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REST]MEN

Existe una creciente preocupación por los llamados contaminantes emergentss

(CE), dentro de los que se encuenfan antibióticos de uso veterinario o humano;

productos de cuidado personal, etc, que se han detectado en diferentes compafimientos

ambientales, sin conocer los riesgos para la salud y el medio ambiente. Dento de los

posibles productos presentes en RILES de la industria farmacéutica veterinaria, se

encuenÍan los antibióticos sinteticos ácido oxolínico (OXO) y flumequina (FLII),

pertenecieotes al grupo de las quinolonas, que en Chile son utilizados principalmente por

la indusfia salmonera.

A frn de contibuir a la cuntificación de las conoentraciones de estos antibióticos

en solución, en este seminario se propuso estudiar las condiciones necesarias para

desarrollar un método "screening" que sea sensible, rápido y aplicable al a¡uálisis de

aguas residuales.

Para ello 1os antibióticos se extrajeron de las soluciones por sorción en un disco
I

de teflón giratorio (15 mm de diámetro), con una membrana de nylon unida a una de sus

caras. Las condiciones de extracción óptimas fueron en medio mixto MeOIffICI como

solvente, 30 min de extracción, velocidad de rotación de 1500 rpm y adición de 15 pL

de HCl. Para el análisis se utilizó métodos espectrofluorimétricos, donde las variables

espectrales seleccionadas fueron; "slit" de excit¿ción-emisión de 2,5 y 10 nÍL

respectivamente y longitud de onda de excitaciór a2'10,0 nm.

Luego de la optimización del método, se obtuvo extractos con FLU y OXO en

MeOH a pH 2 a pafiir de muestras de agua destilada y potable utilüando una membrana



de nylon. La membrana de nylon que contiene el analito fue medida directamente por

espectrofluorimetría, variando 1as longitudes de o¡da de excitación elf;e 240 - 310 nm

cada 2 nm, y las longitudes de onda de emisión entre 28'7 - 440 nm cada 2 nm. Esto

permitió obtetrer las matrices de fluorescencia de excitación-emisión (FEEM), las que

fueron procesadas por analisis factorial paralelo (PARAFAC), sin la necesidad de una

etapa de desorción.

Dedo que los espectros de fluorescencia de FLU y OXO üelen una misma

forma, no fue posible su determinación ni cuantificación, por 1o que se compara.ron con

otras dos quinolonas (enrofloxacina (ENRO) y ciprofloxacina (CIP)), obteniéndose

resultados similares.

Estos resultados preliminares podrían dar las bases para el desarrollo de un

método de "Screening" que permita identificar el contenido global de estas quinoloflas

en una muestra de agua, pudiendo realizarse incluso en presencia de otros productos

farmacéuticos utilizados en la acuicultura como oxitetraciclina (OTC).
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ABSTRACT

There is increasing concem about of emerging pollutants called EP, including

antibiotics for veterinary use or human, as personal care products, that have been

detected in different environmental comparfnents, without knowing the risks to health

and tlre environment. Within the possible products released into RILES of the veterinary

pharmaceutical industry in it is possible to find oxolinic acid (OXO) and flumequine

(FL[I), belonging to the group of quinolones. In Chile they are used principally for the

salmon industry.

The antibiotics are extracting of the soluüon for sorption in a small rotating

Teflon disc (diameter 15 mm) with a nylon membrane attached to of,e of its faces. The

optimal extraction conditions was in mixed media MeOH / HCl as solvent, 30 min of

exüaction, rotation speed 1500 rpm and addition of 15 pL of HCl. For the analysis was

used espectrofluorometric methods, when the selected spectral variables were; "S1it" of

excitation-emission 2.5 and l0 nm, respectively, and a excitation wavelength of 270.0

nm-

After the method optimization were obtained extacts containing FLU and OXO

in MeOH at pH 2 from samples of distilled and drinking water using a nylon membrane.

The nylon membrane containing the analyte was directly measured by

speciofluorimety varying the excitation wavelength between 240-310 rm each 2 ttm,

and the emission wavelengtl betwe et 287 -440 nm each 2 nm, being obtained the matrix

of fluorescence eicitation-emission (FEEM), which were processed by applying parallel

factor analysis @ARAFAC), without the need for a desorption step.
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Since the spectra of FLU and OXO have the same form, it was not possible to

deiermine or quantifu, why were compared with other two quinolones; (enrofloxacin

(ENRO) and ciprofloxacin (CIP), with similar results.

These preliminary results could proüde the basis for development proüde the

basis for developing a method of "screening" to identify the overall content of these

quinolones in a water sample being able performed even in the presence of other

pharmaceuticals products used in aquaculture as orytetracycline (OTC).
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1.1

1.1.1

r. N 'RODUCCIÓN

Antecedentes Generales.

Contaminantes emergentes.

Durante años se ha investigado y estuüado 1os contaminantes que se eflcuenkan

regulados en la Norma Chilena §Ch) 409/2 (Instituto nacional de organización (INN),

2006). En estos estudios, se han desarrollado nuevos métodos cada vez más sensibles

que han permitido detectar 1a presencia de otros contaoinantes ambientales,

denominados globalmente como contaminantes emergentes, que actualmente no se

consideran significativos en términos de concentración y/o distribución (Gil y col,

2012). Por este motivo. no están incluidos aún en las normas de calidad de agua y se

sabe relativamente poco de su impacto en los üstintos compartimientos ambientales y

en la salud humana, donde sus posibles efectos tóxicos, dependerán principalmente de la

concentración en que se encuentren, y su persistencia (Hurtado-Sánchez y col,2015).

Sin embargo, debido a su elevada producción, consumo y continua introducción al

medio ambiente, estos contaminantes no necesitan ser persistentes para causar efectos

negativos (Barceló &, López, 2007).

Existe una amplia variedad de contaminantes emergentes, dentro de 1os cuales se

encuenfian los producidos en industrias farmacéuticas que incluyen antibióticos,

hormonas, analgésicos, tranquilizantes y aquellos procedentes de quimioterapia

suministrados a pacientes con cáncer (Diego Pino, 2014)- El estudio del

comportamiento de estas sustancias al ingresar a las aguas superficiales, su impacto en



el ambiente y su posible incidencia en la salud ha recibido atenció sólo en los ultimos

años.

En el medio ambiente, en general, los compuestos qulmicos pfeseftes en agr¡as

residuales sufren procesos de transformación bióticos y abióticos y/o eliminación, de

acuerdo con su persistencia, transporte y destino final (Bletsou, y col, 2015) (Figura l).

)esc¡: g.r dilecr.r

PT.A.P. Pl¡ur¡ d. h¡ai¡nrienro d..{grn Pornttle
PT-{t: PIa[r¡ d¿ Tr¡ri¡urerrro d¿ -{g¡ar Ser,1d¡i

Figura 1. Esquema del movimiento de contaminantes emergentes en el agua,

1. 1. 1. 1 Antibióticos.

De todos los contaminantes emergentes, los que probablemente suscitan una

mayor preocupación y estudio en los ultimos años son los f;írmacos y, en particular, los

antibióticos (Barceló & Lópe2,2007), provenientes no sólo de excreciones, donde una

parte importante del f;íLrmaco es eliminado del cuerpo sin metabolizarse, sino que



proviene también de la disposición industrial inadecuada de los desechos de estos

productos (Diego Pino, 2014). Los compuestos farmacéulicos se han detectado en

efluentes de plantas de lratamiento de aguas residuales, on aguas superficiales, agua de

mar, agua subterránea, entre otras. (Giraldo y col., 2010).

Los posibles efectos de los antibióticos en cursos de agua incluyen: el desarrollo

de resistencia a las bacterias actliticas, toxicidad directa de la microflora y la

microfauna y riesgos para la salud humana.

1,2 AntecedentesEspecíficos.

1.2.1 Quinolonas.

1.2. 1. 1 Caracterlsticas estrucflrales.

Las quinolonas son antibióticos sintéticos con actividad antibacteriana y

constituyen uno de 1os principales grupos de fármacos tanto en 1a medicina humana

como veteriraria (Gámiz-gracia y col,2012). Dentro de las quinolonas utilizadas en

ganaderla se encuentran el ácido oxollnico, la flumequina, la enrofloxacina y la

ciprofloxacina. Los dos primeros son además ampliamente utilizados en acuicultura.

Todas las quinolonas poseen estructuras bicicllcas heteroaronuíticas, compuestas

por un anillo piridona (con un ácido carboxflico en la posición 3 y m nitrógeno en la

posiciónl, el cual debe estar unido a rma cadena lateral o cíclica R1) unido a r¡n aníllo

aronÉtico (Ilassouar¡ 2006). Las diferencias estructurales radican tanto en el número y

posición de los átomos de nitrógeno como en las cadenas late¡ales y la presencia de

átomos de flúor en su molécula (Peña y col, 2004).
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Dependiendo de los sustituyentes que tenga y de la presencia de flúor en la

posición 6 (fluoroquinolonas) se modifican sus propiedades biológicas como se muestra

^- l^ Tr:-,-^ n /D..L:^ an1 1\ii¡ I¡¡ i iÉural ¿ \i\(¡u¡u, -\rr i/.

Figura 2. Esauctura de las quinolonas con radicales carnbiables y propiedades modificables

(Rubio, 2011).

1.2. 1.2 Mecanismo de acción.

Las quinolonas entran en la célula bacteriana por difusión pasiva inhibiendo el

crecimie¡to rje 'oacterias al iitterior de la er¡zi¡¡ra ADN-girasa en oi'gaiiisrnos Cram-

negativos y la Topoisomerasa IV en organismos Gram-positivos. Ambas enzimas son

esenciales para la replicación y transcripción del ADN donde la inhibición de estas

funciones conduce a su muerte celular (Samuelsen, 2006 y Leyva,2008).

Las moléculas de quinolona, unidas a complejos tetraméricos (Figura 3), se

acoplan a las hebras de ADN y a determinados puntos de las subunidades de la ADN-

girasa (A y B) y estabilizan el complejo ternario de la girasa ADN-quinolona-ADN,

impidiendo su reversión y poniendo en marcha una ssrie de procesos. Además existen
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interacoiones de apilamiento ¡¡-¡r e interacciones hidrofóbicas entre 1os núcleos

heter.'cíclicls de las quino!¡nas (Fig,*.a 4,\.
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Figura 3. Modelo propuesto de 1a interacción de las quinolonas (Le1va 2008)
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Figura 4. Representación esquemática de la interacción entre la fluoroquinolona con la enzima

ADN-girasa Y el ADN (LeYva 2008).
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1.2,1.3 Ácido Oxolínico (OXO).

El OXO (Figura 5) es una quinolona de primera generación, cuyo blanco

fannacológico principal es la enzima bacteriana ADN-girasa. Posee una actividad

antibaoteriana de arnplio espectro y se usa prircipahnente como antimicrobiano para

tiatar iñfúccioncs dc las vías uri¡'arias (Chcng ¡ col,20i3).

ooH
ltlP=,rVSo(oJt_zL*/
I\ -CHs

Figura 5. Estrueiura química de OXO.

Nombre IUPAC: Ácido 6,8-dioxolo-1-etil-4-oxo-3-quinolincarboxílico.



1.2. 1.4 Flumequina (FLU).

La FLU (Figura 6), es un antibiótico sistemático perteneciente al grupo de las

fluoroquinolonas (Rodrigues-silva y col, 2013). Es un derivado tricíclico con un átomo

de flúor en la posición 6 lo que produce un incremento en su actividad antibacteriana

fiente a ias bacterias Gram-negatrvas y Gram-positivas lCiuistodouiou y col, 2Ú071.

Figüra 6. Estxctura química de FLU.

Nombre IUPAC: Ácido 6-fluoro-10-metil-4-oxo-1-azatriciclo-3-carboxilico.

o



1.2. 1.5 Enrofloxacina @NRO).

La ENRO (Figura 7), es una quinolona de tercera generación, lo que hace que

tenga un espectro antimicrobiano más amplio, mejorando así la actividad tanto contra

bacterias Gram- negativas y Gram-positivas (aeróbicos), como también bacterias

anaeróbicas y microbacterias (Hassouan, 2006). Fue desarrollada para el uso exclusivo

en anima'les como temeros, cerdo,s, pollos, pavos, entre otros (Otero y col. 2001 )

Pertenece al grupo de las fluoroquinolonas, y la presencia de un ciclopropilo en

la posición I mejora su actividad antibacteriana. Además, el volumen espacial del anillo

en Ia posición 7 le conilere mayor potencia con respecto a quinolonas con sustituyentes

iineales en esa posición (Rubio, 201l).

'\.\¿\¿"oo*
.'--'--J\ -,!-.--t..-, 

^X'igura 7. Estructua química de enrofloxacina.

Nombre IUPAC: Ácido I -ciclopropil -7-(4-eti1-1 -piperazinil)-6-fluoro-4-oxo-1,4-

dihidro-3-quinolincarboxilico.

I



1.2. 1.6 Ciprofl oxacino (CIP).

La CIP (Figura 8) es el principal derivado de ENRO, generado por la pérdida de

un grupo N-etilo de ENRO. Conesponde a una quinolona de segunda generación que

posee un amplio espectro y es uno de los antibióticos clínicos más ampliamente

utilizados en el mundo (Xu y col, 2015).

x'igura 8. Estructura química de ciprofloxacma.

Nombre IUPAC: Ácido 1-ciclopropil-6-fluoro-1,4-dihidro-4-oxo-7-(1-piperazinil)-3-

quinolioncarboílico.

o
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1.2.2 Extraccién de analitos en solución mediante sorcién en fase sélida.

La evolución de las técnicas de microextracción por sorción en fases poliméricas

se inició en 1989 con el desarrollo de la microextracción en fase sólida (SPME). Desde

ontonces, se han desarrollado nuevas técnicas con el propósito de maximizar la

eficiencia de extracción mediante el aumento de su volumen o la relación de superficie a

volumen de la fase. Actualmente, existe un creciente interés en el desarrollo de nuevas

estrategias analíticas, basadas en la extracción de1 analito por sorción en fase sólida-

Dentro de las que se destacan, el método de extracción sobre ba¡ras magnéticas (SBSE)

y la extracción en fase sólida (SPE) rnediante carh.rchos (Giordano y col, 2011).

1.2.2. 1 Sorción en disco rotatorio (RDSE).

Recientemente se ha desarrollado una técnica analítica más simple, rápida y de

'oajo cosio, ilamacia e>ir¡acciórr por sorción e¡i ,iiseo rotaiorio (RDSE), que penniie

extraer los analitos mediarite retención en una fase sólida polimérica por contacto con

la solución donde se encuentra el analito. (Cañas y col,20l4).

La configuración de RDSE consiste en un disco de teflón que en su interior tiene

una pequeña barra de agitación magnética. En una sus caras se adhiere la fase sólida que

actua¡á como sorbente del analito (Figura 9). Este disco será accionado medialte

agitadores magnéticos.
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Figura 9. Disco rotatorio con membrana de nylon.

Dentro de las ventajas de esia técnica s€ oiicuentrali:

. 1a arquitectura del dispositivo permite una conveniente proporción

suPerfi cie ii,rea-volumen,

o las extracciones son rcalizadas a partir de pequeñas cantidades de

muestras acuosas,

. el régtmen de recirculación preüene el colapso de la fase en muestras

complej as,

o tiebido que la iáse de extracción está en contacto solo con ia muestra

líquida y no con el recipiente que contiene la solución, es posible una

agitación a altas velocidades,

. la fase sorbente es fácilmente reemplazable (Cañas y col, 2014).

Estas características la hacen úti1 para analizar muestras complejas reduciendo

los tiempos de análisis, disminuyendo las etapas preparativas, utilizando menor ca¡tidad

de disolvente en pre-tratamientos y simplificando el procesamiento de las muestras

(Cañas & Richte¡2012).

La selección de la fase sólida depende de su afinidad química con e1 analito.

Dentro de las fuses sorbentes ,filizadas c+rn*nmente se enc'+3ntran: OASIS@ HLB,

Octadecil C18, PDMS y Membrana de NYLON. La membrana de nylon, polímero

artificial del grupo de 1as poliamidas (Figura 10), se caracteriza por ser hidrofílica,
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mecánicamente fesistente, térmicamente estable hasta 50 oC, compatible con una amplia

gama de disolventes, tanto acuosos como orgii'nicos (bscanda y col, 20t')4)'

oo0fill 'd

e\-( +('-\+\-( 4

rlllr ll ll
,i::i¡
;:!oooi¡ ilil

-(r-\-\-('+

llliI II LI

Figura 10. Esquerna de la estructura de nylon (Escandar y co1., 2004).

1.2.2.2 Proceso cie sorción ciei anaiito.

Durante la agitación se produce una capa estaciona¡ia sobre la fase sorbente por

donde circula e1 a¡alito mediante difusión (D. Pino, 2014). Un factor importante es la

velocidad de agitación, ya que al aumentar 1a velocidad disminuye el espesor de la capa

estacionaria, facilitando la transferencia de masas desde el seno de la solución a la fase

sorbente (Figura 11). Esto aumenta considerablemente la cantidad de analito retenido en

la fase en un menor tiempo.

Figura 11. Cambio de la capa estacionaria de acuerdo a la variación de la velocidad de

agitacién.

AGrrAcróN sUAVE

actfAclóN FUERTE

áí-
.A i ,q""
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E1 tiempo de equilibrio (te) del analito entre la solución y la fase sorbente se

expresa mediante la ecuación 1.

3x6xKdxPt
t? -

Donde; 6 : espesor de la capa estacionaria.

Kd: coeficiente de distribución del analito entre la fase y la solución de la

Pl : espesor de la fase.

D : coeficiente de difusión de la solución.

Así mismo la velocidad de transferencia de masa está en estrecha relación con la

capa estacionaria, ya que un menor espesor de ésta conllevará a un aumento en la

velocidad de agitación, como lo muesfa la ecuación 2.

Ecuaci6n 2

Donde; D al igual que en la ecuación 1 conesponde al coeficiente de difusión de la

solución.

6 : espesor de la capa estacionaria.

n : número de moles.

A : área de la fase.

En consecuencia, aumentando la velocidad de rotación, se reduce la capa de

agua estacionaria, facilitando la extracción y por consiguiente el tiempo de equilibrio

disminuye.

dn tD x A¡,

¿r--\ t )*c

:§ }9r..".\=
,+. 

-\§{;¿ ".t/,
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1.2.3 llspectrofotometría defluorescencia,

Esta técnica se caracteriza por la excitación de una molécula mediante la

absorción de fotones y su posterior relajación, cuyo espectro de emisión permite el

análisis molecular cualitativo y cuantitativo (skoog ¡' col, 2001) Las transiciones

electrónicas producidas en e1 proceso de absorción no conllevan a un cambio de espín,

1o que hace que 1a fluorescencia tenga una vida media muy corta (<10-ss.¡ (Skoog y col.

2001).

Un aspecto importante es su sensibilidad, alcanzándose límites de detección que

suelen ser de uno o tres órdenes de magnitud inferiores a los encontrados en la

espectrofotometrla de absorción.

El primer paso en el proceso de fluorescencia es la excitación de la molécula

mediante la absorción de un fotón de dos ba¡das de radiación, 1'.1 centrada en la

longitud de onda de la transición So ) Sr y 1,2 de mayor energía correspondiente a 1a

transición So ) 52, (Figura 12). La excitación directa a un estado triplete no se muestra,

debido a que esta transición no tiene lugar de manera significativa.
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Figura 12. Diagrama de energía de Jablonski.

So colresponde al estado (singulete) fundamental de energía potencial de una

molécula a temperatua ambiente con sus correspondientes niveles de energía

vibracional (1,2,3,4 y 5). Los estados electrónicos excitados, Sr, Sz y Tr coresponden

a estados singuletes (S) y triplete (T) respectivamente. La excitación directa desde el

eslado fundamental implicaría un cambio en el espín del electrón, evento que tiene una

muy baja pobabilidad de suceder, por 10 que recibe el nombrc de transición prohibid¿

(Skoog y col,2001).

La absorción es rápida (10-15 a 10-14 s), 1o que indica que 1a emisión fluorescente

tiene luga; a una yelocldad sip.ificati-:amente *rás le*ta (10-e a 10-7 s). P+r otra parte, la

Fosforescencia que coresponde a la transición electrónica desde un estado triplete

excitado al singulete fundamental, es mucho m¿is lenta (10-a y 10 s ó más).

La emisión de un fotón ya sea por fluorescencia o por fosforescencia se conoce

como proceso de relajación radiativo, a diferencia de otros mecanismos de

( r L¡ce eñtre
tistema5

Estado fullddrlental

-l 
Niveler energeticos

l- vihrarion¿l¡rJ
(o'rvers¡ón interoó
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desactivación, que comprenden procesos no radiativos (conversión intema). La

transición enefgéticamente más favorecida hacia el estado fundamental es aquella que

minimiza la vida media del estado excitado. Por ello, si la desactivación pol

fluorescencia es más rápida que 1os procesos no radiantes, se obseñr'ará tal emisión

(Skoog y co1, 2001).

La ah-sorción de luz IIV genera u-sualmente una transición electrónica clel tipo n

) ¡* o ¡ ) r*, dependiendo de cuil de ellas sea la de menor energía. La fluorescencia

se observará con mayor frecuencia en compuestos con dobles edaces (C:C o C:O)

¿ltamente conjugados porque las hansiciones del tipo n ) n* requieren baja energía y

se ven favorecidas (presentan intensidad de fluorescencia mayor) debido a que tienen un

tiempo de vida media más que hace menos probable otros plocesos de desactivación

(SeguirL 2013).

El rendimiento cu¿intico de la fluorescencia disminuye al aumentar la

tempemtura, ya que se acrecienta la frecuencia de las colisiones, aumentando también la

probabilidad de desactivación por conversión intema.

1.2.4 Calibraciénmultivariada.

La principal aplicación de la calibracién multivariada es la resolución de

mezclas complejas y su cuantif,lcación sin la necesidad de una separación química o

fisica de cada constituyente, es decil, lograr 1a separación virh¡al, a través de un

computador y un algoritmo.

Este método relaciona las concentraciones de diversos analitos presentes en una

lnuestre ccr: 1as respuestss +btenidas c+n la técnica ana!ítica, es decir, c+nsidere rruchas
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señales difefentes en contraste con ia calibración univariaiia que trabala con una única

respuesta para cada muestra. El tipo de calibración depende de los datos con que se

trabaja (Olivieri & Escandar, 2000).

Los datos de calibración multivariada pueden ser de primer o segundo orden.

Como primer orden se encuentran 1os especEos generados por una excitación y todo el

rango de emisión, produciéndose un vectot, que son los datos multivariables más

simples. otra característica de este tipo de calibración es que para resolver mezclas se

requiere una calibración previa de posibles interferentes que se encuentren en la

muestra.

Por otro lado la calibración multivariada de segundo orden agrega una segunda

dimensión a los datos de primer orden, de forma químicamente explicativa y 1o

suficientemente importante para permitir una separación de señales. Una ventaja del

método es que no requiere incluir los potenciales intsrferentes en 1a calibración y por

tanto se puede analizar muestras complejas con conjuntos de calibración de pocas

mugstras. Dentro de los datos de segundo orden se encuentran, datos cromatográficos

con detección espectral y matrices de fluorescencia de excitación-emisión (FEEM)

(Olivieri & Escandar, 2000). Estas últimas se obtienen a partir de la variación

sistemática de 1as longitudes de onda de excitación y de emisión, lo que mejora la

capacidad de resolución de los espectros de fluorescencia superpuestos.

Últimamente este tipo de obtención de datos se ha utilizado para la detección de

una amplia gama de analitos @lcoroaristÚabal y col, 201 5).

A pesar que no todos los compuestos emiten fluorescencia, las muestras

complejas pueden contener varios componentes fluorescentes, cuyas señales FEEM
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pueden superponerse de manera stglificativa. Esto ilevó al empieo de plocesamienlos

quimiométricos avanzados pafa la fesolución de las señales de analitos individuales

(Olivieri & Esoandar, 2000).

1.2.5 Análisis Factorial Paralelo (PARAFAC)

El análisis factorial paralelo (PARAFAC) es el algoritmo de segundo orden más

utilizado para descomponer FEEM, debido a la estructura trilinear de los datos

@lcoroaristizabal y col. 2015).

A1 realizar mediciones de FEEM, se obtiene por cada muestra una tabla de datos,

que forman un cubo, llamado arreglo de tres vías, donde este algoritmo asume que es

una matriz de ffes dimensiones y 1a descompone en tres matrices. Estas tres matrices

son; especÍo de emisión puro, espectro de excitación puro y la diferencia entre

concentraciones que tiene que ver con la abundancia relativa. El producto de estas

matrices debe generar un cubo 1o más parecido a1 inicial y debe tener un significado

fisico, minimizando el residuo. Este algoritmo se basa en una minimización de mínimos

cuadrados y permite medir concentraciones relativas de componentes de la mezcla, en

presencia de cualquier número de constituyentes no calibrados o interferentes (Escandar

y col,2004).

La matiz se considera que es trilineal cuando el número de componentes

trilineales (N) necesarios para describir los datos a través de la Ecuación 3, es pequeño,

y es idealmente igual al número de componentes químicos que producen señales

medibles.
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N

,r¡u =Za¡nb¡nc¡¿n * erit<

n:1

Donde; ai,, - concentración relativa (conocido como "score") de un constifuyente dado n

en 1a muesta i-ésima

b¡¡ ] c¡¡ : intensidades en los dos modos fundamentales j y k, respectivamente

(conocidos como "loadings")

e¿¡¿ : error relativo.

En general, los "loadings" se normalizan a unídad de longitud, y se recogen en

las matrices B y C, de tamaño J x N y K x N, respectivamente y los "scores" se recogen

en una matriz de puntuación A (Escandar y col, 2014) (Figüa 13).

Figura 13. Representación esquemática de la operación PARAIAC, que construye ma matriz

de datos de Íes vías con las diferentes matrices de datos, y luego se descompone la

matriz en "loadings" (espectros de fluorescencia de excitación y de emisión en

función de 1a longitud de onda, correspondientes a las matrices B y C). También se

producen "scores', que contiene información relativa a las concentraciones de

constihryentes (Escandar y colo, 2014).

Ecuacíón 3
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1.2.6 parámetros 
analíticos.

1.2.6.l Linealidad.

Es la capacidad de un méfodo anarítico para obtener resurtados proporcionales ara concentración de anarito. para evaruarra se constfuye una curva de calib¡ación
uti'rizando trD (uridades de derivada), en función de Ias concentraciones. se aplicaregresión rinear ufilizando er método de mrnimos cuadrados. con elro, se obtiene elcoeficiente de coneración, er cr¡al p¡ovee una medida de cómo dos variables a.reato¡iasest¡ín asociadas . Enhe más cercano sea R2 a I , ma

experimentales. 
a r' mayor es el ajuste de los datos

1.2.6.2 Sensibilidad.

Capacidad de un método analífico para discriminar entre concentraciones
semejantes del analito en la muestra o capacidad para poder detectar o determina¡pequeñas concentraciones del analito en la muestra. Se de

la curva de calib¡ación. 
r@,russrm. §e determina como la pendiente de

1.2.6.3 Desviación est¿ándar de los blancos.

Mide la va¡iabiridad' que consiste en la cantidad promedio en que cada uno deIos varores individuares varía respecto a ra medida del conjunto de datos. A mayordesviación estárdar, mayor es la variabilidad.

1.2.6.4 precisión (DER).

G¡ado de concordancia enúe datos que se han obtenido a partir de medicionesreplicadas en condiciones especificas e indica la medir
indeterminado, de un an¿írisis. 

w r,ursa ta medida del error aleatorio' o
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Las dos medidas de precisión más comunes son repetibilidad y reproducibilidad.

La repetibilidad se relaciona con la proximidad de las mediciones para una misma

especie, sin variar las condiciones de medición, en un mismo día. La reproducibilidad"

en cambio, se refiere a la variabilidad de los resultados cuando se miden muestras en

diferentes dlas con distintos operadores o equipos. Generalmente en Qulmica Alalltica

1a repetibilidad se expresa como desviación estándar relativa (DER), relacionando e1

grado de concordancia entre los datos obtenidos en una serie de mediciones. Se obtiene

a partir de la ecuación 4

DER = (s). 1oo

Donde; o = desviación esta¡dar de la muestra.

p : promedio de la muestra.

Límite de deteccíón(LD) - 33!

Donde; o : desüación eslriurdar del blanco.

S : pendiente de la curva de calibración.

Ecuacíón 4

1 .2 .6 .5 Ltrni,a de detección (LD).

Es la mlrrima concentración o mlnima masa de analito que se puede detectar para

un nivel de confianza dado. Depende de la relación entre la magrritud de la señal

analltica y el valor de las fluctuaciones estadfsticas de la señal.

Al aproximarse al LD la señal analltica y su desviación estiindar se aproximan a

1a señal del blanco y a su desviación esánda¡.

Ecuación 5
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1.2.6.6 Limite de cuantificación (LC).

Corresponde a la concenkación mrís baja de analito presente en una muesfa que

se puede determina¡ con una precisión aceptable, en las condiciones experimentales de

trabajo.

Límíte de cuantif icación (¿C) - 10 S Ecuaciín 6

Donde; o : desviación estándar del blanco.

S : pendiente de la curva de calibración.

1,2.6.7 Exactifid,.

Es la cercanía entre uri valor real y el resultado de una medición. Mienfas mtás

cercano sean estos valores mas exacto sená el método.

El criterio util2ado para evaluar la exactitud es el porcentaje de recuperación.

o/o de recuperar¿6" - (&) - roo

Donde; &: valor experimental.

)fu = valor de referencia.

Eanación7
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1.3 Hipótesis.

Mediante rm sistema optimizado de extracción por sorción en disco rotatorio

(RDSE) sería posible la exhacción y determinación de OXO y FLU en la fase sÓ1ida

mediante espectrofluorimetrla obteniendo las matrices de excitación-emisión (FEEM)

que podrlan ser descompuestas mediante An¡ílisis Factoriat Paralelo @ARAFAC).

1.4 Objetivo General

Desarrollar e implementar un método analítico pam la deteminación de OXO y

FLU, mediante e1 uso de RDSE para la extracción de estos antibióticos y su

determinación directa en e1 disco, mediante espectrofluorimetrla para luego ser

analizados mediante PARAI'AC.

1.5 ObjetivosespecÍficos.

a) Elaborar un soporte para ser utilizado en el especfofotómetro de fluorescencia.

b) Determinar la longitud de onda de excitación adecuada para una mejor

determinación de los antibióticos.

c) Optimizar 1os "slif' de excitación y emisión.

d) Determinar el extractante óptimo para la extracción de los antibióticos en

estudio.

e) Determinar el tiempo de agitación adecuado para rma máxima extracción.

f) Determinar la fuerza iónica adecuada para la extracción.

g) Optimizar las variables que afectan el ptoceso de extracción con RDSE, para

obtener rma mayor eficiencia en el método.

h) Separar espectralmente y cuantificar OXO y FLU mediante PARAFAC.

i) Aplicar el método a muestras fortificadas de agua potable.
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II. MATERIALES Y MÉTODOS

2.1 Materiales.

2.1.1 Fungibles

- Mafaz de aforo de 10 mL.

- Matraz de aforo de 25 mL.

- Mafaz de aforo de 50 mL

- Matraz de aforo de 1 L.

- Micropipeta 100-1000 pL, Brand.

- Micropipeta 10-100 pL, Brand.

- Micropipeta 1-10 mL, Brand.

- Espátulas.

- Cronómetro digital.

- Viales de 25 mL.

- Vasos de precipitado 100 mL.

- Placas Petri.

- Agitadores magnéticos HANNA HI.

- Celdas de policarbonato.

- Pipeta aforada 20 mL, Hirschmarm EM.

- Membrana de nylon, diámetro 10 rnm, tamaño de poro 0,2 pm.

2.1.2 Aparatos e instrumentos.

- Balanza Amlltica, Sartorius GMBE Gottinnhen tipo R-200D.

- Vortex Mixer KMC-I300V. Vision Scientific CO. HD.

- Espectrofotómetro de fluorescencia Hitachi F-2700.

- Agitador magpético, Bibby.

- Ba.ño de ulfasonido, Branson 2210.
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2.1.3 Reactivos.

Metanol Merck p.a.

Flumequina (FLU) Sigrna-Aldrich p.a.

Ácido Oxolínico (OXO) Sigma-Aldrich p.a.

Enrofloxacina @NRO) S igma-Aldrich p.a.

Ciprofloxacina (CIP) S igma-Aldrich p.a.

Hidróxido de sodio §aOF{) Merck p.a.

Ácido Clo¡hldrico (HCL) Merck p.a.

2.1.4 Solucién o'StoclC' de antibiéticos.

Para las Soluciones "Stock" de FLU y OxO, se disolvió 6,53 * 0,1 mg con

metanol en matraces de 25 mL, obteniendo concentaciones de 1,0 x 10-3 mol L-r y 1,0 x

10-a mol L-1, respectivamente.

Para preparar las Soluciones "StocK' de trabajo de FLU y OXO, se midió distintos

volúmenes (250 ¡rL de FLU y 2500 ¡rL de OXO) de la Solución "Stock", lo que se

diluyó en matraces de 25 mL para obtener una concentración de 1,0 x 10-] mol L-l y 1,0

x 10-6 mol L-1, respectivamente.

Las Soluciones "Stock" de CIP y ENRO, fueron de concentracióir 3 x 10a mol

Lr. A partir ds esta concentración se prepararon las Soluciones "Stock"] de trabajo de

estos a¡tibióticos, tomando distintos volúmenes (827 ¡L de CIP y 899 pf.,]Oe ANRO; de

la Solución "Stock", lo que se diluyó en matraces de 25 nL pad ohener una

concentación de 1,0 x 10-s mol L-r para cada antibiótico.

Las soluoiones obtenidas de los cuatro antibióticos se guardaron en viales de 20

mL.
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2.2 Métodos.

2.2.1 Diseño del soporte para fluorimetría.

Se diseñó un soporte (Figura 14) para realizar una medición directa de la fase

sorbente, de forma que ésta estuüera en 45o en relación con la entrada del haz de luz.

En el soporte se hizo ma perforación de ta1 mariera que se pudiera introducir el disco de

teflón con la fase de nylon adherida a una de sus ca.ras y así poder llevar a cabo la

medición. Para adherir la membrana de nylon al disco se utilizó cinta adhesiva doble

faz.

Figura 14. Soporte fabricado para la realización de este trabajo.

2.2.2 Selección de la longitud de onda de excitación y el "slif' de emisión y eI

"slit" de excitación.

Para este experimento se utilizó viales conteniendo el disco y 20 mL de

soluciones 4,0 x 10-8 mol L-1 y 6,0 x 10-8 de cada antibiético por separado. Cada

solución se agfó durante 30 min, luego se retiró el disco con la fase y se dejó reposar

por 5 min en placas Petri. Luego se midió la fase directamente por espectrofluorimetrí4

realizando un barrido en el rango de longitud de onda de excitación de 220,0 nm a 800,0

nm con intervalos de 50,0 nm. Se repitió el barrido acotándolo entre 250,0 nm y 300p

nm a intervalos de 10p nm. Una vez seleccionada la longitu de de onda de excitación se
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varió el "slit" de emisión y el '"slit" de excitación, con las opciones que entrega el

equipo (2,5 -2,5;2,5 -10;2,5 -20 5 - 5;5 - 10; 10 - 10).

2.2.3 Estudio de la influencia del medio extractante.

Se preparó una un set de concentraciones de 1 x10-8 mol Ll y 8 x10a mol Lr de

ambos antibióticos en MeOH utilizando viales de 20 mL (cada concentración por

tiplicado). Para obtener una solución de medio ácido se añadió 15 pL de HCI 1 M, se

agregó el disco con una fase, cada solución con una fase nuevq y se agitó durante 30

min. Pasado este tiempo se retiró e1 disco de la solución y se dejó reposar en una placa

Petri por 5 min y se midió la fase directamente mediante espectrofluorimetría.

Es necesario destacar que se realizaron dos curvas por separado para cada

antibiótico, rura con todas 1as concentraciones en solución de MeOH y otra curva con

todas las concentraciones en solución de MeOH + HCl.

Paralelo a la realjzaciór de cada curva se preparó un blanco para cada solución,

que corresponde a una solución con las mismas características de cada curva pero sin

agregar el antibiótico.

2.2.4 Yat'la,ciín de tiempo de extracción.

Se preparó un set de 9 muestras tanto para FLU como para OXO, en diferentes

via.les de 20 nL, de rma concentración 6 x 10-8 M en MeOH, a las que se le agregó un

disco con una fase adherida en rma de sus caras (en cada caso una fase nueva).

Realizado esto, cada solución se agito por un tíempo determinado entre 0 min y 40 min,

con intervalos de 5 min. Pasado el tiempo requerido, cada disco fue extraído de la
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solución y se colocó en placas Petri durante 5 min para que la fase se secara y luego se

midió directamente por espectofluorimetrla.

2.2.5 Estudio de temperatura.

Se preparó la solución de concenfiación 8,0 x 10{ mol L-1 para FLU y para

OXO, separadamente, en üales de 20 mL. Las temperaturas de utilizadas se varíaron

entre; temperatura ambiente Q0 - 25 'C), 30'C, 50'C y 70"C. Cada muestra se agito

durante 30 min. Terminado ese tiempo se mídió la fase directamente mediante

espectrofluorimetría.

2.2.6 Estudio de fuerza iónic¿.

Se realizó rma curva de calibración utilizando NazSO,r y KCI por separado, para

OXO y FLU, respectivamente. Se probó agregando la sal sóüda y en solución por

separado. En ambos casos se utilizó concenüaciones entre 0,1 y 0,6 mol L-t de cada sal.

2.2.7 Cvvas de calibración ile OXO y FLU.

Se midió distintas allcuotas de las soluciones "stock" de trabajo, diluyéndolas en

mafaces de 25 mL con MeOH, con el fin de obtener concentraciones adecuadas (entre

1,0 x 10-8 mol L-l y 8,0 x 10{ mol L-1) par:a la rcaluanión de las respectivas curvas de

calibración. Se colocaron en viales a los que se 1es agregó el disco con la fase adherida y

se agitó por 30 min. Luego se retiró e1 disco y se dejó reposar en una placa Pefri por 5

minutos y se midió la fase directamente por especfofluorimetría.
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Figura 16. Espectros de fluorescencia de FLU y OXO en solución de MeOH.

Se observa que OXO presenta una mayor intensidad de fluorescencia, donde el

máximo se encuenfra a 370,0 nm aproximadamente, mientras que FLU presenta un

máximo de menor intensidad de fluorescencia cercano a 350,0 nm. Es por esto que se

postula que es posible la determinación de ambos antibióticos mediante la extracción

por disco rotatorio y su separación y detemlinación mediante PARAFAC.

3.2 Selección de las variables de fluorescencia de FLU y OXO en membranas de

nylon utilizadas en soluciones metanélicas.

Para determina¡ la longitud de onda de excitación y el "slif' de excitación-

emisión se midió 1a membrana de nylon, conteniendo el analito, directaments por

espectrofluorimetria.

3.2.1 Selección de la longitud de ond¡ de excitación.

En la Figura 17 se muestran algunos especfos de emisión obtenidos luego de

acotar el rango de longitud de onda de excitación entre 250,0 nm y 300,0 nm.

3
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Figura 17. Espectros de emisión a distintas longitudes de onda de excitación evaluadas a a) 220

run, b) 250 nm, c) 260 nm, d)270 nm, e) 280 nm y f.) 300 nm.

En primer lugar, se descartó \a )"o" 220,0 nm (Figura l7a), ya que la intensidad

de fluorescencia es muy baja, por 1o que no se observa¡ cla¡amente los espectros de

I s
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cada antibiótico. En cuanto a 1a )""o 250,0 nm @igura 17b) las dos concentraciones de

FLU no se distinguen una de la otra, por lo que también fue descartado. Por oto lado en

las ),o" 260,0 nm y 280,0 nm (Figura 17 c y l7 e) los espectros de FLU tienden a variar

en su form4 haciendo diflcil la detección de la concentración correspondiente. Por

último la ).o" 300,0 nm las señales son muy cercanas la banda de excitación.

Por todo 1o anterior se seleccionó la ),,.*" 270,0 nm (Figura 7d), ya que a dicha

longitud de onda de excitación se observa que ambos antibióticos tienen espectros bien

definidos y con rma mayor intensidad de fluorescencia.

3.2.2 Seleccién de "slit" de excitación y "slit" de emisión.

En relación al "slit" de emisión y "slit" de excitación @igura 18),

inmediatamente se descartó e1 "slit" 5-20 rrn @igura l8e) y "slit" 10-10 nm (Figura

l8f), debido a que la intensidad de fluo¡escencia es mayor que la que muestra el equipo,

es por eso que se observa una llnea continua en la parte superior a la altura de IF =

10000. En segrmdo lugar se descartó el"slif'2.5-2.5 nm @igura 18a), ya que la señal

obtenida es muy pequeñ4 por lo que no se alcanzan a distinguir las señales de FLU y

oxo.

En cuanto al "slif' 2.5-20 wn @igura 18c) se descartó debido a que una

concentración supera la máxima intensidad de fluorescencia que permite el equipo, por

1o que a mayores concenfaciones no sería posible su determinación y el "slif' 5-5 nm

@igura 18d) tiene presencia de ruido, por lo que también fue descartado, en estos dos

tiltimos "slif' se observa un corrimiento hacia la izqüerda en la señal de acuerdo a la

concentración.
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Figur¡ 18. Espectros de los distintos "slif' de excitación-emisión estudiados a) 2.5-2.5 nm, b)

2.5-10 lona c) 2.5-20 nm, d) 5-5 nrn, e) 5-10 nm y f) 10-10 nm.

Debido a 1o anterior y a que las seflales de ambos antibióticos son bien definidas

se seleccionó "slit' 2.5-10 (Figura l8b).
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Al comparar los espectros de fluorescencia de cada antibiótico en solución

(Figura 16) con los espectros obtenidos al medir la fase de nylon a la longihrd de onda

de excitación 270,0 nm y "slif'2,5-10 nm (Figura 18b) se observa que en este riltimo no

hay una diferencia entre 1as señales de OXO y FLU, lo que si ocurre en los espectros en

solución. Esto sugiere rma posible interacción entre la membrana de nylon y cada

antibiótico, provocando que la señal obtenida por fluorimetría sea similar para cada uno.

3.2.3 Efeeto del tiempo de extracción de OXO y FLU en una solución de MeOH

extraídos en una membrana de nylon.

En las Figuras 19 y 20 es posible apreciar que el tiempo de exfiacción tiene una

estrecha relación con la concentración del antibiótico absorbida por la fase, mientras

mayor es e1 tiempo, mayor es la cantidad sorbida- Enfre los 25 min y 40 min se puede

observar que no hay un aumento de la concentración sorbida y se llega a un equilibrio

entre la solución madre y la fase sorbente (zona de equilibrio del sistema).

I
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Figura 19. Estudio del tiempo de extracoión de OXO, corcentraciót 6 x10-8 mol L 1
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Figura 20. Estudio del tiempo de extracción de FLU, concentración 6 x10-E mol LI.

Se seleccionó 30 min de agitación para esflrdios posteriores, para así asegurar

estar trabajando en la zona de equilibrio.

3.2.4 Influencia del medio extractante.

Los resullados de agregar HCI a la solución metalólica se presentan en los

espectros de fluorescencia de la Figura 21, luego se restar el blanco correspondiente.

Figura 21. Espectros de fluorescencia del esbrdio del medio a) MeOH, b) MeOH + HC1.

Los espectros obtenidos con la extracción MeOH + HCl (Figura 21b), muestran

una mayor intensidad de fluorescencia en comparación con la utilización de solo MoOH

(Figura 21a) en e1 cual la intensidad de fluorescencia alcanzada es baja y las señales no

g

I

E
E

€

aI 8



37

presentan conelación en cuanto a la concentración. La principal diferencia entre ambos

medios es que las especies a pH ácido se encuenfran protonadas en el N del anillo

3.2.5 Estudio del efecto de la temperatura en la extraccién.

Los resultados obtenidos indican que no existe ur¡ cambio significativo en la

señal de los antibióticos absorbidos a 30 oC o a 50 oC.

3.2.6 Estudio del efecto de la fuerza iónica de la solucién.

Se utilizaron dos sales (NazSOa y KCI) para analizar el efecto de la fuerza iónica

con los distintos antibióticos. Esto no se concretó, ya que las sales son insolubles en

metanol (solvente utilizado en las soluciones).

Sobre la base de los resultados obtenidos se presentan en la Tabla 1 las

condiciones óptimas de trabajo.

Tabla 1. Resumen de condiciones óptimas tanto químicas como de fluorescencia.

Variable Valor éptimo

Longitud de onda de excitación (nm) )1n n

"slit" de excitación (nm) 2.5

"slit" de emisión (nm) 10

Tiempo de extracción (min) 30

Extractante MeOH+HCl

Temperatura ('C) -25

Una vez obtenidas las variables químicas e instrumentales óptimas de fabajo, se

aplicó el método a muestras fortificadas de agua destilada y potable.
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3.2.7 Muestras er agua en MeOH a pE 2.

Los experimentos con muestras en agua destilada y agua potable se realizaron a

temperafur¿ ambiente, en las condiciones optimizadas seleccionadas preüamente. Para

cada antibiótico se midió la fluorescencia por separado @rgtxa 22 y 23) y se observan

leves diferencias en las intensidades obtenidas.

Figura 22. Espectros de fluorescencia de a) FLU y b) OXO, en muestras de agua destilada.

§

I
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Figura 23. Espectros de fluorescencia «le a) FLU y b) OXO, en muestras de agua potable.

A partir del método ¡ealüado se pudo determinar que arnbos antibióticos son

sorbidos por la fase de nylon, obteniéndose porcentajes de recuperación entre 60 oA y

110 % para FLU, 90%y 105 %oparaOXO.
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3.2.8 Análisis Factorial Panalelo (PARAFAC).

Inicialmente se calibra con un set de combinaciones de concentraciones de cada

antibiótico (Tabla 2) en agua destilada en MeOH a pH 2. Esta calibración se utilizará

para muesfas quq se quieran predecir tanto en agua destilada como en agua potable, en

ambos casos en una mezcla en MeOH a pH 2 y fortificadas con OXO y FLU

simultrineamente.

Tabla 2. Concentraciones utilizadas en 1a preparación de soluciones en agua destilada y potablq

fortj.ficadas con FLU y OXO simultáneamente.

Número

de experimento

Concentración de FLU

(ppb)

Concentración de OXO

(ppb)

I 0 0

2 1,5 1,5

3 1,s 10

4 5 5

5 10 1,5

6 10 10

En las matrices de excitación y emisión obtenidas se encontró la presencia de la

dispersión de "Rayleigh", que corresponde a una señal de alta intensidad de

fluorescencia que aparece 44 nanómetros antes de la intensidad de fluorescencia

máxima del fármaco. Para poder trabaja¡ sin la interferencia de éste, se sustituyeron los

valores de la dispersión de "Rayleigh" por ceros o por los llamados valores perdidos,

como 1o muestra laFigra24.
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Figura 24. G¡áfico tridimensional para las matrices de fluorescencias de excitaciór-emisión

(FEEN{), conespondientes a 1as membranas de nylon tratadas con solución de agua

destilada, MeOH y pH 2, a) con "Rayleigh" y tr) llevandolo a 0.

3.2.8.1 Agua destilada en MeOH a pH 2.

En primer lugar se trabajó con muestras de agua destilada en MeOH a pH 2,

fortificadas con OXO y FLU. Se realizaron 1as mediciories por separado de cada mezcla

de los antibióticos. Una vez obtenidos los FIEEM se sustituyeron los valores de 1a

dispersión de "Rayleigh" por ceros en todas las matrices y luego se prsaron a

PARAtr'AC para obtener los griáficos tridimensionales @igura 25).
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Figura 25. G¡áfico tridimensional para las matrices de fluorescencias de excitación-emisión

(FEEM), conespondientes a las membranas de nylon tratadas con muestras de agua

destilada en MeOH y pH 2, con 1as distintas calibraciones de la t¿bla 2 a) Exp1, b)

Exp2, c) Exp3, d) Exp4, e) Exp5 y f) Exp6.
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Para predecir 1a concenhación y dar cuenta de los espectros, se seleccionó la

cantidad de componentes. Al haber dos antibióticos en la muesha es necesario que la

cantidad de componentes sea mayor a dos, ya que pudiese existir la presencia de algún

interferente, por lo que se predijo la muestra con tres componentes.

Para verificar si el modelo esta dando resultados correctos, es necesario poner

atención en tres parámetros que caracterizan la confianza en e1 ajuste aI modelo:

¡ los espectros de emisión y de excitación.

¡ la consistencia del núcleo y el resido asociado.

o la concenfación determinada por el pro$ama.

Para la verificación se seleccionó la muestra de agua destilada en MeOH a pH 2,

fortificadas con 5 ppb de OXO y 5 ppb de FLU (Exp. 4,Figxa25d).

a) Espectros de emisión y excitacién: Los espectros de emisión y excitación

(Figura 26) obtenidos presentafl tres posibles componentes en la mueska, donde

I y 2 (azul y verde) deberlan corresponder a FLU u OXO, y el componente 3

podría ser una señal arrojada por la membrana de nylon.
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Figura 2ó. Espectros de emisión y excitación correspondientes a la muestra Test en agua

destilada con MeOH a pH 2.

de fluorescencia de FLU y OXO en muestras

MeOH a pH 2.
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Figura 27. Espectros de agua destilada con

§
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Si comparamos los espectros de emisión obtenidos por PARAI'AC (Figura 26)

con 1os espectros de emisión de cada antibiótico obtenidos separadamente en 1a

membrana de nylon (Figxa 27), donde el máximo corresponde a329,0 nm, se obserya

un leve parecido con el componente 1 (color azul, Figura 26), perc en relación al

componente 2 (color verde, Figura 26) no se observa ninguno parecido.

En la Figura 27 es posible observa¡ que ambos antibióticos tienen espectros

similares, por 1o que el miiximo corresponde a una misma longitud de onda para los dos

antibióticos. Se observa una leve diferencia en las intensidades de fluorescencia de cada

antibiótico, donde el que presenta uria mayor intensidad en dos de las tres

concenfaciones es OXO, con 1a mayor concentración 8 x 10{ mol L-l alca¡zando

intensidades de fluorescencia de 6500, en comparación a FLU que en esa misma

concentración alcanza intensidades de 5500. Por otro lado se puede obseñar que en

ambos antibióticos se presenta rma intensidad de fluorescencia similar correspondiente a

la concentración 6 x l0{ mol L-r.

b) Consistencia del núcleo y residuo asociado: N realizar la predicción

PARAIAC con tres componenetes se obfuvo una consistencia del núc1eo

0,627 y un residuo asociado de 6,6 x 102.

En cuanto a la consistencia del núcleo, se observa que es muy baja. Para un buen

trabajo ésta debe ser mayor de 50 e idealmente cercano a 100. Por otro lado el

residuo es muy grande, y mientras menor sea el residuo mejor es la predicción.

en

de
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Como los espechos no coinciden y los residuos son altos no se prediio las

concentraciones de cada antibiótico.

En el análisis realizado anteriormente se utilizó matrices completas, gs decb

incluyendo la dispersión "Rayleigh" de cada medición, y aunque se eliminó

sustituyendo los valores de esta dispersión por ceros, puede que alm asl este

interñriendo. Es por esto que se acoto el rango del espectro (Figura 28). Enfe 314,0 y

400,0 nm cada 2 nm para la excitación y 240,0 y 300,0 nm cada 2 nm para la emisión.
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Figura 28. Grá{ico tridimensional para las matrices de fluorescencias de excitación-emisión

(FEEM), correspondientes a 1as membranas de nylon tratadas con agua destilada con

MeOH a pH 2 con concentraciones de 5 ppb de FLU y 5 ppb de OXO a) medicióu

normal b) rango acotado y sus respectivos gráficos de contomo c) medición normal

y d) rango acotado.
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Una vez acotado el rango y suponiendo que los analitos corresponden a 2

componentes y un interferente, se realizó la predicción con tros componentos.

a) Espectros de emisión y excitacién: En los espectos de emisión y excitación

(Figura 29) se pueden asociar preliminarmente los componentes 1 y 2 (azd y

verde, respectivamente) a 1os antibióticos en cuestión, ya que tienden a tener la

misma forma @igxa 27), con una miíximo en 329,0 nm sn el espectro de

emisión.
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Figura 29. Espectros de emisión y excitaoión correspondientes a 1a muesha Test en agua

destilada en MeOH a pH 2, con el rango acotado.

0.

0.



47

b) Consistencia del núcleo y residuo asociado. De la predicción realizada se

obtuvo una consistencia del núcleo de -3,170, que aI compararla con la

predicción anterior se observa una disminución de ésta, alcanzando niveles

negativos, mienfras que el residuo obtenido fue de 65, siendo menor que el

anterior.

Como en este caso coinciden los especfos y hay un residuo bajo, se procedió a

predecir las concentraciones de cada antibiótico, probando cada uno como url

componente distinto (1 o 2). Si bien existe un tercer componente no se probaron en éste

porque los antibióticos deben corresponder netamente a los dos primeros, de acuerdo aI

espectro.

Las Figuras 30 y 31 corresponden a las predicciones rmivariadas obtenidas.

Figura 30. Predicciones pseudo-univmiadas para a) FLU como componente 1 y b) OXO como

compo[elrte 2.
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Figura 31. Predicciones pseudo-rmivariadas para a) FLU como component€ 2 y b) OXO como

coúponente 1.

Las concentraciones asociadas a las predicciones son: 0,270 ppb para FLU

(componente 1), -20,39 ppb para OXO (componente 2), y 10,63 ppb para FLU

(componente 2) , 0,198 ppb para OXO (componente 1).

En la primera suposición (FLU comp 1 y OXO comp 2) al mirar los gráficos se

puede ver que para FLU está relativamente bien, ya que la concentración predicha se

encuentra dento de la curva, pero muy lejana de 5 ppb. En cuanto a OXO la

concentración predicha esta por fuera de la curva, siendo negativa, por 1o que se

encuent¡a arln mris alejada de la real.

En 1a segunda suposición da una regresión negativa para FLU, por lo que se

descarta inmediatamente (estando también fuera de la curva) y para OXO la

concentración obtenida es muy inferior a la real.

Según lo anterior ambos antibióticos actuan como componente l, 1o que no es

posible, ya que cada uno de ellos deberla corresponder a un componente distinto-
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3.2.8.2 Agua potable en MeOH a pH 2.

Las muesfas de agua poable en el rango completo (entre 240,0 y 310,0 nm cada

2 nm para la excitación y 1a entre 287,0 y 400,0 nm cada 2 nm para la emisión),

arrojaron resultados similares a los de agua destilada, con inconsistencias marcadas

entre los espectros obtenidos por PARAIAC y 1os espectros de cada antibiótico por

separado (ver Anexo).

Es por esto que se hizo un segundo estudio en esta muestra, en este caso se

acoto el rango de excitación y de emisión, para dejar completamente fuera la dispersión

de "Rayleigh" de cada medición (Figura 32), entre 314,0 y 400,0 nm cada 2 nm para la

excitación y 240,0 y 300,0 nm cada 2 nm para la emisión.
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Figura 32. Grrífico tridimensional para las matrices de fluorescencias de excitación-emisión

(FEEM), correspondieÍtes a 1as membranas de nylon tratadas con agua potable en

MeOH a pH 2, con concentraoiotres de 5 ppb de FLU y 5 ppb de OXO a) medición

normal, b) rango acotado y sus respectivos gráñcos de contomo c) medición

normal y d) rango acotado.

Se realizó la predicción con 3 componentes obteniendo:

a) Espectros de emisién y excitación: Los espectros de emisión y de excitación

(Figura 33) se pueden asociar preliminarmente los componentes 1 y 2 (azi y

verde respectivamente) a los antibióticos en cuestión, ya que tienden a tener la

misma forma de los espectro de cada antibiótico medidos anteriormente, con un

miáximo cercano a 329,0 nm en e1 espectro de emisión.
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Figura 33. Espectros de emisión y excitación correspondientes a la muestra Test en agua

potable en MeOH a pH 2, cofl el rango acotado.

b) Consistencia del nrlcleo y rtsiduo asociado. A partir de la predicción se obtuvo

una consistencia del núcleo de -6,903 y un residuo de 73. Al comparar la

consistencia de1 núcleo con la obtenida en la predicción con el rango completo

(34,04) existe una disminución de ésta" alcanzando niveles negativos, en cu¿nto

aI residuo también existe una disminución.

Considerando que los especfros tienen cierta similitud y hay un residuo bajo, se

predijo las concentraciones de cada antibiótico, se probó cada urio como un componente

distinto (1 o 2). si bien existe rm terc.er componente, éste se asocia a un posible

interferente, que en este caso pudiese ser la membra¡a de nylon.

0.
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Las Figuras 34 y 35 corresponden a las predicciones univariadas obtenidas.

ligura 34. Predicciones pseudo-univariatlas para a) FLU como componente 1 y b) OXO como

componetrte 2.

Figura 35. Predicciones pseudo-univariadas para a) FLU como componente 2 y b) OXO como

componente 1.

Las concentraciones asociadas a las predicciones son: 15,88 ppb pam FLU

(componente l),241,3 ppb para OXO (componente 2), y -30,35 ppb para FLU

(componente 2) , 16,53 ppb para OXO (componente 1).

En la primera predicción (FLU comp 1 y OXO comp 2) las concentraciones

predichas esfin por fuera de la cuwa, siendo un valor negativo en el caso de FLU y muy
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alto en el caso de OXO, alejándose ambos de la concentración real de cada antibiótico

en 1a muestra.

En cuanto a la segunda predicción, ambas concentraciones también esüí'n fuera

de la curv4 obteniéndose concentraciones negaüvas para los dos antibióticos, 1o que

está muy lejos de la concentración real.

De acuerdo a 1as predicciones pseudo-univariadas ningún antibiótico

correspondería a un componente. Por lo que el modelo no firncionó para la predicción

en esta muestra.

Es necesario destacar que en este trab{o se presenta solo la predicción de una

muestra de agua destilada y una de agua potable, ambas en MeOH a pH 2 y fortificadas

con FLU y OXO, para dar a conocer 1o obtenido, sin embargo se trabajó con un sot

completo de muestras, obteniendo resultados similares a éstos. Si bien los espectros de

1a predicción tienen cierta similitud con los que se tenfun de cada antibiótico por

separado, los otros panfunetros en los que hay que tomar atención estan muy §os de lo

considerado bueno pam una sepaft¡ción y determinación óptima.

De acuerdo a lo realizado en PARAFAC la separación de FLU y OXO entre sí

no es posible, debido a que los espectros de cada antibiótico tienen 1a misma tendenci4

siendo muy similares entre sí, esto se puede observar enlaFigxa27. Es pol esto que

este trabajo podría dar las bases para el desarrollo de un método de "Screening" para

identifi car estas quinolonas.

Pa¡a saber si puede servir como un método de "Screening" para quinolonas en

general, se probó con ofas dos quinolonas; CIP y ENRO, para ver si se comportaban de

forma similar a FLU y OXO.

53
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3.2.9 Muestras de agua de CIP y ENRO.

Se rea'lizaron soluciones de agua (deshlada o potable, según sea e1 caso) en

MeOH a pH 2, como se muestra en el procedimiento 2.2.8, pero en este caso se fortificó

con CIP o ENRO. Las curvas de cada antibiótico se realüaron por separado.

3.2.9.1 Agua destilada en MoOH a pH 2.

Los espectros de fluorescencia en agua destilada correspondientes a cada

antibiótico (Figura 36) son similares por 1o que se realizó una superposición de tres

concentraciones de cada antibiótico (4 x 10-8 mol L-1, 6 x 10-8 mo1 L-l y 8 x l0€ mo1 L-

t¡, 
@igura 37 a)

Figura 36. Espeotros de fluotescencia de a) CIP y b) ENRO, en muestras de agua destilada en

MeOH a pH 2.

Se observa que CIP presenta mayores intensidades de fluorescencia en los 3

casos. La Figura 37b muestra una superposición de las cuatro quinolonas esfudiadas,

donde el que presenta una mayor intensidad para 1as tres concentraciones es CIP con su

mayor concentración 8 x l0-8 mol L-l alcanzando intensidades de fluorescencia de7390,

mientras que el que presenta una menor intensidad de fluorescencia en las tres

3
E

g



55

concentraciones es FLU, con su mayor concentración 8 x l0-8 mol L-l alcanzando

intensidades de fluorescencia de 3666.

E

I

E
p

Figur¿ 37. Especaos de fluorescencia a) ENRO y CIP; b) FLU, OXO, CIP y ENRO en

muestras de agua destilada en MeOH a pH 2.

3.2.9.2 Agrapotable en MeOH a pH 2.

Los espectros de fluorescencia de CIP y ENRO en agua potable (Figura 38),

donde se observa que la curvas de ambos a¡tibióticos son similares.-

Figura 38. Especaos de fluorescencia de a) CIP y b) ENRO, en muestras de agua potable en

MeOH apH 2.

La superposición de 3 concentraciones de cada uno @igura 39a) se comparó con

los espectros de FLU y OXO (Figura 39b). En la Figura 39a se observa que para ENRO

8
p

p

I
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y CIP las dos conoentraciones mayores (6 x 103 mol L-1 y 8 x 10-8 mol Lr) presentan

nna intensidad de fluorescencia similar, alcarzando valores cercanos a 6400 y 7600

respectivamente.

e

I
E

€

3

9

Figura 39. Espectros de fluoresoencia de a) CIP y ENRO; b) FLU, OXO, ENRO y CIP en

muestras de agua potable en MeOH a pH 2.

De acuerdo a los espectros obtenidos tanto en agua potable como en agua

destilada, se observa que las cuatro quinolonas muestran la misma tendencia, con

distintas intensidades de fluorescencia pero una forma similar. Esto indica que este

método sirve de base para el desanollo de un método de "Screening" para identificar

quinolonas en general, extraldas por sorción en disco rotatorio utilizando membrana de

nylon. Por 1o que sería posible calibrar solo con uno de estos analitos para poder evaluar

la presencia total de quinolonas presentes en una muestra.

Para comprobar que este método puede ser utilizado para identificar quinolonas

en general, fue necesaria 1a medición de wr antibiÓtico que no fuese quinolon4 en las

mismas condiciones anteriores. Se trabajó con oxitetraciclina (OTQ, (  x 10-8 mol L1 y

6 x 10-8 mol L-1 en agua destilada). La comparación de espectros (Figura 40) obtenidos
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muestra diferencias, ya que OTC tiene un corrimiento hacia la izquierda y su máximo es

más bien curvo.

La mayor intensidad de fluorescencia de OTC en solución es cercana a la

longitud de onda de excitación 350,0 ür! se utilizó 270,0 nm, ya que era necesaria la

comparación con las quinolonas en las mismas condiciones.

I
E

Figura 40. Espectros de fluorescencia de FLU, OXO, ENRO, CIP y OTC en muestras de agua

destilatla.
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IV. CONCLUSIONES

Una buena medición de la intensidad de fluorescencia de la membrana de nylon con

los antibióticos sorbidos utilúando disco rotatorio se logró mediant€ la utilización

de un soporte, donde se introdujo el disco con rma membrana de nylon en rma de

sus caras, posicionando éste 45 " en relacíón al haz de luz incidente.

Las condiciones óptimas de extracción de OXO y FLU se lograron utilizando como

solvente MeOH y como método de extracción RDSE con una membrana de nylon,

la longitnd de onda de excitación adecuada fue de 2'709 nm y un "slit" de

excitación-emisión de 2,5-10 nm.

Se logró una mejor extracción y se obtuvieron señales bien definidas de ambos

antibióticos utilizando soluciones de MeOH con 15 pL de HCl 1 M, para

entregarles a los antibióticos el medio óptimo para que se encuentron protonados y

asl lograr una mayor afnidad con la fase sorbente.

,A,1 estudiar el tiempo de extracción se llegó a la zona de equilibro entre 25 min y 40

mín, seleccionando 30 min como el tiempo adecuado para maximüar la extracción

de FLU y OXO en MeOH y continuar con los estudios posteriores.
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La variación de temperatura no alteró los espectros obtenidos de la medición de las

soluciones de cada antibiófico en MeOH. En cuanto a la influencia de la fuerza

iónica no se pudo probar debido a la insolubilidad de las sales en este solvente. Es

por esto que se trabajó a temperatura ambiente y no se uülizó fuerza iónica.

Si bien mediante PARAI'AC fue posible la separación espectral de OXO y FLU

utilizando el rango acotado entre 314,0 y 400,0 nm cada 2 nm pua la excitación y

240,0 y 300,0 nm cada 2 nm para la emisión, tanto en agua destilada como en agul

potable ambos casos en MeOH a pH 2, los especfos obtenidos no fueron bien

deñnidos y la predicción de las concentraciones en ambos casos estaba muy lejana

de las reales de cada muestra, en algunos casos obteniéndose concentraciones

negativas.

En las condiciones señaladas anteriormente los espectros de emisión de los dos

antibióticos presentan una misma forma (Figura 27), por lo que su determinación y

cuantificación mediante PARAI'AC no fue posible, ya que no discrimina uno del

otro. Es por esto que este mbajo podría dar las bases para el desarrollo de un

método de "Screening" para identificar estas quinolonas.

Se evaluó CIP y ENRO en las mismas condiciones que FLU y OXO, con el objeto

de verificar si se comportan de igual manera- Se obtuvieron espectros de emisión

donde las formas son similares en los cuatro casos, teniendo un mliximo en 329,0

nm en agua destilada y potable (Figura 37 b y 39 b, resp€ctivamente), lo que
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corrobora que este método sirve como b¿rse para el desarrollo de un método de

"Screening" para identificar quinolonas en general, extraldas por sorción en disco

rotatorio y utilizando membrana de nylon.

Al comparar los espectros de fluorescencia de las cuaffo quinolonas estudiadas con

OTC, se observa que hay una diferencia en los espectros de emisión, donde OTC

presenta wr máximo a 322,0 nm mientras que las quinolonas tienen un miíximo a

329,0 nm, por lo que es posible proyectar la posibilidad de que con PARAIAC se

pudiese determinar OTC en presencia de quinolonas.
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VI. ANEXO

A continuación se muestra el estudio realüado con PARAFAC para la muestra

de agua potable en MeOH a pH 2 en el rango completo (entre 240,0 y 310,0 nm cada 2

nm para la excitación y la entre 287,0 y 400,0 rn"n cada2 nm para la emisión).

Una yez obtenidos los FEEM se sustituyeron los valores de la dispersión de

"Rayleigh" por ceros en todas las matrices y luego se pasaron a PARAFAC para obtener

los gráficos fridimensionales (Figura 1a).
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Figura la: Gráfico tridimensional para las matrices de fluorescencias de excitación-emisión

(FEEM), correspondientes a 1as membranas de nylon tratadas con muestras de agua

potable en MeOH y pH 2, con las distintas calibraciones de la tabla 2 a) Exp1, b)

Exp2, c) Exp3, d) Exp4, e) ExP5 Y 0 ExP6.

Utilizando el set de calibración (Tabla 2), se predijo una muestra en agua potable

en MeOH a pH 2 (de concentración conocida) que este dentro del rango de la

calibración, al igual que en agua desülada se utilizó una muestra que contiene 5 ppb de

OXO y 5 ppb de FLU.

En primer lugar se seleccionó 1a cantidad de componentes, teniendo en cuenta

que son dos los antibióticos en estudio y puede existir la presencia de algún interferente,

por lo que se seleccionó tres componentes.

Como resultado de 1a predicción se obtuvo los espectros de emisión y de

excitación, como se muestra en la Figura 2a. Existen tres posibles presencias en las

muestft§, componentes L,2 y 3. Donde los componentes I y 2 (azil y verde,

rcspectivamente) deberlan corresponder a los antibióticos estudiados, ya sea FLU u

OXO y el componente 3 estar relacionado a la señal de algún interferente.
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Figura 2a: Espectros de emisión y excitación correspondientes a 1a muesta Test en agua

potabl€ en MeOH a pH 2.

En la Figura 3a se muestra una superposición de los espectros de emisión de

cada antibiótico realizados en agua potable en MeOH a pH 2. Al compararlos con los

espectÍos de emisión obtenidos por PARAIAC (Figwa 2a) no se observa ninguna

similitud con algún componente, por lo que no es posible asociar ninguno de los dos

antibióticos.
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Figura 3a: Espectros de fluorescencia de FLU y OXO en muestras de agua potable con MeOH

aPH2.

En esta modelación por PARAI'AC, la consistencia del núcleo obtenida fue

34,04 y elresiduo fue 6,8 x 102. La consistencia del núcleo es muy baja, mientras que e1

residuo es muy $ande y mientras menor sea el residuo mejor es 1a predicción.

Como los espectros obtenidos en la modelación no coinciden con ninguno de

los antibióticos, la consistencia del núcleo muy baja y los residuos muy altos, no se

predijo 1a concentración de FLU y OXO.
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