OH
Benzofenona 4
OH
N
/O Filtro solar 6.3 0.89 (93,94)
OH o
Benzofenona 3
(o] .
Agente de proteccion
solar, absorbe los rayos 7.56 3.79 95)
O O UV-AyUV-B
\O OH
Diclofenaco
i Agente
antiinflamatorio no
f | o esteroideo con 4.16 4.51 (96)
N acciones antipiréticas y
analgésicas.

Ref.: Referencia.
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CAPITULO 2

JUSTIFICACION

La SPME es una técnica de preparacion de muestra rdpida y simple, capaz de
extraer y concentrar distintos tipos de analitos. Sin embargo, una de sus
desventajas es el limitado ndmero de recubrimientos disponibles comercialmente,
los cuales en su mayoria presentan dificultad para extraer compuestos hidrofilicos
y deterioro al ser expuestos a matrices acuosas por ID.

Debido a sus caracteristicas fisicoquimicas los IL’s han sido utiles como
solventes de extraccion y se han empleado exitosamente como recubrimientos para
SPME; no obstante, las aplicaciones desarrolladas hasta el momento se centran
principalmente en compuestos hidrofébicos y procesos de SPME-HS.

Tomando en cuenta su hidrofobicidad, elevada viscosidad y capacidad
extractante para compuestos hidrofilicos, es posible considerar al Set3-NTf> como

una alternativa en el recubrimiento de fibras para SPME-ID en matrices acuosas.
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CAPITULO 3

OBJETIVO GENERAL

Desarrollar una fibra de SPME a base de Set3-NTf para la extraccion de EC’s.
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CAPITULO 4

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Validar un método de cromatografia de liquidos para la cuantificacién de los

analitos modelo.

Establecer el proceso para la fabricacion de una fibra de SPME empleando el Set3-

NTf>.

Evaluar el desempefio de la fibra desarrollada.
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CAPITULO 5

MATERIAL Y METODOS

5.1 Reactivos

5.1.1 Estandares de Contaminantes Emergentes

Benzofenona-3 (2-hidroxi-4-metoxibenzofenona), Sigma Aldrich, 98%

Benzofenona-4 (4cido 5-benzoil-4-hidroxi-2-metoxi-bencensulfénico), Sigma Aldrich >
97 %

Cafeina (1,3, 7-trimetilxantina), Sigma Aldrich, Reagent Plus

Diclofenaco (dcido 2-[(2,6-diclorofenil) amino] bencenacético), Sigma Aldrich, 95 %
Metformina (hidrocloruro de 1,1-dimetilbiguanida), Sigma Aldrich, 97%

Metilparabeno (metil-4-hidroxibenzoato), Sigma Aldrich, > 99 %
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Naproxeno (4cido (S)-2-metoxi-2-naftil) propanoico), Sigma Aldrich, USP

Propilparabeno (propil-4-hidroxibenzoato), Sigma Aldrich, > 99 %

5.1.2 Liquido Iénico

Bis(trifluorometilsulfonil)imida de Trietilsulfonio, Sigma-Aldrich, 99 %

5.1.3 Reactivos Generales

Acido Clorhidrico 12 N, Jalmek, 99.5 %

Acido Férmico, Merck, 98 - 100%

Agua Bidestilada, Laboratorios Monterrey
Agua Destilada, Laboratorios Monterrey
Hidréxido de Amonio, Sigma-Aldrich, 28 - 30%
Metanol, J. T. Baker, grado HPLC
Diclorometano, Tedia Company, 99.9 %
Tolueno, Sigma-Aldrich, > 99.5 %

Hexano, Mallinckrodt Chemicals, 95 %
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5.1.4 Pegamentos Empleados

Total Tech, Ceys ®

Sista Silicén F101, Henkel ®

Datey, cemento amarillo, FlowGuard Gold ®
Silicén Liquido, Pelikan ®

Pegamento Universal, UHU ®

Goma, Stafford ®
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5.2 Material de Laboratorio

Alambres, American Ortho Tech, # 12

Barras magnéticas 15 x 4.5 mm

Bulbo de tres vias

Bulbos para Pipeta Pasteur

Cristalizador 125 x 65, Pyrex

Discovery HS F5 (2.1 x 150 mm, 5 pm; Agilent)

Eclipse XDB - C18 (2.1 X 100 mm, 3.5 um; Agilent)
Espatulas acanaladas

Filtros de membrana hidrofilicos de nylon, 0.45 ym x 47 mm
Frascos reservorios para la fase movil de 500 mL con tapa rosca, Schott Duran
Insertos planos de 250 pLL

Insertos planos de 500 pL.

Matraces de aforacion de 10 mL, Pyrex

Matraz de aforacion de 100 mL, Pyrex

Matraz de aforacion de 25 mL, Pyrex

Matraz de aforaciéon de 500 mL, Pyrex

Microjeringas de 500 uL, Hamilton

Pinzas de tres dedos

Pipeta automdtica de 100 — 1000 uL, Eppendorf

Pipeta automadtica de 20 — 200 uL, Eppendorf
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Pipeta lineal de 1 mL, Brand

Pipeta volumétrica de 3 mL, Pyrex

Pipeta volumétrica de 5 mL, Pyrex

Pipetas Pasteur

Reservorio para Fase Mévil 500 mL, VWR
Sistema de Filtracion al vacié de Millipore.
Soporte Universal

Termometros -20 a 110 °C, Brannan

Vasos de Precipitado de 100 mL

Viales dmbar 15 mL con tapa de rosca, Supelco
Viales dmbar 40 mL con tapa de rosca, Supelco
Viales de 1 mL con tapas instaladas, premontado para sistemas de disolucién, VWR

Viales para Headspace de 10 mL con tapa de rosca, Grace
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5.3 Equipos

Balanza Analitica, Pioneer, OHAUS

Balanza Semianalitica, AND GX-200

Bafio de Ultrasonido, Brasonic 3510, Branson

Bafio Recirculador, HAAKE B3

Bomba de Vacio, Modelo SAS5NXGTE-4870, Fisher Scientific

Cromatodgrafo de liquidos de alta resolucion, modelo 2695, equipado con desgasificador
en linea, bomba cuaternaria, inyector automatico, controlador de temperatura de la
columna y detector de arreglo de diodos, Waters

Cromatdgrafo de Liquidos de Alta Resolucion, Serie 1100, equipado con desgasificador
en linea, bomba cuaternaria, inyector automético, controlador de temperatura de columna
y detector UV de longitud de onda variable, Hewlett Packard

Espectrofotometro UV DU 7500, Beckman

Espectrometro de masas LCQ Fleet, equipado con fuente de ionizacion de electrospray y
analizador de trampa de iones, Thermo Scientific

Estufa, Shel Lab

Placa de Calentamiento y agitacion magnética, Thermo Scientific

Placa de Calentamiento y agitacion magnética, VWR

Potenciémetro SensION pH, Hach

Purificador de agua, Pure Lab UHQII, Elga, Veolia

Vortex Thermolyne Tipo 37600, Barnstead International
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5.4 Metodologia

54.1 Validacion de un Método de Cromatografia de Liquidos para la

Cuantificacion de los Analitos Modelo.

La validacién del método de cromatografia de liquidos se realiz6 utilizando las

condiciones desarrolladas previamente por nuestro grupo de trabajo y las cuales se

mencionan en la Tabla 5.

TABLA 5

Condiciones de Anélisis por HPLC.

Equipo Cromatdgrafo HP 1100
Columna Discovery HS F5 (2.1 x 150 mm, 3 pm; Supelco)
Fase Movil | Fase A: Solucion amortiguadora acido férmico-formiato de amonio (40
mM, pH 4)
Fase B: Metanol
Gradiente Flujo: 0.2 mL/min
T (min) % Metanol
15 5
5 85
5 5
15 5
Temperatura 45 °C
de columna
Volumen de 3uL
inyeccién
Longitud de 233 nm 270 nm
onda Metformina Cafeina Benzofenona-4
Metilparabeno Naproxeno
Propilparabeno Diclofenaco
Benzofenona-3
Diclofenaco
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Los parametros evaluados fueron linealidad, exactitud, precisiéon y los limites de
deteccion y de cuantificacion. Para la validacién del método se prepararon soluciones
concentradas de cada estdndar a 1000 ug/mL en metanol. Las soluciones de trabajo se
prepararon a partir de las soluciones concentradas, encontrandose las soluciones de trabajo
en los rangos de concentracién de 1 —25, 1 —30y 5 — 80 pg/mL todas disueltas en agua-

metanol (70:30).

Los compuestos evaluados en el rango de 1 — 25 pg/mL fueron la benzofenona—4 y el
metilparabeno; en el rango de 1 — 30 pg/mL se emplearon el naproxeno y diclofenaco, por
ultimo, los compuestos evaluados en el rango de 5 — 80 ug/mL fueron la metformina,

cafeina, propilparabeno y la benzofenona — 3.

5.4.1.1 Linealidad.

Se construy6 una curva de calibracién por estdndar externo, utilizando 5 niveles de
concentracion por triplicado. Se realiz6 un andlisis de regresion empleando las dreas
obtenidas de los cromatogramas y de esta manera obtener la ecuacion de la recta de la
curva de calibracién. Ademads, se calcularon los factores de respuesta (FR) empleando la
ecuacion 1 y se calculd el porcentaje de desviacion estandar relativa (%DER) de los
mismos utilizando la ecuacidn 2. Por ultimo, se evaluaron los coeficientes de correlacion

y determinacion.

37



Area de la sefial

Ecuacionl FR =

Concentracion del estandar

S

edia

* 100

Ecuacion2 % DER = —~

Donde s es la desviacion estandar.

5.4.1.2 Exactitud.

La exactitud se evalud a través de un analisis de correlacion entre la concentracion
calculada de los estandares de calibracién versus la concentracion real de los mismos. La
concentracion calculada se obtuvo a partir de la ecuacién de la recta de la curva de
calibracién. A partir del andlisis de correlacion se evaluaron los valores de la pendiente

de la recta, los coeficientes de correlacion y de determinacién (97).

5.4.1.3 Precision.

Para evaluar la precision se empled el porcentaje de desviacion estandar relativa (%
DER) de la respuesta de cada nivel de concentracién; la Ecuacién 2 fue empleada para
calcular el mismo. Como criterio de aceptacion, se tomaron valores < 15 % del % DER

de acuerdo con la guia de validacion de COFEPRIS (98).
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5.4.1.4 Limites de deteccion (LD) y cuantificacion (LC).

Los limites de deteccion y de cuantificacion del método se determinaron considerando

una relacién sefal/ruido de 3 y de 10 veces, respectivamente.

5.4.2 Desarrollo del proceso de fabricacion de una fibra de SPME empleando el

Set3-NTt>.

5.4.2.1 Tratamiento del Soporte.

Se utilizaron alambres de acero inoxidable de 0.012 pulgadas de didmetro y 36 cm de
largo como soporte para la elaboracién de las fibras de SPME, dichos alambres fueron

cortados en segmentos de 7 cm.

Los alambres de acero cortados se sometieron al tratamiento evaluado previamente por
nuestro grupo de trabajo. Para esto se utilizé una solucién de dcido clorhidrico 5 N, en la
cual se sumergieron 3 cm de los alambres durante 1 hora a 50 °C, posteriormente fueron
retirados de la solucién dcida para ser sumergidos en agua destilada y puestos en bafio de

ultrasonido durante 15 min.
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5.4.2.2 Evaluacion de la Solubilidad de la Mezcla de IL/Pegamento.

La solubilidad de la mezcla del Set3-NTf> con los distintos pegamentos utilizados se
realiz6 en viales transparentes de 1 mL. Los pegamentos utilizados se encuentran
enlistados en la Tabla 6. Para realizar dichas mezclas primeramente se pesaron 0.200 g de
pegamento en balanza semi-analitica para posteriormente afiadir 200 pL del Set3-NTt>,
una vez realizado todo lo anterior, las mezclas fueron agitadas en vortex durante 1 minuto,

posteriormente se observo la solubilidad entre los componentes de las mezclas.

TABLA 6

Pegamentos Evaluados.

Pegamentos
Silicén liquido (Pelikan)
Masilla hibrida monocomponente (Ceys)
Silicén (Sista)
Cemento amarillo (Oatey)
Resina sintética (UHU)
Goma (Stanfford)

Los pegamentos que resultaron ser solubles con el IL se evaluaron utilizando distintas
proporciones de IL; por lo que 100 y 300 uL de IL con 0.200 g de pegamento fueron

probados de la misma forma en que se menciond anteriormente.
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Previamente en nuestro laboratorio, se estudi6 la solubilidad de estos pegamentos en
diferentes disolventes, por lo que a los pegamentos que no fueron solubles con el IL se les

adicion6 200 pL del disolvente en los que el pegamento es soluble.

5.4.2.3 Recubrimiento del Alambre Tratado.

Para realizar el recubrimiento de los alambres desgastados, dichos alambres se
sumergieron 2.5 cm en la mezcla de IL / Pegamento, empleando los siguientes ciclos de
inmersion / tiempo: 1 inmersién / 1 minuto, 3 inmersiones / 1 minuto y 3 inmersiones / 30

segundos.

Los recubrimientos se realizaron con las mezclas que contenian 300 uL IL + 0.200 g
Pegamento, y 100 uL IL + 0.200 g Pegamento. Una vez recubiertas las fibras, se
sometieron a dos ciclos de secado; en el primer ciclo las fibras se secaron verticalmente a
temperatura ambiente durante 1 hora y posteriormente se colocaron en la estufa a 40 °C

durante media hora.
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5.4.2.4 Miscibilidad del IL con Diclorometano (DCM).

La evaluacién de la miscibilidad del IL con el DCM se realizé en insertos de 250 pL;
para esto se emplearon 180 uL de IL + 20 uL de DCM, posteriormente la mezcla del IL /
DCM se sometid a agitacion en vortex durante 1 minuto, para finalmente poder apreciar

la miscibilidad entre los componentes de la mezcla.

5.4.2.5 Recubrimiento del Alambre Tratado con la Mezcla de

IL/Pegamento/DCM.

Una vez establecida la miscibilidad entre el IL y el DCM, se realizaron mezclas de IL
/ Pegamento / DCM en las proporciones mostradas en la Tabla 8, dichas mezclas se
homogenizaron y se utilizaron para recubrir los alambres tratados. Los recubrimientos se

realizaron utilizando el ciclo de inmersioén/tiempo de 3 inmersiones / 30 segundos.
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TABLA 7

Mezclas Evaluadas con la Adicion de DCM.

Proporciones

Mezcla con adicion de DCM

100 uL de IL + 0.200 g de Pegamento

250 uL de IL + 250 uL de DCM + 0.500 g
de Pegamento

200 uL IL + 0.200 g Pegamento

300 uL de IL +300 uL de DCM + 0.300 g
de Pegamento

300 uL de IL + 0.200 g de Pegamento

450 uL de IL + 300 uL de DCM + 0.300 g
de Pegamento

5.4.2.6

Evaluacion del Proceso de Fabricacion.

5.4.2.6.1 Seleccion de la Longitud de Onda de Maxima Absorcion del Set3-NTf.

Para determinar la longitud de onda de méxima absorcién del Set3-NTf,, se prepard

una solucién al 12.5 % v/v del Set3-NTf, en metanol-agua (60:40); para realizar dichas

soluciones se emplearon viales de 2 mL a los que les fue adicionado 250 uL de IL para

posteriormente adicionar metanol: agua (60:40) hasta llevar a un volumen de 2 mL. A la

solucién del Set3-NTf> se le realiz6 un barrido en el espectrofotémetro Beckman,

registrandose las absorciones obtenidas para cada longitud de onda; la longitud de onda
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seleccionada fue aquella que presentd una mayor absorcion en el espectro de absorcion de

la solucién.

5.4.2.6.2 Evaluacion de la Resistencia del Recubrimiento.

Para llevar a cabo la evaluacion de la resistencia del recubrimiento se emplearon 4
fibras de las cuales dos fueron sometidas a 3 inmersiones durante 30 minutos a
temperatura ambiente, cada una de estas inmersiones fueron realizadas en soluciones
independientes del solvente estudiado, mientras que las otras 2 fibras fueron sometidas al
mismo nimero de extraccidn y durante el mismo tiempo, solo que en este caso todas las

inmersiones fueron realizadas en la misma solucion.

Dichas inmersiones se llevaron a cabo en insertos de 500 pL en los que se colocaron
400 puL de agua o mezcla de agua: metanol en las siguientes proporciones: (95:5), (90:10),
(85:15) y (80:20). Ademads, se realizaron inmersiones en soluciones buffer de pH 3 y pH
9. Las soluciones resultantes de cada experimento fueron inyectadas en el cromatdgrafo
de liquidos para observar si habia o no presencia de IL en ellas. En la Tabla 9 se muestra

el método cromatografico empleado para la determinacién del Set3-NTft>.
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Tabla 8

Método Cromatogréfico para la Determinacion de IL.

Equipo Cromatégrafo HP 1100
Columna Eclipse XDB5 C18
Fase M6vil | Fase A: Solucion amortiguadora acido férmico-formiato de amonio (40
mM, pH 4)
Fase B: Metanol
Gradiente Flujo: 0.2 mL/min
T (minutos) % Metanol
0 50
10 50
15 100
20 100
25 50
30 50
Temperatura 40 °C
de columna
Volumen de 30 uL
inyeccién
Longitud de 215nm
onda

5.4.3 Evaluacion del desempeiio de la fibra desarrollada.

5.4.3.1 Determinacion de la capacidad extractante de las fibras desarrollada.

Para llevar a cabo la extraccion con las fibras desarrolladas, se prepard una mezcla de
los estandares de los analitos modelo a 500 ug / mL de cada uno de ellos en metanol, a

partir de la cual se realiz6 la solucion de trabajo de 2 ug / mL en agua mili-Q. Para la
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extraccion se emplearon viales de 10 mL en los que se colocaron 8 mL de la solucion de
trabajo antes mencionada; el tiempo de extraccion fue de 30 minutos y se llevé acabo con

agitacion constante a 800 rpm.

Una vez hecha la extraccidn se procedio a realizar la desorcion, esta se llevd acabo en
insertos de 250 pL, empleando como solvente 250 uL de una mezcla agua: metanol
(80:20) durante un tiempo de 30 min, posteriormente las soluciones de desorcién se

llevaron a una proporciéon de metanol: agua (60:40).

Las soluciones resultantes de cada experimento se inyectaron por duplicado en el
cromatégrafo de liquidos y los pardmetros de seleccidon que se evaluaron fueron el nimero
de analitos extraidos, la respuesta y el % DER. Ademads, a partir de los datos obtenidos se
realizé una prueba ANOV A la cual nos permitié observar si existia diferencia significativa
entre las extracciones realizadas con las fibras blanco y las fibras desarrolladas con la

mezcla pegamento/IL.

5.4.3.2 Evaluacion de la eficiencia de la extraccion.

Para comprobar la eficiencia de la extraccion se emplearon 3 lotes de fibras compuestos
de 3 fibras cada uno de ellos. Los pardimetros que se determinaron para establecer la

eficiencia de la extraccion fueron el % DER y el Factor de enriquecimiento.
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El factor de enriquecimiento (FE) se calcul6 utilizando la Ecuacién 3, en donde Cpex
corresponde a la concentracion del analito obtenida posterior a la extraccion y Cop a la

concentracion inicial del analito.

Ecuacién 3 FE = % (26,99)
0
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CAPITULO 6

RESULTADOS

6.1 Validacion de un método de cromatografia de liquidos para la

cuantificacion de los analitos modelo.

El método cromatografico fue validado tomando en cuenta los criterios de aceptacion
mencionados en la guia de validacion de COFEPRIS “Criterios para la validacion de
métodos fisicoquimicos”(98) y en “Introduccion a la HPLC. Aplicacion y practica” (97).
En la Tabla 10 se resumen los resultados de la validacion para cada uno de los analitos

modelo.

Por otra parte, en la Figura 5 se logra apreciar el cromatograma correspondiente a la

mezcla de los contaminantes emergentes en el nivel mas alto de la curva de calibracion.
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TABLA 9

Resultados de la Validacién del Método de Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucidn para la Cuantificacion de los Analitos

Modelo.
Parametros
Compuestos . L . Limite.(’ie Limite de
Linealidad Precision Exactitud Deteccion Cuantificacion
(ug/mL) (ug/mL)
Metformina 2 =0.998 1.185—5.941 B oos 0.150 0.498
Cafeina 2=0.999 0.729 - 7.341 0 500 0.161 0.536
Benzofenona — 4 2 =0.991 1.922 — 4.937 m = 1.000 0.196 0.652
2 = 0.991
Metilparabeno 12 =0.995 0.175-6.512 rrr;: 8332 0.134 0.448
Propilparabeno 2 =0.998 0.671-7.717 -z é'ggg 0.137 0.457
Naproxeno 2 = 0.995 1.036 - 6.015 -z 8'332 0.250 0.833
Diclofenaco 2= 0.996 1.871 - 7.691 = 8'332 0.164 0.545
Benzofenona - 3 2=0.998 0.836 — 6.776 -z 8'333 0.439 1.462
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Figura 5. Cromatograma obtenido de la mezcla de mayor concentracion de los analitos

modelo en agua. Metformina, cafeina, propilparabeno y benzofenona—3 (80 pg/mL);

benzofenona — 4 y metilparabeno (25 pg/mL) y por dltimo el naproxeno y diclofenaco

(30 pug/mL). Las condiciones de andlisis son las descritas en la Tabla 5.

6.2 Desarrollo del proceso de fabricacion de una fibra de SPME
empleando el Set3-NTfz.

6.2.1 Evaluacion de la solubilidad de la mezcla de IL/Pegamento.

Los resultados obtenidos de la evaluacion de la solubilidad de los pegamentos con

el

Set3-NTf> se pueden observar en la Tabla 11; los pegamentos seleccionados fueron

aquellos que resultaron ser solubles con el IL.
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TABLA 10

Solubilidad de la mezcla IL/ Pegamento.

Pegamento Solubilidad
Silicén liquido (Pelikan) Soluble
Masilla hibrida monocomponente (Cey’s) Insoluble
Silicén (Sista) Insoluble
Cemento amarillo (Oatey) Insoluble*
Resina sintética (UHU) Soluble
Goma (Stafford) Insoluble

*Formacion de precipitado

Dentro de los pegamentos evaluados los pegamentos Sista y Datey fueron descartados
debido a que el pegamento Sista era insoluble con todos los disolventes probados por
nuestro grupo de trabajo, asi como con el Set3-NTf>; el pegamento Oatey fue descartado

debido a que precipitaba en presencia del IL.

A los pegamentos Cey’s y Stafford que resultaron insolubles con el Set3-NTf,, se les
adicionaron 200 pL de diferentes disolventes en los que habian resultado ser solubles, los

resultados de solubilidad al adicionar los disolventes a la mezcla del IL/pegamento se

muestran en la Tabla 12.
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TABLA 11

Solubilidad de la mezcla IL/ Pegamento/ Solvente.

Pegamento Disolvente Utilizado Solubilidad

Masilla hibrida
Acetona Insoluble
monocomponente (Ceys)

Acetona Insoluble
Diclorometano Insoluble
Goma (Stafford)
Tolueno Insoluble
Hexano Insoluble

Finalmente, tomando en cuenta los resultados de solubilidad de los pegamentos con el
Set3-NTf », asi como la adicién de disolvente, los pegamentos seleccionados para realizar
los recubrimientos de los alambres tratados fueron el silicén liquido Pelikan y la resina

sintética UHU.

6.2.2 Recubrimiento del alambre tratado con Set3-NTf>.

Los alambres tratados se recubrieron evaluando dos proporciones de IL en la mezcla,
las mezclas probadas fueron las siguientes: 300 pL IL + 0.200 g Pegamento y 100 uL. IL
+ 0.200 g Pegamento; para realizar dichos recubrimientos se emplearon los ciclos de
inmersion de 1 inmersién / 1 minuto, 3 inmersiones / 1 minuto y 3 inmersiones / 30
segundo. En la Figura 6 se pueden observar imagenes de las fibras recubiertas con la
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proporcién de 300 pL IL + 0.200 g Pegamento con los distintos ciclos de inmersion, en
las que se puede contemplar como para con los 3 ciclos de inmersién probados se
obtuvieron recubrimientos que presentaban gotas a lo largo de la fibra, sin embargo, en el
ciclo de inmersion de 3 inmersiones / 30 segundos se lograron apreciar recubrimientos

con gotas mds pequefias en comparacion con los otros dos ciclos de inmersion.

Ademads, en dicha figura se puede observar como todos los recubrimientos presentaron
pequeias gotas a lo largo de la fibra. Sin embargo, los recubrimientos realizados con el
ciclo de inmersion de 3 inmersiones / 30 segundos mostraron las gotas mds pequeiias en
la fibra, por lo que se seleccioné dicho ciclo de inmersién para ser utilizado en los

posteriores experimentos.
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Fibra Recubierta

Ciclo de inmersion

Pelikan

1 inmersion / 1 minuto

3 inmersiones / 1 minuto

3 inmersiones / 30 segundos

UHU

|
|
|
\ |
|

Figura 6. Recubrimientos de fibras con la mezcla de 300 uLL IL + 0.200 g Pegamento.
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En Figura 7 se muestran las imagenes correspondientes a los recubrimientos realizados

con la proporcion de 100 uL IL + 0.200 g Pegamento con el ciclo de inmersion de 3

inmersiones / 30 segundos, en los que se logra apreciar como los recubrimientos realizados

con el pegamento Pelikan muestran zonas con mayor recubrimiento a lo largo de la fibra;

por otra parte, en el caso de los recubrimientos realizados con el pegamento UHU se

pudieron observar pequefias gotas en el extremo inferior de la fibra.

Ciclo

Fibras recubiertas

Pelikan

UHU

3 inmersiones / 30
segundos ;

Figura 7. Recubrimientos de fibras con la mezcla de 100 uL IL + 0.200 g Pegamento.

Debido a los resultados obtenidos, se decidi6 adicionar diclorometano a la mezcla, ya

que dicho disolvente podia solubilizar a los pegamentos UHU y Pelikan. Previo a la

realizacion de las mezclas de IL / Pegamento / Diclorometano (DCM), se evalud la

miscibilidad entre el IL y el DCM. La prueba de miscibilidad descrita en el apartado

5.4.2.4 demostro la existencia de miscibilidad entre el Set3-NTt: y el diclorometano.
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6.2.3 Recubrimiento con la mezcla de IL / Pegamento / DCM.

Se evaluaron tres proporciones distintas de la mezcla de IL/ Pegamento/ DCM, dichas
proporciones fueron las siguientes: 250 uL de IL + 250 pL de DCM + 0.500 g de
Pegamento, 300 uL de IL +300 uL. de DCM + 0.300 g de Pegamento y 450 puL de IL +
300 uLL de DCM + 0.300 g de Pegamento. En la Figura 8 se presentan las imédgenes de los
recubrimientos de los alambres tratados con las distintas proporciones antes mencionadas

empleando el ciclo de inmersion de 3 inmersiones/ 30 segundos.

La proporcion de 250 pL de IL + 250 uL. de DCM + 0.500 g de Pegamento mostro
solamente recubrimiento uniforme en la mezcla con el UHU. Por otra parte, se trabajé con
las proporciones de 300 uL de IL +300 pL de DCM + 0.300 g de Pegamento y 450 uL de
IL + 300 uL de DCM + 0.300 g de Pegamento, las cuales mostraron recubrimientos

uniformes con las mezclas tanto de Pelikan como de UHU.
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Proporciones

450 uL de IL + 300 pL de DCM +

Ciclo 250 pL de IL + 250 uLL. de DCM + 300 uL de IL 4300 uLL de DCM +
0.500 g de Pegamento 0.300 g de Pegamento 0.300 g de Pegamento
Pelikan UHU Pelikan UHU Pelikan UHU
3 ‘ | ‘
inmersiones | |
/30 | | |
segundos | ‘ \ \
|

Figura 8. Recubrimientos realizados con las mezclas de IL / Pegamento / DCM.
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6.2.4 Evaluacion del proceso de fabricacion.

6.2.4.1 Seleccién de la longitud de onda de maxima absorcion del Set3-NTf,.

En la Figura 9 se muestra el espectro de absorcion del Set3-NTf,, a partir del cual se

seleccion6 como longitud de méxima absorcién la de 215 nm.

Espectro de absorcion del Set3-NTf,

0.8
/ 215 nm

0.7
0.6
0.5

0.4

Absorbancia

0.3

0.2

0.1

0
200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 480 500

Longitud de Onda (nm)

Figura 9. Espectro de absorcion del Set3-NTf> (Solucién al 12.5 % v/v del Set3-NTfz en

metanol-agua (60:40), Espectrofotometro UV DU 7500, Beckman).
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6.2.4.2 Evaluacion de la resistencia del recubrimiento por cromatografia de liquidos.

Previ6 a la inyeccion de las soluciones de inmersion en el cromatégrafo de liquidos, se
inyectd la solucion del Set3-NTf, en el cromatégrafo HP. En la Figura 10 se puede

observar el cromatograma obtenido para la solucién del Set3-NTf.

100 —_ U \'\) \

] ez
-100 —

-200

TR 1
-

-300 — '\._,\Ir\

T T T T T T I T T T T T T T T T T T T T
0 5 10 15 20 25

Figura 10. Cromatograma de la solucién de Set3-NTf>. Solucidn al 12.5 % v/v del Set3-
NTf> en metanol: agua (60: 40); las condiciones cromatograficas se encuentran en la

Tabla 9.

Posterior a la inyeccidn de la solucién del Set3-NTf,, se inyectaron las soluciones de

inmersion, en la Figura 11 se puede observar la comparacion entre los blancos de solucién
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(agua mili-Q, agua-metanol 70: 30) vs las soluciones de inmersion de una fibra recubierta

con la mezcla de IL / DCM / Pegamento.

AL |

Solucién de inmersién
Blanco Agua

_ Agua
Blanco Agua: Metanol < I Solucionde inmersicn
(70:30) Agua: Metanel (7e: 30)

]

Figura 11. Inmersiones en agua y agua-metanol (70:30). Las condiciones

cromatograficas se encuentran en la Tabla 9.

Por otra parte, en la Figura 12 se presenta el cromatograma correspondiente a la

solucién del Set3-NTf en buffer a pH 3.
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Figura 12. Cromatograma del Set3-NTf; en buffer de pH 3. Solucién al 12.5 % v/v del
Set3-NTfz en metanol: agua (60:40). Las condiciones cromatograficas se encuentran en

la Tabla 9.

Los cromatogramas correspondientes a las soluciones de inmersion realizadas en la
solucion amortiguadora de pH 3 asi como los blancos de solucion, se pueden observar en

la Figura 13.

mAU L
w{ | BlancopH 3 = ‘h Solucionde inmersion
| ]
- Buffer pH3
400 I
400+
| il
‘ 1 |
200 1
\ . EOC-J o
o |
o
-200 :
) 10 15 20 D -] 10 15 20

Figura 13. Inmersiones en solucién amortiguadora de pH 3. Las condiciones
cromatograficas se encuentran en la Tabla 9.
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En la Figura 14 se muestra el cromatograma correspondiente a la solucién del Set3-

NTf; en solucién amortiguadora de pH 9.

mAU

400 a\

200 —

200 - \

400

Figura 14. Cromatograma del Set3-NTf> en buffer de pH 9. Solucién al 12.5 % v/v del
Set3-NTf> en metanol- agua (60:40). Las condiciones cromatograficas se encuentran en

la Tabla 9.

En la Figura 15 se presentan los cromatogramas correspondientes a las inmersiones

realizadas en soluciones amortiguadoras de pH 9 asi como sus blancos de solucion.
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Figura 15. Inmersion en solucién amortiguadora de pH 9. Las condiciones

cromatograficas se encuentran en la Tabla 9.

Cabe mencionar, que las soluciones de inmersion mostradas en los cromatogramas

fueron aquellas en las que se realizaron 3 inmersiones en la misma solucion. Ademas,

cabe resaltar, que se obtuvieron los mismos resultados con las fibras recubiertas tanto por

la proporcién inferior como por la proporcion superior con ambos pegamentos evaluados.

6.2.4.3 Evaluacion de la resistencia del recubrimiento por Espectrometria de Masas.

Previ6 a realizar las inyecciones de las soluciones de inmersion en el espectrometro de

masas, se inyectd la solucion del Set3-NTf, para poder observar las sefiales debidas al

cation y al anién del IL. En la Figura 16, se pueden observar los espectros de masas

obtenidos para dicha solucién en modo positivo y negativo.
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Figura 16. Espectros de masas de la solucion de Set3-NTf>. Solucién al 12.5 % del Set3-NTf2 en metanol-agua (60:40).




En la Figura 17, se presentan los espectros de masas obtenidos para las soluciones de

inmersion en agua para con la mezcla con el pegamento UHU.

Medo positive Mede negative

T R
AT ER
[T P—

Figura 17. Espectros de masas de las soluciones de inmersion en agua para las mezclas
con el pegamento UHU.

En la Figura 18 se pueden observar los espectros de masas obtenidos para las

soluciones de inmersion en agua obtenidas a partir de las fibras recubiertas con la mezcla

que contenia al pegamento Pelikan.

Medo positive Modo negativo

Felata Aundmce

Figura 18. Espectros de masas de las soluciones de inmersidn en agua para las mezclas
con el pegamento Pelikan.
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6.3 Evaluacion del desempeiio de la fibra desarrollada

6.3.1 Determinacion de la capacidad extractante de las fibras desarrolladas.

Se evalud la capacidad extractante de las fibras desarrolladas con las dos distintas
proporciones antes seleccionadas, para lo cual se emple6 una mezcla de los analitos
modelo a 2 ug / mL en agua mili-Q. En la Figura 19 se muestra el cromatograma
correspondiente a la mezcla de 2 ug / mL inyectada directamente en el cromatdgrafo de

liquidos HP 1100.
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Figura 19. Cromatograma de la mezcla de los analitos modelo a 2 ug / mL. Las

Condiciones de Andlisis son las Descritas en la Tabla 5.
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Se realizaron extracciones blanco y extracciones a la mezcla de los analitos modelo
con las fibras recubiertas solamente con el pegamento UHU, asi como con la mezcla de
Set3-NTf, — DCM — UHU. Sin embargo, las extracciones realizadas con dichas fibras
presentaron desplazamiento en los tiempos de retencién al compararlos con la mezcla

estandar.

Por otra parte, se realizaron de igual manera extracciones blanco y extracciones a la
mezcla de los analitos modelo con las fibras recubiertas solamente con el pegamento
Pelikan, asi como con la mezcla de Set3-NTf, — DCM — Pelikan; a partir de dichas
extracciones se pudo observar que las fibras blanco (compuestas solamente por el
pegamento Pelikan) fueron capaces de extraer a los compuestos: metilparabeno,
propilparabeno, diclofenaco y la benzofenona-3. De igual manera, dichos compuestos
fueron extraidos por las fibras recubiertas con la mezcla de Set3-NTf, — DCM - Pelikan,
sin embargo, las sefales de los compuestos extraidos con dichas fibras presentaron una
mayor intensidad en las sefiales en comparacion a las extracciones realizadas con las fibras

blanco.

A partir de los resultados obtenidos con las fibras recubiertas con el pegamento Pelikan
se realizé un gréifico de barras en el que se comparan las extracciones realizadas con las
fibras blanco vs las fibras de las proporciones inferior (300 uL Set3-NTf2, 300 uL. DCM
y 0.3 g Pelikan) y superior (450 uL Set3-NTfz, 300 uL DCM y 0.3 g Pelikan), dicho

grafico se encuentra en la Figura 20.
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Figura 20. Comparacién de las Extracciones Realizadas con las Fibras Blanco vs las
Proporciones Evaluadas de la Mezcla de Set3-NTf, — DCM — Pelikan.

Una vez obtenidos los resultados de la comparacion entre las fibras blanco, las fibras
recubiertas con la proporcion inferior y las fibras recubiertas con la proporcién superior,
se realiz6 un andlisis estadistico de ANOVA y los resultados fueron graficados
comparando las extracciones realizadas tanto con las fibras de proporcién inferior como
las de proporcion superior. En la Figura 21 se muestran los gréificos de barras
correspondientes a las comparaciones de las dos proporciones evaluadas, asi como las dos

extracciones realizadas con dichas fibras.
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Figura 21. Comparacidn entre las extracciones realizadas con las proporciones
evaluadas.

Teniendo en cuenta estos resultados, la fibra compuesta por el recubrimiento de 300
uL Set3-NTf, 300 uL DCM y 0.3 g Pelikan fue seleccionada para los posteriores

experimentos.

Una vez seleccionada la fibra, se realizaron extracciones sin llevar las soluciones de
desorcion hasta la proporcion de metanol: agua (60:40); ya que con anterioridad fue
inyectada una mezcla de 2 ug / mL de los analitos modelo la cual contenia ademas 10 uLL
de Set3-NTf>, esto para observar si la presencia del IL ocasionaba alguna modificacion en
las sefiales cromatograficas, por efecto de matriz. Sin embargo, no se observaron

desplazamientos en los tr de los compuestos, deformacion en las sefiales o en la linea base.

De igual forma se realizaron extracciones individuales de los compuestos que

conforman la mezcla. A partir de dichas extracciones se pudo comprobar que la
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metformina, cafeina y la benzofenona-4 no eran extraidos por las fibras de pegamento
Pelikan y las fibras con el Set3-NTf>, por lo que en los siguientes experimentos solamente
fueron empleados los compuestos que si habian mostrado afinidad por el recubrimiento
de las fibras desarrolladas. Ademas, se logré observar que existia competencia entre los
compuestos por la fase extractante de la fibra; ya que los compuestos propilparabeno y
benzofenona-3 presentaban respuestas similares al realizarse las extracciones

individuales.

6.3.2 Evaluacion de la eficiencia de la extraccion.

La comprobacion de la eficiencia de la extraccion se demostrd utilizando 3 lotes
conformados por 3 fibras cada lote. En la Tabla 13 se muestran los resultados obtenidos

con los lotes recubiertos solamente por el pegamento Pelikan.

En la Tabla 14 se pueden observar los resultados obtenidos con los lotes de las fibras

recubiertas por la mezcla de 300 uL de Set3-NTtz, 300 uL de DCM y 0.3 g Pelikan.
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Tabla 12

Eficiencia de la extraccion con las fibras blanco.

é Fibras recubiertas con Pelikan

'®

= % DER % DER % DER % DER entre
E Lote 1 entre fibras Lote 2 entre fibras Lote 3 entre fibras lotes

§ Fibra 1 Fibra 2 Fibra 3 Fibra 1 Fibra 2 Fibra 3 Fibra 1 Fibra 2 Fibra 3

] Ext 1| Ext2 Ext 1| Ext2 Ext1|Ext2] Ext1 | Ext2
é. Ext1 | Ext2 | Extl |Ext2|Extl |Ext2 Ext1|Ext2 | Ext1|Ext2|Extl|Ext2 Ext1|Ext2 | Ext1]|Ext2 | Ext1 | Ext2

3 Respuesta (Area)

Mpb [ 3.39 | 3.12 | 3.03 | 3.37 | 2.9 [ 292|817 | 7.19 [ 2.66 | 3.6 | 271 | 3.17 | 2.74 | 3.49 | 1.49 | 6.53 | 2.87 | 2.77 | 3.63 | 3.13 | 2.66 | 2.32 [16.71 [ 14.81| 11.61 | 1539

Ppb | 7.94 [10.02]| 7.68 | 9.87 | 7.16 | 9.7 | 523 | 1.62 | 7.59 [10.53 | 8.03 | 1044 | 7.6 |11.65[ 3.25 | 6.2 |10.12]11.07[10.32[10.38 | 8.27 | 1034 | 11.81 | 3.87 | 13.65| 4.86

Nap | 421 [ 4.19 [ 332 | 39 | 3.65 [ 3.69 [12.07] 639 | 33 | 3.89 | 4.05 [ 3.98 | 3.53 | 3.65 [10.59 | 4.44 | 3.62 | 4.16 | 3.8 [ 3.46 | 2.85 | 2.41 | 14.74|26.35 | 11.45 | 17.52

Dic | 276 | 3.74 | 1.64 | 3.6 | 1.51 | 3.72 | 34.89| 2.05 [ 1.93 | 441 | 1.88 | 3.65 | 1.85 | 4.44 | 2.14 | 10.74| 3.79 | 573 | 3.51 | 4.04 | 2.21 [ 3.04 | 26.6 |31.84| 3528 | 21.5

Bf-3 | 16.05]22.96 [ 18.42 25.75| 16.48 | 31.43 | 7.43 [16.1617.99|27.99|19.03 [ 27.02 | 18.78 | 28.86 | 2.92 | 3.29 [23.39| 30.7 | 20.86 | 28.3 [15.18|26.74|21.22| 6.98 | 13.7 | 5.06
Ext.: Extraccion Mpb: metilparabeno Ppb: propilparabeno Nap: naproxeno Dic: diclofenaco Bf-3: benzofenona-3
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Tabla 13

Eficiencia de la extraccion con las fibras de IL.

Fibras recubiertas con Set3-NTf2

w

S

= % DER

=

= Lote 1 % DER Lote 2 entre Lote 3 % DER % DER
% entre fibras fibras entre fibras | entre lotes
‘% Fibra 1 Fibra 2 Fibra 3 Fibra 1 Fibra 2 Fibra 3 Ext Fibra 1 Fibra 2 Fibra 3

a Ext Ext 1| Ext2 Ext 1 ; Ext1 | Ext2 | Ext1| Ext2
g Ext1|Ext2|Extl | Ext2 1 Ext 2 Ext1|Ext2|Extl |Ext2|Ext1|Ext2 Extl |Ext2 |Ext1|Ext2|Ext1|Ext2

5

© Respuesta (Area)
Mpb| 197 | 195 | 258 [ 242 | 2 1.93 |15.75[13.21| 2.68 | 2.17 | 236 | 2.6 | 3.23 | 2.54 |15.96|9.56| 2.79 | 2.62 | 2.63 | 2.95 | 2.81 | 237 | 3.6 [10.99]15.65] 13.91
Ppb | 3.56 | 4.18 | 555 | 6.24 |4.67| 5.65 |21.71| 19.8 | 7.09 | 6.17 | 7.45 | 6.57 | 829 | 6.6 | 8.09 |3.72]| 861 | 6.83 | 7.82 | 6.76 | 7.67 | 6.55 | 6.29 | 2.17 |25.87| 13.44
Nap | 6.25 | 6.17 | 6.53 | 6.41 [6.15] 591 | 3.12 | 406 | 6.98 | 597 | 6.85 | 6.78 | 7.78 | 6.71 | 6.99 |6.92| 7.32 | 698 | 7.57 | 6.87 | 7.38 | 6.84 | 1.76 | 1.07 | 8.33 6.3
Dic | 434 1 359 | 631 | 491 | 56 | 45 [1842]1559| 885 | 527 | 9.77 | 5.89 |10.39| 6.3 | 8.01 |891| 896 | 5.65 | 9.66 | 597 [ 9.63 | 6.49 | 4.2 | 7.02 [26.56| 17.29
Bf-3119.02120.94125.9926.52(22.4|24.34|15.51]11.75]30.61 | 23.48 [ 30.04 | 27.16 | 31.78 | 25.89 | 2.88 | 7.33|27.34126.39 | 33.37 | 27.22 | 32.57]29.38 | 10.53 | 5.58 | 17.39| 9.59

Ext.: Extraccién Mpb: metilparabeno Ppb: propilparabeno Nap: naproxeno Dic: diclofenaco Bf-3: benzofenona-3
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CAPITULO7

DISCUSION

7.1 Validacion de un método de cromatografia de liquidos para la

cuantificacion de los analitos modelo

Los pardmetros evaluados durante la validacion del método fueron la linealidad,
precision, exactitud y los limites de deteccion y cuantificacion. Para ello, se prepararon
por triplicado las mezclas de los EC’s a 5 niveles de concentracién. Ademds, se emplearon
tres intervalos de concentracidn; para garantizar una resolucion > 1 entre picos
consecutivos, lo cual es ideal para una buena cuantificacién (100); dichos intervalos de
concentracion fueron de 1 a 25 pg/mL para la benzofenona — 4 y el metilparabeno, de 1 a

30 ug/mL para el naproxeno y el diclofenaco y por ultimo de 5 a 80 ug/mL para la

metformina, cafeina, propilparabeno y la benzofenona — 3.
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Las ecuaciones de las rectas se obtuvieron empleando un andlisis de regresion con el
método de los minimos cuadrados, resultando ser lineales con coeficientes de
determinacién (r?) > 0.99 para todos los analitos, como se muestra en la Tabla 9 (98). La
precision se evalué como % DER de la respuesta de cada nivel de concentracién de los
estdndares de la curva, los valores obtenidos para los analitos modelo se encontraron
dentro del rango de 0.175 —7.717 %, considerando que el criterio de aceptacion es < 15%,
se concluy6 que el método es preciso (98). La exactitud se establecié mediante el andlisis
de la correlacion entre la concentracion calculada y la concentracion real de los estdndares
de calibracién; se obtuvieron valores de r> > 0.99 y m = 1 para todos los analitos, por lo

que se pudo concluir que el método es exacto (101).

Por dltimo, los limites de deteccién (LD) y de cuantificacion (LC) se calcularon
considerando una relacién sefial/ruido de 3 y 10, respectivamente; los valores obtenidos
estuvieron en un intervalo de 0.134 — 0.439 ug/mL para el LD y de 0.448 — 1.462 pg/mL
para el LC. Se han desarrollado distintos métodos para la cuantificacion de EC’s,
especialmente del grupo de los PPCP’s, en dichos métodos fueron utilizados detectores
de tipo arreglo de diodos y con los cuales se obtuvieron limites de deteccion entre 0.005
—0.20 ug / mL y para el limite de cuantificacién entre 0.02 — 0.30 pg / mL (102—-104);
dichos limites de deteccidn y de cuantificacion se encuentran por debajo de los obtenidos
en este trabajo, sin embargo, esto pudo deberse a que en los métodos antes mencionados
fueron utilizados intervalos de concentracién mas bajos a los empleados por nosotros,

ademds de emplearse volimenes mayores de inyeccion.
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7.2 Desarrollo del proceso de fabricacion de una fibra de SPME

empleando el Set3-NTf>.

7.2.1 Recubrimiento del alambre tratado con Set3-NTf>.

La solubilidad entre el Set3-NTf> y los pegamentos fue evaluada para seleccionar
aquellos pegamentos que fueran solubles en presencia del IL, para ello se pesaron 0.2 g
de distintos pegamentos en viales de 1 mL a los cuales posteriormente se les adicioné 200
uL del Set3-NTf>, una vez adicionado el IL la mezcla se agito en vortex por 1 min y se
observo si hubo o no solubilidad entre los componentes de la mezcla. En la Tabla 11 se

muestran los resultados obtenidos de dicha evaluacion.

Adicionalmente a la evaluacién de la solubilidad entre el Set3-NTf; y los pegamentos,
se les adiciond disolvente a las mezclas de IL / Pegamento que contenian a los pegamentos
Cey’s o Stafford, ya que dichos pegamentos no fueron solubles en presencia del IL,
solamente estos pegamentos fueron probados con la adicién de disolventes, debido a que
los demds presentaban precipitacion al estar en presencia del IL o bien no eran solubles
con los disolventes empleados previamente por nuestro grupo de trabajo, los resultados
de la evaluacion de solubilidad con la adicién de disolvente se encuentran en la Tabla 12,
en la cual se logra observar que atin adicionando disolvente a la mezcla de IL /Pegamento,

estos no son solubles entre si.
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A partir de dichos resultados obtenidos, se decidid seleccionar a la resina sintética
(UHU) y al silicén liquido (Pelikan) para formar parte de la mezcla a utilizar para realizar

los recubrimientos, ya que dichos pegamentos fueron solubles con el IL.

En las Figuras 6 y 7 se muestran los recubrimientos realizados con las proporciones de
300 uL Set3-NTf> con 0.200 g Pegamento y de 100 pL Set3-NTf, con 0.200 g Pegamento;
dichos recubrimientos no fueron visualmente homogéneos con ninguno de los ciclos de
inmersiéon probados. Debido a esto se decidié adicionar un disolvente organico a la
mezcla, esto para disminuir la viscosidad de la misma y mejorar de esta manera la
uniformidad de los recubrimientos; Zhu y col. demostraron que al adicionar diclorometano
(DCM) al IL se observa una disminucién de la viscosidad del IL (105). Ademas, existen
algunos reportes en los que fue utilizada una mezcla de IL / DCM para realizar los
recubrimientos de fibras de SPME en los soportes de silice (106) y de acero inoxidable
(26). Debido a lo ya reportado, se decidié evaluar la miscibilidad entre el Set3-NTf, y el
DCM, resultando ser miscibles entre si por lo que dicho disolvente fue seleccionado, ya

que podia solubilizar a los pegamentos seleccionados y era miscible con el IL.

Una vez seleccionado el disolvente a utilizar se procedi a realizar las mezclas de Set3-
NTf2 - DCM — Pegamento y emplearlas para recubrir los soportes tratados. En la Figura
8 se muestran los resultados obtenidos con las distintas proporciones evaluadas de la
mezcla de Set3-NTf, - DCM - Pegamento; en dicha figura se puede observar como las
proporciones que contenfan tanto 300 pL, como 450 pL del Set3-NTf> presentaron
recubrimientos visualmente uniformes con ambos pegamentos (Pelikan y UHU), por lo

que ambas proporciones fueron seleccionadas para realizar los recubrimientos posteriores.

76



7.3 Evaluacion del proceso de fabricacion.

7.3.1 Seleccion de la longitud de onda de maxima absorcion del Set3-NTf>.

La seleccion de la longitud de onda de maxima absorcion del Set3-NTf> fue requerida
ya que un método de andlisis de las soluciones de inmersion fue por cromatografia con
deteccion UV y al no encontrarse la longitud de onda de lectura del IL fue necesario
obtener el espectro de absorcidon del Set3-NTf,. Para llevar a cabo la seleccion de la
longitud de onda de méxima absorcién del Set3-NTf>, se prepard una solucién de dicho
IL al 12.5 % v/v en metanol-agua (60:40); dicha solucién fue leida en el espectrofotémetro
Beckman y se obtuvo el espectro de absorcién mostrado en la Figura 9, como se observa
en dicha figura la longitud de onda de 215 nm fue seleccionada como la longitud de onda

de maxima absorcion.

Una vez seleccionada la longitud de onda para el andlisis del Set3-NTf,, se procedi6 a

inyectar en el cromatégrafo de liquidos HP 1100 las soluciones de las inmersiones con las

que se comprobaria la presencia o ausencia del IL en dichas soluciones.
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7.3.2 Evaluacion de la resistencia del recubrimiento por cromatografia de liquidos.

La evaluacién de la resistencia del recubrimiento se llevé a cabo para comprobar que
las fibras generadas pudieran ser utilizadas por inmersion directa en matrices acuosas y

que ademds pudieran soportar mezclas de disolvente y agua.

Debido a que el propdsito de este trabajo era generar una fibra capaz de extraer EC’s
directamente de matrices acuosas, se selecciono al Set3-NTf, el cual contiene un anién
altamente hidrofobico (NTf2") lo que permitia pensar que era posible la utilizacion de
dicha fibra en SPME-ID, en comparacion con los recubrimientos comerciales los cuales
presentan dentro de sus desventajas, el deterioro del recubrimiento al ser expuesto a

matrices acuosas por inmersion directa (29,30).

Para llevar a cabo dicha evaluacién, primeramente, se inyectd en el cromatégrafo de
liquidos la solucién del IL antes mencionada, obteniendo el cromatograma presentado en
la Figura 10. Posterior a la inyeccion de la solucion del Set3-NTf, se analizaron las
soluciones de inmersion en agua, en mezclas de agua: metanol y en soluciones

amortiguadoras de pH 3 y 9.

En las figuras 11, 13 y 15, se pueden observar los cromatogramas correspondientes a
las inmersiones realizadas 3 veces en la misma solucidn, en las que no se logré apreciar
la presencia del Set3-NTf, y lo cual concuerda con Cui y Co. (26), ellos no reportan la

presencia de IL en las soluciones inyectadas en el HPLC después de la desorcion en
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metanol, sin embargo, si reportan que al aumentar la temperatura arriba de 40 °C la
miscibilidad del IL con el agua aumenta, por lo que fue posible la deteccion del IL en las
soluciones bajo dichas condiciones; en nuestro caso al realizar las inmersiones a
temperatura ambiente se puede asegurar que el IL no sea miscible con el agua, no obstante,
esto no es indicativo de la ausencia del IL en las soluciones de inmersién, ya que la
cantidad de Set3-NTf, que posee el recubrimiento es poca y aunado a esto, menor seria la
cantidad de dicho IL en las soluciones de inmersion, por lo que tomando en cuenta lo

anterior, se decidi6 inyectar dichas soluciones en el espectrometro de masas.

7.3.3 Evaluacion de la resistencia del recubrimiento por espectrometria de masas.

Como se menciond anteriormente se inyectaron las soluciones de inmersion en el
espectrometro de masas para observar si existia perdida del recubrimiento (IL) al
realizarse las inmersiones en. Para ello, primeramente, se inyect6 la solucion del Set3-
NTf> por infusion directa en el Espectrometro de masas LCQ Fleet de Thermo Scientific.
En la Figura 16 se muestran los espectros de masas de la solucion del IL en modo positivo
y negativo; en dichos espectros se observan los iones de m/z 119 y 280 correspondientes

al catidn trietilsulfonio y al anién bis(trifluorometilsulfonil)imida, respectivamente.

Una vez inyectada la solucién del Set3-NTf en el espectrometro de masas, se procedid
a realizar las inyecciones por infusion directa de las soluciones de inmersién en agua de
las fibras, en las Figuras 17 y 18 se presentan los espectros de masas de dichas

inmersiones; en dichos espectros se puede observar que tanto las fibras recubiertas por las
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mezclas que contenian al pegamento UHU como al pegamento Pelikan muestran las
sefales correspondientes a los iones de m/z 119 y 280, indicando la presencia del Set3-
NTf2, ocasionada por un desprendimiento del mismo al realizar las inmersiones en agua,
lo cual puede llegar a afectar la reproducibilidad de los resultados después de cierto
nimero de extracciones / desorciones, por lo cual la fibra fue probada posteriormente en
dos ciclos de extraccidén/desorcidon para observar la reproducibilidad en al menos dos

extracciones.

7.4 Evaluacion del desempeiio de la fibra desarrollada

7.4.1 Determinacion de la capacidad extractante de las fibras desarrolladas.

Para demostrar la capacidad extractante, se realizaron extracciones a una mezcla de 2
ug / mL con las fibras que contenian tanto al pegamento UHU como las que contenian al
pegamento Pelikan. Las fibras probadas se encontraban recubiertas por la proporcién
inferior (300 uL Set3-NTf>, 300 uL DCM y 0.3 g Pegamento) y por la proporcién superior

(450 uLL Set3-NTf,, 300 uL DCM y 0.3 g Pegamento).

A partir de los resultados obtenidos de las extracciones realizadas con las fibras en las
que se empled el UHU como adhesivo, se observo un desplazamiento en los tr de las

sefales de los compuestos extraidos, esto pudo deberse a que existe alguna interaccién
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entre los compuestos extraidos y la resina sintética UHU, sin embargo, la causa del
desplazamiento no pudo ser identificada. Debido al desplazamiento presente en los
tiempos de retencién no se pudo identificar a los compuestos extraidos por lo que se

decidi6 descartar a las fibras en las que fue empleada la resina sintética UHU.

Por otra parte, en las extracciones realizadas tanto con las fibras recubiertas solamente
por el pegamento Pelikan como por la mezcla de Set3-NTf,, DCM vy Pelikan, se logr
observar la extraccion de 4 compuestos de la mezcla original, dichos compuestos fueron:
el Metilparabeno, Propilparabeno, Diclofenaco y Benzofenona — 3, los cuales representan
los compuestos mds hidrofébicos de la mezcla. La extraccion de dichos compuestos por
la fibra recubierta solamente con el silicon liquido (Pelikan) concuerda con lo ya
reportado, ya que han sido empleados los recubrimientos a base de pegamentos de tipo

silicon para la extraccién de compuestos hidrofébicos (107,108).

En la Figura 20 se puede observar la comparacion de las extracciones realizadas con
las fibras recubiertas con el pegamento Pelikan vs las fibras recubiertas con la mezcla de
Set3-NTf,, DCM vy Pelikan, en la cual se logra apreciar un aumento en las respuestas de
los compuestos extraidos por las fibras recubiertas con la mezcla que contiene al IL en
comparacion con las fibras blanco; el analisis estadistico de ANOVA mostré que para los
4 compuestos extraidos existid diferencia significativa con las fibras de proporcion
inferior (300 uL Set3-NTf2, 300 uL DCM y 0.3 g Pelikan) con respecto a las fibras blanco
(Pelikan). Por otra parte, las fibras de la proporcién superior (450 uL. Set3-NTfz, 300 uLL
DCM y 0.3 g Pegamento) solamente mostraron diferencia significativa en la extraccion

del Diclofenaco y la Benzofenona -3 con respecto a las fibras blanco.
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Por ultimo, en la Figura 21 se muestran las comparaciones entre las extracciones
realizadas con las distintas proporciones utilizadas, ademds, de la equiparacion de las dos
extracciones realizadas con cada una de las proporciones. A partir de la prueba de
ANOVA, se pudo concluir que no existia diferencia significativa entre las proporciones
evaluadas, asi como entre las dos extracciones realizadas con dichas fibras. Debido a que
la fibra recubierta con 300 uL Set3-NTfz, 300 uL DCM y 0.3 g Pelikan presento mejores
recuperaciones de los analitos extraidos y a que requiere una menor cantidad de IL, dicha

fibra fue seleccionada como la mejor en la extraccion de los EC’s modelo.

A partir de las extracciones individuales se pudo observar que el Naproxeno era
extraido por la fibra desarrollada, sin embargo, en la extraccion de la mezcla la sefial
observada era muy pequeiia, esto posiblemente debido a la competencia que se presenta
entre los componentes de la mezcla de acuerdo con la afinidad que presentan cada uno de
ellos por el recubrimiento desarrollado; lo anterior concuerda con lo reportado por Vila y
col. (75), ya que dichos autores evaluaron la extraccion de 14 filtros UV en agua para lo
cual emplearon 3 distintas fibras (PA, PDMS/DVB y DVB/CAR/PDMS) de las cuales 2
fueron las que mejores resultados arrojaron (PA y PDMS/DVB), al comparar las
extracciones con dichas fibras se pudo observar como la eficacia de la extraccién de
algunos filtros UV era muy baja a comparacion de los compuestos que presentaban mayor
afinidad por el recubrimiento empleado, debido a que la SPME se basa en la exposicion
del recubrimiento de la fibra en la muestra para la extraccion de los analitos con fuerte
afinidad, esto debido a que los compuestos con baja afinidad pueden ser desplazados por

los de alta afinidad y dar como resultado una cuantificacion errénea (2).
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Para comprobar la extraccion del Naproxeno se inyect6 en el cromatégrafo Waters un
estindar de dicho compuesto asi como la solucién correspondiente a la extraccion
individual y a la extraccién de la mezcla, en dicho equipo se pudo observar el espectro de
absorcion del estandar de Naproxeno (2 ug / mL) el cual era similar al espectro mostrado
por la sefial correspondiente al compuesto en la solucion de extraccion, corroborando de

esta manera la extraccién del Naproxeno compuesto por las fibras desarrolladas.

Por lo que de manera general la fibra desarrollada fue capaz de extraer a 5 de los 8
compuestos que conformaban la mezcla de los contaminantes emergentes. Los
compuestos extraidos fueron: el Metilparabeno, Propilparabeno, Naproxeno, Diclofenaco

y la Benzofenona -3.

7.4.2 Evaluacion de la eficiencia de la extraccion.

Para evaluar la eficiencia de la extraccién se emplearon 3 lotes de fibras conformados
por 3 fibras cada uno. En las Tablas 17 y 18 se pueden observar los resultados de las
extracciones realizadas con los lotes de las fibras blanco y los lotes de las fibras con Set3-
NTf>, respectivamente. En dichas tablas se puede observar como la eficiencia de la
extraccion aumenta al estar presente el Set3-NTf> en el recubrimiento, sin embargo, el
caso mas notorio es el de la Benzofenona-3. No obstante, las respuestas obtenidas
estuvieron por debajo de la respuesta del estindar de menor concentracién de nuestras

curvas de calibracidn, por lo que no fue posible cuantificar los compuestos extraidos.
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Por otra parte, los lotes correspondientes a las fibras blanco presentaron un rango de %
DER entre lotes de 11.45 —35.28 % en la primera extraccion y un rango de 4.86 —21.5 %
para la segunda extraccion. En el caso de los lotes de las fibras recubiertas por la mezcla
con el Set3-NTf, se obtuvo un rango del % DER entre lotes de 8.33 — 26.56 % para la
primera extraccion y un rango de 6.3 — 17.29 % para la segunda extraccioén. Cui y col.
(26), y Liu y col. (44), emplearon fibras de acero inoxidable y de silice recubiertas por
IL’s, respectivamente; dichos autores reportan % DER < 11.2 % una vez optimizado el
método de extraccidon para muestras adicionadas y de soluciones estindar. De manera que
los % DER obtenidos nos indican una baja reproducibilidad entre las fibras, sin embargo,
los valores obtenidos de desviacion estdndar relativa cumplen con el criterio de aceptacion
dictado por la EPA, de que sean < 30 % para extracciones por SPE (109). Cabe resaltar
que los compuestos que presentaron el % DER mdés alto fueron el Metilparabeno,
Propilparabeno y Diclofenaco, los cuales presentaban una sefial baja, dificultdndose su
integracion. Debido a esto seria conveniente realizar la optimizacion del proceso de
extraccion-desorcion para mejorar la extraccion de los compuestos que son afines a la

fibra desarrollada y poder realizar la cuantificacion para de esta forma calcular el FE.
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CAPITULO 8

CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

8.1 Conclusiones

1. Se desarrollaron 4 fibras a base de la mezcla de los pegamentos Pelikan/UHU y
Set3-NTf>, siendo la mezcla de 300 uLL Set3-NTfz, 300 uL DCM y 0.300 g Pelikan
la que mostré una mejor recuperacion en la extracciéon de los contaminantes

emergentes.

2. Las fibras con recubrimiento a base de Set3-NTf> / Pelikan exhibieron una mayor
afinidad hacia algunos de los componentes mds hidréfobos de la mezcla tales

como: Metilparabeno, Propilparabeno, Naproxeno, Diclofenaco y Benzofenona-3.
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Ademais, se demostré que las fibras que contenian al Set3-NTf; en el recubrimiento
tenfan una mayor eficiencia en la extracciéon en comparacion con las fibras que
solo estaban recubiertas con el pegamento. Sin embargo, no se logré la

cuantificacion de los compuestos extraidos con el método validado.

8.2 Perspectivas

Determinar el nimero total de extracciones que pueden ser llevas a cabo con la

fibra desarrollada, sin que esta muestre disminucidn en su capacidad extractante.

Optimizar el método de SPME-ID empleando la fibra desarrollada.

Aplicar el método de SPME-ID en muestras reales de agua.
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