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RESUMEN

Existe una creciente preocupaciéon por los lamados contaminantes emergentes
(CE), dentro de los que se encuentran antibidticos de uso veterinario o humano;
productos de cuidado personal, etc, que se han detectado en diferentes compartimientos
ambientales, sin conocer los riesgos para la salud y el medio ambiente. Dentro de los
posibles productos presentes en RILES de la industria farmacéutica veterinaria, se
encuentran los antibidticos sintéticos acido oxolinico (OXO0) y flumequina (FLU),
pertenecientes al grupo de las quinolonas, que en Chile son utilizados principalmente por
la industria salmonera.

A fin de contibuir a la cuntificacion de las concentraciones de estos antibidticos
en solucion, en este seminario se propuso estudiar las condiciones necesarias para
desarrollar un método “screening” que sea sensible, rapido y aplicable al analisis de
aguas residuales.

Para ello los antibidticos se extrajeron de las soluciones por sorcion en un disco
de teflon giratorio (15 mm de didmetro), con una membrana de nylon unida a una de sus
caras. Las condiciones de extraccion optimas fueron en medio mixto MeOH/HCI como
solvente, 30 min de extraccion, velocidad de rotacién de 1500 rpm y adicion de 15 pl
de HCI. Para el analisis se utilizé métodos espectrofluorimétricos, donde las variables
espectrales seleccionadas fueron; “shit” de excitacion-emision de 2,5 v 10 nm,
respectivamente y longitud de onda de excitacion a 270,0 nm.

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

MeOH a pH 2 a partir de muestras de agua destilada y potable utilizando una membrana

XV



de nylon. La membrana de nylon que contiene el analito fue medida directamente por
espectrofluorimetria, variando las longitudes de onda de excitacion entre 240 - 310 nm
cada 2 nm, y las longitudes de onda de emisién entre 287 - 440 nm cada 2 nm. Esto
permitio obtener las matrices de fluorescencia de excitacion-emision (FEEM), las que
fueron procesadas por analisis factorial paralelo (PARAFAC), sin la necesidad de una
etapa de desorcion.

Dedo que los espectros de fluorescencia de FLU y OXO tienen una misma
forma, no fue posible su determinacion ni cuantificacion, por lo que se compararon con
otras dos quinolonas (enrofloxacina (ENRO) y ciprofloxacina (CIP)), obteniéndose
resultados similares.

Estos resultados preliminares podrian dar las bases para el desarrollo de un
método de “Screening” que permita identificar el contenido global de estas quinolonas
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 concern about of emerging pollutants called EP, including
antibiotics for veterinary use or human, as personal care products, that have been
detected in different environmental compartments, without knowing the risks to health
and the environment. Within the possible products released into RILES of the veterinary
pharmaceutical industry in it is possible to find oxolinic acid (OXO) and flumequine
(FLU), belonging to the group of quinolones. In Chile they are used principally for the
salmon industry.

The antibiotics are extracting of the solution for sorption in a small rotating
Teflon disc (diameter 15 mm) with a nylon membrane attached to one of its faces. The
optimal extraction conditions was in mixed media MeOH / HCI as solvent, 30 min of
extraction, rotation speed 1500 rpm and addition of 15 pL. of HCI. For the analysis was
used espectrofluorometric methods, when the selected spectral variables were; "Slit" of
excitation-emission 2.5 and 10 nm, respectively, and a excitation wavelength of 270.0
nm-

After the method optimization were obtained extracts 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
spectrofluorimetry varying the excitation wavelength between 240-310 nm each 2 nm,
and the emission wavelength between 287-440 nm each 2 nm, being obtained the matrix
of fluorescence excitation-emission (FEEM), which were processed by applying parallel

factor analysis (PARAFAC), 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
determine or quantify, why were compared with other two quinolones; (enrofloxacin
(ENRO) and ciprofloxacin (CIP)), with similar results.

These preliminary results could provide the basis for development provide 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 oxytetracycline (OTC).
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I. INTRODUCCION
1.1 Antecedentes Generales.

1.1.1 Contaminantes emergentes.

Durante afios se ha investigado y estudiado los contaminantes que se encuentran
regulados en la Norma Chilena (NCh) 409/2 (Instituto nacional de organizacion (INN),
2006). En estos estudios, se han desarrollado nuevos métodos cada vez mas sensibles
que han permitido detectar la presencia de otros contaminantes ambientales,
denominados globalmente como contaminantes emergentes, que actualmente no se
consideran significativos en términos de concentracién y/o distribucion (Gil y col,
2012). Por este motivo, no estan incluidos aun en las normas de calidad de agua y se
sabe relativamente poco de su impacto en los distintos compartimientos ambientales y
en la salud humana, donde sus posibles efectos toxicos, dependeran principalmente de la
concentracion en que se encuentren, y su persistencia (Hurtado-Sanchez y col, 2015).
Sin embargo, debido a su elevada produccion, consumo y continua introduccion al
medio ambiente, estos contaminantes no necesitan ser persistentes para causar efectos

negativos (Barcelé & Lopez, 2007).

Existe una amplia variedad de contaminantes emergentes, dentro de los cuales se
encuentran los producidos en industrias farmacéuticas que incluyen antibioticos,
hormonas, analgésicos, tranquilizantes y aquellos procedentes de quimioterapia
suministrados a pacientes con cancer (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 atencién sélo en los ultimos

afios.

En el medio ambiente, en general, los compuestos quimicos presentes en aguas
residuales sufren procesos de transformacion biéticos y abidticos y/o eliminacion, de

acuerdo con su persistencia, transporte y destino final (Bletsou, y col, 2015) (Figura 1).

Industria
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Figura 1. Esquema del movimiento de contaminantes emergentes en el agua.
1.1.1.1 Antibioticos.
De todos los contaminantes emergentes, los que probablemente suscitan una
mayor preocupacion y estudio en los tltimos afios son los farmacos y, en particular, los
antibioticos (Barceld & Lopez, 2007), provenientes no solo de excreciones, donde una

parte importante del farmaco es eliminado del cuerpo sin metabolizarse, sino que



proviene también de la disposicion industrial inadecuada de los desechos de estos
productos (Diego Pino, 2014). Los compuestos farmaceuticos se han detectado en
efluentes de plantas de tratamiento de aguas residuales, en aguas superficiales, agua de
mar, agua subterranea, entre otras. (Giraldo y col., 2010).

Los posibles efectos de los antibioticos en cursos de agua incluyen: el desarrollo
de resistencia a las bacterias acuaticas, toxicidad directa de la microflora y la

microfauna y riesgos para la salud humana.

1.2 Antecedentes Especificos.
1.2.1 Quinolonas.
1.2.1.1 Caracteristicas estructurales.

Las quinolonas son antibidticos sintéticos con actividad antibacteriana y
constituyen uno de los principales grupos de farmacos tanto en la medicina humana
como veterinaria (Gamiz-gracia y col, 2012). Dentro de las quinolonas utilizadas en
ganaderia se encuentran el 4cido oxolinico, la flumequina, la enrofloxacina y la
ciprofloxacina. Los dos primeros son ademas ampliamente utilizados en acuicultura.

Todas las quinolonas poseen estructuras biciclicas heteroaromaticas, compuestas
por un anillo piridona (con un 4cido carboxilico en la posiciéon 3 y un nitrogeno en la
posicionl, el cual debe estar unido a una cadena lateral o ciclica R,) unido a un anillo
aromético (Hassouan, 2006). Las diferencias estructurales radican tanto en el nimero y
posicion de los atomos de nitrdgeno como en las cadenas laterales y la presencia de

atomos de flior en su molécula (Pefia y col, 2004).



Dependiendo de los sustituyentes que tenga v de la presencia de fltor en la
posicion 6 (fluoroquinolonas) se modifican sus propiedades bioldgicas como se muestra

cn la Figura 2 (Rubio, 2011).

Modifica potencia Trasporte al intenior de la bacteria
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Interaccion con ADN-girasa
Modifica potencia y PK R
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Interaccion reofilina
Fyacion a GABA
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Lugar de union a
Toposomerasas
Sustitucion con H™
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Figura 2. Estructura de las quinolonas con radicales cambiables y propiedades modificables
(Rubio, 2011).

1.2.1.2 Mecanismo de accion.

Las quinolonas entran en la célula bacteriana por difusion pasiva inhibiendo el
crecimiento de bacterias al interior de la enziina ADN-girasa en organismos Graiii-
negativos y la Topoisomerasa IV en organismos Gram-positivos. Ambas enzimas son
esenciales para la replicacion y transcripcion del ADN donde la inhibicion 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 reversion y poniendo en marcha una serie de procesos. Ademas existen



Figura 3. Modelo propuesto de la interaccion de las quinolonas (Leyva, 2008).
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Figura 4. Representacion esquematica de la interaccion entre la fluoroquinolona con la enzima

ADN-girasay el ADN (Leyva, 2008).



1.2.1.3 Acido Oxolinico (OXO).

El OXO (Figura 5) es una quinolona de primera generacion, cuyo blanco
farmacoldgico principal es la enzima bacteriana ADN-girasa. Posee una actividad
antibacteriana de amplio espectro y se usa principalmente como antimicrobiano para

tratar infcccioncs dc las vias urinarias (Cheng y col, 2013).

@) OH
@]
4 I °
O N

‘\CHg

Figura 5. Estructura quimica de OXO.

Nombre TUPAC: Acido 6,8-dioxolo-1-etil-4-ox0-3-quinolincarboxilico.



1.2.1.4 Flumequina (FLU).

La FLU (Figura 6). es un antibi6tico sistematico perteneciente al grupo de las
fluoroquinolonas (Rodrigues-silva y col, 2013). Es un derivado triciclico con un atomo
de fluor en la posicion 6 lo que produce un incremento en su actividad antibacteriana
frente a ias bacterias Gram-negativas y Gram-positivas (Christodoulou y col, 2007).

0O
: ﬂ\v _COOCH
\l,’;’: \‘\N'/”

‘\~J/ L\

F\\ ,//f:‘\\\;\ -

[

Figura 6. Estructura quimica de FLU.

Nombre TUPAC: Acido 6-fluoro-10-metil-4-ox0-1-azatriciclo-3-carboxilico.



1.2.1.5 Enrofloxacina (ENRO).

La ENRO (Figura 7), es una quinolona de tercera generacion, lo que hace que
tenga un espectro antimicrobiano mas amplio, mejorando asi la actividad tanto contra
bacterias Gram- negativas y Gram-positivas  (aerobicos), como también bacierias
anaerobicas y microbacterias (Hassouan, 2006). Fue desarrollada para el uso exclusivo
en animales como terneros, cerdos, pollos, pavos, entre otros (Otero v col, 2001).

Pertenece al grupo de las fluoroquinolonas, y la presencia de un ciclopropilo en
la posicion 1 mejora su actividad antibacteriana. Ademas, el volumen espacial del anillo
en la posicién 7 le confiere mayor potencia con respecto a quinolonas con sustituyentes

lineales en esa posicion (Rubio, 2011).

O
P ,L\__/ COOH
1/ \\ N - \ _‘:}{; . //
W N\\‘//r /\

Figura 7. Estructura quimica de enrofloxacina.

Nombre ITUPAC: Acido 1-ciclopropil -7-(4-etil-1-piperazinil)-6-fluoro-4-oxo-1,4-

dihidro-3-quinolincarboxilico.



1.2.1.6 Ciprofloxacino (CIP).

La CIP (Figura 8) es el principal derivado de ENRO, generado por la pérdida de
un grupo N-etilo de ENRO. Corresponde a una quinolona de segunda generacion que
posee un amplio espectro y es uno de los antibidticos clinicos mas ampliamente

utilizados en el mundo (Xuy col, 2015).

|

]
HN

Figura 8. Estructura quimica de ciprofloxacina.

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

quinolioncarboxilico.
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1.2.2 Extraceion de analitos en solucion mediante sorcién en fase sélida.

La evolucion de las técnicas de microextraccién por sorcion en fases poliméricas
se inicid en 1989 con el desarrollo de la microextraccion en fase solida (SPME). Desde
entonces, se han desarrollado nuevas técnicas con el proposito de maximizar la
eficiencia de extraccion mediante el aumento de su volumen o la relacion de superficie a
volumen de la fase. Actualmente, existe un creciente interés en el desarrollo de nuevas
estrategias analiticas, basadas en la extraccién del analito por sorcién en fase solida.
Dentro de las que se destacan, el método de extraccion sobre barras magncticas (SBSE)

y la extraccion en fase solida (SPE) mediante cartuchos (Giordano y col, 2011).

1.2.2.1 Sorcidn en disco rotatorio (RDSE).

Recientemente se ha desarrollado una técnica analitica mas simple, rapida y de

bajo costo, llamada extraccion por sorcion en disco rotatorio (RDSE), que permite

extraer los analitos mediante retencion en una fase solida polimérica por contacto con

la solucion donde se encuentra el analito. (Cafias y col, 2014).

La configuracion de RDSE consiste en un disco de teflon que en su interior tiene
una pequefia barra de agitacion magnética. En una sus caras se adhiere la fase solida que
actuara como sorbente del analito (Figura 9). Este disco sera accionado mediante

agitadores magneticos.
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la arquitectura del dispositivo permite una conveniente proporcion
superficie area-volumen,

las extracciones son realizadas a partir de pequefias cantidades de
nmuestras acuosas,

el régimen de recirculacion previene el colapso de la fase en muestras
complejas,

debido que la fase de extraccion esta en contacto solo con la muestra
liquida y no con el recipiente que contiene la solucidn, es posible una
agitacion a altas velocidades,

la fase sorbente es facilmente reemplazable (Cafias y col, 2014).

Estas caracteristicas la hacen util para analizar muestras complejas reduciendo

los tiempos de analisis, disminuyendo las etapas preparativas, utilizando menor cantidad

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

(Canas & Richter, 2012).

La seleccion de la fase sélida depende de su afinidad quimica con el analito.

Dentro de las

¥n fats 40 dizadac Anm’ anto S NAQTL® T
fases sorbentes utilizadas comnmente se encuentran: OASIS® HIEB,

m
£
£
£

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

artificial del grupo de las poliamidas (Figura 10), se caracteriza por ser hidrofilica,
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mecéanicamente resistente, térmicamente estable hasta 50 °C, compatible con una amplia

gama de disolventes, tanto acuosos como organicos (Escanda y col, 2004).

A L

I—fl ri; 1‘%{

0 0 0

—x N0 S S
H M i

Figura 10. Esquema de la estructura de nylon (Escandar y col., 2004).

3 oA m e

1.2.2.2 Proceso de sorcion del analito.

Durante la agitacién se produce una capa estacionaria sobre la fase sorbente por
donde circula el analito mediante difusion (D. Pino, 2014). Un factor importante es la
velocidad de agitacion, ya que al aumentar la velocidad disminuye el espesor de la capa
estacionaria, facilitando la transferencia de masas desde el seno de la solucion a la fase
sorbente (Figura 11). Esto aumenta considerablemente la cantidad de analito retenido en

la fase en un menor tiempo.

AGITACION SUAVE

7 agua
gg A ’

AGITACION FUERTE

CONCENTRACION ;
OE ANALITO f i agua
-—

5

rumy

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

agitacion.
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El tiempo de equilibrio (fe) del analito entre la solucidn y la fase sorbente se

expresa mediante la ecuacion 1.

. _3x6deth
i D

Donde; & = espesor de la capa estacionaria.
Kd = coeficiente de distribucion del analito entre la fase y la solucién de la
muestra.
Pt = espesor de la fase.

D = coeficiente de difusion de la solucion.

Asi mismo la velocidad de transferencia de masa esta en estrecha relacion con la
capa estacionaria, ya que un menor espesor de ésta conllevard a un aumento en la

velocidad de agitacion, como lo muestra la ecuacion 2.

dn“
dt

DxA .,
( 5 )xC Ecuacion 2

Donde; D al igual que en la ecuacion 1 corresponde al coeficiente de difusion de la
solucion.
8 = espesor de la capa estacionaria.
n = nimero de moles.

. A = area de la fase.

En consecuencia, aumentando la velocidad de rotacion, se reduce la capa de
agua estacionaria, facilitando la extraccién y por consiguiente el tiempo de equilibrio

disminuye.
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1.2.3 Espectrofotometria de fluorescencia.

Esta técnica se caracteriza por la excitacion de una molécula mediante la
absorcion de fotones y su posterior relajacion, cuyo espectro de emision permite el
analisis molecular cualitativo y cuantitativo (Skoog y col, 2001). Las transiciones
electronicas producidas en el proceso de absorcién no conllevan a un cambio de espin,
lo que hace que la fluorescencia tenga una vida media muy corta (<107s) (Skoog y col,
2001).

Un aspecto importante es su sensibilidad, alcanzandose limites de deteccidon que
suclen ser de uno o tres drdenes de magnitud inferiores a los encontrados en la
espectrofotometria de absorcion.

El primer paso en el proceso de fluorescencia es la excitacion de la molécula
mediante la absorcion de un foton de dos bandas de radiacion, &; centrada en la
longitud de onda de la transicion S, = S; y A, de mayor energia correspondiente a la
transicion S, = S, (Figura 12). La excitacion directa a un estado triplete no se muestra,

debido a que esta transicion no tiene lugar de manera significativa.
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Estado fundamental
Figura 12. Diagrama de energia de Jablonski.

So corresponde al estado (singulete) fundamental de energia potencial de una
molécula a temperatura ambiente con sus correspondientes niveles de energia
vibracional (1, 2, 3, 4 y 5). Los estados electronicos excitados, Si, S y Ty corresponden
a estados singuletes (S) y triplete (T) respectivamente. La excitacion directa desde el
estado fundamental implicaria un cambio en el espin del electron, evento que tiene una
muy baja probabilidad de suceder, por lo que recibe el nombre de transicion prohibida
(Skoog vy col, 2001).

La absorcion es rapida (10" 2 10" 5), lo que indica que la emision fluorescente

feativamente mas lenta (1‘9'9 a 1077

\ Nty
aiv ) Por ofr

o]

Fosforescencia que corresponde a la transicion electronica desde un estado triplete
excitado al singulete fundamental, es mucho mas lenta (10 y 10 s 6 mas).
La emision de un foton ya sea por fluorescencia o por fosforescencia se conoce

como proceso de relajacion radiativo, a diferencia de otros mecanismos de
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desactivacion, que comprenden procesos no radiativos (conversion interna). La
transicion energéticamente mas favorecida hacia el estado fundamental es aquella que
minimiza la vida media del estado excitado. Por ello, si la desactivacion por
fluorescencia es mas rapida que los procesos no radiantes, se observard tal emision
(Skoog y col, 2001).

La absorcién de Inz TJV genera nsualmente una transicion electronica del tipo n
> n* o & > =%, dependiendo de cudl de ellas sea la de menor energia. La fluorescencia
se observard con mayor frecuencia en compuestos con dobles enlaces (C=C o C=0)
altamente conjugados porque las transiciones del tipo © = n* requieren baja energia y
se ven favorecidas (presentan intensidad de fluorescencia mayor) debido a que tienen un
tiempo de vida media mas que hace menos probable otros procesos de desactivacion
(Seguin, 2013).

El rendimiento cuantico de la fluorescencia disminuye al aumentar la
temperatura, ya que se¢ acrecienta la frecuencia de las colisiones, aumentando también la

probabilidad de desactivacién por conversion interna.

1.2.4 Calibracion multivariada.

La principal aplicacion de la calibracion multivariada es la resolucion de
mezclas complejas y su cuantificacion sin la necesidad de una separacion quimica o
fisica de cada constituyente, es decir, lograr la separacion virtual, a través de un
computador y un algoritmo.

Este método relaciona las concentraciones de diversos analitos presentes en una

muestra con las respuestas obtenidas con la técnica analitica, es decir, considera muchas

S g kil s eSS RFia il eizdizic N L=S 5 AJivavids zaleewiiils



17

sefiales diferentes en contraste con Ia calibracion univariada que trabaja con una unica
respuesta para cada muestra. El tipo de calibracion depende de los datos con que se
trabaja (Olivieri & Escandar, 2000).

Los datos de calibracion multivariada pueden ser de primer o segundo orden.
Como primer orden se encuentran los espectros generados por una excitacion y todo el
rango de emisién, produciéndose un vector, que son los datos multivariables mas
simples. Otra caracteristica de este tipo de calibracion es que para resolver mezclas se
requiere una calibracién previa de posibles interferentes que se encuentren en la
muestra.

Por otro lado la calibracion multivariada de segundo orden agrega una segunda
dimension a los datos de primer orden, de forma quimicamente explicativa y lo
suficientemente importante para permitir una separacion de sefiales. Una ventaja del
método es que no requiere incluir los potenciales interferentes en la calibracion y por
tanto se puede analizar muestras complejas con conjuntos de calibracion de pocas
muestras. Dentro de los datos de segundo orden se encuentran, datos cromatogréaficos
con deteccion espectral v matrices de fluorescencia de excitacion-emisién (FEEM)
(Olivieri & Escandar, 2000). Estas dltimas se obtienen a partir de la variacion
sistematica de las longitudes de onda de excitacion y de emision, lo que mejora la
capacidad de resolucion de los espectros de fluorescencia superpuestos.

Ultimamente este tipo de obtencion de datos se ha utilizado para la deteccion de
una amplia gama de analitos (Elcoroaristizabal y col, 2015).

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

complejas pueden contener varios componentes fluorescentes, cuyas sefiales FEEM
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pueden superponerse de manera significativa. Esto llevo al empleo de procesamientos
quimiométricos avanzados para la resolucion de las sefiales de analitos individuales

{Olivieri & Escandar, 2000).
1.2.5 Analisis Factorial Paralelo (PARAFAC)

El analisis factorial paralelo (PARAFAC) es el algoritmo de segundo orden mas
utilizado para descomponer FEEM, debido a la estructura trilinear de los datos
(Elcoroaristizabal y col, 2015).

Al realizar mediciones de FEEM, se obtiene por cada muestra una tabla de datos,
que forman un cubo, llamado arreglo de tres vias, donde este algoritmo asume que es
una matriz de tres dimensiones y la descompone en tres matrices. Estas tres matrices
son; espectro de emisién puro, espectro de excitacion puro y la diferencia entre
concentraciones que tiene que ver con la abundancia relativa. El producto de estas
matrices debe generar un cubo lo mas parecido al inicial y debe tener un significado
fisico, minimizando el residuo. Este algoritmo se basa en una minimizacion de minimos
cuadrados y permite medir concentraciones relativas de componentes de la mezcla, en
presencia de cualquier nimero de constituyentes no calibrados o interferentes (Escandar
y col, 2004).

La matriz se considera que es trilineal cuando el niimero de componentes
trilineales (N) necesarios para describir los datos a través de la Ecuacion 3, es pequeiio,

y es idealmente igual al numero de componentes quimicos que producen scfiales

medibles.



19

N
Xijk = Z AinDjnCin + €1k Ecuacion 3
n=1
Donde; a;, = concentracion relativa (conocido como “score”) de un constituyente dado n
en la muestra i-€sima
bin ¥ Ckn = intensidades en los dos modos fundamentales j y k, respectivamente
(conocidos como “loadings™)

ey, = error relativo.

En general, los “loadings™ se normalizan a unidad de longitud, y se recogen en
las matrices B y C, de tamafio J x N y K x N, respectivamente y los “scores™ se recogen

en una matriz de puntuacion A (Escandar y col, 2014) (Figura 13).

Sample3

A . A\
: pomplez ““Excitation 7 ;
. "
PARAFALC
- g O
e y
Emission A i // _,j \ \E*

Emission A

Figura 13. Representacién esquematica de la operacién PARAFAC, que construye una matriz
de datos de tres vias con las diferentes matrices de datos, y luego se descompone la
matriz en “loadings” (espectros de fluorescencia de excitacion y de emisién en
funcién de la longitud de onda, correspondientes a las matrices B y C). También se
producen “Scores”, que contiene informacion relativa a las concentraciones de

constituyentes (Escandar y colo, 2014).
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1.2.6 Pardametros analiticos,

1261 Linealidad

€xperimentales.

1262 Sensibilidad.

la curva de calibracion.

1263 Desviacién estandar de Jog blancos.

los valores individuales varig fespecto a la medida dej conjunto de datos, A mayor

desviacion estandar, mayor es Ia variabilidad.

1.2.6.4 Precision (DER).

indetenninado, de un andlisis,
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Las dos medidas de precision mas comunes son repetibilidad y reproducibilidad.
La repetibilidad se relaciona con la proximidad de las mediciones para una misma
especie, sin variar las condiciones de medicion, en un mismo dia. La reproducibilidad,
en cambio, se refiere a la variabilidad de los resultados cuando se miden muestras en
diferentes dias con distintos operadores o equipos. Generalmente en Quimica Analitica
la repetibilidad se expresa como desviacion estdndar relativa (DER), relacionando el
grado de concordancia entre los datos obtenidos en una serie de mediciones. Se obtiene

a partir de la ecuacion 4
a .z
DER = (%) x100 Ecuacion 4
P

Donde; o = desviacion estdndar de la muestra.

p = promedio de la muestra.

1.2.6.5 Limite de deteccion (LLD).

Es la minima concentracion o minima masa de analito que se puede detectar para
un nivel de confianza dado. Depende de la relacién entre la magnitud de la sefial
analitica y el valor de las fluctuaciones estadisticas de la sefial.

Al aproximarse al LD la sefial analitica y su desviacion estandar se aproximan a
la sefial del blanco y a su desviacion estandar.

Limite de deteccion (LD) = 3,3% Ecuacion 5

Donde; o = desviacion estandar del blanco.

S = pendiente de la curva de calibracion.
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1.2.6.6 Limite de cuantificacion (LC).

Corresponde a la concentracién mas baja de analito presente en una muestra que
se puede determinar con una precision aceptable, en las condiciones experimentales de
trabajo.

Limite de cuantificacién (LC) = 105:— Ecuacién 6

Donde; o = desviacién estandar del blanco.

S = pendiente de la curva de calibracion.

1.2.6.7 Exactitud.

Es la cercania entre un valor real y el resultado de una medicién. Mientras mas
cercano sean estos valores mas exacto sera el método.

El criterio utilizado para evaluar la exactitud es el porcentaje de recuperacion.

X
4]

% de recuperacion = (x ) * 100 Ecuacion 7

Donde; X; = valor experimental.

X, = valor de referencia.
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1.3  Hipdtesis.

Mediante un sistema optimizado de extracciéon por sorcion en disco rotatorio
(RDSE) seria posible la extraccion y determinacion de OXO y FLU en la fase solida
mediante espectrofluorimetria obteniendo las matrices de excitacion-emision (FEEM)

que podrian ser descompuestas mediante Andlisis Factorial Paralelo (PARAFAC).

1.4  Objetivo General.

Desarrollar e implementar un método analitico para la determinacion de OXO y
FLU, mediante el uso de RDSE para la extraccion de estos antibioticos y su
determinacién directa en el disco, mediante espectrofluorimetria para luego ser

analizados mediante PARAFAC.

1.5  Objetivos especificos.

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

b) Determinar la longitud de onda de excitacion adecuada para una mejor
determinacion de los antibioticos.

c¢) Optimizar los “slit” de excitacion y emision.

d) Determinar el extractante Optimo para la extraccién de los antibidticos en
estudio.

¢) Determinar el tiempo de agitacion adecuado para una méaxima extraccion.

f) Determinar la fuerza iénica adecuada para la extraccion.

g) Optimizar las variables que afectan el proceso de extraccion con RDSE, para
obtener una mayor eficiencia en el método.

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

1) Aplicar el método a muestras fortificadas de agua potable.
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2.1.1

11. MATERIALES Y METODOS
Materiales.
Fungibles

Matraz de aforo de 10 mL.
Matraz de aforo de 25 mL.
Matraz de aforo de 50 mL

Matraz de aforode 1 L.
Micropipeta 100-1000 pL, Brand.
Micropipeta 10-100 uL, Brand.
Micropipeta 1-10 mL, Brand.
Espatulas.

Cronometro digital.

Viales de 25 mL.

Vasos de precipitado 100 mL.
Placas Petr.

Agitadores magnéticos HANNA HIL
Celdas de policarbonato.

Pipeta aforada 20 mL, Hirschmann EM.

Membrana de nylon, diametro 10 mm, tamafio de poro 0,2 um.

Aparatos e instrumentos.

Balanza Analitica, Sartorius GMBH, Gottinnhen tipo R-200D.

Vortex Mixer KMC-1300V. Vision Scientific CO. HD.
Espectrofotometro de fluorescencia Hitachi F-2700.
Agitador magnético, Bibby.

Bafio de ultrasonido, Branson 2210.

24
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2.1.3 Reactivos.

—  Metanol Merck p.a.

— Flumequina (FLU) Sigma-Aldrich p.a.

—  Acido Oxolinico (OXO) Sigma-Aldrich p.a.
— Enrofloxacina (ENRO) Sigma-Aldrich p.a.
— Ciprofloxacina (CIP) Sigma-Aldrich p.a.

— Hidroxido de sodio (NaOH) Merck p.a.

— Acido Clorhidrico (HCL) Merck p.a.

2.1.4 Solucion “Stock” de antibioticos.

Para las Soluciones “Stock™ de FLU y OXO, se disolvid 6,53 = 0,1 mg con
metanol en matraces de 25 mL., obteniendo concentraciones de 1,0 x 10° mol L™ y 1,0 x
10 mol L™, respectivamente.

Para preparar las Soluciones “Stock” de trabajo de FLU y OXO, se midi¢ distintos
volumenes (250 pL de FLU y 2500 pL de OXO) de la Solucién “Stock™, lo que se
diluyé en matraces de 25 mL para obtener una concentracion de 1,0 x 10° mol L™ y 1,0
x 10 mol L™, respectivamente.

Las Soluciones “Stock” de CIP y ENRO, fueron de concentracién 3 x 10* mol
L. A partir de esta concentracién se prepararon las Soluciones “Stock™ de trabajo de
estos antibioticos, tomando distintos volumenes (827 uL de CIP y 899 ulL de ENRO) de
la Solucién “Stock”, lo que se diluydé en matraces de 25 mL para obtener una
concentracion de 1,0 x 10° mol L™ para cada antibiético.

Las soluciones obtenidas de los cuatro antibidticos se guardaron en viales de 20

mL.
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22  Métodos.
2.2.1 Diseiio del soporte para fluorimetria.

Se disefidé un soporte (Figura 14) para realizar una medicioén directa de la fase
sorbente, de forma que ésta estuviera en 45° en relacion con la entrada del haz de luz.
En el soporte se hizo una perforacion de tal manera que se pudiera introducir el disco de
teflon con la fase de nylon adherida a una de sus caras y asi poder llevar a cabo la
medicion. Para adherir la membrana de nylon al disco se utiliz6 cinta adhesiva doble

faz.

Figura 14, Soporte fabricado para la realizacion de este trabajo.

2.2.2 Seleccién de la longitud de onda de excitacion y el “slit” de emision y el

“slit” de excitacion.

Para este experimento se utilizo viales conteniendo el disco y 20 mlL de
soluciones 4,0 x 10® mol L y 6,0 x 10® de cada antibidtico por separado. Cada
solucion se agitd durante 30 min, luego se retird el disco con la fase y se dejo reposar
por 5 min en placas Petri. Luego se midi6 la fase directamente por espectrofluorimetria,
realizando un barrido en el rango de longitud de onda de excitacion de 220,0 nm a 800,0
nm con intervalos de 50,0 nm. Se repitié el barrido acotandolo entre 250,0 nm y 300,0

nm a intervalos de 10,0 nm. Una vez seleccionada la longitu de de onda de excitacién se
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varié el “slit” de emision y el “slit” de excitacion, 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 preparé una un set de concentraciones de 1 x10® mol L' y 8 x10® mol L' de
ambos antibidticos en MeOH utilizando viales de 20 mL (cada concentracion por
tiplicado). Para obtener una solucién de medio acido se afiadio 15 pL de HC1 1 M, se
agrego el disco con una fase, cada solucion con una fase nueva, y se agité durante 30
min. Pasado este tiempo se retird el disco de la solucién y se dejé reposar en una placa
Petri por 5 min y se midi la fase directamente mediante espectrofluorimetria.

Es necesario destacar que se realizaron dos curvas por separado para cada
antibidtico, una con todas las concentraciones en solucién de MeOH v otra curva con
todas las concentraciones en solucién de MeOH + HCL

Paralelo a la realizacion de cada curva se preparo un blanco para cada solucion,
que corresponde a una solucidon con las mismas caracteristicas de cada curva pero sin

agregar el antibidtico.

2.2.4 Variacion de tiempo de extraccion.

Se prepar6 un set de 9 muestras tanto para FLU como para OXO, en diferentes
viales de 20 ml, de una concentracion 6 x 10° M en MeOH, a las que se le agregé un
disco con una fase adherida en una de sus caras (en cada caso una fase nueva).
Realizado esto, cada solucion se agitd por un tiempo determinado entre 0 min y 40 min,

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

midi¢ directamente por espectrofluorimetria.

2.2.5 Estudio de temperatura.

Se prepard la solucién de concentracion 8.0 x 10® mol L' para FLU y para
0XO, separadamente, en viales de 20 mL. Las temperaturas de utilizadas se variaron
entre; temperatura ambiente (20 - 25 °C), 30°C, 50°C y 70°C. Cada muestra se agito
durante 30 min. Terminado ese tiempo se midido la fase directamente mediante

espectrofluorimetria.

2.2.6 Estudio de fuerza i6nica.
Se realizé una curva de calibracion utilizando Na,SO4 y KCl por separado, para
OXO y FLU, respectivamente. Se probd agregando la sal sélida y en solucidén por

separado. En ambos casos se utilizd concentraciones entre 0,1 y 0,6 mol L' de cada sal.

2.2.7 Curvas de calibraciéon de OXO y FLU.

Se midio distintas alicuotas de las soluciones “stock™ de trabajo, diluyéndolas en
matraces de 25 mL con MeOH, con el fin de obtener concentraciones adecuadas (entre
1,0 x 10® mol L™ y 8,0 x 10® mol L") para la realizacién de las respectivas curvas de
calibracion. Se colocaron en viales a los que se les agregd el disco con la fase adherida y
se agitd por 30 min. Luego se retird el disco y se dejo reposar en una placa Petri por 5

minutos y se midid la fase directamente por espectrofluorimetria.
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Figura 16. Espectros de fluorescencia de FLU y OXO en solucion de MeOH.

Se observa que OXO presenta una mayor intensidad de fluorescencia, donde el
maximo se encuentra a 370,0 nm aproximadamente, mientras que FLU presenta un
maximo de menor intensidad de fluorescencia cercano a 350,0 nm. Es por esto que se
postula que es posible la determinacion de ambos antibidticos mediante la extraccidn

por disco rotatorio y su separacion y determinacion mediante PARAFAC.

3.2  Seleccion de las variables de fluorescencia de FLU y OXO en membranas de
nylon utilizadas en soluciones metandlicas.
Para determinar la longitud de onda de excitacion y el “slit” de excitacion-
emision se midié la membrana de nylon, conteniendo el analito, directamente por

espectrofluorimetria.

3.2.1 Seleccion de la longitud de onda de excitacion.
En la Figura 17 se muestran algunos espectros de emision obtenidos luego de

acotar el rango de longitud de onda de excitacion entre 250,0 nm y 300,0 nm.
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Figura 17. Espectros de emision a distintas longitudes de onda de excitacion evaluadas a a) 220

En primer lugar, se descartd la dey 220,0 nm (Figura 17a), ya que la intensidad

de fluorescencia es muy baja, por lo que no se observan claramente los espectros de
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cada antibiotico. En cuanto a la A¢ 250,0 nm (Figura 17b) las dos concentraciones de
FLU no se distinguen una de la otra, por lo que también fue descartado. Por otro lado en
1as Aexe 260,0 nm y 280,0 nm (Figura 17¢ v 17¢) los espectros de FLU tienden a variar
en su forma, haciendo dificil la deteccién de la concentracion correspondiente. Por
altimo 1a Aee. 300,0 nm las sefiales son muy cercanas la banda de excitacion.

Por todo lo anterior se selecciond la Aex. 270,0 nm (Figura 7d), ya que a dicha
longitud de onda de excitacion se observa que ambos antibidticos tienen espectros bien

definidos y con una mayor intensidad de fluorescencia.

3.2.2 Seleccion de “slit” de excitacion y “slit” de emision,

En relacion al “slit” de emisidon y “slit” de excitacidon (Figura 18),
inmediatamente se descarté el “slit” 5-20 nm (Figura 18¢e) y “slit” 10-10 nm (Figura
18f), debido a que la intensidad de fluorescencia es mayor que la que muestra ¢l equipo,
€s por eso que se observa una linea continua en la parte superior a la altura de IF =
10000. En segundo lugar se descarto el “slit” 2.5-2.5 nm (Figura 18a), ya que la sefial
obtenida es muy pequefia, por lo que no se alcanzan a distinguir las sefiales de FLU y
0XO.

En cuanto al “sht” 2.5-20 nm (Figura 18¢) se descarté debido a que una
concentracion supera la maxima intensidad de fluorescencia que permite el equipo, por
lo que a mayores concentraciones no seria posible su determinacién y el “slit” 5-5 nm
(Figura 18d) tiene presencia de ruido, por lo que también fue descartado, en estos dos
ultimos “slit” se observa un corrimiento hacia la izquierda en la sefial de acuerdo a la

concentracion.
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Figura 18. Espectros de los distintos “slit” de excitacidn-emision estudiados a) 2.5-2.5 nm, b)

se selecciono “slit” 2.5-10 (Figura 18b).

2.5-10 nm, c) 2.5-20 nm, d) 5-5 nm, €) 5-10 nm y f) 10-10 nm.

Debido a lo anterior y a que las sefiales de ambos antibidticos son bien definidas
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Al comparar los espectros de fluorescencia de cada antibidtico en solucion
(Figura 16) con los espectros obtenidos al medir la fase de nylon a la longitud de onda
de excitacion 270,0 nm y “slit” 2,5-10 nm (Figura 18b) se observa que en este tiltimo no
hay una diferencia entre las sefiales de OXO y FLU, lo que si ocurre en los espectros en
solucion. Esto sugiere una posible interaccion entre la membrana de nylon y cada

antibidtico, provocando que la sefial obtenida por fluorimetria sea similar para cada uno.

3.2.3 Efecto del tiempo de extraccién de OXO y FLU en una solucién de MeOH
extraidos en una membrana de nylon.

En las Figuras 19 y 20 es posible apreciar que el tiempo de extraccion tiene una
estrecha relacion con la concentracion del antibitico absorbida por la fase, mientras
mayor es el tiempo, mayor es la cantidad sorbida. Entre los 25 min y 40 min se puede
observar que no hay un aumento de la concentracion sorbida v se llega a un equilibrio

entre la solucién madre y la fase sorbente (zona de equilibrio del sistema).
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Figura 19. Estudio del tiempo de extraccion de OXO, concentracion 6 x10™ mol L.
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Figura 20. Estudio del tiempo de extraccion de FLU, concentracion 6 x10®* mol L'.

Se selecciond 30 min de agitacién para estudios posteriores, para asi asegurar

estar trabajando en la zona de equilibrio.

3.2.4 Influencia del medio extractante.
Los resultados de agregar HCl a la solucion metandlica se presentan en los

espectros de fluorescencia de la Figura 21, luego se restar el blanco correspondiente.
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Figura 21, Espectros de fluorescencia del estudio del medio a) MeOH, b) MeOH + HCL

Los espectros obtenidos con la extraccion MeOH + HCI (Figura 21b), muestran
una mayor intensidad de fluorescencia en comparacion con la utilizacién de solo MeOH

(Figura 21a) en el cual la intensidad de fluorescencia alcanzada es baja y las sefiales no
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presentan correlacion en cuanto a la concentracion. La principal diferencia entre ambos

medios es que las especies a pH 4cido se encuentran protonadas en el N del anillo

3.2.5 Estudio del efecto de la temperatura en la extraccion.
Los resultados obtenidos indican que no existe un cambio significativo en la

sefial de los antibidticos absorbidos a 30 °C o0 a 50 °C.

3.2.6 Estudio del efecto de la fuerza i6nica de la solucion.

Se utilizaron dos sales (Na,SO4 y KCI) para analizar el efecto de la fuerza iénica
con los distintos antibidticos. Esto no se concretd, 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 Optimas de trabajo.

Tabla 1. Resumen de condiciones 6ptimas tanto quimicas como de fluorescencia.

Variable Valor 6ptimo
Longitud de onda de excitacion (nm) 270,0
"slit" de excitacion (nm) 2.5
"slit" de emisidn (nm) 10
Tiempo de extraccion (min) 30
Extractante MeOH + HCl
Temperatura (°C) 25

Una vez obtenidas las variables quimicas e instrumentales 6ptimas de trabajo, se

aplico el método a muestras fortificadas de agua destilada y potable.
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3.2.7 Muestras en agua en MeOH a pH 2.

Los experimentos con muestras en agua destilada y agua potable se realizaron a
temperatura ambiente, en las condiciones optimizadas seleccionadas previamente. Para
cada antibiotico se midid la fluorescencia por separado (Figura 22 y 23) y se observan

leves diferencias en las intensidades obtenidas.

a) by 0 P N S g M
7000 Flutox10M 7000 | ——OX0 1,0x10° M
—— FLU 2,0x10° M AN | —— OX0 2,0x10° M
6000 | g 6000 \ i &
. —— FLU 4,0x10° M [ —— OXO0 4,0x10° M
O {5 —— FLUBOx10° M E Ij \\ | —— oxo 8ox10°M
2 50004 Fy —— FLUBOX10"M g 500 / f\ ——— OX0 8,0x16° M
g t'/ ! a 1 f" /N
2 000 ¥ S 4000 4 TR Y
5 /AN 2 A\
o /AN © 1 i/
4 3000 PN N S 3000 /
=1 ¥/ \\ Ny o i/
a / / N 3 i/
® oaoo{] S/ \ Xy 2 20004 /
o ! RN N B Ve . \
£ / S Yy e S/& A
= weldV S~ RN - O
Z o N
P ~~
‘ s isé%a; \‘-:i‘{:i'_::‘_
o T T i 0 . . === 1
300 400 500 200 400 500
Longitud de onda (nm) Longitud de onda (nm)

Figura 22. Espectros de fluorescencia de a) FLU y b) OXO, en muestras de agua destilada.
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Figura 23. Espectros de fluorescencia de a) FLU y b) OXO, en muestras de agua potable.

A partir del método realizado se pudo determinar que ambos antibidticos son
sorbidos por la fase de nylon, obteniéndose porcentajes de recuperaciéon entre 60 % y

110 % para FLU, 90 % y 105 % para OXO.
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3.2.8 Anadlisis Factorial Paralelo (PARAFAC).

Inicialmente se calibra con un set de combinaciones de concentraciones de cada
antibidtico (Tabla 2) en agua destilada en MeOH a pH 2. Esta calibracién se utilizara
para muestras que 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
simultdneamente.

Tabla 2. Concentraciones utilizadas en la preparacion de soluciones en agua destilada y potable,

fortificadas con FLU y OXO simultaneamente,

Nimero Concentracion de FLU | Concentracién de OXO
de experimento (ppb) (ppb)

1 0 0

2 1,5 1,5
3 1,5 10
4 5 )

5 10 1,5
6 10 10

En las matrices de excitacién y emision obtenidas se encontré la presencia de la
dispersion de “Rayleigh”, que corresponde a una sefal de alta intensidad de
fluorescencia que aparece 44 nanometros antes de la intensidad de fluorescencia
maxima del firmaco. Para poder trabajar sin la interferencia de éste, se sustituyeron los
valores de la dispersion de “Rayleigh™ por ceros o por los llamados valores perdidos,

como lo muestra la Figura 24.
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Figura 24. Grafico tridimensional para las matrices de fluorescencias de excitacion-emision
(FEEM), correspondientes a las membranas de nylon tratadas con solucién de agua
destilada, MeOH y pH 2, a) con “Rayleigh” y b) llevandolo a 0.

3.2.8.1 Agua destilada en MeOH a pH 2.

En primer lugar se trabajé con muestras de agua destilada en MeOH a pH 2,
fortificadas con OXO y FLU. Se realizaron las mediciones por separado de cada mezcla
de los antibidticos. Una vez obtenidos los FEEM se sustituyeron los valores de la
dispersion de “Rayleigh” por ceros en todas las matrices y luego se pasaron a

PARAFAC para obtener los graficos tridimensionales (Figura 25).
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Figura 25, Grafico tridimensional para las matrices de fluorescencias de excitacién-emision
(FEEM), correspondientes a las membranas de nylon tratadas con muestras de agua
destilada en MeOH y pH 2, con las distintas calibraciones de la tabla 2 a) Expl, b)
Exp2, ¢) Exp3, d) Exp4, e) Exp5 y f) Exp6.
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Para predecir la concentracion y dar cuenta de los espectros, se selecciond la
cantidad de componentes. Al haber dos antibidticos en la muestra es necesario que la
cantidad de componentes sea mayor a dos, ya que pudiese existir la presencia de algun
interferente, por lo que se predijo la muestra con tres componentes.

Para verificar si el modelo estd dando resultados correctos, es necesario poner
atencion en tres parametros que caracterizan la confianza en ¢l ajuste al modelo:

e los espectros de emision y de excitacion.
¢ la consistencia del nicleo y el resido asociado.
e la concentracién determinada por el programa.
Para la verificacion se selecciond la muestra de agua destilada en MeOH a pH 2,

fortificadas con 5 ppb de OXO y 5 ppb de FLU (Exp. 4, Figura 235d).

a) Espectros de emision y excitacion: Los espectros de emision y excitacion
(Figura 26) obtenidos presentan tres posibles componentes en la muestra, donde
1y 2 (azul y verde) deberian corresponder a FLU u OXO, y el componente 3

podria ser una sefial arrojada por la membrana de nylon.
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Figura 26. Espectros de emision y excitacion correspondientes a la muestra Test en agua

destilada con MeOH a pH 2.
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Figura 27. Espectros de fluorescencia de FLU y OXO en muestras de agua destilada con
MeOH apH 2.
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Si comparamos los espectros de emision obtenidos por PARAFAC (Figura 26)
con los espectros de emision de cada antibidtico obtenidos separadamente en la
membrana de nylon (Figura 27), donde el maximo corresponde a 329,0 nm, se observa
un leve parecido con el componente 1 (color azul, Figura 26), pero en relacién al
componente 2 (color verde, Figura 26) no se observa ninguno parecido.

En la Figura 27 es posible observar que ambos antibidticos tienen espectros
similares, por lo que el maximo corresponde a una misma longitud de onda para los dos
antibioticos. Se observa una leve diferencia en las intensidades de fluorescencia de cada
antibiotico, donde el que presenta una mayor intensidad en dos de las tres
concentraciones es OXO, con la mayor concentracién 8 x 10° mol L™ alcanzando
intensidades de fluorescencia de 6500, en comparacion a FLU que en esa misma
concentracion alcanza intensidades de 5500. Por otro lado se puede observar que en
ambos antibidticos se presenta una intensidad de fluorescencia similar correspondiente a

la concentracion 6 x 10 mol L.

b) Consistencia del nucleo y residuo asociado: Al realizar la prediccion en
PARAFAC con tres componenetes se obtuvo una consistencia del nucleo de
0,627 y un residuo asociado de 6,6 x 10°.

En cuanto a la consistencia del nucleo, 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 prediccion.
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Como los espectros no coinciden y los residuos son altos no se predijo las
concentraciones de cada antibiotico.

En el analisis realizado anteriormente se utilizd matrices completas, es decir,
incluyendo la dispersiéon “Rayleigh” de cada medicion, y aunque se elimind
sustituyendo los valores de esta dispersidbn por ceros, puede que aun asi este
interfiriendo. Es por esto que se acotd el rango del espectro (Figura 28). Entre 314,0 y

400,0 nm cada 2 nm para la excitacion y 240,0 y 300,0 nm cada 2 nm para la emisién.
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Figura 28. Grafico tndunensmnal para las matrices de fluorescencias de excitacion-emision

(FEEM), correspondientes a las 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) medicién
normal, b) rango acotado v sus respectivos graficos de contorno ¢) medicion normal

v d) rango acotado.



46

Una vez acotado el rango y suponiendo que los analitos corresponden a 2
componentes y un interferente, se realizo la prediccion con fres componentes.

a) Espectros de emisién y excitacién: En los espectros de emision y excitacion
(Figura 29) se pueden asociar preliminarmente los componentes 1 y 2 (azul y
verde, respectivamente) a los antibidticos en cuestion, ya que tienden a tener la
misma forma (Figura 27), con una maximo en 329,0 nm en el espectro de

emision.
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Figura 29. Espectros de emision y excitacion correspondientes a la muestra Test en agua

destilada en MeOH a pH 2, con el rango acotado.
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b) Consistencia del niicleo y residuo asociado. De la prediccion realizada se
obtuvo una consistencia del nucleo de -3,170, que al compararfa con la
predicciéon anterior se observa una disminucion de ésta, alcanzando niveles
negativos, mientras que el residuo obtenido fue de 65, siendo menor que el
anterior.

Como en este caso coinciden los espectros y hay un residuo bajo, se procedio a
predecir las concentraciones de cada antibiotico, probando cada uno como un
componente distinto (1 0 2). Si bien existe un tercer componente no se probaron en éste
porque los antibidticos deben corresponder netamente a los dos primeros, de acuerdo al
espectro.

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

- Calibration line: component 1, 3 compenents T prtt Catoraliorsing; ssmpsinf 2, 3 componsata
; ; .
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o

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

componente 2.
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Figura 31. Predicciones pseudo-univariadas para a) FLU como componente 2 y b) OXO como

componente 1.

Las concentraciones asociadas a las predicciones son: 0,270 ppb para FLU
(componente 1), -20,39 ppb para OXO (componente 2), v 10,63 ppb para FLU
(componente 2) , 0,198 ppb para OXO (componente 1).

En la primera suposicién (FLU comp 1 y OXO comp 2) al mirar los graficos se
puede ver que para FLU esta4 relativamente bien, ya que la concentracién predicha se
encuentra dentro de la curva, pero muy lejana de 5 ppb. En cuanto a OXO la
concentracion predicha esta por fuera de la curva, siendo negativa, por lo que se
encuentra ain mas alejada de la real.

En la segunda suposicion da una regresion negativa para FLU, por lo que se
descarta inmediatamente (estando también fuera de la curva) y para OXO la
concentracion obtenida es muy inferior a la real.

Segln lo anterior ambos antibidticos actiian como componente 1, 1o que no es

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

Las muestras de agua potable en el rango completo (entre 240,0 y 310,0 nm cada
2 nm para la excitacion y la entre 2870 y 400,0 nm cada 2 nm para la emision),
arrojaron resultados similares a los de agua destilada, con inconsistencias marcadas
entre los espectros obtenidos por PARAFAC y los espectros de cada antibidtico por
separado (ver Anexo).

Es por esto que se hizo un segundo estudio en esta muestra, en este caso se
acoto el rango de excitacion y de emision, para dejar completamente fuera la dispersion
de “Rayleigh” de cada medicion (Figura 32), entre 314,0 y 400,0 nm cada 2 nm para la

excitacion y 240,0 y 300,0 nm cada 2 nm para la emision.
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Figura 32. Grafico tridimensional para las matrices de fluorescencias de excitacion-emision
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(FEEM), correspondientes a las membranas de nylon tratadas con agua potable en
MeOH a pH 2, con concentraciones de 5 ppb de FLU y 5 ppb de OXO a) medicién

normal, b) rango acotado y sus respectivos graficos de contorno ¢) medicidén

normal v d) rango acotado.

Se realizo la prediccion con 3 componentes obteniendo:

Espectros de emision y excitacion: Los espectros de emision y de excitacion
(Figura 33) se pueden asociar preliminarmente los componentes 1 y 2 (azul y
verde respectivamente) a los antibidticos en cuestion, ya que tienden a tener la

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

maximo cercano a 329,0 nm en el espectro de emision.

50
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Figura 33. Espectros de emision y excitacion correspondientes a la muestra Test en agua

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

b) Consistencia del niicleo y residuo asociado. A partir de la prediccion se obtuvo
una consistencia del nucleo de -6,903 y un residuo de 73. Al comparar la
consistencia del nucleo con la obtenida en la prediccion con el rango completo
(34,04) existe una disminucion de €sta, alcanzando niveles negativos, en cuanto
al residuo tambi€n existe una disminucion.

Considerando que los espectros tienen cierta similitud y hay un residuo bajo, se
predijo las concentraciones de cada antibiotico, se probd cada uno como un componente
distinto (1 o 2). Si bien existe un tercer componente, éste se asocia a un posible

interferente, que en este caso pudiese ser la membrana de nylon.



Las Figuras 34 y 35 corresponden a las predicciones univariadas obtenidas.
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Figura 34. Predicciones pseudo-univariadas para a) FLU como componente 1y b) OXO como

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

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

componente 1.

(componente 1), 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 prediccién (FLU comp 1 y OXO comp 2) las concentraciones

predichas estan por fuera de la curva, siendo un valor negativo en el caso de FLU y muy
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alto en el caso de OXO, alejandose ambos de la concentracion real de cada antibi6tico
en la muestra.

En cuanto a la segunda prediccion, ambas concentraciones también estan fuera
de la curva, obteniéndose concentraciones negativas para los dos antibioticos, lo que
esta muy lejos de la concentracion real.

De acuerdo a las predicciones pseudo-univariadas ningun antibiotico
corresponderia a un componente. Por lo que el modelo no funcioné para la prediceion
en esta muestra.

Es necesario destacar que en este trabajo se presenta solo la prediceion 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 lo obtenido, sin embargo se trabajo con un set
completo de muestras, obteniendo resultados similares a éstos. Si bien los espectros de
la prediccion tienen cierta similitud con los que se tenfan de cada antibiético por
separado, los otros parametros en los que hay que tomar atencién estan muy lejos de lo
considerado bueno para una separacion y determinacion optima.

De acuerdo a lo realizado en PARAFAC la separacion de FLU y OXO entre si
no es posible, debido a que los espectros de cada antibidtico tienen la misma tendencia,
siendo muy similares entre si, esto se puede observar en la Figura 27. Es por esto que
este trabajo podria dar las bases para el desarrollo de un método de “Screening” para
identificar estas quinolonas.

Para saber si puede servir como un método de “Screening” para quinolonas en
general, se probd con otras dos quinolonas; CIP y ENRO, para ver si se comportaban de

forma similar a FLU y OXO.
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3.2.9 Muestras de agua de CIP y ENRO.
Se realizaron soluciones de agua (destilada o potable, seglin sea el caso) en
MeOH a pH 2, como se muestra en el procedimiento 2.2.8, pero en este caso se fortifico

con CIP o ENRO. Las curvas de cada antibiotico se realizaron por separado.

3.2.9.1 Agua destilada en MeOH a pH 2.

Los espectros de fluorescencia en agua destilada correspondientes a cada
antibidtico (Figura 36) son similares por lo que se realizo una superposicion de tres
concentraciones de cada antibiético (4 x 105 mol L, 6 x 10¥ mol L' y 8 x 10° mol L’

Y, (Figura 37 a)
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Figura 36. Espectros de fluorescencia 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 superposicion de las cuatro quinolonas estudiadas,
donde el que presenta una mayor intensidad para las tres concentraciones es CIP con su
mayor concentracion 8 x 10® mol L' alcanzando intensidades de fluorescencia de 7390,

mientras que el que presenta una menor intensidad de fluorescencia en las tres
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concentraciones es FLU, con su mayor concentracion 8 x 10® mol L alcanzando

intensidades de fluorescencia de 3666.
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Figura 37. Espectros 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 Agua potable 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 antibioticos son similares..
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Figura 38. Espectros de fluorescencia de a) CIP y b) ENRO, en muestras de agua potable en
MeOH a pH 2.

La superposicion de 3 concentraciones de cada uno (Figura 39a) se compar6 con

los espectros de FLU y OXO (Figura 39b). En la Figura 39a se observa que para ENRO
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una intensidad de fluorescencia similar, alcanzando valores cercanos a 6400 y 7600

respectivamente.
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Figura 39. Espectros de fluorescencia de a) CIP y ENRO; b) FLU, OXO, ENROy 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 desarrollo de un método de “Screening” para identificar
quinolonas en general, extraidas por sorcién en disco rotatorio utilizando membrana de
nylon. Por lo que serfa 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 la medicion de un antibiético que no fuese quinolona, en las
mismas condiciones anteriores. Se trabajo con oxitetraciclina (OTC), (4 x 108 mol L y

6 x 10® mol L™ en agua destilada). La comparacion de espectros (Figura 40) obtenidos
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muestra diferencias, ya que OTC tiene un corrimiento hacia la izquierda y su maximo es
ma4s bien curvo.

La mayor intensidad de fluorescencia de OTC en solucién es cercana a la
longitud de onda de excitacion 350,0 nm, se utilizé 270,0 nm, ya que era necesaria la

comparacién con las quinolonas en las mismas condiciones.
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Figura 40. Espectros de fluorescencia de FLU, OXO, ENRO, CIP y OTC en muestras de agua

destilada.
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1V. CONCLUSIONES
Una buena medicion de la intensidad de fluorescencia de la membrana de nylon con
los antibidticos sorbidos utilizando disco rotatorio se logré mediante la utilizacion
de un soporte, donde se introdujo el disco con una membrana de nylon en una de

sus caras, posicionando éste 45 ° en relacion al haz de luz incidente.

Las condiciones 6ptimas de extraccion de OXO y FLU se lograron utilizando como
solvente MeOH y como método de extraccién RDSE con una membrana de nylon,
la longitud de onda de excitacion adecuada fue de 270,0 nm y un “slit” de

excitacion-emision de 2,5-10 nm.

Se logré una mejor extraccion y se obtuvieron sefiales bien definidas de ambos
antibidticos utilizando soluciones de MeOH con 15 pL de HCl 1 M, para
entregarles a los antibioticos el medio 6ptimo para que se encuentren protonados y

asi lograr una mayor afinidad con la fase sorbente.

Al estudiar el tiempo de extraccion se llego a la zona de equilibro entre 25 min 'y 40
min, seleccionando 30 min como el tiempo adecuado para maximizar la extraccion

de FLU y OXO en MeOH y continuar con los estudios posteriores.
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La variacion de temperatura no alterd los espectros obtenidos de la medicion de las
soluciones de cada antibitico en MeOH. En cuanto a la influencia de la fuerza
ionica no se pudo probar debido a la insolubilidad de las sales en este solvente. Es

por esto que se trabajo a temperatura ambiente y no se utilizo fuerza idnica.

Si bien mediante PARAFAC fue posible la separacion espectral de OXO y FLU
utilizando el rango acotado entre 314,0 y 400,0 nm cada 2 nm para la excitacion y
240,0 y 300,0 nm cada 2 nm para la emision, tanto en agua destilada como en agua
potable ambos casos en MeOH a pH 2, los espectros obtenidos no fueron bien
definidos y la prediccion de las concentraciones en ambos casos estaba muy lejana
de las reales de cada muestra, en algunos casos obteniéndose concentraciones

negativas.

En las condiciones sefialadas anteriormente los espectros de emision de los dos
antibidticos presentan una misma forma (Figura 27), por lo que su determinacion y
cuantificacion mediante PARAFAC no fue posible, ya que no discrimina uno del
otro. Es por esto que este trabajo podria dar las bases para el desarrollo de un

método de “Screening” para identificar estas quinolonas.

Se evaluo 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 emision
donde las formas son similares en los cuatro casos, teniendo un maximo en 329.0

nm en agua destilada y potable (Figura 37 b y 39 b, respectivamente), lo que
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corrobora que este método sirve como base para el desarrollo de un método de
“Screening” para identificar quinolonas en general, extraidas por sorcion en disco

rotatorio y utilizando membrana de nylon.

Al comparar los espectros de fluorescencia de las cuatro quinolonas estudiadas con
OTC, se observa que hay una diferencia en los espectros de emision, donde OTC
presenta un maximo a 322,0 nm mientras que las quinolonas tienen un maximo a
329,0 nm, por lo que es posible proyectar la posibilidad de que con PARAFAC se

pudiese determinar OTC en presencia de quinolonas.
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VI. ANEXO
A continuacion se muestra el estudio realizado 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 excitacion y la entre 287,0 y 400,0 nm cada 2 nm para la emision).
Una vez obtenidos los FEEM se sustituyeron los valores de la dispersion de
“Rayleigh” por ceros en todas las matrices y luego se pasaron a PARAFAC para obtener

los gréficos tridimensionales (Figura 1a).
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Figura 1a: Gréfico tridimensional para las matrices de fluorescencias de excitacion-emision
(FEEM), correspondientes a las membranas de nylon tratadas con muestras de agua
potable en MeOH y pH 2, con las distintas calibraciones de la tabla 2 a) Expl, b)
Exp2, ¢) Exp3. d) Exp4, e) Exp5S y f) Exp6.

Utilizando el set de calibracion (Tabla 2), se predijo una muestra en agua potable
en MeOH a pH 2 (de concentracién conocida) que este dentro del rango de la
calibracién, al igual que en agua destilada se utilizd una muestra que contiene 5 ppb de
OXOy 5 ppbde FLU.

En primer lugar se selecciono la cantidad de componentes, teniendo en cuenta
que son dos los antibi6ticos en estudio y puede existir la presencia de algun interferente,
por lo que se selecciono tres componentes.

Como resultado de la prediccion se obtuvo los espectros de emision y de
excitacion, como se muestra en la Figura 2a. Existen tres posibles presencias en las
muestras, componentes 1, 2 v 3. Donde los componentes 1 y 2 (azul y verde,
respectivamente) deberian corresponder a los antibidticos estudiados, ya sea FLU u

OXO y el componente 3 estar relacionado a la sefial de algan interferente.
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Figura 2a: Espectros de emision y excitacion correspondientes a la muestra Test en agua

potable en MeOH a pH 2.

En la Figura 3a se muestra una superposicion de los espectros de emision de
cada antibiotico realizados en agua potable en MeOH a pH 2. Al comparatlos con los
espectros de emision obtenidos por PARAFAC (Figura 2a) no se observa ninguna
similitud con algin componente, por lo que no es posible asociar ninguno de los dos

antibioticos.
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Figura 3a: Espectros de fluorescencia de FLU y OXO en muestras de agua potable con MeOH
apH2.

En esta modelacién por PARAFAC, la consistencia del nucleo obtenida fue
34,04 y el residuo fue 6,8 x 10%. La consistencia del nucleo es muy baja, mientras que el
residuo es muy grande y mientras menor sea el residuo mejor es la prediccion.

Como los espectros obtenidos en la modelacion no coinciden con ninguno de
los antibidticos, la consistencia del nucleo muy baja y los residuos muy altos, no se

predijo la concentracion de FLU y OXO.



