UNIVERSIDAD DE CHILE
FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICAS Y FARMACEUTICAS

CARBON ACTIVADO MAGNETICO DE SEMILLA DE
PALTA COMO FASE SORBENTE PARA
MICROEXTRACCION SORTIVA DISPERSIVA EN
DISCO ROTATORIO (RDSDE).

Tesis presentada a la Universidad de Chile para optar al grado de

Magister en Quimicay Memoria para optar al Titulo de Quimico por:

NICOLAS ALEJANDRO MORALES CORTINEZ

Director de Tesis: Dr. Pablo Richter Duk

SANTIAGO - CHILE 2024



UNIVERSIDAD DE CHILE
FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICAS Y FARMACEUTICAS

INFORME DE APROBACION DE TESIS DE MAGISTER

Se informa a la Direccion de la Escuela de Postgrado de la Facultad de
Ciencias Quimicas y Farmacéuticas que la Tesis de Magister y Memoria de

Titulo presentada por el candidato

NICOLAS ALEJANDRO MORALES CORTINEZ

Ha sido aprobada por la Comision de Evaluadora de Tesis como requisito

para optar al grado de Magister en Quimicay Titulo de Quimico.

Director de Tesis:
Dr. Pablo Richter Duk

Comisién Evaluadora de Tesis:

Dr. Pablo Fuentealba

Dra. Sandra Orellana

Dr. Daniel Arismendi




“No te rindas que la vida es eso, continuar el viaje, perseguir tus suefios,
destrabar el tiempo, correr los escombros y destapar el cielo .



AGRADECIMIENTOS

A mi mama, por siempre estar a mi lado y apoyarme en cada momento, tanto en los estudios como
en los problemas personales. Gracias por soportar mi mal genio durante los momentos de estrés y por
consentirme con mi comida favorita. Por ensefiarme a ser perseverante y a no desanimarme cuando
las cosas no salen como esperaba. A mi familia, que siempre me ha demostrado su orgullo por mis
logros, en especial mi abuela y mi mama, ustedes han sido mi soporte, aunque pareciera que he hecho

todo por mi cuenta. Su alegria y humildad me inspiran a ser una mejor persona cada dia.

A mis perros, por ser mi compafiia constante en mis celebraciones y tristezas, en el trabajo y el

descanso. Su carifio incondicional siempre sera algo que agradeceré profundamente.

A mis amigos, a quienes considero como mi familia. Gracias por estar ahi, por escucharme y
permitirme desahogar mis angustias y compartir mis buenas noticias. A mis compafieros de
generacién, en especial a Ronald y Bastian, con quienes comparti la mayoria de los trabajos en grupo.
A pesar de los obstaculos como los paros, el estallido social y la pandemia, logramos mantenernos

unidos y en contacto.

Al profesor Pablo, por su ensefianza y guia en el mundo académico, y por brindarme su apoyo y
dedicacion cuando lo necesité, ademas de los buenos momentos compartidos en los asados en su casa.
A los integrantes del laboratorio de ambiental, quienes me guiaron cuando recién llegué,
especialmente a la Ale y Vale. A Betza, por sus consejos y por revivir el GC-MS, lo que me permitio
finalizar mis experimentos. A Inma y Daniel, por mantener siempre el buen humor y la alegria en el

laboratorio.

A la gente de Veterquimica, por recibirme con calidez y brindarme su apoyo durante mi desarrollo
de tesis, creando buenos momentos, especialmente en las partidas de ping-pong (en especial cuando
le ganaba al Ale). A los profesores miembros de la comision evaluadora, por sus criticas constructivas

e ideas para mejorar mi tesis.

A la Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacéuticas de la Universidad de Chile, por su gran apoyo
al otorgarme la beca interna de arancel durante estos dos afios de Magister. Finalmente, agradezco al
proyecto FONDECYT 1220225 y a la empresa Veterquimica S.A. por el financiamiento otorgado a

esta investigacion.



INDICE GENERAL

INDICE DE ESQUEMAS ......ooiiuiiiiteiiesieteses s tes st es sttt s st snes sttt en st aness s asensnins 10
INDICE DE FIGURAS ......ottvtmtiiiiiiieiiesiies it 11
INDICE DE TABLAS ..ottt 14
L0 510 1N 2 L0 2SR 16
RESUMEN . ...ttt ettt bbbt bt et b e b e s bt ekt et e s b e e b e ekt sbe et e sbeeneesbesbe et 17
ABSTRACT .ttt bt bbb bt et bt R e bt ekt et he Rt ekt bt et nbe et nbeste et 19
1. INTRODUCCION.....ccooooiiiiiiiimtiisetissss ettt 20
1.1 Antecedentes GENETALES. .......cocuiiuiiiiiiieitie ettt ettt sttt b et b e rn e reene e 20
1.2 Antecedentes ESPECTTICOS. uuuuuiririeiiiiiie ittt sr e nr e ne 24
1.2.1 Sorbentes utilizados en la MICTOEXIACCION. ...cc.veevieriieiieiie et 24

1.2.2 SOTDENtes NATUTALES. ......eeiuieiiiiiieiiete ettt b et nneenne e 25

1.2.3 Sorbentes naturales ModifiCados. .........coiiiieiiiiiie i 25
1.2.4 Carbon activo de semilla de palta como fase adsorbente de CEs............cccoovvvvviiniicnns 26

1.2.5 Magnetizacion de carbon activo para lograr procedimientos de microextraccion mas

121 01 (¢ 01T T PSSR T PP PP URPPPTPRRP 27

1.2.6 Microextraccion Dispersiva Sortiva con barra de agitacion (SBSDME) y con Disco

Rotatorio (RDSDE). ...ccuiiiiiiiieii bt bbb st 28



2.

HIPOTESIS Y OBJETIVOS. ..ot eeeees e eeesies s seesaes s sess s 31
2.1 HIPOTESIS. c.veveeureireeieeie sttt ettt s e r et n et e s r e R R R R R e n R r e re e 31
2.2 ODBJetiVOS GENETALES. ....cvieiiiiiiiiiiiiieetee ettt ettt b e s sb et e bt e b e e sbe e sbeessneereeneen 31
2.3 ODbjetivos ESPECITICOS. 1.uviriirieiriiiiiieiriseei st nre e 31

MATERIALES, REACTIVOS Y EQUIPOS. ...t 33
3.1 REACHIVOS. etteeiteitieie ettt sttt bttt et et R e st e s n e e Rt e sb e e R e e bt s r e e e e r e ne e renreenre 33
3.2 IMALETIALES. .. .vevveeeeieete sttt b et Rt et R R R R R e R e nr e reere 34
3.3 EQUIPOS [aDOTALOTIO. .veiveiiiiiiiieite e ittt ettt ettt sb e sttt et et e e sbeesbneenneeneens 35

METODOLOGIAL. ...ttt bt 37
4.1 Analitos y sorbentes SeleCCioNaAdOs. .......coueieiiiiiiiriieiee et 37
4.2 Sintesis de Carbon Activo Magnético (CAM). .....ccooviiiiiniiie it 37

4.2.1 Obtencion de carbon activo a partir de semilla de palta..........cccoooviiiiiiiniiinn, 37

4.2.2 Modificacion magnética del carbon activado. .........ccceeveiiiiiiiiiienicii e 38
4.3 Caracterizacion de sorbentes (CA Y CAM). ..occviiiiiiiie it 39

4.3.1 Espectroscopia FTIR-ATR. ......cccoooiiiiii e 39

4.3.2 Vibrating-Sample Magnetometer (VSM). .....ccvoiiiiieiieiiininsie e siee e sie e senes 39

4.3.3 Scanning Electron Microscope - Energy Dispersive X-ray (SEM-EDX). ......c.cccoovveenne. 39

4.3.4 Isotermas de adsorcion de NItTOZENO. ......cvvirerreiireeire e 40



4.4 Optimizaciones Cromatograficas (GC-MS y UHPLC-DAD). ......cccccvvveiininienineeie e 40

4.4.1 Optimizacion cromatografica por GC-MS. .........cooveiiiieiiie s 40
4.4.2 Optimizacion cromatografica por UHPLC-DAD.........ccccooiiiiiiicnieie e, 40
4.5 Optimizacién de los métodos RDSE para muestras dopadas con los analitos en estudio....... 41

4.6 Optimizacion de los métodos RDSDE para muestras dopadas con los analitos en estudio. ... 41

4.7 Validacion de los métodos RDSDE optimizados. ........cccocvreeriereniennineeiene e 42
g Y] (o1 A4 U T PSPPSR 42
4.7.2 Linealidad del sistema: Curva de eStandares............coocvvverviniiiniinincniseee s 43
4.7.3 Linealidad del MEtOdO. ....c.uviiiiiiiiie ittt 43
4.7.4 Limites de Cuantificacion y DeteCCION. ........c.eviviriiieiiiiiiiie et 43
T o (<13 13 (o) s WSS URTRPOPRO 44
4.7.6 Precision INEEIMEMIA. ......oiuiiiieiieiie ittt neeas 45
R A 2 < o111 s EE OO TP UPPRPOPPTO 45
4.4.8 Comparacion entre el método RDSE y RDSDE. ..., 46

5. RESULTADOS. ... .ottt n e r e e 47

5.1 Sintesis de Carbon Activo Magnético (CAM). .....cooiiiiiiiiiiiiiiieeee e 47
5.1.1 Obtencion de carbon activo a partir de semilla de palta...........ccooveviniiicnicis 47
5.1.2 Modificacion magnética del carbon activado. ...........cvvvviiiiieniiieiec e 47



5.2 Caracterizacion de sorbentes (CA Y CAM).....ocoiiiiiiiiiiiisee e 48

5.2.1 Espectroscopia FT-IR con un accesorio ATR. .......cccccoviiiiiiienniceeseee e 48
5.2.2 Scanning Electron Microscope - Energy DiSpersive X-ray.........cccccoeveerieereesiensineeieeneens 49
5.2.3 Vibrating-Sample Magnetometer (VSM). ......cooviieiiiirieieseeseseeeese e 54
5.2.4 Isotermas de adsorcion y desorcion de NitrOZEN0. ........eeveereerieriieeiieesieesee e 55

5.3 Desarrollo metodoldgico para la determinacion de Contaminantes Emergentes en muestras

101101 PP 57
5.3.1 Optimizacién GC-MS para la determinacion de CES en agua. .........cccoceeveriieniisiieennens 57
5.3.2 Optimizacién del método RDSDE para muestras acuosas dopadas con CEs. ................. 59
5.3.3 Optimizacién método RDSE para extraer CEs en muestras acuosas. ........cccoeververiveenneans 63
5.3.4 Validacion metodologia RDSDE/GC-MS para determinar CEs en muestras acuosas. .... 67

5.3.5 Comparacion respecto a eficiencia de los métodos optimizados para extraer CEs en

INTUESITAS ACUOSAS. .vvvrrrrunseerereessssnseeesseesssssseasssrsssssassarsseressssssseseesseessssssseeeterssssssseeeseressrnnns 71

5.3.6 Comparacion Cinética de los métodos RDSDE y RDSE para extraer CEs en muestras

ACULOSAS. .rtrteeturreeesasrneeesaureeeesassaeeesssseeeesaaEee e e e sabe e e e e 4aE e e e e e oA R e e e e e aR R R e e e e eR R R e e e e eR R R e e e e e Rne e e e e Eneeeearreeeennn 73
5.4 Desarrollo metodolégico para la determinacion de florfenicol en plasma de cerdo. .............. 75
5.4.1 Optimizaciéon UHPLC-DAD para determinar florfenicol en plasma de cerdo. ............... 75



5.4.2 Optimizacion del método RDSDE para muestras de plasma de cerdo dopadas con

010 £ 05 (o) ) R 76

5.4.3 Optimizacion método RDSE para extraer Florfenicol en plasma de cerdo...........cccoue... 83

5.4.4 Validacién metodologia RDSDE/UHPLC-DAD para determinar florfenicol en plasma de

5.4.5 Comparacion respecto a eficiencia de los métodos optimizados para extraer florfenicol en

PlaSMa A€ COTAO. ...ttt b bbb nbe e e en e 92

5.4.6 Comparacion Cinética de los métodos RDSDE y RDSE para extraer florfenicol en

PlaSMa A€ COTAO. ...ttt b bbb nbe e e en e 93
6. CONCLUSIONES ... .ottt b bbbttt ne e se e 98
7. BIBLIOGRAFTA. .....c.oooooiiiiiiiiiscis s 100



INDICE DE ESQUEMAS

Esquema 1. Resumen de los mecanismos propuestos para la adsorcion de contaminantes organicos

en biocarbon y carbOn activado [42]. .......cov oo 27
Esquema 2. Métodos RDSDE Y RDSE. ..........ccuiiiiiiiieinieisieesie et 29
Esquema 3. Procedimiento de sintesis carbon activo magnético [47].......cccovvrviniiniincineeene 39

Esquema 4. Procedimiento de RDSE con carbon activado. 1) Ensamblaje del disco (a. Camisa de
tefldn, 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) Desorcion
de 10S @NANIEOS [D0]. ...vveeertitiite et 41
Esquema 5. Procedimiento de RDSDE con carbon activado magnético. 1) disco rotatorio con barra
magnética con fase de CAM, 2) Agitacion a 2000 rpm y extraccion dispersiva de los analitos desde

la muestra acuosa, 3) Detencidn del disco, captacién del sorbente apoyado de un iman de neodimio

y descarte del sobrenadante 4) Desorcion de 10S analitos. ...........ccccevvererieiieiisicie s 42
Esquema 6. Metodologia RDSDE optimizada para determinar CES en muestras acuosas. .............. 63
Esquema 7. Método RDSE Optimizado para determinar CES en muestras acuosas...........c.coceeveenne. 67
Esquema 8. Métodos RDSDE y RDSE optimizados para extraer CES en muestras acuosas............ 71
Esquema 9. Método RDSDE Optimizado para determinar florfenicol en plasma de cerdo. ............ 83
Esquema 10. Método RDSE Optimizado para determinar florfenicol en plasma de cerdo. ............. 86

Esquema 11. Métodos RDSDE y RDSE optimizados para extraer florfenicol en plasma de cerdo. 92

10



INDICE DE FIGURAS

Figura 1. Proceso RDSE 1) Matraz de muestreo 2) Muestra 3) Fase de sorcion inmovilizada 4)

Dispositivo de disco rotatorio magnético 5) Agitadores magnéticos [7]. .....ccccevveveeieerievieeresieeneene. 21
Figura 2.Clasificacion de Contaminantes EMErgeNtES. .......coucerurerirerirerieerieesisie s 23
Figura 3. Sorbentes sintéticos utilizados en RDSE. a) S-DVB; b) HLB (OASISTM)...cccovvvervrieininne. 24

Figura 4. Etapas de la sintesis del carbén activo a) Molienda b) Activacién c) Pirdlisis d) Lavado. 38

Figura 5. Carbon activado CrUAO. ........cccuciieii ettt s re e ras 47
Figura 6. Espectro ATR-FTIR de CAY CAM. ..ot 48
Figura 7. Imégenes SEM del CA amplificada X400, X800, X3000 y X6000. ...........c.ccoovrerrrrerrreen. 50
Figura 8. Imagenes SEM-EDX del CA (X800;10 KEV).....covcieiiiiieiiieiee e 51
Figura 9. Iméagenes SEM del CAM amplificadas X200, X 4000, X 18000 y X30000. .................... 52
Figura 10. Imégenes SEM-EDX del CAM (X15000; 10 KEV). ...ccoovieirriciiiireeinsceeseeeennes 53
Figura 11. Curva de hiSteresis del CAM. ........couiiiiiiie e 54
Figura 12. Isotermas de adsorcion y desorcion de Nadel CA. ... 55
Figura 13.Isotermas de adsorcién y desorcion de No del CAM. ......cocooviviiiiicic s 56
Figura 14. Cromatograma estandar de los CEs en estudio a1 mg/L. .....c.ccccoovevivviiiievincccceenee, 58

Figura 15. Cromatograma TIC y iones m/z utilizados para cuantificar IBU, 10HIBU, TCS y BPA.

........................................................................................................................................................... 59
Figura 16. Optimizacién cantidad sorbente CAM en RDSDE (CES). ......covveieeiieenenenenieieeenens 60
Figura 17. Optimizacién tiempo de extraccion en RDSDE (CES). .....cccvvvvieierieiiiiesenenesieieeenens 60
Figura 18. Optimizacion solvente desorcion en RDSDE (CES).......cccovereinninneneiseesieesienesens 61

11



Figura 19. Optimizacion tiempo desorcion en RDSDE (CES). .....coovviiirenieiine e 62

Figura 20. Optimizacion pH N RDSDE (CES)......ccccouiiiriinieirieisiesesie st 62
Figura 21. Optimizacién cantidad de sorbente CA en RDSE (CES). ....ccocevvvveieve e 64
Figura 22. Optimizacién tiempo de extraccién en RDSE (CES). ......ccccovvvveveiieie e 65
Figura 23. Optimizacion solvente de desorcion en RDSE (CES).......cccocevvirrinnineenieesieesieesens 65
Figura 24. Optimizacion tiempo de desorcion en RDSE (CES). ...c..ccoovverrennenneneesieesieese s 66

Figura 25. Recuperaciones de los analitos IBU, 10HIBU, TCS y BPA de los métodos RDSE y
RDSDE optimizados y RDSDE utilizando magnetita como SOrbente. ...........ccccevvvevvevevieeiese e, 72
Figura 26. Comparacion cinética en la extraccion de CEs en RDSDE y RDSE para IBU. .............. 73

Figura 27. Comparacion cinética en la extraccion de CEs en RDSDE y RDSE para 10HIBU. ...... 74

Figura 28. Comparacion cinética en la extraccion de CEs en RDSDE y RDSE para TCS............... 74
Figura 29. Comparacion cinética en la extraccion de CEs en RDSDE y RDSE para BPA. ............. 75
Figura 30. Cromatograma estandar de florfenicol a5 mg/L. ........ccccocvviiiiiiiicic s, 76
Figura 31. Curva de calibracion estandar de florfenicol (0,25-20 M@/L)......cccovvvireennininiiiienne 77
Figura 32. Optimizacion volumen de medio dispersante en RDSDE (FF en plasma). ...........c.c....... 78
Figura 33. Optimizacién pH de extraccion en RDSDE (FF en plasma). ........cccccvveevieveieciesecnee. 79
Figura 34. Distribucion microespecies de florfenicol respecto al pH del medio acuoso. ................. 79
Figura 35. Optimizacion tiempo de extraccion en RDSDE (FF en plasma). ......c.cocevvvivercieieniene. 80
Figura 36. Optimizacion cantidad de sorbente CAM en RDSDE (FF en plasma)..........cc.cccceevnene. 80
Figura 37. Optimizacion solvente de desorcion en RDSDE (FF en plasma). ........cccccvcvverenieveinnnens 81
Figura 38. Optimizacién tiempo de desorcion en RDSDE (FF en plasma). .......c.ccoevvvvereriervninanens 82

12



Figura 39. Optimizacion volumen de desorcion en RDSDE (FF en plasma). .........ccccovevveivncinnnnne. 82

Figura 40. Optimizacion cantidad de CA en RDSE (FF en plasma).........cccovirvinnienniencicnenen 83
Figura 41. Optimizacién tiempo de extraccién en RDSE (FF en plasma). ........cccoovevevevveveseenene. 84
Figura 42. Optimizacién solvente de desorcién en RDSE (FF en plasma). .......cccoceccvevevivevienennene. 85
Figura 43. Optimizacion tiempo de desorcion en RDSE (FF en plasma). ........cccocoovvnviineiincnnniene. 85
Figura 44. Cromatograma muestra blanco de plasma de Cerdo...........ccovereiviiniiniininineieceeens 87
Figura 45. Cromatograma de muestra plasma dopada a 0,25 mg/L de florfenicol. .............cccceenie 87
Figura 46. Curva de calibracion estandar de florfenicol (0,25-20 MQ/L)......ccccoeveveevieiein e, 88
Figura 47. Curva de calibracion de florfenicol en plasma de cerdo (0,5-10 mg/L). ....ccccovevvvrvvennnnnn. 89
Figura 48. Curva calibracion de florfenicol en plasma de cerdo (0,25-2,5 Mg/L). ....ccccecvvvrvrenrnne. 89

Figura 49. Comparacion de las recuperaciones absolutas de florfenicol en las metodologias RDSDE
Y RDSE OPLIMIZAUAS. ....eeviieciie ettt s st e e s beete e besreestesbeennesbesteenrens 93
Figura 50. Comparacion Cinética de los métodos RDSDE y RDSE para extraer Florfenicol en

PIASMA U8 CEIUOD. ...ttt bbbttt b bbb et 94

Figura 51. Dispositivos de microextraccion a) Fase confinada (RDSE) b) Fase dispersiva (RDSDE).

13



INDICE DE TABLAS

Tabla 1. Algunas técnicas de microextraccion (con fecha de su primera publicacién). 20
Tabla 2. Metodologias que utilizan RDSE con sus respectivas condiciones optimizadas [7]. 22
Tabla 3. Procedimiento de sintesis del carbén activo magnético [45]. 28
Tabla 4. Caracteristicas fisicoquimicas de analitos en estudio (Chemicalize). 30

Tabla 5. Condiciones de co-precipitacion para la sintesis de CAM y cantidad de producto obtenido.

47
Tabla 6. Composicion elemental superficial del CA y CAM sintetizado. 53
Tabla 7. Area superficial volumen y tamafio promedio de poro de CA'y CAM. 56
Tabla 8. Parametros 6ptimos GC-MS para determinar CEs. 57
Tabla 9. Tiempos de retencién y iones m/z para la cuantificacién y cualificacion de los CEs en
estudio. 58
Tabla 10. Resultados linealidad del sistema GC-MS de los CEs en estudio. 67
Tabla 11. Resultados linealidad del método RDSDE/GC-MS para los CEs en estudio. 68
Tabla 12. Resultados limites de deteccion y cuantificacion de los CEs en estudio. 68
Tabla 13. Resultados de precision de la metodologia RDSDE/GC-MS para determinar CEs. 69
Tabla 14. Resultados de precision intermedia (3 dias) de la métodologia RDSDE/GC-MS para
determinar CEs. 69

Tabla 15. Resultados de exactitud del método RDSDE/GC-MS para la determinacién de CEs___ 70
Tabla 16. Condiciones 6ptimas UHPLC-DAD para la determinacion de florfenicol en plasma de

cerdo. 76

14



Tabla 17. Condiciones preliminares en RDSDE para extraer florfenicol en plasma de cerdo. 77
Tabla 18. Resultados de precision del método RDSDE/UHPLC-DAD en la determinacion de

florfenicol en plasma de cerdo. 90

Tabla 19. Resultados de precision intermedia (3 dias) del método RDSDE/UHPLC-DAD en la

determinacion de florfenicol en plasma de cerdo 90

Tabla 20. Resultados de exactitud del método RDSDE/UHPLC-DAD en la determinacion de

florfenicol en plasma de cerdo. 91

Tabla 21. Resultados de la robustez del método RDSDE/UHPLC-DAD respecto al cambio de lote

del sorbente (CAM). 91

Tabla 22. Resultados de la robustez del método RDSDE/UHPLC-DAD respecto a la integridad de

dilucion. 92

15



*MeCN:
*AcOEt:

*ATR:
*BET:

*BPA:
*PCBs:
*CA:
*CAM:
*CEs:
*UHPLC:

*GC:
*DAD:
*S-DVB:
*EDX:
*MS:
*FF:
*GC:
*10HIBU:
*IBU:
*IBU-Da3;
*LD:
*LC:
*MeOH:
*RDSE:

*RDSDE:

GLOSARIO

Acetonitrilo. *SPME:
Acetato de Etilo. *SBSE:
Attenuated Total Reflectance.  *SBSDME:
Brunauer, Emmett y Teller.. *MSTFA:
Bisfenol-A. *NCM:
Bisfenilos Policlorados. *Raps:
Carbon Activo. *RRer:
Carbdn Activo Magnético. *TCS:
Contaminantes Emergentes. *TCS-Ds:
Cromatografia Liquida a alta *VSM

presion.
Cromatografia Gaseosa.

Detector de Arreglo de Diodos
Copolimero Divinil Benceno.
Energy Dispersive X-ray.
Espectrometro de Masas.
Florfenicol.

Cromatografia de Gases.
1-Hidroxiibuprofeno.
Ibuprofeno.

Ibuprofeno deuterado.

Limite de Deteccion.

Limite de Cuantificacion.
Metanol.

Microextraccién en disco
rotatorio.

Microextraccion dispersiva en
disco rotatorio.

Microextraccion en fase solida.
Microextraccion con barra agitadora
magnética.

Microextraccion sortiva dispersiva en
barra magnética
N-metil-N-(trimetilsilil)-
trifluoroacetamida.

Nivel Curva en Matriz

Recuperacion Absoluta
Recuperacion Relativa.
Triclosan.

Triclosan deuterado.

Vibrating Magnetometer Sample.

16



RESUMEN
En esta investigacion se realizd la magnetizacién de un carbon activado de semilla de palta (CA)
mediante la reaccion de co-precipitacion debido a su simpleza y control de caracteristicas especificas
necesarias para utilizar éste sorbente en microextraccion dispersiva. Se caracterizé el carbén activo
magnético (CAM) mediante Espectroscopia IR, SEM-EDX, VSM y BET, los cuales fueron
comparados con la fase sorbente sin magnetizar. De acuerdo con los resultados de la caracterizacion
se obtuvo exitosamente un carbon activo magnético. EI mapeo SEM-EDX indic6 una distribucion
homogeénea de la magnetita en la superficie del carbon activo, De acuerdo con la curva de histéresis
el carbon activado magnético (CAM) revela un comportamiento caracteristico de un material
ferromagnético blando. Este material present6 un campo coercitivo de 46,5 Oe y una magnetizacién
remanente de 3,8 emu/g, junto con una magnetizacién de saturacion de aproximadamente 40 emu/g.
Mediante el andlisis de las isotermas de adsorcion y desorcién de nitrégeno, se determinaron las
dimensiones superficiales del sorbente, obteniéndose un area superficial especifica de 754 m#/g, un
volumen total de poro de 0,48 cm?/g y un tamafio promedio de poro de 2,55 nm. Para la aplicacion
del CAM se hizo uso de la novedosa tecnologia de microextraccion basada en la extraccion
sortiva/dispersiva en disco rotatorio (RDSDE) la cual fue optimizada y validada para la determinacion
de analitos en dos matrices. La metodologia RDSDE/GC-MS fue optimizada y validada para
determinar los contaminantes emergentes lbuprofeno, 1-Hidroxiibuprofeno, Triclosan y Bisfenol-A
en agua, utilizando 20 mL de muestra y 10 mg de CAM a un tiempo de extraccion de 20 min. Las
recuperaciones relativas se determinaron utilizando un estandar interno, con valores que oscilaron
entre el 71% y el 100%, y desviaciones estandar relativas (%6RSD) entre el 3% y el 7%. Por su parte,
la metodologia RDSDE/UHPLC-DAD fue optimizada y validada para determinar el antibi6tico
Florfenicol en plasma de cerdo, utilizando 500 pL de muestra diluida en 10 mL de agua y 20 mg de
CAM a un tiempo de extraccion de 20 min. La recuperacion absoluta fue de 86 % y se obtuvo un
RSD de 3 %. Se compararon la eficiencia y rapidez de la tecnologia RDSDE con su homologa, la
extraccion por sorcion en disco rotatorio (RDSE), en las matrices correspondientes. La comparacion
cinética entre ambas tecnologias se realiz6 utilizando la misma cantidad de fase sorbente (CAM),
pero confinada en la cavidad del disco en el caso de la tecnologia RDSE. Respecto a los perfiles de
extraccion, el equilibrio se logr6 a los 20 minutos en la modalidad dispersiva en los 5 analitos en
estudio y en la modalidad confinada se alcanz6 después de 18 horas. Respecto a la eficiencia
metodoldgica, se optimizé el método RDSE utilizando CA como fase sorbente. En la metodologia
RDSE/GC-MS el tiempo de extraccion fue de 60 minutos utilizando 20 mL de muestra con 50 mg de
CA obteniendo recuperaciones absolutas semejantes al método RDSDE (65 - 90%). Los resultados

demuestran una gran diferencia en los tiempos de extraccion en todos los analitos en la modalidad
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dispersiva respecto a la confinada, en conjunto de ser mas eficientes como tecnologias de

microextraccion.
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ABSTRACT
In this research, the magnetization of activated carbon derived from avocado seeds (AC) was achieved
through a co-precipitation reaction due to its simplicity and ability to control specific characteristics
necessary for using this sorbent in dispersive microextraction. The magnetic activated carbon (MAC)
was characterized using IR spectroscopy, SEM-EDX, VSM, and BET analyses, which were
compared with the non-magnetized sorbent phase. The characterization results confirmed the
successful synthesis of magnetic activated carbon. SEM-EDX mapping revealed a homogeneous
distribution of magnetite on the activated carbon surface. The hysteresis curve indicated that the
magnetic activated carbon (MAC) exhibits the behavior characteristic of a soft ferromagnetic
material. This material displayed a coercive field of 46.5 Oe, a remanent magnetization of 3.8 emu/g,
and a saturation magnetization of approximately 40 emu/g. Using nitrogen adsorption-desorption
isotherms, the surface dimensions of the sorbent were determined, yielding a specific surface area of
754 m2/g, a total pore volume of 0.48 cm?3/g, and an average pore size of 2.55 nm. For the application
of MAC, the innovative technology of disk-based dispersive sorptive microextraction (RDSDE) was
employed, optimized, and validated for the determination of analytes in two matrices. The
RDSDE/GC-MS methodology was optimized and validated for determining the emerging
contaminants ibuprofen, 1-hydroxyibuprofen, triclosan, and bisphenol-A in water, using 20 mL of
sample and 10 mg of MAC with an extraction time of 20 minutes. Relative recoveries were
determined using an internal standard, with values ranging from 71% to 100% and relative standard
deviations (%RSD) between 3% and 7%. Similarly, the RDSDE/UHPLC-DAD methodology was
optimized and validated for the determination of the antibiotic florfenicol in pig plasma, using 500
uL of sample diluted in 10 mL of water and 20 mg of MAC with an extraction time of 20 minutes.
Absolute recovery was 86%, with an RSD of 3%. The efficiency and speed of the RDSDE technology
were compared with its counterpart, rotating disk sorptive extraction (RDSE), in the corresponding
matrices. A kinetic comparison between the two technologies was conducted using the same amount
of sorbent phase (MAC), which was confined within the disk cavity in the case of RDSE technology.
Regarding extraction profiles, equilibrium was reached at 20 minutes in the dispersive mode for all
five analytes studied, while in the confined mode, equilibrium was achieved after 18 hours. In terms
of methodological efficiency, the RDSE method was optimized using AC as the sorbent phase. In the
RDSE/GC-MS methodology, an extraction time of 60 minutes was used with 20 mL of sample and
50 mg of AC, achieving absolute recoveries like the RDSDE method (65 — 90%). The results
demonstrate a significant difference in extraction times for all analytes between the dispersive and
confined modes, with the dispersive modality being faster and more efficient as a microextraction

technology.
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1. INTRODUCCION

1.1 Antecedentes generales.

Los avances tecnoldgicos en el &mbito cientifico e industrial han generado un auge considerable en
la quimica analitica [1-3], lo que ha generado la necesidad de métodos analiticos de alta calidad que
permitan la deteccion, cuantificacién y seguimiento de compuestos que estén presentes en

concentraciones muy bajas (del orden de pg/L a sub-ng/L) y en diversas matrices complejas.

Actualmente existe instrumentacion de deteccion avanzada como la espectrometria de masas (MS)
en todas sus variantes, que en algunos casos permite la determinacion directa de analitos, sin embargo,
cuando se analizan matrices mas complejas, como aguas residuales (afluentes/efluentes), fluidos
biolégicos o alimentos, la determinacion de analitos se vuelve mas dificil, debido al efecto matriz que
puede afectar tanto los procesos de separacion (extraccion/cromatografia) como la ionizacion y

deteccion instrumental.

En general, cuando los analitos estdn muy diluidos o cuando la matriz en la que estan presentes es
compleja, se requirieren etapas obligatorias de preparacién de muestras. Estas etapas nos permiten
extraer y concentrar el analito antes de la determinacion instrumental, evitando tanto efectos de matriz
elevados como interferencias severas, ademéas de alcanzar la sensibilidad adecuada debido a la

concentracion del analito.

En el caso especifico de la determinacidn de analitos en matrices acuosas ambientales, biolégicas y
alimentarias, la preparacion de muestras mediante técnicas de microextraccion se encuentra en etapa
de desarrollo, compitiendo con tecnologias mas tradicionales (en formatos convencionales) (Tabla

1), como la extraccion liquido-liquido (LLE) y extraccion en fase sélida (SPE).

En ese contexto las tecnologias de microextraccion surgieron como una alternativa atractiva y
ecoeficiente en la preparacion de muestras con el advenimiento de la microextraccion en fase sélida
(SPME) en 1989 [4].

Tabla 1. Algunas técnicas de microextraccion (con fecha de su primera publicacion).

Técnica de Descripcion Referencia

microextraccion

SPME Fibra de silice recubierta con una micro cantidad de [4]

fase sorbente inmovilizada. (1989)
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SBSE Barra de agitacién magnética recubierta con la fase [5]
sorbente. (1999)
RDSE Pequefio disco (1,5 mm de diametro) que tiene [6]

insertada una barra magnética en miniatura. (2009)

La sensibilidad y precision de las metodologias basadas en microextraccién estdn mejorando debido
a la facilidad de preconcentracion y la capacidad de automatizacion que brindan, respectivamente.
Por otro lado, la miniaturizacion y la ecoeficiencia también se han mejorado considerablemente al

utilizar menos espacio y evitar el uso de reactivos tdxicos y altos volimenes de disolventes organicos.

Entre las técnicas de microextraccion, esta la microextraccion por sorcién con disco rotatorio (RDSE)
la cual fue propuesta en 2009 [6] y recientemente revisada considerando todos sus avances y
aplicaciones [7]. Esta innovadora técnica de microextraccion esta basada en el equilibrio en lugar de
involucrar procesos de extraccién exhaustivos (Figura 1), como en SPE. En RDSE dos aspectos son
importantes para favorecer termodindmicamente la recuperacion de la extraccion: i) la constante de
particion del analito entre la fase sorbente y la liquida (muestra) y ii) la cantidad de la fase en el

dispositivo de extraccion [7].

Desde un punto de vista cinético, el paso determinante de la velocidad de extraccién corresponde
cuando el analito cruza la capa limite de agua inmovilizada en la superficie del sorbente. Aunque esta
capa siempre esta presente, se puede adelgazar con una conveccion eficiente, alcanzando el equilibrio

de particién mas rapido.

\

Figura 1. Proceso RDSE 1) Matraz de muestreo 2) Muestra 3) Fase de sorcion inmovilizada 4)
Dispositivo de disco rotatorio magnético 5) Agitadores magnéticos [7].

La técnica RDSE se ha utilizado para determinar una gran variedad de analitos (Tabla 2) en diversas
matrices debido a su versatilidad y rapidez para llegar al equilibrio en extraccion.
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Tabla 2. Metodologias que utilizan RDSE con sus respectivas condiciones optimizadas [7].

Fase Analito Tiempo Volumen Condicion desorcion | Ref.
sorbente extraccion, Muestra, (mL) / Volumen final
(min)
Oasis HLB Florfenicol 90 25 8 mL Acetona, 60 [8]
min/ 2mL
Oasis HLB NSAIDs 90-100 50 5ml MeOH, 10 min/ | [9]
500 uL
Oasis HLB NSAIDS 60 25 5 ml MeOH, 10 min/ | [10]
500 uL
Oasis HLB Hormonas 60 25 4,5 ml MeOH, 15 [11]
min / 100 uL
Oasis HLB | Triclabendazoles 90 40 8 mL Acetona, 60 [12]
min / 2mL
Oasis HLB Pesticidas 50 50 3 mL MeOH, 60 min | [13]
/ 400 uL
Oasis HLB Parabenos 70 20 5mL MeOH, 10 min | [14]
/100 uL
Oasis HLB Ftalatos 90 20 10 mL MeOH, 20 [15]
min /200 uL
Oasis HLB | Contaminantes 60 20 10 mL MeOH, 10 [16]
Emergentes min /120 uL
Oasis HLB Hormonas y 60 20 10 mL AcOEt/100 [17]
Triclosan uL
Oasis HLB Parabenos 70 20 5 mL MeOH, 10 [18]
min/500 uL
S-DVB Antibioticos 90 8 8 mL MeOH, 30 [19]
veterinarios min/2 mL
Corchoy Parabenos 30 25 3 mL NH4OH, 10 [20]
MMT-IL min/3 mL
MMT-IL PCBs 30 5 5 mL MeOH, 10 [21]
min/100 uL
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En el &mbito industrial, por ejemplo, se ha utilizado RDSE para determinar florfenicol en plasma de
cerdo con la finalidad de hacer estudios de farmacocinética del antibidtico [8], destacando su

recuperacion y tiempo de equilibrio en la extraccion.

En el &mbito ambiental se ha utilizado también esta tecnologia de microextraccion para determinar
contaminantes emergentes (CEs) en muestras acuosas, con la finalidad de monitorear estos
compuestos, ya que los tratamientos convencionales solo permiten su remocién parcial,
contaminando finalmente las aguas naturales y el medio ambiente [23]. Los contaminantes
emergentes (CEs) son un grupo de compuestos quimicos no regulados que, tras su uso continuado en
humanos y animales, estan presentes en los seres vivos y en el medio ambiente junto con sus
metabolitos [24-25]. Los contaminantes emergentes se presentan, entre otros, en formulaciones
farmacéuticas, en productos para el cuidado personal, compuestos industriales y comerciales,

formulaciones de pesticidas y hormonas (Figura 2).

En el caso de la extraccién de CEs en RDSE se ha estimado que el proceso de extraccion va de un
rango de 30 a 100 minutos [7]. Si bien los tiempos de extraccion son abordables, es necesario innovar
en tratamientos de muestras mas eficientes y rapidas para aumentar la reproducibilidad en el proceso

de extraccion.

Productos de
cuidado personal

Medicamentos

Ejemplosde i
©0ole ® contaminantes esticidas
0 210 © emergentes
® ®lo »
® 0ole @

Micro plasticos Nanoparticulas

Figura 2.Clasificacion de Contaminantes emergentes.
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1.2 Antecedentes especificos.
1.2.1 Sorbentes utilizados en la microextraccion.

En todos los casos, independientemente del dispositivo de microextraccion, el corazon de todas las
tecnologias de microextraccion esta en la naturaleza de la fase adsorbente.

En el contexto de los adsorbentes sélidos, seglin su origen, se pueden clasificar como adsorbentes
sintéticos o naturales. El cual la mayoria de los adsorbentes sintéticos comerciales estan disponibles
para la extraccion en fase sélida (SPE).

En el caso especifico de RDSE en la extraccion de analitos organicos, se han utilizado sorbentes
sintéticos como por ejemplo el copolimero de divinilbenceno y HLB(Oasistm) (Figura 3) el cual se
han utilizado principalmente por su balance hidrofilico/lipofilico que permite diversas interacciones
de sorcion. Entre ellos, las interacciones hidrofébicas ocurren a través del apilamiento y las

interacciones polares a través de puentes de hidrégeno [26].
a) [ gin —/54 b)

\\
H3C£)§ -m -n
CHjy

Figura 3. Sorbentes sintéticos utilizados en RDSE. a) S-DVB; b) HLB (OASIStw).

Actualmente se estan reivindicando nuevas tendencias en el disefio de sorbentes sélidos considerando
nuevos materiales sintéticos. En este contexto, se han probado micro y nanomateriales, como los
nanotubos de carbono (CNT), el grafeno y los fullerenos con la funcion de aumentar el area superficial
del sorbente [27-28]. Las interacciones a través de electrones deslocalizados son especialmente

importantes para las moléculas que contienen anillos aromaticos [27], como en el caso de los CEs.

Se han descrito algunos problemas [28] con respecto a la obtencién de bajas eficiencias de extraccion
para estos materiales. Ademas, la preparacion de estos materiales es dificil debido a los

procedimientos de sintesis necesarios, tediosos, costosos y perjudiciales para el medio ambiente [28].
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1.2.2 Sorbentes naturales.

Hoy en dia es un desafio en la quimica analitica enfatizar en el uso de procesos analiticos ecoeficientes
0 verdes, manteniendo los parametros de sensibilidad y selectividad de la medicion. Como se
menciono anteriormente, la tecnologia de microextraccion es verde en si misma dada la minimizacién
del consumo de solventes organicos en la etapa de preparacion de la muestra. Sin embargo, se logra
un nivel ain mayor de ecoeficiencia analitica cuando la fase sorbente utilizada es de origen natural;
De esta forma, el uso de materiales naturales estd directamente relacionado con el cambio del
paradigma de los modelos tipicos de produccion (tomar-hacer-desechar) hacia un modelo circular de
reutilizacion de residuos [29].

En este contexto se ha propuesto un nimero significativo de sorbentes organicos de origen vegetal
como materiales ecoeficientes y de bajo costo para tratamiento de agua [30], que permiten la remocion
de metales pesados y contaminantes organicos. Entre ellos, los desechos agricolas y domésticos han
sido de gran interés en estas tecnologias [30] y los principales constituyentes de estos materiales,
como hemicelulosas, lignina, lipidos, proteinas, azlcares simples, agua, hidrocarburos y almiddn,
contienen una variedad de grupos funcionales para la posible adsorcion de diversos contaminantes.
Por ejemplo, la literatura contiene descripciones del uso de diferentes cascaras de frutas como
almendra, avellana, lenteja, granada, patata, arroz, nuez, coco, pomelo, mango, ajo, melon, platano,
naranja y albaricoque [30]. Ademas, algunas semillas, como el cuesco de aceituna [31] y el de palta
[32] y algunas maderas, como el pino [33] y el corcho [34], se han aplicado como adsorbentes para

el tratamiento de aguas.

Estos materiales organicos se pueden utilizar directamente como adsorbentes o realizando

modificaciones fisicas o quimicas sobre ellos [30-35].

1.2.3 Sorbentes naturales modificados.

Se han investigado diversas modificaciones a las fases sorbentes naturales con el fin de mejorar su
efectividad de extraccion. Estas se basan en reacciones conocidas de funcionalizacion (oxidacion
selectiva, esterificacion, reticulacion y copolimerizacion, etc.) que refuerzan el potencial del grupo

funcional y el nimero de sitios activos del material de sorcion [36].

En el caso de tratamiento de aguas un sorbente natural modificado muy utilizado es el biochar [37].
El biochar es el resultado de la pirdlisis (combustion sin presencia de oxigeno) del sorbente natural.
Modificacion que descompone térmicamente el material organico, con la finalidad de expandir su

porosidad y composicién [37].
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Las funcionalidades tipicas presentes en la superficie del biochar incluyen restos de hidroxilo,
carboxilico, lactona, amina y amida, asi como la condensacion aromatica y la aromaticidad, que son
la clave de sus propiedades de adsorcion [37] y la retencién de contaminantes de diferentes
naturalezas que los hacen adsorbentes interesantes para su aplicacion en la microextraccion. Con el
mismo proposito, a partir de estos materiales naturales también se puede generar carbon activado a

un costo significativamente menor que el mismo sustrato comercial.

El proceso de pirdlisis en el rango de temperatura de 300 a 900 °C produce carbén activo con la
porosidad requerida asociada con un alto contenido de carbono. El paso de activacién luego
proporciona un material con un area de superficie mas alta, generando porosidad adicional y permite
el ajuste de la superficie quimica para tener caracteristicas Unicas [38-39]. Aunque un procedimiento
para modificar los adsorbentes naturales, como la pir6lisis o alguna modificacién quimica, tenderia a
reducir la ecoeficiencia de la tecnologia de microextraccion en comparacién con el uso directo de
materiales naturales, la ecoeficiencia general sigue siendo mayor que el uso de materiales poliméricos
sintéticos [40].

El estado del arte en esta materia puede visualizarse como espacios muy amplios donde enfocar

nuevos disefios de fases naturales alternativas para la microextraccion de compuestos organicos.

1.2.4 Carbon activo de semilla de palta como fase adsorbente de CEs.

La semilla de palta es uno de los pocos residuos que se ha propuesto como adsorbente eficaz para el
tratamiento de agua [32-33], especificamente para CEs y compuestos fendlicos. La caracterizacién
de la superficie ha revelado que los carbones activados de semilla de palta tienen superficies
hidrofilicas con grupos predominantemente acidos en su superficie. Los grupos funcionales més
importantes incluyen (i) O-H, probablemente de alcoholes y fenoles, (ii) anillos aromaticos, (iii)C=0,
probablemente de acidos carboxilicos y ésteres y (iv) C-H de compuestos aromaticos y alifaticos.
Estas funcionalidades proporcionan un balance hidrofilico-lipofilico que nos permite suponer que

sera un excelente sorbente en la microextraccion de CEs.

Segun los autores [32], la adsorcién de CEs sobre el carbon activado derivado de las semillas de palta
se produce no so6lo a través de interacciones n-m entre los m-electrones presentes en los anillos
aromaticos de los analitos y los del sorbente, sino también mediante la formacion de un complejo
donante-aceptor entre los aceptores (carbonilos) y los anillos aromaticos que actlan como

electrodonantes [42].
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Esquema 1. Resumen de los mecanismos propuestos para la adsorcion de contaminantes organicos
en biocarbdn y carbén activado [42].

1.2.5 Magnetizacion de carboén activo para lograr procedimientos de microextraccion mas
rapidos.

Para aprovechar al maximo el potencial de las fases sorbentes (a través de su uso directo o de
biocarbén y/o carbén activado preparado a partir del material original), existe una modificacion que
puede mejorar sus caracteristicas en microextraccion, particularmente desde un punto de vista

cinético.

Esta modificacion consiste en la magnetizacién del material mediante técnicas estandarizadas,
utilizando metales de transicion o sus 6xidos transformando el material en un adsorbente magnético
[43]. Debido a la caracteristica magnética adquirida, el sorbente puede dispersarse en la muestra
produciendo una extraccion mucho mas rapida debido al aumento del &rea superficial para luego
atraer el carbon magnético usando un iman [44]. En general, se utiliza la técnica de pirdlisis en
conjunto de la coprecipitacion (Tabla 3) para producir carbdn activo magnético de alta calidad y alto

rendimiento [45].
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Tabla 3. Procedimiento de sintesis del carbén activo magnético [45].

Etapa Descripcién

Proceso quimico y térmico de descomposicion de un material organico a una
1) Pirdlisis temperatura entre 400°C y 800°C en ausencia de oxigeno con presencia de sales

de magnesio, zinc o hierro.

Proceso quimico dénde el carbdn activo se introduce a una solucion de metales
2) Coprecipitacion | ferrosos y sales férricas, donde se forma magnetita (FesOs) y maghemita (y-
Fe,O3) mediante precipitacion en la superficie del carbon activo a pH entre 8 y

14 en un entorno no oxidante.

En esta investigacion de tesis proponemos el desarrollo de un sorbente ecoeficiente para la
microextraccion de compuestos organicos, aprovechando el uso de un residuo natural (semilla de
palta). Residuo que una vez modificado tendra caracteristicas beneficiosas para extraer de forma
eficaz y rapida compuestos organicos (Tabla 4) desde matrices acuosas. Sorbente que serad
implementado en un innovador método de microextraccion “RDSDE” que se propone como una

posible alternativa mas eficiente y rapida que el método convencional RDSE.

1.2.6 Microextraccion Dispersiva Sortiva con barra de agitacion (SBSDME) y con Disco
Rotatorio (RDSDE).

En este contexto y con base en la ingeniosa tecnologia de microextraccion sortiva-dispersiva en barra
agitadora (SBSDME) reportada por Véllez y col. [46] que ha ampliado los beneficios de SBSE, se
implementara una tecnologia equivalente basada en el método RDSE, dado que con el dispositivo
utilizado en SBSE no se puede demostrar cuantitativamente la ventaja cinética que provee la

modalidad dispersiva en estas técnicas.

Este nuevo método a diferencia del convencional RDSE el sorbente no se ubicara dentro del disco
por lo que no se inmoviliza permanentemente. En este modo, el sorbente magnético permanecera
inmovilizado en el disco antes de la extraccion por las fuerzas magnéticas ejercidas por el iman
insertado en el disco. Sin embargo, cuando el disco gira en contacto con la muestra, el sorbente se
desprende del disco magnetizado a altas velocidades de rotacion por la fuerza centrifuga, produciendo
la extraccion en modo dispersivo. Después de un tiempo determinado de extraccion, la velocidad de
rotacion se reduce y el material magnético se inmoviliza nuevamente en la superficie del disco por

fuerza magnética, haciéndolo disponible para la elucién de los analitos.
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Este modo acortaria significativamente el tiempo de microextraccion porque la transferencia de masa

mejora mucho en el modo dispersivo debido al aumento del area superficial del sorbente, alcanzando

mas rapidamente el equilibrio de extraccion. De esta forma, el tiempo de extraccion se reduciria

significativamente en comparacion al método convencional RDSE debido a que el transporte masivo

se ve altamente favorecido en el modo dispersivo. Teniendo en cuenta el acronimo RDSE, el nombre

para esta técnica sera microextraccion dispersiva sortiva de disco rotatorio (RDSDE). Para demostrar

cuantitativamente esta ventaja cinética, se comparara la extraccién en esta modalidad con la

convencional RDSE donde la misma cantidad de fase se va a confinar en la cavidad del dispositivo

(Esquema 2).
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Esquema 2. Métodos RDSDE y RDSE.
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Tabla 4. Caracteristicas fisicoquimicas de analitos en estudio (Chemicalize).

Analitos

PKa

Log P

Estructura

Triclosan
Agente antimicrobiano
incorporado a una gran
variedad a productos de

cuidado personal.

7,68

4,98

Cl OH

Cl Cl

Bisfenol-A
Esteroide sintético que
interfiere en el sistema

endocrino reproductivo de los
peces.

9,78

4,04

Ibuprofeno
Antiinflamatorio
No esteroidal (AINES).

4,85

3,84

£HD
OH

HO

1-Hidroxilbuprofeno
Metabolito del Ibuprofeno.

4,23

2,37

2%H
"

2%

“HO

Florfenicol
Antibidtico sintético de
amplio espectro

10,68

0,67




2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS.

2.1 Hipotesis.

“La técnica analitica de microextraccion dispersiva sortiva de disco rotatorio RDSDE es mas eficiente

y répida que la microextraccion con disco rotatorio convencional RDSE para extraer analitos desde

muestras acuosas”

2.2 Objetivos Generales.

Desarrollar metodologias analiticas basadas en RDSDE para la extraccién de analitos desde muestras

acuosas.

La primera metodologia tendrd un enfoque ambiental, donde se realizard la extraccion de
contaminantes emergentes (CEs) presentes en aguas y su posterior cuantificacion mediante
cromatografia de gases acoplado con espectrometria de masas (GC-MS) con la finalidad de
monitorear estos compuestos.

La segunda metodologia analitica tendra un enfoque de la industria farmaco-veterinaria, donde se
realizara la extraccion del antibiético florfenicol (FF) en plasma de cerdo y su posterior
cuantificacion mediante cromatografia liquida de ultra alta presion acoplado a detector arreglo de

diodos (UHPLC-DAD) para hacer estudios de farmacocinética del antibi6tico.

En ambos casos se cuantificaran mediante los perfiles de extraccion, la ventaja cinética de los métodos

dispersivos frente a la metodologia tradicional RDSE.

2.3 Objetivos Especificos.

Sintetizar y caracterizar carbdn activo magnético con el objetivo de adaptar el sorbente para su

aplicacién en RDSDE.
Optimizar la metodologia GC-MS para cuantificar CEs en muestras acuosas.
Optimizar el método RDSDE para extraer CES en muestras acuosas.

Validar el método analitico de RDSDE en matrices acuosas enriquecidas con CEs, determinando

las propiedades analiticas del método.

Optimizar la metodologia UHPLC-DAD para cuantificar Florfenicol en muestras de plasma de

cerdo.

Optimizar el método RDSDE para extraer Florfenicol en plasma de cerdo.
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» Validar el método analitico de RDSDE en plasma de cerdo enriquecido con Florfenicol,

determinando las propiedades analiticas del método.

» Comparar la efectividad y rapidez entre el método RDSDE y microextraccion por sorcién con
disco rotatorio (RDSE) en la extraccion de analitos desde fase acuosa.
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3. MATERIALES, REACTIVOS Y EQUIPOS.

3.1 Reactivos.

FeCl2-4H-0O Sigma-Aldrich 99%.

FeCls-6H20 Sigma-Aldrich 98-102%.

HCI fumante MERCK de calidad p.a. al 37%.

ZnCl. Sigma-Aldrich 98%.

Etilendiamina. Sigma-Aldrich 99%.

Nitroégeno extra puro > 99,995% (Linde).

Helio extra puro > 99,9999%

Acido fosforico, grado técnico.

Fosfato monopotasico, grado técnico.

Fosfato dipotasico, grado técnico.

Acido acético, grado técnico.

Acetato de amonio, grado técnico.

Acetonitrilo, grado HPLC.

Etanol anhidro, 99,5 %.

Metanol, grado HPLC.

Acetona, grado HPLC.

Agua desionizada obtenida de un equipo Millipak ® Express 20 Filter (Merck).
N-metil-N-trimetilsilil-trifluoro-acetamida (MSTFA, Merck)
Estandar Florfenicol, grado analitico (Sigma-Aldrich).

Estandar Ibuprofeno, grado analitico (Sigma-Aldrich).
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Estandar 1-Hidroxi Ibuprofeno, grado analitico (Sigma-Aldrich).
Estandar Bisfenol-A, grado analitico (Sigma-Aldrich).

Estandar Triclosan, grado analitico (Sigma-Aldrich).

Estandar Triclosan Deuterado. (Merck)

Estandar Ibuprofeno Deuterado. (Merck)

3.2 Materiales.

Columna UHPLC, XB-C18 (100 mm x 4,6 mm x 5 um).
Columna cromatogréfica capilar RTX-5MS (30 mx 0,25 mm x 0,25um)
Filtros de jeringa PVDF de 0,22 um.

Disco de tefldén con barra magnética (1,5 cm de didmetro).

Disco de teflén con camisa y cavidad con barra magnética (1,5 cm de diametro).

Botellas Schott de vidrio de 250, 500 y 1000 mL.
Viales de vidrio &mbar de 20 mL.

Semillas de palta Hass (Mercado, Chile).
Matraces aforados de vidrio de 2, 5y 10 mL color ambar, clase A.
Espatulas de diferentes tamafios y capacidades.
Pipeta automaética de 20-100 uL y 100-1000 pL.
Puntas de 200 y 1000 pL.

Vasos precipitados 500 y 1000 mL

Viales ambar de 2,0 mL con septa ranurada.
Jeringas desechables de 3y 5 mL.

Pipetas Pasteur (Hirschmann ®).

Matraz Kitasato y embudo Blichner.
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Ependorf de 1,5 mL.

Insertos vidrio 250 pL.

Iméan de neodimio de 5000 Gauss.
Hélices de doble anillo de silice.

Tubos ranurados de vidrio 10 mL.
Balon de vidrio desmontable de 5 bocas.

Crisoles de porcelana.

3.3 Equipos laboratorio.

Incubadora con agitacion orbital. New Brunswick Scientific, Model classic C24.

Mufla Heraeus Termicom P.

Agitador Mecénico Modelo Heidolph RZR 2050 Electronic.
Placa calefactora Modelo Heidolph MR 3002.

Termdmetro digital. Traceable VWR. 50-260°C

Tamices.

Balanza analitica de precision de 0,1 mg.

Bafo de ultrasonido.

Bafio termorregulado.

Agitador de tubos Multi Reax.

Microcentrifuga modelo M-6 Boe 8074100 MundoLab.

Evaporador Biotage VWR.

Espectrometro 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.
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» Equipo de Cromatografia UHPLC acoplado a detector UV-Visible con arreglo de diodos.
(Vanquish, Thermo Scientific).

» Equipo de Cromatografia GC acoplado a un detector de espectrometro de masas (MS) con
analizador de cuadrupolo (Thermo Fisher Scientific 1SQ).

36



4. METODOLOGIA.

4.1 Analitos y sorbentes seleccionados.

Los analitos seleccionados son compuestos de diferentes polaridades tales como triclosan (TCS),
Bisfenol-A (BPA), Ibuprofeno (IBU) y su metabolito 1-Hidroxi Ibuprofeno (1-1BU) los cuales seran
determinados simultaneamente en matriz acuosay el Florfenicol (FF) que ser& determinado en plasma
de cerdo (Tabla 4). En cuanto al sorbente, se ha seleccionado el carbon activo de semilla de palta
como materia prima para el disefio de la fase sorbente magnética debido a su eficiencia en la
extraccion de contaminantes emergentes y compuestos fenélicos [32-33].

4.2 Sintesis de Carbon Activo Magnético (CAM).
4.2.1 Obtencion de carbdn activo a partir de semilla de palta.

Inicialmente la semilla de palta se molié a granel y se dejé en un horno a 80°C durante 3 dias para
eliminar el agua. Para la activacién se triturd la semilla de palta seca en un mortero y se vertio en
crisoles (5 gr c/u). Se vertio a cada crisol 20 mL de una solucion al 20% de ZnCl. y se colocaron en
una incubadora con agitador orbital en el rango de 150-170 rpm a 60°C hasta sequedad y se almacend

en un horno a 40 °C.

Para la pirdlisis de la fase natural se utilizé un horno de mufla donde se calibré el programa de
temperatura el dia anterior. Primeramente, se colocaron los crisoles tapados en la mufla y se purgd
con nitrégeno durante 20 minutos. Posteriormente se encendi6 la mufla con una temperatura inicial
de 25°C, con una rampa de temperatura de 10 °C/min hasta 600 °C y se mantuvo esta temperatura
durante 30 minutos. Finalmente se dejé enfriar hasta 200 °C en el horno y se colocé en una cdmara

de vacio.

Para la limpieza del carb6n activado obtenido éste se vertio en un vaso precipitado con agua destilada
y se agito durante 1 hora para facilitar su trituracién en mortero. Posteriormente se filtré al vacio y se
dejo secar a 60°C durante 15 min. Se vertio el carbon activo en 500 mL de una solucién de 5 M de
HCl y se dejo6 agitando durante un dia. Concurrido el tiempo de lavado, se filtro el carbon activo al
vacio y se lavé exhaustivamente con agua destilada hasta que el pH del agua residual sea cercano a 6

y se colocd en el horno a 40 °C para mantener seco (Figura 4).
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Figura 4. Etapas de la sintesis del carbon activo a) Molienda b) Activacién c) Pirdélisis d) Lavado.

4.2.2 Modificacion magnética del carbdn activado.

El carbén activado se modificé magnéticamente mediante la reaccién de co-precipitacion de la
magnetita [47-49].

En la reaccion se utilizaron las sales de hierro FeCls;:6H.O y FeCl2'4H.O (10,8 y 4,0 gr
respectivamente), estas se disolvieron en 200 mL de agua ultrapura facilitado ultrasonicamente junto
con 2,0 g del carbdn activo, con un tamafio de particula 38-75um tamizado previamente.

La solucion se vertié en un balén desmontable de 3 bocas equipado con un agitador mecanico con
hélices de silica con doble anillo, un condensador de reflujo, termometro digital, entrada de nitrégeno
y un embudo de adicion. Inicialmente se agita a 300 rpm mientras se calienta la solucién a unos 75°C,
se adicionan gota a gota 20 mL de etilendiamina y enseguida se aumenta la agitacién en 500 rpm a
75°C durante 2 horas.

Terminada la reaccion el CAM se separ6 del medio mediante aplicacion de un campo magnético
externo generado por un iman de neodimio de 5000 gauss (Esquema 3) y se lavé con agua destilada
y metanol. Finalmente, el sorbente magnetizado se sec6 en un horno a 70°C durante 8 horas.
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Esquema 3. Procedimiento de sintesis carbon activo magnético [47].

4.3 Caracterizacion de sorbentes (CAy CAM).
4.3.1 Espectroscopia FTIR-ATR.

Los espectros infrarrojos fueron determinados mediante un espectrofotometro FTIR Thermo
scientific Nicolet 1S5, ID7-ATR. Los espectros fueron monitoreados a través del software
Thermo/Essential FTIR.

4.3.2 Vibrating-Sample Magnetometer (VSM).

La curva de magnetismo de la muestra de CAM fue obtenida con un magnetémetro de muestra
vibrante (VSM) Cryogenic, miniVSM, mediante la obtencion de las curvas de histéresis considerando
la aplicacion de un campo magnético entre -15000 y 15000 Oe que fueron estandarizadas con el peso
de cada muestra. Previamente, la muestra se mantuvo seca y se pesé en una balanza analitica, dado

gue las curvas de histéresis se estandarizan en funcion de la masa considerada.

4.3.3 Scanning Electron Microscope - Energy Dispersive X-ray (SEM-EDX).

La composicion y morfologia del CAM fueron realizados utilizando el anélisis de rayos X de
dispersion de energia (EDX) adjunto con un microscopio electrénico de barrido FEI modelo Inspect
F50. Se obtuvo el patrén de difraccién (EDX) del CAM utilizando un difractdmetro de rayos X Bruker
modelo Compact Qq TOF Bench-top con una radiacion de 10 keV.
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4.3.4 Isotermas de adsorcién de nitrdgeno.

La distribucion del tamafio de poro y el area de superficie especifica se determinaron mediante
adsorcion de nitrdgeno a 77K en un analizador de sorcion de gas, cuantificando el area de superficie,

volumen y tamarfio de poro mediante el método Brunauer-Emmett-Teller (BET).

4.4 Optimizaciones Cromatogréaficas (GC-MS y UHPLC-DAD).

Las optimizaciones cromatograficas se realizaron con la finalidad de obtener la mejor eficiencia en

la separacion cromatogréfica y mayor sensibilidad instrumental.

4.4.1 Optimizacion cromatogréafica por GC-MS.

Los analitos TCS, BFA, IBU y 1-1BU se determinaron mediante GC-MS en un cromatégrafo de gases
Thermo Scientific TRACE 1300 (Milén, Italia) acoplado a un detector selectivo de masas Thermo
Fisher Scientific 1SQ (Austin, TX, Estados Unidos) para las determinaciones de GC-MS. Se utiliz6
una columna cromatogréfica RTX-5MS (30 mx 0,25 mm x 0,25 pm).

En primera instancia se prepararon estandares concentrados para cada uno de los analitos y a partir
de estas soluciones, se prepard por dilucion un multiestandar de 0,5 mg/L de I1BU;10H-IBU y un
multiestdndar de 5 mg/L de TCS y BPA. Se prepar6 un estandar subrogante de ibuprofeno (IBU-D5)
en una concentracion de 2 mg/L y un estandar subrogante de triclosan (TCS-Ds) a una concentracion
de 0,7 mg/L.

Para la derivatizacion de los analitos, se afiadié 100 pL en un vial de 10 mL de un multiestandar de
IBU, 10H-I1BU, TCS y BPA a una concentraciéon de 1,0 mg/L y se evaporé a sequedad bajo una
corriente de N,. Luego, se afiadié 50 uL de MSTFA (agente derivatizante) junto a 50 pL de AcOEt,
se agito previamente en vortex y se colocaron los viales en una placa derivatizante a 60°C durante 20

minutos.

4.4.2 Optimizacion cromatogréafica por UHPLC-DAD.

El analito florfenicol (FF) se determiné mediante UHPLC-DAD en un cromatdgrafo liquido de alta
resolucion Thermo Scientific Vanquish Flex (Alemania) acoplado a un detector de arreglo de diodos
FG Thermo Scientific Vanquish (Alemania) para las determinaciones UHPLC-DAD. Se utiliz6 una

columna cromatografica XB-C18 (100 mm x 4,6 mm x 5 um).

Se prepar6 una estandar de FF a una concentracion de 2000 mg/L, para aquello se pesé en una balanza
analitica aproximadamente 20 mg del estandar, se llevo a un matraz aforado de 10 mL y se afor6 con

acetonitrilo, se homogeneizd y almacend en un tubo falcén de 15 mL a -20°C.
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A partir del estandar de 2000 mg/L se prepar6 un estandar intermedio de florfenicol de 50 mg/L y 5

mg/L.

4.5 Optimizacion de los métodos RDSE para muestras dopadas con los analitos en estudio.

El método RDSE consiste en 3 etapas: Inicialmente se realizé el acondicionamiento del disco con el
CA, en un vial de vidrio con 5 mL de AcOEt, 5 mL de MeOH y 5 mL de agua desionizada durante 5
min. Posterior a la etapa de acondicionamiento se adiciond la muestra acuosa al vial y se realiza la
extraccion. Finalizado el proceso de extraccién el disco se cambia de vial y se realiza la desorcion
con el solvente adecuado (Esquema 4). Se realiz6 la optimizacion univariable de los factores: Tiempo
de extraccién, cantidad de sorbente, tiempo de desorcién, solvente de desorcién y respecto al

porcentaje de recuperacion de los analitos.
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Esquema 4. 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) Desorcion
de los analitos [50].

4.6 Optimizacidon de los métodos RDSDE para muestras dopadas con los analitos en estudio.

El método RDSDE consiste en 2 etapas: Inicialmente se vertid la fase sorbente CAM al vial con el
disco, seguidamente se adiciond la muestra acuosa al vial y se realiza la extraccion a 2000 rpm.
Posterior al proceso de extraccion se capta el sorbente junto con el disco mediante un iman de
neodimio, se descarta el sobrenadante y se agrega el solvente orgéanico para realizar la desorcion

(Esquema 5).

Se realiz6 la optimizacion univariable de los factores: Tiempo de extraccion, cantidad de sorbente,
tiempo de desorcion, solvente de desorcién y pH respecto al porcentaje de recuperacion de los

analitos.
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Esquema 5. Procedimiento de RDSDE con carbdn activado magnético. 1) disco rotatorio con barra
magnética con fase de CAM, 2) Agitacion a 2000 rpm y extraccion dispersiva de los analitos desde
la muestra acuosa, 3) Detencion del disco, captacion del sorbente apoyado de un iman de neodimio y
descarte del sobrenadante 4) Desorcién de los analitos.

4.7 Validacién de los métodos RDSDE optimizados.

Mediante el andlisis de muestras blanco-reales enriquecidas con concentraciones conocidas de
analitos, se determind las caracteristicas analiticas de cada método, incluyendo la selectividad,
exactitud (recuperacion), precision (repetibilidad y reproducibilidad), y limites de deteccion y

cuantificacion de los métodos propuestos.

4.7.1 Selectividad.
Este parametro expresa la capacidad del método bio-analitico para medir y diferenciar entre el analito
de interés y otros componentes enddgenos o metabolitos secundarios del medicamento que podrian

estar presentes en la muestra.

4.7.1.1 Selectividad en la determinacién de Florfenicol en plasma de cerdo.
Para determinar la selectividad del método se midio 10 fuentes individuales de plasma blanco (By)
junto a un fortificado a nivel del limite inferior (Afi) de cuantificacion (0,25 mg/L) en triplicado. Se

realizé la razon de sus areas para determinar la selectividad acorde a la Ecuacion 1.

Area Bp

——100% < 20% (1
Area Af; ’ o)
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4.7.2 Linealidad del sistema: Curva de estandares.

Este parametro expresa la capacidad del sistema (detector, inyector, etc.) de entregar una sefial (area
del peak) que sea directamente proporcional a la concentracion del analito dentro de un rango
determinado. Para determinar la linealidad del sistema se realiz6 una curva de calibracion estandar
en el rango de concentraciones a estudiar en triplicado en cada nivel de concentracion. Para la gréfica

de cada una de las rectas, se utilizé el promedio de las 3 inyecciones por nivel de concentracion.

4.7.2.1 Curva de calibracion estandar de Florfenicol.

La curva estandar de FF se realizd en las concentraciones de 1,0; 5,0; 10,0; 15y 20 mg/L.

4.7.2.2 Curva de calibracién estandar de CEs.

La curva estandar de IBU y 10H-1BU se realizé en las concentraciones de 0,10; 0,20; 0,50; 1,00 y
1,50 mg/L. La curva estdndar de TCS y BPA en las concentraciones de 1,00; 1,50; 2,00; 2,50; 3,00
mg/L.

4.7.3 Linealidad del método.

Este parametro expresa la linealidad entre la respuesta de la concentracion del analito en presencia de
la matriz en cada una de las concentraciones del rango de linealidad. El rango debe cubrir la

concentracion esperada en las muestras.

Para determinar la linealidad de cada método se realiz6 la inyeccién por triplicado en cada nivel de
concentracion y se grafico el area de la sefial cromatografica vs la concentracion del analito,

determinando la ecuacion de recta y el coeficiente de regresion lineal (R?).

4.7.3.1 Curva de calibracién de Florfenicol en plasma de cerdo.

En cada muestra se utiliz6 500 uL de plasma de cerdo las cuales se enriquecieron en cinco niveles de
concentracion de FF (0,5; 2,5; 5,0; 7,5y 10 mg/L).

4.7.3.2 Curva de calibracion de CEs en agua potable.

En cada muestra se utiliz6 20 mL de agua potable las cuales se enriquecieron en cinco niveles de
concentracion de IBU y 10H-IBU (0,5; 1,0; 2,5; 5,0y 7,5 pg/L); TCS y BPA (5,0; 7,5; 10,0; 12,5;
15;0 pg/L).

4.7.4 Limites de Cuantificacion y Deteccion.

El Limite de Cuantificacion (LC) expresa la menor concentracion del analito presente en la matriz

que puede ser cuantificada con exactitud y precision. El Limite de Deteccion (LD) expresa la menor
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concentracion de analito presente en la matriz que puede ser detectado, pero no necesariamente

cuantificado con exactitud y precision.
4741 LCy LD en la determinacion de Florfenicol en plasma de cerdo.

Para determinar los limites LD y LC se utilizé una curva de calibrado en un rango cercano al limite
de deteccion observable, se disefi6 una curva de calibracion de fortificados en triplicado para un rango
que incluya al menos un punto inferior para el analito que su respectivo rango lineal (0,25; 0,5; 1,0;
1,75; 2,5 mg/L) y se calculd la desviacion estandar residual del intercepto de la curva obtenida
(SDcurva). El Limite de cuantificacion y deteccion en pg/mL se determind acorde a los datos
obtenidos de la curva utilizando las Ecuaciones 2 y 3:

10 - SDcyyrpq 10 - SDcyrva
LC =10- 2)LD = 3,3
Pendiente de la curva( )

3)

Pendiente de la curva

4742 LCy LD en la determinacion de CEs en muestras acuosas.

Los limites LC y LD del método se realiz6 de acuerdo con lo establecido por la IUPAC. Para ello, se
analizaron 10 muestras blanco. El Limite de cuantificacién y de deteccion expresados en pg/L se
determind acorde ecuaciones 4 y 5, donde X;,; y SD;,; corresponden, respectivamente, al promedio y
la desviacion estandar de la respuesta instrumental de los blancos, y m. a la pendiente de la curva

de calibracion del analito a concentraciones bajas.

Xp +3SD Xp; + 108D
p = bl bl 4) C = bt bl
mCS mCS

)

4.7.5 Precision.

Este pardmetro expresa el grado de dispersion de una serie de medidas realizadas en distintas corridas

de muestras bajo las mismas condiciones de operacion.

Para determinar la precision de los métodos se cuantificd en un mismo dia 3 muestras de fortificado
en matriz a un nivel bajo, 3 muestras al nivel medio y 3 a un nivel alto y se calcul6 la desviacion

estandar relativa (RSD) para cada nivel de concentracion (Ecuacion 6).
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(0}
RSD = 3+ 100% (6)

4.7.6 Precision intermedia.

Este parametro expresa el grado de dispersion de una serie de medidas realizadas en distintos sets de
muestras, analizadas en distintas sesiones cromatograficas, en las mismas condiciones de operacion.
Para determinar la precision intermedia se cuantificd 3 muestras de fortificado en matriz a un nivel
bajo, 3 muestras a un nivel intermedio y 3 a un nivel alto en tres dias distintos. Calculando la
desviacidn estandar relativa (RSD) para cada nivel de concentracién entre los 3 dias de mediciones

(Ecuacion 6).

4.7.7 Exactitud.

Este parametro expresa el grado de concordancia entre el valor aceptado como verdadero
(concentracion teorica) y el valor medido experimentalmente (concentracion experimental). La
Exactitud se relaciona con el error sistemético del procedimiento experimental y la recuperacion del

analizo de interés.

4.7.7.1 Exactitud en la determinacion de Florfenicol en plasma de cerdo.

La exactitud del método se determiné en base a la recuperacion absoluta (% Rass) de florfenicol, para
ello se aplicé el método en triplicado al nivel bajo, intermedio y alto de los fortificados en plasma,
determinando el porcentaje de recuperacion en cada nivel, que se calculé realizando la razén entre la
diferencia del Area del fortificado (Ar) y el Area promedio de las muestras blanco (As) con el Area

correspondiente a la concentracion estandar del respectivo fortificado (Ast) (Ecuacion 7).

Ar — Ay
Rabs% = A— 100% (7)

st

4.7.7.2 Exactitud en la determinacion de CEs en muestras acuosas.

La exactitud de este método se determind mediante recuperacion relativa (Rretaiva %) de los analitos
respecto a los estandares subrogantes de ibuprofeno y triclosan. Se aplico el método de extraccion
optimizado y se calcul6 a traves de la razon entre la diferencia entre las areas promedio (n= 6) de

muestras fortificadas al nivel intermedio de la curva en matriz de cada analito, en conjunto con los
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estandares subrogantes de IBU-Ds y TCS-Dsa una concentracion de 5 pg/L (Afs) y el promedio de
muestras blancos (n=10) con muestras fortificadas (n=6) con los respectivos estandares
(multiestandar a concentracion intermedia de los analitos y estdndares subrogantes a una

concentracion 5 pg/L) previo al paso de derivatizacion Asq (Ecuacion 8).

A — A
Rrel% = —22—"2.100% (8)
Astd

4.4.8 Comparacion entre el método RDSE y RDSDE.

La comparacion de las tecnologias de microextraccion se realizé respecto a la eficiencia del método
y la rapidez en la extraccion de los analitos en estudio. Primero se compararon las tecnologias RDSE
y RDSDE utilizando CA y CAM como sorbente, respectivamente, cada una en sus condiciones
Optimas. La comparacion se realiz6 sobre: i) cantidad de pasos; ii) tiempo total en el procedimiento
de microextraccion vy iii) rendimiento del sorbente respecto a la cantidad dptima y la recuperacion
absoluta de los analitos.

Por otra parte, se compard la rapidez y eficiencia de extraccion de las tecnologias de microextraccion
a través de los perfiles de extraccion de los analitos, usando la misma cantidad de sorbente CAM en

ambas tecnologias, confinada en RDSE y dispersa en RDSDE.
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5. RESULTADOS.

5.1 Sintesis de Carbon Activo Magnético (CAM).
5.1.1 Obtencién de carbon activo a partir de semilla de palta.

El carbon activo de palta (CA) es la base para obtener el CAM, donde se espera que se mantengan
las propiedades de adsorcion después de ser magnetizada. El producto crudo del proceso de pir6lisis
se puede apreciar en la Figura 5 el cual se caracteriza por su dureza. Una de las prioridades en esta
investigacion es obtener la mayor cantidad de CA contemplando los procesos de lavados exhaustivos
que se realizan para eliminar los iones Zn*" y H*, lo que provoca una gran pérdida de sorbente. A

consecuencia del proceso de lavado se obtuvieron 7,4 g de CA obteniendo un rendimiento del 18,5%.

Figura 5. Carbén activado crudo.

5.1.2 Modificacién magnética del carbén activado.

La sintesis de CAM se realiz6 mediante la reaccion de co-precipitacion. Las condiciones a la cual se
realizo la reaccion (Velocidad agitacion, temperatura, proporcion estequiométrica de sales de Fe, pH
y tamafio de particula de CA) se realizaron acorde a lo informado por Huang [47] donde se obtuvieron
6,12 g de CAM después del lavado y secado del sorbente (Tabla 5).

Tabla 5. Condiciones de co-precipitacion para la sintesis de CAM y cantidad de producto obtenido.

Velocidad | T°C Fe (1) [M]/ pH Tamafio Cantidad CAM
Muestra de Fe(lll) [M] particula CA, (g) | obtenido,
agitacion, CA, (um) ()
(rpm)
CAM 500 75 1.2 9 75-38 2,0 6,12
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5.2 Caracterizacién de sorbentes (CAy CAM).
5.2.1 Espectroscopia FT-IR con un accesorio ATR.

Los espectros FTIR de CAy CAM se muestran en la Figura 6. Se puede apreciar un pico caracteristico
del Carbon activo de palta en 1556 cm™ lo que corresponde a la vibracion del enlace C=C
provenientes de los grupos aromaticos formados [51-53], donde podemos encontrar esta sefial tanto
en el espectro del CA y CAM sintetizados. Sin embargo, se puede apreciar la aparicion del pico en
540 cm™ en CAM correspondiente a la sefial Fe—O [54] acorde a la presencia de magnetita en la
muestra. Esto nos indicaria preliminarmente la precipitacion de la magnetita en la superficie del CA

sin presenciar una modificacion en los grupos funcionales de su superficie.
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Figura 6. Espectro ATR-FTIR de CAy CAM.
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5.2.2 Scanning Electron Microscope - Energy Dispersive X-ray.

Se emplearon técnicas de microscopia electrénica de barrido (SEM) y con espectroscopia de
dispersién de energia de rayos X (SEM-EDX) para caracterizar el carbén activado (CA) antes y
después de la reaccion de coprecipitacion, con el fin de monitorear los cambios en el tamafio de
particula, la morfologia y la composicién elemental de la superficie. En la Figura 7 se presentan las
imagenes SEM del CA, donde se observé una morfologia rugosa y porosa caracteristica de este tipo
de sorbente [53-54]. En la Figura 8 se obtuvo el mapeo SEM-EDX del CA, donde se destaco una alta
presencia de carbono y oxigeno en la superficie del sorbente.

En cuanto a los resultados SEM del CA magnetizado (CAM) (Figura 9), se mantuvo la morfologia
rugosa y porosa observada en el CA, aungue se aprecié una disminucion de estas caracteristicas
debido a la presencia de magnetita en la superficie. Los tamafios promedio de las particulas oscilan
entre 75 y 38 um, indicando que la distribucion de diametros no vari6 significativamente después de
la magnetizacion, lo que sugiere que las particulas de FesOs formaron agregados de tamafio

nanométrico.

En la Figura 10 se observé un aumento considerable en la presencia de 4&omos de hierro en la
superficie del CA después de la reaccion de coprecipitacién, lo que se relaciond directamente con la
formacion de FesOa. El mapeo SEM-EDX (Figura 10) revel6 que la distribucion de los atomos de
hierro es uniforme, lo que indica una dispersion homogénea de las nanoparticulas de FesOa sobre la

superficie del CA.

Finalmente, la Tabla 6 muestra los cambios en la composicién elemental superficial del CA antes y
después de la magnetizacién, donde se destacd una disminucién en la proporcioén de carbono en el

CAM debido a la incorporacion de FesOa.
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Figura 7. Iméagenes SEM del CA amplificada X400, X800, X3000 y X6000.
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Figura 8. Imagenes SEM-EDX del CA (X800;10 keV).
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Figura 9. Iméagenes SEM del CAM amplificadas X200, X 4000, X 18000 y X30000.
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Figura 10. Iméagenes SEM-EDX del CAM (X15000; 10 KeV).

Tabla 6. Composicion elemental superficial del CA'y CAM sintetizado.

Muestra Carbén (C), Hierro (Fe), Oxigeno (0), Nitrégeno (N),
(%) (%) (%) (%)
CA 60,9 - 28,1 8,7
CAM 30,3 24,9 41,0 3,3

53



5.2.3 Vibrating-Sample Magnetometer (VSM).

Para examinar en mayor profundidad las propiedades magnéticas del CAM, se empled un
magnetémetro de muestra vibrante (VSM). Como se muestra en la Figura 11, la muestra CAM
presentd una fuerte atraccidn magnética, con una saturacion magnética de aproximadamente 40
emu/g. La baja coercitividad, de 46,5 Oe, sugiere que el material se puede magnetizar y desmagnetizar

facilmente mediante campos magnéticos externos.

La magnetizacion obtenida reflejé una notable capacidad de respuesta magnética, lo que indica que
el CAM podria separarse facilmente de una solucién utilizando una fuerza magnética externa.
Ademas, su remanencia dio un valor de 3,8 emu/g, lo que evidencia un comportamiento
ferromagnético blando. Por lo tanto, se determiné que el CAM fue sintetizado exitosamente, logrando
propiedades magnéticas similares a las reportadas por la literatura [55-57], propiedades que

permitirdn su recuperacién del medio acuoso tras aplicar un campo magnético.
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Figura 11. Curva de histéresis del CAM.
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5.2.4 Isotermas de adsorcién y desorcién de nitrégeno.

Para caracterizar las dimensiones superficiales de los sorbentes CA y CAM, se realizaron isotermas
de adsorcion y desorcion de Na. Las isotermas de Nz para el CA (Figura 12) muestran un
comportamiento tipo I, asociado con sélidos microporosos que poseen superficies externas
relativamente pequefias, como el carbon activado, las zeolitas moleculares y ciertos tipos de 6xidos.
En cuanto a las isotermas del CAM (Figura 13), estas muestran un comportamiento tipo Il. Este tipo
de isoterma representa un proceso de adsorcion de monocapa y multicapa, donde se observa la
formacion completa de una monocapa y el inicio de la adsorcién en maltiples capas [58-59].

—j— 002-824 : CA Paita 600C Z20 : Adsorption
—— 002-824 : CA Palta 600C Z20 : Desorption

Quartity Adsarbed (mmalig)
N

LI B B B e B B e B S B N e B e e
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Relative Pressure (p/p”)

Figura 12. Isotermas de adsorcion y desorcion de N2 del CA.
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Figura 13.Isotermas de adsorcién y desorcion de N2 del CAM.

En la Tabla 7 se detallan las dimensiones superficiales de las muestras en estudio. Los resultados del

analisis BET de las isotermas revelan una reduccion en el area superficial del CAM en comparacion

con la materia prima CA. Esto es coherente con los reportes previos en la literatura [48-49], que

indican una disminucion de aproximadamente la mitad en el &rea superficial de los carbones activados

tras su magnetizacion mediante coprecipitacion. Este fenémeno se atribuye a la adsorcion y formacién

de magnetita en los poros del CA, lo cual también explica la disminucion del volumen promedio de

los poros en el CAM.

En cuanto al tamafio promedio de los poros, ambos sorbentes presentan tamafios en el rango de

microporos. Aunque la reduccién en el area superficial y el volumen de poro debido al bloqueo por

FesOa podria disminuir la capacidad de adsorcion del sorbente magnético, este ain conserva una alta

area superficial, lo que, junto con la ventaja de su facil extraccion mediante un mecanismo dispersivo,

lo hace un material util y eficiente.

Tabla 7. Area superficial volumen y tamafio promedio de poro de CA'y CAM.

Muestra Area superficial, Volumen de poro Tamario de poro
(m2/g) total, (cm3/g) promedio, (nm)
CA 1223 0,59 1,93
CAM 754 0,48 2,55
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5.3 Desarrollo metodoldgico para la determinacion de Contaminantes Emergentes en

muestras acuosas.

5.3.1 Optimizacion GC-MS para la determinacion de CEs en agua.

Este método cromatografico acoplado a espectrometria de masas (GC-MS) permitio la determinacion

y cuantificacién de BPA, TCS, IBU y 10H-IBU. En la Tabla 8 se presentan los parametros de la

metodologia GC-MS, y en la Figura 14 se muestra el cromatograma obtenido para los analitos en

estudio. Se observa que el IBU tiene el tiempo de retencién méas corto (12,67 min), lo cual se debe a

su menor afinidad con la columna C18, atribuida a su polaridad tras la derivatizacion. Por otro lado,

el BPA presenta el tiempo de retencion mas largo (20,25 min), debido a su mayor afinidad con la fase

estacionaria de la columna.

Tabla 8. Parametros 6ptimos GC-MS para determinar CEs.

Parametro Condicion Optima
Flujo 1 (mL/min).
T° Inyeccién 200°C
Modo Inyeccién Splitless
Gas Carrier Helio
Volumen de inyeccion 1uL.

Rampa de temperatura

Ro: 75°C (2 min)
R1: 75-150 20°C/min (5 min)
R2: 150-300 10°C/min (5 min)

Columna Analitica

Columna capilar RTX-5MS (30 mx 0,25 mm X
0,25um)

Tiempo de Corrida

30 minutos.

Espectrémetro de masas

Tipo fuente: Impacto Electrénico (EI).
Analizador: Cuadrupolo simple.
T° Linea transferencia: 300°C.
T° Fuente: 250°C.
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Figura 14. Cromatograma estandar de los CEs en estudio a 1 mg/L.

En la Tabla 9 se detallan los iones m/z utilizados para la cuantificacion y cualificacion de los analitos
en estudio, con el objetivo de lograr una mayor sensibilidad y reducir la presencia de posibles

interferentes (Figura 15).

Cabe mencionar que esta metodologia se utiliza para determinar un conjunto mas amplio de
contaminantes emergentes (CEs) [60], lo que la hace adecuada para la determinaciéon de CEs en

muestras acuosas ambientales.

Tabla 9. Tiempos de retencion y iones m/z para la cuantificacion y cualificacion de los CEs en

estudio.
Tiempo de retencién, lon m/z lon m/z
Analito (min) Cuantificador Cualificador
IBU 12,67 234 278
10H-1BU 15,56 323 324
TCS 19,55 345 360
BPA 20,25 357 358
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Figura 15. Cromatograma TIC y iones m/z utilizados para cuantificar IBU, 10HIBU, TCS y BPA.

5.3.2 Optimizacion del método RDSDE para muestras acuosas dopadas con CEs.
5.3.2.1 Cantidad de Sorbente (CAM).

Inicialmente, se realiz6 un estudio para determinar la cantidad 6ptima de fase sorbente de semilla de
palta magnética (CAM), evaluando 5, 10, 20 y 30 mg de CAM en relacion con el porcentaje de
recuperacion de los contaminantes emergentes (CEs) en estudio. El experimento se llevé a cabo
utilizando un tiempo de extraccion de 30 minutos, a pH neutro, y 5 mL de acetona como solvente de

desorcién durante 10 minutos.

Los resultados presentados en la Figura 16 indican que la mayor recuperacion de CEs se obtuvo al
emplear 10 mg de CAM. No se observaron diferencias significativas en las medias de recuperacion
al utilizar 20y 30 mg de CAM (p > 0,05), lo cual sugiere que 10 mg de CAM es una cantidad adecuada
para lograr una extraccion eficiente sin necesidad de incrementar la cantidad de sorbente, optimizando

asi los recursos y los costos del proceso.
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Figura 16. Optimizacién cantidad sorbente CAM en RDSDE (CEs).

5.3.2.2 Tiempo de extraccion.

Para determinar el tiempo necesario para alcanzar el equilibrio de extraccion en la técnica RDSDE,
se realiz6 un estudio evaluando un rango de tiempo de 5 a 40 minutos. En estos experimentos se
utilizé una cantidad de 10 mg de carbon activado magnético (CAM) a pH neutro, mientras que para
la desorcion se emplearon 5 mL de acetona durante 10 minutos. Segun los resultados presentados en
la Figura 17, se observo que el equilibrio de extraccion se alcanzo a los 20 minutos, ya que no se
encontraron diferencias significativas en las medias de recuperacién de los analitos mas alla de este
tiempo (p > 0,05). Estos resultados sugieren que 20 minutos es el tiempo éptimo de extraccion,

garantizando una maxima eficiencia sin prolongar innecesariamente el proceso experimental.
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Figura 17. Optimizacién tiempo de extraccion en RDSDE (CEs).
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5.3.2.3 Solvente desorcion.

Tras la optimizacion de las variables tiempo de extraccion (20 min) y cantidad de carbon activado
magnético (CAM) (10 mg), se procedié a evaluar el solvente méas adecuado para la desorcién de los
contaminantes emergentes (CEs) desde el CAM. Se consideraron cuatro solventes: metanol (MeOH),
acetato de etilo (AcOEt), acetonitrilo (MeCN) y acetona. Los experimentos se realizaron por

triplicado (n=3), utilizando 5 mL de cada solvente durante 10 minutos de desorcidn.

De acuerdo con los resultados mostrados en la Figura 18, las mayores recuperaciones de CEs se
lograron al utilizar acetona y AcOEt, sin diferencias significativas en las medias de recuperacion entre
ambos solventes (p > 0,05). No obstante, se determiné que la acetona es el solvente mas adecuado
debido a su menor variabilidad en los resultados y su ventaja de un menor tiempo de secado, lo cual

facilita la preparacién de las muestras y mejora la eficiencia del método.
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Figura 18. Optimizacién solvente desorcién en RDSDE (CEs).

5.3.2.4 Tiempo desorcion.

Para optimizar el tiempo de desorcion, se evalud el porcentaje de extraccion de contaminantes
emergentes (CEs) durante 2, 5, 10 y 20 minutos, empleando 5 mL de acetona como solvente de
desorcién. Segun los datos presentados en la Figura 19, se observé que el mayor porcentaje de
desorcién de los CEs extraidos por el carbon activado magnético (CAM) se alcanz6 en 10 minutos.
Ademas, no se encontraron diferencias significativas entre las medias obtenidas a 10 y 20 minutos de
desorcién (p > 0,05). Estos resultados indican que un tiempo de 10 minutos es suficiente para lograr
una desorcion eficiente, optimizando asi el proceso sin incrementar innecesariamente el tiempo de

tratamiento.
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Figura 19. Optimizacion tiempo desorcion en RDSDE (CEs).

5.3.2.5 Optimizacién pH del medio de extraccion.

Finalmente, se llevo a cabo un estudio para determinar el pH 6ptimo que permitiera maximizar la
recuperacioén de los contaminantes emergentes (CEs) en estudio. Se evaluaron los valores de pH 2, 4,
6y 8. Segln los resultados mostrados en la Figura 20, la mayor recuperacion de los analitos se logré
al ajustar el pH a 2. Este comportamiento es consistente con lo esperado, ya que a este pH los CEs se
encuentran mayoritariamente en su forma neutra, lo cual favorece su interaccion con la fase sorbente.
Estos resultados destacan la relevancia del pH como un factor clave en la extraccién de analitos que
pueden adoptar diferentes estados de ionizacion dependiendo del medio, lo que impacta

significativamente en la eficiencia de extraccion.
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Figura 20. Optimizacion pH en RDSDE (CEs).
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En el Esquema 6 se ilustra la metodologia optimizada de microextraccion sortiva dispersiva en disco
rotatorio (RDSDE) para la determinacion de CEs en muestras acuosas. Los pardmetros optimizados
incluyen una cantidad de 10 mg de sorbente de carbon activado magnético (CAM), un tiempo de
extraccion de 20 minutos ajustado a pH 2, y un volumen de 5 mL de acetona para la desorcién,

realizada durante 10 minutos.
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Esquema 6. Metodologia RDSDE optimizada para determinar CEs en muestras acuosas.

5.3.3 Optimizacion método RDSE para extraer CES en muestras acuosas.
5.3.3.1 Cantidad de Fase (CA).

Inicialmente, se llevd a cabo un estudio para determinar la cantidad 6ptima de fase sorbente de semilla
de palta (CA) aplicada en la técnica de microextraccion sortiva dispersiva en disco rotatorio (RDSE).
Se evaluaron cantidades de 10, 20, 30, 50 y 60 mg de CA en relacidn con el porcentaje de recuperacion
de los contaminantes emergentes (CEs) en estudio. El experimento se desarrollé con un tiempo de
extraccion de 60 minutos a un pH de 2, utilizando 10 mL de metanol (MeOH) como solvente de

desorcion durante 10 minutos.

Segln los resultados presentados en la Figura 21, la mayor recuperaciéon de los CEs se obtuvo
utilizando 50 mg de CA, sin encontrarse diferencias significativas en la media de recuperacion al

incrementar la cantidad de sorbente a 60 mg para todos los analitos evaluados (p > 0,05). Esto indica

63



que 50 mg de CA es la cantidad dptima para alcanzar una extraccion eficiente, maximizando la

recuperacién de los analitos sin necesidad de utilizar mayores cantidades de sorbente.
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Figura 21. Optimizacidn cantidad de sorbente CA en RDSE (CEs).

5.3.3.2 Tiempo de extraccion.

Para determinar el tiempo éptimo de extraccion en la técnica de microextraccion sortiva dispersiva
en disco rotatorio (RDSE), se llevd a cabo un estudio en un rango de 20 a 120 minutos. En el
experimento se utilizé una cantidad de 50 mg de fase sorbente de semilla de palta (CA), ajustando el
pH a 2, y empleando 10 mL de metanol (MeOH) como solvente para la desorcion durante 10 minutos.

Los resultados, presentados en la Figura 22, mostraron que el equilibrio de extraccion se alcanz6 a
los 60 minutos, sin observarse diferencias significativas en las recuperaciones obtenidas a los 90 y
120 minutos (p > 0,05) para todos los analitos estudiados. Estos hallazgos indican que 60 minutos es

el tiempo Gptimo para una extraccion eficiente, evitando prolongar el proceso innecesariamente.
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Figura 22. Optimizacién tiempo de extraccién en RDSE (CEs).

5.3.3.3 Solvente de desorcion.

Tras optimizar las variables de tiempo de extraccion (60 min) y cantidad de fase sorbente (50 mg de
CA) en el método RDSE, se procedi6 a seleccionar el solvente mas adecuado para la desorcién de los
analitos desde el sorbente CA. Se evalu6 cuatro solventes: metanol (MeOH), acetato de etilo (AcOEt),

acetonitrilo (MeCN) y acetona, utilizando 10 mL de cada uno durante 10 minutos de desorcién.

Respecto a los resultados mostrados en la Figura 23, las mayores recuperaciones de los analitos se
obtuvieron al utilizar acetona como solvente de desorcion, lo que permitid identificarla como la

opcidn mas adecuada para esta técnica.
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Figura 23. Optimizacion solvente de desorcion en RDSE (CEs).
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5.3.3.4 Tiempo de desorcion.

Para el estudio del tiempo de desorcion en la técnica RDSE, se evalu6 el porcentaje de extraccion de
contaminantes emergentes (CES) en intervalos de 2, 5, 10 y 20 minutos, utilizando 10 mL de acetona
como solvente de desorcion. Los resultados mostrados en la Figura 24 indicaron que la mayor
desorcion de CEs se logra a los 10 minutos, sin diferencias significativas en las medias de
recuperacion entre los 10 y 20 minutos de desorcién (p > 0,05). Es importante destacar que no fue
posible optimizar el volumen de desorcion debido a las limitaciones hidrodindmicas presentes en la
tecnologia RDSE, lo que subraya la importancia de seleccionar parametros adecuados en funcion de

estas restricciones.
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Figura 24. Optimizacién tiempo de desorcién en RDSE (CEs).

En el Esquema 7 se presenta la metodologia optimizada de RDSE para la determinacion de los
contaminantes emergentes (CEs) en estudio. Esta metodologia utiliza 50 mg de fase sorbente de
semilla de palta (CA), un tiempo de extraccién de 60 minutos ajustado a un pH de 2, y 10 mL de
acetona como solvente para la desorcion durante 10 minutos. Estos parametros optimizados
garantizan una extraccion eficiente de los CEs, maximizando la recuperacion de los analitos en

condiciones controladas.
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Esquema 7. Método RDSE Optimizado para determinar CES en muestras acuosas.

5.3.4 Validacion metodologia RDSDE/GC-MS para determinar CEs en muestras acuosas.
5.3.4.1 Linealidad del sistema.

La linealidad del sistema se evalué mediante la funcién respuesta, tal como se muestra en la Tabla 9.
Los resultados indicaron que el sistema, compuesto por el equipo, el inyector y el detector, presentd
sefiales lineales para los 4 analitos con coeficientes de determinacion (R2) en el rango de 0,9926 a
0,9975 dentro del intervalo de concentraciones estudiado. Ademaés, se observd una sensibilidad
significativa (m / Lug™) distinta de 0 (p < 0,05) para todos los contaminantes emergentes (CEs), lo

cual confirma la capacidad del sistema para detectar variaciones en la concentracion de estos analitos.

Tabla 10. Resultados linealidad del sistema GC-MS de los CEs en estudio.

Analito Rango, R? Ecuacion de la recta
(mg/L)
IBU 0,1-15 0,9975 Y =227692*X - 113417
10HIBU 0,1-15 0,9946 Y =2194185*X - 1462585
TCS 1,0-3,0 0,9961 Y =487302*X - 1492657
BPA 1,0-3,0 0,9926 Y =5649240*X — 22783722
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5.3.4.2 Linealidad del método.

La linealidad del método se determin6 mediante la realizacion de una curva de calibracion en agua
potable. Segun la informacion de la Tabla 10, se obtuvieron buenos coeficientes de correlacion lineal
(R%entre 0,9916 y 0,9939) para los 4 analitos en estudio, lo que indica que el método analitico ofrece
sefiales lineales en el rango de concentracién ensayado para cada uno de ellos. En cuanto a la
sensibilidad, se observo que las pendientes (m / Lug™) de los analitos ibuprofeno (IBU), 1-
hidroxibuprofeno (LOHIBU), triclosan (TCS) y bisfenol-A (BPA) son significativamente distintas de
0 (p < 0,05), lo cual confirma la capacidad del método para detectar variaciones en la concentracién

de los analitos.

Tabla 11. Resultados linealidad del método RDSDE/GC-MS para los CEs en estudio.

Analito Rango, R? Ecuacion de la recta
(Mo/L)
IBU 0,5-7,5" 0,9932 Y =259915*X - 159364
10HIBU 0,5-7,5" 0,9939 Y = 2143226*X - 845287
TCS 5,0-15,0 0,9916 Y = 676863*X - 2909546
BPA 5,0-15,0" 0,9935 Y = 6905859*X - 19703913

* Factor de concentracion de 200.

5.3.4.3 Limite de deteccion y cuantificacién.

En la Tabla 11 se pueden apreciar los valores obtenidos para la interpolacion y los respectivos valores
de LD y LC de cada analito en estudio, donde los valores de LD y LC son més bajos que el primer
nivel de fortificado en matriz en todos los analitos; por lo tanto, las calibraciones estan en un intervalo

de concentraciones valido.

Tabla 12. Resultados limites de deteccion y cuantificacion de los CEs en estudio.

Analito LD, LC,
(Hg/L) (Hg/L)
IBU 0,064 0,125
10HIBU 0,029 0,059
TCS 0,083 0,184
BPA 0,033 0,062
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5.3.4.4 Precision.

En la Tabla 12 se presentan los resultados de la precision del método en los niveles de concentracion
de 0,5 (NCMy), 2,5 (NCM,) y 7,5 pg/L (NCMs3) para ibuprofeno (IBU) y 1-hidroxibuprofeno
(10HIBU), y de 5,0, 10 y 15 pg/L para triclosan (TCS) y bisfenol-A (BPA) en agua potable. Los
resultados muestran que el criterio de aceptacidn de la desviacion estandar relativa (RSD) se cumplio
para todos los analitos en los tres niveles de concentracion fortificados. Aunque algunos RSD fueron
elevados (por ejemplo, BPA NCM; con 10%), considerando las concentraciones de trabajo, estos
valores se consideran aceptables. En base a estos resultados, se puede concluir que el método es
preciso para cuantificar IBU, 10HIBU, TCS y BPA en agua potable en sus respectivos rangos de

concentracion.

Tabla 13. Resultados de precision de la metodologia RDSDE/GC-MS para determinar CEs.

Analito NCM* 1/ NCM* 3/ NCM* 5/
RSD, % RSD, % RSD, %
IBU 4 3 9
10HIBU 10 7 8
TCS 4 6 2
BPA 10 3 4

*NMC: Nivel curva en matriz

La precision intermedia se evalu6 en los mismos niveles de concentracion (NCM 1, 3y 5) en tres dias
diferentes, como se muestra en la Tabla 13. Los resultados indicaron que se cumpli6 el criterio de
aceptacion de RSD < 20 % para los cuatro contaminantes emergentes (CEs) en estudio [61], en los
tres niveles de concentracion. Estos hallazgos confirman que el método es preciso para cuantificar
ibuprofeno (IBU), 1-hidroxibuprofeno (1OHIBU), triclosan (TCS) y bisfenol-A (BPA) en agua

potable a lo largo de tres dias de analisis.

Tabla 14. Resultados de precision intermedia (3 dias) de la metodologia RDSDE/GC-MS para
determinar CEs.

Analito NCM™ 1/ NCM" 3/ NCM™ 5/
RSD, (%) RSD, (%) RSD, (%)
IBU 4 6 1
10HIBU 6 4 1
TCS 10 11 7
BPA 5 4 8

*NMC: Nivel curva en matriz.
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5.3.4.5 Exactitud.

La exactitud del método se evalué mediante la recuperacién absoluta y relativa de los analitos
ibuprofeno (IBU) y 1-hidroxibuprofeno (LOHIBU) a 2,5 pg/L, asi como triclosan (TCS) y bisfenol-
A (BPA) a 10 pg/L en agua potable. Segun los resultados presentados en la Tabla 14, se lograron
altas recuperaciones absolutas para IBU, TCS y BPA, con valores que oscilan entre 86 y 90 %. Sin
embargo, la recuperacion absoluta de 10HIBU fue inferior, lo cual puede relacionarse con una menor
afinidad de este analito hacia el carbon activado magnético (CAM) en comparacion con los otros
analitos, lo que es coherente con su polaridad.

En cuanto a las recuperaciones relativas, se observo una notable mejora en IBU y TCS, alcanzando
valores entre 98 y 100 %. Esto se debe al uso de estandares deuterados para la determinacién de la
recuperacion relativa, lo que implica un comportamiento similar en la metodologia aplicada. Para
10HIBU y BPA, se registr6 una leve mejora en los valores de recuperacion relativa en comparacion

con la recuperacion absoluta.

En resumen, el método se considera exacto para cuantificar los cuatro contaminantes emergentes
(CEs) en sus respectivos rangos de concentracion en agua potable, mostrando buenos valores de

recuperacion tanto absoluta como relativa para IBU, TCS y BPA.

Tabla 15. Resultados de exactitud del método RDSDE/GC-MS para la determinacién de CEs

Ana|lt0 RAbs (%) RReI (%)
IBU 864 98+l

10HIBU 64 +6 71+4
TCS 0+2 100+ 2
BPA 8716 897
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5.3.5 Comparacion respecto a eficiencia de los métodos optimizados para extraer CEs en

muestras acuosas.

RDSE
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Acondicionamiento 60 min Desorcion
50 mg 10 min
CA pH 2 a ' i {1
/,;/ - \‘ 15 min 10mL Acetona
>\_/\‘\;,/’ J o »
5 mL AcOEt, 20 mL Muestra = N — —
MeOH y H,0 | -
1
Iman
RDSDE neodimio // .
Determinacién
GC-MS de CEs
Extraccion —
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% e —
pH2 \"-{tyj
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sxing ey
2000 rpm

20 mL Muestra

Esquema 8. Métodos RDSDE y RDSE optimizados para extraer CES en muestras acuosas.

En el Esquema 8 se ilustran los pasos involucrados en los métodos RDSDE (2) y RDSE (3), junto
con la cantidad de solvente empleada para la extraccion de los contaminantes emergentes (CEs) de
muestras acuosas. Es notable que la técnica RDSDE requiere una menor cantidad de solvente (5 mL)

en comparacion con el método RDSE.

En cuanto al rendimiento del sorbente en los métodos optimizados, no se encontraron diferencias
significativas en los valores de recuperacion para los analitos ibuprofeno (IBU), 1-hidroxibuprofeno
(10OHIBU) y bisfenol-A (BPA). Sin embargo, se observé un porcentaje de recuperacion superior para
el triclosan (TCS) en el método RDSDE, alcanzando un 90 % frente al 82 % en el método RDSE.

Adicionalmente, el método RDSDE utiliza solo 10 mg de sorbente, lo que representa cinco veces
menos que los 50 mg requeridos en el método RDSE. Este aspecto es relevante, ya que el RDSDE
también logra alcanzar el equilibrio en un tiempo menor (20 minutos), obteniendo resultados de
recuperacion comparables. Estos hallazgos subrayan la eficiencia del método RDSDE en la

extraccion de contaminantes emergentes de muestras acuosas.
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Figura 25. Recuperaciones de los analitos IBU, 10HIBU, TCS y BPA de los métodos RDSE y
RDSDE optimizados y RDSDE utilizando magnetita como sorbente.

En relacion con la aplicaciéon del método RDSDE optimizado, utilizando como sorbente 10 mg de
magnetita (Figura 25), se observo que no se logré recuperar el analito 1-hidroxibuprofeno (LOHIBU).
Este hallazgo sugiere que la presencia de magnetita en la superficie del carbén activo (CA) contribuye
principalmente a otorgar propiedades magnéticas al sorbente, facilitando la extraccion del analito

mediante un mecanismo dispersivo.

Por otro lado, se registraron porcentajes de recuperacion del 4%, 7%, y 14% para los analitos
ibuprofeno (IBU), bisfenol-A (BPA) y triclosan (TCS), respectivamente. Estos resultados indican que
la magnetita tiene cierta capacidad para sorber estos compuestos. La capacidad de adsorcion se
atribuye a la baja afinidad de estos analitos con el agua, debido a su baja polaridad. Esto permite que

la magnetita, en combinacion con el carbon activo, funcione como un sorbente compuesto.

Este fendbmeno concuerda con la mayor recuperacion del triclosan en el método RDSDE en
comparacion con el método RDSE, evidenciando asi la eficacia de la combinacion de sorbentes en la

extraccion de contaminantes emergentes.

Al comparar el tiempo total de cada método de extraccion optimizado para la determinacion de
ibuprofeno (1BU), 1-hidroxibuprofeno (1OHIBU), triclosan (TCS) y bisfenol-A (BPA) en muestras
acuosas, se evidencia una notable diferencia entre los métodos RDSDE y RDSE. ElI método RDSDE
requiere un tiempo total de 30 minutos, mientras que el método RDSE requiere 85 minutos. Esto

implica que el tiempo utilizado en el método RDSE es 2,8 veces mayor que el del método RDSDE.
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Con base en este analisis, se concluy6 que la tecnologia de extraccion RDSDE es mas eficiente para
la determinacién de IBU, 10HIBU, TCS y BPA en muestras acuosas en comparacion con la
tecnologia RDSE. A pesar de esta diferencia en tiempo, ambos métodos son aptos para la
determinacion de estos analitos, resaltando la eficiencia metodoldgica en RDSDE en el contexto de

la extraccion de contaminantes emergentes.

5.3.6 Comparacion Cinética de los métodos RDSDE y RDSE para extraer CEs en muestras
acuosas.

Para comparar la cinética de los métodos RDSDE y RDSE, se emple0 la cantidad optimizada de CAM
(20 mg) y se amplié el tiempo de extraccion en el método RDSE hasta 260 minutos, incluyendo un
triplicado de muestras mantenidas durante 18 horas. En las Figuras 26, 27, 28 y 29, los perfiles de
extraccion muestran el porcentaje de recuperacién de los analitos IBU, 10HIBU, TCS y BPA en
ambos métodos. Este enfoque permite analizar las diferencias en la capacidad de extraccion y la
eficiencia de cada método, comparando la velocidad y el tiempo necesario para alcanzar el equilibrio

de extraccion en cada caso.
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Figura 26. Comparacion cinética en la extraccion de CEs en RDSDE y RDSE para IBU.
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Figura 27. Comparacion cinética en la extraccion de CEs en RDSDE y RDSE para 10HIBU.
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Figura 28. Comparacion cinética en la extraccion de CEs en RDSDE y RDSE para TCS.
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Figura 29. Comparacion cinética en la extraccion de CEs en RDSDE y RDSE para BPA.

La comparacion cinética entre los métodos RDSDE y RDSE muestra claramente que el método
RDSDE es mas eficiente debido a su rapida capacidad para alcanzar el equilibrio de extraccion. En
este caso, el mecanismo dispersivo juega un papel fundamental para lograr una extraccion rapida de
los analitos, lo cual se evidencia por la pronunciada pendiente en los perfiles de extraccion de
RDSDE, en contraste con el perfil mas lento del método RDSE. Esto refuerza la ventaja de la
tecnologia RDSDE para la determinacion de los analitos IBU, 10HIBU, TCS y BPA en muestras

acuosas, al ser un método no solo mas rapido, sino también eficiente en términos de extraccion.

5.4 Desarrollo metodolégico para la determinacion de florfenicol en plasma de cerdo.
5.4.1 Optimizacion UHPLC-DAD para determinar florfenicol en plasma de cerdo.

En el método cromatografico optimizado, se utilizé una columna XB-C18 (100 mm x 4,6 mm X 5
pum) que mejoro la resolucion en plasma de cerdo para la cuantificacion de FF. La modificacion del
método descrito en la literatura [8] permitié ajustar las condiciones cromatogréaficas, optimizando la
separacion y cuantificacion del analito objetivo mediante UHPLC-DAD. La combinacion de esta
columna y los ajustes realizados posibilité obtener un cromatograma mas eficiente, con picos bien

definidos y sin interferencias significativas de la matriz compleja del plasma (Figura 30).
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Tabla 16. Condiciones 6ptimas UHPLC-DAD para la determinacién de florfenicol en plasma de

cerdo.
Parametro Condicion Optima
Flujo 1 mL/min.
Longitud de cuantificacion UV florfenicol 228 nm
Fase Mavil H.O/ MeCN (68:32)
Volumen de inyeccion 1uLl.
Horno Columna 40 °C.
Columna Analitica XB-C18 (100 mm x 4,6 mm X 5 um).
Tiempo de retencidn florfenicol 3,077 minutos
Tiempo de Corrida 10 minutos

[Chromatogram
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Figura 30. Cromatograma estandar de florfenicol a 5 mg/L.

5.4.2 Optimizacion del método RDSDE para muestras de plasma de cerdo dopadas con
florfenicol.

Se llevd a cabo experimentos preliminares para optimizar el método RDSDE, evaluando de manera
simultanea la cantidad de plasma de cerdo y el volumen de reconstitucion, con el fin de alcanzar una
concentracion adecuada para la sensibilidad instrumental. En la Figura 37, se observa que la linealidad

del florfenicol (FF) en un rango de concentracion de 0,25 a 20 mg/L abarca el rango determinado en
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plasma de cerdo segln estudios previos de la farmacocinética de este antibitico (0,5-15 mg/L)

realizados en Veterquimica, obteniendo un coeficiente de determinacion R2 = 0,999.
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Figura 31. Curva de calibracion estandar de florfenicol (0,25-20 mg/L).
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En el estudio preliminar, se utilizé 500 puL de plasma de cerdo a una concentracién de 5 mg/L de

florfenicol (FF), diluido en 10 mL de agua Milli-Q para generar el medio de extraccion. Las

condiciones de la metodologia RDSDE preliminar se detallan en la Tabla 16, obteniendo una

recuperacion absoluta del 51% de FF (n=3). Con base en este resultado, se ajusto el volumen de

reconstitucion a 250 uL, logrando un factor de concentracion de 2.

Tabla 17. Condiciones preliminares en RDSDE para extraer florfenicol en plasma de cerdo.

Condiciones RDSDE

Tiempo extraccion 20 min
Cantidad CAM 10 mg
Tiempo elusion 10 min
Solvente elusion Acetona

Cantidad de plasma 500 pL

VVolumen reconstitucion 250 pL

En el estudio para determinar el volumen éptimo de agua como medio dispersante, se comparo las

recuperaciones utilizando 10 y 20 mL de agua para disolver la muestra de plasma. De acuerdo con
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los resultados presentados en la Figura 32, se concluy6 que el volumen 6ptimo de agua para el medio

de extraccion dispersiva es de 10 mL.
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Figura 32. Optimizacion volumen de medio dispersante en RDSDE (FF en plasma).

5.4.2.1 Optimizacion pH del medio de extraccion.

En la optimizacion del pH del medio dispersivo, se evalla el porcentaje de recuperacion de florfenicol
ajustando el pH a 3, 5, 7 y sin ajuste (7,5) de la muestra, utilizando las condiciones descritas en la
Tabla 16. De acuerdo con los resultados presentados en la Figura 33, no se observan diferencias
significativas en las medias de recuperacion en el rango de pH de 3a 7,5 (p > 0,05). Esto es coherente
con el rango de pH en el que la molécula de florfenicol se encuentra en su forma neutra, como se
ilustra en la Figura 34. Por lo tanto, se decide no ajustar el pH y mantenerlo en 7,5 para realizar la
extraccion.
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Figura 33. Optimizacion pH de extraccion en RDSDE (FF en plasma).
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Figura 34. Distribucion microespecies de florfenicol respecto al pH del medio acuoso.

5.4.2.2 Tiempo de Extraccion.

Se analizé el perfil de extraccion de florfenicol (FF), utilizando tiempos de 1, 5, 10, 20 y 30 minutos
bajo las condiciones descritas en la Tabla 16. De acuerdo con los resultados presentados en la Figura
35, el tiempo necesario para alcanzar el equilibrio es de 20 minutos, ya que no se observaron
diferencias significativas entre las medias de recuperacion entre los 20 y 30 minutos de extraccion (p

> 0,05), logrando una recuperacion cercana al 60% de FF.
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Figura 35. Optimizacion tiempo de extraccion en RDSDE (FF en plasma).

5.4.2.3 Cantidad de Fase (CAM).

En el estudio de la cantidad de fase sorbente CAM, se evaluaron cantidades de 5, 10, 20 y 30 mg
respecto al porcentaje de recuperacion de florfenicol (FF). Se utilizé un tiempo de extraccion de 20
minutos, a pH neutro, y acetona como solvente para la desorcion durante 10 minutos. De acuerdo con
los resultados (Figura 36), se observd que la mayor recuperaciéon de FF se obtiene con 30 mg de
CAM. Sin embargo, dado que no se presentan diferencias significativas entre las medias de
recuperacion obtenidas con 20 y 30 mg (p > 0,05), se determin6 que la cantidad 6ptima de fase

sorbente es de 20 mg.
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Figura 36. Optimizacion cantidad de sorbente CAM en RDSDE (FF en plasma).
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5.4.2.4 Solvente desorcion

Después de optimizar las variables de equilibrio, tiempo de extraccion (20 minutos) y la cantidad de
fase sorbente (CAM) (20 mg), se procedi6 a optimizar el solvente més adecuado para la desorcion
del florfenicol desde el CAM. Para ello, se estudid los solventes metanol (MeOH), etanol (EtOH),
acetato de etilo (AcOEt), acetonitrilo (MeCN) y acetona. El experimento se realizé utilizando 10 mL
de los respectivos solventes durante 10 minutos en desorcidn. Segun los resultados obtenidos, la
mayor recuperacion se obtuvo al llevar a cabo la desorcion con acetona, por lo que se determiné que

este solvente mas adecuado para la desorcion del florfenicol desde el CAM.
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Figura 37. Optimizacién solvente de desorcion en RDSDE (FF en plasma).

5.4.2.5 Tiempo de desorcion.

Se optimizo6 el tiempo necesario para desorber el florfenicol extraido desde el carbdn activo magnético
(CAM). En el estudio del tiempo de desorcién, se compard la recuperacién durante 1, 3, 5, 10 y 20
minutos utilizando 10 mL de acetona. Segln se observa en la Figura 38, se aprecia una rapida

desorcién del analito, obteniéndose la mayor recuperacién a los 5 minutos.
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Figura 38. Optimizacion tiempo de desorcién en RDSDE (FF en plasma).

Finalmente, se realizé un estudio para determinar el volumen necesario de solvente para la desorcion,

comparando el porcentaje de recuperacion utilizando 10, 5y 3 mL de acetona.
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Figura 39. Optimizacién volumen de desorcién en RDSDE (FF en plasma).

Respecto a la Figura 39, se obtuvo una mejor recuperacion al utilizar 3 mL de acetona para la
desorcién. Esto se asocia al bajo volumen empleado para la reconstitucién (250 L), lo que provoca

que parte del analito se quede adherido a las paredes del vial. Esta optimizacién resulté ser muy
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ventajosa, ya que el uso de un menor volumen de solvente para la desorcion disminuye el tiempo de

secado con nitrogeno (N2) y aumenta la sostenibilidad de la metodologia (Esquema 9).
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Esquema 9. Método RDSDE Optimizado para determinar florfenicol en plasma de cerdo.

5.4.3 Optimizacion método RDSE para extraer Florfenicol en plasma de cerdo.
5.4.3.1 Cantidad de Fase (CA).

Se estudio la cantidad de fase de la semilla de palta en polvo, donde se evaluaron 10, 20, 30, 40 y 50
mg de CA como fase sorbente respecto al porcentaje de recuperacion de FF. El tiempo de extraccion
utilizado fue de 60 minutos, a pH neutro y utilizando Acetona como solvente en la desorcion durante
10 minutos. De acuerdo con la Figura 40 se obtuvo una mayor recuperacion a los 40 mg, no
presentandose diferencias significativas en los 50 mg, acorde al analisis ANOVA de las medias
obtenidas (p > 0,05).

201 m FF
154

10+

% Recuperacion

10 20 30 40 50

Cantidad sorbente (mg)

Figura 40. Optimizacion cantidad de CA en RDSE (FF en plasma).
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5.4.3.2 Tiempo de extraccion.

Posterior a la optimizacion de la cantidad de carbon activo (CA), se llevo a cabo la optimizacion del
tiempo de extraccion en el método RDSE, evaluando tiempos que varian desde 10 hasta 90 minutos.
Se utiliz6 una cantidad de 40 mg de CA, manteniendo el pH en condiciones neutras y acetona como
solvente para la desorcion durante 10 minutos. Respecto a la Figura 41, el tiempo Optimo de
extraccion en RDSE para extraer florfenicol (FF) del plasma de cerdo es de 60 minutos, sin presentar
diferencias significativas en la media de recuperacion al comparar con el tiempo de extraccion de 90
minutos (p > 0,05).

20— mm FF

15+

10+

% Recuperacién

10 20 40 60 90

Tiempo extraccién (min)

Figura 41. Optimizacién tiempo de extraccién en RDSE (FF en plasma).

5.4.3.3 Solvente de desorcion.

Una vez optimizadas las variables de equilibrio, como el tiempo de extraccién (60 min) y la cantidad
de carbon activo (CA) (40 mg), se procedié a la optimizacién del solvente mas adecuado para la
desorcion del florfenicol (FF) desde el CA. Para ello, se estudiaron los solventes metanol (MeOH),
acetato de etilo (AcOEt), acetonitrilo (MeCN) y acetona.

El experimento se llevo a cabo utilizando 10 mL de los respectivos solventes durante 10 minutos.
Segln se observa en la Figura 42, la mayor recuperacion se obtuvo al realizar la desorcién con
acetona, donde se comparé su media con la desorcién utilizando MeCN, evidenciandose diferencias
significativas entre las medias (p < 0,05). Por lo tanto, se determiné que la acetona es el solvente méas

adecuado para la desorcion del FF desde el CA.
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Figura 42. Optimizacion solvente de desorcion en RDSE (FF en plasma).

5.4.3.4 Tiempo de desorcion.

Finalmente, se optimizé el tiempo requerido para desorber el florfenicol (FF) del carbon activo (CA).
Para ello, se comparo6 el porcentaje de extraccion durante 2, 5, 10 y 20 minutos de desorcion utilizando
10 mL de acetona. Segun se observa en la Figura 43, se infiere que a los 10 minutos se logré desorber

la mayor cantidad de florfenicol.

20 B FF

% Recuperacion
|_\
o
1

2 5 10 20

Tiempo desorcién (min)

Figura 43. Optimizacion tiempo de desorcion en RDSE (FF en plasma).
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En el Esquema 10 se aprecia la metodologia RDSE optimizada para determinar el florfenicol (FF) en
plasma de cerdo. Esta metodologia utiliza 40 mg de carbén activo (CA) y 10 mL de solvente organico

por cada muestra, con un tiempo total aproximado de 85 minutos en el tratamiento de muestra.

J
500 uL Plasma /
cerdo !

)  — - .

Acondicionamiento 60 min Desorcién

40 mg 10 min
« 4
/,@ 15 min 10 mL Acetona
| —_— = | _— —_

5 mL AcOEt, 10mLH0
MeOH y H0

y
4 Jeringa + Filtro -
250 uL MeCN
& PVDF 0.22 um '

<

*
Secado Nltrogeno
a 50°C

(35" ]

Determinacién UHPLC-DAD
de Florfenicol

Esquema 10. Método RDSE Optimizado para determinar florfenicol en plasma de cerdo.

5.4.4 Validacién metodologia RDSDE/UHPLC-DAD para determinar florfenicol en plasma de
cerdo.

5.4.4.1 Selectividad.

La selectividad es un pardmetro importante al validar una metodologia bioanalitica, en este caso, la
determinacion de florfenicol en plasma de cerdo. Al inyectar las muestras de plasma blanco, se
observo que no habia presencia de interferentes en el tiempo de retencion del florfenicol (3,08 min)
(Figura 44).
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Figura 44. Cromatograma muestra blanco de plasma de cerdo.
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Después de calcular la razon entre el &rea promedio de los blancos (n=10) y el &rea promedio del
fortificado en plasma (n=3) a una concentracion baja (0,25 mg/L) (Figura 45), se obtuvo un valor de
3,5%. Este valor se esta dentro del rango considerado valido, lo que indica que el método es especifico
y selectivo para cuantificar florfenicol en plasma de cerdo.
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Figura 45. Cromatograma de muestra plasma dopada a 0,25 mg/L de florfenicol.
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5.4.4.2 Linealidad del sistema.

La linealidad del sistema se evalu6é mediante la funcion respuesta. De acuerdo con el grafico respuesta
instrumental y concentracion estandar de florfenicol (Figura 52) el sistema (Equipo, inyector,

detector) entrega sefiales lineales (R? 0,9998) para florfenicol en el rango ensayado (0,25-20 mg/L).

0.5
m = 1.0053*10™
n =0.0013
0.4 R?= 0.9998
I 03—
o
< 0.2
0.1
0.0 T | | |
0 5 10 15 20

FF [ppm]

Figura 46. Curva de calibracion estandar de florfenicol (0,25-20 mg/L).

5.4.4.3 Linealidad del método.

La linealidad del método se determiné realizando una curva de calibracion en matriz (plasma de
cerdo) de acuerdo con las concentraciones de florfenicol que se estiman en los estudios de
farmacocinética en plasma. Respecto a la Figura 47 se determind que el método analitico aplicado a
florfenicol en plasma entrega sefiales lineales (R? 0,9967) en el rango ensayado (0,5 -10 mg/L).
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Figura 47. Curva de calibracion de florfenicol en plasma de cerdo (0,5-10 mg/L).

5.4.4.4 Limite de deteccion y cuantificacion.

Los limites LD y LC del método analitico se determinaron a través del error de intercepto de la curva
en matriz en el rango de concentracién de forfiticado cercano al primer nivel de la curva en matriz
trabajada en el método (0,5 mg/L). Respecto a la curva para determinar los limites (Figura 54)
presenta un comportamiento lineal (R? 0,9984) dénde los limites LD y LC del método analitico
respectivamente son 0,111y 0,347 mg/L en la determinacion de florfenicol en plasma de cerdo. Estos
valores de LC y LD son adecuados para el método, considerando el rango de concentraciones en el

que se trabaja.

0.15-
m =0.0437
n =1.168*103
R2=0.9984
0.10+ SDeyra = 1.472%10°3
o
<
0.054
0.00 | | | | |

0.0 0.5 1.0 15 2.0 2.5
FF en Plasma [ppm]

Figura 48. Curva calibracion de florfenicol en plasma de cerdo (0,25-2,5 mg/L).
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5.4.4.5 Precision.

En la Tabla 17 se presentan los resultados obtenidos para determinar la precisién del método en los
niveles de concentracion de 0,5, 5,0 y 10 mg/L de florfenicol en plasma de cerdo (n=3). Se observa
que se cumple el criterio de aceptacion [61] de RSD en los tres niveles de la curva (7 - 1%), lo que
indica que el método es preciso para cuantificar florfenicol en plasma de cerdo en un rango de 0,5 a
10 mg/L.

Tabla 18. Resultados de precision del método RDSDE/UHPLC-DAD en la determinacion de
florfenicol en plasma de cerdo.

Fortificado en plasma,
(mg/L) RSD, (%)
0,5 7
5,0 3
10,0 1

Se evaluo la precision intermedia en los mismos niveles de concentracion durante tres dias distintos.
Respecto a los resultados obtenidos (Tabla 18) se obtuvieron buenos valores de RSD, cumpliendo el
criterio de aceptacion en los tres niveles (6 - 2%), lo que indica que el método es preciso para

cuantificar florfenicol en plasma de cerdo en un rango de 0,5 a 10 mg/L entre los tres dias de analisis.

Tabla 19. Resultados de precision intermedia (3 dias) del método RDSDE/UHPLC-DAD en la
determinacién de florfenicol en plasma de cerdo

Florfenicol en plasma, RSD, (%)
(mg/L)
0,5 6
5,0 5
10,0 2

5.4.4.6 Exactitud.

La exactitud del método se evalud en funcion de la recuperacion absoluta a las concentraciones de
0,5, 5,0 y 10 mg/L de florfenicol en plasma. Segun los resultados de la Tabla 19, se obtuvieron
recuperaciones gue oscilaron entre 106% Yy 84%, todos dentro del rango considerado aceptable [61].
Por lo tanto, se concluye que el método es exacto para cuantificar florfenicol en plasma de cerdo en
un rango de 0,5 a 10 mg/L.

90



Tabla 20. Resultados de exactitud del método RDSDE/UHPLC-DAD en la determinacion de
florfenicol en plasma de cerdo.

Fortificado en plasma, Rabs, (%)
(mg/L)
0,5 106 +1
50 84+1
10,0 86+1

5.4.4.7 Robustez.

Sorbente

La robustez del método ante el cambio de lote del sorbente CAM se evalud en el nivel intermedio de
concentracion de florfenicol en plasma (5,0 mg/L). Respecto a la Tabla 20 se obtuvo un bajo RSD
(1%) y una recuperacion absoluta de 82 %, por lo que se considera que el método es robusto al utilizar

un lote de sorbente diferente manteniendo resultados exactos y precisos.

Tabla 21. Resultados de la robustez del método RDSDE/UHPLC-DAD respecto al cambio de lote
del sorbente (CAM).

Florfenicol en plasma, RSD, (%) Rabs, (%)
(mg/L)
5,0 1 82+1

Integridad de dilucién.

La robustez del método ante el cambio de dilucién de muestras que estén a concentraciones mas altas
que el rango validado se evalu6 a la concentracion de 15 y 20 mg/L de florfenicol en plasma. De
acuerdo con la Tabla 21 en ambas concentraciones se obtuvieron bajos RSD (2 - 4%) los cuales son
acordes al criterio de aceptacion [61], sin embargo, sélo en el fortificado en plasma de 15 mg/L de
florfenicol se obtuvo una recuperacién absoluta aceptable. Por lo tanto, el método es integro a la
dilucion de concentracion hasta 15 mg/L de florfenicol en plasma manteniendo resultados exactos y

precisos.
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Tabla 22. Resultados de la robustez del método RDSDE/UHPLC-DAD respecto a la integridad de
dilucion.
Florfenicol en plasma, RSD, (%) Rabs, (%)
(mg/L)
15 2 8l1+1
20,0 4 78+1

5.4.5 Comparacion respecto a eficiencia de los métodos optimizados para extraer florfenicol en
plasma de cerdo.

RDSE 500 ul Plasma
cerdo
. Extraccion .
Acondicionamiento 60 min Desorcién
40mg 10 min -

CA —9 '

265 15 min 10mL Acetona

5 mL AcOEt, 10mLH0
MeOH y H.0
. / Iméan
RDSDE neodimio

500 ul Plasma
de Cerdo <\

Extraccion 5
20 min > > = Determinacion UHPLC-DAD

P Desorcién .
.54 5 min de Florfenicol
ey
3mL Acetona
20 mg CAM
T3y T >
‘s S b
2000 rpm AN
10 ml.
H;0

Esquema 11. Métodos RDSDE y RDSE optimizados para extraer florfenicol en plasma de cerdo.

En el Esquema 11 se representan las tecnologias optimizadas de RDSE y RDSDE para determinar
florfenicol en plasma. En cuanto al pardametro de eficiencia, se observa que la técnica de RDSDE no
requiere el paso de acondicionamiento y utiliza una menor cantidad de solvente (3 mL) para la
desorcion. Esto es posible gracias a la interaccion directa entre el sorbente (CAM) y el entorno, lo

que facilita el mecanismo dispersivo durante la extraccion y desorcion.

En cuanto a las recuperaciones de florfenicol, se observé una notable diferencia entre los rangos de
tiempo de extraccion estudiados. En la técnica RDSDE, utilizando 20 mg de CAM, se logré una
recuperacion del 86%, mientras que en RDSE, empleando 40 mg de CA, la recuperacion fue de solo
un 15%. Estos resultados evidencian la alta eficiencia de la técnica RDSDE para extraer florfenicol

en un rango de tiempo reducido.
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Por otro lado, en el estudio de sorcion utilizando magnetita como sorbente (10 mg) con la técnica
RDSDE, no se logrd recuperacién de florfenicol. Esto indica que la presencia de magnetita en la
superficie del CA Unicamente confiere propiedades magnéticas al sorbente, facilitando su aplicacién

a través del mecanismo dispersivo (Figura 49).
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Figura 49. Comparacion de las recuperaciones absolutas de florfenicol en las metodologias RDSDE
y RDSE optimizadas.

Respecto al tiempo total de cada método para la extraccion y desorcion del florfenicol en plasma, se
evidencié una diferencia significativa entre los métodos optimizados de RDSDE y RDSE, con
tiempos totales de 25 y 85 minutos, respectivamente. Esto implica que el tiempo utilizado en RDSE
es 3,4 veces mayor que en el método RDSDE. Cabe mencionar que el método RDSE optimizado no
podria ser empleado para determinar florfenicol en plasma, ya que, no logra una recuperacion
adecuada del analito en un tiempo prudente de extraccion, resultando en una sensibilidad insuficiente

para la deteccion instrumental en el rango de concentraciones requerido.

En base a lo anterior, se concluy6 que la tecnologia de extraccion RDSDE es mas eficiente para

determinar florfenicol en plasma en comparacion con la tecnologia RDSE.

5.4.6 Comparacion Cinética de los métodos RDSDE y RDSE para extraer florfenicol en plasma
de cerdo.

Para realizar la comparacion cinética de los métodos RDSDE y RDSE, se utiliz6 20 mg de CAM en
ambos procedimientos. En la Figura 50, se pueden apreciar los perfiles de extraccion respecto al
porcentaje de recuperacion de florfenicol en los métodos respectivos. En el método RDSDE, se

observa una pronunciada pendiente hasta alcanzar el equilibrio a los 20 minutos, mientras que en
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RDSE se muestra una pendiente bastante baja en el rango de tiempo del experimento, evidenciando

la lentitud en la extraccién del analito. Esto indica que el porcentaje de recuperacion obtenido en el

equilibrio en RDSDE se alcanza en un tiempo de extraccién significativamente mayor RDSE,

demostrandose que la extraccion de florfenicol en el método RDSDE es mucho mas rapida.

Perfil de extraccion

Florfenicol
100+ —e— Fase dispersiva

c 8o —— Fase confinada
O
k3]
S 60-
b}
o
>
8 40—
x
i ZOH/WI/}/{/I

0 T T I 1

0 50 100 150 200

Tiempo extraccién (min)

Figura 50. Comparacion Cinética de los métodos RDSDE y RDSE para extraer Florfenicol en
plasma de cerdo.

En términos generales, al comparar las tecnologias RDSDE y RDSE en la extraccion de CEs y
FF, se observa que la modalidad dispersiva presenta ventajas notables en cuanto a eficiencia y
rapidez (Esquemas 8 y 10). La mayor eficiencia metodoldgica de la modalidad dispersiva se
atribuye principalmente al tipo de dispositivo de extraccién utilizado (Figura 51). En esta
modalidad, el sorbente no esta confinado dentro de un disco, lo que elimina la necesidad de una
etapa de acondicionamiento. Ademas, se requiere un volumen menor de solvente orgéanico para
asegurar el contacto con el sorbente durante la desorcion, lo que reduce el uso de insumos en el

proceso de extraccion/desorcion.
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Figura 51. Dispositivos de microextraccion a) Fase confinada (RDSE) b) Fase
dispersiva (RDSDE).

Por otro lado, la eficiencia también esta vinculada al mecanismo de extraccion en las tecnologias de
microextraccion. En la modalidad dispersiva, se observa una reduccién notable en los tiempos de
extraccion y desorcion en las metodologias optimizadas. En los experimentos de comparacion
cinética (Figuras 26, 27, 28, 29 y 52), la modalidad dispersiva (RDSDE) alcanzé el equilibrio de
extraccion de los analitos en un tiempo considerablemente menor que la modalidad confinada

(RDSE), donde los tiempos de equilibrio se obtienen en tiempos mucho mayores.

Esta mayor rapidez en el proceso de sorcion en la modalidad dispersiva se debe a que se obtiene una
mayor area superficial efectiva en comparacién con la modalidad confinada, donde la interferencia
entre las particulas del sorbente afecta directamente el proceso de transferencia de masa del adsorbato.
Este proceso implica la difusion del adsorbato desde la fase fluida a través de la pelicula limite de
fluido hasta la superficie externa del sorbente (Figura 52). Ademas, en la modalidad dispersiva, la
difusion intraparticula del adsorbato se ve favorecida por la turbulencia generada en la fase acuosa,
lo que permite que el analito llegue méas rapidamente al sitio activo para ser adsorbido, reduciendo

significativamente el tiempo necesario para alcanzar el equilibrio de extraccion [62-66].
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Figura 52. Mecanismo de sorcion en un sorbente poroso. [62]

En cuanto a la modalidad confinada (RDSE), el proceso de transferencia de masa se ve favorecido
por la disminucion de la capa limite entre el sorbente y la fase acuosa, al girar el disco a altas
velocidades. No obstante, este mecanismo se ve limitado por la correcta formacion del vértice, cuya

funcion es reducir la capa limite entre el sorbente y el adsorbato.

En RDSE se observé una tendencia relacionada con la polaridad de los analitos. Donde a medida que
los analitos son mas apolares, se incrementa la razén de cambio entre analito extraido y tiempo de
extraccion (Figuras 26, 27, 28, 29y 52). Esto se debe a que, cuanto menor es la afinidad de los analitos
con el medio acuoso, se facilita la interaccion del adsorbato con el sorbente, una vez que este se ha
difundido dentro de los poros. Este factor sugiere una fuerte dependencia de la afinidad entre el
sorbente y el adsorbato para reducir los tiempos de extraccion en el caso de RDSE, comportamiento
gue no se logra evidenciar en la modalidad dispersiva debido a la rapidez en que se realiza la

transferencia de masa hacia el sorbente.

En los dltimos afios, se han desarrollado diversas metodologias innovadoras que aplican la
magnetizacién del carbon activado, aprovechando su alta capacidad de adsorcion y la posibilidad de
recuperar rapidamente el sorbente. Esta técnica permite realizar procesos de extraccion de manera
mas eficiente, alineandose con las practicas de reciclaje de desechos organicos, lo que se traduce en

tiempos de extraccion reducidos y una alta recuperacion de los analitos estudiados [67-72].
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Ademas, se ha investigado la funcionalizacién de la magnetita para mejorar la selectividad y
efectividad de la extraccion, especialmente cuando el tamafio de particula del sorbente se encuentra
en la escala nanomeétrica. En esta escala, se ha reportado una mejora en las caracteristicas de sorcion,
lo que proporciona una mayor eficiencia en los procesos de extraccion, tanto en aplicaciones
analiticas como industriales [73-76]. Esto sugiere un potencial significativo para futuras

investigaciones sobre la aplicacion del carbén activado en la escala nanométrica.

Los hallazgos de esta investigacion evidencian que la modificacion magnética del sorbente es efectiva
para su aplicacion en metodologias analiticas. Este enfoque no solo aporta comparaciones valiosas,
sino gue también sienta las bases para la innovacién en metodologias ya existentes, con el objetivo
de mejorar su rendimiento.
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6. CONCLUSIONES

En esta tesis se desarroll6 y validd una nueva metodologia de microextraccion sortiva dispersiva en
disco rotatorio (RDSDE) para la extraccion de analitos en muestras acuosas, utilizando un carbon
activado magnético (CAM) sintetizado a partir de semilla de palta como fase sorbente. A partir de los
resultados obtenidos, se pueden concluir los siguientes puntos clave:

Desarrollo de un sorbente a partir de un residuo organico: Se logro sintetizar un CAM a partir de
semilla de palta, cuya caracterizacion confirmé su idoneidad para aplicaciones de microextraccion.
La presencia de propiedades magnéticas permitié una manipulacion eficiente del sorbente en la

metodologia RDSDE, optimizando la interaccidn entre el sorbente y los analitos.

Optimizacion y validacion de la metodologia RDSDE: Se optimizaron y validaron dos metodologias
RDSDE para la extraccién de contaminantes emergentes (CES) en muestras acuosas y para la
extraccion de florfenicol en plasma de cerdo, obteniendo resultados satisfactorios en los pardmetros
de desempefio analitico. La validacion incluy6 la evaluacién de linealidad, precisién, exactitud y
limites de deteccién y cuantificacion, evidenciando que la técnica es robusta y precisa para la

cuantificacion de los analitos estudiados.

Comparacion cinética entre tecnologias RDSDE y RDSE: Al comparar la tecnologia RDSDE con la
modalidad confinada (RDSE), se observd una mayor eficiencia y rapidez en la extraccién mediante
la modalidad dispersiva, alcanzando el equilibrio de extraccién en tiempos significativamente
menores. Esto se atribuye a la interaccién directa entre el sorbente y el entorno, que elimina la

necesidad de un acondicionamiento previo y facilita la desorcién con menor cantidad de solvente.

Ventajas de la tecnologia RDSDE: La modalidad dispersiva (RDSDE) demostré ser una alternativa
eficaz y eficiente a la modalidad confinada (RDSE), al reducir los tiempos de extraccién y desorcion,
y requerir menores volimenes de solventes. Esto implica una disminucidn en el uso de insumos y una

mayor sostenibilidad del proceso.

Aplicabilidad y proyecciones futuras: La metodologia RDSDE, utilizando CAM derivado de semilla
de palta, presenta un enfoque innovador y sostenible para la extraccion de analitos en muestras
acuosas. La efectividad de la técnica sugiere su potencial para futuras aplicaciones en el anélisis de

otros contaminantes emergentes y matrices complejas.

En resumen, la implementacion de la metodologia RDSDE representa un avance significativo en el

campo de la microextraccion, al ofrecer un enfoque mas rapido, eficiente y sustentable. Estos
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resultados abren nuevas oportunidades para la optimizacion de técnicas de extraccién aplicadas al

monitoreo ambiental y de calidad de farmacos.
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