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RESUMEN

En el ultimo tiempo, el uso de materias primas naturales ha llamado la atencién de muchos
investigadores de la rama de la Quimica analitica para emplearlos como fases sorbentes en la
determinacién de contaminantes emergentes. En Chile se generan alrededor de 8,1 millones de
toneladas de basura donde el 58% equivale a residuos organicos. Entre los desperdicios
domésticos se encuentran las cascaras de frutas, semillas o cuescos, bolsas de té, residuos de
café, cascaras de huevo e incluso tapones de corcho, el cual son una fuente rica en carbono.
Algunos de ellos se encuentran compuestos por una diversidad de polimeros naturales como
celulosa, hemicelulosa, lignina o suberina que contienen varios grupos funcionales que le dan la
capacidad de interactuar con diferentes moléculas y, por tanto, pueden ser aplicados como
fases sorbentes. Sin embargo, una novedosa estrategia es utilizar los residuos agricolas en su
forma de carbdn activado ya que, de acuerdo a las condiciones experimentales de pirdlisis y
activacion, se puede modular su nivel de porosidad y la polaridad de su superficie, mejorando
sustancialmente las propiedades sorbentes de una fase natural. En consecuencia, el uso de
estas fases en técnicas de microextraccion permite llevar a cabo un trabajo mucho mas limpio y
eco-amigable con el medio ambiente, cumpliendo asi con algunos postulados de la Quimica
Analitica Verde.

En este estudio se implementd el uso de una tecnologia de microextraccion basada en la
extraccion por sorcion en disco rotatorio (RDSE), empleando la fase de corcho y semilla de
palta, para la extraccion de ibuprofeno y sus metabolitos (1-hidroxiibuprofeno, 2-
hidroxiibuprofeno y carboxiibuprofeno) a partir de muestras acuosas y su posterior
determinacién por cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (GC-MS). Se
utilizaron tanto las fases naturales como sus carbones activados, donde se optimizaron las
variables (hidrodinamicas y quimicas) involucradas en el proceso de extraccién y se optimizaron
las condiciones de sintesis de los carbones activados. Posteriormente, los métodos optimizados

fueron validados a través de sus cifras de mérito.
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Los experimentos con los carbones activados se realizaron a tres diferentes temperaturas,
donde se encontré que la condicion éptima fue a 600°C. Se probaron dos activantes quimicos
(K2COs y ZnCl2) y se evaluaron sus concentraciones, para la activacion del corcho se considerd
como optimo utilizar una solucidon de K2COs al 20%m/v y para la semilla de palta ZnCl. al
30%ml/v.

En cuanto al procedimiento RDSE, los resultados mostraron que las extracciones se vieron
fuertemente influenciadas por el pH dado que los analitos son acidos, para las fases naturales y
el carbén activado de corcho se obtuvo un pH 6ptimo de 2 y para el carbén activado de semilla
palta pH 4. En cuanto a la fuerza i6nica, se requiere de 20% de NaCl para las fases naturales,
10% de NaCl para el carbon activado de corcho y para el carbon activado de semilla de palta no
se requiere la presencia de sal. Por otro lado, las variables hidrodinamicas 6ptimas que se
obtuvieron utilizando corcho y la semilla de palta son 20 mL de muestra, 90 y 60 min para el
tiempo de extraccién, respectivamente, y 2000 rpm para la velocidad de agitacion. Para los
carbones activados son 25 mL de muestra y 90 min para el tiempo de extraccién.

Los limites de deteccion y de cuantificacion de los métodos oscilaron en el rango de los ng/L.
Sin embargo, las mayores eficiencias de extraccion se tienen cuando se utilizan carbones
activados como fases sorbentes, ya que con las fases naturales solo es posible detectar
ibuprofeno y 1-hidroxiibuprofeno. Con el corcho natural se obtuvieron recuperaciones relativas
entre 39-118% y con la semilla de palta natural se tuvieron recuperaciones relativas entre 31-
105% para ibuprofeno y 1-hidroxiibuprofeno. Por otro lado, con el carbén activado de corcho se
calcularon porcentajes de recuperaciones absolutas entre 19-55% y con el carbén activado de
semilla de palta entre 16-46% para los analitos ibuprofeno, 1-hidroxiibuprofeno, 2-
hidroxiibuprofeno y carboxiibuprofeno.

Finalmente, se aplicé el método propuesto con el carbéon activo de semilla de palta para el
analisis de afluentes y efluentes de una planta de tratamiento de aguas residuales de Santiago
de Chile. La concentracion encontrada estuvo entre 0,17-5,57 ug/L en afluentes y en efluentes

entre 0,59-4,34 ug/L para ibuprofeno y sus metabolitos.
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SUMMARY

Recently, the use of natural raw materials has attracted the attention of many researchers in the
field of analytical chemistry to use them as sorbent phases in the determination of emerging
contaminants. In Chile, around 8.1 million tons of waste are generated, 58% of which is organic
waste. Among the household waste are fruit peels, seeds or shells, tea bags, coffee waste,
eggshells and even cork stoppers, which are a rich source of carbon. Some of them are
composed of a diversity of natural polymers such as cellulose, hemicellulose, lignin or suberin
that contain various functional groups that give them the ability to interact with different
molecules and, therefore, can be applied as sorbent phases. However, a novel strategy is to use
agricultural residues in their activated carbon form since, according to the experimental
conditions of pyrolysis and activation, their porosity level and surface polarity can be modulated,
substantially improving the sorbent properties of a natural phase. Therefore, the use of these
phases in microextraction techniques allows carrying out a much cleaner and eco-friendly work

with the environment, thus complying with some postulates of Green Analytical Chemistry.

This study implemented the use of a microextraction technology based on rotating-disk sorptive
extraction (RDSE), using the cork and avocado seed phase, for the extraction of ibuprofen and
its metabolites (1-hydroxyibuprofen, 2-hydroxyibuprofen and carboxyibuprofen) from aqueous
samples and their subsequent determination by gas chromatography coupled to mass
spectrometry (GC-MS). Both natural phases and their activated carbons were used, where the
variables (hydrodynamic and chemical) involved in the extraction process were optimized and
the synthesis conditions of the activated carbons were optimized. Subsequently, the optimized

methods were validated through their figures of merit.

The experiments with activated carbons were carried out at three different temperatures, where

it was found that the optimum condition was at 600°C. Two chemical activants (K2COs and
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ZnCl2) were tested and their concentrations were evaluated, for cork activation it was considered

optimal to use a K2COs solution at 20% w/v and for avocado seed ZnClz at 30% wi/v.

As for the RDSE procedure, the results showed that the extractions were strongly influenced by
the pH since the analytes are acidic, for the natural phases and the cork activated carbon an
optimum pH 2 was obtained and for the avocado seed activated carbon pH 4. As for the ionic
strength, 20% NaCl is required for the natural phases, 10% NaCl for the cork activated carbon
and for the avocado seed activated carbon the presence of salt is not required. On the other
hand, the optimum hydrodynamic variables obtained using cork and avocado seed are 20 mL of
sample, 90 and 60 min for extraction time, respectively, and 2000 rpm for velocity of rotation. For

the activated carbons are 25 mL of sample and 90 min for the extraction time.

The detection and quantification limits of the methods ranged in the ng/L. However, the highest
extraction efficiencies were obtained when activated carbons were used as sorbent phases,
since with natural phases it was only possible to detect ibuprofen and 1-hydroxybuprofen. With
natural cork, relative recoveries between 39-118% were obtained and with natural avocado
seed, relative recoveries between 31-105% were obtained for ibuprofen and 1-hydroxyibuprofen.
On the other hand, with the cork activated carbon, absolute recoveries between 19-55% and
with the avocado seed activated carbon between 16-46% were calculated for the analytes

ibuprofen, 1-hydroxyibuprofen, 2-hydroxyibuprofen and carboxyibuprofen.

Finally, the proposed method was applied with avocado seed activated carbon for the analysis of
influents and effluents from a wastewater treatment plant in Santiago, Chile. The concentration
found was between 0.17-5.57 pg/L in influents and for effluents between 0.59-4.34 ug/L for

ibuprofen and its metabolites.
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1. INTRODUCCION

1.1. Antecedentes generales

En la ultima década, las investigaciones se han centrado en el estudio de contaminantes
ambientales o mas bien “contaminantes nuevos o emergentes”, debido a que son compuestos
que no se encuentran regulados y se desconoce la informacion acerca de sus tratamientos e
impactos.! La caracteristica de estos compuestos es que no necesitan ser persistentes en el
medioambiente para generar influencias negativas ya que su tasa de retiro y/o transformacion
esta equilibrada por su continua introduccién al medioambiente. Entre estos contaminantes se

encuentran los productos farmacéuticos (PF).2

Los PF son sustancias quimicas sintéticas que abarcan una gran diversidad de compuestos con
diferentes propiedades, ionizables en la mayoria de los casos en matrices complejas dada su
estabilidad y actividad biologica.® Actualmente, los PF son considerados como una importante
fuente de contaminacién para los medios ambientales por las continuas descargas que se
producen diariamente.* Grandes cantidades de farmacos son desechados mediante diferentes
fuentes y mecanismos, como por ejemplo a través de descargas de hospitales, de industrias, de
excreciones humanas y animales, de la basura doméstica, entre otras.> Posteriormente, estos
desechos llegan a las aguas servidas para ser tratados y/o eliminados en las plantas de
tratamientos de aguas residuales (PTAR) y a pesar de ello, su eliminacion no es exhaustiva.
Las PTAR no se encuentran disefiadas para eliminar este tipo de compuestos y una gran parte
de estos productos es liberado al medio ambiente a través de los efluentes u otra es retenida en
los lodos de las PTAR,® mas bien, se infiere que las plantas de tratamientos de aguas actuan
como una puerta de entrada a las matrices acuosas.” Sin embargo, dependiendo de las
propiedades fisicoquimicas de los farmacos, sus metabolitos, productos de degradacién y/o

propiedades de los suelos, estos puedan alcanzar las aguas subterraneas, contaminar los



acuiferos y quedarse retenidos en los suelos afectando asi al ecosistema.® Por tanto, la
determinacion de la presencia de productos farmacéuticos en el medio acuatico genera un

campo de gran interés.

Las drogas antiinflamatorias no esteroideales (AINEs) se encuentran entre los PF mas
utilizados por la poblacién tanto en el cuidado de la salud humana como animal. Los AINEs se
caracterizan por ser farmacos antipiréticos, antiinflamatorios y analgésicos que alivian distintos
sintomas como fiebre, dolor e hinchazon.® De acuerdo a la literatura se ha informado su
cuantificacion en el rango de concentracidon de ng/L hasta pg/L en aguas de rio y residuales e
incluso se ha demostrado que estos pueden estar presentes en el agua potable y aguas

subterraneas alcanzando niveles trazas de concentracién (ng/L)."%-'2

#/HOSPITA
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Industrias
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de aguas (PTAR)

Aguas superficiales

P

Esquema 1. Representacion de contaminacion de aguas por farmacos.

1.1.1. Ibuprofeno y metabolitos

El ibuprofeno (IBU) denominado quimicamente como acido (RS)-2-(4-isobutilfenil)propanoico es
un antiinflamatorio no esteroideo (AINE) frecuentemente utilizado, a nivel mundial, por sus
propiedades farmacéuticas, por su bajo costo y facil accesibilidad. Es uno de los farmacos

principales en la “Lista de Medicamentos Esenciales” de la Organizacion Mundial de la Salud



(OMS),"™ por tanto, tiene una produccién anual estimada en millones de toneladas, lo que
conlleva a que esté presente en muchos cuerpos de agua debido a que es vertido
constantemente a través de los efluentes municipales, hospitalarios e industriales (Esquema
2).' Segun el Instituto de Salud Publica (ISP, 2020) el IBU, de la dosis de 600 mg, se encuentra
tercero en el ranking de los medicamentos mas vendidos en Chile, con un total de 4.709.576

unidades vendidas entre enero-octubre del afio 2021."°

Manufacturing
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treatment

Esquema 2. Fuente de aparicion del ibuprofeno en el medio ambiente.?!

Estructuralmente el IBU es un alquilbenceno con un grupo funcional acido carboxilico, contiene
un carbono a asimétrico en la cadena lateral del acido propionico (Figura 1) que permite obtener
dos enantibmeros con dos configuraciones (-)-(R) o (+)-(S). Si bien, este se comercializa como
una mezcla racémica, su actividad antiinflamatoria se encuentra dada por el enantiomero (+)-
(S), puesto que en el cuerpo humano el (-)-(R)-IBU se invierte unidireccionalmente al

enantiomero activo (+)-(S)-IBU.16:"7



OH

Figura 1. Estructura quimica del ibuprofeno.

El IBU es un farmaco inhibidor de prostaglandinas que a través de su mecanismo de accion
permite controlar la inflamacion, dolor y fiebre mediante la inhibicion de la ciclooxigenasa
(responsable de la biosintesis de prostaglandinas).’® Se metaboliza en el higado dando lugar a
metabolitos a través de una oxidacidén. Se excreta, a través de la orina, en un porcentaje
relativamente alto, entre el 70-80% de la dosis terapéutica, como compuesto original, libre o
conjugado, o en forma de metabolito, siendo asi continuamente eliminado en las aguas
residuales. Sus principales metabolitos son 2-hidroxiibuprofeno (2-OH-IBU) y carboxiibuprofeno
(COOH-IBU), mientras que otros metabolitos como el 1-hidroxiibuprofeno (1-OH-IBU) también

pueden estar presentes en la orina, pero en concentraciones mas bajas (Figura 2).16-18

OH
OH HO_ _O OH

OH HO

(a) (b) (c)

Figura 2. Estructuras quimicas de 1-hidroxiibuprofeno (a), 2-hidroxiiibuprofeno (b) y carboxiibuprofeno (c).

Como se observa en la Tabla 1 tanto el IBU como sus metabolitos son compuestos acidos
donde su constante de acidez (pKa) varia entre 3,97 y 5,3. Por otro lado, presentan coeficientes
de particién octanol/agua (Log Kow) que varian entre 2,37 y 3,97, lo que indica que son
compuestos de un rango de polaridad entre media y baja.'®?° Si bien, estos poseen leve
solubilidad en agua, sus propiedades ionizables les permiten tener una movilidad bastante alta
en el medio acuoso debido a que a pH neutro se encuentran totalmente ionizados o en su forma

desprotonada, lo que indica que podrian facilmente incorporarse a la cadena tréfica.



Tabla 1. Propiedades fisicoquimicas de ibuprofeno y sus metabolitos.

Molécula* Formula Peso Molecular pKa Log Solubilidad en  Ref.
molecular (g/mol) Kow agua (g/L)

IBU C13H1802 206,285 491-53 3,97 0,021 19, 20
1-OH-IBU C13H1803 222,284 4,55 2,69 0,51 19, 20
2-OH-IBU C13H1803 222,284 4,63 2,37 0,3 19, 20

COOH-IBU C13H1604 236,267 3,97 2,78 0,3 19, 20

*IBU: ibuprofeno, 1-OH-IBU: 1-hidroxiibuprofeno, 2-OH-IBU: 2-hidroxiibuprofeno, COOH-IBU: carboxiibuprofeno.

La entrada de estos compuestos en varios cuerpos de agua genera efectos adversos a largo
plazo en lavida acuatica. Se ha demostrado que el ibuprofeno tiene efectos de disruptor
endocrino e inductor potencial del estrés oxidativo.?! Por ejemplo, Pomati et al. (2006),%
demostraron que el ibuprofeno afecta significativamente en el crecimiento de varias especies de
bacterias y hongos. Schnell et al. (2009)® informaron que el ibuprofeno combinado con otros
productos farmacéuticos ambientales puede impedir la proliferacién celular en las células
embrionarias humanas, sin embargo, la citotoxicidad del ibuprofeno producida fue por
concentraciones superiores a los valores encontrados en el medio ambiente. Por otro lado, en
cuanto a sus metabolitos Marco-Urrea et al. (2009)%* detallan que estos presentan una toxicidad
superior al ibuprofeno, luego de tratar con hongos las aguas dopadas con este compuesto,

donde ademas solo se detectd la presencia de los metabolitos hidroxilados.

Dado que los metabolitos han sido considerados mas toxicos que el compuesto original, es
importante estudiarlos y encontrar métodos eficaces para su deteccién. En la actualidad, se ha
detectado la presencia de estos compuestos en cuerpos de aguas como por ejemplo, Ferrando-
Climent et al. (2012)," informaron la deteccion y cuantificacion de ibuprofeno y sus metabolitos
en muestras de aguas residuales donde registraron para los afluentes concentraciones de
13,74; 5,8; 38,4 y 94,0 ug/L y para los efluentes 1,9; 1,4; 10,7 y 5,9 ug/L para IBU, 1-OH-IBU,
COOH-IBU y 2-OH IBU, respectivamente. Ademas, encontraron en muestras de rios la

presencia de COOH-IBU alcanzando una concentracion de 3,9 ug/L.


https://www.sciencedirect.com/topics/engineering/aquatic-life

1.2. Antecedentes especificos

1.2.1. Preparacion de muestras

A lo largo de los afnos, la quimica analitica ha jugado un papel fundamental en el desarrollo de
la ciencia, ya que permite la obtencion de informacién, en forma cuantitativa, cualitativa o
estructural, de un determinado sistema u objeto a partir de un problema analitico, como por
ejemplo, la determinacion de la composicion de una muestra desconocida o la determinacion de
un analito objetivo en una determinada matriz que a través de diferentes parametros de calidad
(o cifras de mérito), se puede comprobar la validez de los resultados. Sin embargo, el
procedimiento analitico para cuantificar y/o determinar la presencia de un analito en una matriz
dada requiere de una serie de etapas, las cuales van a variar de acuerdo con el tipo de analito
que se desea determinar, el tipo de matriz y la concentracion en la que estén presentes dichos
compuestos. En este contexto, el desarrollo de métodos para la medicion de contaminantes
ambientales, como el ibuprofeno y sus metabolitos, en matrices acuosas es parte de esta rama
de la quimica. Por lo tanto, dado que este tipo de contaminantes se encuentran presentes en
matrices complejas y cantidades trazas, la etapa de preparacion de muestra es un paso
trascendental antes de ingresar la muestra al instrumento analitico, por lo que se debe realizar
una etapa previa de preconcentracién y aislamiento de los analitos desde la muestra que

permita eliminar los interferentes de la matriz, haciendo factible la deteccion y cuantificacion.?

Una técnica convencional es la extraccion en fase solida (SPE) que permite el enriquecimiento y
limpieza de muestras a través de la preconcentracion del analito de interés. Esta técnica
consiste en retener en un adsorbente soélido los compuestos de estudio (disueltos en una
muestra liquida), los interferentes son eliminados a través de la adicion de un eluyente
adecuado y los analitos son posteriormente eluidos y concentrados (Esquema 3). Esta técnica
en comparacion a otras mas convencionales como LLE (extraccion liquido-liquido) no requiere

del uso indiscriminado de solventes organicos.?® Sin embargo, a pesar de que SPE ha resultado



ser una técnica de preparacion de muestra preferida para la extraccién de distintos farmacos a
partir de medios acuosos, en el ultimo tiempo, la linea de investigacién se ha inclinado por la
miniaturizacion de las técnicas. En efecto, se buscan técnicas que permitan llevar a cabo la
microextraccion de los analitos y con una linea mas verde, es decir, técnicas que reduzcan el
uso de solventes organicos que sean contaminantes y/o peligrosos para el medio ambiente y el

operador, métodos mas rapidos, simples y que sean de bajo costo.?”
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Esquema 3. Procedimiento de extraccion en fase solida (SPE).

La microextraccion en fase sélida (SPME) es una técnica miniaturizada de preparacién de
muestra que fue introducida en los afios 90s.?® Esta técnica se caracteriza por combinar
muestreo y preconcentracién en un solo paso, ademas, que esta libre del uso de solventes o
bien requiere de muy pequefas cantidades. El sistema de SPME consiste en una fibra de silice
fundida recubierta con una pelicula polimérica o un determinado sorbente que permita la
extraccion y la concentracion del analito deseado (Esquema 4a). Se basa en el principio de
particiéon de los analitos entre la matriz de la muestra y el recubrimiento de la fibra, donde la
extraccion se considera completa cuando la concentracién del analito de interés ha alcanzado el
equilibrio de distribucién entre muestra-fibra. La desorcién puede llevarse a cabo a través de
una desorcién térmica directamente en el inyector de un cromatégrafo de gases (GC). Por otro
lado, una de las desventajas de SPME es la pequeia cantidad de pelicula polimérica (alrededor
de 0,5 yL de PDMS) que recubre la fibra lo que genera una extraccién de compuestos limitada.

En el afo 1999 se introdujo una nueva técnica, SBSE (extraccion por sorcion en barra de



agitacion), con el fin de superar algunas de las desventajas de SPME u otras técnicas.?® El
sistema de SBSE (Esquema 4b) estd compuesto por una barra magnética recubierta por una
pelicula de PDMS (alrededor de 25-125 uyL de PDMS) que se introduce directamente en la
muestra liquida donde los analitos son sorbidos en ella, al poseer una mayor cantidad de
pelicula de recubrimiento mejora la eficiencia de extraccion comparado con SPME. Al igual que
la microextraccion en fase sélida la extraccidon por sorcién en barra magnética se basa en un
equilibrio de particion entre la muestra y el sorbente polimérico.?>3 Sin embargo, tiene una
velocidad de agitacion limitada ya que sobre los 600 rpm se puede deteriorar la fase debido al
contacto directo con el material de vidrio del vial que contiene la muestra y, ademas, es de alto

costo.?
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Esquema 4. (a) Sistema de SPME, (b) Sistema de SBSE.3°

Por otro lado, el afo 2009 se desarroll6 una técnica alternativa a la barra de agitacion,
denominada extraccion por sorcion en disco rotatorio (RDSE), a causa de mejorar las
limitaciones de SBSE.*? El sistema permite integrar tanto los procesos de extraccion como de
agitacion y se compone de un disco de tefldn con una mini barra magnética en su interior y a un

lado de las caras se encuentra adherida la fase sorbente.

El disco posee dos configuraciones:



Disco plano para fases laminares (como C18) y disco con cavidad para fases particuladas o en

polvo, como Oasis HLB (Esquema 5).

p ; T s—— » Filtro fibra de vidrio

- - o

~* Barra magnética

Fase sorbente R '.'

(a) (b)
Esquema 5. Sistema RDSE: (a) Disco plano, (b) Disco con cavidad.
No obstante, este dispositivo se ha modificado a un disco con camisa (Esquema 6) que también
posee una cavidad, pero mas pequefia que el disco tradicional. Permite adherir una fase
laminar, como una lamina de corcho, o una fase en polvo. Este finalmente, se sujeta con una

camisa (de teflon) que tiene una cavidad en su interior (0,1 cm?3).

Camisa de teflon

Lamina de corcho
SRR
P

——=

Cavidad

() (b)

Esquema 6. (a) Disco con camisa con fase laminar de corcho, (b) Vista desde arriba.

Las principales ventajas de la técnica RDSE en comparacion a las otras técnicas nombradas, es
que el sistema del disco rotatorio posee una gran area superficial, pues la muestra acuosa se
encuentra en contacto directo con la fase de extraccion. El disco puede girar a altas velocidades

(hasta 3000 rpm) sin dafar la fase sorbente, lo que genera una alta transferencia de masa del



analito a la fase, disminuyendo el tiempo de extraccion. En un dispositivo de bajo costo, facil
automatizacion, simple, rapido, lo que cumple con varios principios de la quimica verde y
permite el uso de distintas fases sorbentes, lo que favorece la extraccién de analitos de
diferentes polaridades y matrices de origen. Por ejemplo, se ha implementado el uso de Oasis
HLB para la determinacion de AINEs desde muestras de aguas residuales, octadecilsilano
(C18) y copolimero de divinilbenceno-N-divinilpirrolidona para la extraccién de hormonas desde
muestras de aguas, polidimetilsiloxano (PDMS) para la extraccion de hidrocarburos aromaticos
policiclicos (PAH), polimeros de impresién molecular (MIP) para determinar acido mefenamico y
diclofenaco en matrices acuosas. 32339 Se ha desarrollado también en otras matrices como
plasma, leche de vaca y orina. 3 @9 En la Figura 3 se muestran algunas estructuras quimicas

de fases comerciales implementadas en RDSE.

Figura 3. Estructuras quimicas de algunas fases comerciales implementadas en la técnica RDSE. a)
PDMS, b) Oasis HLB, c) St-DVB, d) C18.3°

1.2.2. Fases sorbentes naturales

Tal como se nombré anteriormente, existe una diversidad de fases comerciales sintéticas que
se han implementado exitosamente en la determinacién de diferentes compuestos analiticos.
Sin embargo, en el ultimo tiempo se ha considerado la opcién de poner en practica el uso de
materias primas naturales como fases sorbentes. Las ventajas de los bio-sorbentes

comparados con fases comerciales sintéticas son su disponibilidad a partir de fuentes



renovables, son inocuos y biodegradables. Ademas, muchos de estos biomateriales, a menudo,
son obtenidos de desechos de alimentos e industrias manufactureras por lo que permiten
reciclar y transformar residuos biolégicos como sorbentes biodegradables, generando
alternativas mas simples y econémicas.® El empleo de estos biomateriales acompafiados con
técnicas miniaturizadas, como por ejemplo RDSE (que permite la disminucion de la fase de
sorcién y la reduccién de solventes organicos), posibilitan desarrollar metodologias mas
ecolégicas y amigables con el medio ambiente, cumpliendo asi con algunos de los 12
postulados de la quimica analitica verde. La principal utilidad que se les ha dado a los bio-
sorbentes son la remediacion y purificacion de iones metalicos y contaminantes organicos

desde muestras de aguas residuales.3¢:%"

Varias de las fases comerciales estan hechas a partir de polimeros sintéticos, sin embargo,
actualmente los biopolimeros estan siendo cada vez mas atractivos para ser ocupados como
fases sobre los polimeros sintéticos. Los biopolimeros, tal como lo dice su nombre, son
polimeros hechos a partir de unidades monoméricas unidas covalentemente, tienen estructuras
complejas y bien definidas. Segun la unidad monomérica y estructura del biopolimero se
pueden dividir en polinucleétidos, polipéptidos y polisacéaridos, siendo estos ultimos los mas
comunmente usados como materiales de sorcion. Por ejemplo, la celulosa, la quitina y la lignina
se encuentran entre los polisacaridos frecuentemente utilizados en la sintesis de sorbentes y

preparacion de la muestra,®6-38
Corcho

El corcho es una materia prima natural que se obtiene de la corteza del alcornoque (Quercus
surber L.) (Figura 4). Es un roble de hoja perenne de crecimiento lento y se cultiva en varios
paises como Espafia, Portugal, el sur de Francia, Italia, Argelia, Marruecos, Tunez y China,
donde Portugal tiene el 50% de la produccién mundial y procesa alrededor de las tres cuartas
partes de todo el corcho. La calidad y el grosor de la corteza varian segun las condiciones

especificas de crecimiento del arbol. Es un material renovable y biodegradable, pues la
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recoleccion del corcho no dafa el arbol y este vuelve a producir una nueva capa. Se
caracteriza, por ser impermeable, buen aislante térmico y acustico, poco denso, elastico, rigido,
estable, compresible, entre otras, y ha demostrado tener alta capacidad de adsorcién lo que ha

motivado a la comunidad cientifica a utilizarlo como fase de extraccién.?®

Figura 4. Corteza de alcornoque, corcho (Quercus surber L.).

El corcho se compone principalmente por suberina (aprox. 40%), lignina (aprox. 24%) y
polisacaridos (aprox. 20%) (celulosa y hemicelulosa), también contiene algunas ceras y otros
compuestos (aprox. 15%).4° La suberina es una macromolécula formada estructuralmente por
acidos grasos fenolicos de cadena larga y grupos hidroxilos que se encuentran unidos a través
de grupos éster que forman la estructura de un gran poliéster. Por otro lado, la lignina se
caracteriza por ser polimeros fendlicos que resultan de la unién de varios grupos acidos y
alcoholes fenilpropilicos (Figura 5).343 Debido a la gran variedad de grupos funcionales el
corcho se caracteriza por ser un compuesto con una balance hidrofilico-hidrofébico que le
permite interactuar a través de diferentes interacciones mediante puentes de hidrégeno, fuerzas

de Van der Waals e interacciones del tipo -1r (17 -stacking) con diferentes tipos de analitos.**
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OLignin

Figura 5. Estructuras quimicas de suberina (a) y lignina (b).*®

Estudios previos han informado el uso de corcho como fase sorbente natural implementado en
distintas técnicas de extraccion. Dias et al. en el afio 2013 y 2015, informaron el uso del corcho
en polvo implementado en SPME para la determinacion de hidrocarburos aromaticos
policiclicos (PAHs) y pesticidas organoclorados en muestras de aguas. En la Figura 6 se
observa una comparacion de diferentes fibras que se utilizaron en SPME en la determinacion de
PAHSs. El corcho demostré tener un buen potencial como recubrimiento al mostrar eficiencias de
extraccion similar o mejor que PDMS/DVB y DVB/CAR/PDMS, ademas, fue capaz de extraer
todos los analitos de estudios en comparacion a otros recubrimientos que no fueron capaces de
extraerlos. De manera analoga, en el afio 2015, el mismo grupo utilizé el corcho en polvo en la
microextraccion en barra de agitacion (BAUPE) para la determinacion de parabenos,

benzofenonas y triclocarban en muestras acuosas.*%@>-<)
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M Cork 55um (2 cm) W PDMS/DVB 65 um (1 ¢cm)
W DVB/CAR/PDMS 50/30um (2 cm) PDMS 100 um (1 cm)
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Figura 6. Comparacion de respuestas obtenidas usando distintas fibras en DI-SPME (corcho, PDMS/DVB,
DVB/CAR/PDMS y PDMS) para el analisis de hidrocarburos aromaticos policiclicos (PAH) en muestras de
agua de rio. Analitos: 1. Acenaftileno, 2. Fluoreno, 3. Fenantreno, 4. Antraceno, 5. Pireno, 6.
benzo(a)antraceno, 7. Criseno, 8. benzo(b)fluoranteno, 9. Benzo(k)fluoranteno, 10. Benzo(a)pireno, 11.
Dibenzo(a,h)a,2,3[c,d]pireno, 12. Benzo(g,h,i)perileno.*%2

o

El corcho también se ha implementado en la técnica RDSE. Manzo et al. (2019)* reportaron el
uso del corcho laminar como fase sorbente en el disco rotatorio para determinar hormonas en
muestras de aguas. En la Figura 7 se muestra una comparacion de recuperaciones absolutas
entre la lamina de corcho y fases sintéticas comerciales. Los resultados arrojaron que el corcho
tiene recuperaciones similares a Oasis HLB y un tanto superior a las otras fases comerciales
(C18, St-DVB y Nylon), lo que les permiti6 demostrar que es una buena alternativa para ser

utilizado como fase en RDSE para extraer hormonas a partir de muestras de aguas.

120 4
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Figura 7. Recuperaciones absolutas de hormonas utilizando diferentes fases de extraccion en RDSE.
(Velocidad de rotacion: 2000 rpm, volumen de muestra: 20 mL, tiempo de extraccion 45 min). 44
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Por otro lado, Vieira et al. (2018) usaron corcho laminar y arcilla montmorillonita como fases
sorbentes para la determinacion de parabenos en muestras de aguas usando la técnica RDSE.
En el afio 2020, los mismos autores reportaron nuevamente la aplicacion del corcho como fase
de sorcidon en el disco rotatorio para la determinaciéon simultanea de multiclases de

microcontaminantes organicos (pesticidas, BTEX y PAHs) en matrices acuosas.*6@®)

Sin embargo, esta seria la primera vez que se utiliza corcho en RDSE para determinar analitos
en un rango de polaridad mayor como los son el IBU y sus metabolitos a partir de muestras de

aguas.
Semilla de palta

La palta (Persea americana), conocida mundialmente como aguacate, es un fruto comestible
que se caracteriza por tener un elevado contenido de lipidos. Es el fruto del palto, arbol de hoja
perenne, cuya especie arbdrea pertenece a la familia Lauraceae. La palta de origen mexicano,
guatemalteco y antillano contiene mas de 85 variedades que se encuentran distribuidas desde
el sur de Estados Unidos (Persea bobnia) hasta Chile (Persea lingue), siendo hoy en dia

cultivada en todo el mundo con mas de 150 especies.*"*8

Actualmente, la palta es uno de los frutos mas consumidos a nivel mundial, lo que ha generado
un gran aumento en su produccion y se espera que siga continuando en los siguientes afios.
Por tanto, a lo largo del tiempo, el consumo de palta ha ido aumentando rapidamente por lo que
se ha convertido en un fruto importante en la exportacion. Segun la ODEPA, para los ultimos 50
afos, a nivel global, la cosecha de palta y la produccién, ha ido creciendo con una tasa media
anual de 3,7%, pasando de 884.538 toneladas producidas en 93.189 hectareas en el afio 1966,

a 5.567.043 toneladas producidas en 563.913 hectareas el afio 2016 (Figura 8).4°
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Figura 8. Evolucion de la produccion y superficie mundial de palta (1966-2016).4°

La palta se consume principalmente como un fruto seco, pero ademas, se producen productos
derivados de ella que también son altamente preferidos por las personas, como aceite de palta,
guacamoles o salsas, productos congelados, pastas e incluso productos de cosmeética y de
cuidado personal. Sin embargo, este gran consumo y alta produccién diaria genera que se
produzcan grandes cantidades de residuos agricolas, particularmente cascaras y semillas
(cuesco).®® Este ultimo, la semilla de palta, abarca alrededor del 15-16% del peso total de la
fruta y se generan aproximadamente 1,6 millones de toneladas anuales, entre los cuescos y las
cascaras, a nivel mundial como residuos soélidos municipales.®®-%" En cuanto a nuestro pais,
Chile, es uno de los mayores consumidores y productores de palta, siendo la palta hass una de
la preferida por la poblacién. Segun el comité de paltas de Chile, en la temporada 2019-2020,
“Chile produjo alrededor de 168.000 toneladas de palta hass y se estima una produccién de
220.000 toneladas para la temporada 2021-2022. Se detalla que alrededor de un 28% fue
consumida en el territorio chileno y el 72% fue exportada a diferentes paises.” Es decir, si la
masa de la semilla equivale aproximadamente al 16% del peso total de la fruta y un 28% de
220.000 toneladas de palta se esta consumiendo en Chile, alrededor de 10.000 toneladas de
semilla de palta se estan generando por cada temporada. Sin embargo, la semilla de palta se

puede considerar como un residuo agricola, ya que no presenta ningun valor comercial y es
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continuamente desechada como basura. Por otro lado, este residuo contiene una gran cantidad
de polifenoles, los cuales, debido a sus propiedades bioactivas, han llamado la atencién de las

industrias alimentarias y cosméticas por su alta capacidad antioxidante.>?

La semilla de palta estd compuesta por distintas familias de polifenoles, tales como acidos
fendlicos, flavonoles y taninos, entre ellas, acido cafeico, catequinas y procianidina. Son ricas
en potasio y fibra. También, se componen de acidos grasos, almidon, hemicelulosa, celulosa y
lignina (Figura 9). Sin embargo, su composicién quimica no es constante, sino que varia entre
cultivos, ya que se vera afectada por los distintos factores que puedan afectar el crecimiento de
la planta.’®-5% Tales caracteristicas estructurales le permiten a la semilla de palta adsorber
moléculas mediante distintas fuerzas intermoleculares, llamando la atenciéon de investigadores
que la han empleado en distintas aplicaciones. Se ha utilizado para la eliminacion de
contaminantes fendlicos, halogenados (fluoruro), colorantes y metales pesados en aguas

residuales.5%%7
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Figura 9. Estructuras quimicas de componentes de la semilla de palta.

Por ejemplo, Elizalde-Gonzalez et al. (2007)% aplicaron el uso de la semilla de palta tanto en su
forma natural, carbonizada y activada para la eliminacion de distintos tintes en soluciones

acuosas, cuyos resultados mostraron que la semilla de palta sin carbonizar presentaba una



mayor capacidad de adsorciéon en comparacion a las carbonizadas debido a la mayor cantidad
de grupos acidos en su superficie. Bhaumik et al. (2014)% utilizaron carbon de semilla de palta,
activado con acido sulfurico, para la eliminacion de cromo (VI) en aguas residuales en
experimentos por lotes. Los estudios mostraron la presencia de grupos oxo-funcionales e
indicaron que la adsorcion del Cr(VI) dependia en gran medida del pH, cuyo valor éptimo era 2.
Leite et al. (2018)5" desarrollaron el uso de la semilla de palta como carbén activado para la
remocion y optimizacién de varios contaminantes organicos emergentes, entre ellos, 15
compuestos fenolicos y 10 productos farmacéuticos en soluciones acuosas. Demostraron que
los carbones activados a partir de la semilla de palta exhibian una capacidad de adsorcién muy
alta para los compuestos. Ademas, informaron que la adsorcién de contaminantes organicos
emergentes en los carbones activados de semilla de palta podria estar determinada por las
interacciones de apilamiento 11-1 presentes en los anillos fenoles y puentes de hidrégeno

debido a la presencia de grupos polares como -OH, -COO, -O y -NH.

De acuerdo a lo que hemos podido investigar en la literatura, la semilla de palta ha sido utilizada
solo con fines remediales, no existiendo a la fecha aplicaciones analiticas de este sustrato como

fase en microextraccion.

1.2.3. Carbones activados

El carbén activado (CA) es un material sélido negro carbonaceo que posee una estructura
cristalina similar a la del grafito, pero menos perfecta (Figura 10). Tal como lo indica su nombre,
es materia carbonizada de origen vegetal o mineral y se caracteriza por ser altamente poroso,
por tener una gran area superficial interna y una alta capacidad de adsorcion. El area
superficial del CA varia dependiendo de la materia prima y del proceso de activacion, que se
puede realizar utilizando distintos métodos (fisicos o quimicos). Los CAs pueden llegar a
alcanzar areas superficiales del orden de 500 a 1500 m?/g, estas grandes areas les permiten
convertirse en excelentes adsorbentes.®® Debido a sus propiedades de adsorcion, los CAs son

ampliamente utilizados en la purificacion de aguas y gases, a través de la eliminacion de
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contaminantes organicos, en el almacenamiento de energia y en catalisis.®® Por otra parte,
dependiendo del tamafio de poro que posea, va a determinar el atrapamiento fisico de las
moléculas. Existe variedad en el tamafio de poros y se pueden clasificar (segun la IUPAC)
mediante su diametro, entre estos, se encuentran los microporos (menores a 2 nm), mesoporos

(entre 2 y 50 nm) y macroporos (mayores de 50 nm).5°

6704

(a) (b)

Figura 10. Estructura quimica del grafito (a) y del carbén activado (b).%8

La sintesis del CA considera dos pasos esenciales tales como, carbonizacion y activacién. La
carbonizacioén consiste principalmente en reducir el contenido volatil, del material precursor, a
través de un proceso de pirdlisis, en ausencia de oxigeno y en el rango de temperatura entre
300 a 900 °C, y crear un material con alto contenido de carbono fijo. Por otra parte, la activacion
se encarga de que la materia carbonizada aumente su superficie especifica y presente un
elevado y variado grado de volumen de poros. Esto permite que el material carbonizado se
transforme en un material altamente adsorbente, ya que generalmente la capacidad de
adsorcion del CA se encuentra influenciada por la naturaleza porosa que se encuentra definida
por su area superficial. Por tanto, la activacion puede variar o ajustar la naturaleza quimica de la

superficie del material carbonizado y darles caracteristicas Gnicas. 5860

Existen tres tipos de activaciones, entre ellas se encuentran la activacion fisica, la activacion

quimica y la activacion fisicoquimica.58-0
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Activacion fisica: Ocurre en dos etapas y se le conoce, ademas, como activacion
térmica. La primera etapa consiste en la carbonizacién que elimina elementos volatiles
tales como hidrégeno y oxigeno en presencia de un gas inerte como N2 o Ar. La
segunda etapa consiste en la activacion que se lleva a cabo con la ayuda de un gas
oxidante, como COz, Oz 0 H20g4as, a temperaturas elevadas (800-1200 °C).

Las ventajas de la activacion fisica es que genera un procedimiento limpio y ecoldgico
debido a que no produce desechos secundarios como otros tipos de activaciones. Sin
embargo, la etapa limitante de este procedimiento es la temperatura, ya que requiere de
temperaturas elevadas. Por debajo de los 900 °C la reaccion es lenta y no es factible.
También la activacion requiere de largos tiempos, ademas, los rendimientos son bajos y
genera CA con superficies especificas pobres.

Activacion quimica: Denominada también como oxidacion humeda. Esta activaciéon en
comparaciéon a la activacion fisica se efectia en una sola etapa, dado que la
carbonizacion y la activacion se llevan a cabo de manera simultanea. Se realiza en el
rango de temperatura de los 450 °C a 850°C. La activacion quimica requiere que el
material precursor se impregne con un agente quimico o activante y de una etapa
posterior de lavado.

La ventaja de la activacion quimica es que se lleva a cabo en tiempos cortos, no
requiere de temperaturas elevadas, produce una alta area de superficie especifica y
mejores rendimientos, no obstante, presenta corrosividad por sus agentes activantes y
una etapa de lavado obligatoria. Si bien, este método tiene como desventaja ser mas
contaminante que el método fisico, todo dependera del agente activante que se utilice.
Activacion Fisicoquimica: Esta activacion es una combinacién de la activacion fisica y
quimica, ya que implica la impregnaciéon quimica del material precursor con un agente
activante, cuya activacion se realiza bajo la presencia de un gas oxidante.

La activacion fisicoquimica genera areas de superficies controlables, pero es complejo

de ejecutar y requiere de un excesivo consumo de energia.
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En particular, se detallara la activacion quimica porque fue la empleada en este trabajo de
investigaciéon. Existe una variedad de agentes quimicos que se utilizan como activantes, entre
estos, los agentes acidos, basicos (fuertes y débiles) y las sales neutras. Entre los agentes mas
comunes se encuentran H3PO4, H2SO4, HNO3, NaOH, KOH, ZnClz, H202, K2COs y CaClz. Los
diferentes tipos de activantes llevaran a distintos mecanismos de activacion, dependiendo del
material precursor que se utilice y de la aplicacién posterior del CA. Los materiales activantes
actuan como agentes deshidratantes y oxidantes, es decir, ayudan a desarrollar la porosidad
mediante la deshidratacion y degradacion de la estructura de la biomasa, ademas, inhiben la
formacién de alquitran y otros productos no deseados durante el proceso. Por tanto, la etapa
posterior de lavado es de suma relevancia dado que permite eliminar todo el activante sobrante
y proporciona el desarrollo de poros del CA. De acuerdo con ello, se debe controlar bien la
relacion entre el agente quimico y la masa del material precursor, ya que el tamafo de poros y
el area superficial se encuentran influenciados por este factor. Otros factores que se deben
considerar en la sintesis de un CA es la temperatura de carbonizacioén, la velocidad de
calentamiento, la presencia de una atmodsfera inerte, el tiempo de residencia y el tipo de
material de partida, debido a que jugaran un rol importante al influir en la calidad, en las

caracteristicas y en las propiedades de CA resultante.5%-€°

Tal como se nombré anteriormente las propiedades texturales y superficiales del CA dependen
principalmente del material precursor y del método de preparacion. Por ello, para que un
material sea materia prima debe ser un compuesto con un alto contenido de carbono elemental
y un bajo contenido de compuestos inorganicos. La brea, por ejemplo, es frecuentemente
utilizado como precursor de carbones activados, pero no es renovable y es nocivo para el medio
ambiente. Por el contrario, los materiales lignocelulésicos y residuos agricolas, por ejemplo, la
madera y las cascaras de semillas de frutos contienen un alto contenido de compuestos
volatiles y son componentes ricos en carbono, siendo altamente interesantes para usarlos como

material de partida en la sintesis de carbones activados. Ademas, los residuos agricolas se
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caracterizan por ser materiales naturales renovables, abundantes, biocompatibles, econémicos

y respetuosos con el medioambiente.':62

No obstante, el carbén activado sintetizado a partir de un residuo agricola, aplicado como fase
sorbente, tiene fines prometedores, ya que comparado con una fase natural (bio-sorbente a
partir del residuo agricola sin carbonizar), el carbon posee mejores caracteristicas adsorbentes
como mayor aromaticidad, mayor porosidad y variedad de grupos funcionales que permiten

aumentar aun mas la eficiencia de extraccion de los analitos objetivos.

1.2.4. Determinacion y cuantificacion de analitos

Como se nombrd en un principio, los contaminantes emergentes se encuentran presentes en
pequefas concentraciones y en matrices complejas. Por tanto, para poder determinarlos es

necesario el uso de instrumentos analiticos altamente sensibles y selectivos.

La cromatografia de gases (GC) es una técnica analitica que permite separar los componentes
quimicos de una mezcla. La separacion de dichos componentes dependera de la distribucion de
las sustancias entre una fase movil gaseosa y una fase liquida inmovilizada sobre una
superficie de un solido inerte. Estd técnica se encuentra dedicada particularmente a la
separacion, identificacién y cuantificacion de analitos volatiles y semivolatiles. La informacion
que nos entrega el equipo (con un detector convencional) a través del cromatograma, es el
tiempo de retencién de cada sefial cromatografica que permite identificar el analito separado,
sin embargo, ese es el Unico dato que nos entrega el instrumento analitico. Este dato no es
suficiente para identificar de manera certera un compuesto de estudio, pues existe la posibilidad
que dos analitos coeluyan, sobre todo si se trabaja con una mezcla de muchos componentes.
Por otra parte, la espectrometria de masas (MS) es otra herramienta que permite identificar con
gran precision la composicion de una molécula en funcién de su relacion masa-carga. No
obstante, la espectrometria de masas solo permite la identificacion de sustancias puras, ya que

el espectro de una mezcla de compuestos resulta en la superposicion de los espectros
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individuales de cada componente, por tanto, requiere de una separacion previa. La
cromatografia de gases acoplada a la espectrometria de masas (GS-MS) da lugar a una técnica
combinada que permite separar una mezcla compleja mediante el GC y luego identificarla y

cuantificarla a través de MS.3

Tal como se nombré es muy usual trabajar con muestras que tengan muchos componentes,
cabe la posibilidad de una coelucion o que sus sefiales se encuentren muy préximas,
dificultando su identificacién. En este contexto, el espectrometro de masas no solo entrega
espectros, sino que acoplado a un cromatégrafo de gases, actia como un detector donde nos
entrega el cromatograma TIC (total ion current) y nos da la posibilidad de trabajar en dos
modalidades. Una modalidad es SCAN que nos permite trabajar con todos los iones presentes y
la otra modalidad, que es la que se uso6 en este trabajo, es SIM (selected ion monitoring) que
permite que el detector de masas se convierta en un detector cromatografico selectivo debido a
que facilita localizar la presencia de uno o varios compuestos especificos y también permite

disminuir el efecto del ruido quimico.54

Uno de los limites de GC-MS es la estabilidad térmica, la volatilidad y polaridad de las
moléculas. Para disminuir la polaridad, aumentar la volatilidad y la termoestabilidad de los
compuestos se procede a someter a los analitos a una reaccién de derivatizacion previo a la
inyeccion cromatografica. La derivatizacion proporciona un medio para analizar los analitos que
de otra forma seria dificil de volatilizar. La reaccién mas usual es la derivatizacion por sililacion
que permite derivatizar compuestos altamente polares para analizarlos por GC. Esta se realiza
comunmente en presencia de un catalizador, como la piridina, o de un solvente polar aprético,
como acetato de etilo, para mejorar la susceptibilidad del hidrégeno “activo” (grupo polar) que
sera sustituido por el grupo apolar. El Esquema 7 muestra la reaccion tipica de derivatizacién en
donde el agente sililante, N-metil-N-(trimetilsilil)trifluoroacetamida (MSTFA), sustituye un

hidrogeno “activo” del analito (molécula polar) por un grupo trimetilsilano (TMS) no polar.85-66
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Esquema 7. Reaccion de derivatizacion por sililacion con MSTFA.

Estudios previos han informado la determinacién de ibuprofeno y sus metabolitos en muestras

de aguas donde se han usado distintas técnicas de extraccion e instrumentos analiticos (Tabla

2).

Tabla 2. Comparacion de diferentes métodos analiticos de determinacion de ibuprofeno y sus metabolitos
desde muestras de aguas.

Analitos Matriz LD Re% Fase Técnica Instrumento  Ref

(ng/L) sorberte de analitico
extraccion

Diclofenaco, Aguas 1-33 71-104  Oasis HLB RDSE GC-MS 33a

ibuprofeno, residuales

naproxeno, (Afluentes

ketoprofeno -efluentes)

Ketoprofeno, 60-223 100-102 MIP RDSE GC-MS 33d

ibuprofeno, Aguas

naproxeno, residuales

diclofenaco,

acido acetilsalicilico,

acido mefenamico

Acido clofibrico, Aguas 1-91 74-110 Oasis HLB RDSE UHPLC- 67

diclofenaco, residuales TOF/MS

gemfibrozilo, (Afluentes

ibuprofeno, -efluentes)

naproxeno,

ketoprofeno

Metilparabeno, Aguas 2-150 11-97 Oasis HLB RDSE GC-MS 68

etilparabeno, residuales

propilparabeno, (Afluentes

butilparabeno, estrona, -efluentes)

17-B-estradiol, estriol,

17-a-etinilestradiol,

bisfenol A, triclosan,

ibuprofeno,

ketoprofeno,

naproxeno,

diclofenaco,

acido mefenamico,

acido acetilsalicilico

Ibuprofeno, Aguas 2,1-23 41-193  Oasis HLB SPE UPLC- 19

1-hidroxiibuprofeno, residuales MS/MS

Carboxiibuprofeno, y aguas 0,7-16
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2-hidroxiibuprofeno de rio

Enalaprilato, Aguas 592- 97-109  Oasis HLB SPE HPLC-ESI- 20
enalapril, residuales 686 MS/MS
furosemida,

carbamazepina,

ibuprofeno,

carboxiibuprofeno,
1-hidroxiibuprofeno,
2-hidroxiibuprofeno

acido clofibrico Aguas 240- 79-99 CAde BAuE HPLC-DAD 69
ibuprofeno ambienta- 780 corcho
les y Orina

1.2.5. Caracterizacion de las fases sorbentes

Para llevar a cabo un eficaz tratamiento de muestra es importante conocer estructuralmente la
fase con la que se trabaja. Las fases sorbentes se diferencian una de otra por su origen,
composicién quimica, su forma, cantidad de poros presentes y/o area superficial, etc. Estas
propiedades le van a conferir sus caracteristicas adsorbentes y su afinidad por los analitos. Por
tanto, estudiar estos parametros son muy valiosos para determinar la afinidad de un

determinado adsorbente por un adsorbato.

La espectroscopia infrarroja (IR) es una herramienta que permite determinar los grupos
funcionales presentes en las moléculas que componen las fases. Se basa en que los
compuestos absorben luz infrarroja convirtiéndola en vibracion molecular, cada absorcién sera
caracteristica de los enlaces quimicos presentes en las moléculas.”® Determinar los grupos
funcionales del material es lo primordial ya que servira como guia para saber el tipo de
interacciébn que se dara entre analito-sorbente. Para estudiar la morfologia y tamafo de
particula del material se puede hacer un analisis mediante la microscopia electrénica de barrido
(SEM) a diferentes aumentos. El analisis SEM se fundamenta en la emision de un haz de
electrones (e-) que se hace incidir sobre una muestra de estudio. Este haz de e- interaccionara
con la muestra generando diferentes tipos de sefales que seran recibidas por detectores,

donde luego, la informacion sera traducida en una imagen de alta definicion.”! Por otro lado,
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cada material posee una distribucion de carga neta sobre su superficie que influira en la
retencién de un determinado tipo de contaminante. Por ello, es importante evaluar el punto de
carga cero (PZC) y el punto isoeléctrico (IEP). EI PZC se define como aquel valor de pH en el
cual la carga neta total, tanto externa como interna, de las particulas sobre la superficie del
material adsorbente es neutra. Por otra parte, el IEP hace referencia a las cargas superficiales

externas del material. Ambos parametros permitiran determinar el pH de la fase.”

Debido a que en este trabajo se plantea la carbonizaciéon de las fases naturales, es relevante
conocer las temperaturas de descomposiciéon de los compuestos que conforman los materiales
y caracterizar a su vez su composicion. Una herramienta que permite medir estas temperaturas
es el anadlisis termogravimétrico (TGA) que consiste en la medicion de la pérdida de masa, de
una muestra determinada, a medida que va cambiando la temperatura con el tiempo o bien, a

una temperatura fija durante un tiempo establecido.”

1.2.6. Propuesta de Investigacion

En este trabajo de investigacién se propone desarrollar un método para la determinacion y
cuantificacion de cuatro analitos (ibuprofeno, 1-hidroxiibuprofeno, 2-hidroxiibuprofeno y
carboxiibuprofeno) en muestras de aguas, aplicando la técnica de extraccion por sorcion en
disco rotatorio (RDSE) con fases sorbentes naturales y en su forma de carboén activo. Las fases
escogidas para este estudio son el corcho y la semilla de palta. En primera instancia se desea
evaluar las fases naturales optimizando las condiciones de extraccion y su posterior validacion.
En segundo lugar, se propone estudiar las fases naturales como carbén activado, optimizando
las condiciones de sintesis, el proceso de extraccién y la respectiva validacion del método.
Ambas metodologias seran utilizadas para determinar los analitos de interés. Ademas, se
realizara un estudio comparativo con fases sintéticas comerciales. Se plantea la cuantificacion
de los compuestos mediante la cromatografia de gases acoplada a la espectrometria de masas,
en modalidad SIM. La caracterizacién de las fases se llevara a cabo mediante distintos analisis,

entre ellos, a través de la espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR),
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microscopia electrénica de barrido (SEM) y analisis termogravimétrico (TGA). El Esquema 8

resume la propuesta de investigacion.

+
a8

Activante

Esquema 8. Proceso de extraccion en sistema RDSE para la determinacion de los analitos. a) Usando
fases naturales (corcho laminar) en la sorcién, b) Utilizando CA (de semilla de palta) como fase en la
extraccion. (Metodologia)
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2. HIPOTESIS

La microextraccion por sistema de disco rotatorio con el uso de corcho — o
alternativamente semilla de palta - como fase sorbente permitiria extraer el ibuprofeno
y/o sus metabolitos (1-hidroxiibuprofeno, 2-hidroxiibuprofeno y carboxiibuprofeno)
presentes en muestras acuosas, reteniéndolos con una eficiencia estadisticamente
similar a fases comerciales.

El uso de carbones activados como fases sorbentes, de semilla de palta o corcho,
permitirian extraer de forma mas eficiente los analitos ibuprofeno, 1-hidroxiibuprofeno,
2-hidroxiibuprofeno y carboxiibuprofeno comparado con el material original, mediante la

técnica RDSE.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo general

- Desarrollar un método analitico preciso, exacto y sensible, que permita determinar
ibuprofeno y/o sus metabolitos en muestras acuosas usando la técnica de

microextraccién RDSE con fase sorbente natural y carbén activado.

3.2. Objetivos especificos

- Optimizar la separacion del ibuprofeno y sus respectivos metabolitos mediante
cromatografia gaseosa acoplada a espectrometria de masas (GC-MS).

- Optimizar la extraccion de los analitos utilizando RDSE con las fases sorbentes corcho
laminar y semilla de palta.

- Optimizar la extracciéon de los analitos utilizando RDSE con las fases sorbentes
carbonizadas-activadas.

- Caracterizar las distintas fases sorbentes.

- Validar la metodologia a través de la determinacion de las propiedades analiticas.

- Comparar la eficiencia de extraccion del corcho y semilla de palta como fase extractiva
con otras fases comerciales.

- Aplicar el método en la determinacion de los analitos en muestras reales.
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4. MATERIALES Y METODOS

4 1. Materiales

Disco de teflon con camisa y cavidad, 1,5 cm de diametro, con barra magnética

Lamina de corcho aglomerado con granos de 2 mm de espesor de 1m x 1m (Corchos
Chile, San Miguel, Santiago)

Semillas de palta Hass (Feria libre, Puente Alto, Chile)

Sacabocado de golpe 12 y 14 mm de diametro, Boehm

Material de vidrio (Vasos de precipitados, pipetas volumétricas, matraces de aforo,
probetas y botellas Duran)

Pipetas Pasteur (Hirschmann ®)

Micropipetas 20 — 1000 yL

Papel fibra de vidrio Rilab 110mm

Viales de vidrio 12, 20 y 30 mL

Crisoles mas tapas de porcelana

Matraz Kitasato y embudo Blchner

Papel filtro

Molinillo de café

Mortero de agata

4 2. Reactivos

Todos los reactivos y solventes de grado analitico que se utilizaron fueron adquiridos

mediante proveedores comerciales autorizados: Sigma-Aldrich, Merck, entre otras.

Acido clorhidrico 37%
Acetato de etilo grado cromatografico

Acetonitrilo grado cromatografico
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- Agua desionizada obtenida de un equipo Millipak ® Express 20 Filter (Merck)
- Carbonato de potasio

- Cloruro de sodio 99,5%

- Cloruro de zinc

- Hidréxido de sodio

- Helio extra puro = 99,9999%

- Metanol grado cromatografico

- N-metil-N-trimetilsilil-trifluoro-acetamida (MSTFA, Merck)

- Nitrégeno extra puro = 99,995% (Linde)
Estandares:

- Estandar ibuprofeno (Sigma, Aldrich)

- Estandar 1-hidroxi-ibuprofeno, (Sigma-Aldrich)
- Estandar 2-hidroxi-ibuprofeno, (Sigma-Aldrich)
- Estandar carboxiibuprofeno (Sigma-Aldrich)

- Estandar subrogante, ibuprofeno-Ds (Cerilliant Corporation)
Fases comerciales:

- Oasis® HLB, Waters Corporation
- Estireno-divinilbenceno (St-DVB), Waters Corporation

- Octadecilsilano (C18), Waters Corporation

4.3. Instrumentos y equipos de laboratorio

- Cromatégrafo de gases acoplado a un detector espectrometro de masas con analizador
de cuadrupolo (Thermo Fisher Scientific ISQ)
- Columna capilar marca Restek Rtx-5MS (5% difenil/ 95% dimetil polisiloxano), 30 m,

0,25 mmID, 0,25 ym df
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- Espectrémetro infrarrojo por transformada de Fourier (FT-IR) Nicolet iS5, Thermo
Scientific. Acoplado a un accesorio de muestreo inteligente de reflectancia total
atenuada (ATR) iTX-iD7 con cristal de diamante

- Microscopio electronico de barrido de alta resolucion (HR-SEM), modelo INSPECT-F50,
FEI

- Vortex mixer KMC-1300V

- Evaporador Biotage VWR

- Agitador magnético, Jeio Tech

- pH-metro WTW modelo Pmx 3000

- Balanza analitica precisa 125A, Swiss quality

- Horno Mufla M-110/1100°C Thermo Heraeus

- Incubadora New Brunswick Scientific Co Classic Series C24 Benchtop Incubator Shaker
Model M1247-0004

- Mini microcentrifuga modelo M-6 Boe 8074100 MundoLab

4.4. Metodologia

4.4.1. Preparacién de estandares y optimizacion cromatografica

1. Se prepararon estandares concentrados para cada uno de los analitos y a partir de
estas soluciones, se prepararon por dilucion estandares de trabajo a una concentracion
de 2 y 10 mg/L. Se preparé un estandar subrogante (ibuprofeno-D3) en una
concentracién de 2 mg/L y un estandar interno (PCB-77) a una concentracion de 1

mg/L.

2. Para la derivatizacion de los analitos, en un vial de 2 mL se afadié 100 pyL de un

multiestandar de 1 mg/L y se evapord a sequedad bajo una corriente de N2. Luego, se

afnadio 50 puL de MSTFA (agente derivatizante), 50 uL de AcOEt y se agit6 en el vortex,
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a temperatura ambiente, durante 5 min para homogeneizar la solucién. Para encontrar
la 6ptima derivatizacion, se estudio la presencia de catalizador (volumen de piridina), el
tiempo y la temperatura en la reaccion de sililacion, ademas, se realizaron estudios

quimiométricos del tipo screening evaluando estos tres factores.

A partir de los respectivos estandares derivatizados, se realizé el estudio del método
cromatografico para la determinacién y cuantificaciéon de ibuprofeno y sus metabolitos
por GC-MS. Para ello, se inyectaron 2 yL de cada estandar en modalidad full SCAN
para verificar los tiempos de retencion y las masas de cada compuesto. Luego, se
selecciond la modalidad monitoreo selectivo de iones (SIM), donde se eligieron los

iones mas adecuados para cada molécula. La Tabla 3 indica las condiciones del GC-

MS.
Tabla 3. Condiciones cromatograficas y del espectrometro de masas.

Cromatografo de gases

Volumen de inyeccion: 2 L

Modo de inyeccion: Splitless

Temperatura del inyector: 280°C

Gas Carrier: Helio (He)

Rampas de calentamiento: Ro= 75 °C (1min)

R1=75a300 °C x 15 °C/min (5min)

Flujo: 1 mL/min

Tiempo de analisis: 21 min

Solvent delay: 7 min
Espectrémetro de masas

Tipo de fuente: Impacto electrénico (EI)

Analizador: Cuadrupolo simple (ISQ)

Temperatura linea de transferencia: 300°C

Temperatura de la fuente: 250°C
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4.4.2. Fases naturales
a) Preparacion fases sorbentes

Corcho laminar

La preparacion del corcho laminar estuvo basada en el tratamiento informado anteriormente por
Manzo et al. (2019).** Se cortaron trozos circulares de la lamina de corcho con un sacabocado
de golpe de 12 mm de diametro. Los trozos de corcho se sometieron a limpieza por ultrasonido,
inicialmente con agua desionizada durante 60 min y luego 2 sesiones con metanol por 30 min.
Se almacenaron en una incubadora a 37 °C para su posterior secado. Una vez limpios y secos,

el corcho se fijé en el disco con camisa (Figura 11).

o A

Figura 11. a) Disco rotatorio con camisa usando corcho laminar como fase sorbente, b) Camisa del disco,
c) Disco con agitador magnético, d) Lamina de corcho.

Semilla de palta en polvo

Esquema 9. Preparaciéon de la fase semilla de palta en polvo. a) Proceso de molienda y tamizado, b)
Limpieza del material, c) Secado de la fase.
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En el Esquema 9 se resume la preparacion de la fase semilla de palta en polvo. Previo a moler
la semilla, se lavé con agua desionizada para sacar los restos de palta que podian quedar en el
material. Inmediatamente, se seco en la estufa a 45°C y se cortaron en trozos. Los trozos se
afiadieron a un vaso de precipitado con agua desionizada para ablandarlos y se molieron con
un molinillo de café. La semilla molida se tamizé y se almacend como un polvillo muy fino (200-
400 mesh). Al igual que el corcho, la semilla de palta particulada se someti6 a diversos lavados.
En una primera etapa se limpid con agua desionizada por ultrasonido durante 60 min (en
consecuencia, se centrifugd para separar ambas fases durante 15 min a 4500 rpm) y luego, en
una segunda etapa se lavd con metanol y n-hexano mediante Soxhlet para sacar las grasas y/o
aceites presentes en el material. Se sec6 a 45°C en una estufa y se utilizé como fase sorbente

en el disco con cavidad (Figura 12).

b c d

a
Figura 12. Disco con cavidad utilizando fase sorbente semilla de palta. a) Disco con cavidad armado, b)
Disco relleno con semilla de palta, c) anillo de teflon, d) filtro de fibra de vidrio (12 mm).

Es importante sefalar que todos los solventes organicos utilizados en los procedimientos de

limpieza fueron recuperados mediante destilacion a presion reducida.
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b) Procedimiento RDSE de fases naturales

Emsamblaje Acondicionamiento: Extraccion:
Disco con camisa: ACN y H20 20 mL agua dopada a 30ug/L, 90
CORCHO (10 mL,10 min a 2000 rpm) min a 2000 rpm (pH2, 20%NaCl)
Desorcién:
wE (10 mL, 20 min a 2000 rpm)
Q]
= \— U
ll @ “ Evaporacién a sequedad con
N2 y reconstitucion:
400 plL de AcOEt (5)
Emsamblaje Acondicionamiento: Extraccidn:
Disco con cavidad: AcOEt, MeOH, H20 20 mL agua dopada a 30pg/L, 60
S.DEPALTA (10 mL, 5 mina 2000 rpm) min a 2000 rpm (pH2, 20%NaCl) M,
e
[
) |]
3
- 28
g
P

Derivatizacion e inyeccion:
50 L de MSTFA + 50 pL de AcOEt

Esquema 10. Preparacion del disco rotatorio con corcho laminar (en rosa) y semilla de palta en polvo (en
verde). 1) Ensamblaje del disco, 2) Acondicionamiento del disco, 3) Extraccion de los analitos en la
muestra de agua, 4) Desorcion de los analitos, 5) Evaporacion y reconstitucion, 6) Extracto derivatizado e
inyeccion en cromatografo.

Acondicionamiento:

Corcho: El acondicionamiento del corcho laminar fue basado en lo informado anteriormente por
Vieira et al. (2020).4%> Se afiadié una lamina de corcho de 47 mg en el disco de extraccién y se
sujeté con una camisa de teflon. Luego, en un vial de vidrio se acondicioné el disco con 10 mL

de MeCN y 10 mL de agua desionizada durante 10 min a 2000 rpm.

Semilla de palta: Se afiadié 60 mg de fase a la cavidad del disco rotatorio, inmediatamente, se
cubrié con un filiro de fibra de vidrio y se sell6 con un anillo de teflon. En un vial de vidrio se
acondiciono la fase, semilla de palta, con 10 mL de AcOEt, 10 mL de MeOH y 10 mL de agua

desionizada durante 5 min a 2000 rpm.

Extraccion: En ambos casos el proceso de extraccion es el mismo. Las condiciones de cada
método se muestran en el Esquema 10. A continuacién, se explicara con el método del corcho

laminar.

36



Para la extraccion, a un vial de vidrio que contenia el disco con la fase de sorcioén, se anadioé
una alicuota de 20 mL de agua desionizada. Se utilizé HCI 1 mol/L para ajustar el pH de las
muestras (pH 2) y NaCl al 20% para la fuerza io6nica. Se dopé con una solucién multiestandar
de los analitos a una concentracion de 30 ug/L y se agitdé a una velocidad de 2000 rpm por un
tiempo de 90 min a temperatura ambiente. Para la desorcion de los analitos, el disco se
traspasé a un vial de 20 mL, se afadié 10 mL de AcOEt y se agité durante 20 min a 2000 rpm.
El extracto con AcOEt que contenia a los analitos concentrados, se evapord bajo una corriente
de N2 hasta sequedad a 60°C durante 60 min. Se reconstituyo con 400 puL de AcOEt y se agito
durante 5 min en un vortex. Se traspasé la muestra a viales de 2 mL y se evaporaron a
sequedad bajo flujo de N2. Finalmente, los extractos fueron derivatizados e inyectados en el

GC-MS. Previo a la inyeccion se afiadié 30 yL de PCB-77 (1 mg/L) como estandar interno.

4 .4.3. Carbones activados

a) Sintesis de carbones activados

Se estudié la carbonizacién-activacion de la semilla de palta y del corcho en un horno
convencional (mufla). Se analizaron las temperaturas finales de pirdlisis (tr), el activante quimico

y las concentraciones del activante. En la Tabla 4 se indican las condiciones de activacion.

Tabla 4. Condiciones de activacion en horno convencional (mufla) para semilla de palta y corcho laminar.

Tipo de activacion Quimica

Material de partida Semilla de palta Corcho
Activantes ZnClz, K2CO3
Concentracion activante (%om/v) 20, 30, 40 10, 20, 40
Ti (°C) 25

T+ (°C) 400, 600, 800

Flujo de N2 (psi) 1-1,5

Velocidad de calentamiento (°C/min) 10
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Programas de temperaturas del horno:

10 °C/min 30 min
25°C — 400 °C

_ 400 °C (1)
38 min

10 °C/min 30 min
25°C — 8600 °C

- 600 °C (2)
58 min

10 °C/min 30 min
26°C ——— 800 °C
78 min

800 °C (3)

Esquema 11. Ruta de carbonizaciéon para las fases sorbentes. (1) programa a 400°C, (2) programa a
600°C y (3) programa a 800°C.

Procedimiento de carbonizacion-activacion de semilla de palta y corcho:

(9) (U] (e)

Esquema 12. Sintesis de carbdn activado. a) Material precursor molido en molino (corcho o semilla de
palta), b) Mezcla de agente activante con material precursor (agitacion a 160 rpm en incubadora a 60°C),
c) Pirdlisis del material (proceso de carbonizacién y activacion), d) Lavado con HCI 5mol/L, e) Filtracién del
material carbonizado y lavado con agua, f) Secado del carbén a 55°C, g) Carbon molido y tamizado listo
para implementar en disco rotatorio.

La carbonizacién y la respectiva activacion tanto para la semilla de palta como para el corcho
fueron basado en lo reportado por Leite et al. (2018)%” y Mestre et al. (2007)7*. Como se observa
en el Esquema 12, previo a la pirdlisis se molieron ambas fases en un molino para obtener
polvo de semilla de palta y corcho molido. Se mezcloé en un crisol de porcelana 1g de la materia

prima correspondiente y 4 mL de la solucion activante (ZnCl2 o K2COs) en una relacién 1:4
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(material de partida:activante) hasta formar una pasta homogénea. La mezcla se dejé agitando
(150 rpm) a 60°C durante toda la noche (15 h) a sequedad. Luego, la pasta homogeneizada y
seca en el crisol con tapa se colocé en el horno convencional. Se saturé la muestra dentro del
horno con N2 (1,5 psi) por 20 min para asegurar una atmosfera inerte. Para la pirdlisis se
comenzé con una temperatura de 25°C y se elevo en un flujo de 10°C/min hasta llegar a 400°C,
donde se mantuvo por 30 min. Finalmente, se dejo enfriar bajo flujo de N2 hasta
aproximadamente 150 °C. El material pirolizado se lavé con HCI 5 mol/L durante 2 h y luego con
agua hasta llegar a pH neutro, se sec6 durante 24 h a 55°C, se moli6 en un mortero de agata
para generar un polvillo de carbon y se tamizé a un tamafo de particula entre 75-38 ym (lo que
equivale a 200 y 400 mesh respectivamente). De la misma manera se llevé a cabo la sintesis de

los carbones a 600 y 800°C respectivamente.

b) Procedimiento RDSE para CA de semilla de palta y CA de corcho

a I ’
b \‘
. - w—
d -
4 5 6

Esquema 13. Procedimiento de RDSE con carbdn activado. 1) Ensamblaje del disco (a. Camisa de teflon,
b. filtro de fibra de vidrio, c. fase de CA, d. disco rotatorio con barra magnética), 2) Acondicionamiento del
disco, 3) Extraccion de los analitos desde la muestra de agua, 4) Desorcién de los analitos, 5)
Centrifugacion del eluato, 6) Extracto derivatizado en vial de inyeccion.

Acondicionamiento: Para ambos CAs, se acondicion6 el disco con la fase en un vial de vidrio

con 10 mL de AcOEt, 10 mL de MeOH y 10 mL de agua desionizada durante 5 min a 2000 rpm.

Extraccion: El procedimiento de extraccion se llevd a cabo de igual forma a lo descrito
anteriormente con las fases naturales y que se resume brevemente en el Esquema 13. Sin
embargo, las condiciones 6ptimas de cada método propuesto fueron distintas para cada CA

(Tabla 5).
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Tabla 5. Condiciones de extraccion utilizando CAs de s. de palta y corcho.

Variables Condiciones de extraccién

Fase CA de s. de palta CA de corcho
Activacion del carbon ZnCl2 30% a 600°C K2COs3 20% a 600°C
Cantidad de fase (mg) 50 30

pH 4 2

NaCl Y%m/v 0 10
Solvente de elucion MeOH MeCN

El proceso de RDSE de los CAs se interpretara a través de la metodologia del CA de corcho.

En la cavidad del disco rotatorio se anadiéo 30 mg de carbén de corcho activado con K2COs al
20%m/v (a 600°C), se colocé el filtro y se sell6 con la camisa del disco (Figura 13). Luego, el
disco con la fase se acondicionaron con los solventes ya mencionados. Para la extraccion se
agrego una alicuota de 25 mL de muestra, se ajustd el pH a 2, se afiadié NaCl al 10% y se
enriquecié a una concentracion de 30 pg/L de los analitos. Se agité a una velocidad de 2000
rpm durante 90 min. Para la desorcion, se transfirio el disco a otro vial, donde se agregé 10 mL
de MeCN vy se agitd a 2000 rpm durante 20 min. Posteriormente, se tranfirié el extracto con
MeCN a viales de 12 mL para ser evaporados a sequedad bajo flujo de N2 a una temperatura
de 60°C por 60 min. El extracto evaporado se reconstituyé con 400 yuL de MeCN y se agité en
un vortex en 5 min, luego, se centrifugd a 2000 rpm durante 10 min. La muestra centrifugada se
traspasd a viales de 2 mL para ser evaporada a sequedad bajo una corriente de N2. Se
derivatizo el extracto, se afadié 30 yL de PCB-77 (1 mg/L) como estandar interno y se inyecto

en el GC-MS.

Figura 13. Disco con camisa utilizando carbén activado de corcho (activado con K2COs) como fase
sorbente. a) Camisa de tefldn, b) disco con carbén activado, c) filtro de fibra de vidrio (14 mm), d) Sistema
RDSE armado.
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4.4.4. Optimizacion de variables influyentes en RDSE

Se realiz6 la optimizacion de los distintos factores que podian afectar en el procedimiento de
extraccion de los analitos. Se evaluaron pH, fuerza idnica, cantidad de fase, velocidad de
agitacion, volumen de muestra y tiempo de extraccién para todos los sorbentes (Fases
naturales y carbones activados). La Tabla 6 sefiala las condiciones que se estudiaron para cada

fase de sorcion.

Tabla 6. Optimizacion de variables en RDSE.

Fases Naturales Carbones activados
Corcho Semilla de palta Corcho Semilla de palta

Cantidad de fase - 50-80 mg - -

pH 29 2-10 29

Fuerza ionica 0-30% m/v de NaCl

Volumen de Estudio 20-50mL Estudio quimiométrico

muestra quimiométrico (Disefio Doehlert)

Tiempo de (Disefio 5-120 min

extraccion Doehlert)

Velocidad de - - -

agitacion

Cantidad de fase: Se estudi6 la cantidad de fase sorbente de la semilla de palta en polvo. Se
agregaron al disco rotatorio 50, 60, 70 y 80 mg de semilla particulada y se evalu6 cada uno por

triplicado.

Variables quimicas

pH: Se estudié el pH del medio a distintos rangos. Para las fases naturales y el CA de semilla
de palta se evalud en un intervalo de pH 2 a 9 y para el CA de corcho de 2 a 10. El pH del
medio se ajustd con un pH-metro y se prepararon distintas soluciones de acido y de base. Los

experimentos se realizaron en triplicado.
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Las soluciones preparadas fueron:

- Una solucion de HCI 1 mol/L donde se afiadieron 3 gotas de acido para ajustar a pH 2.

- Una solucién buffer de acido acético 0,1 mol/L en el que se agregaron 500 uL del
tampoén para alcanzar pH 4.

- Una solucién buffer de fosfato de sodio dibasico 1 mol/L en el que se agregaron 500 uL
para llevar el medio a pH 6.

- Una solucién de NaOH 0,05 mol/L donde se afhadieron 12 y 15 gotas hasta pH 9 y 10

respectivamente.

Fuerza idnica: La fuerza idnica se estudié utilizando soluciones de NaCl a diferentes

concentraciones (0, 10, 20 y 30 %m/v), por triplicado.

Variables hidrodinamicas

Fases naturales

Tiempo de extraccion, volumen de muestra y velocidad de agitacion:

Para el corcho laminar, mediante el uso del programa Statgraphics, se realizé un estudio
quimiométrico de andlisis multirespuesta para analizar las variables volumen de muestra,
tiempo de extraccion y velocidad de agitaciéon, donde se aplicd un disefio Doehlert de un total de

15 experimentos (Tabla 7).
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Tabla 7. Matriz de experimentos (disefio Doehlert) para la fase sorbente corcho laminar.

Valores codificados Valores Reales
Tiempo Velocidad Volumen
Experimentos | X1 X2 X3 (min) (rpm) (mL)
1 0 0 0 60 1100 20
2 1 0 0 120 1100 20
3 0.5 0.866 0 90 2000 20
4 -0.5 0.866 0 30 2000 20
5 -1 0 0 0 1100 20
6 -0.5 -0.866 0 30 200 20
7 0.5 -0.866 0 90 200 20
8 -0.5 -0.289 -0.816 30 800 10
9 0 0.577 -0.816 60 1700 10
10 0.5 -0.289 -0.816 90 800 10
11 -0.5 0.289 0.816 30 1400 30
12 0 -0.577 0.816 60 500 30
13 0.5 0.289 0.816 90 1400 30
14 0 0 0 60 1100 20
15 0 0 0 60 1100 20

Para el caso de la semilla de palta, se realiz6 un andlisis univariado para el volumen de muestra

y el tiempo de extraccion. Ambos experimentos se hicieron en triplicado.

Volumen de muestra (semilla de palta): Los volumenes de muestra que se estudiaron fueron:

20, 30, 40 y 50 mL de agua desionizada a 2000 rpm en un tiempo de 60 min.

Tiempo de extraccion (semilla de palta): Los tiempos de extraccién estudiados fueron: 5, 30,

60, 90 y 120 min utilizando 20 mL de muestra a una velocidad de agitacion de 2000 rpm.

Carbones activados

Tiempo de extraccion y volumen de muestra: En ambos CAs, se aplicd un disefio Doehlert
para analizar las variables volumen de muestra y tiempo de extraccion con un total de 9

experimentos. En la Tabla 8 se muestra la matriz de experimentos.
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Tabla 8. Matriz de experimentos (disefio Doehlert) para carbones activados de corcho y semilla de palta.

Valores codificados Valores reales
Experimentos* X1 X2 Tiempo (min) Volumen (mL)
1 0 0 60 20
2 1 0 120 20
3 0.5 0.866 90 30
4 -0.5 0.866 30 30
5 -1 0 0 20
6 -0.5 -0.866 30 10
7 0.5 -0.866 90 10
8 0 0 60 20
9 0 0 60 20

*Se llevaron a cabo a una velocidad de agitacién de 2000 rpm.

4.4.5. Caracterizacion de fases sorbentes:

Todos los sorbentes (tanto los carbones activados como las fases naturales) se caracterizaron a
través de la espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR) y microscopia

electronica de barrido (SEM).

Para estudiar la carga neta de las fases, se estudid el pH de estas, mediante el punto
isoeléctrico (IEP) y el punto de carga cero (PZC). Estos ultimos experimentos fueron basados

en lo informado por Amaringo et al. (2013).72

IEP: Se afadieron alicuotas de 20 mL de agua desionizada a varios viales de vidrio y se ajusto
el pH desde 2 a 12 (9 unidades), adicionando distintas cantidades de solucion de acido o base
(HCI 1 mol/L; HCI 0,01 mol/L; NaOH 1 mol/L; NaOH 0,01 mol/L; NaOH 0,05 mol/L). Luego, se
anadi6 200 mg de fase de extraccion y se agitdé durante 2 h a temperatura ambiente.

Transcurrido el periodo se midi6 el potencial zeta de la muestra.

PZC: A diferentes viales de vidrio se agregé 20 mL de agua desionizada, ajustando el pH desde
2 a 12 (9 unidades), donde se adicionaron cantidades adecuadas de acido o base (HCI 1 mol/L;

HCI 0,01 mol/L; NaOH 1 mol/L; NaOH 0,01 mol/L; NaOH 0,05 mol/L). Luego, se adicioné 200
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mg de fase sorbente y se agitdé durante 48 h a temperatura ambiente. Posteriormente, se midié

el pH final de la muestra.

Finalmente se hicieron andlisis termogravimétricos a las fases naturales (corcho y semilla de
palta) que permite determinar el % de la pérdida de peso mediante la descomposicion térmica

del material.

4.4.6. Validacion del método analitico

Para la validacion del método analitico es necesario determinar sus cifras de mérito tales como:
curva de calibracion, precision, exactitud, limites de deteccién y de cuantificacion. La
determinacién de las cifras de mérito se realiz6 empleando muestras de agua de rio y agua

potable utilizando el método propuesto por cada una de las fases.

a) Precision y Exactitud

La precision y la exactitud se determinaron con muestras de agua de rio (sitio Canoa y/o puente
Esperanza, rio Mapocho, Santiago de Chile). Para las fases naturales se enriquecié a una
concentracion de 30 ug/L de multiestandar de los cuatro analitos y de un estandar subrogante
(Ibuprofeno-D3) a la misma concentracién. Para los carbones activados, las muestras se

doparon a una concentracién de 10 pyg/L de multiestandar y de ibuprofeno deuterado.

La precision se determind mediante el parametro de la desviacion estandar relativa (RSD) a
través de la repetibilidad de las muestras, se aplicé el método propuesto en 6 extracciones
utilizando diferentes discos en las mismas condiciones. Este fue determinado en base a la

ecuacion 1.

o
%RSD = 5% 100 (1)
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Basado en lo informado por Becerra-Herrera et al. (2015),%” la exactitud se determin6é mediante
el parametro de la recuperacion (%Re) de los analitos, se aplico el método de extraccion

propuesto de cada fase y se calculd en base a la siguiente ecuacion:

A, — A
Re(%)=u

X100 (2
i (2)

Cada término corresponde a las areas promedio de: 6 muestras de aguas enriquecidas con un
multiestandar y un estandar subrogante a una concentracion de 30 o 10 ug/L respectivamente
(S4), 3 muestras blancos (S3) y 3 muestras cuyo extracto fue enriquecido con los respectivos
estandares (multiestandar y estandar subrogante de concentracion 30 o 10 ug/L) previo al paso

de derivatizacion (S2).

Cabe destacar que esta ecuacion permite determinar el % de recuperacion libre de efecto

matriz.

Para tener resultados mas fiables se calculé el efecto matriz que fue determinado de dos

maneras diferentes:

1) Una forma fue en base al area de los analitos (Ecuacion 3).

Ay — A
%xmo (3)

s1

% EM =

Donde S1 corresponde a una solucion estandar de los analitos, S2 corresponde a un extracto

que fue fortificado previo al paso de la derivatizaciéon y S3 corresponde a una muestra blanco.

2) Otra forma fue en base a las pendientes de la curva en matriz de los analitos y de la curva de
estandar en solvente (Ecuacion 4). Esta ecuacion se baso en lo reportado por Zhou et al. (2017)

y por Pizzuti et al. (2016).757¢

Pendiente adicion estandar en matriz—Pendiente curva de estandar en solvente

%EM = ( )x 100 (4)

Pendiente curva de estandar en solvente
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Utilizando ambos métodos es posible determinar si la matriz causa un efecto positivo (aumento

de la respuesta del detector) o negativo (disminucién de la respuesta del detector).

b) Curva de calibracion

La curva de calibracidon se llevd a cabo utilizando muestras reales (sitio Canoa o puente
Esperanza, rio Mapocho, Santiago de Chile). Donde se aplicé el método optimizado para cada
uno de los sorbentes y se realizé todo por duplicado. La curva se trazé como el area de la sefal
cromatografica vs la concentracion del analito. Las respuestas cromatograficas fueron
normalizadas por el area de la sefial del PCB-77 (estandar interno). La ecuacion de la recta y el

coeficiente lineal R2 se calculd en base a la curva de calibracion.

Curva de calibracion para la fase corcho laminar: Se utilizé agua de rio del sitio Canoa, se
enriquecieron las muestras en cinco niveles de concentracion para cada uno de los analitos (5,

10, 20, 40 y 60 pg/L).

Curva de calibracion para la fase semilla de palta en polvo: Se utilizé6 agua de rio del sitio
Canoa. Para el IBU se enriquecio a 5, 10, 30 y 100 ug/L y para el 1-OH-IBU se fortifico a 5, 30,

100, 200 y 300 pg/L.

Curva de calibracién para la fase CA de corcho: Se utilizé agua de rio del puente Esperanza,
se doparon las muestras en cinco niveles de concentracion para todos los analitos (5, 10, 25, 50

y 100 pg/L).

Curva de calibraciéon para la fase CA de semilla de palta: Se utilizé agua de rio del sitio
Canoa y se fortificaron las muestras alcanzando cinco niveles de concentraciéon para todos los

analitos (5, 10, 25, 50 y 100 pg/L).
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c) Limite de deteccion y de cuantificacion

Los limites de deteccién y cuantificacion se determinaron usando agua potable (de la llave). Se
aplicd el método analitico propuesto (para cada una de las cuatro fases optimizadas) a 6

muestras blancos.

Para determinar el limite de deteccion (LD) se integré la sefal del blanco en los tiempos de
retencion de los analitos, se calculd el promedio de las areas normalizadas y se sumoé 3 veces
su desviacion estandar (o) para determinar el Yipo de acuerdo a la ecuacion 5. Luego, el Yo se
interpold en la curva de calibracion y finalmente se le aplico el factor de concentracion

correspondiente.
Yip=X+30 (5)

Para determinar el limite de cuantificacién (LQ) se llevo a cabo de la misma manera que el LD,
pero al promedio de las areas normalizadas se le sumo 10 veces la desviacion estandar del

blanco (Ecuacion 6).

Yo =X+ 100 (6)

4.4.7. Muestras reales

Las muestras reales fueron colectadas por nuestro grupo de laboratorio entre el afio 2018 y
2021. Se tomaron muestras de afluentes y efluentes de la PTAR EI Trebal (Regién
Metropolitana, Padre Hurtado) y se estudid la aplicabilidad del método propuesto de una de las
fases. Previo a cada analisis las muestras fueron filtradas y almacenadas en botellas de

polipropileno a 4°C.

48



5. Resultados y Discusion
5.1. Optimizacion cromatografica (GC-MS):
5.1.1. Derivatizacion

Los analitos fueron derivatizados para aumentar su estabilidad térmica, disminuir su polaridad y

aumentar su volatilidad, previo a la inyeccién cromatografica.

OH
(o]
OH
o
OH HO ©

Figura 14. Analitos de estudio. Los protones marcados en rojo se encuentran susceptibles a la

derivatizacion.

Se evaluaron tres condiciones diferentes para la derivatizacion de los analitos (Tabla 9). Se
optimizé la temperatura, tiempo y cantidad de piridina (catalizador) en la reaccion de sililacién.
El volumen de agente derivatizante, MSFTA, se mantuvo constante (50 pL) y cuando no se
anadio piridina, este se reemplazé con AcOEt (solvente polar aprotico). El volumen de MSFTA

se mantuvo al ser validados en trabajos anteriores.33%:44

Tabla 9. Condiciones de derivatizacion de los analitos.

Condiciones Volumen Volumen Temperatura Tiempo
MSFTA (L) Piridina (uL) (°C) (min)
Cnd 1 50 50 80 30
Cnd 2 50 0 80 30
Cnd 3 50 50 Ambiente
Cnd 4 50 0 Ambiente

A continuacion, se muestra las respuestas obtenidas en el estudio de la derivatizacion.
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Figura 15. Area cromatografica en funcién de las distintas condiciones de derivatizacion.

La Figura 15 muestra las respuestas cromatograficas (areas) para los cuatro analitos en funcion
de las distintas condiciones de derivatizacion estudiadas (ver Tabla 9). Se observa que con las
condiciones 1y 3 (reaccion en presencia de piridina) el compuesto COOH-IBU obtiene una baja
respuesta cromatografica, en cambio, con las condiciones 2 y 4 (derivatizacion sin piridina) el
area aumenta considerablemente. Los compuestos IBU y 1-OH-IBU mostraron resultados
similares al COOH-IBU.

Al realizar un analisis estadistico (ANOVA de una via) entre las condiciones 2 y 4 se obtuvo que
no hay diferencia significativa entre ambas respuestas (p > 0,05) para los cuatro analitos. Por
tanto, se consideré como 6ptima la condicion 4, ya que permite un trabajo en menor tiempo y
sin gasto de energia, siendo una derivatizacibn mas eco-amigable y rapida, sin una pérdida
considerable de sefial cromatografica.

Se consider6 ademds que la reaccion de sililacién 6ptima debia ser sin piridina, ya que las
sefiales cromatograficas de los analitos derivatizados con este catalizador perdian resolucion y

forma (Figura 16).
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Figura 16. Cromatogramas (TIC) de analitos derivatizados. (a) Reaccion con piridina a 80 °C, (b) Reaccién
sin piridina a temperatura ambiente.

Tal como se observa en la Figura 16, el cromatograma a muestra las respuestas de los analitos
derivatizados con piridina y el cromatograma b muestra los analitos derivatizados sin piridina.
Los reactivos de sililo se encuentran influenciados tanto por el medio del sistema como por la
adicién de un catalizador, donde este ultimo aumenta la reactividad del reactivo. Si bien, la
piridina es el catalizador mas frecuentemente utilizado en este tipo de reaccion, ya se ha
informado en la literatura que puede producir colas en las sefiales cromatograficas.®® No
obstante, al derivatizar con piridina se observan cromatogramas “desdoblados” el cual se asocia
a una descomposicion de los analitos ya que en ausencia de piridina esto no ocurre. Por otro
lado, muchos compuestos requieren de temperatura para derivatizarse por el impedimento
estérico o la posicién en la que se encuentra el hidrogeno (H-O-R) que sera reemplazado por el
grupo trimetilsilano (TMS), en la literatura se informa un calentamiento que no supere los 60 °C
y alrededor de 10 a 15 min para evitar la descomposicion del derivado, sin embargo, el
calentamiento a largo plazo va a depender de que tan obstaculizado se encuentra el
compuesto. En este caso, los compuestos son moléculas acidas que poseen protones sin
impedimentos para ser sustituidas por el TMS, a excepcion del 2-OH-IBU que posee un alcohol

terciario, aun asi, se infiere que no es necesario el catalizador (piridina) para desprotonar los
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compuestos, puesto que el ataque nucleofilico de los compuestos al MSTFA sucede sin
dificultad. Por tanto, para el ibuprofeno y sus metabolitos la derivatizacion se lleva a cabo solo
usando un exceso suficiente de reactivo sililante y un medio polar aprético, donde se da de

forma rapida sin la necesidad de piridina.

De manera analoga, se llevdé a cabo un estudio quimiométrico (screening) que permitieron

reforzar los resultados obtenidos anteriormente.

El estudio screening consistio en un analisis del tipo 2% experimentos, donde k indica el niumero
de factores en estudio. En este trabajo en particular, k = 3 lo que lleva a un total de 8 pruebas,
sin embargo, se anadieron dos centros dando en conjunto un analisis de 10 experimentos. A

continuacion, se muestra la matriz de screening de la derivatizacion (Tabla 10).

Tabla 10. Matriz de screenig para estudio de derivatizacion de los analitos.

Valores codificados Valores reales

Piridina Temperatura Tiempo

Experimentos A B C (uL) (°C) (min)
1 -1 -1 -1 0 30 5
2 1 -1 -1 50 30 5
3 -1 1 -1 0 70 5
4 1 1 -1 50 70 5
5 -1 -1 1 0 30 55
6 1 -1 1 50 30 55
7 -1 1 1 0 70 55
8 1 1 1 50 70 55
9 0 0 25 50 30
10 0 0 25 50 30

La significancia de cada factor se estimé desde un valor t (test de Student) con un 95 % de
confianza (5% de significancia) determinado a partir de la varianza experimental. La
significancia de cada factor se muestra en un grafico de Pareto, donde cada barra nos entrega

el valor del efecto estandarizado correspondiente al t experimental.
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a) Grafico de Pareto estandarizado para ibuprofeno b) Grafico de Pareto estandarizado para 1-hidroxiibuprofeno
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Figura 17. Graficos de Pareto obtenido del analisis screening para cada analito. a) Grafico de Pareto para
ibuprofeno, b) Grafico de Pareto para 1-hidroxiibuprofeno, c) Grafico de Pareto para 2-hidroxiibuprofeno, d)
Grafico de Pareto para carboxiibuprofeno.

Como se puede observar en la Figura 17, tanto para el ibuprofeno como para los analitos
hidroxilados (1-hidroxiibuprofeno y 2-hidroxiibuprofeno) ningun factor es significativo. Sin
embargo, en el caso del carboxiibuprofeno todos los factores, incluyendo las interacciones entre
ellas, son significativos y se observa claramente que la piridina afecta de forma negativa en la
respuesta. Si bien, los factores temperatura y tiempo tienen una significancia positiva en el
proceso de derivatizacion del carboxiibuprofeno, se determind llevar a cabo la derivatizacion sin
piridina y a temperatura ambiente en un tiempo de 5 min, considerando la mejor respuesta en
los cromatogramas, de la misma manera que para los otros tres analitos (ibuprofeno, 1-

hidroxiibuprofeno y 2-hidroxiibuprofeno).

5.1.2. Determinacién de método cromatografico

Mediante el uso de estandares de cada analito se realizé el estudio para encontrar un método
cromatografico adecuado. Este método permitié la determinacion y cuantificacion del ibuprofeno

y sus metabolitos por GC-MS.
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En la Figura 18 se aprecia el cromatograma obtenido para las moléculas de interés, donde se

observa que el IBU posee el tiempo de retencion mas corto (9,58 min), es decir, posee menos

afinidad por la fase estacionaria. Por otro lado, el COOH-IBU posee el tiempo mas largo (12,31

min), ya que tiene mayor afinidad con la fase estacionaria.
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Figura 18. Cromatograma de ibuprofeno y sus metabolitos.

A continuacion, se presenta una tabla resumen de los tiempos de retencion (ir) y de los iones

cuantificadores e identificadores de IBU, 1-OH-IBU, 2-OH-IBU y COOH-IBU que se obtuvieron

al inyectar las muestras en el cromatografo de gases.

Tabla 11. Tiempo de retencion y iones cuantificador e identificador de los analitos.

Analito tr 16n cuantificador I6n identificador
(min) (m/z) (m/z)

IBU 9,58 160 234
1-OH-IBU 10,91 323 324
2-OH-IBU 11,47 131 308

COOH-IBU 12,31 218 336
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La Figura 19 muestra el cromatograma TIC y los iones cuantificadores de cada analito (modo

SIM).
RT: 8.03- 1307
1091 NL:
100; 3.56E8
3 958 11.47 TIC MS 60ppb
503 12.31
31821 873 8.89 925 950 )\ 1002 1018 1077 1137 j! 1168 1206 [\ 12.41 1281
958 NL-
1007 1.39E8
3 Base Peak m'=
504 IBU 159 50-160 50
- 1825839887900 950 10.04 1025 1075 1091 1147 1168 1222 1241 12.81 MS60ppb
= 1091 ML
5 1004 2 45E8
x 3 1-OH-IBU Base Peak m'z=
2 509 322 £0-323 50
§ 812 867 806 0235 948 1002 1043 1066 1149 1166 1229 1254 12.85MS60peb
= T1.47 NL:
§ 100 1.62E8
E 2-OH-IBU Base Peak m'z=
504 130 50-131 50
3821 873 889 914 958 973 1027 1077 1081 1137 /1 1168 1231 1241  MS&0ppb
ML
1005 1231 7 53E7
0] COOH-IBU Base Pe
3 821 839 873 887 950 1004 1027 1058 1091 1147 1168 12.16 12.81

85 9.0 9.5 10.0 105 1.0 1.5 12.0 125 13.0

Tiempo (min)

Figura 19. Cromatograma TIC mas iones cuantificadores de ibuprofeno y sus metabolitos.

5.2. Fases naturales

5.2.1. Preparacién de las fases sorbentes naturales

Corcho laminar

Generalmente el corcho que se encuentra en el mercado pasa por procesos de trituracion y
prensado, ya sea mediante calor y ligantes o por aglomeraciones donde se utilizan pegamentos.
En consecuencia, se evalu6 el factor de limpieza del material y se observé como éste afectaba
en el procedimiento de RSDE de los analitos. Se probaron distintos solventes para limpiar el
material junto con el solvente de elucién para llevar a cabo la desorcién de los compuestos y se

hicieron pruebas utilizando el corcho con distintos tratamientos.

En primera instancia se estudiaron cuatro solventes para la elucién (acetato de etilo, cloroformo,

acetona y metanol), donde se obtuvieron mejores respuestas con metanol y acetato de etilo.
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Posterior a este andlisis, se llevé a cabo el experimento de limpieza del corcho, con cloroformo

y metanol, junto con los solventes de elucién restantes (MeOH y AcOEt) (Tabla 12).

Tabla 12. Prueba de solventes de limpieza y de elucion.

Experimentos Solvente de limpieza Solvente de elucion
1 MeOH MeOH
2 MeOH AcOEt
3 CHCIs MeOH
4 CHCIs AcOEt

Los resultados a través del analisis cromatografico mostraron que al usar metanol como
solvente de limpieza y acetato de etilo como solvente de elucion dan cuenta de cromatogramas
mas limpios, mas resueltos y con mayores areas cromatograficas. En la Figura 20 se observa
que se obtienen mayores areas para los analitos 1-OH-IBU, 2-OH-IBU y COOH-IBU utilizando
estos respectivos solventes (metanol para la limpieza y acetato de etilo para la desorcion).

Al utilizar MeOH como solvente en la elucidon se obtenia la problematica de que no solo
desorbiera los analitos, sino que también siguiera extrayendo compuestos de la matriz del
corcho y que contaminara el extracto e interfiera en los cromatogramas finales, aumentando el
efecto matriz y dificultando la deteccidn de las moléculas en estudio. Por otro lado, debido a que
el AcOEt se caracteriza por ser un solvente polar aprético, siendo miscible en solvente
organicos como etanol, éter y acetona, y sabiendo que el disco queda humedecido después de
la extraccion, la mayor respuesta que se obtiene a través de las areas cromatograficas se
asocian a que la fuerza centripeta del disco y el gran vortex que se forma (debido a las altas
revoluciones por minuto) tras el campo magnético, genera que las particulas de agua se
mezclen con las de acetato de etilo provocando a su vez que los analitos se puedan desorber y

permanecer en la fase organica.
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Figura 20. Area cromatografica en funcién de solvente de limpieza y elucién usando corcho laminar como
fase de extraccion.

Luego de estudiar el solvente de limpieza del material junto con el solvente de elucién, se
estudio el corcho como fase de extraccion con distintos tratamientos. A continuacién, la Tabla

13 indica los tratamientos aplicados.

Tabla 13. Evaluacion de la preparacién de la fase corcho laminar.

Nombre del tratamiento Procedimiento de la fase*

Sin tratamiento Corcho laminar sin limpiar

1 tratamiento Los trozos circulares del corcho se limpiaron mediante
ultrasonido con agua (una vez durante 60 min) y luego, dos
veces con metanol (por 30 min)

2 tratamientos Los trozos circulares del corcho se limpiaron mediante
ultrasonido (una vez durante 60 min) y luego, cuatro veces con
metanol (por 30 min) hasta la desaparicion completa del color
amarillo del lixiviado

*Todas las pruebas se aplicaron extrayendo los analitos mediante el sistema-rotatorio e inyectado en GC-MS.

Al utilizar el material con 2 tratamientos se obtenian areas analiticas bajas para los analitos. Al
usar la fase sin tratamiento, los cromatogramas tenian mucho ruido de fondo (matriz del

corcho). Sin embargo, la fase con 1 tratamiento mostré tener areas mayores para los analitos
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con cromatogramas mas limpios (Figura 21). Por consiguiente, se determin6é emplear el corcho
con 1 tratamiento, es decir, limpiarlo una vez con agua y dos veces con metanol mediante bafio

de ultrasonido.

18 -
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E 12 4
£ 107 | IBU
g 8- = 1-OH-IBU
© 6 B
[}]
£ = COOH-IBU
14
I m
0

2 tratamientos 1 tratamiento sin tratamiento

Condiciones de limpieza

Figura 21. Estudio de limpieza de fase corcho laminar.

Semilla de palta en polvo

La semilla de palta es una fase natural que posee diferentes compuestos en su estructura, por
ejemplo aceites, que pueden afectar el proceso de extraccion. Por ello, se evalué la limpieza del
material previo al procedimiento de optimizacion de la extraccion de los analitos.

En comparacién al corcho, la semilla de palta requiere de varios dias de lavado ya que cuando
se tritura en presencia de aire, esta desarrolla un color rojo-anaranjado (reaccion dependiente
de polifenol oxidasa), cuyo pigmento natural se debe a un compuesto denominado
perseorangina (Figura 22).7® La eliminacion de este color rojizo o mas bien de este compuesto,
es un tanto dificil por lo que se procedié a estudiar la limpieza a través del ultrasonido y Soxhlet
para eliminar aquel efecto matriz de la semilla de palta que podia interferir en las extracciones

del ibuprofeno y sus metabolitos.
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HO

Figura 22. Estructura quimica del compuesto perseorangina.”®

Al igual que para el corcho, se evaluo la fase semilla de palta con distintos tratamientos que
fueron estudiados mediante la extracciéon de los analitos a través del disco-rotatorio y

cuantificados a través del GC-MS. La Tabla 14 sefala los tratamientos empleados.

Tabla 14. Evaluacion de la preparacion de la fase semilla de palta en polvo.

Nombre del tratamiento Procedimiento de la fase

Sin tratamiento Semilla molida y tamizada sin limpiar

1 tratamiento La semilla fue sometida a bafio de ultrasonido una vez con
agua (durante 60 min) y luego, dos veces con metanol (por 30
min)

2 tratamientos La semilla fue sometida a bafio de ultrasonido una vez con

agua (durante 60 min) y luego, a una extraccidon Soxhlet
(primero con metanol y después con n-hexano durante 24 h)

La Figura 23 muestra los resultados obtenidos al aplicar los diferentes tratamientos a la semilla
de palta basados en las areas normalizadas de los compuestos. Al contrario del corcho laminar,
se obtienen mejores areas y cromatogramas mas limpios de los analitos con la fase limpia con 2
tratamientos, aunque si bien, se obtienen mayores areas para el IBU con la fase sin tratar, para
los otros analitos se obtienen areas relativamente bajas.

Se concluye que, para una limpieza mas eficiente del material, se requiere de una primera
etapa de limpieza con agua por ultrasonido y luego de una segunda etapa de limpieza con

metanol y n-hexano mediante Soxhlet.
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Figura 23. Estudio de limpieza de la fase semilla de palta.

Para la semilla de palta también se evaluaron los solventes de elucién. Se utilizaron MeOH,
AcOEt y una mezcla entre ellos (1:1). La Figura 24 muestra la comparacién de los
cromatogramas que se obtuvieron al eluir los analitos con diferentes solventes para llevar a
cabo el proceso de desorcion desde el disco rotatorio. Como resultado se obtuvo que al eluir
con MeOH y una mezcla de MeOH-AcOEt (1:1) se co-extraia una cantidad importante de la
matriz (de la fase) el cual se veia reflejado en los cromatogramas. Ademas, eluyendo con
MeOH o con la mezcla de solventes (1:1) se obtenian areas cromatograficas con dispersiones
grandes. Como resultado, para la semilla de palta se determiné utilizar AcOEt como solvente

para la desorcion.
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Figura 24. Comparacion de cromatogramas al utilizar diferentes solventes de elucion (a. AcOEt, b. MeOH
y ¢. mezcla 1:1 MeOH:AcOEt) con la fase semilla de palta en polvo.
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5.2.2. Caracterizacion de fases sorbentes naturales

En la Figura 25 se aprecia el espectro infrarrojo del corcho laminar.
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Figura 25.Espectro FTIR para fase sorbente corcho laminar.

A mayor nimero de onda se distingue una banda ancha de poca intensidad aproximadamente
en 3400 cm™', caracteristica de los grupos OH y dos bandas agudas e intensas entre 2800 y
2900 cm™ en la region de estiramiento de los grupos CH. Estas bandas se asocian
principalmente a contribuciones de lignina, suberina y polisacaridos, este caso, moléculas que
poseen varios grupos hidroxilos y carbonos alifaticos. A 1700 cm™ se observa una banda aguda
de estiramiento que corresponden a los grupos C=0 de los grupos funcionales éster que
conforman la estructura de la suberina. En la regién aromatica entre 1500 y 1600 cm™' se
aprecian dos bandas poco intensas que se atribuyen a estiramientos de C=C de los anillos de
benceno que conforman la estructura tanto de la lignina como de la suberina. Entre 1100 y 1300
cm™ se observan contribuciones de los grupos metoxi (-OCH) de la lignina, polisacaridos y

suberina.

La Figura 26 muestra el espectro infrarrojo de la semilla de palta en polvo.
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Figura 26. Espectro FTIR para fase sorbente semilla de palta.

Se observa una banda ancha aproximadamente en 3270 cm™' correspondientes a los grupos
OH presentes en los polifenoles de la semilla. En la zona de estiramiento de los grupos CH se
distinguen dos picos poco resueltos entre 2800 y 2900 cm™ que dan cuenta de carbonos
alifaticos presentes en la estructura de la semilla de palta. Aproximadamente en 1630 cm™ se
nota un pequefio pico que corresponde a C=C producto de anillos conjugados presentes en
lignina. En 1000 cm™' se observa una fuerte banda que forma parte de la huella dactilar de la

semilla que se puede atribuir a enlaces C-O.

Esta informacion ayuda a predecir los tipos de interacciones que pueden existir entre las fases y
los analitos. Como se observa en la Figura 25 el corcho estd compuesto principalmente por
grupos OH, C=0 y C=C, lo que predice interacciones mediante puentes de hidrogeno e
interacciones hidrofobicas como fuerzas de Van der Waals y m-stacking, sin embargo, estas
Ultimas deberian ser mayoritarias recordando el hecho de que la fase estd compuesta
principalmente por suberina y lignina (moléculas altamente hidrofébicas). Por otra parte, a
simple vista la semilla de palta se compone de una menor cantidad de grupos funcionales,

exhibiendo caracteristicas de baja polaridad. Al igual que el corcho, la semilla de palta puede
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interactuar con los analitos mediante interacciones hidrofilicas, a través del OH, asi como

también fuerzas de Van der Waals y m-stacking.

A continuacién, las Figuras 27 y 28 muestran los analisis SEM para las fases corcho y semilla

de palta.

Figura 27. Micrografias SEM del corcho natural: a) 200 x, b) 1000 x, c) 4000 x, d) 16000 x.

Para tener un analisis mas adecuado se molié el corcho laminar. Debido a su elasticidad y
flexibilidad el proceso de molienda y tamizado fue un tanto dificil, es por esto que se escogié un
tamafio de malla mas grande (100 mesh) que la semilla de palta. Se estudié la superficie del
material a diferentes magnitudes desde 100 x a 16000 x, se observaron particulas con una
superficie rugosa y con una estructura discontinua debido a la presencia de algunos poros que

atraviesan el grosor de las particulas.
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Figura 28. Micrografias SEM de semilla de palta natural: a) 200 x, b) 1000 x, ¢) 4000 x, d) 8000 x.

Al igual que para el corcho, se llevé a cabo el analisis morfolégico del material particulado de la
semilla de palta, en este caso, se estudiaron amplitudes desde 200 x a 8000 x. Se observaron
superficies o estructuras ovaladas no porosas y con un tamafio de particula aproximado de 20
um. Las bajas eficiencias de adsorcion se asocian a su superficie plana sin poros. Como la
semilla se encuentra molida, en tal caso, es importante estudiar el tamafio de las particulas ya
que para disminuir la dispersién de los datos se requiere que la fase se encuentre lo mas

homogénea posible. Por tanto, tamizar el material particulado es de suma importancia.

Se estudio el pH de las fases mediante la determinacion del PZC y la determinacion del 1EP.
Para estudiar ambos parametros se evalu6 en 9 unidades de pH (2, 4, 5, 6, 7, 8, 9,10 y 12). En

el caso del PZC se dejo agitando durante 48 h y se grafico el pH inicial vs el pH final. EI PZC
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corresponde al punto de la curva donde corta la diagonal. Por otra parte, el IEP mantuvo una

agitacion de 2 h donde se grafico el potencial zeta en funcion del pH, el valor del IEP

corresponde al pH en el cual el potencial zeta es cero. Las Figuras 29 y 30 nos indican los

valores correspondientes del PZC y IEP.
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Figura 29. a) Punto de carga cero (PZC) y b) Punto isoeléctrico (IEP) del corcho natural.
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Figura 30. a) Punto de carga cero (PZC) y b) Punto isoeléctrico (IEP) de la semilla de palta natural.

Los valores del PZC para el corcho y la semilla de palta son 5,3 y 6,6 respectivamente. Se

observaron valores constantes de pH en el rango de 4 a 10. La variable PZC nos indica el pH

en el que las cargas superficiales e internas se anulan, es decir, existe la misma cantidad de

sitios positivos y negativos. Esto nos sefala que a valores menores que el pH 6,6 o 5,3 el

material se encontrara protonado favoreciendo las cargas positivas, a pH igual a 6,6 o 5,3 el
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material tendra la misma cantidad de cargas positivas y negativas y a pH superiores que 6,6 o
5,3 se encontrara desprotonado favoreciendo las cargas negativas. No obstante, de lo que se
pudo notar en los espectros infrarrojos de los materiales naturales, ambos, no contienen grupos
aminos en su estructura, sino que solo grupos OH lo que sugiere que tanto a pH acidos y pH
neutros (pH = 5,3 0 6,6) la fase se encontrara en su forma neutra. Dado que los analitos que se
estan determinado son especies acidas, para que puedan interaccionar con las fases, se
deberia utilizar pH (del medio acuoso) inferiores al PZC de la fase sorbente para que no
intervengan cargas en el proceso de extraccion.

Los valores del IEP que se obtuvieron para el corcho y la semilla de palta son 9,5 y 9,1
respectivamente. Como se puede notar en ambas graficas a medida que aumentaba el pH el
potencial zeta iba disminuyendo. El IEP indica la carga superficial del material, los valores 9,5y
9,1 sefalan el valor de pH en el que el potencial zeta de la fase es cero. Es decir, a valores
mayores que el IEP el potencial zeta sera negativo y a valores menores que el IEP el potencial

zeta sera positivo.

Se llevo a cabo el analisis termogravimétrico para el corcho y la semilla de palta. Este analisis
permite investigar el comportamiento térmico de los materiales y sus componentes. En ambos
casos se midieron el % de pérdida de masa utilizando las fases molidas y tamizadas (200-400
mesh).

Comenzando con el corcho, se utilizé 5,09 mg de material y se evalué en un rango de
temperatura de 25 a 1000°C a una velocidad de 10 °C/min. La Figura 31 muestra las curvas de

descomposicién térmica.
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Figura 31. Analisis TGA y DTG (a y b) para la fase corcho laminar.

El primer grafico (a) muestra el TGA, donde se observa la variacién de la pérdida de masa en
funcién de la temperatura. En el segundo grafico (b) se puede ver el DTG que mide la derivada
de la masa con respecto al tiempo en funcién de la temperatura, a través de sus puntos de
inflexion se logra visualizar de mejor manera los rangos de temperatura de la degradacion de
los componentes del corcho. Como se observa, la descomposicidon se puede dividir en tres
partes la primera desde los 43°C hasta aproximadamente los 125°C, la segunda desde los
180°C hasta alrededor de los 325°C y la ultima desde los 325°C hasta los 498°C. La primera
degradacion se asocia a perdida de ceras y agua (evaporacion de la humedad y
deshidratacion). La segunda y tercera etapa son mas complicadas debido a que se encuentran
acopladas y se relaciona con varios procesos, como descomposicién de lignina y suberina.
Seguln lo mencionado en literatura,*®® la suberina comienza a descomponerse parcialmente
desde los 200°C, los polisacaridos (alrededor de un 90%) comienzan a degradarse desde los
250°C y desaparecen completamente a mayores temperaturas, la lignina entre los 250 y 300°C
comienza a descomponerse. Con esta informacion, la segunda etapa se asocia a
descomposicidn de polisacaridos que se acopla con el comienzo de la degradacion de suberina

y lignina. La tercera etapa es mas predominante ya que tanto la suberina como la lignina se
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degradan en mayor cantidad. No obstante, estos datos permiten confirmar la presencia de estos

biopolimeros en el corcho.

El estudio termogravimétrico para la semilla de palta se realizé6 con 8,76 mg de material
particulado, se evalu6 en el mismo rango de temperatura que el corcho (25 a 1000°C) a una

velocidad de 10 °C/min. La Figura 32 muestra las curvas de degradacioén térmica.
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Figura 32. Andlisis TGA y DTG (a y b) para la fase semilla de palta.

Para la semilla de palta la descomposicion se puede dividir en dos etapas, la primera desde los
25°C hasta alrededor de los 160°C y la segunda desde los 220 hasta los 400°C. La primera
etapa se asocia a pérdida de humedad y la segunda, la pérdida de peso se hace mas
predominante, el cual se relaciona a una mezcla de componentes. La semilla de palta se
compone de celulosa, hemicelulosa y lignina. Estudios informan que la hemicelulosa es menos
estable y comienza a desgradarse aproximadamente entre 220-315°C y la celulosa al ser mas
polimerizada tiene una degradacién desde los 315°C.”° En consecuencia, la etapa
predominante se asocia a % de pérdida de peso de hemicelulosa, celulosa y lignina.
Finalmente, se pueden confirmar la presencia de estos polimeros naturales en la semilla de

palta.
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Debido a que posteriormente se desea trabajar con las fases naturales en su forma de carbdn
activado, el TGA nos sirve para predecir la temperatura minima de descomposiciéon de los
materiales y nos guia para saber si los materiales se encuentran completamente carbonizados.
De lo mencionado anteriormente, podemos notar que tanto la suberina como los polisacaridos
se carbonizaran por completo a temperaturas = 400°C. En el caso de la lignina un gran

porcentaje se habra pirolizado a los 400°C y a temperatura mas altas (> 500 °C) del todo.

5.2.3. Optimizacién de variables involucradas en RDSE utilizando fases naturales

Una de las etapas mas predominante en la metodologia de preparacion de muestra es el
proceso de extraccion de los analitos mediante la técnica de RDSE. Para lograr la mejor
eficiencia de extraccion del ibuprofeno y sus metabolitos utilizando los bio-sorbentes, se estudié
la cantidad de fase (en el caso de la semilla de palta) y las variables quimicas e hidrodinamicas,
en el que se probaron distintos pH, concentraciones de sal (%m/v), tiempos de extraccion,

velocidad de agitacion y volimenes de muestra.

5.2.3.1. Cantidad de fase (semilla de palta en polvo)

0.6
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0.5 -
1 1-OH-IBU
0.4 -

Area normalizada

0.3 1 } I
0.2 -
0.1 -
0
50 60 70 80

Cantidad de fase (mg)

Figura 33. Respuesta analitica en funcion de la cantidad de fase sorbente (semilla de palta). Se estudié
con 20 mL de muestra, pH 2, 2000 rpm por 60 min.
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Se estudio la cantidad de fase de la semilla de palta en polvo, se evaluaron 50, 60, 70 y 80 mg
de material. La maxima capacidad de sorbente que permite el disco con cavidad son 80 mg por
lo que es de esperar que tenga mejor respuesta analitica (mayor extraccion) al haber mayor
cantidad de fase. Sin embargo, en este caso en particular sucedié todo lo contrario, ya que se
obtuvo mayor respuesta con 50 mg (Figura 33). Por ello, se hizo un analisis estadistico de una
via (ANOVA) que permiti6 determinar si existe diferencia significativa entre las medias
obtenidas en el proceso de extraccidon en base a las diferentes cantidades de fase. El analisis
ANOVA mostré que no hay diferencia significativa entre las distintas cantidades de fase para
ambos compuestos (p > 0,05) por lo que no deberia ser significativo en el proceso de extraccion

la cantidad de sorbente que se utilice de acuerdo al rango estudiado (Tabla 15).

Tabla 15. ANOVA de una via de cantidad de fase para ibuprofeno y 1-hidroxiibuprofeno.

Analito F-Ratio Puaiue
IBU 0,86 0,5099
1-OH-IBU 0,51 0,6880

Se presume que con 80 mg de material se obtuvo una menor respuesta de extraccion debido a
que la fase al estar en contacto con la muestra acuosa se hincha, generando una fase
altamente compactada.

Se consider6 como 6ptimo 60 mg de semilla en polvo, ya que permite el uso de una menor
cantidad de fase y con menos dispersidon en los datos obtenidos durante el proceso de

extraccion.

5.2.3.2. Estudio de variables quimicas

pH

El estudio de pH en la extraccién de compuestos acidos como el ibuprofeno y sus metabolitos

es fundamental, ya que son moléculas que se ionizan a medida que va cambiando el pH del
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medio, ya sea valores sobre o bajo su pKa, influyendo directamente en la sorcién de la fase

sorbente.

Se analizaron cuatro pH distintos (2; 4,5; 6,5 y 9) en ambas fases. Para estudiar el pH se utilizd
agua desionizada y se enriquecio con los analitos a una concentracion de 30 pg/L. Se analizo la
respuesta analitica en funcion de los distintos pH. En las Figuras 34 y 35 se muestran los

resultados para ambos bio-sorbentes.
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Figura 34. Respuesta analitica en funcién del pH para corcho laminar. Se estudié con 20 mL de muestra,
en un tiempo de 60 min a una velocidad de 2000rpm.
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Figura 35. Respuesta analitica en funcion del pH para polvo de semilla de palta. Se estudié con 20 mL de
muestra, en un tiempo de 90 min a una velocidad de 2000 rpm.
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Al alterar el pH del medio no solo se ven afectados los analitos, pues la fase sorbente también
se ve implicada. Se establecié que el pH 6ptimo del medio acuoso para la extraccion de los
compuestos en ambas fases sorbentes es 2, lo que da cuenta de la naturaleza acida de estas
moléculas, en este caso acidos débiles (pKa 3,97-5,3). A pH 2 tanto el IBU como sus
metabolitos se encuentran protonados, o mas bien en su forma neutra, favoreciendo no solo las
fuerzas de Van der Waals y apilamientos 11-11 entre los analitos y la fase sorbente, sino también
la interaccion mediante puentes de hidrégeno. Por el contrario, a pH mayores que el pKa, medio
mas basico, los analitos se encuentran ionizados (con una carga negativa) provocando que se
anulen las interacciones de puentes de hidrégeno entre analito-sorbente, principal fuerza

intermolecular de los compuestos.

Se realiz6 la medicion del pH de la matriz (muestra acuosa) para una de las fases, posterior al
experimento realizado, a fin de verificar si variaba el pH de la muestra durante el proceso de
extraccion (Tabla 16). Los valores cambiaron relativamente poco manteniéndose en el rango

estudiado.

Tabla 16. Valores de pH de la muestra acuosa antes y después de la extraccion.

pHi pHs
durante la extraccion posterior a la extraccion
2 1,95
4,5 4,75
6,5 6,76
9 8,85

Efecto salino (Salting-out)

Con el fin de optimizar la extraccion de los analitos se estudié el efecto salting-out. Se evaluaron

distintas concentraciones de NaCl (0, 10, 20 y 30% m/v) en 20 mL de muestra.

Al adicionar sal a la muestra aumenta la fuerza iénica, pues la presencia de sal en el sistema

acuoso genera que disminuya la solubilidad del compuesto organico, en este caso del
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ibuprofeno y sus metabolitos, debido a que dejan de ser solvatados por las moléculas de agua.
En consecuencia, al saturar con sal el sistema, el coeficiente de distribucion aumenta facilitando

la transferencia del compuesto organico desde la fase acuosa a la fase extractante.

Las Figuras 36 y 37 muestran las respuestas de los analitos.
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Figura 36. Respuesta cromatografica en funcion del efecto salting-out para el cocho laminar. Se estudio
con 20 mL de muestra, pH 2, 2000 rpm por 60 min.
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Figura 37. Respuesta cromatografica en funcion del efecto salting-out para semilla de palta. Se estudio
con 20 mL de muestra, pH2, 2000 rpm por 90 min.

Como se observa en ambos casos, ya sea usando corcho o semilla de palta como sorbente, se

requiere de una gran cantidad de sal (20 o 30%m/v de NaCl lo que equivale a 4 o 6 g/20mL de
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agua) para tener una mayor extraccion. Sin embargo, se establecié como 6ptimo 20% m/v de
NaCl para evitar una mayor dispersion en los datos. La alta dispersion de los datos a mayores
concentraciones de sal se atribuye a que durante el proceso de extraccion la sal es arrastrada,
hacia la cavidad del disco, lo que puede interferir en los pasos finales de derivatizacion e

inyeccioén en el equipo, dando lugar a mayores errores experimentales.

5.2.3.3. Estudio de variables hidrodinamicas

Volumen de muestra, tiempo de extraccion y velocidad de agitacion

Estudios previos donde se ha aplicado la técnica RDSE han demostrado que las variables mas
importantes que influyen en el proceso de extraccion son el tiempo de extraccion, la velocidad
de agitacion y el volumen de muestra.® Sin embargo, la velocidad de agitacién es uno de los
factores mas importantes para tener una sorcién eficiente, debido a que la transferencia de
masa de los analitos esta limitada por su difusion entre la fase sorbente y la capa estancada de
agua del solvente que se forma sobre el disco, por lo tanto, si la velocidad de agitacién es alta la
capa estancada disminuye y facilita la transferencia de masa desde la muestra a la fase
extractiva promoviendo asi una cantidad mayor de analito extraido. No obstante, es importante
evaluar los tres factores de manera simultanea ya que la velocidad de agitacién, el volumen de
muestra y el tiempo de extraccién se encuentran relacionados entre si. Para que exista un
menor tiempo de extraccion debe existir un mecanismo de ayuda que permita aumentar la
velocidad de agitacién ya que si el proceso de extracciéon se realiza en ausencia de este, solo
dependera de la difusion del analito en la muestra el cual tomara mucho mas tiempo en que
llegue a la fase y sea adsorbido, generando tiempos largos y procesos poco eficientes, del
mismo modo con el volumen de muestra. Si bien, al aumentar el volumen habra mayor cantidad
de analito en la muestra, se necesitara una velocidad de agitacion mayor para que pueda

alcanzar el tiempo de equilibrio mas rapido.
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Con el fin de obtener las condiciones Optimas para el método, utilizando corcho laminar
implementado en el disco con camisa, se disefid un estudio multivariado para evaluar las
variables volumen de muestra, tiempo de extraccion y velocidad de agitacion a través de un

modelo de superficie de respuesta basado en el disefio Doehlert.

El disefio Doehlert permite la distribucién uniforme de los puntos en el espacio, cuya
uniformidad de la distribuciéon forman una figura romboidal en la que se le asignan distintos
niveles a cada factor segun el peso o relevancia que tenga. EI nimero de experimentos se rige
por la expresion N = k? + k + 1, donde N es el nimero de experimentos, k las variables y mas un
centro.8%8" En este caso k = 3 lo que lleva a un total de 13 experimentos (incluido un centro).
Basado en la literatura, se consideré que la velocidad de extraccion es la variable mas
significativa por lo que se le asignaron 7 niveles de trabajo (X2), al tiempo de extraccion se le
asignaron 5 niveles de estudio (X1) y al volumen de muestra 3 niveles (X3). Para las tres
variables (tiempo, velocidad y volumen de muestra) se llevé a cabo un total de 15 experimentos,
incluyendo 3 centros. Se tom6é como variable de respuesta las &areas cromatograficas
normalizadas de los analitos. En la Tabla 7 (ver en metodologia) se muestra la matriz de

experimentos.

Para evaluar la calidad del modelo se hizo un analisis de la varianza (ANOVA) de la regresion
mediante una comparacion de errores. EI ANOVA de la regresion compara las variabilidades
asociadas a la regresiéon del modelo con la del residuo, se establece que para que el modelo
sea viable primero se debe hacer una comparacion entre la SCM (suma de cuadrados medios)
del modelo y la SCM de los residuos, que a través de un test de Fisher se logra determinar la
significancia, donde p-value < 0,05. Luego se realiza un segundo test de significancia, en el que

se compara la SCM del error puro con la SCM de la carencia de ajuste, cuyo p-value > 0,05.

La Tabla 17 muestra la prediccion para cada analito de los modelos de regresién (p-value de
regresion vs error residual), carencia de ajuste (p-value de carencia de ajuste vs error puro) y el

coeficiente de determinacion (R?). Se obtuvieron respuestas solo para tres compuestos (IBU, 1-
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OH-IBU y COOH-IBU) ya que el analito 2-OH-IBU mostré una respuesta demasiado baja no

pudiéndose distinguir del ruido.

Tabla 17. Analisis ANOVA de la regresion del disefio Doehlert (k=3) utilizando corcho laminar.

Analito p-value REG/RE* p-value LOF/EP* R? (%)
IBU 0,04 0,34 85,66
1-OH-IBU 0,04 0,06 86,34
COOH-IBU 0,04 0,05 75,29

* REG: varianza de la regresion (modelo), RE: residuo (varianza error total), LOF: carencia de ajuste (lack of fit), EP:
error puro.

Como se observa en la Tabla 17, para el primer test (SMCmodelo VS SCMiresiduos) S€ obtuvo un p-
value < 0,05 para las tres respuestas, lo que se traduce en que la diferencia entre la regresion y
el residuo es significativa, vale decir, la varianza del modelo es mas grande comparada con la
del residuo. En cuanto al segundo analisis, solo dos respuestas obtuvieron un p-value > 0,05
(IBU y 1-OH-IBU), donde se observo que no hay diferencia estadisticamente significativa entre
la carencia de ajuste y el error puro demostrando que la carencia de ajuste es despreciable. Por
tanto, el modelo es adecuado para describir los datos. Para el caso del COOH-IBU dio un valor
de p-value = 0,05 aun asi, se considero en el analisis multivariado. Se obtuvieron valores de R?
> 75% para los analitos, el coeficiente de determinacién se encuentra dado por la SCM del
modelo respecto a la SCM total, indicando entonces que practicamente el 75% de la variabilidad

esta siendo explicada por el modelo.

A continuacion, en la Figura 38 se muestran los graficos de Pareto obtenidos a partir del

ANOVA de la regresion.

76



a) Grafico de Pareto estandarizado para ibuprofeno b) Grafico de Pareto estandarizado para 1-hidroxiibuprofeno
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d) Grafico de Pareto estandanizado para carboxibuprofeno
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Figura 38. Diagrama de Pareto estandarizado obtenido de la optimizacion de las variables hidrodindmicas
usando corcho laminar como fase sorbente.

Se observa que para los tres analitos (IBU, 1-OH-IBU, COOH-IBU) la velocidad de agitacion es
significativa en la respuesta cromatografica, afectando positivamente. El tiempo de extraccién
fue significativo para el IBU y 1-OH-IBU, en el que también afecta de forma positiva. Sin
embargo, el volumen de muestra no mostré tener significancia en las respuestas de los

compuestos.

Por otro lado, con el fin de encontrar la zona de compromiso y el punto 6ptimo de las tres
variables para los compuestos objetivos se analizé la optimizacion multirespuesta mediante la
funcion de deseabilidad (D), dandoles el mismo impacto a cada una de las variables. La Figura
39 muestra la superficie de contorno de deseabilidad para los analitos de estudio. La
deseabilidad general fue 0,84798. Los valores optimos para lograr una mayor respuesta
cromatografica se obtienen con un tiempo de 90 min, 20 mL para el volumen de muestra y una
velocidad de 2000 rpm. Este ultimo consiste con el hecho nombrado anteriormente, a una
mayor velocidad de agitaciéon aumenta el flujo y el equilibrio de particion entre la fase sorbente-

analito se alcanza mas rapido.
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Figura 39. Superficie de contorno de deseabilidad para el estudio de variables hidrodinamicas utilizando
corcho como fase sorbente.

Para la semilla de palta se llevé a cabo un analisis de multirespuesta, pero los analitos no se
adecuaron al modelo, por ello se hizo un andlisis univariado para optimizar el volumen de
muestra y el tiempo de extraccion. Como ya se ha demostrado que la etapa limitante se
encuentra dada por la velocidad de agitacién, se mantuvo constante a un valor de 2000 rpm

(maximo valor que permite el agitador magnético).

Se estudiaron cuatro volimenes de muestra distintos para la semilla de palta (20, 30, 40 y 50
mL). Se utilizd6 agua desionizada, el cual se enriquecié a una concentracion de 30 ug/L y la

extraccion se realizé en un tiempo de 60 min.
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Figura 40. Respuesta cromatografica en funcién del volumen de muestra para semilla de palta. Se estudid
a una velocidad de 2000rpm y en un tiempo de 60 min.
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Para los 60 min establecidos el equilibrio de extraccion se vio favorecido con 20 mL de muestra.
En la Figura 40 se observa que con 20 mL de muestra se alcanza una mayor extraccion (mayor

respuesta analitica).

Una vez optimizado el volumen se estudio el tiempo de extraccion a distintos valores (5, 30, 60,
90 y 120 min) utilizando 20 mL de muestra dopada a una concentracion de 30 ug/L y una
velocidad de agitacién de 2000 rpm. En primera instancia, siempre se buscan tiempos cortos
para tener un analisis rapido, pero la técnica de RDSE se basa en el equilibrio, es decir, llegara
un punto en el proceso en el que los compuestos no seran mas extraidos por la fase sorbente.
Por tanto, al incrementar el tiempo de extraccion se procura que todos los compuestos que
estan siendo extraidos desde la fase acuosa hayan llegado a la fase sorbente y a su vez

alcanzado tal equilibrio.
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Figura 41. Perfil de tiempo de extraccion de semilla de palta. Se utilizé 20 mL de muestra y una velocidad
de 2000 rpm.

La Figura 41 muestra el perfil de tiempo de extraccion de la fase semilla de palta. Se puede
notar que se alcanza el equilibrio alrededor de los 60 min utilizando 20 mL de muestra tanto

para el IBU como para el 1-OH-IBU.
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La Tabla 18 recopila las variables optimizadas del proceso de extraccién usando los bio-

sorbentes corcho laminar y semilla de palta en polvo.

Tabla 18. Variables de estudios y condiciones optimizadas.

Variables Condiciones optimizadas

Fase sorbente Corcho Laminar Semilla de palta en polvo
Disco Camisa Cavidad
Cantidad de fase (mg) 47 60

pH 2

% m/v NaCl 20

Volumen de muestra (mL) 20

Tiempo de extraccion (min) 90 60
Velocidad de agitacién (rpm) 2000

Derivatizacion: Tiempo, solvente y 5 min, AcOEt:MSTFA (1:1) y T° amb.
temperatura

5.3. Validacion del método analitico para fases naturales

5.3.1. Cifras de mérito

La determinacién de las cifras de mérito se explicara por separado para cada fase natural.

Corcho laminar

Se determinaron las cifras de mérito para validar el método propuesto con el corcho laminar
utilizado como fase sorbente en RDSE. Solo se detectaron IBU y 1-OH-IBU. En la Figura 42 se

pueden ver las curvas de calibracion en matriz para ambos compuestos.
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Figura 42. Curvas de adicion estandar en matriz (5-60 ug/L) para ibuprofeno y 1-hidroxiibuprofeno (en
duplicado) utilizando corcho laminar.

Se estudié en un rango lineal de concentracién usando cinco niveles diferentes, se obtuvieron
coeficientes R2 > 0,98 en ambos casos, lo que indica un buen ajuste lineal. Se detectaron LD y
LQ bajos en el orden de los ng/L tanto para el IBU como para el 1-OH-IBU que fueron
determinados utilizando agua potable sin dopar (n = 6). En cuanto a la exactitud y la precisién,
se estudiaron a través de los parametros de la recuperaciéon (%Re) y la desviacién estandar
relativa (%RSD). Se determinaron valores de recuperacion relativo al estandar subrogante de
ibuprofeno-Ds que se situaron entre 118 y 39 %. Los valores menores al 100% para el 1-OH-
IBU se justifican por el hecho de que es un compuesto mas polar que el IBU y, ademas, tiene
un comportamiento distinto al compuesto marcado con deuterio. Finalmente, para el IBU se

obtuvo RSD < 6% y para el 1-OH-IBU RSD < 13%. La Tabla 19 resume los valores obtenidos.

Tabla 19. Cifras de mérito para el corcho laminar.

Analito  Sensibilidad Linealidad LD @ LQ= Rerelativa® RSD (%)
(L/pg) (R?) (ng/L) (ng/L) (%) (n = 6)
IBU 0,0234 0,9866 11,66 25,76 118 6
1-OH-IBU 0,0161 0,9969 8,96 25,28 39 13

2 agua potable, * agua de rio, " se aplicé un factor de concentracion (FC) de 153.
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Semilla de palta

Al igual que para el corcho, con la semilla de palta también se detectaron solo los analitos IBU y
1-OH-IBU. Las cifras de méritos fueron determinadas utilizando muestras reales de agua de rio
y el método propuesto para esta fase. En la Figura 43 se observan las curvas de adicién

estandar de los analitos.
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Figura 43. Curva de adicion estandar en matriz usando semilla de palta. Se estudio desde 5-500 ug/L para
ibuprofeno y desde 5-300 pg/L para 1-hidroxiibuprofeno, en duplicado.

Se evaluaron en intervalos de concentraciones relativamente alto dado las bajas eficiencias de
extraccion de la semilla. Se obtuvieron R?> 0,98 en ambos compuestos indicando un adecuado
ajuste lineal. Los limites de deteccion y de cuantificacion encontrados estan en niveles de
concentracion de ng/L. La exactitud del método se determind en base al % de recuperacion,
obteniéndose 105 y 31% para el IBU y 1-OH-IBU, sin embargo, estos valores se encuentran
relativo al estadndar subrogante (ibuprofeno-Ds). Finalmente, para la precision se obtuvieron

RSD =< 25 %. La Tabla 20 recopila las cifras de mérito calculadas.

Tabla 20. Cifras de mérito para la fase semilla de palta.

Analito  Sensibilidad Linealidad LD = LQ= Rerelatva®  RSD (%)°
(L/pg) (R?) (ng/L) (ng/L) (%) (n = 6)
IBU 0,0141 0,9929 1,40 4,61 105 22
1-OH-IBU 0,0064 0,9894 2,34 7,71 31 25

2agua potable, ® agua de rio, * se aplicé un FC de 153.
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5.4. Comparacion de fases naturales con fases comerciales

Se comparod la eficiencia de la fase corcho laminar con otras fases comerciales (C18, Oasis
HLB y St-DVB) donde se aplico el método propuesto para la extraccion de los analitos mediante
RDSE. El estudio se llevé a cabo utilizando el disco con camisa, en triplicado. Como se observa
en Figura 44, para el IBU el corcho laminar tuvo eficiencias de extraccion similares a las otras
fases comerciales y mayor a la lamina de C18, sin embargo, para el compuesto 1-OH-IBU tuvo
eficiencias menores comparadas con las otras fases sintéticas, aun asi, mostré tener buenas
respuestas cromatograficas. No obstante, el corcho laminar es un material renovable,

econdmico y biodegradable que permitié detectar los analitos de manera similar a las fases

| ‘ ‘ m1- OH IBU

corcho C18 C18 Oasis-HLB St-DVB

laminar particulada laminar
Fases sorbentes
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Figura 44. Comparacion de fases comerciales con corcho laminar. Se llevé a cabo usando pH 2, NaCl al
20% m/v, 20 mL de muestra a una concentracion de 30 L, 2000 rpm y 90 min.

De manera paralela, se comparé la eficiencia de la semilla de palta con las mismas fases
comerciales mencionadas anteriormente (Oasis HLB, C18 y St-DVB), el cual se aplico el
método optimizado en triplicado. En la Figura 45 se observan los resultados. En este caso, se
aprecia de forma clara que con Oasis HLB la respuesta analitica es mayor. La semilla de palta

mostré un comportamiento de extraccion similar a la fase C18 y mejor al St-DVB.
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Figura 45. Comparacion de fases comerciales con semilla de palta particulada. Se llevé a cabo usando pH
2, NaCl al 20% m/v, 20 mL de muestra a una concentracién de 30 uL, 2000 rpm y 60 min.

Por las bajas eficiencias de extraccion y bajas respuestas cromatograficas que se obtuvieron
con las fases naturales en los experimentos anteriores, solo se pudo validar los analitos IBU y
1-OH-IBU. Los analitos en estudio, al ser sustancias acidas, su principal fuerza de interaccién
con la fase sorbente es a través de puentes de hidrogeno. El corcho se encuentra compuesto
principalmente por suberina y lignina, polimeros naturales que se caracterizan por ser
mayoritariamente hidrofdbicos, si bien estas sustancias tienen grupos polares como grupos
hidroxilos y carbonilos en su estructura que lo hacen tener este balance hidrofilico-hidrofébico,
se presume por la baja respuesta de los analitos, que la principal fuerza de interaccion de estos
polimeros son fuerzas hidrofébicas como fuerzas de Van der Waals e interacciones del tipo -
m, lo que ya se ha demostrado en trabajos anteriores en extracciones de PAHs, parabenos,
hormonas y BTEX.*® Por lo que se concluye que el corcho laminar es una fase mas apolar y los
analitos de estudio sustancias en un rango de polaridad mas alta, cuyas interacciones entre
analito-agua son mas fuertes que las interacciones entre sorbente-analito generando una
extraccion de baja eficiencia analitica. Por otro lado, la semilla de palta contiene menos
cantidad de grupos funcionales, ademas, no posee poros en su estructura y su superficie es
totalmente lisa generando que las principales interacciones se anulen. Dado que las fases
naturales no han mostrado buenos rendimientos analiticos, el desafio siguiente esta en

encontrar una nueva estrategia de preparacién de muestra, por ello, se propone realizar la
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extraccion con la fase de corcho y semilla de palta carbonizada-activada, y asi aumentar la
porosidad, aromaticidad y presencia de grupos funcionales que permitan mejorar el proceso de

sorcion de los analitos.

5.5. Carbones activados

5.5.1. Sintesis de carbones activados

Se evalud la sintesis de los carbones activados para mejorar la sorcion de las fases sorbentes
naturales y aumentar la eficiencia de extraccion del ibuprofeno y sus metabolitos. Se utilizaron
las mismas condiciones de carbonizacién para los materiales precursores, donde se vario el
activante, su concentracion y la temperatura final de pirdlisis (tr). En ambos casos se utilizé 1 g
de material de partida y 4 mL de solucién de activante (1:4). La relacion precursor:activante y
las diferentes concentraciones de solucion se determinaron a partir de lo informado
anteriormente por Deng et al. 2009.%? La velocidad de calentamiento de los carbones activados
fue de 10°C/min y el tiempo de permanencia de 30 min.

Para la sintesis de los respectivos carbones activados (CAs) se estudio lo siguiente:

1) Concentracion del activante quimico a una temperatura fija.
2) Comparacion con otro activante.

3) Temperatura final de pirdlisis.

En este contexto, se explicara cada sintesis por separado.

CA de semilla de palta:

Estudio de la concentracion del activante quimico

El activante quimico se determind en base a lo reportado por la literatura (Leite et al. 2018)%7

donde se utilizé la sal neutra de cloruro de zinc (ZnClz). Se ha informado que la sal de zinc
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genera una especie de efecto plantilla, induciendo la formaciéon de microporos, pero a medida

que aumenta la concentracion del activante el tamafio de poros incrementa.®

Para determinar la concentracion de la solucién del activante quimico en %m/v se fij6 una
temperatura, en este caso de 400°C, ya que no era una temperatura tan elevada evitando la
formacién de cenizas y de bajos rendimientos de sintesis. La concentracion resultante se

estudio en funcion de la mejor respuesta analitica y eficiencia de extraccion.

El proceso de extraccion se llevé a cabo en duplicado utilizando 20 mL de agua desionizada,
dopada a una concentracion de 30 ug/L y en un tiempo de 60 min. Se estudiaron tres
concentraciones de ZnCl2 (40, 30 y 20%) y se utilizé el disco con camisa para mantener un
sistema cerrado y evitar la filtracion de las particulas de carbdn a la muestra, ademas, se afnadié

un proceso de centrifugado previo a la derivatizacion para evitar daiar la columna del GC-MS.

En la Figura 46 se aprecia las respuestas analiticas de los compuestos en funcion de las
distintas concentraciones del activante quimico utilizado para sintetizar carbéon activado de

semilla de palta.
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= COOH-IBU

0.8 -
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0.4 -
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40 30 20
Concentracion de ZnCI2 (%m/v)

Figura 46. Respuesta analitica en funcion de la concentracion de activante para el CA de semilla de palta
a 400°C.

Como se observa, se tiene menores respuestas activando la semilla con una solucién de ZnCl2

al 20%. Por el contrario, a mayores concentraciones del activante la eficiencia aumenta
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considerablemente. Tanto al 40% como al 30% de concentracion se obtienen respuestas
similares, donde no se encontrd diferencia significativa (p > 0,05) entre los resultados para los
analitos (Tabla 21). Por tanto, se defini6 como 6ptimo una concentracién al 30% de ZnCl2
porque permite una menor dispersion de los datos y un menor consumo de reactivo comparado

con la solucién al 40%.

Tabla 21. ANOVA de una via entre las concentraciones (40 y 30% m/v) del activante ZnClz.

Analito F-Ratio Puaiue
IBU 0,46 0,5686
1-OH-IBU 0,01 0,9201
2-OH-IBU 0,00 0,9776
COOH-IBU 0,01 0,9410

Comparacion con otro activante quimico

De manera analoga, se probé la activacion con otro agente quimico (K2COs). Donde se realizo
el mismo experimento y en las mismas condiciones propuestas. Sin embargo, este fue
descartado porque generaba altas desviaciones en los resultados y poca reproducibilidad (ver

Figura 47).
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Figura 47. Respuesta analitica en funcion de la concentracion de activante para el CA de semilla de palta
a 400°C utilizando ZnClz y K2COs al 40,30 y 20%m/v.

Cuando se utiliza el carbén de semilla de palta activado con K2CO3 como fase de extraccion, se
generan cromatogramas sucios con sefales poco definidas el cual dificulta la integracion,
conduce a un aumento en la dispersion y a una poca reproducibilidad (Figura 48). En cambio, al
emplear el CA de ZnCl2 como fase de extraccion se genera todo lo contrario, ya que produce

cromatogramas limpios con sefiales de facil distincion (Figura 49).
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Figura 48. Cromatograma obtenido al usar carbdn de semilla de palta activado con K2COs al 30% (a
400°C).
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Figura 49. Cromatograma obtenido al usar carbon de semilla de palta activado con ZnClz al 30% (a

400°C).

Se determinaron los rendimientos del proceso de sintesis de los carbones activados de semilla

de palta a 400°C, empleando ambas soluciones (ZnCl2 y K2COs) a tres concentraciones

diferentes. Estos fueron calculados a partir de las masas iniciales del material precursor (antes

de la pirdlisis) y las masas finales (materiales pirolizados secos, luego de lavar con acido y

agua). Como se observa en la Tabla

el carbén con la sal ZnCl.

22, se obtienen mayores rendimientos sintéticos al activar

Tabla 22. Rendimientos de sintesis de CA de s. de palta utilizando ZnCl2 y K2COs (40, 30, 20%m/v) a

400°C.
Concentracion % Rendimiento
(% miv) ZnCl2 K2COs
40 50% 42%
30 47% 36%
20 30% 23%

Por otro lado, los menores rendimientos con el K2CO3 se asocian a que a pesar de tener una

atmoésfera inerte y los crisoles tapados (para tener un sistema mas hermético), la reaccion de la

semilla de palta con K2COs fue tan violenta que durante el proceso de calentamiento generaba
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una pequena explosion (se especula una liberacion intensa de algun gas o gases) “inflando” el
carbén y conduciendo a la apertura del crisol, quemando la primera capa del CA y perdiendo
material. En la Figura 50 se observa el desprendimiento del carbén en la activaciéon con la sal

de K2COs.

CAs.de paltaK40  CAs. de palta K30  CAs. de palta K20
g TaE- -
ol

e -

Figura 50. Fotografia de los carbones de s. de palta activados con K2COs a diferentes concentraciones.

Estudio de la temperatura de pirdlisis

Una vez definido el agente activante y su respectiva concentracién, se procedié a estudiar la
temperatura de carbonizacion. Se estudiaron tres temperaturas diferentes 400, 600 y 800 °C

que se evaluaron a través de la mejor eficiencia de extraccion de los analitos.

El proceso de extraccion se llevo a cabo en duplicado utilizando 20 mL de agua desionizada,
dopada a una concentracion de 30 ug/L, en un tiempo de 60 min a una velocidad de 2000 rpm y

se utilizé el CA con ZnClz2al 30% (CA Zn30).

La Figura 51 muestra las respuestas analiticas de los compuestos en funcién de las diferentes

temperaturas de pirdlisis para el CA de semilla de palta.
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Figura 51. Respuesta analitica en funcién de la temperatura de pirdlisis para el carbén activado con ZnCl2
al 30%m/v de semilla de palta.

A 600 y 800°C se obtuvieron eficiencias de extraccion semejantes, pero un tanto mayor a los
400°C. Al compararlos mediante un analisis quimiométrico de una via (Tabla 23), se obtuvo que

no existe diferencia significativa entre las tres temperaturas (p > 0,05).

Tabla 23. ANOVA de una via entre las tres temperaturas de pirdlisis para el CA de s. de palta.

Analito F-Ratio Pvaive
IBU 1,29 0,3939
1-OH-1BU 1,05 0,4509
2-OH-1BU 4,92 0,1129
COOH-IBU 2,31 0,2469

En este proceso la temperatura de carbonizacién es uno de los factores mas significativos,
seguido de la velocidad de calentamiento, una atmdsfera inerte adecuada y el tiempo de
residencia. Si bien, a temperaturas mayores aumenta el contenido de carbono fijo y se reduce el
contenido de material volatil, se descarté el uso del CA a 800°C porque se obtienen bajos
rendimientos de la produccién del carbon (ver Tabla 24), aumenta el contenido de cenizas y se
requiere de un gasto extra de energia y del uso de gas de N2. En este contexto, basado en los

resultados de eficiencia de extraccidén de los analitos, se consideré como 6ptimo la sintesis de
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carbon a 600°C activado con la solucién de ZnCl2 al 30%m/v por las mayores areas, por sus
sefiales mas definidas y por sus mejores recuperaciones en el proceso de extraccion de los

analitos.

La Tabla 24 muestra los rendimientos del procedimiento de sintesis de los carbones de semilla
de palta activado con soluciones de ZnClz al 30% a tres temperaturas diferentes. Se observa
que a 800°C los rendimientos sintéticos son relativamente bajos, el cual se asocia

principalmente a las condiciones extremas de temperatura.

Tabla 24. Rendimientos de sintesis de CA de s. de palta (Zn30%) para tres temperaturas diferentes (400,
600 y 800°C).

ZnCl2 30% m/v

Temperatura Rendimiento
400°C 50%
600°C 31%
800°C 14%

Finalmente, para notar la diferencia entre los carbones sintetizados a distintas temperaturas y
con diferentes activantes, se midieron los espectros IR para cada CA de semilla de palta. La

Figura 52 muestra los espectros IR de los carbones activados con ZnCl. y/o K2COs al 30%.
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Figura 52. Espectros FTIR del carbon de semilla de palta activado con ZnClz2 (CA Zn30, A) y con K2COs
(CA K30, B) a distintas temperaturas.

En ambos casos se observa que a medida que aumenta la temperatura de pirdlisis los grupos
funcionales desaparecen. Tal como se menciond anteriormente, es de esperar que a altas
temperaturas se eliminen la mayor cantidad de componentes del material organico y quede solo
la estructura del carbon. Se pueden notar una mayor presencia de grupos funcionales en los
CAs K30, donde incluso, se aprecia una banda vibracional entre los 1700 cm™' correspondiente
a C=0, las cuales no se encontraban en el IR de la semilla de palta natural. Se observan
bandas entre los 1500 y 1600 cm™ asociado a enlace C=C de anillos aromaticos y en 1200-
1400 cm™ una banda que se asocia a enlace C-O, que van disminuyendo su intensidad a
medida que aumenta la temperatura. Por el contrario, para los CAs Zn30 los espectros se
encuentran casi planos dado que no se observan grupos funcionales a excepcion de una
pequefia banda en 1600 cm™ que podria corresponder a un enlace C=C y que desaparece por
completo a 800°C. Basado de la literatura, las sales neutras actitan como oxidantes y
deshidratantes, por lo que se deberian formar dobles enlaces y grupos -oxo. Debido a que no
se observan mas grupos en el CA Zn30 a 600°C, pero muestra buenas eficiencias de

extraccion, se infiere que posee una gran area de superficie con una mayor porosidad.
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CA de corcho:

Estudio de la concentracion de activante

Basado de la literatura (Mestre et al. 2007)™* se utilizé un activante alcalino (medio) como el
K2COs para activar el corcho. Al igual que para la semilla de palta, se estudié la concentracion
de activante en %m/v a una temperatura fija de 400°C. Se estudiaron tres concentraciones
diferentes (40, 20 y 10%m/v) que se analizaron en funciéon de la mejor respuesta analitica y
eficiencia de extraccion. La extraccion se llevd a cabo en duplicado, con 20 mL de agua
desionizada dopada a una concentracion de 30 pg/L, en un tiempo de 60 min y a una velocidad

de 2000 rpm.

En la Figura 53 se muestran las areas cromatograficas de los analitos en funcion de las distintas

concentraciones del activante K2CO:s.
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Figura 53. Respuesta analitica versus concentracion de activante para el CA de corcho a 400°C.

Se consideré como 6ptimo activar el corcho con K2COs al 20% m/v ya que mostraba mayores
eficiencias de extraccion para los cuatro analitos. Por el contrario, al utilizar el carbén activado

al 10% se obtenian menores respuestas analiticas con bajas eficiencias de extraccion para el
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IBU y al activar con una solucion de concentracién al 40% se obtenian respuestas menores

para el COOH-IBU.

En literatura se ha informado la sintesis de carbdn activado de corcho con K2COs en diferentes
relaciones (K2COgs:corcho), donde se revela que el desarrollo de porosidad es casi
independiente del contenido de K2C0O3.34 Basado entonces en las mejores respuestas analiticas
se decidi6 utilizar 20% como concentracion para la activacion de corcho en una relacién 4mL de

activante:1g de corcho.

Comparacion con otro activante quimico

De manera paralela, se utilizé la sal de ZnCl2 como agente activante para sintetizar carbon
activado de corcho en las mismas condiciones mencionadas (a 400°C y en tres

concentraciones). En la Figura 54 se muestran las respuestas cromatograficas de los analitos.
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Figura 54. Respuesta analitica en funcion de la concentracion de activante para el CA de corcho a 400°C
utilizando K2CO3 y ZnCla.

A simple vista se puede notar que al utilizar carbén de corcho activado con ZnCl2 disminuyen

las respuestas analiticas y, por tanto, se obtienen bajas eficiencias de extracciéon para los
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compuestos. Esto refuerza el hecho de que la sintesis de carbdn activado de corcho muestra
mejor respuesta con el reactivo quimico de K2COs y con mayores rendimientos de sintesis

(Tabla 25).

Tabla 25. Rendimientos del proceso de fabricacion de los carbones activados de corcho con K2COs y
ZnCl2 a 400°C.

Concentracion Rendimiento
(% miv) K2COs ZnCl;
40 53% 47%
20 54% 60%
10 50% 47%

Estudio de la temperatura de pirdlisis

Una vez definida la concentraciéon del agente activante se procedié a estudiar la temperatura
final de carbonizacién del corcho. Se probaron tres temperaturas finales (400, 600 y 800°C) que

fueron analizadas en base a las mejores eficiencias de extraccion de los analitos de estudio.

La Figura 55 muestra las respuestas de extraccion en funcion de la temperatura de pirdlisis.
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Figura 55. Respuesta analitica en funcidn de la temperatura de carbonizacién de corcho (activado con
K2COs3 al 20%m/v).
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Como se observa, los CAs a 600 y 800 °C siguen una tendencia en la respuesta de los analitos,
no asi el CA a 400°C. Con respecto al compuesto COOH-IBU sus eficiencias de extraccion
disminuyeron a 400 y 800°C. Para el 1-OH-IBU la respuesta fue menor a los 400°C y en cuanto
al IBU las eficiencias fueron decreciendo a medida que aumentaba la temperatura. Buscando
una zona de compromiso entre las respuestas analiticas y comparando las eficiencias, se

consideré como 6ptimo una temperatura final de 600°C.

A continuacion, la Tabla 26 resume los rendimientos obtenidos durante el proceso de

carbonizacion del corcho.

Tabla 26. Rendimientos del proceso sintético del CA de corcho a diferentes temperaturas.

K2COs3 20% m/v

Temperatura Rendimiento
400°C 53 %
600°C 32 %
800°C 23%

Como se observa, se obtuvieron rendimientos menores al 50% para las temperaturas de 600 y
800°C. Sin embargo, a pesar de que a los 400°C los rendimientos son mayores, las eficiencias
de extraccion son mas bajas y no se asegura una carbonizacién completa.

Por otra parte, a diferencia del carbén activado de semilla de palta, el K2COs no reacciona de
manera violenta con el corcho, pero si se forma una mayor cantidad de cenizas a medida que

aumenta la temperatura, tal como se observa en la Figura 56.

CA corcho K20%

_ Ceniza

Figura 56. Fotografia de carbén de corcho activado con K2CO3 al 20% a 800°C.
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Finalmente, se midieron los espectros IR para cada CA de corcho a fin de notar la diferencia
entre las distintas temperaturas y los diferentes activantes. En la Figura 57 se observan los

espectros de cada carbon activado.
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Figura 57. Espectros FTIR del carbén de corcho activado con K2COs (CA K20, A) y con ZnClz (CA Zn20,
B) a distintas temperaturas.

Tal como ya se menciond, se observa que a medida que aumenta las temperatura de pirdlisis
los grupos funcionales van desapereciendo o haciendose menos intensos. Comenzando con los
espectros del CA Zn20 (B) al compararlo con el del corcho natural, los grupos funcionales entre
la region de 1200-1700 cm™ se mantienen y van disminuyendo su intensidad a mayor
temperatura, sin embargo, se pierde la banda ancha de la regién de los 3200 cm™ y no se
distinguen las bandas vibracionales de los enlaces CH. Por el contrario, para los CAs K20 (A) a
los 400°C se conserva el espectro del corcho natural, pero sin la presencia de la banda en la
region de los 3000 cm™' correspondiente a los grupos OH. No obstante, a los 600 y 800°C no se
aprecian grupos funcionales y los espectros son relativamente planos, exceptuando unas
bandas de poca magnitud entre los 1600 cm™' a los 600°C. Por tanto, se deduce que la mayor
eficiencia de extraccion del CA K20 (a 600°C) se debe a que posee una mayor area superficial

altamente porosa.
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Mecanismos de reaccién de los activante ZnCl; y K.CO;

Los comportamientos distintos de cada adsorbente son probablemente consecuencias de sus
caracteristicas intrinsecas de su estructura, dados por el tamafio de poro, area superficial,
forma y/o composicion. En literatura se ha informado que el ZnCl2 comparado con otros
activantes, como el KOH, produce una mayor area superficial en el carbén, con mayor
microporosidad y una estructura aromatica mas desarrollada.®® Estas caracteristicas se deben
especialmente al mecanismo de activacion del reactivo. El mecanismo sugerido del activante en

el carbon es el que se muestra a continuacion:

A
Lignocelulosa (C4HyO,) + 2 ZnCl, —— > CH,§0,.3 + Zn,0Cl, " 2H,0 + 2HCI + Alquitran
. A
Zny0Cly " 2H,0 + 2HCI ———— 7nCl, + ZnO + 2H,0

Esquema 14. Mecanismo sugerido por Ma et al. (2016).8°

A través del mecanismo propuesto se puede deducir que la semilla de palta reacciona con el
ZnCl2 y que en presencia de temperatura se deshidrata para formar el compuesto Zn2OCl:
dihidratado, este luego vuelve a reaccionar para producir la sal de zinc. Por tanto, el ZnCl2
reacciona como un fuerte deshidratante rompiendo los enlaces glucosidicos presentes en los
biopolimeros que estan conformando la semilla de palta. El lavado con acido permite eliminar

los restos de ZnO que se quedan en el material y asi generar el desarrollo de poros.

En cuanto al K2CO3 se diferencia principalmente del ZnClz por sus propiedades basicas y por
ser clasificado como un activante alcalino medio. Se ha demostrado que tiene un gran potencial
como activante. Para el mecanismo se propone una primera etapa de descomposicion del
K2COs en K20 y CO2 (ver en Esquema 15). El K20 reacciona con el material lignocelulésico,
donde se deshidrata y los componentes volatiles se pierden. Los componentes bencénicos se
volatilizan a alquitran, las cadenas laterales y los grupos funcionales que contienen oxigeno se
descomponen a medida que incrementa la temperatura. Posteriormente el K20 reacciona con el

material carbonoso formando potasio metalico y otros componentes. Se presume que el potasio
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metélico reacciona en la matriz de los atomos de carbono para generar su reordenamiento,
aumentando asi el grado de grafitizacion. Una ventaja de esta reaccion esta en que se genera
COg2, el cual se especula que puede actuar como un gas oxidante mediante una activacion
fisica, generando efectos mayores de activacion comparados con otros reactivos basicos como

el KOH.008526

K,CO3 —— K,0+CO,
Lignocelulosa (CxHyO;) + K20 ——— C,H, ,0," K,0 + carbén (C) + H, + Alquitran
C+H,O ——> H,+CO,
K;aO+C —» 2K+CO

Kzo + C02 —_— K2003

Esquema 15. Mecanismo sugerido a partir de lo informado por Ma et al. (2016) y Xi et al. (2018).8586

La reacciéon de K2COs comparada con la de ZnClz2 es mucho mas exotérmica, ya que se liberan
gases como CO:2 y Hz, lo que puede explicar el hecho de que se abrieran los crisoles cuando se
llevaba a cabo la pirdlisis con la semilla de palta. EI motivo por el cual no se observan grupos
funcionales en los espectros infrarrojos de ambos CAs se puede asociar a que los activantes
actuaron en mayor medida como deshidratantes, modulando la aromaticidad y aumentando el

area superficial de los materiales.

5.5.2. Caracterizacion de los CAs

Ademas de los analisis FTIR, los CAs fueron caracterizados mediante otros analisis, tales

como: SEM, PZC y IEP.

Se comenzara explicando los analisis SEM de cada CA. La Figura 58 muestra las micrografias

del CA de semilla de palta (Zn30, 600°C) a diferentes aumentos.
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Figura 58. Micrografias SEM del CA de s. de palta Zn 30% a 600°C: a) 200 x, b) 1000 x, c) 4000 x, d)
8000x.

Como se puede notar, la morfologia del CA cambia radicalmente con respecto a su forma
natural, puesto que la semilla de palta sin pirdlisis posee una estructura ovalada y lisa, sin
embargo, su especie carbonizada se muestra como una roca de carbono de dimensiones
irregulares con algunas fisuras, producto del proceso de molienda a través del mortero. Se
observan algunos poros con un tamafio aproximado de 3 ym. Dado que no se logra visualizar la
presencia de poros mas pequefios (en nm), para comprobar su existencia se puede llevar
acabo un analisis BET (curva de adsorcion-desorcion de N2). En la literatura se observan

micrografias similares a las obtenidas en este estudio.®”

La Figura 59 nos ensefia las micrografias SEM para el CA de corcho (K20, 600°C).
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Figura 59. Micrografias SEM de CA de corcho K20% a 600°C: a) 800 x, b) 8000 x, c) 16000 x, d) 30000 x.

En el caso del CA de corcho, se conserva su estructura discontinua debido a la presencia clara
de poros en su superficie. Se observaron tamafos de poros desde los 408 hasta los 610 nm.

La diferencia de poros con respecto al CA de la semilla de palta radica en la presencia de
potasio metalico producto del mecanismo de reaccién, donde ya se ha demostrado que penetra
en la estructura interna de la red del carbdn, expandiendo el espacio de la capa aromatica,

distorsionando la capa del carbono y creando asi nuevos poros.%87

Se determind el PZC y el IEP para cada CA. El procedimiento se llevé a cabo de la misma

forma que para las fases naturales (ver en metodologia).
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19 ‘_ 400
- — -
£
200
g 8] o I © Tetes
= @ » [EP=95
5 Ay Co0 T T |
o —
4 > S 2 4 6 8 1012
L PZC =46 c
<= =200+
o
01— T T T T I o .
0 2 4 6 g8 10 12
pH inicial -400- pH
a) b)

Figura 61. PZC y IEP (a y b) del CA de corcho.

Como se observa en las Figuras 60a y 61a, para ambos CAs se observaron valores constantes
de pH en el rango de 4 a 10. Los valores obtenidos para el PZC del CA de semilla de palta y del
CA de corcho son 2,0 y 4,6 respectivamente. Es decir, a esos valores de pH existe la misma
cantidad de sitios positivos y negativos. Estos datos nos indican que a pH inferiores que el PZC
se favoreceran los sitios cargados positivamente y a pH superiores se favoreceran los sitios

cargados negativamente. No obstante, de lo que se pudo observar en los espectros IR de los
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dos CAs es que no presentan grupos funcionales en su estructura, por consiguiente, no deberia

afectarles el pH del medio, sin embargo, estos si pueden modificar el pH de la muestra de agua.

Finalmente, los valores del IEP para el CA de semilla de palta y el CA de corcho son 10,9y 9,5
respectivamente, es decir, a estos valores de pH el potencial zeta de la fase es cero (Figuras

60b y 61b). Con respecto a las fases naturales, se obtuvieron datos similares.

5.5.3 Optimizacién de carbones activados en RDSE

Se optimizaron los distintos factores que podian influir en el proceso de extraccion de los
analitos utilizando los CAs de semilla de palta y de corcho como fases sorbentes en RDSE.
Donde se evaluaron las variables quimicas (pH y efecto salting-out) y las variables

hidrodinamicas (volumen de muestra y tiempo de extraccion) para ambas fases.

5.5.3.1. Estudio de variables quimicas

pH

Tal como se menciond anteriormente, el pH desempena un papel importante en el proceso de
extraccion de compuestos acidos. Los analitos poseen valores de pKa desde 3,9 a 5,3, es decir,

para que estén neutros el pH< pKa.

La Figura 62 sefnala los resultados para el CA de semilla de palta.
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Figura 62. Respuesta analitica en funcién del pH para CA de semilla de palta. Se estudié con 20 mL de
muestra, en un tiempo de 60 min a 2000 rpm.

Se evalud en un rango de pH de 2 a 9 para el CA de semilla de palta en duplicado. Como se
observa, las respuestas del compuesto 2-OH-IBU se encuentran interferidas por efecto matriz
de la fase, dando areas superiores al estandar (en la validacién este efecto fue corregido por
una muestra blanco). Al mirar los otros analitos, estos mostraron mayores eficiencias de
extraccion a pH 4. Los analitos IBU y 1-OH-IBU se encuentran protonados a este valor de pH,
por el contrario, el COOH-IBU al tener un pKa = pH estara en un 50% protonado y en un 50%
desprotonado, aun asi, mostré la misma tendencia en todos los rangos estudiado. Por otro lado,
el pH de la fase es 2 (PZC) lo que indica que podria estar en su forma ionizada y deberian
existir interacciones de repulsion con el COOH-IBU. Sin embargo, a pH 2 los analitos mostraron
eficiencias inferiores con respecto a los otros pH. Como no se sabe con certeza los grupos
funcionales que conforman la fase, se asume que el medio amortiguado favorece las

interacciones entre el adsorbente-adsorbato.

A continuacién, se observan las respuestas analiticas de los compuestos para el CA de corcho.
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Figura 63. Respuesta analitica en funcién del pH para CA de corcho. Se estudié con 20 mL de muestra,
en un tiempo de 60 min a 2000 rpm.

En este caso se estudié en un rango de pH de 2 a 10, también por duplicado. Como se puede
ver, a pH 4 se obtuvieron mayores dispersiones de los analitos donde solo el IBU mostré areas
superiores, para los otros compuestos se obtuvieron niumeros similares de areas y con menos
errora pH 2. A pH 7 y 10 las eficiencias fueron bajas para los compuestos 1-OH-IBU, 2-OH-IBU
y COOH-IBU. Por lo tanto, se consider6 como o6ptimo utilizar pH 2 para la extraccion de los
analitos. La fase tiene un pH de 4,6 (PZC) lo que indica que a pH 2 se encontrara en su forma

neutra o mas bien protonada, favoreciendo las interacciones.

Efecto salino (Salting-out)

Dado que el IBU y sus metabolitos son medianamente polares, es importante evaluar el efecto
de la fuerza iénica para que disminuya su solubilidad en el sistema acuoso y asi asegurar de

que estos sean extraidos por la fase.
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Figura 64. Respuesta analitica en funcidén de la concentracion de NaCl (%m/v) para CA de semilla de
palta. Se estudié con 20 mL de agua, ajustado a un pH 4, en un tiempo de 60 min a 2000 rpm.

Al evaluar las distintas concentraciones de NaCl en el proceso de extraccion, empleando la fase
de CA de semilla de palta, se obtuvieron para los analitos eficiencias de extracciones mayores
para un 0 y un 10% de NaCl. Al realizar un ANOVA de una via entre el 0 y 10% se tuvo que no
hay diferencia significativa (p > 0,05) para el IBU, 1-OH-IBU y 2-OH-IBU, sin embargo, en el
compuesto COOH-IBU si hubo diferencia significativa (p < 0,05) entre las dos condiciones. En
consecuencia, se decidié no utilizar sal en la extraccion para evitar grandes dispersiones y

problemas de arrastre durante el proceso.
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Figura 65. Respuesta analitica en funcién de la concentracion de NaCl (%m/v) para CA de corcho. Se
estudié con 20 mL de agua, ajustado a un pH 2, en un tiempo de 60 min a 2000 rpm.

Con respecto al CA de corcho, si afectd la presencia de sal en la solubilidad de los analitos, ya
que las respuestas de los compuestos fueron mas bajas al no utilizar sal (0%) por lo que se
descart6 esta condicidon. Al hacer un ANOVA de una via entre las concentraciones 10, 20 y 30%
de NaCl se obtuvo que para los cuatros analitos no existe diferencia significativa (p > 0,05), por
consiguiente, se consideré como 6ptimo utilizar el minimo de sal (10% m/v de NaCl) para evitar

los problemas mencionados anteriormente.

Solvente de elucién

Ademas de las variables quimicas, se evaluo el solvente de elucién a fin de encontrar un 6ptimo
solvente en el proceso de desorcion de los analitos. Para encontrar el solvente de elucion
adecuado se consideraron algunos factores: que no se sea tan corrosivo tanto para el medio
ambiente como para el operador y que logre solubilizar a los analitos para llevar a cabo una
desorcion rapida y cuantitativa. Se probaron tres solventes (MeOH, MeCN y CHCI3) y una
mezcla de MeOH:AcOEt (3:7) que se evaluaron en base a la mejor respuesta analitica y

eficiencia de extraccion.

La Figura 66 muestra los resultados para el CA de semilla de palta.
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Figura 66. Respuesta analitica en funcién de los solventes de elucion para el CA de semilla de palta.

Como se observa, se obtuvieron respuestas de los analitos muy bajas con CHCIs, el cual fue
descartado. Para los otros solventes, se obtuvieron respuestas bastante similares para los
analitos, donde el MeOH mostrd eficiencias relativamente mayores y se consideré como

solvente 6ptimo en la etapa de desorcion.

En la Figura 67 se observan los resultados de los analitos utilizando CA de corcho.
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Figura 67. Respuesta analitica en funcién de solvente de elucion para CA de corcho.
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En el caso del CA de corcho las respuestas fueron mas variadas, ya que tanto el MeOH como el
CHCIs obtuvieron bajas eficiencias de extraccion. Entre el MeCN y la mezcla de solventes
(AcOEt:MeOH), las eficiencias de extraccion fueron mayores con MeCN, por ende, fue escogido

para eluir los analitos luego del proceso de extraccion.

5.5.3.2. Estudio de variables hidrodinamicas

Volumen de muestra y tiempo de extraccién

Se estudiaron las variables volumen de muestra y tiempo de extraccidon para maximizar aun
mas la eficiencia de extraccion de cada CA. La velocidad de agitacion se mantuvo constante
durante el proceso de optimizacion porque ya se demostré que, a mayor velocidad de agitacion,
mayor es la transferencia de masa. Se aplicé un disefio experimental de Doehlert en la
optimizacion de las variables, al tiempo de extraccion se le asignaron 5 niveles de trabajo (X1) y
al volumen de muestra 3 (X2). Se tomaron las areas cromatograficas normalizadas de los
analitos como variable de respuesta y se realizaron 9 experimentos en total, incluyendo 3
centros para ambos CAs. La matriz de experimentos se muestra en la Tabla 8 (ver en
metodologia). Para evaluar la calidad de los modelos se realizaron analisis estadisticos ANOVA
de la regresion (descrito anteriormente en la optimizacion del corcho laminar). Las respuestas

obtenidas se muestran a continuacién en la Tabla 27.
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Tabla 27. ANOVA de la regresion para los analitos utilizando los CAs como fases sorbentes.

Fase Analito p-value REG/RE*  p-value LOF/EP* R? (%)

IBU 0,0051 0,3181 98,67

CA de semila  1-OH-IBU 0,0049 0,0366 98,71
de palta 2-OH-IBU 0,0005 0,9424 98,72
COOH-IBU 0,0500 0,8339 59,81

IBU 0,0258 0,0756 96,05

CAde corcho  1-OH-IBU 0,0762 0,1084 91,62
2-OH-IBU 0,0241 0,7734 96,22

COOH-IBU 0,0340 0,4507 74,15

* REG: varianza de la regresion (modelo), RE: residuo (varianza error total), LOF: carencia de ajuste (lack of fit), EP:
error puro.

Como se observa, tanto el CA de semilla de palta como el CA de corcho obtuvieron un p < 0,05
entre la varianza del modelo y los residuos y un valor de p > 0,05 entre la carencia de ajuste y el

error puro, lo que indica que el modelo es adecuado para describir los datos.

Los graficos de Pareto obtenidos del disefio experimental se muestran a continuacion:

a) Gréfico de Pareto estandarizado para ibuprofeno b) Grafico de Pareto estandarizado para 1-hidroxibuprofeno
ATiempo ‘ = - ATiempo | =-
== - | -
B:Volumen ‘ 8:Volumen |
= ] “
AR ]
- .
0 2 4 [ 8 10 2 0 10 20 30 40
Efectos estandarizados Efectos estandarizados
c) Grafico de Pareto estandarizado para 2-hidroxibuprofeno d) Grafico de Pareto estandarizado para carboxiibuprofeno
rew] g =
- - - -
| | S
| | —
ol | . = Il
| <
0 4 8 12 16 20 24 0 1 9 3 4
Efectos estandarizados Efectos estandarizados

Figura 68. Diagrama de Pareto estandarizado obtenido de la optimizacion de las variables hidrodinamicas
usando CA de s. de palta como fase sorbente.
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a) Gréfico de Pareto estandarizado para ibuprofena

b) Gréfico de Pareto estandarizado para 1-hidroxiibuprofeno
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BB AB | |
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1} 3 6 9 12 0 2 .3
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¢) Gréfico de Pareto estandarizado para 2-hidroxibuprofeno d) Grafico de Pareto estandarizado para carboxiibuprofeno
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Figura 69. Diagrama de Pareto estandarizado obtenido de la optimizacion de las variables hidrodindmicas
usando CA de corcho como fase sorbente.

Se observa que cuando se utiliza el CA de semilla de palta, los factores tiempo y volumen de
muestra son significativos (positivamente) para el IBU y sus metabolitos hidroxilados. En
cambio, cuando se utiliza el CA de corcho como fase, solo el factor tiempo es significativo en las
respuestas de estos mismos compuestos y afecta de manera positiva. En ambos casos, ningun

factor mostro tener significancia en la respuesta del COOH-IBU.

Finalmente, para encontrar el punto 6ptimo de las dos variables se llevd a cabo el analisis
multirespuesta de la optimizacién a través de la funciéon de deseabilidad (D) dando un impacto
de uno a cada factor. En la Figura 70 se muestran las superficies de contorno para los analitos

de estudio utilizando CA de semilla de palta (a) y CA de corcho (b).
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a) Contours of Estimated Response Surface
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Figura 70. Superficies de contornos de deseabilidad para los analitos de estudio usando CA de s. de palta
(a) y CA de corcho (b) como fases sorbentes.

Para la fase CA de semilla de palta se obtuvo una deseabilidad general de 0,918435 y para el
CA de corcho se obtuvo un valor de 0,796609. En ambos casos coincidié que los valores

optimos para lograr una mayor respuesta analitica se obtienen con un volumen de muestra de
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25 mL y con un tiempo de extracciéon de 90 min.

b) Contours of Estimated Response Surface

Tiempo

La Tabla 28 resume las condiciones optimizadas para los CAs.

Tabla 28. Recopilacién de las variables optimizadas en RDSE empleando las fases CA de s. de palta y CA

de corcho.

Desirability
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Variables

Condiciones optimizadas

Material de partida

Disco

Activantes

Concentracion activante (Y%om/v)
Ti (°C)

pH

Concentracion de NaCl (%m/v)

Solvente de elucion

Volumen de muestra, tiempo de extraccion y

velocidad de agitacion

Polvo de semilla de

palta
Con camisa
ZnCl K2COs
30 20
600
4 2
0 10
MeOH MeCN

25 mL, 90 min y 2000 rpm

Corcho molido
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5.6. Validacion del método analitico para CAs

A diferencia de las fases naturales de semilla de palta y de corcho, con los CAs se lograron

detectar los cuatro analitos propuestos en muestras de aguas aplicando la técnica de RDSE,

dando a entender que las fases en su forma de carbén activado mejoran sus propiedades

adsorbentes.

5.6.1. Determinacion de las cifras de mérito

La determinacién de las propiedades analiticas se detallara por separado para cada CA.

CA de semilla de palta

Se calcularon las cifras de mérito para validar el método propuesto empleando el CA de semilla

palta como fase sorbente en RDSE. Para la determinacion se utilizaron matrices de agua de rio.

La Figura 71 muestra las curvas de adicién estandar de los analitos.
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Figura 71. Curvas de adicion estandar en matriz (5-100 pg/L) para los analitos utilizando la fase CA de s.
de palta.
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Las figuras de mérito se muestran en la Tabla 29. Se estudié en un rango lineal de
concentracion para los cuatro analitos en cinco niveles diferentes (5-100 pg/L) por duplicado. Se
obtuvo un buen ajuste lineal (R? = 0,99) en todos los casos. Los limites de deteccion y de
cuantificacion se determinaron en agua potable, se aplicé un FC de 192 y se hallaron en el
orden de los ng/L. Para el IBU y sus metabolitos los LD estan en el rango de 0,45 a 13,55 ng/L y
los LQ estan en el intervalo de 1,57 a 17,09 ng/L. La precision fue estudiada en términos de la
repetibilidad a través del parametro del %RSD. Para todos los analitos se obtuvieron RSD <
10%. La exactitud se evalu6 mediante las recuperaciones de los compuestos. Se obtuvieron %
de recuperacion absolutas entre 16 y 46%. Al comparar con la fase natural de semilla de palta,
las recuperaciones absolutas para el IBU y 1-OH-IBU fueron 3 y 1% respectivamente, que
fueron registradas anteriormente relativas al estandar subrogante. Por tanto, con el CA de
semilla de palta se recuperaron entre 11 y 46 veces mas los analitos IBU y 1-OH-IBU, ademas,
se logrd la deteccion del 2-OH-IBU y del COOH-IBU. Los porcentajes menores al 100% se
deben a que la técnica RDSE se basa en un equilibrio de particion.

Finalmente, se determiné el efecto matriz de cada analito extraido en base a la ecuacioén 4 (ver
en metodologia). Se observa que hay un efecto negativo de la matriz en la respuesta de cada

analito, lo genera una supresion de las sefales analiticas.

Tabla 29. Figuras de mérito para el método propuesto del CA de semilla de palta.

Analito  Sensibiidad Linealidad LD® LQ® Re RSD (%)® EM
(L/ug) (R?) (ng/L)  (nglL) abSOO}U)ta ° (n =6) (%)

IBU 0,2659 09924 651 898 (3:1 8 76
1-OH-IBU 0,4613 09993 236 3,31 46 9 -69
2-OH-IBU 0,6232 09949 1355 17,09 40 10 74
COOH-IBU  0,0679 09982 045 148 16 4 -91

a agua potable,  agua de rio (Canoa).
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CA de corcho

Para la validacion del método propuesto con el CA de corcho también se utilizaron muestras de

aguas de rio. A continuacién, la Figura 72 muestra las curvas de adicion estandar en matriz

para los analitos.
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Figura 72. Curvas de adicion estandar en matriz (5-100 pg/L) para los analitos utilizando la fase CA de
corcho.

Las cifras de mérito del método se resumen en la Tabla 30. La ecuacion lineal para cada analito

se construyd en un rango de 5 a 100 ug/L (por duplicado) y la linealidad obtenida (R?) fue mayor

a 0,97, el cual se encuentra adecuado al considerar la matriz de estudio. Los limites de

deteccion y de cuantificaciéon encontrados para el CA fueron menores comparados a los

informados anteriormente para la fase natural de corcho. Se obtuvieron recuperaciones

absolutas desde 19 al 55%. Del mismo modo de cémo se explicd para el CA de semilla de

palta, las recuperaciones absolutas para el corcho laminar fueron 2 y 1% para el IBU y 1-OH-

IBU, anteriormente se reportaron las recuperaciones relativas en base al estandar subrogante,
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por tanto, se recuperaron 11y 19 veces mas con la fase carbonizada. En cuanto a la precision,
se lograron RSD < 22% para los analitos.

Finalmente, se determiné el efecto matriz de acuerdo con la ecuacion 3 (ver en metodologia).
Se obtuvieron valores mayores al 100% para el IBU y el COOH-IBU lo que indica un efecto
positivo de la matriz, el cual se ve reflejado en un aumento de la sefial, siendo el COOH-IBU el
mas afectado. Los compuestos hidroxilados tuvieron efecto matriz menor al 100% lo que indica

un efecto negativo de la matriz, no obstante, existe poca supresion de la respuesta de los

analitos.
Tabla 30. Figuras de mérito para el método propuesto del CA de corcho.
Analito Sensibilidad Linealidad LD LQ® Re %RSD? EM
(L/ug) (R?) (ng/L) (ng/L)  absoluta® (n=6) (%)
(%)

IBU 0,1150 0,9886 1,29 4,26 21 13 109
1-OH-1BU 0,2151 0,9908 7,08 8,65 19 13 86
2-OH-1BU 0,1970 0,9975 4,89 8,65 33 3 70

COOH-IBU 0,0620 0,9773 1,38 4,54 55 22 180

a agua potable, ° agua de rio (Esperanza),  se aplicé un FC de 192.

Con respecto a las recuperaciones (absolutas) utilizando la técnica RDSE notamos que a pesar
de la gran variedad de grupos funcionales presentes en las fases naturales estos porcentajes
son muy bajos, tanto para el corcho como para la semilla de palta. Por otro lado, los CAs de
estas dos fases naturales dieron recuperaciones mayores, concluyendo que la extraccion se ve

afectada, en gran parte, por el area superficial del material y no por los grupos funcionales.

5.6.2. Muestras reales

Se aplico el método de una de las fases en muestras reales. Puesto que con las fases naturales
solo se logré detectar dos analitos, se utilizé el CA de semilla de palta como fase sorbente. Se
emplearon muestras de afluente y efluente de la PTAR EIl Trebal. Se realizaron curvas de

adicién estandar en matriz fortificadas desde 0 a 100 pg/L en duplicado.

117



Como se observa en la Tabla 31, se encontro la presencia de los cuatro analitos en las matrices
estudiadas. Se detecté en mayor cantidad el compuesto COOH-IBU el cual concuerda con que
es uno de los principales metabolitos del IBU y se excreta en mayor proporcion, siendo el 1-OH-

IBU el que se elimina en menor medida.

Tabla 31. Concentracion (+SD) de farmacos en afluentes y efluentes de la PTAR El Trebal, usando CA de
semilla de palta como fase sorbente (n=2).

Concentracion (ug/L)

Analito
Afluente Efluente
IBU 0,47 £ 0,09 0,59 £ 0,01
1-OH-IBU 0,17 £ 0,03 0,192 + 0,006
2-OH-IBU 0,3+0,2 1,12+ 0,03
COOH-IBU 5+2 43+0,2

SD: Desviacion estandar.

Por otra parte, se observa que la planta de tratamientos de aguas servidas del Trebal no logra
una eliminacion exhaustiva de los compuestos que ingresan a las aguas residuales de la ciudad
de Santiago, llegando alcanzar las aguas naturales. Por tanto, con este estudio es posible
concluir que la planta no se encuentra disefiada para eliminar de manera completa este tipo de
contaminantes (clasificados como contaminantes emergentes), aunque a pesar de que estén
presentes en pequefias cantidades, su baja concentracién no indica un estado seguro para el
sistema vivo y no deberian estar en las aguas ambientales, lo cual es preocupante ya que tal
como se mencioné en la introduccioén, los metabolitos del ibuprofeno han sido considerados
mas toxicos que el compuesto original. Si bien, las muestras fueron tomadas en el periodo
2018-2021, se especula que actualmente podria haber una mayor presencia de estos

compuestos debido a la pandemia de COVID-19."®

5.7. Comparacion de fases

Se procedi6 a realizar la comparacion de los CAs con las fases comerciales Oasis HLB, C18 y

St-DVB. Se efectué el metodo propuesto de cada CA en la evaluacion.
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Las Figuras 73 y 74 muestran los resultados obtenidos para el CA de semilla de palta y para el

CA de corcho.
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Figura 73. Comparacion de fases comerciales con CA de s. de palta. Se estudié con 25mL de muestra,
pH 4, en un tiempo de 90 min a 2000rpm.

Como se puede notar, el CA de semilla de palta extrajo en mayor medida los analitos
comparados con la fase de St-DVB, ya que se observaron mayores respuestas cromatograficas.
Con respecto a las fases de Oasis HLB y C18, el CA obtuvo respuestas similares para los

compuestos. En el caso del COOH-IBU el CA mostré mayores eficiencias de extraccion.

De lo observado, se concluye que el CA de semilla de palta demuestra ser una alternativa para
ser empleada como fase sorbente, ya que tiene eficiencias semejantes (a Oasis HLB y C18) e
incluso superiores (a St-DVB) que las fases comerciales, siendo una opcidon mas econdémica,

puesto que el CA proviene de un residuo agricola.
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Figura 74. Comparacién de fases comerciales con CA de corcho. Se estudié con 25mL de muestra, pH 2,
10%m/v de NaCl en un tiempo de 90 min a 2000rpm.

Con respecto al CA de corcho, debido a que se observaron grandes barras de error, se realizé
un ANOVA de una via para hacer una comparacién mas fiable. Solo el IBU no mostré
diferencias significativas entre las fases (p > 0,05). En el caso de los analitos 1-OH-IBU y 2-OH-
IBU el Oasis HLB tuvo una respuesta significativamente mayor (p < 0,05) comparadas con los
otros sorbentes. Para el compuesto COOH-IBU no hubo diferencia significativa entre usar el
Oasis HLB o el CA de corcho, pero si hubo diferencia significativa entre estas fases y las otras
restantes, donde fueron estadisticamente superior para el CA y el Oasis HLB (p < 0,05).

Finalmente, a partir de lo descrito se puede considerar el CA de corcho como una opcién entre
las fases para determinar IBU y sus metabolitos, ya que a pesar de no mostrar respuestas
superiores a Oasis HLB para algunos compuestos, permiti6 mostrar respuestas
estadisticamente semejantes para IBU y COOH-IBU, en otros casos exhibid eficiencias de

extracciones mayores que C18 y St-DVB.

Por otra parte, ademas de la comparacién que se hizo entre los CAs y las fases comerciales, se
llevé a cabo la comparacion con los respectivos biochar. El biochar es el término que se le da a

un material con un alto contenido de carbono, en el cual se somete a una tempertura fija de
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pirdlisis. Principalmente, proviene de un residuo agricola que tiene como destino ser

desechado.

Los biochar de semilla de palta y de corcho se sintetizaron utilizando los programas de
temperaturas mencionados en el Esquema 11 (ver en metodologia). Se aplicd el método
propuesto de los correspondientes CAs y se compararon en base a las respuestas
cromatograficas. Los experimentos se llevaron a cabo en duplicado. En las Figuras 75y 76 se

observan los resultados de la comparacion.
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Figura 75. Comparacion de CA de s. de palta con biochar sintetizado a distintas temperaturas.
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Figura 76. Comparacion de CA de corcho con biochar sintetizado a distintas temperaturas.
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En las dos situaciones se realizaron ANOVA de una via para comparar las respuestas
cromatograficas de los analitos. Comenzando con las fases de semilla de palta, ningun analito
mostré diferencia significativa en sus respuestas (p > 0,05), lo que indica que independiente de
la fase que se utilice, las respuestas de los analitos seran similares. Sin embargo, en términos
de eficiencias de extraccion fueron estadisticamente mayores con el CA y el biochar a 600°C de

semilla de palta.

Por otra parte, para las fases de corcho el CA mostré respuestas analiticas significativamente
mayores para el IBU y el 2-OH-IBU (p < 0,05). En cambio, en las respuestas de los analitos 1-
OH-IBU y COOH-IBU no hubo una diferencia significativa. No obstante, las eficiencias de

extraccion fueron mayores para todos los analitos utilizando el CA de corcho como fase.

Por tanto, se concluye que el biochar de semilla de palta a 600°C tiene una eficiencia similar a
la del CA. En el otro caso, el CA de corcho mostré6 mejores respuestas de los analitos

comparados con los biochar y por ende tiene una eficiencia mayor.

Para hacer una comparacion mas completa, los biochar se caracterizaron por espectroscopia IR

(Figura 77).
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Figura 77. Espectros FTIR de diferentes biochar de s. de palta (A) y biochar de corcho (B) a distintas
temperaturas.
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Comenzando por los espectros A, se observa que los biochar de semilla de palta contienen mas
grupos funcionales que el propio CA de ZnCl2. Se puede ver que las bandas vibracionales van
perdiendo sus intensidades a medida que se incrementa la temperatura de pirdlisis. Se aprecia
una pequefia banda vibracional alrededor de los 1700 cm™' que se asocia a C=0, en 1600 cm""’
se detecta una banda correspondiente a C=C y entre 1200-1400 cm™ se logran ver bandas

asociadas a C-0O.

Por otro lado, en B se observa que los biochar muestran un espectro muy semejante a los
carbones de corcho activados con ZnCl2 al 20%, ya que muestran las mismas bandas
vibracionales, por lo que se deduce que el corcho no se logra activar con la sal de ZnClz debido
a que no muestra cambios en sus espectros. Los principales grupos que se distinguen son C=0

(1700 cm™), C=C (1600 cm™") y C-O (1200 cm™).

Por ultimo, se caracterizaron los biochar de semilla de palta y corcho mediante microscopia

electrénica de barrido.
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Figura 78. Micrografias SEM de biochar de semilla de palta a 600°C: a) 1000 x, b) 4000 x, ¢) 16000 x, d)
30000 x.

En la Figura 78 se observan las micrografias del biochar de semilla de palta a 600°C que fueron
capturadas en diferentes aumentos (1000 x a 30000 x). Como se puede notar, el biochar posee
una morfologia similar a la del CA como el de una especie de roca amorfa, pero con superficies
altamente porosas. Los tamafnos de poros varian desde 332 nm a 1047 um y los tamafos de
particulas se encontraron en el rango de 15 a 27 ym. Las buenas eficiencias de extraccion que
se obtuvieron al compararlo con el CA se asocian principalmente a una mayor presencia de

poros.
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Figura 79. Micrografias SEM de biochar de corcho a 600°C: a) 1000 x, b) 4000 x, c¢) 16000 x y d) 30000 x.

La Figura 79 muestra el analisis SEM para el biochar de corcho a 600°C con aumentos de 1000
x a 30000 x. El biochar de corcho posee una estructura totalmente diferente al CA debido a que
se observan morfologias similares al de una hoja o una lamina fisurada con una superficie
rugosa y con pequefios poros en su estructura. Los tamafios de las particulas se encontraron

entre 9-17 umy los poros entre 74- 241 nm.

Dado que el foco de este estudio estaba en encontrar nuevas metodologias utilizando los
carbones activados, se pretende a futuro profundizar en las condiciones 6ptimas de un método

empleando los biochar de corcho y/o semilla de palta como fases sorbente en RDSE.

125



6. CONCLUSIONES

Las fases naturales, tanto corcho como semilla de palta, usadas en la técnica de RDSE
permitieron extraer solo dos analitos de interés, ibuprofeno y 1-hidroxiibuprofeno, desde
muestras de aguas reteniéndolos con una eficiencia mas baja que las fases
comerciales y que los carbones activados. Sin embargo, los carbones activados de
estas mismas fases permitieron extraer de forma mas eficiente, comparados con su
respectiva fase natural, los cuatro analitos de estudio mediante la técnica del disco-
rotatorio.

Se optimizdé un método cromatografico para determinar ibuprofeno y sus metabolitos
mediante GC-MS.

Se optimizd la extraccion de los analitos utilizando la técnica de RDSE con fases
sorbentes naturales (corcho y semilla de palta).

Se demostré que el corcho laminar y la semilla de palta tienen mayor afinidad por los
analitos mas apolares, como ibuprofeno y 1-hidroxiibuprofeno, cuyas interacciones
principales se deben a Fuerzas de Van der Waals y/o apilamiento Tr-1r.

Se optimizoé la extracciéon de los analitos utilizando carbones activados como fases, a
partir de materiales naturales, en RDSE.

Se demostré que los carbones activados mejoraron la capacidad de sorciéon de las
fases sorbentes naturales.

Se logroé la activacion de los carbones dado que al compararlos con los biochar se
encontraron diferencias en sus espectros FTIR y cambios en su morfologia.

Se encontrd la presencia de los analitos en muestras de afluentes y efluentes, lo que
indica que la planta de tratamiento de aguas El Trebal no retiene o elimina de forma

exhaustiva este tipo de compuestos.
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