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RESUMEN

A partir del desarrollo de la microextraccidon en fase sélida (SPME, por sus siglas en inglés)
se han reportado multiples configuraciones, amplios materiales de extraccién asi como
numerosos métodos de preparacién de fibras y dispositivos, debido a la diversidad de
analitos de interés y la complejidad de las muestras. La tendencia mas reciente se centra en
el desarrollo de nuevas fibras con fases de extraccion novedosas y mejoradas con el fin de
realizar andlisis in situ, biocompatibles, selectivos y sensibles a partir de diferentes

recubrimientos y formatos que reduzcan el costo por analisis.

En el presente trabajo se desarrolld6 una metodologia sencilla y econdmica para la
fabricacion de fibras de polidimetilsiloxano (PDMS) a partir de polimerizaciéon con calor.
Estas se caracterizaron por microscopia electrénica de barrido y se evaluaron mediante la
extraccion de contaminantes emergentes: 2 almizcles (galaxolida, tonalida) y 5 filtros UV
(oxibenzona, 4-metilbencilcanfor, octocrileno, padimato-O, 2- etilhexil metoxicinamato) en
agua fortificada seguida de cromatografia de gases (GC). Los porcentajes de recobro fueron
cercanos al 100%,con una precision en términos de coeficiente de variacién (CV) por debajo
del 15%, en un intervalo lineal de 1-25 pug L. Estas fibras fueron comparables en eficiencia
con las fibras comerciales de polidimetilsiloxano (PDMS). Con el objetivo de aplicar las fibras
fabricadas se realizaron analisis de diferentes cuerpos de agua mediante microextraccion
en fase solida seguida de cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas
(SPME-GC-MS) para ello se validé una metodologia sensible, precisa y especifica, los limites
de deteccidon oscilaron entre 0.5-2000 ng L y de cuantificacién entre 1-5000 ng L%, la
precision en términos de CV estuvo por debajo del 20% entre tanto el coeficiente de
determinacion (R?) fue mayor a 0.9000. La metodologia desarrollada se aplico en el andlisis
de muestras de influente y efluente de dos plantas de tratamiento de agua residual: Ciudad
Universitaria y Coyoacan; en las cuales se identificaron: galaxolida, tonalida, 4-

metilbencilcanfor, 2- etilhexil metoxicinamato y octocrileno. También se analizaron
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muestras de aguas procedentes de 2 arroyos ubicados en Avandaro, Edo. Mex. y Salamanca,
Gto.; ademas del embarcadero Xochimilco y una muestra del rio Lerma tomada en la ciudad

de Salamanca; en algunas de las muestras se identificaron los PCPs de interés.

Por otro lado, se desarrollé6 una metodologia para la obtencidn fibras de poli (EGDMA-co-
4VP) mediante electropolimerizacidn para la determinacién de tres farmacos (naproxeno,
diclofenaco e ibuprofeno) por microextraccién en fase sdélida en aguas superficiales seguido
de electroforesis capilar (CE, por sus siglas en inglés). El polimero se caracterizé por
espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier (FT-IR, por sus siglas en inglés) y la
electropolimerizacidn se realizd por voltamperometria ciclica la cual permitié determinar el
mecanismo de reaccidn para la obtencidn del copolimero. Con lo que se concluye que con
las fibras fabricadas se pueden realizar estudios eficientes, precisos y reproducibles a partir
de diversas técnicas para la obtencién del polimero, teniendo como principales ventajas la
disminucién de costos, la adherencia del polimero y su utilizaciéon en analisis para técnicas
como cromatografia de liquidos de alta resolucidn, electroforesis capilar y cromatografia de

gases.
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2-EHMC
4-vp
4-MBC
AHTN
BEI
BP-3
CE
cop
EOF
ECP
EDGMA
EOP
ERP
EDS
EDAR
HHCB
IUPAC
LLE
LLME
ocT
O-PABA
PAN
PCP
PDMS
PEG
PFE
PPCP
PPY
PTAR

2- Etilhexil metoxicinamato

4- Vinil Piridina

4- Metilbencilcanfor

Tonalida

Imagen de Electrones Retrodispersados”
Oxibenzona

Contaminantes Emergente

Compuestos Orgdnicos Prioritarios

Flujo Electrosmético”

Polimerizacion electroquimica®

Dimetacrilato de etilenglicol”

Polimerizacién por electrooxidaciéon®
Polimerizacién por electrorreducciéon®
Espectrometro de Energia Dispersiva”
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Extraccion liquido-liquido”

Microextraccion liquido-liquido®
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Poliacrilonitrilo

Productos de Cuidado Personal”
Polidimetilsiloxano

Polietilenglicol

Extraccidn con Fluidos Presurizados®

Productos Farmacéuticos y de Cuidado Personal”
Polipropileno

Plantas de Tratamiento de Agua Residual
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SEM Microscopia electrénica de barrido”

SFE Extraccidn con Fluidos Supercriticos”
SPE Extraccion en Fase Sélida”

SPME Microextraccion en Fase Sélida®
MAE Extraccidn Asistida por Microondas”
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RAM Materiales de Acceso Restringido®

USEPA  Agencia de Proteccion Ambiental de los Estados Unidos. *
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1. INTRODUCCION

La tendencia en los ultimos afios en cuanto a las técnicas de preparacion de muestra es:
reducir la cantidad de muestra, realizar métodos automatizados o métodos en linea que
reduzcan las operaciones manuales para que sean mas sensibles, precisos, eficientes y
tengan un enfoque mas amigable con el medio ambiente (quimica verde), asi mismo que se
disminuya la generaciéon de residuos; debido al uso de pequefios volimenes o sin
disolventes orgdanicos.;1) En lo que respecta a las propiedades fisicoquimicas de los
compuestos de interés y su relacion con la técnica analitica utilizada, ambas seran
determinantes en la complejidad y tiempo que se invertird en la homogenizacién, dilucién,

limpieza, concentracion o modificacion quimica de los analitos de interés.

Algunos de los métodos utilizados para purificar y enriquecer los analitos de interés a partir
de matrices complejas antes del analisis incluyen técnicas como: microextraccién en fase
sélida (SPE), microextraccion en fase liquida (LPME), microextraccién en fase liquida de fibra
hueca (HF-LPME), microextraccion liquido-liquido dispersiva (DLLME), extraccién con
fluidos supercriticos (SFE), dispersidén de matriz en fase sélida (MSPD), extraccion con barra
magnética (SBSE), entre otros. La microextraccion en fase sélida (SPME) es una técnica de
muestreo rdpida que permite el monitoreo de contaminantes en diversas matrices,
basandose en la extraccion y preconcentracidn, en un solo paso, de los analitos en una
pequena cantidad de fase sobre un soporte sélido, el cual se expone a la muestra durante

un periodo de tiempo.[z

Comercialmente existen diversas fibras con recubrimientos que poseen caracteristicas
fisicoquimicas y espesores diferentes dependiendo de la aplicacién: polidimetilsiloxano
(PDMS), poliacrilato (PA), polidimetilsiloxano/divinilbenceno (PDMS/DVB),
carboxen/polidimetilsiloxano  (CAR/PDMS), polietilenglicol (PEG), carbowax/resina
templada (CW/TPR), divinilbenceno/carboxen/polidimetilsiloxano (DVB/CAR/PDMS), todas

estas son utilizadas para el analisis por cromatografia de gases; entre tanto para el analisis
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por cromatografia de liquidos, basicamente se utilizan los siguientes recubrimientos: PDMS,

Cis, PAy PDMS/DVB.

La diversidad de las propiedades fisicoquimicas de los analitos de interés y la complejidad
de las matrices de muestra requieren el desarrollo de nuevos dispositivos y recubrimientos
SPME que puedan ser utilizadas en una amplia variedad de investigaciones que permitan
disminuir el costo de la técnica. Debido a esto multiples configuraciones y materiales de
extraccién asi como numerosos métodos de preparacion de dispositivos SPME se han

desarrollado.(3-7]

En la ultima década, se han descrito varios materiales que incluyen diversos polimeros como
polidimetilsiloxano (PDMS), poliacrilonitrilo (PAN), polietilenglicol (PEG) y polipirrol (PPY)
asi como materiales de acceso restringido (RAM), por ejemplo, silice alquil diol.;sj Asi mismo
se han desarrollado gran variedad de técnicas para la fabricacion de fibras de diversos

polimeros.(s, s-19]

Debido a las ventajas que presenta, la SPME se ha constituido como una de las técnicas mas
utilizada en el andlisis de trazas para analitos como los contaminantes emergentes en
muestras ambientales.;2o, 217 Dentro de este grupo de compuestos se encuentran los
productos farmacéuticos y de cuidado personal (PPCPs, por sus siglas en inglés), que debido
a su extenso uso asi como la creciente introduccidn de estos en el mercado, su presencia

en el medio ambiente ha ido en aumento.

Diversos estudios revelan la presencia de estos compuestos en aguas superficiales y
residuales en concentraciones que oscilan desde mg L hasta pg L dependiendo del
compuesto.(s, 4) En México no existe mucha informacidn al respecto, los datos medidos son
limitados comparados con la cantidad de productos quimicos comerciales existentes, y el

monitoreo analitico de aguas es escaso comparado con otros paises.

Para la determinacién de estos compuestos generalmente se utilizan técnicas analiticas que
permiten determinar una gran cantidad de compuestos con propiedades fisicoquimicas

diferentes. La cromatografia de gases (GC, por sus siglas en inglés), es una de las técnicas

INTRODUCCION




mas utilizadas en el analisis de compuestos volatiles y semivolatiles, debido a su alta
sensibilidad y capacidad de separacidn.[22; Entre tanto la cromatografia de liquidos de alta
resolucion (HPLC, por sus siglas en inglés) asi como la electroforesis capilar (CE, por sus siglas
en inglés) son utilizadas para la separacion de analitos que incluyen moléculas polares,
idnicas, neutras, pequefas y grandes debido a sus diversos modos de separacién; la
electroforesis capilar presenta ventajas como alta eficiencia de separacion, corto tiempo de

analisis, minimo consumo de reactivos y muestra.p3;

Por lo anterior el objetivo general del proyecto fue:

4— Elaborar fibras para microextraccion en fase sélida y explorar sus posibles
aplicaciones en la extraccion y analisis de contaminantes emergentes en diversos

cuerpos de agua.
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JUSTIFICACION

Debido a que el analisis de muestras ambientales requiere técnicas de preparacién de
muestra sensibles y selectivas la microextraccidon en fase sélida se ha convertido en una de
las mas utilizadas por su capacidad para extraer y preconcentrar la muestra en un solo paso,
ademas de que se considera una técnica de muestreo rédpida, adecuada para el seguimiento
a largo plazo y repetido, que puede dar a conocer el historial de exposicion, cinética de
captacion y eliminacién de los contaminantes en diversas matrices. Una de las principales
desventajas es el alto costo y fragilidad de las fibras que se utilizan; por lo que su fabricacion
permitird la reduccion de costos hasta en un 99.1% al ser confiables y comparables a las

fibras comerciales.
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2. GENERALIDADES

El procedimiento analitico para muestras complejas consta de varios pasos que
generalmente incluyen muestreo, preparacion de muestras, separacion, cuantificacion,
evaluacion estadistica y toma de decisiones. El objetivo de la preparacién de la muestra es
aislar los componentes de interés de una matriz. Esto se debe a que la mayoria de los
instrumentos analiticos no permiten analizar la matriz directamente. La preparacién de
muestras implica procedimientos de extraccion y procedimientos de limpieza para
muestras complejas. Asi mismo esta etapa permite el enriquecimiento de los analitos de
interés para que posteriormente se analicen mediante técnicas cromatograficas o

electroforéticas. 24

2.1. Técnicas analiticas

2.1.1. Cromatografia de gases (GC)
La cromatografia segun la IUPAC es un método fisico de separacion en el que los
componentes a separar se distribuyen entre dos fases, una fase estacionaria y otra mavil,
la cudl, se mueve en una direccidn definida. Los compuestos son trasportados por la fase
movil a lo largo de la fase estacionaria, debido a la diferencia de afinidad de los analitos con
respecto a ambas fases se produce la separacion. La GC se ha convertido en la técnica
principal para la separacién y el analisis de compuestos volatiles. Se ha utilizado para
analizar gases, liquidos y sdlidos. Se pueden analizar materiales orgdnicos e inorganicos con

pesos moleculares que pueden oscilar entre 2 y mas de 1000 daltons. 25

La GC en una de las técnicas mas utilizadas por su capacidad de separacion y sensibilidad,
permite analisis cuantitativos precisos, ademas de que requiere pequefios voliumenes de
muestra, los limites de su utilizacidon estdn marcados fundamentalmente por la estabilidad

térmica de los compuestos a separar.[s
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Las columnas capilares proporcionan una buena resolucién, separando gran cantidad de
componentes de diversas matrices. Aqui la fase estacionaria puede ser un liquido
(cromatografia gas-liquido) o un sélido (cromatografia gas-solido); la fase movil es un gas
inerte generalmente H,, He o Na. La separacién se debe principalmente a la interaccion y
afinidad de los compuestos con la fase estacionaria asi como la presién de vapor de cada
analito, para esto se requiere que los compuestos sean termoestables a la temperatura de
trabajo ademas que estén en fase gaseosa, lo cual depende principalmente de su peso

molecular y polaridad.j2s

La inyeccidén de la muestra se realiza en un pequeiio tubo de vidrio “liner”, situado en la
parte central del puerto de inyeccidon. La temperatura en el inyector debe ser
suficientemente alta para producir la vaporizacién instantanea de la muestra. En el inyector
se puede producir discriminacién debido a que no todos los compuestos se vaporizan a la
misma velocidad, ésta dependerd de la volatilidad de los componentes, tipo de inyector,
parametros del inyector y técnica de inyeccidn. Los inyectores mas utilizados son: inyector
split/ splitless (con divisidn/ sin division), inyector on column (en columna) e inyector con
temperatura programada. Posterior a la vaporizacién, la muestra pasa a través de la
columna que se encuentra en un horno el cual debe mantener, controlar y modificar la
temperatura para la separacién cromatografica, la mayoria de los hornos comerciales
disponen de una resistencia que irradia calor hacia el horno, éste se distribuye mediante un
ventilador, la temperatura se controla mediante un termopar a partir de la cantidad de
energia calorifica emitida por la resistencia, pudiendo trabajar en condiciones isotérmicas

0 a temperatura programada.pzs

Los detectores sensibles como: el detector de ionizacién de la llama (FID), detector de
emision atémica (AED), detector de conductividad térmica (TCD), detector de captura de
electrones (ECD), detector de nitrégeno-fésforo (NPD), detector fotométrico de Illama
(FPD), permite identificar compuestos que tengan azufre (S) o fosforo (P) con diferente
sensibilidad, todos éstos detectores permiten cuantificar compuestos organicos a nivel de
trazas. El acoplamiento con técnicas como la espectrometria de masas ha desarrollado una

poderosa herramienta para separar, identificar y cuantificar mezclas complejas. La
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sensibilidad e intervalo de trabajo de los detectores antes mencionados se muestran en la

103 g

Imagen 2.1
105 100 10°
AED
TCD
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l NPD (P)
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FPD (P) I
MS (SIM) MS (Scan)

Imagen 2.1 Sensibilidad e intervalo de trabajo de los detectores representativos y

sistemas acoplados en GC.[27]

2.1.2. Espectrometria de masas (MS)

La espectrometria de masas (por sus siglas en inglés, MS) es una técnica analitica con

grandes ventajas como: alta sensibilidad, identificacién y cuantificacion de los compuestos

a nivel de trazas ademas proporciona informacion estructural e isotdpica de las moléculas.

El principio basico de MS es generar iones a partir de compuestos inorgdnicos u organicos

mediante un método adecuado de ionizacion, separar estos iones por su relacién masa/

carga (m/z), detectarlos cualitativa y cuantitativamente mediante su respectiva m/z y

abundancia. Los analitos pueden ser ionizados térmicamente, por campos eléctricos o

impactando electrones, iones o fotones energéticos. Los iones pueden ser atomos

ionizados, clisteres, moléculas o sus fragmentos. La separacidon se efectla por campos

eléctricos o magnéticos estaticos o dindmicos dependiendo del principio de funcionamiento

del espectrometro de masas.|2g]
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El acoplamiento de ambas técnicas GC-MS da lugar a una técnica combinada que permite
la separacion e identificacion de muestras complejas con una gran sensibilidad (ppb- ppt).
Después de la separacion de los compuestos en la columna cromatografica éstos pasan
inmediatamente al espectrdmetro de masas a través de la linea de transferencia, la cual
conecta el extremo final de la columna cromatografica con la cdmara de ionizacién del
espectrémetro, es aqui donde se hace el cambio de presion, de presidon atmosférica al alto

vacio, que se requiere en GC-MS.[29]

La ionizacion electronica es una de las mas utilizadas en MS debido a que se acopla de
manera muy eficiente a cromatografia de gases, consiste en generar electrones acelerados,
a 70 eV generalmente, mediante un filamento incandescente los cuales colisionan con las
moléculas o dtomos de la muestra. Por convencion se utiliza 70 eV debido a que existen
enormes bibliotecas virtuales con espectros de masas en los cuales se observa una
fragmentacion reproducible independientemente del equipo que se esté utilizando, lo que

permite la identificacién de los compuestos en muestras diversas.

Posteriormente los iones generados pasan por un analizador masico, generalmente un
cuadrupolo, debido a su costo y sencillez, consiste en cuatro barras metalicas colocadas de
forma paralela a las cuales se les aplica un voltaje constante y una radiofrecuencia oscilante
generando un campo eléctrico que produce variaciones en las trayectorias de los iones
dependiendo de su relacién masa-carga. El cuadrupolo permite dos modos de operacién
SCAN (escaneo completo de los iones) en el cual se detectan todos los iones dentro de un
intervalo de m/z determinado y monitoreo selectivo de iones (SIM, por sus siglas en inglés)
solo detecta iones de m/z especifica lo que permite seleccionar los iones caracteristicos de
un compuesto disminuyendo las interferencias, aumentando la sensibilidad y selectividad
del analisis. Por ultimo el detector mide la cantidad de iones no deflectados en el analizador

masico.

2.1.3. Electroforesis capilar (CE)
La electroforesis capilar (CE, por sus siglas en inglés) es una técnica analitica moderna que

permite la separacioén rapida y eficiente de componentes ionizados presentes en pequefios
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volumenes de muestra. La separacidn por electroforesis estad basada en las diferencias de
velocidades que los analitos adquieren al ser sometidos a un campo eléctrico. Actualmente,
la CE se considera cada vez mas como un método de separacién alternativo, capaz de
realizar un anadlisis mas rapido y eficiente que el obtenido por cromatografia de liquidos de
alta resolucion (por sus siglas en inglés, HPLC) o como una técnica complementaria a HPLC

para aumentar la informacién obtenida del andlisis.[23;

La separacion se lleva a cabo en un tubo capilar de silice fundida de didmetro interno , 10-
75 um, y longitud 20—100 cm, que se llena con una solucidon amortiguadora que constituye
el medio de separacién a partir de los viales situados en los extremos del capilar. La muestra,
contenida en otro vial, se introduce por uno de los extremos del capilar reemplazando en
el momento de la inyeccidon uno de los viales de solucion amortiguadora por el vial de
muestra y aplicando en él una pequena sobrepresidon o un pequeno voltaje. El campo
eléctrico necesario para llevar a cabo la separaciéon se consigue conectando una fuente de
alimentacion de alto voltaje (10,000-30,000 V, que corresponden a corrientes de 5-100 pA)

a los extremos del capilar de separacidn a través de los viales de solucion amortiguadora.(zg

La velocidad de migraciéon de un analito que estd sometido a un campo eléctrico es
determinado por la movilidad electroforética del analito y la movilidad electrosmética de la
solucion amortiguadora dentro del capilar. El flujo electrosmdtico (por sus siglas en inglés
EOF) es la cantidad de flujo del liquido en el capilar y es una consecuencia de la carga
superficial en la pared interna del capilar, resulta del efecto de aplicar un campo eléctrico
en la solucion, controla la cantidad de tiempo que los solutos permanecen en el capilar por
superposicién de flujo. Es muy importante el control del EOF ya que éste varia con el pH,
por ejemplo, a elevados valores de pH el EOF puede ser tan rapido que resulte en la elucién
de los solutos antes de que la separacién haya ocurrido. De manera opuesta, a valores bajos
o moderados de pH, la pared del capilar cargada negativamente puede causar la adsorcién
de solutos catidénicos mediante atracciones couldmbica, sin embargo, esto puede alterar la

carga o la estructura de los analitos.
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El EOF es dependiente de la solucidon amortiguadora, de su viscosidad n, de su constante
dieléctrica € y de su pH, que a su vez esta relacionado con el potencial zeta (). El potencial
{ estd relacionado de forma inversa a la carga por unidad superficial de area, el nimero de
electrones de valencia y la raiz cuadrada de la concentracién del electrolito. La implicacién
directa de esas variables es que el flujo del liquido en el capilar depende tanto del pH como
del tamafio del capilar. La concentracién de la solucion amortiguadora es importante ya que
cuando la concentracion es alta, disminuye el potencial {y el EOF. Una elevada fuerza idnica
genera una corriente grande, y por lo tanto eleva la temperatura. Puede distorsionar la

forma del pico si la conductividad difiere de la conductividad de la muestra. 3y

Para controlar el EOF es muy comun que se adicionen modificadores organicos los cuales
cambian el potencial {y la viscosidad (usualmente disminuyen el EOF), es dificil predecir su
efecto, en la mayoria de los casos esto se evalla experimentalmente. También es comun
que se adicionen surfactantes los cuales son adsorbidos en la superficie interna del capilar
mediante interacciones hidrofdbicas y/o idnicas. Dependiendo de su naturaleza (anidnicos

o catidnicos) y pueden incrementar o disminuir el EOF.

El monitoreo de la separacion se lleva a cabo en el capilar colocando un detector en un
punto del capilar, generalmente antes del extremo de salida. Un ordenador se encarga del
control de la instrumentacion, la adquisicion y tratamiento de los datos suministrados por

el detector.

La gran versatilidad de la CE radica en sus numerosos modos de operacién, dado que el
mecanismo de separacion de cada uno de ellos es diferente, estos ofrecen informacion
tanto certera como complementaria. Los distintos modos de separacién electroforética
capilar incluyen: electroforesis capilar por zona (CZE, por sus siglas en inglés), electroforesis
en gel capilar (CGE, por sus siglas en inglés), cromatografia electrocinética micelar (MEKC,
por sus siglas en inglés), electrocromatografia capilar (CEC, por sus siglas en inglés), enfoque
isoeléctrico capilar (CIEF, por sus siglas en inglés), isotacoforesis capilar (CITP, por sus siglas

en ingles).[3z
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2.2. Técnicas de preparacion de muestras

El procedimiento analitico para muestras complejas consta de varias etapas: muestreo,
preparacion de muestras, separacion, cuantificacion, evaluacion estadistica y toma de
decisiones. Los errores cometidos en cualquier etapa pueden generar resultados erréneos.
Por tal motivo, en los ultimos afios se han implementado importantes avances en el
desarrollo de la instrumentacion, que implica la miniaturizacion de los dispositivos

analiticos y el acoplamiento de los pasos en un solo sistema.(s3 34

El concepto bdsico de un método de preparacion de muestras es convertir una matriz
compleja en una o varias fracciones mads simples, sin perder informacién de la matriz
original, en la Imagen 2.2 se muestran las técnicas de extraccién mas utilizadas.3s; Los
objetivos principales son: la eliminacién de interferencias, con lo que se aumenta la
selectividad del método, aumentar la concentraciéon del analito incrementado la
sensibilidad del ensayo, convertir el analito en una forma mads adecuada para la deteccion
0 separacion, proporcionar un método robusto y reproducible que sea independiente de

las variaciones en la matriz de la muestra.

Muchos métodos tradicionales de preparacion de muestras siguen utilizando las tendencias
de los ultimos afios como: utilizar tamanos de muestra mas pequefios incluso para el
analisis de trazas, mayor especificidad o mayor selectividad en la extraccién, aumento del
potencial de automatizacidon o de métodos en linea que reduzcan las operaciones manuales
dandole un enfoque mas amigable con el medio ambiente (quimica verde) con menos

residuos y el uso de pequeiios volumenes o sin disolventes organicos.[1
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Técnicas de extraccion

I
Equilibrio con

]
Equilibrio

flujoy combinado y
preequilibrio preequilibrio
Exhaustivo No exhaustivo Exhaustiva
Purgay SPME en tubo LLE" Headspace LLME® ‘ ‘ SBSE” ‘ ‘ SPME" ‘
trampa
Trampa de Inmersién
sorbente Soxhilet directa
SPE” Sorbentes Headspace
SFE* MAE* )]
membrana
PFE"

*Ver abreviaturas

Imagen 2.2 Clasificacion de las técnicas de extraccidn.(s3)

2.2.1. Microextraccion en Fase Sdlida (SPME)
La SPME es una técnica miniaturizada la cual fue desarrollada para abordar la necesidad de
preparacion rapida de muestras, se basa en la extraccién y preconcentracién de los analitos
en una pequefia cantidad de fase sobre un soporte sélido, el cual se expone a la muestra

durante un periodo de tiempo definido.

Consta de dos enfoques importantes, uno en el que se alcanza un equilibrio de reparto entre
la matriz de muestra y la fase de extraccién, aqui las condiciones de conveccion no afectan
la cantidad extraida. El segundo enfoque utiliza tiempos cortos de extraccién del pre-
equilibrio, la cantidad de analito extraido estd relacionada con el tiempo y agitaciéon
constante, aqui la cuantificacion puede realizarse basandose en la acumulacién de analitos

en el revestimiento en un tiempo medido.[33,35-371Se pueden realizar tres modos basicos de

GENERALIDADES



extracciéon mediante SPME: extraccion directa, extraccion de espacio de cabeza (headspace)

y extraccion con protecciéon de membrana. (Imagen 2.3)

a) b) c)

Imagen 2.3 Modos de operacion para SPME: (a) inmersion directa; (b) headspace; (c)

proteccién con membrana.(zg

En el modo de extraccién directa, la fibra se sumerge en la solucién de la muestra y los
analitos se transfieren directamente desde la matriz de la muestra al recubrimiento. La
agitacién de la muestra acelera la transferencia de masa de los analitos de la muestra a la

fase de extraccion, lo que en consecuencia acelera el proceso de extraccion.

Las condiciones de equilibrio se describen en la Ecuacion (1), de acuerdo con la ley de
conservacion de masa, si se consideran sélo dos fases (por ejemplo, la matriz de muestra y
el revestimiento de fibra) :

KV iV,
n= fsVf¥s

= Co Ecuacién (1)
KgsVe+Vs

Donde nes la cantidad extraida del analito, Cy la concentracion inicial del analito de interés
en la muestra, Vs el volumen de muestra, I’r volumen de la fibra, y Kz es el coeficiente de
distribucion de los analitos entre la fibra y la muestra. Esta ecuacion indica que la cantidad
de analito extraido sobre el recubrimiento (n) es linealmente proporcional a la
concentracion de analito en la muestra (Co), que es la base analitica para la cuantificacion

usando SPME.
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Debido a que el volumen de la muestra es muy grande comparado con el del revestimiento,

entonces Vs >> K¢ V¢ la Ecuacidn (1) se puede simplificar a la Ecuacion (2),

n = Kz Vr Gy Ecuacion (2)

Donde se observa que la cantidad de analito extraida es independiente del volumen de la
muestra, debido a esto la SPME por inmersién directa es convenientemente utilizada para

el muestreo in situ.

El método de extraccion en el equilibrio es un método de cuantificaciéon ampliamente
utilizado para SPME. En este método, una pequeiia cantidad de fase de extraccidon
(revestimiento de fibra SPME u otro sorbente o polimero en un formato apropiado) se

expone a una matriz de muestra hasta que se alcanza un equilibrio (Cuadro 2.1)

En el modo de extraccion por headspace, la fibra se coloca en el espacio por encima de la
matriz de muestra (“espacio de cabeza”); para obtener una tasa de difusion favorable, se
requiere que los analitos sean volatiles, la extraccién por headspace puede evitar de manera

efectiva la interferencia de las macromoléculas.

En el modo headspace se debe considerar el gas inerte en el espacio de cabeza para

describir las condiciones de equilibrio quedando la expresién matematica siguiente:

_ KpVsVsCo
C KpVptKgsV gtV

Ecuacidn (3)

Donde Kgs es el coeficiente de distribucidn de los analitos entre el gas inerte y la muestra,
Vg es el volumen del gas inerte. Una de las grandes ventajas de la extraccion en modo
headspace es que el revestimiento no esta directamente en contacto con la muestra lo que

aumenta el tiempo de vida de la fibra.

Para el andlisis de compuestos no volatiles con la interferencia de macromoléculas, tanto la
extraccién directa como la extraccidon por headspace son inaplicables, la extraccién con

membrana es la mejor opcidn, con la proteccién de la membrana de acceso selectivo, se
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impide el paso de las macromoléculas no deseadas y el recubrimiento se mantiene alejado

de la contaminacién.sg

SPME es principalmente un método de extraccién de equilibrio en lugar de una técnica de
extraccidn exhaustiva. En la mayoria de los casos, los analitos no se extraen completamente.
La concentracidn de un analito se determina por su relacién lineal con la cantidad de analito
extraido por el revestimiento de fibra (como se mostré en la Ecuacién (1)). Sin embargo, si
el coeficiente de distribucion (Kfs) es muy grande, el término de Kgs Vi puede ser mucho

mayor que Vs (Vs << K¢ V). Entonces podemos lograr

n = VC, Ecuacion (4)

En este caso la cantidad de analito extraida dependera del volumen de la muestra y la

concentracion del compuesto en la muestra.

El proceso de SPME generalmente sigue el perfil mostrado en la Imagen 2.4 Cuando el
tiempo de muestreo es mayor que tgs, la extraccion casi alcanza el equilibrio. Si el tiempo
de muestreo es menor que tgs, la extraccidn es un proceso cinético. Y hay casi una captacion

de masa lineal cuando el tiempo de muestreo es menor que tso.

Intervalo cinético Cercano al equilibrio

EEA ARSI R R R AR AR ARSI AR

------------------------------------

B

e

Intervalo lineal

Cantidad de analito extraida

0,

tso los Tiempo

Imagen 2.4 Perfil tipico de extraccion para SPME.[39]
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Para describir el proceso cinético de SPME, el coeficiente de difusién es esencial. En los
ultimos anos se implementaron varios métodos de calibracién basados en difusién para la
cuantificacion de SPME. Estos métodos de calibracién se desarrollan a partir de la primera
ley de difusidén de Fick, el modelo de interface, el modelo de flujo cruzado y los procesos
cinéticos de absorcidn/ adsorcidon y desorcidn. Se utilizan principalmente para el muestreo

in situ.

En el Cuadro 2.1 se enlistan los diferentes métodos de calibracién asi como sus principales

ventajas y desventajas.
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Cuadro 2.1 Métodos de calibracién para SPME. 40

Ventajas

Desventajas

Estandar externo

No requiere una preparacion extensiva de la muestra.

Debe haber un blanco de matriz para la calibracién. El
procedimiento de muestreo y las condiciones
cromatograficas deben permanecer constantes.

Adiciones estandar

Apropiada para muestras de composicion desconocida y

Amplia preparaciéon y andlisis de muestras para un gran

Tradicional complejas (correccidn de los efectos de matriz). ndmero de muestras.
. . . Estandar interno adecuado para muestras complejas, no
Permite compensar y/o corregir los efectos de matriz, L . .
, . . . . son faciles de encontrar. Los estandares marcados
Estandar interno perdida de los analitos durante la preparacién de la muestra ., . g .
i - X isotépicamente son caros y no estan disponibles para
e irreproducibilidad en los pardmetros. . . s
todos los analitos de interés.

En el Cuando el volumen de la muestra es muy grande. Ej. Los coeficientes de distribucién de los analitos entre el
equilibrio muestras de campo, la concentracion de analitos es revestimiento de fibra y la matriz de muestra (K) deben

independiente del volumen de la muestra.

ser conocidos o determinados.

Extraccion

La concentracidon del analito de interés puede ser facilmente
calculado con la concentracién del analito extraida por la

Sélo es adecuado para volumenes pequeinos de muestras
y coeficientes de distribucién muy grandes, o requiere

exhaustiva ) . L . .
fibra y el volumen de la muestra. dispositivos o métodos especiales para lograr.
. Adecuada para el muestreo promedio ponderado en el
Primera ley de . . ) .
e s . tiempo (TWA) la tasa de muestreo es independiente de la La tasa de muestreo en agua es muy baja.
difusion de Fick }
velocidad.
Modelo de interface  Alta velocidad y corto tiempo de muestreo, minimizado el La velocidad de flujo de la matriz de muestreo debe
y modelo de flujo efecto competitivo para recubrimiento sélido. Adecuado controlarse o determinarse. Limitado al régimen de
cruzado para el muestreo in situ. muestreo lineal.
Basado en .
e s . e Adecuado para el muestreo TWA, especialmente donde la . ,
la difusion  Calibracidn cinética Requiere un estandar y el valor de K debe conocerse o

con estandar

convecciodn y las concentraciones de analitos siempre
cambian.

determinarse.

Calibracion cinética
sin estandar

No necesita carga estdndar. Las concentraciones de todos
los analitos extraidos en la muestra pueden calcularse.

Se necesita muestrear dos veces, las condiciones para el
muestreo deben mantenerse constantes. Inadecuado
para monitoreo a largo plazo. El valor K debe conocerse

o determinarse.
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El dispositivo comercial SPME fue fabricado por Supelco Co. en 1993, consiste en un soporte
y una fibra. El soporte de SPME se parece a una jeringa modificada. La fibra es de silice
fundida o de acero inoxidable recubierta con membranas de polimero con un grosor
especifico que estd protegida por un tubo hueco de acero inoxidable. Hay dos tipos de
soportes: soporte automatico y soporte manual. El soporte automatico se utiliza para los
inyectores automaticos de GC y HPLC. En consecuencia, hay fibras automaticas sin resorte

y fibras manuales con resorte para coincidir con los dos tipos de soportes.

Elegir un recubrimiento de fibra SPME adecuado es la clave para lograr resultados de
analisis favorables. Hay cuatro criterios principales que se usan comuinmente para
seleccionar la fibra adecuada para una aplicacién especifica son los siguientes: el peso
molecular y el tamafio de los analitos, la polaridad de los analitos, el intervalo de
concentracion de los analitos, y la complejidad de la muestra. Supelco Co. ha enumerado la
regla general para la seleccién de la fibra comercial SPME hacia diferentes analitos segun

su peso molecular, volatilidad y polaridad (Cuadro 2.2).

Cuadro 2.2 Seleccién de fibra comercial para SPME.[3g)

Tipo de analisis Fibra SPME recomendada
Compuestos gaseosos y de bajo peso molecular (PM 30-225) 75/85 pum carboxen/PDMS
Compuestos no polares y volatiles (PM 60-275) 100 um PDMS
Compuestos volatiles, amino y nitro aromaticos (PM 50-300) 65 um PDMS/DVB
Compuestos polares y semivolatiles (PM 80-300) 85 um PA

Compuestos no polares y semivolatiles (PM 80-500) 30 um PDMS

Compuestos polares y de alto peso molecular (PM 125-600) 7 um PDMS

Alcoholes y compuestos polares (PM 40-275) 60 um PEG

Compuestos aromaticos (volatiles y semivolatiles C3-Cz) (PM 40-275)  50/30 um DVB/carboxen/PDMS
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Varias fibras estan disponibles comercialmente para analisis de SPME, incluyendo PDMS,
poliacrilato (PA), divinilbenceno (DVB), carboxen (CAR) y Carbowax (CW), y las fibras estan
disponibles en diferentes espesores para recubrimientos individuales, mezclas o
copolimeros. Estas fibras son adecuadas para aplicaciones de SPME para compuestos
organicos no polares, como benceno, tolueno, etilbenceno y xilenos (BTEX), hidrocarburos
aromaticos polinucleares (HAP), pesticidas, etc. y compuestos organicos polares, tales como

fenoles, alcoholes, etc.

Con el objetivo de mejorar diversos aspectos de la técnica se han ido desarrollando
diferentes métodos de preparacion de fibras para SPME. En las ultimas décadas, con la
elaboracion de los dispositivos para SPME in vivo, la técnica se ha aplicado para analizar
algunos compuestos producidos por microorganismos, insectos, plantas, animales y seres
humanos. Los analitos investigados hasta la fecha incluyen contaminantes ambientales,
como son: productos farmacéuticos y de cuidado personal, retardantes de llama,
feromonas, metabolitos y proteinas. La viabilidad y aplicabilidad futura de las técnicas de
SPME in vivo dependen del desarrollo y la comercializacién de dispositivos y fases de
extraccién adecuadas para diferentes tipos de aplicaciones, lo que puede hacer que las
técnicas sean madas convenientes y mds aplicables. Los dispositivos disponibles
comercialmente se muestran en la Imagen 2.5. (3¢

a) b)

-— g |
M’ - -
- =

Imagen 2.5 Fotografias de los formatos para SPME a) tradicional b) in vivo.

El disefio de las fibras para SPME in vivo es diferente al que se maneja para la SPME
tradicional, teniendo como principal diferencia la resistencia y adhesiéon de la fase
polimérica al soporte. Las diferentes configuraciones estan disefiadas principalmente para:

acoplarse convenientemente a instrumentos analiticos, tratar diferentes muestras (por
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ejemplo, la SPME en tubo y la barra de agitacion, la microextraccidn se usa principalmente
en muestras acuosas, y las fibras SPME se pueden usar en muestras liquidas, gaseosas y
semisolidas, y para mejorar la sensibilidad analitica al aumentar las areas de la superficie o
las relaciones de drea de superficie a volumen de las fases de extraccidon. Hoy en dia, la fibra
es la configuracion SPME mas utilizada, principalmente por su amplia aplicabilidad en
muestras gaseosas, liquidas y semisdlidas. Por esta razén, la preparacién de fibras SPME se
ha estudiado mas ampliamente que los dispositivos SPME en otras configuraciones. De
hecho, las estrategias de preparacién de fibras SPME también se pueden extrapolar

facilmente a la preparacioén de dispositivos SPME en otras configuraciones.sg

2.2.1.1. Métodos de preparacion para dispositivos SPME
La diversidad de las propiedades fisicoquimicas de los analitos de interés y la complejidad
de las matrices de muestra requieren el desarrollo de nuevos dispositivos SPME para cubrir
las diferentes necesidades de nuevas investigaciones. Desde la concepcion de SPME,
multiples configuraciones, amplios materiales de extraccion asi como numerosos métodos
de preparacién de dispositivos SPME se han introducido para su aplicacion. El Cuadro 2.3
presenta los principios desde las perspectivas de la quimica y la fisica para la preparacién
de fibras que cumplen con las propiedades deseables, se proporciona una vista general de

la preparacion de fibras.(s-s

Cuadro 2.3 Comparacion de diferentes métodos de preparacién de fibras para SPME.3g)

Método Dificultad técnica Reproducibilidad Estabilidad

Mecanicamente inestable, la
estabilidad térmica y quimica

Deposicion fisica Baja Pobre
P J depende del material de
revestimiento utilizado
Mecanicamente inestable, la
Electrodeposicion . estabilidad térmica y quimica
P / Baja Aceptable yd

Electroquimica depende del material de

revestimiento utilizadoysg

Mecanicamente inestable, la
estabilidad térmica y quimica

Inmersion Baja Aceptable depende del material de
revestimiento y el pegamento
utilizadoyg;
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Cuadro 2.3 Comparacién de diferentes métodos de preparacion de fibras para SPME

(continuacion).

Método Dificultad técnica Reproducibilidad Estabilidad

Mecdnicamente estable,
Sol-gel Aceptable Pobre inestable a altas temperaturasy
pH extremoyg

Mecdanicamente estable, la
estabilidad térmica y quimica
Enlace quimico Alta Aceptable depende del material de
revestimiento y el
entrecruzamiento utilizadojag

Mecéanicamente estable, la

— estabilidad térmica y quimica
Electrospinning yq

(hilado) Aceptable Buena depende del material de
revestimiento y el pegamento
utilizadoyig
Mecanica y térmicamente

L, stable, la estabilid imica

Anodizacién Aceptable Aceptable estable, la estabilidad quimi

depende del material de
revestimiento utilizady

Aceptable estabilidad mecanica,
la estabilidad quimica depende
del material de revestimiento
utilizadoyay

Polimerizacién in situ/
crecimiento Alta Pobre
hidrotérmico

2.2.1.2.  Fases poliméricas desarrolladas
Es importante mencionar que los avances en el desarrollo de los materiales de
recubrimiento mas utilizados, incluidos los liquidos idnicos, los liquidos idnicos poliméricos,
los materiales de carbono, los polimeros impresos molecularmente, estructuras metadlicas
metal-organicas, metales y dxidos metdlicos, polimeros conductores, silice modificada , asi
como sus compositos, en fibras SPME deben cumplir con los principios basicos para la
preparacion de fibras SPME como selectividad, sensibilidad y estabilidad en términos de las

propiedades fisicoquimicas de los materiales de recubrimiento.(s a1

El Cuadro 2.4 resume algunos revestimientos utilizados para SPME, sus métodos de
preparacion y propiedades. Estos han sido utilizados con éxito en el muestreo in vivo, se ha
observado que PDMS no es la fase preferida, debido a la naturaleza altamente hidréfoba
de su superficie. Las superficies de PDMS sin modificar pueden presentar un grado

apreciable de adsorcidn inespecifica. (3
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Cuadro 2.4 Resumen revestimientos SPME biocompatibles. 3

Tipo de Método de
Ventajas Desventajas
revestimiento preparacion
Fibras huecas Pobre eficiencia de extraccidn
comerciales Facilidad de preparacién. para compuestos polares.
PDMS colocadas sobre un Excelente reproducibilidad Revestimiento no adherido al
hilo de acero entre fibras 6% RSD soporte. Largos tiempos de
inoxidable equilibrio

El PAN + Cys (u
otro sorbente
SPE adecuado)

Método de inmersion
sobre alambre de
acero inoxidable

Flexibilidad en la seleccién del

sorbente, buena robustez
mecanica y quimica.
Adecuado para la

esterilizacion en autoclave.
Excelente eficiencia de
extraccion. Buena
reproducibilidad entre fibras
<10% RSD

La eficiencia de extraccion
disminuye aproximadamente
un 15% después de Ia
esterilizacion en autoclave

EI PEG + Cig(u
otro sorbente
SPE adecuado)

Método de inmersion
sobre alambre de
acero inoxidable

Flexibilidad en la seleccién del
sorbente. Tiempos de
equilibrado cortos (<5 min).
Mejor sensibilidad que el PPY.

No es estable para |Ia
esterilizacion en autoclave.
Reproducibilidad entre fibras
del 15-25%

PPY

Oxidaciéon  quimica
del mondmero de
pirrol con persulfato
de amonio sobre
fibra dptica de silice

Tiempos de equilibrado
cortos (2 min). Adecuado para
acoplamiento directo a IMS

Evaluacion limitada realizada

PPY

Electrodeposicidon
sobre acero
inoxidable o platino

Tiempos de equilibrio cortos.
Adecuado para autoclave

Pobre reproducibilidad entre
fibras. Rango dindamico lineal
limitado y posibles efectos de
desplazamiento. La eficiencia
de extraccion disminuyé un
30% después de la
esterilizacién en autoclave

Fibras
biocompatibles
(aglutinante +
C18 u otro
sorbente
adecuado)

Recubrimiento sobre
aleaciéon de metal
flexible

Buena estabilidad mecanicay
guimica. Recubrimiento por
lotes sobre aleacion de metal
flexible

Largos tiempos de equilibrio

El polidimetilsiloxano (PDMS) es el polimero organico a base de silicio mds utilizado

conocido por su baja energia superficial, que ofrece interesantes propiedades, tales como

baja friccion, baja adhesiéon e hidrofobicidad, también es conocido por su estabilidad
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quimica, bajo impacto ambiental (inerte y no téxico) debido a estas caracteristicas tiene
grandes aplicaciones bioldgicas, desde lentes de contacto hasta dispositivos médicos. Se
ha encontrado que su hidrofobicidad depende de su porcentaje en peso y masa

molecular.(s

Industrialmente el polimero se obtiene a partir de la hidrdlisis del dimetildiclorosilano y se

termina la cadena polimérica con cloruro de trimetilsililo (Imagen 2.6).

HaC HsC CHj CHs
o | N e
/ \\O/ \o/ \

HsC CHg
= “n

Imagen 2.6 Formula estructural del polidimetilsiloxano industrial

El PDMS es un polimero reticulable o entrecruzable, la red del polimero PDMS se ensambla
reticulando las cadenas de polimero. Las diferentes relaciones base/agente curante, da
diferentes grados de reticulacién. Cuanto menor sea el grado de reticulacién de la red, mas
suave serd. En general, los polimeros entrecruzables son termoestables, la razén de tal
comportamiento se debe a la red tridimensional que forman, al elevarse la temperatura de
ésta las cadenas se compactan, haciendo al polimero mas duro, a este proceso se le conoce

como curacion del polimero.jsz

El proceso de polimerizacidn se suele dar en dos etapas: en la primera se produce la
polimerizacién parcial, formando cadenas lineales, mientras que en la segunda el proceso
se completa entrelazando las moléculas aplicando calor y/o presion durante el proceso.
También pueden obtenerse produciendo la reaccidn de entrelazamiento de las cadenas al
ser mezcladas (comidnmente con un catalizador). La reaccién de curado es irreversible, de
forma que el polimero resultante no puede ser reciclado, ya que si se incrementa la

temperatura el polimero no funde, sino que alcanza su temperatura de degradacion.js3,as
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2.3. Fabricacidn de fibras

Para la adhesion del polimero a la superficie de acero inoxidable es importante que la
superficie se encuentre limpia, libre de contaminantes y homogénea, para esto existen
diversos métodos de limpieza, dependiendo de la técnica de polimerizacion empleada sera
la importancia que tenga la limpieza de la superficie en la metodologia, algunos de ellos se

explican a continuacion:

1. Limpieza con disolventes: consiste en limpiar la superficie de acero inoxidable con
disolventes principalmente metanol y acetona, la forma de limpieza es diversa, en
ocasiones el alambre se sumerge en los diferentes disolventes y se deja secar o se
ultrasonica sumergido en el disolvente y se deja secar; algunas otras Unicamente se
pasa un pafio de tela impregnado con el disolvente sobre la superficie, el uso de
disolventes es en definitiva el método mas sencillo y rdpido, aunque existen técnicas
de polimerizacién en las que no es suficiente para lograr la adhesion del polimero.ss)

2. Limpieza mediante disoluciones de acido e hidréxido de sodio: generalmente
consiste en sumergir los alambres por un intervalo de tiempo de 30-60 min en
disoluciones de HCI (0.1-0.5M) y NaOH (1-2M) posteriormente enjuagarlos con agua
desionizada y dejarlos secar. Es un método de limpieza sencillo con el que se logra
una buena limpieza de la superficie.[12,46]

3. Limpieza con plasma: es un método menos utilizado para la limpieza de la superficie
de acero inoxidable debido a que el dispositivo que genera el arco de plasma no es
tan comun. Consiste en pasar determinado numero de veces un haz de plasma sobre
la superficie de acero inoxidable, el plasma se genera excitando moléculas de aire
con un voltaje elevado. Los haces de plasma se emplean para limpiar y activar
superficies minuciosamente. También proporcionan un efecto adicional de limpieza
al ser capaces de eliminar particulas libres de las superficies. Después de la limpieza
con plasma los alambres estan listos para la adhesién del polimero, es un método

rapido con el que se obtienen buenos resultados.
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2.3.1. Técnicas de polimerizacion
En los ultimos afios se han desarrollado gran variedad de técnicas para la fabricacion de

fibras de diversos polimeros en las cuales se distinguen dos principales.

2.3.1.1. A partir del polimero comercial
Se describen diversas técnicas para la fijacién de un polimero a una superficie (alambre de
acero inoxidable o placas de acero inoxidable) a partir del kit comercial Sylgard 184®, el
cual se cura térmicamente, el polimero se obtiene con grupos vinilo terminales (Imagen
2.7).111,12) Tanto la terminacién como la reticulacién del polimero se puede llevar a cabo con
distintos agentes los cuales tienen diferentes grupos terminales y modifica en mayor o
menor proporcion las propiedades del polimero. Algunos de los principales grupos de

terminacion son: hidruros, metilos, hidroxilo, aminas y epoxidos.

CHs | CHs
Hzc%o—sli—o Si—07 SCH,
CHs |CHs

Imagen 2.7 Férmula estructural del polimero obtenido del kit Sylgard 184®.

Las técnicas utilizadas para la adhesion del polimero a la superficie de acero inoxidable son
diversas pero la principal y mas utilizada debido a su simplicidad es la inmersién directa, la
cual consiste en sumergir durante un tiempo determinado el alambre de acero inoxidable
en la mezcla de elastémero con agente curante, posteriormente el polimero se cura durante

un tiempo y temperatura definidas. (34350

El cepillado consiste en esparcir la mezcla de polimero con agente curante a partir de un
pequeno pincel o cepillo sobre la superficie deseada; posteriormente se hace el curado del
polimero, mediante esta técnica se reporta una débil estabilidad y baja robustez para usos
a largo plazo.(as) Otra de las técnicas mas utilizadas debido a que se observa una buena
estabilidad y adhesién del polimero a la superficie haciéndolo un método mas robusto es la

aspersion, esto se atribuye a una union mas efectiva de multiples capas delgadas de las
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pequenas particulas de suspension en la superficie. La aspersidn consiste en esparcir
particulas muy finas sobre una superficie a alta presion. La aspersion de particulas finas se
repite durante varias capas seguido del curado térmico del polimero lo que le da una buena

fijacién al acero inoxidable.(s3 51

Otra de las formas mas utilizadas para la fabricacidon de fibras SPME con PDMS como
recubrimiento es comprar el tubo de PDMS del diametro y grosor requerido cortarlo a la
longitud deseada para posteriormente con algin pegamento biocompatible pegarlo al
alambre de acero inoxidable, es un método muy sencillo del cual se reporta una buena

eficiencia y reproducibilidad.[as,52-54]

2.3.1.2.  Sintesis del polimero
2.3.1.2.1. Sol-gel
La técnica sol-gel en general es muy usada para la fabricacién de 6xidos metdlicos,
especialmente de silicio y titanio. El proceso implica la conversion de mondmeros,
principalmente alcoxidos en una solucidn coloidal (sol) que actia como precursor para

formar una red (o gel) de particulas discretas o polimeros entrecruzados.

Por otro lado, la técnica sol-gel, que se ha utilizado para preparar fibras SPME en los ultimos
afios, es un método comun para la preparaciéon de polimeros inorgdnicos y materiales
hibridos inorgdnicos-orgdnicos en condiciones suaves. Frecuentemente, las fibras SPME
preparadas mediante la técnica de sol-gel tienen ventajas como: bajo costo, homogeneidad
del material, estructura porosa, alta estabilidad térmica y fuerte adhesion del
recubrimiento al sustrato. En general las fibras fabricadas por dicho proceso se hacen sobre
una superficie de vidrio tratada previamente, debido a que pueden enlazarse quimicamente
en la superficie de la fibra de silice fundida. Ademas, la comprensién de los mecanismos de
transformacidn e interacciones entre sol y gel en el estado de gel coloidal ha llevado al

desarrollo de materiales con una estructura adaptada.s, ss,56]

Sin embargo, en el método sol-gel la adsorcidn en los sitios de los recubrimientos pueden

no ser completamente accesibles, ya que los caminos de difusién son muy tortuosos y los
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2.4. Caracterizacion del revestimiento polimérico

Para caracterizar las fibras se utiliza la microscopia electrénica de barrido, con la cual se
obtienen imagenes de la homogeneidad de la fibra y el diametro del recubrimiento.
También se utilizan técnicas como espectroscopia infrarroja, resonancia magnética nuclear

y termogravimetria para determinar la estructura y estabilidad del polimero.

2.4.1. Microscopla electrénica de barrido
La microscopia electrénica de barrido (SEM, por sus siglas en inglés), utiliza un haz de
electrones para formar una imagen ampliada de la superficie de un objeto. Es un
instrumento que permite tanto la observacion como caracterizacién superficial de sélidos
inorganicos y organicos. Tiene una gran profundidad de campo, la cual permite que se

enfoque una gran parte de la muestra.

Su funcionamiento consiste en hacer incidir un barrido de haz de electrones sobre Ia
muestra. Al alcanzar el haz la superficie de la muestra se generan principalmente electrones
retrodispersados, electrones secundarios ademas de radiacidén electromagnética (rayos X)

y otras particulas menos significativas.isg

El microscopio electronico de barrido estd equipado con diversos detectores que recogen
la energia para transformarla en imdagenes y datos, entre los que se pueden mencionar: el
detector de electrones secundarios para obtener imagenes de alta resolucién (SEl, por sus
siglas en inglés), un detector de electrones retrodispersados permite la obtencién de
imagenes de composicion y topografia de la superficie (BEl, por sus siglas en inglés), un
detector de energia dispersiva (EDS, por sus siglas en inglés) permite colectar los rayos X
generados por la muestra asi como realizar diversos analisis semicuantitativos y de

distribucidn de elementos en superficies.[e1]

Se pueden realizar estudios de los aspectos morfoldgicos de zonas microscdpicas de los
distintos materiales. Las principales utilidades del SEM son la alta resolucién (~1 nm), la gran
profundidad de campo que le da apariencia tridimensional a las imagenes y la sencilla

preparacion de las muestras. La preparacion de las muestras es relativamente sencilla; las
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principales caracteristicas son: muestra sdlida y conductora. Caso contario, la muestra es
recubierta con una capa de carbén o una capa delgada de un metal como el oro para darle
propiedades conductoras. De lo contrario, las muestras no conductoras se trabajan en bajo

vacio.

2.5. Aplicaciones de SPME en agua

Las muestras de agua ambiental incluyen agua potable, agua de mar, agua de lluvia, agua
de rio y aguas residuales. El monitoreo acuatico, requiere de la implementacién de métodos
rapidos, selectivos y con un alto grado de sensibilidad para la determinaciéon de
contaminantes traza en matrices complejas. En este sentido la SPME, como técnica de
extraccion sin disolventes, es aplicable tanto para el andlisis en el laboratorio como in situ.
Fibras comerciales de SPME que incluyen PA, PDMS, CAR-PDMS, PDMS-DVB y CW-DVB, asi
como fibras con nuevos materiales de recubrimiento, como NiTi-ZrO2, nanotubos de
carbono, polianilina (PANI) entre otras se han utilizado para el analisis de contaminantes

ambientales en muestras acuosas.3g

Cuando hablamos de fuentes de contaminacidon, debemos definir la fuente de
contaminacién puntual y la no puntual. Los contaminantes de fuente puntual provienen de
una fuente discreta de contaminacion cuyos aportes en el medio acuatico se pueden definir
a través de mediciones de residuos quimicos en agua, sedimentos o biotay / o debido a una
serie de otros factores, como la incidencia variable de morbilidad o mortalidad. Algunos
ejemplos de fuentes puntuales son las plantas municipales de tratamiento de aguas
residuales, los efluentes industriales, las extracciones de recursos y los sitios de disposicion
de tierras. [s5jUna fuente no puntual de contaminacién hidrica afecta los cuerpos de agua
desde fuentes como escorrentias de dreas agricolas que drenan hacia los rios, o deshechos
lavados por el viento hacia el mar. La contaminacién por parte de una fuente no puntual
puede ser producto del aporte de numerosas fuentes diferentes y sin una solucidn

especifica del problema, haciéndola dificil de regular.

La descarga del efluente en las plantas de tratamiento de aguas residuales (PTAR) es una

via principal para la introducciéon de contaminantes en aguas naturales. La eficiencia de
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eliminacién en estas plantas de los diversos contaminantes seleccionados en 14 paises
muestran una variacion especifica en la eliminacion del compuesto, que van desde 12.5 a
100%. Los procesos de tratamiento avanzados, como la adsorcion de carbdn activado, los
procesos de oxidacidn, la nanofiltracién, la dsmosis inversa, los biorreactores de membrana
pueden lograr una eliminacidén mds alta y uniforme. Sin embargo, independientemente de
la tecnologia empleada, la eliminacidon de los contaminantes depende de sus propiedades
fisicoquimicas, asi como de las condiciones de tratamiento. La evaluacién de remocién en
las aguas residuales municipales debe abarcar una serie de aspectos que inicia desde las
fuentes hasta los usos finales. Después de la liberacién de los contaminantes, una mejor
comprension y modelado de su destino en las aguas superficiales es esencial para predecir

con eficacia sus impactos en el entorno receptor.[e2]

La presencia de los PPCPs en el ambiente acuatico proviene del uso generalizado tanto de
productos farmacéuticos como de cuidado personal: cremas, champu, geles, fragancias,
desodorantes, cosméticos, jabones, detergentes, entre otros. Después del uso de estos
productos, los PPCPs terminan en aguas residuales domésticas, que generalmente se envian
a plantas de tratamiento de aguas residuales o se liberan directamente en el ambiente.
Debido a sus propiedades fisicoquimicas muchos PPCPs no se eliminan facilmente, la
incapacidad de efectuar la eliminacién completa de éstos en las plantas de tratamiento de
aguas residuales plantea un riesgo potencial para los organismos acudticos y la salud

publica. [63-65]

Las mayores concentraciones de PPCPs se han encontrado en aguas residuales y aguas
naturales cerca de afluentes de plantas de tratamiento de aguas residuales. Los datos
publicados sugieren una distribucidén ubicua de estos compuestos en el ambiente acuatico.
Los productos farmacéuticos, generalmente son compuestos polares con grupos ionizables
dependiendo del pH. El principio activo puede ser excretado sin ningin cambio, como un
metabolito principal o una mezcla de metabolitos, dependiendo del compuesto su
persistencia en el medio ambiente es variable por lo que pueden acumularse, alcanzando
niveles biolégicamente activos. Se incorporan a través de las excreciones humanas y

animales, biosélidos de PTAR, vertidos de aguas tratadas, deshechos industriales, asi como
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de los residuos de la atencion sanitaria y veterinaria, pueden inducir efectos fisiolégicos en

humanos a dosis bajas (66,67]

Aunque existen medidas de concentracidn Unica de productos farmacéuticos, en diversos
paises, el interés en los Ultimos afios es dar informacién detallada sobre la variacién en el
tiempo de concentracion, carga en los efluentes y rios de aguas residuales asi como el
destino de estos compuestos en el medio acudtico.[is, 19 En los estudios realizados en
diversos paises como Suiza, Estados Unidos, Canada, China, Alemania, entre otros, se han
medido concentraciones de diversos farmacos como son: carbamazepina, acido clofibrico,
diclofenaco, ibuprofeno, ketoprofeno, naproxeno. En los efluentes de plantas de
tratamiento de aguas residuales y en aguas superficiales (rios, lagos) se han encontrado
estos compuestos en concentraciones de pg L't. En México se tiene poca informacién sobre
la presencia de contaminantes emergentes, que tienen diversos origenes y que presentan
un problema ambiental. Los trabajos realizados en aguas residuales y naturales se centran
en la determinacion de diversos contaminantes farmacéuticos como el naproxeno,
carbamazepina, diclofenaco, ibuprofeno, ketoprofeno, entre otros; determinandose en
concentraciones del orden de pg L'y ng L' dependiendo de la poblacién, ubicacion y

proceso de tratamiento a que son sometidas las aguas. [65,71]

El intervalo de concentraciones en las muestras de agua para los almizcles vy filtros UV
muestra que estos compuestos, debido a su cardacter lipdfilo y persistencia, poseen un
considerable potencial de bioacumulacidnies 72-74). A principios de la década de 1990, estas
observaciones fueron confirmadas por numerosos estudios para aguas europeas, que
también ampliaron el alcance mediante la deteccidon de nitro almizcles en biota, grasa
humana y leche.fs, 36L0s almizilces y filtros UV son compuestos con relativo bajo peso
molecular, siendo suficientemente volatiles y se vaporizan facilmente sin descomposicién,
cumpliendo asi los requisitos esenciales para su determinacién por GC. Los farmacos
también se pueden determinar por CG pero, generalmente, deben pasar por un proceso de
derivatizacion, debido a esto y a que son moléculas ionizables (de acuerdo a su pka)

generalmente se prefieren analizar mediante HPLC y CE.
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Las concentraciones de los productos farmacéuticos, filtros UV, almizcles determinados en

aguas superficiales, influente y efluente de PTAR asi como los biosélidos hasta el 2018 se

encuentran en el Cuadro 2.5. Las propiedades fisicoquimicas de los PPCPs mencionados se

muestran en el Anexo .

Cuadro 2.5 Concentraciones de productos farmacéuticos, filtros UV y almizlces detectados

en aguas superficiales, influente y efluente de PTAR, biosdlidos.

Contaminante Influente Efluente Aguas Biosolidos
Familia
emergente (ngL?) (ngL?) superficiales (ng kg?)
Ibuprofeno 1681-33,764173 143-4,239073] 1-2,370731 380073
Farmacos Naproxeno 838-1,173073 170-3700751 1-591751 -
Diclofenaco 69-1,500075] 58-599(75] 0.5-154(75] 701751
Galaxolida 43-16,600(7¢! 10-3,730176] 64-12,470178 8,000-20,00017!
Almizcles
Tonalida 8,600-12,50007¢! 13-2,1201781 52-6780078 1000-280017¢!
4-MBC 39-4090771 5-404077 2.3-545(78] 0.002-38.3177)
Oxibenzona 3-3112077 5-191077 2.5-175078 0.001-21.16077
Filtros UV 2-EHMC - - 2.7-224178] -
Octocrileno 12-7850771 4-538l77] 1.1-4450178] 0.003-41.61077
Padimato-O - - - -
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Fibras de PDMS

3.1.1. Reactivos y materiales
Para la fabricacion y evaluacion de las fibras de PDMS se utilizé el kit Sylgard 184, bote de
elastomero (Dimetilsiloxano, dimetilvinilsiloxano terminado, silica trimetilada)/agente
curante (Dimetil, trimetilsiloxano terminado, dimetilsiloxano,, dimetilvinilsiloxano
terminado, silica dimetilada y trimetilada, tetrametil tetravinil ciclotetrasiloxano,
octametilciclotetrasiloxano, xileno, etilbenceno) Down Corning Corporation, Midland, EUA;.
Galaxolida 55.8%, Sigma-Aldrich, China; Tonalida 99.3%, Sigma-Aldrich, EUA; 4-MBC 99.7%,
Fluka, Alemania; Oxibenzona 100%, Fluka, China; 2-EHMC 98.9%, Fluka, Suiza; Octocrileno
99.2%, Fluka, Alemania; Padimato-O 99.0%, Fluka, EUA; Fenantreno (estandar interno)
99.0%, ChemService, EUA; Metanol grado reactivo, J.T Baker, Trinidad y Tobago; Agua
desionizada ultrapura tipo 1, Milipore Direct-Q 3 UV; acrodiscos de nylon tamafio de poro
0.45 um. Alambres de acero inoxidable d.i 127 y 203.2 um y longitud de 7.2 y 8 cm

respectivamente. Microtubo de PTFE d.i. 0.3 mm, Cole-Parmer.

3.1.2. Equipos e instrumentos
Balanza analitica Sartorious Modelo CP1245. Vortex, Thermolyne 37600. Microcentrifuga,
D2012 Plus, DLAB. Parrilla de agitacién magnética, Mirak, Thermolyne. Dremel 3000, Bosch.
Estufa. J.M Ortiz. Generador de plasma de alta frecuencia Modelo BD-20, Electro-Technic
Products Inc. Cromatdgrafo de gases con detector de ionizacién de llama, Agilent 6890N.

Cromatdgrafo de gases Agilent 6890N acoplado a un espectrometro de masas Agilent 5973.

3.1.3. Muestras
Se determinaron 7 contaminantes emergentes (2 almizcles,5 filtros UV) en aguas naturales
(riachuelos, canal de Xochimilco), influente y efluente de 2 PTAR (Coyoacdn y CU) ver
Cuadro 3.1. Las muestras de agua se tomaron y almacenaron en frascos dmbar sellados de

1 L previamente lavados con solucién alcalina (Extran®), posteriormente se enjuagaron con
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agua desionizada y se pusieron en la estufa durante 8 hrs a 160 °C. Durante el muestreo los

frascos se enjuagaron con la muestra 3 veces antes de tomarla, éstas se mantuvieron en

refrigeracion a 4 °C, se procurd analizar las muestras en los tres dias subsecuentes a su

muestreo. Previo al almacenamiento se les tomd el pH con tiras de papel y se corrobord

que tuvieran un pH aproximado de 7.

Antes del analisis las muestras se filtraron con vacio para eliminar la mayor cantidad de

particulas suspendidas y finalmente se pasa muestra suficiente para andlisis por acrodiscos

de nylon con tamafio de poro de 0.45 um. La muestra resultante no se debe observar turbia

ni con particulas suspendidas, de éstos se toman 3 mL para el analisis por SPME.

Cuadro 3.1 Sitios de muestreo

Muestra

Sitio de muestreo

1 Influente Coyoacan

2 Efluente Coyoacan

PTAR Coyoacan Canal Nacional 49, San Francisco Culhuacan de la

Magdalena, CDMX (19.346710, -99.119170)

3 Influente CU
4 Efluente CU

PTAR Circuito Universitario y Cerro del Agua, CDMX (19.332604, -
99.178176)

5 Arroyo Avandaro

Valle de Bravo, Estado de México. (19.162424, -100.135761)

6 Canal de Xochimilco

Embarcadero Xochimilco, CDMX (19.250471, -99.094235)

7 Arroyo Salamanca

“El estanco”, Salamanca, Guanajuato (20.755655, -101.158927)

8 Rio Lerma

Col. Los Sauces, Salamanca, Guanajuato (20.559992, -

101.218181)

3.1.4. Métodos

3.1.4.1. Limpieza de la superficie de acero inoxidable

Para las fibras de PDMS se probaron 3 métodos de limpieza, mediante disoluciones de HCI

y NaOH, con plasma y con acetona.
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El procedimiento para la limpieza con disoluciones consistié en sumergir durante 2 horas
los alambres de acero inoxidable en una disolucion de NaOH 1 M, posteriormente se
enjuagaron con agua desionizada y se sumergieron en una disoluciéon 0.1 M de HCl durante
30 min luego se enjuagaron nuevamente con agua destilada y se dejaron secar a

temperatura ambiente.12]

Para la limpieza con plasma se hizo pasar el haz sobre el alambre de acero inoxidable

durante 30 segundos como se observa en la Imagen 3.1.

Imagen 3.1 Limpieza del alambre de acero inoxidable con plasma.

Para la limpieza con disolventes Unicamente se impregné un pano de tela con acetonay se
pasé 3 veces por la superficie del alambre de acero inoxidable. Se dejaba secar a

temperatura ambiente y se continuaba con el proceso de polimerizacién.

3.1.4.2. Optimizacién
Las fibras de PDMS se obtuvieron mediante polimerizacion inducida por calor a partir de
una base de dimetilsiloxano y un agente curante (mezcla de compuestos) que finalizan la
cadena polimérica. Se realizdé un andlisis exploratorio univariado para determinar las
condiciones Optimas para la formaciéon y adhesién del polimero sobre el alambre de acero
inoxidable. Se partio de las condiciones reportadas en articulos que preparan fibras a partir
del kit Sylgard 184.[1231] Se probaron relaciones de base y agente curante, velocidad y
tiempo de homogenizacion asi como la eliminacidn de las burbujas en la mezcla, el tiempo

y temperatura de curado para obtener la consistencia y superficie deseada en las fibras. El
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procedimiento exploratorio para la fabricacidon de las fibras de PDMS se describe en el

Cuadro 3.2.

Cuadro 3.2 Analisis exploratorio para la elaboracién de las fibras de PDMS

Variable

Condiciones probadas

Condicion optimizada

Base/agente curante

o 2:1
o 31
e 6:1
e 10:1
o 12:1

3:1*

Homogenizacion de la mezcla

Velocidad: 10000 rpm
Tiempo: 60, 120, 180, 240, 300 s (Al
inicio)

Velocidad: 20000 rpm
Tiempo: 60, 120, 180, 240, 300 s (Al
inicio)

Velocidad:20000 rpm
Tiempo: 60, 120, 180 s. (Alternando con
tiempo de curado)

20000 rpm durante 300 s al inicio
y 60 s alternando con el tiempo de
curado.

Temperatura: 160° C
Tiempo: 60, 120, 180, 240, 300 s
(continuo)

Temperatura: 160° C
Tiempo: 60, 90,
(alternados)

120, 150, 180 s

Temperatura: 160° C
Tiempo previo a la adhesiéon: 90 s
alternando la homogenizacion

Previo a la
adhesion

Tiempo y

temperatura de

curado Para la
adhesion

Temperatura: 160° C
Tiempo: 25, 30, 35, 40,45 s

Tiempo para la adhesion: 35 s.

Posterior a
la
adhesion

Temperatura: 160° C
Tiempo: 900, 1800, 2700, 3600 s

Tiempo posterior a la adhesion:
3600 s.

Eliminacion de burbujas
mediante centrifugacion

Velocidad: 5000 rpm
Tiempo: 60, 120, 180, 240, 300 s

Velocidad: 10000 rpm
Tiempo: 60, 120, 180 s

10000 rpm durante 60 s.

* Base= 0.096 g /Agente curante=0.32 g

A partir del andlisis exploratorio, inicialmente se propuso la metodologia para la fabricacién

de fibras de PDMS mostradas en la Imagen 3.2.Previo a su utilizacion es importante que las

fibras se sellen con el mismo polimero en la base para evitar fugas y caidas de presion en el

inyector del cromatégrafo de gases donde se acondicionan a 270° C durante 20 min.
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Limpieza de los alambres Base/agente curante Homogenizacién inicial Entrecruzamiento
con plasma (relacién 3:1) (20000 rpm, 300 s) térmico {160 °C, 90 s)
(30s] alternando
homogenizaciér
(20000 rpm, 60 s)
Repetir 5 veces
5 l
-~
-
— — —=
=
Retirar tubo metdlico -
manualmente
Curado del polimera Inmersién y obtencién Eliminacién de
(160 °C, 3600 s) de forma tubular (160 burbujas (10000
°C,35s) rpm, 60 s)

Imagen 3.2 Procedimiento preliminar para la fabricacién de fibras de PDMS.

A partir de este procedimiento se continud con la optimizacion de ciertos pasos como la
limpieza del alambre de acero inoxidable, consistencia del polimero y obtencién de la forma

tubular de la fibra obteniéndose el procedimiento final que se observa en la Imagen 3.3.

Y
=
© — eyt o=
g =
—_— = — —s
B z <
< m= s
o Entrecruzamiento
Limpieza de los alambres con Base/agente curante Homogenizacién inicial térmico (160 °C, 90 s)
acetona (relacién 3:1) (20000 rpm, 300's) !
A e, l
\
| N\

Eliminacién de
Retirar tubo de PTFE manuaimente, burbujas
se insertan en la aguja Uenado del tubo de PTFE por (25000rpm, 60 s)
aspiracién posteriormente se
introduce el alambre para obtencién
de la forma tubular (160 °C, 35 s)

Imagen 3.3 Procedimiento final para la fabricacién de fibras de PDMS.
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Las fibras obtenidas con el procedimiento preliminar se evaluaron determinando su
reproducibilidad inter e intra-dia y entre fibras, asi como la linealidad, recobro y limites de
deteccién a partir de la determinacién de 7 contaminantes emergentes (2 almizcles y 5

filtros UV) por GC en agua fortificada.

3.1.4.3. Caracterizacién de las fibras
Los estudios de la superficie de las fibras de PDMS se realizaron mediante microscopia

electrdnica de barrido Tesla BS 300. El aumento fue de 100 a 2000x.

3.1.4.4. Evaluacion de las fibras
Se determinaron 7 PCPs en agua fortificada por SPME-GC utilizando las fibras de PDMS
fabricadas con la metodologia preliminar, las condiciones de extraccion analisis se tomaron
de un trabajo previo realizado en el laboratorio para la determinacién de PCPs por SPME.
(791 Se evalué el tiempo de extraccién 5, 10, 15, 20 y 25 min para cada analito. En viales de
8 mL se transfirieron 3 mL de agua fortificada con HHCB, AHTN, BP-3, O-PABA, 4-MBC, 2-
EHMC, OCT a 25 ug L'y Fenantreno como estandar interno (El) a 10 pg L1, la disolucién se
homogeneizé con un Vortex durante 1 min se colocd una barra de agitacién magnética de
6 x 10 mm; el vial se sellé con un tapdn horadado de polipropileno y una septa de teflén,
posteriormente se agitd durante 5 min a 1200 rpm para equilibrar el sistema. Pasado el
tiempo de equilibrio se realizd la SPME por inmersién directa a los diferentes tiempos
probados a 1200 rpm. Después del tiempo de extraccion se realizé la desorcidn térmica en
el inyector a 250 °C durante 10 min en un cromatografo de gases con detector de ionizacion
de llama, Agilent 6890N. El inyector se utilizé en modo splitless (1 min) a 260 °C, el programa
de temperatura fue 120 °C durante 1 min, incremento de temperatura 10 °C min! hasta
300 °C durante 5 min; temperatura del detector 300 °C. La columna utilizada fue una

columna Agilent DB-5, 5% fenilo 95% polidimetilsiloxano (30 m x 0.25mm x 0.25 um).

La repetibilidad se evalud inter e intra dia, asi mismo, se determind la reproducibilidad entre
fibras a 10 ug L'?, asi como la linealidad en un intervalo de 1-25 ug L' y el recobro a 5 ug

L', se calcularon los limites de deteccion (LD= b + 3Sp) y cuantificacion (LC= b + 10Sp)
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Adicionalmente para evaluar la eficiencia de las fibras fabricadas con respecto a las
comerciales de PDMS se realizd una comparacion evaluando la repetibilidad, linealidad,
recobro, los LD y LC obtenidos de la determinacion de los 7 contaminantes emergentes en
agua fortificada por SPME-GC con una fibra fabricada y una comercial utilizando la

metodologia antes descrita.

3.2. Validacién del método para la determinacién de PCPs en agua por SPME-GC-MS

Para la validacion se utilizaron las fibras de PDMS fabricadas con la metodologia optimizada,
se realizo el analisis de los 7 PCPs en agua fortificada utilizando un cromatdgrafo de gases
Agilent 6890N acoplado a un espectrémetro de masas Agilent 5973, inyector modo splitless
1 min a 250 °C el programa de temperatura fue 120 °C durante 1 min, incremento de
temperatura 10 °C min! hasta 300 °C durante 5 min. Se utiliz6 electroionizacion (70 eV), la
temperatura de la linea de transferencia fue de 280 °C, de la fuente de ionizacién 230 °Cy
del cuadrupolo 150 °C. La identificacion y cuantificacidn de los analitos se realizé en modo
de monitoreo selectivo de iones (por sus siglas en inglés, SIM) en el Cuadro 3.3 se muestran
los m/z utilizados en el estudio de cada uno de los compuestos. Durante la validacién se

utilizé agua tipo 1 contenida en un vial dmbar de 20 mL perfectamente sellado.

Cuadro 3.3 Valores de m/z para la identificacion y cuantificacidon de los analitos en modo

SIM
Compuesto m/z
HHCB 213,243
AHTN 213,243
BP-3 227,228
4-MBC 211, 254
O-PABA 165, 277
2-EHMC 161, 178
ocT 204, 249
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3.2.1. Repetibilidad
Se estudid la repetibilidad intra-dia de la metodologia a dos niveles de concentracién, en la
concentracién del limite de cuantificacion para cada analito y a 5000 ng L2, el andlisis se
realizd por triplicado en ambos niveles. Ademads se evalud la repetibilidad inter-dia a partir
del triplicado obtenido del analisis intra-dia vy, se realizé un analisis por triplicado en un dia

diferente (n=6).

3.2.2. Recobro
El recobro del método se evalud en dos niveles de concentracidn, a una concentracion baja,
en el limite de cuantificaciéon de cada analito y en una alta a 5000 ng L, la concentracidon
predicha utilizada para el calculo se obtuvo a partir de la ecuacién de la recta (y= mx +b)
obtenida de la curva de calibracidon para cada analito y el area relativa de la repetibilidad
intra-dia a partir de la siguiente ecuacion:

Canatito = % X Ce interno

3.2.3. Limite de deteccién (LD) y limite de cuantificacién (LC)
El LD se considerd como la concentracién en la que la intensidad de sefal fue 3 veces la
relacion sefial/ ruido. El LC se determiné como la concentracidén en la que la intensidad de

la sefial fue 10 veces la relacion sefal/ ruido.

3.2.4. Linealidad
Con el objetivo de determinar el intervalo de trabajo se analizan algunas muestras y se
determina aproximadamente en que concentraciones se encuentran cada uno de los
analitos, el intervalo de trabajo para cada analito fue diverso como se observa en el Cuadro
3.4. Posteriormente se evalud la linealidad del método a partir del intervalo de trabajo
determinado para cada analito a partir de una curva de calibracién de cinco puntos, por

triplicado.
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Cuadro 3.4 Concentraciones evaluadas en la curva de calibracién para el estudio de aguas

residuales y naturales por SPME-GC-MS

Compuesto Concentraciones evaluadas (ng L)
HHCB 1000, 4000, 8000, 12000, 16000
AHTN 1,25,5,7.5,10
BP-3 5000, 7500, 10000, 12500, 15000
4-MBC 150, 175, 200, 225, 250

O-PABA 250, 275, 300, 325, 350
2-EHMC 250, 275, 300, 325, 350
ocT 700, 725, 750, 775, 800
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Fibras de PDMS

4.4.1. Limpieza de los alambres de acero inoxidable
Para la limpieza de los alambres de acero inoxidable se probaron tres diferentes técnicas:
disoluciones de HCl e NaOH, plasma y con acetona; los resultados obtenidos con los dos
primeros métodos mostraron que con ambos procedimientos de limpieza el polimero se
guedaba adherido al alambre. Sin embargo, utilizando el plasma se observaba una mejor
adhesidon. También se realizd la polimerizacidn sin limpieza, pero se observé que no era
uniforme, la superficie del polimero quedaba con grietas o poros. Posteriormente se probd
la limpieza con acetona observdndose resultados similares a los obtenidos con el plasma,
una buena adhesion del polimero al alambre de acero inoxidable, por lo que se selecciond

este método debido a su simplicidad y rapidez para el proceso de limpieza.

4.4.2. Desarrollo
La polimerizacion inducida por calor generalmente se lleva a cabo por radicales libres, por
lo que es importante que los tiempos y las temperaturas se mantengan controladas para
que las fibras sean reproducibles. A partir de lo encontrado en la literatura, para la

preparacion de las fibras de PDMS se consideraron las siguientes variables:

1. Relacion base/ agente curante: nos da diferentes grados de entrecruzamiento.
Cuanto menor sea el grado de reticulacién de la red, mas suave sera el polimero.

2. Homogenizacion de la mezcla: es esencial para que la polimerizacidn y reticulacion
sea homogénea.

3. Tiempo y temperatura de curado: factores muy importantes para formar la capa
delgada y tubular de polimero asi como conseguir que se quede adherida al alambre
de acero inoxidable. También es importante para que el polimero tenga la

resistencia deseable. Son factores dependientes por lo que se puede dejar fijo uno
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4. Eliminacion de burbujas: es importante quitar todas las burbujas de la mezcla

mediante centrifugacién, para obtener una superficie, uniforme y homogénea.

Se observé que para la obtencion de las fibras son determinantes la relaciéon de base/
agente curante asi como el tiempo y temperatura de curado ya que la consistencia y
adhesion del polimero al alambre dependen directamente de estas variables. Partiendo de
esto, se realizd un andlisis univariado descrito en la Seccién 3.1.4.2 con el objetivo de
determinar las condiciones dptimas para cada uno de los factores antes mencionados y
obtener la adhesién del polimero. Las fibras obtenidas con la metodologia preliminar, eran
aparentemente uniformes pero al caracterizarlas por microscopia electrénica de barrido se
observo que el polimero presentaba una superficie acanalada en vez de lisa (los resultados
de la caracterizacion se discuten mas adelante Seccidn 4.4.3). La fase polimérica tenia una
longitud de 1.2 cm, un espesor aproximado de 0.35 mm, ésta se introducia en la aguja

hipodérmica22 Gx 1% “ (0.7mm x 32mm).

Con el objetivo de mejorar, automatizar, hacer mas rapida y sencilla la metodologia
preliminar, se continud la optimizacién para la fabricacion de las fibras con lo que se logré

corregir varios problemas que se observaban al caracterizarlas.

Con la metodologia optimizada se logré disminuir el tiempo de fabricacion, haciendo mas
sencilla la limpieza, a partir del cambio de molde, de un tubo metalico a un tubo de teflén
(PTFE), se logrd obtener una superficie lisa y homogénea, esto se comprobé al caracterizar
la fibra por microscopia electrénica de barrido, el esquema de las fibras obtenidas con la
metodologia optimizada se muestra en la Imagen 4.1. Para estas fibras la fase polimérica
tenia una longitud de 1.5 cm, un espesor aproximado de 0.29 mm de igual manera las fibras
se introdujeron en una aguja hipodérmica 22 Gx 1% “ (0.7mm x 32mm)

Aguja hipodérmica Sello para evitar Pelicula de PDMS Alambre de acero
d.e. 0.7 mm fugas d.e. 0.29 mm inoxidable d.e. 0.203 mm

I == S

¢+“———r<———>
3cm 2cm 1.5cm 6.5cm

Imagen 4.1 Esquema de la fibra de PDMS con el procedimiento optimizado.
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4.4.3. Caracterizacion de las fibras
La microscopia electrénica de barrido es la técnica mas utilizada para la caracterizacion de
fibras para SPME debido a que permite obtener el diametro y homogeneidad de la

superficie.

Las imdagenes obtenidas con ambos procedimientos se muestran en la Imagen 4.2 donde se
observa que las fibras obtenidas con el procedimiento preliminar tienen un mayor espesor
asi mismo se observa una superficie acanalada, esto se debe a que el interior del tubo
metalico con el que se fabricaban las fibras no era una superficie pulida, para la optimizacién
se buscé un tubo con una superficie interna lisa y un didmetro interno menor a 0.4 mm (D.l.

de la aguja hipodérmica) para que la fibra entrara a la aguja sin dafiarse.

En la Imagen 4.2B se puede observar un recubrimiento homogéneo en el sentido que no se
observan grietas o poros. Con las Imagenes 4.2A y B se determinaron las dimensiones de la

fibra.

PROCEDIMIENTO PRELIMINAR

XZB8 188xum FR-USAII X188 188mm

PROCEDIMIENTO OPTIMIZADO

287 um

X208 108xmm FR-USAII XZBB8 188mm FR-USAII

Imagen 4.2 Imagenes SEM de las fibras obtenidas con ambos procedimientos.

A) Seccion transversal B) Superficie
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En la Imagen 4.2A se observa que el alambre no queda centrado, un problema dificil de
corregir debido a que al insertar el alambre dentro del molde (tubo metalico o de PTFE) es
dificil que el alambre no se mueva y se quede en el centro durante los 35 s del tiempo de
curado térmico. En diversos estudios se observa este mismo detalle, sin ser un problema

determinante en los recobros, reproducibilidad y repetibilidad del analisis.[12,46]

4.4.4. Evaluacion de las fibras de PDMS fabricadas
La SPME, al ser una técnica no exhaustiva, es importante optimizar las condiciones de
trabajo como: tiempo y temperatura de equilibrio, extraccion y desorcién, velocidad de
agitacién, adicién de sales, estas condiciones se tomaron de un estudio previo, realizado

anteriormente en el grupo de trabajo.

Previo a la evaluacién de las fibras, se establecio el tiempo de extraccion dptimo para cada
uno de los analitos a partir del perfil de extracciéon; como se menciond en la Seccién 3.1.4.4.
En la Imagen 4.3 se muestra el perfil de extraccion para cada compuesto, en donde se
observa que en el intervalo de tiempo estudiado BP-3, O-PABA, 2-EHMC y OCT presentan
un maximo de absorcion en 20 min, aunque practicamente permanece constante a
diferencia del HHCB, AHTN y 4-MBC que en los tiempos estudiados se encontraron en el

intervalo cinético.

Perfil de extraccion
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Imagen 4.3 Perfiles de extraccién para HHCB, AHTN, BP-3, 4-MBC, O-PABA, 2-EHMC y OCT,

Fenantreno (El) por SPME-GC a 25 g L' en agua (n=3).
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Debido a que los compuestos con menor respuesta presentaron un pequefio maximo de
absorcién en 20 min este se eligid como tiempo 6ptimo de extraccidon. A partir de estos
primeros resultados se observa que con las fibras fabricadas de PDMS se logra la extraccion

y desorcidn simultdnea de los dos grupos de PCPs de interés: almizcles y filtros UV.

Una vez establecidas las condiciones de extraccidn se continud con la evaluacién de las
fibras de PDMS fabricadas, a partir del analisis de 7 PCPs en agua fortificada por SPME-GC.
Inicialmente se evalud la repetibilidad intra e inter-dia asi como la reproducibilidad entre
fibras y se compard con la obtenida con una fibra comercial de PDMS los resultados se

observan en el Cuadro 4.1

Cuadro 4.1 Comparacion de repetibilidad y reproducibilidad de fibras fabricadas vs. fibras

comerciales
Compuesto Fibras fabricadas Fibras comerciales”
Repetibilidad Reproducibilidad Repetibilidad Reproducibilidad
10 pg L't (n=3) 10 pg Lt (n=3) 10 pg L't (n=3) 10 pg Lt (n=3)
Intra-dia  Inter-dia Inter-fibra Intra-dia  Inter-dia Inter-fibra
CV(%) CV(%) CV(%) CV(%) CV(%) CV(%)
HHCB 5.7 9.1 144 4.3 8.1 13.16
AHTN 8.9 11.6 18.0 4.9 4.5 9.9
BP-3 9.9 124 20.4 10.3 18.6 20.7
4-MBC 7.8 9.3 8.6 1.0 16.3 10.2
O-PABA 10.7 11.6 24.0 10.7 17.1 18.2
2-EHMC 7.5 13.5 30.5 12.8 10.8 15.3
OCT 4.6 14.0 35.7 135 13.7 33.6

*Supelco, PDMS (df 100 pum)

En el cuadro anterior podemos observar una variaciéon aceptable con las fibras de PDMS

fabricadas en la determinacion de los PCPs, comparable con la observada con las fibras
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comerciales, en ambos casos se observa que la variacién intra-dia es menor al 15% para
todos los analitos, ademas como es de esperarse la variacion intra-dia (CV<13%) es menor
a la inter-dia (CV<18%) para ambas fibras. Se observa que aunque la reproducibilidad inter-
fibra con las fibras comerciales (CV<33%) es menor que con las fabricadas (CV<35%), la
diferencia entre ambas fibras es menor al 10%, por lo que es importante determinar si esta

variacién entre ambas fibras es significativa o no.

Después de la evaluacién de la reproducibilidad y repetibilidad se evalud la linealidad,
recobro, limites de deteccidn y cuantificacién de los PCPs por SPME-GC utilizando las fibras
fabricadas, cada andlisis se realizo por triplicado como se describe en la Seccién 3.1.4.4, los
resultados obtenidos se compararon con los de una fibra comercial de PDMS como se
observa en el Cuadro 4.2. En el Anexo Il se muestran las curvas de calibracion obtenidas

con ambas fibras para cada analito.

De acuerdo con los resultados, se observa que la sensibilidad obtenida a partir de la
pendiente de la curva de calibracién con ambas fibras, es muy similar para cada uno de los
analitos, los limites de deteccién y cuantificacién calculados a partir de la curva de
calibracion son muy parecidos cumpliendo con los objetivos de la fabricacidon de las fibras,
permitiendo la determinacién de todos los analitos de interés y reduciendo de manera
importante el costo de las fibras; los resultados de la comparacion estadistica se resumen
en el Cuadro 4.2; se espera obtener limites de deteccidn y cuantificacion menores a partir
del andlisis por GC-MS debido al aumento de sensibilidad que se obtiene con el

acoplamiento a espectrometria de masas
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Cuadro 4.2 Linealidad, recobro, limites de deteccién y cuantificacidon de los PCPs obtenidos por SPME-CG con las fibras fabricadas y

una fibra comercial.

Fibras fabricadas Fibras comerciales*

Intervalo Recobro Recobro

LD®  Lcb D> LCb
Compuesto lineal Ec. lineal R? 5uglL? ) ¢ ) Ec. lineal R? 5ugL? i ¢ i
H pglt pglt H pglt pglt
(pgL?) (n=3) (n=3)
y=0.4462(+0.0142)x y=0.5274(+0.0146)x
HHCB 1-25 0.9919 92.8433 15 3.0 0.9939 1205+7.0 05 20
-0.0099(+0.0215) +0.08464(+0.0221)
= =+ - +
AHTN 105 YT06360(X0.0224)x o0 g13.5,4 19 g7 YTOBBIOROOISIX g ooc0 15014100 04 28
+0.0637(+0.0339) +0.03290(+0.0232)
= + = +|
BP-3 55  VT0-2324(00135)x o go00 1500489 04 20 VTOIEPWEOOIIBN 45000 10161119 07 22
+0.0013(+0.0224) +0.0272(+0.0225)
y=0.7953(+0.0354)x y=0.6099(+0.0328)x
4-MBC 1-25 09844 1003+15 20 55 09775 109121 06 43
-0.1053(+0.0537) +0.0561(+0.0497)
= + = +|
0-PABA 125 YO1758(200107)x g ooic gaai110 04 16 YOI73O(R00II7X oeee 0184141 03 15
-0.0155(+0.0162) +0.0169(+0.0177)
y=0.0917(+0.0067)x y=0.0430(+0.0044)x
2-EHMC 5-25 09666 93.9+123 02 08 09360 989+16.0 0.1 09
-0.0229(+0.0111) +0.0009(+0.0074)
= =+ = =+
ocT 55  V70.0498(0.0061)x 550 oo iq45 g g3 VTOO016LR00018X i oo05 9554187 02 09
-0.0073(+0.0102) +0.0055(+0.0030)
*Supelco, PDMS (df 100 um)
aLD=b + 3S,
bLC=b+10Ss
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Asi mismo se puede apreciar que los recobros a 5 ug L obtenidos con ambas fibras son
aceptables en el andlisis de trazas (100 + 20%) para todos los analitos. En cuanto a la
linealidad se muestra un tendencia lineal (R*>0.9100) con ambas fibras para todos los

compuestos de interés.

En la Imagen 4.4 se observa que con las fibra fabricadas se obtiene un mayor recobro de los
almizcles y menor en los filtros UV, contrario a lo que ocurre con las fibras comerciales,
también se observa que en general el recobro es menor con las fibras comerciales para la
mayoria de los analitos esto probablemente se deba al mayor volumen de fase de las fibras

fabricadas.

Fibras fabricadas vs. Fibras comerciales

o

HHCH AHTH BF-3 g-Fel BT O-Fa G Z-EHRAC

5

&

8

8

[

Porcentajes de recobro
=i}
[}

a

a

3

a

W Fibras Tabricadas M Fibras comercial es

Imagen 4.4 Comparacion del recobro a 5 pg L'* (n=3) entre las fibras de PDMS fabricadas y

las fibras comerciales.

En la Imagen 4.5 se muestran de manera comparativa los cromatogramas obtenidos con
una fibra fabricada y una comercial en la determinacién de los PCPs en agua fortificada, esto
con el objetivo de evaluar la capacidad de absorcidn de las fibras fabricadas. Se observa que
la capacidad de absorcidn es ligeramente mayor para la mayoria de los analitos con las fibras

fabricadas.
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Imagen 4.5 Cromatograma por SPME-GC obtenido de la comparacion del recobroa 5 ug
L't entre las fibras de PDMS fabricadas y la fibra comercial. 1. HHCB; 2. AHTN; 3. BP-3; 4. 4-
MBC; 5. O-PABA; 6.2-EHMC; 7. OCT; Fenantreno (E.).

Respecto al tiempo de vida de las fibras fabricadas, se observa un comportamiento muy
similar al de las comerciales, éste es muy variable ya que depende de diversos factores:
modo de extraccidon, tipo de la fase, uso de derivatizante, complejidad de la matriz,
habilidad del analista, entre otros. Debido a esto no se puede establecer un intervalo de
tiempo que aplique de manera general a las fibras para SPME, esto se cumple tanto para

las fibras comerciales como las fabricadas.

Por todo lo anterior podemos decir que con las fibras fabricadas se obtiene una buena

repetibilidad, reproducibilidad y precisién en la determinacién de dichos compuestos.

Con el objetivo de determinar si los valores obtenidos con la fibra comercial y la fabricada
son equivalentes se realizé una comparacion estadistica mediante una t student con un 95%
de confianza, se compararon las medias ( ;) obtenidas con ambas fibras a partir de los
datos del recobro a 5 pg L%, los resultados se resumen en el Cuadro 4.3. En el Anexo lll se

encuentra el andlisis estadistico completo.
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Cuadro 4.3 Resumen de la comparacion de dos medias muestrales (t student) para 7 PCPs

en agua mediante SPME-GC con una fibra comercial y una fabricada

Hipétesis Compuesto |t| (Valor critico) t(observada) Interpretacion

Ho se rechaza la cantidad absorbida con
las fibras fabricadas es mayor con un 95%
de confianza respecto a las fibras
comerciales.
Ho se rechaza la cantidad absorbida con
las fibras fabricadas es mayor con un 95%
de confianza respecto a las fibras
comerciales.
Ho se acepta la cantidad absorbida con las
fibras fabricadas es igual que con las
fibras comerciales con un 95% de
confianza.
Ho se rechaza la cantidad absorbida con
Ho: X1—X=0 4-MBC 2776 6.113 las fibras fab_ricadas es mayor con un
Hi: X1 —-X2#0 95% de confianza respecto a las fibras
comerciales.
Ho se rechaza la cantidad absorbida con
las fibras fabricadas es menor con un 95%
de confianza respecto a las fibras
comerciales.
Ho se acepta la cantidad absorbida con las
fibras fabricadas es igual que con las
fibras comerciales con un 95% de
confianza.
Ho se rechaza la cantidad absorbida con
las fibras fabricadas es menor con un 95%
de confianza respecto a las fibras
comerciales.

HHCB 2.776 5.524

AHTN 2.776 4.329

BP-3 2.776 0.230

O-PABA 2.776 4.461

2-EHMC 2.776 0.028

ocT 2.776 5.066

En el cuadro anterior podemos observar que para 5 de los analitos estudiados: HHCB, AHTN,
4-MBC, O-PABA y OCT los valores de las medias obtenidos con la fibra fabricada y la
comercial son estadisticamente diferentes. Estas diferencias se asocian a la diferencia de
espesor (volumen de la fase) que existe entre ambas fibras, al proceso de polimerizacién, y
principalmente a las propiedades fisicoquimicas de cada analito, las cuales son

determinantes en los resultados obtenidos del analisis.

Para evaluar si los valores obtenidos con las fibras fabricadas con el procedimiento
preliminar son equivalentes a los obtenidos con el procedimiento optimizado, se realizé un

analisis estadistico mediante una t student con un 95% de confianza a partir de un andlisis
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por triplicado a 5 pg L de los PCPs en agua por SPME-GC, los resultados se resumen en el

Cuadro 4.4. En el Anexo IV se encuentra el analisis estadistico completo.

Cuadro 4.4 Resumen de la comparacion de dos medias muestrales (t student) para 7 PCPs

mediante SPME con los dos diferentes métodos de fabricacion de fibras de PDMS

Hipotesis Compuesto |t]| (Valor critico) t (observada) Interpretacion
Ho se rechaza la cantidad absorbida con
las fibras del procedimiento final es
mayor con un 95% de confianza
respecto al procedimiento inicial.
Ho se rechaza la cantidad absorbida con
las fibras del procedimiento final es
mayor con un 95% de confianza
respecto al procedimiento inicial.
Ho se rechaza la cantidad absorbida con
las fibras del procedimiento inicial es
mayor con un 95% de confianza
Ho: X1—X=0 respecto al procedimiento final.
Hi. X;—=X2%0 Ho se acepta la cantidad absorbida con
4-MBC 2.776 0.217 las fibras de diferentes procedimientos
es igual con un 95% de confianza.
Ho se acepta la cantidad absorbida con
O-PABA 2.776 2.130 las fibras de diferentes procedimientos
es igual con un 95% de confianza.
Ho se acepta la cantidad absorbida con
2-EHMC 2.776 -2.395 las fibras de diferentes procedimientos
es igual con un 95% de confianza.
Ho se acepta la cantidad absorbida con
OoCT 2.776 0.581 las fibras de diferentes procedimientos
es igual con un 95% de confianza..

HHCB 2.776 -8.615

AHTN 2.776 -3.458

BP-3 2.776 9.504

Se observd que independientemente del tipo de procedimiento utilizado las fibras de PDMS
fabricadas permiten el andlisis y determinacion de los PCPs, las diferencias observadas en
HHCB, AHTN y BP-3 se pueden asociar a las propiedades fisicoquimicas de los analitos, los
compuestos mas volatiles presentan una diferencia significativa en la absorciéon con ambas

fibras.

Con el objetivo de determinar si el comportamiento observado con las fibras fabricadas es
similar al de las fibras comerciales se realizé el mismo analisis estadistico con dos fibras
comerciales de PDMS los resultados se resumen en el Cuadro 4.5 obteniéndose un
comportamiento muy similar al observado con las fibras de PDMS fabricadas, donde se

observa una diferencia significativa para HHCB, AHTN y BP-3, adicionalmente con las fibras
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comerciales seobservd una diferencia significativa excepto para el Octocrileno, esto se
puede asociar a la baja respuesta que se obtiene para este compuesto con éstas fibras. En

el Anexo V se encuentra el andlisis estadistico completo.

Cuadro 4.5 Resumen de la comparacion de dos medias muestrales (t student) para 7 PCPs

mediante SPME con dos fibras comerciales

Hipotesis Compuesto |t] (Valor critico) t(observada) Interpretacion

Ho se rechaza la cantidad absorbida con
HHCB 2.776 4,926 diferentes fibras comerciales no es igual
con un 95% de confianza.

Ho se rechaza la cantidad absorbida con
AHTN 2.776 7.662 diferentes fibras comerciales no es igual
con un 95% de confianza.

Ho se rechaza la cantidad absorbida con
BP-3 2.776 5.111 diferentes fibras comerciales no es igual
con un 95% de confianza.

Ho se acepta la cantidad absorbida con
4-MBC 2.776 0.936 diferentes fibras comerciales es igual
con un 95% de confianza.

Ho;Xl—X=0
Hi. X1 —=X2#0

Ho se acepta la cantidad absorbida con
O-PABA 2.776 0.751 diferentes fibras comerciales es igual con
un 95% de confianza.

Ho se acepta la cantidad absorbida con
2-EHMC 2.776 0.962 diferentes fibras comerciales es igual con
un 95% de confianza.

Ho se rechaza la cantidad absorbida con
OCT 2.776 5.121 diferentes fibras comerciales no es igual
con un 95% de confianza.

Con el objetivo de evaluar si el desempefio de las fibras fabricadas y comerciales es
estadisticamente similar se realiza una prueba de apareamiento de datos donde se compara
las respuesta obtenidas con ambas fibras, mediante esta prueba se confirma que el
desempeio las fibras fabricadas y comerciales son estadisticamente iguales y que las
diferencias observadas entre ambas fibras no es estadisticamente significativa con un 95%
de confianza los detalles de la prueba se describen en el Anexo VI . Lo anterior nos permite

demostrar que las fibras fabricadas se comportan de manera similar a las fibras comerciales
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en la determinacién de PCPs en agua fortificada, asi mismo observamos que al fabricar las

fibras se reduce el costo hasta en un 99.1.%, la comparacién se observa en el Cuadro 4.6 .

Cuadro 4.6 Comparacion del costo de una fibra fabricada de PDMS vs. una comercial.

Costo por fibra fabricada ($) Costo de fibra comercial ($)
Alambre de acero
1.66
inoxidable
Kit Silgard 184 0.0025 Paquete con 3 fibras
Tubo de teflén 0.50 12,247.00
Sello 0.10
Aguja 1.20
Total 3.50 4,082.33

4.2, Determinacion de PCP en agua mediante SPME-GC-MS

Después de evaluar que las fibras fabricadas, se observa que funcionan muy bien para la
determinacién de los PCPs por SPME-CG, se procedid a la validacién del método para su
determinacién en agua por SPME-CG-MS, las condiciones instrumentales como se

menciond anteriormente se tomaron de un trabajo previo realizado en el laboratorio.

4.2.1. Validacién del método
4.2.1.1. Repetibilidad
En el Cuadro 4.7 se muestra la repetibilidad del método, intra-dia e inter-dia, evaluada a
partir del %CV para cada analito. Se observé que hubo mayor variacion a menor
concentracion de cada uno de los analitos, esto es algo que se esperaba ya que a menores
concentraciones cualquier variaciéon en lo experimental e instrumental afecta
significativamente la respuesta. En general en ambos analisis, intra-dia e inter-dia, se
obtuvieron % CV menores al 20% para todos los analitos; lo cual se considera aceptable
para analisis de muestras ambientales donde los analitos de interés generalmente se

encuentran a nivel de trazas.
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4.2.1.2. Recobro
Se obtuvieron recobros aceptables entre 85%-116% para cada uno de los analitos. En el
Cuadro 4.7 se muestran los resultados, en donde se observa que en ambos niveles de
concentracion el analito con menor porcentaje de recobro fue el OCT esto se puede asociar
a la menor sensibilidad observada para este compuesto. También se observa que hay una
mejor precisién a mayor concentracion (CV<15%) que a menor concentracién esto es de

esperar debido a que se esta trabajando en la capacidad limite del detector.

Cuadro 4.7 Resultados de precisiéon y recobro para el andlisis de aguas residuales vy

superficiales por SPME-GC-MS.

Compuesto Enlos LCngL! 5000 ng L Recobro
(n=3) (n=3) (n=3)
Intra-dia Inter-dia Intra-dia Inter-dia Enlos LC 5000 ng L
CV(%) CV(%) CV(%) CV(%) (%) (%)

HHCB 18.9 13.6 3.1 11.5 91.146.6 110.741.6
AHTN 17.7 241 3.2 10.8 115.9+12.2 94.142.6
BP-3 173 245 13.9 13.8 114.31.5 109.040.3
4-MBC 13.1 98 6.5 7.3 106.8+11.1 89.7+3.0
O-PABA 18.0 206 13.5 14.9 101.645.8 115.442.3
2-EHMC 19.9 205 14.2 13.6 108.4+7.8 109.9+2.1
ocT 181 222 11.3 16.4 91.3+3.4 84.240.3

4.2.1.3. Linealidad del método
La linealidad se evalud a partir de curvas de calibracidn relativas obteniéndose para cada
uno de los analitos una tendencia lineal (R*>0.9000) en el intervalo de concentracion
estudiado, el cual se determindé como se indica en la Seccién 3.2.4, los resultados nos
indican que los datos se ajustan de manera aceptable a la ecuacién de una recta, esto se

comprueba a partir de una prueba de bondad de ajuste (prueba Fisher) ver Anexo VII. Los
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coeficientes de determinacidén y las ecuaciones lineales con el correspondiente error
asociado a la pendiente y a la ordenada para cada compuesto se muestran en el Cuadro

4.8. Las curvas de calibracidon se muestran en el Anexo VII.

4.2.1.4. Limites de deteccién y cuantificacion del método
Los limites de deteccidn y cuantificacion para HHCB y AHTN (0.5 ng L'!) son comparables a
los observados en la literatura para la determinacidn de PCPs en agua.(32; En general tanto
para los almizcles como para los filtros UV se alcanzaron LD aceptables (LD<400 ng L) con
excepcion del BP-3 el cual presenté el LD mas alto (2000 ng L?) probablemente por el grupo
hidroxilo presente en su estructura lo cual disminuye su baja volatilidad dificultando su
analisis por GC-MS, esto también explica que el LC para el BP-3 sea mayor (5000 ng L) al
de los demas compuestos. En el Cuadro 4.8 se muestran los limites de deteccion y

cuantificacidn obtenidos para cada uno de los analitos.

Cuadro 4.8 Resultados de la linealidad, limites de deteccidn y cuantificacion para el analisis

de aguas residuales y superficiales por SPME-GC-MS (n=3).

Compuesto Ec. lineal Inte;::lti_llineal R? nLgDL: nLch:
HHCB y=0.2674(+0.0082) x -0.1392(+0.1607) 1000-16000" 0.9939 0.3 1
AHTN y=25.6871(+1.6214) x - 0.0230(+0.0199) 1-10 0.9750 0.3 1

BP-3 y=0.0150(%+0.0015) x - 0.1063(+0.0326) 5000-15000 0.9381 1500 5000
4-MBC y=0.2223(+0.0209) x - 0.0541(+0.0085) 150-250 0.9471 45 150
O-PABA y=0.223(+0.0194) x -0.1065(+0.0117) 250-350 0.9540 75 250
2-EHMC y=0.2050(+0.0254) x -0.0958(+0.0153) 250-350 0.9129 75 250
ocT y=0.0581(+0.0079) x - 0.0792(+0.0118) 700-800 0.8982 210 700

*Intervalo de trabajo 2LD=3 S/N bLC=10S/N

Con el objetivo de evaluar si los alcances del método desarrollado a partir de las fibras
fabricadas para SPME son equivalentes a los obtenidos con otros métodos que utilizan

diferentes técnicas de preparacion de muestra realizando el anadlisis por GC-MS en el
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Cuando 4.9 se comparan los limites de deteccidn reportados en la literatura con diversas
técnicas, donde se observa que los limites de deteccion obtenidos para los almizcles, HHCB
y AHTN, son menores a los obtenidos con las otras técnicas, por lo que podemos decir que
se tiene buena precisidn con las fibras fabricadas para los almizcles, en contraste con lo
observado para los filtros UV en donde se obtienen limites de deteccién mayores a los
obtenidos con otras técnicas. El BP-3 es el analito donde se obtiene una mayor diferencia
con respecto a los encontrados en la literatura, ésto se asocia a las propiedades
fisicoquimicas de este analito, el cual al ser el mds polar de los compuestos analizados, no
es tan afin al PDMS, teniendo como consecuencia un mayor limite de deteccién, esto podria
mejorarse con una derivatizacién. De igual manera, para los 4 filtros UV restantes: 4-MBC,
O-PABA, 2-EHMC y OCT se observan limites de deteccidn mayores a los obtenidos con otros
métodos pero aceptables de acuerdo al intervalo de concentracion en la que estos analitos

se han determinado en diversos cuerpos de agua (ver Cuadro 2.5).

Cuadro 4.9 Limites de deteccidn reportados con diversas técnicas de preparacion de

muestra vs. SPME con las fibras fabricadas.

Contaminante SPME LLE" DLLME" SPE" MEPS*
Familia

emergente (ng L) (ng LY) (ng L) (ng L) (ng L)

HHCB 0.3 20.01761 0.6!8%] 2.3188] -

Almizcles

AHTN 0.3 20.0076] 0.5(83! 1.288] -
BP-3 1500 26.0077] 6.077] 0.1077 61.00771
4-MBC 45 61.0077] 1.50771 0.1077 53.00771

Filtros UV O-PABA 75 22.0077) 6.0077] 5.0771 -
2-EHMC 75 24.0077] 2.077 0.3071 35.0771
OCT 210 33.0771 3.00771 5.01771 87.0771

* Valores reportados en la literatura

Para evaluar la exactitud de un método generalmente se estudia su veracidad y precision.
La evaluacion practica de la veracidad se fundamenta en la comparacién de la media de los
resultados de un método con relacién a valores conocidos cominmente, ésta se determina

contra un valor de referencia, existen dos técnicas basicas para su evaluaciéon: a partir de
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estandares certificados o de la comparacién con un método alternativo. En el presente
trabajo no fue posible evaluar la veracidad del método por ninguna de éstas técnicas, en
principio porque los analitos estudiados son considerados emergentes, por lo que hasta el
momento no existen comercialmente estandares certificados, por lo que se tendrian que
evaluar mediante un método alternativo que contemple la determinacion de almizcles y
filtros UV simultaneamente o el desarrollo de un método alternativo dentro del laboratorio.

En el presente trabajo Unicamente se determiné la precisiéon del método.

4.3. Aplicacién de las fibras de PDMS

4.3.1. Andlisis de aguas residuales

Para la determinacion de PCPs en aguas residuales primero se buscé un agua control lo cual
resulté complicado debido a que como ya se ha reportado los almizcles (HHCB y AHTN) son
ubicuos. 21,817 Como agua control se utilizé agua mineral embotellada “Penafiel” la cual
previamente se desgasificd en un bafio ultrasdnico por 10 min. En la Imagen 4.6 se muestra
el andlisis del agua control donde se observa una sefial en el tiempo de retencién de HHCB
sin embargo se encuentra por debajo del limite de deteccidn y se compara con una muestra
de agua fortificada a 5 pug L de cada analito y 10 ug L' del E.I.

Abundancia E.l 1
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Imagen 4.6 Analisis por SPME-GC-MS en modo SIM. 1. HHCB; 2. AHTN; 3. BP-3; 4. 4-MBC;
5. O-PABA; 6.2-EHMC; 7. OCT; Fenantreno (E.I).

RESULTADOS Y DISCUSION




Posteriormente se tomaron muestras del influente y efluente de dos plantas de tratamiento
de aguas residuales “PTAR Coyoacan” y “PTAR CU” las cuatro muestras se analizaron

mediante la metodologia desarrollada por SPME-GC-MS utilizando las fibras fabricadas.

En las muestras de agua residual se identificaron 5 de los analitos de interés: HHCB, AHTN,
4-MBC, 2-EHMC y OCT de los cuales HHCB y AHTN fueron cuantificables en todas las
muestras pero se observo una disminucidn en la concentracidn del efluente de ambos sitios,
Coyoacan (Imagen 4.7) y CU (Imagen 4.8), a diferencia de los otros 3 analitos los cuales se
pudieron cuantificar en ambos influentes pero no en los efluentes, por lo que se observa en
el Cuadro 4.10 el tratamiento de las aguas reduce la presencia de estos compuestos pero

no logra su remocién total.
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Imagen 4.7 Andlisis por SPME-GC-MS en modo SIM. Muestras de PTAR Coyoacan. 1.
HHCB; 2. AHTN; 3. 4-MBC; 4.2-EHMC; 5. OCT; Fenantreno (E.I).
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Imagen 4.8 Andlisis por SPME-GC-MS en modo SIM. Muestras de PTAR CU. 1. HHCB; 2.
AHTN; 3. 4-MBC; 4.2-EHMC; 7. OCT; Fenantreno (E.I).

Cuadro 4.10 Resultados de la identificacidn y cuantificacion de PCP en aguas residuales

por SPME-GC-MS.

PTAR Coyoacdn PTAR CU
Compuesto
n=3 n=3
Influente Efluente Influente Efluente
ngL1+D.E ng L1+ D.E ng L1+ D.E ng L1+ D.E
(%CV) (%CV) (%CV) (%CV)
HHCB 11500 £ 0.2 2600+0.2 5400+0.3 2700+0.2
(1.4) (9.1) (4.9) (7.9)
3.6 0.1 1.6+£0.1 24+0.2 1.7+£0.1
AHTN (2.0) (6.1) (8.1) (9.9)
BP-3 ND ND ND ND
4-MBC <LC <LC <LC <LC
O-PABA ND ND ND ND
282.5+1.6 258.2+4.0 254.0+1.7
2-EHMC <LC
(0.6) (1.5) (0.7)
708.0+£3.3 711.8+ 25
oCT (0.5) ND (0.4) ND
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Del cuadro anterior podemos concluir que se obtiene una buena precision (CV<9.9%) lo que
revela que SPME cumple con el objetivo de separar los analitos de interés en las muestras
de agua residual. El O-PABA y BP-3 no se detectaron en ninguna de las muestras, en el caso
del BP-3 puede ser asociado a la baja sensibilidad que se obtiene para este analito con el
método debido a sus caracteristicas fisicoquimicas que lo hacen menos afin a la fase
polimérica y dificultan su analisis por GC-MS, debido a esto frecuentemente para su analisis
por esta técnica se realiza una derivatizacion. También se observa que el OCT logra
removerse de las muestras con el tratamiento de las aguas residuales ya que se logra

cuantificar en ambos influentes pero no se detecta en ninguno de los efluentes.

4.3.2. Andlisis de diferentes cuerpos de agua
Asi mismo se tomaron muestras de aguas naturales como son: el embarcadero Xochimilco,
un arroyo en Valle de Bravo, uno ubicado en Salamanca, Gto., asi como una muestra del Rio
Lerma que pasa por una zona de Salamanca (ver caracteristicas en la Seccién 3.1.3), las

cuatro muestras se analizaron mediante la metodologia desarrollada por SPME-GC-MS

En el Cuadro 4.11 se muestran los resultados de las muestras. Se observé que en todas las
muestras se identificaron HHCB y AHTN pero Unicamente se cuantificaron en las muestras
del rio Lerma y Xochimilco. En la muestra del rio Lerma el Unico compuesto no detectado
fue el OCT. En la muestra de Xochimilco se identificaron 5 de los PCPs estudiados: HHCB,
AHTN, 4-MBC, 2-EHMC y OCT, cuantificandose unicamente el HHCB. En el arroyo de
Salamanca se identificaron HHCB, AHTN, 4-MBC y O-PABA este ultimo fue el unico
cuantificable. Podemos observar que se logré la identificacidn y cuantificacion con las fibras
de PDMS fabricadas de los PCPs estudiados a nivel de trazas (ng L) en diversos cuerpos de

agua con una precision en términos de (CV<15%).
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Cuadro 4.11 Resultados de la identificacién y cuantificacién de PCP en aguas superficiales

por SPME-GC-MS.

Xochimilco Rio Lerma Arroyo Salamanca Arroyo Avandaro
Compuesto
n=3 n=3 n=3 n=3
-1
ng L1+ D.E ng L1+ D.E ng L1+ D.E ”gt/ +D.E
(%CV) (%CV) (%CV) (%Cv)
1161+0.1 1545 +0.8
HHCB <LC <LC
(5.2) (12.2)
1.27+0.3
AHTN <LC <LC <LC
(3.0)
BP-3 ND <LC ND ND
4-MBC <LC <LC <LC ND
+
O-PABA ND <LC 250.0+6.7 ND
(14.7)
2-EHMC <LC <LC ND ND
OoCT <LC ND ND ND

Los resultados obtenidos en aguas residuales y superficiales de los PCPs se comparan con

los reportados en la literatura en el Cuadro 4.12 donde se puede observar que las

concentraciones determinadas de los PCPs en el presente trabajo se encuentran dentro del

intervalo de concentraciones que se han reportado en otros sitios, tanto en plantas de

tratamiento de agua residual como en aguas superficiales, diversos estudios han reportado

que la concentracién de estos analitos depende mucho de la zona y época del afio, esto

aplica principalmente a los filtros UV los cuales en épocas como primavera y verano son

mas utilizados en cremas y aerosoles para proteccion solar, por lo que se determinan

concentraciones mayores de estos compuestos.
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Cuadro 4.12 Intervalos de concentracién reportados para diversos cuerpos de agua obtenidos con diversas técnicas vs. los resultados

obtenidos con las fibras fabricadas para SPME-GC-MS.

Aguas Aguas”
Contaminante Influente Efluente Influente” Efluente”
Familia superficiales superficiales
emergente (ng LY) (ng L) (ng L) (ng L)
(ngL?) (ngL?)
HHCB 5,400-11,500 2,600-2,700 1545-1161 43-16,600(76] 10-3,730(78] 64-12,470178
Almizcles
AHTN 2.4-3.6 1.6-1-7 <1.27 8,600-12,50017¢! 13-2,120078] 52-6780178
4-MBC - - - 39-409[77] 5-404177) 2.3-545078]
BP-3 - - - 3-3112077 5-191077] 2.5-175078]
Filtros UV 2-EHMC 254.6-282.5 <258.2 32.8-1134077 5-755.9077] 2.7-224178]
OoCT 700-711.8 - - 12-7850771 4-538177] 1.1-4450(78]
O-PABA - - <250 12.9-418077) - <5077

*Valores reportados en la literatura
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CONCLUSION

Lo anterior nos permite demostrar que las fibras fabricadas funcionan para la
determinacién de PCPs en aguas residuales y otros cuerpos de agua, asi como para
el desarrollo de otros proyectos debido a las ventajas que ofrecen ante las fibras
comerciales, algunas de estas son: resistencia y flexibilidad que presenta el polimero
soportado sobre el alambre de acero inoxidable, debido a que en las fibras
comerciales el polimero esta soportado sobre silice fundida haciéndolas fragiles.
Adicionalmente la fabricacion de las fibras permite variar el grosor y longitud de la
fase de acuerdo con las necesidades del analisis. Otra de las ventajas de las fibras
fabricadas es que se pueden utilizar tanto para el analisis por HPLC como por GC, y
en el caso de esta ultima las fibras se desorben directamente en el inyector ademas

se reduce el costo hasta en un 99.1.%.

PERSPECTIVAS

% Determinar otros compuestos orgdnicos con caracteristicas fisicoquimicas afines al
PDMS.

4— A partir de la metodologia desarrollada probar la fabricacion de fibras con otro tipo
de fases poliméricas.

4 Determinar los mismos u otros compuestos en otras matrices como suelo,

sedimento y organismos vivos.
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5. Estancia de Investigacién en la Universidad Auténoma del Estado
de Hidalgo

5.1. Fabricacion de fibras de poli(EDGMA-co-4VP)

Se realiz6 una estancia en la Universidad Nacional Auténoma de Hidalgo (UAEH) en el
Instituto de Ciencias Basicas e Ingenieria con el Dr. José Antonio Rodriguez Avila, donde se
desarrollé una nueva fase polimérica de poli(EDGMA-co-4VP) para la determinacién de 3

farmacos (diclofenaco, ibuprofeno y naproxeno) en agua por SPME-CE.

Los farmacos son un grupo importante de contaminantes ambientales emergentes, debido
a su capacidad inherente para inducir efectos fisioldgicos en humanos a dosis bajas. Un
numero cada vez mayor de estudios ha confirmado la presencia de varios farmacos en
diferentes lugares del medio ambiente, lo que genera preocupacién acerca de los posibles
efectos adversos para los humanos y la vida silvestre. Los fdrmacos son compuestos polares
con grupos ionizables dependiendo del pH, el principio activo puede ser excretado sin
ningun cambio, como un metabolito principal o como una mezcla de metabolitos,
dependiendo del compuesto su persistencia en el medio ambiente es variable pueden
permanecer hasta afios, por lo que pueden acumularse, alcanzando niveles biolégicamente
activos. Debido a que los farmacos son disefiados para generar un efecto terapéutico a
bajas concentraciones, generalmente no son detectados en las EDAR, dificultando de esta

manera su éptima eliminacién.(s

Debido a que en la actualidad la SPME no se utiliza con frecuencia como técnica de
preparacion de muestra en electroforesis capilar (CE, por sus siglas en inglés) se desea
evaluar si la fibra desarrollada permite la extraccion de los farmacos, ésta se considera una
fase polar, ideal para la extraccién de analitos con grupos polares como los farmacos de

interés.
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5.2. Materiales

Para la fabricacion y evaluacion de las fibras de poli(EDGMA-co-4VP) se utilizé 4-vinilpiridina
(95% Aldrich, Inglaterra); dimetacrilato de etilenglicol (98%, Aldrich, EUA) como
entrecruzante; persulfato de potasio (99%, General Chemical Division, USA) como iniciador;
metanol (grado HPLC, J.T Baker, EUA); HSO4 (98%, J.T Baker, USA), naproxeno (100%, Sigma-
Aldrich, China); paracetamol (98%, Aldrich, EUA); ibuprofeno (100%, Sigma, India);
diclofenaco (100%, Sigma, India); borato de sodio decahidratado ( grado reactivo, J.T Baker,
EUA); fosfato de potasio monobasico (99.7%, J.T Baker, EUA); doxiciclina (estandar interno)

93%, Sigma-Aldrich, EUA.

5.3. Equipos e instrumentos

Potensiostato/ Galvanostato, PGSTAT AT302N, Metrohm Autolab, software Nova 2.0.
Fuente de Poder DC, GPC3030D, G.W. Espectrémetro infrarrojo con transformada de
Fourier (FT-IR, por sus siglas en inglés), Frontier, Perkin-EImer. Potenciémetro 450, Corning

Science Products. Bafo ultrasénico 8892, Cole-Parmer.

5.4. Métodos

5.4.1. Limpieza
La limpieza de las barras de acero inoxidable se realizé mediante electropulido, la cual es
una técnica de acabado quimico para superficies, mediante la cual el metal se disuelve
electroliticamente, ion por ion, de la superficie de un objeto metalico. El objetivo primario
es minimizar la microrrugosidad, reduciendo la adhesidn de suciedad o residuos, mejorando
la limpieza de las superficies. (Imagen 5.1). Industrialmente se utilizan para eliminar capas
de éxido formadas sobre superficies metalicas antes de procesos de soldadura. Esto mejora

la fuerza de la soldadura y aumenta la resistencia a la corrosion. 7
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Oxidacion Reduccidn
oW g M* 4+ g =

Imagen 5.1 Celda electroquimica para electropulir superficies

Antes del proceso de electropulido las barras de acero inoxidable se pulen con lija 1200 y
se limpian con acetona. Posteriormente para el electropulido se prepara una disolucion de
dicromato de potasio (K2Cr,07) 2.5 M en 4acido sulfurico (H2S04) 5 M a 70° C en esta
disolucidn se sumergen la barra de acero inoxidable que se desea pulir, al anodo, y como
contraelectrodo otra barra de acero inoxidable, al cdtodo, se hace pasar corriente (1.5 A)

con una fuente de poder durante 1.5 minutos con agitacidon continua.

5.4.2. Optimizacion
5.4.2.1. Electropolimerizacién
La polimerizacién electroquimica (ECP, por sus siglas en inglés) es una técnica, que ha sido
ampliamente desarrollada para producir peliculas de polimeros que se sintetizan para
aplicaciones en microelectrdnica, fotoelectroquimica, electrocatalisis o almacenamiento de
energia. El flujo de una corriente anddica a través de una disolucion que contiene un
disolvente, un electrolito y un monémero da lugar a la generacidn de una pelicula
polimérica sobre el danodo. Las peliculas poliméricas asi electrogeneradas se caracterizan

por las altas conductividades electrénicas (hasta 10° S cm™).(s7
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La electropolimerizacién (o polimerizacidn electroquimica electroiniciada) es un proceso
rapido. En pocos segundos después del inicio de la polarizacion anddica, o del flujo de
corriente anddico, el electrodo se recubre con una pelicula negra. Los requerimientos
tecnoldgicos no son restrictivos, con algunos mondmeros es posible trabajar en soluciones
acuosas con temperaturas y presiones ambientales. La condicién mas restrictiva es el
requerimiento de una atmdsfera inerte si se desea producir peliculas para algunas

aplicaciones especificas.[ss

El mecanismo de la polimerizacion parece complejo ya que cuando se estudia el
comportamiento electroquimico del mondmero en diferentes disolventes, o empleando
distintos electrolitos en el mismo disolvente, se llega a distintos resultados: obtencién de
productos no poliméricos, obtencion de polimeros en disolucion, o generacién de peliculas
poliméricas con diferentes propiedades, por ejemplo, la conductividad. Similares resultados

se obtienen cuando se utilizan como electrodo diferentes materiales.(sg

De acuerdo con las caracteristicas de su proceso de electroiniciacion, la
electropolimerizacién puede agruparse en la polimerizacion por electrooxidacion (EOP) y

procesos de polimerizacidon por electrorreduccion (ERP). Para la diferenciacién entre las
iniciaciones, una de las técnicas mds poderosa y rdpida para diferenciar entre ambas

posibilidades es la voltamperometria ciclica.

Para la celda electroquimica se utilizaron barras de acero inoxidable previamente
electropulidas como electrodos de trabajo, el potencial en las celdas fue controlado a partir
de un electrodo de referencia (electrodo de calomel) y como contraelectrodo un electrodo
de platino (Imagen 5.2).;ss) La corriente fue suministrada por el potensiostato/galvanostato,
fabricado por Metrohm Autolab, con el software NOVA 2.0. El seguimiento de la reaccion
se llevd a cabo mediante voltameprometria ciclica. Al final de la electrdlisis, el electrodo de
trabajo se retiré inmediatamente y se dejé secar a temperatura ambiente durante toda la

noche.
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Imagen 5.2 Celda electroquimica para electropolimerizacién

Se realizd un analisis exploratorio para determinar las condiciones necesarias para la
formacion y adhesion del polimero a las barras de acero inoxidable. Se partié de las
condiciones éptimas de un trabajo previo para la elaboracién de fibras de acrilato(sy, estas
fueron: concentracién del monémero (0.6 M 4-vinilpiridina), entrecruzante (0.5 M EGDMA),
iniciador (0.007 M K3S,0s), acido (0.005 M H,S04) y condiciones del equipo, potencial inicial
(0 V), potencial maximo (0.5 V), potencial minimo (-1.8 V), velocidad (0.1 V s!), nimero de

ciclos (25). El analisis exploratorio univariado se resume en el Cuadro 5.1.

Cuadro 5.1 Analisis exploratorio para la elaboracidn de fibras poli (EGDMA- co-4VP)

Variable Condiciones probadas Condiciones 6ptimas
4-vinilpiridina 0.6,0.3,0.1 M No se logran determinar
EGDMA 0.5, 0.25,0.08 M No se logran determinar
H,SO, 0.8,0.4,0.1,0.005 M 0.4M
Numero de ciclos 50, 25, 20, 15, 10 25
Potencial minimo -1.5,-1.8V -1.8V
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A partir de los resultados anteriores se plantea un Disefio Central Compuesto (por sus siglas
eninglés, CCD) para determinar las concentraciones éptimas de mondmero y entrecruzante
para la formacién del polimero evaluando la capacidad de adsorcion y desorcién de los

farmacos de interés. La optimizacidon se muestra en el Cuadro 5.2.

Cuadro 5.2 CCD para la elaboracién de fibras de 4-vinilpiridina y dimetacrilato de etilenglicol

Variable Condiciones probadas Condiciones 6ptimas
Sorcion Desorcién
4-vinilpiridina 0.35,0.3,0.2,0.1,0.05 M 0.05 0.2
EGDMA 0.35,0.3,0.2,0.1,0.05 M 0.2 0.35

La metodologia obtenida a partir de los resultados de la optimizacién para la fabricacion de

fibras de poli(EDGMA-co-4VP) utilizando electropolimerizacion se describe en la Imagen

5.3.
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de acero inoxidable ) o Electropalimerizacion Dejar secar
(15 min, 1.5 A) de etlenglicel, .50, K500 (25 ciclas, toda la noche a
voltar perorm etifa ciclica) temperatura ambiente

Imagen 5.3 Proceso para la fabricacion de fibras de poli (EGDMA- co-4VP)

Es importante que previo a la utilizacion de las fibras éstas se acondicionen sumergiéndolas
en metanol y agua desionizada para quitar los excedentes de mondmero y entrecruzante

que puedan haber quedado durante la polimerizacion.
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5.4.3. Evaluacion de las fibras
El analisis instrumental se realizd en un equipo de electroforesis capilar (Beckman Coulter,
PA 800 plus) equipado con detector UV de arreglo de diodos. Las separaciones se realizaron
en un capilar de silice fundida (75 pum d.i) con una longitud total de 67 cm (Beckman). Para
soluciones estandar y muestras, las separaciones se realizaron en direccién normal
utilizando una longitud efectiva de 30 cm. El electrolito de trabajo fue fosfato monobasico
30 mM con 5% de isopropanol ajustado a pH 7,00. El instrumento fue operado a 14 kV, lo

que generd un nivel de corriente de aproximadamente 120 pA.

Las disoluciones estdndar de diclofenaco, naproxeno e ibuprofeno se introdujeron
mediante inyeccién hidrodinamica a 0,5 psi durante 5 s. La deteccidon se realizd a tres
diferentes longitudes de onda (en los maximos de absorcién de cada analito) 240, 230y 220
nm respectivamente utilizando una rendija de 100 x 800 um. Los tiempos de migracion se

obtuvieron a partir del anélisis de los estdndares (50 ug mL) para cada compuesto.

Posteriormente para determinar la efectividad de las fibras de poli(EDGMS-co-4VP) se
prepararon 10 mL de agua fortificada con cada uno de los analitos a 20 pug mL?* y la
doxiciclina (El) a 30 pg mL?, se ajusté el pH a 2 con HCI 1 M, se homogeneizd con un Vortex
durante 1 min y se tomaron 1.5 mL para analizar en CE (previo a la extraccién), los 8.5 mL
restantes se trasfieren a viales de 20 mL, se colocé una barra de agitacién magnética de 10
mm y se agité durante 5 min a 1000 rpm para equilibrar el sistema, pasado el tiempo de
equilibrio se realizé la SPME por inmersién directa 30 min a 1000 rpm, de aqui se tomaron
otros 1.5 mL para analizar por electroforesis capilar (posterior a la extraccién). Después del
tiempo de extraccion se realizé la desorcion en 1 mL de agua basificada (NaOH 0.001 M) en
un bafo ultrasénico durante 15 min, este también se analizé por CE . El procedimiento

experimental se describe en el Imagen 5.4.
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Limpieza Extraccién Desorcién
5 mL de metanol y H,0 8.5 mL de disoluci6n con los analitos, 1.0 mL de agua basificada Analisis
) desionizada pH=2 0.001M, Beckman Coulter, PA 80O plus
(Agitacién 5 min, 1000 rpm) (Agitacién 30 min, 1000 rpm) (Ultrasonido 15 min) equipado con detector UV de

arreglo de diodos, longitud total
67 cm, potencial de separacién a
14kV con una rendija de 100 x 800
Hm

Imagen 5.4 Procedimiento para el analisis de fdrmacos por SPME-CE.
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5.5. Resultados y discusiéon

5.5.1. Limpieza de las barras de acero inoxidable
La limpieza de las barras de acero inoxidable se realizé mediante electropulido, tal como se
describe en la Seccidn 5.3.1, se eligio este método de limpieza debido a que en trabajos
anteriores realizados en el laboratorio se obtuvieron buenos resultados. Es esencial que
previo a la electropolimerizacién las barras se limpien de lo contrario el inicio de la
polimerizacién se tarda un poco, provocando que en los 25 ciclos que se establecieron para

la formacidn de la fase no se logre un recubrimiento homogéneo y del espesor deseado. (9]

5.5.2. Desarrollo
5.5.2.1. Obtenciény adhesion del copolimero
El diseifio de experimentos descrito en la Seccion 5.3.2.1 para la optimizacién de las fibras
con 4-VP y EGDMA mostré la importancia de las concentraciones de mondmero y polimero
en la absorcion y desorcion de los farmacos, en la Imagen 5.5 se muestra el diagrama de
Pareto donde se observa que la relacién de concentraciones de ambos tiene un efecto

significativo con un 95% de confianza en la fabricacion de las fibras.

Diagrama de Pareto
(response is Respuesta, a = 0.05)
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|
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Imagen 5.6 Diagrama de Pareto para la optimizacion de las fibras con 4-VP Y EGDMA.

En la Imagen 5.6 se muestran los graficos de superficie de respuesta obtenidos para la

absorcién y desorcion de los analitos. Se observa que a mayor concentracién de EGDMA y
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menor concentracién de 4-VP hay mas absorcién de los analitos pero que la maxima
respuesta obtenida en la desorcidon se encuentra a una concentracion molar de [0.3414]
EGDMA y [0.2014] 4-VP por lo que se seleccionaron estas condiciones para la polimerizacion
de las fibras. Esta diferencia entre las condiciones éptimas de absorcién y desorcién se

pueden explicar por el entrecruzamiento de la red polimérica y la afinidad de los analitos a

,
esta.
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o
15000
03 03
10000 02 gup 5000 e
0.1 [ 0l 0.
02 ol o 01
EGDMA = [EGDMA] bs

Imagen 5.6 Graficos de superficie de respuesta para la optimizacién de las fibras con

4-VP Y EGDMA

5.5.2.2.  Electropolimerizacién
La electroiniciacion del copolimero reticulado de 4-VP y EGDMA se asocia a procesos de
polimerizacién por electrorreduccion. De acuerdo con la literatura el pico de reduccién en
la solucidon acida se atribuye a la reduccidon directa de iones hidrégeno disociados para
formar radicales de hidrégeno, el acido actia como un inicador redox favoreciendo la

polimerizacionisy
H* + e - H*

El pico de reduccién de la solucién de persulfato es atribuido a la reduccidon de iones

persulfato
S,08% + e - SO4& + SO4*

La reduccion tanto de acido sulfurico como de persulfato de potasio se junta en un pico

ancho centrado alrededor de -1.1 V. Cuando se introduce el mondmero se observa una
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Unica reduccion a -1.2 V que se atribuye a la reduccidn de iones hidrégeno. La presencia del
acido y del persulfato proporciona las mejores condiciones para el inicio de la
polimerizacién, obteniéndose un comportamiento significativo de pasivacién del electrodo
lo que ayuda a obtener recubrimientos mas uniformes. De acuerdo con estos estudios se
sabe que los radicales sulfato producidos por la reduccién de los iones persulfato inician la

polimerizacidén de la siguiente manera:
SO4° + M - M* + SO4*

A partir de lo anterior, para el estudio de formacién del poli (EGDMA- co-4VP) se realizd

voltamperometria ciclica, los resultados se muestran en la Imagen 5.7.
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Imagen 5.7 Voltamperogramas obtenidos durante la formacioén del recubrimiento

A) Ciclo 1 B)Desarrollo de los 25 ciclos
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En la Imagen 5.7 se observd un Unico pico de reduccién a -0.7 V que se vuelve cada vez mas
débil pasando a potenciales mas negativos con el aumento de nimero de ciclos lo que indica
que el electrodo se esta pasivando, esta es una evidencia de la polimerizacién ya que la
formacidén de una pelicula de polimero sobre el electrodo de acero inoxidable reduciria el
area de superficie electroactiva reduciendo la corriente, el aumento de la resistencia debido
a la presencia del recubrimiento polimérico hace que el potencial maximo cambie a valores

mas negativos.

En el semiciclo anddico, el voltamperograma mostraba una histéresis de bucle de corriente
(tendencia de un material a conservar una de sus propiedades, en ausencia del estimulo
que la ha generado), lo cual también indica que el polimero se esta formando en la
superficie del electrodojsz; (Imagen 5.7A). De acuerdo con la literatura se sabe que con las
condiciones utilizadas no se produce una reduccién directa del mondmero.s7; Los
voltamperogramas obtenidos de los 25 ciclos necesarios para la formacion de una pelicula

de grosor y uniformidad deseables se observan en la Imagen 5.7B.

De acuerdo con lo mencionado la estructura del recubrimiento polimérico obtenido a partir
de la electropolimerizacién y una fotografia de la fibra obtenida para su aplicacion por

SPME-CE se observan en la Imagen 5.8.

Q Q

Imagen 5.8 Fotografia de la fibra SPME y estructura del poli (EGDMA- co-4-VP)

5.5.2.3.  Caracterizacién
Con el objetivo de identificar las bandas caracteristicas del copolimero obtenido se realizd

un FT-IR. De la literatura se sabe que las vibraciones caracteristicas del anillo de piridina se
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encuentran aproximadamente a 1590, 1550, 1460y 1410 cm™, pero que al copolimerizarse
la mayoria de éstas no se observan o su intensidad se ve disminuida. En la Imagen 5.9 se
observa una banda a 3050 cm™ asociada a la vibracidn del enlace C=0, la sefial intensa de
1650 cm™ se atribuyé al fuerte efecto de acoplamiento del C-N, la banda ancha ubicada en
3450 cm se debe al estiramiento O-H de moléculas de agua que se pueden formar.(s3; Entre
1300-1400 cm™ se observan sefiales asignadas a la vibracién del enlace C-O, y a la sefial de

2100 cm se le atribuye la vibracion del enalce C-H.[sq
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Imagen 5.9 Espectro FT-IR obtenido del poli (EDGMA — co- 4VP).

Como perspectivas del proyecto se deja la caracterizacién del polimero por microscopia
electronica de barrido resultados que hasta el término de la estancia no se pudieron
obtener con el objetivo de determinar y confirmar la homogeneidad y espesor de las fibras,
pero de acuerdo con lo observado y con estudios microestructurales de recubrimientos
formados en similares condiciones se observé una porosidad superficial visible, la causa de
esta porosidad es que el electrodo no puede pasivarse completamente para producir un

perfil lineal de corriente/potencial.
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5.5.3. Determinacién de farmacos en agua mediante SPME-CE
Primero se analizaron estandares individuales de naproxeno, ibuprofeno y diclofenaco a
una concentracion de 30 ug mL? en agua y una longitud de onda de 214 nm por CE, con el
objetivo de determinar sus tiempos de migracién, posteriormente se inyectéd una mezcla
obteniéndose el electroferograma de la Imagen 5.10 en donde se identifican los tres

analitos.
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Imagen 5.10 Electroferograma del analisis de una disolucion estandar con

1.Diclofenaco, 2. Ibuprofeno, 3.Naproxeno, E.l por CE

Para probar la efectividad de las fibras se determinaron las condiciones para la sorcién y
desorcién por SPME, con el objetivo de evaluar si el polimero extraia los farmacos de
interés. Con las condiciones optimizadas del polimero se realizé el analisis de la disolucién
estandar a 20 ug mL? a una longitud de onda de 214 nm antes y después de la sorcion de
los analitos, en los electroferogramas se observé una disminucién de la sefal, asi mismo se
realizd el analisis del microlitro obtenido de la desorcidn, en el electroferograma se
observaron las tres sefiales de los farmacos (Imagen 5.11) , el analisis se realizd por

triplicado.
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Imagen 5.11 Electroferograma del analisis de una disolucién estandar con

1.Diclofenaco, 2. Ibuprofeno, 3.Naproxeno, E.I Doxiciclina por SPME-CE.

Con esto se concluyd que el copolimero desarrollado si permite el andlisis de los farmacos
a partir de las primeras condiciones planteadas pero como perspectiva del proyecto se debe
desarrollar la optimizacién y validacion del método por SPME-CE para la determinacion de

estos farmacos para posteriormente probar las fibras en muestras de agua.

5.6. Conclusién preliminar

Se fabricaron fibras para SPME mediante electropolimerizaciéon de poli(EDGMA-co-4VP)
para la determinacién de naproxeno, diclofenaco e ibuprofeno en agua por electroforesis

capilar.
5.7. Perspectivas

+ Caracterizar por microscopia electrénica de barrido las fibras de poli(EDGMA-co-
4VP

+ Optimizar y validar la metodologia para la determinacién de los farmacos en agua.

+ Aplicar las fibras de poliy la métodologia desarrollada para la determinacion de los

farmacos en diversos cuerpos de agua.

*— Probar si la fase polimérica desarrollada se puede utilizar en otros analitos con
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ANEXOS

ANEXO |

Cuadro 2.1 Estructura y propiedades fisicoquimicas de algunos contaminantes emergentes.

Nombre comun Log S
Nombre IUPAC Estructura pKi
(abreviacién) Kow (mg L?)
1-terbutil-3,5-
dimetil-2,4,6- Almizcle xileno 49 - 0.490
trinitrobenceno
4-terbutil-2,6-
dimetil-3,5- Almizcle cetona 4.3 - 0.460
{8 dinitroacetofenona
v}
N
S
—
<
1,3,4,6,7,8-
hexahidro-
4,6,6,7,8,8- Galaxolida o 59 _ 1.750
hexametil- (HHCB)
ciclopental[g]-2-
benzopirano
1-(5,6,7,8-
tetrahidro- .
355568 8- Tonalida o 57 ) 1.250
! (AHTN)
hexametil-2-

naftalenil)-etanona

Kow: constante de reparto octanol/agua, K,: constante de acidez, S: solubilidad en agua a 25° C.




Cuadro 2.1 Estructura y propiedades fisicoquimicas (continuacion).

Nombre comun Log S
Nombre IUPAC Estructura pKa
(abreviacion) Kow (mg L?)
OH O
e Oxibenzona
metoxifenil)- 3.7 7.6 3.700
. (BP-3)
fenilmetanona ~o
1,7,7-trimetil-3-[(4- 4-
metilfenil)metilen]-  metilbencilideno 5.1 _ 0.017
biciclo[2.2.1]2- canfor
heptanona (4-MBC) o
g -~
2-etilhexil-4- N
[72] . _
8 (dimetillamino)ben Padimato-O 5.7 - 0.005
= (O-PABA)
= zoato
L

2-etilhexill-3-(4- 2-etilhexil X
metoxifenil)-2- metoxicinamato /©/\)LO/\[/\/\M9 5.3 - 0.002
Et

propanoato (2-EHMC) MeO

2-etilhexil-2-ciano- ! 0

o Octocrileno 7.1 - 0.004
3,3-difenil-2 (ocT) O N (j/\/\CHJ
propanoato &
I
CHy
Yo . : OH
acido-2-(6-metoxi- Naproxeno 32 415 15.900
2-naftil)propanoico HaC o
e
8 Cl
Q
g acido-2-(2-[(2,6- NH
& diclorofenyl)amino Diclofenaco Cl OH 4.5 4152370
W [fenil)acético
O
’ . CHE
acido-2-(4- OH
isobutilfenil)-2- Ibupofreno CHg 40 52 21.000
metilpropanoico HaC ©

Kow: constante de reparto octanol/agua, K,: constante de acidez, S: solubilidad en agua a 25° C.
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Todos los andlisis estadisticos se realizaron a partir del programa STATGRAPHICS Centurion

y la comparacion de medias con XLSTAT.

Curvas de calibracidn obtenidas con las fibras fabricadas para los PCP por SPME-GC.

Dado que el Valor-P es menor que .05 se dice que existe una relacion estadisticamente
significativa entre y y x con un nivel de confianza del 95%, lo que nos indica que los datos

obtenidos ajustan al método de regresion lineal utilizado.

Razén-F Valor-P
1973.71 . 0

Razon-F Valor-P
.15 . 0

HHCB
o= (B45443 + EIT4EE"x

AHTH
y = 032501 + 681044~

n

3

[
8]
o

\
. TP R BT B B
Area relativa
» wm R m w
R e e L n
LN TP EPEPIT SFEPrE IR A |

i

n
Fa
Pa

Concentracion relativa (ngiml)
Caoncentracion relativa (ngiml)

Razon-F

Valor-P

156.27

. 0

BF-3
y = -.02TZ182 + . 16885Tx

\

F

o
i

ra
[

Conocentracion relativa (ng/ml)

Area relativa

[X] m

Razén-F

Valor-P

344.17

. 0

4+-MBC
y = 0561154 + G05BEE"x

in

bt TP NPT BT

1.5 2

ra

Concentracion relativa (ng/ml)




Area relativa

m

in

Area relativa

12 F

L

Razon-F Valor-P Raz6n-F Valor-P
220.6 . 0 91.95 .0
O-FABA ZEHME
¥ =-0183585 + 173384 y = DI0S11082 + 0430278
T T T T T T—] 18 F7 T T T T —]
- ran ]
7 % o ]
-4 £ L a ]
: E 08 - . z .
H iy -
' - : s > v s 15 2 25
Conocentracién relativa (ngiml) Conpentracicn relativs (ng/ml}
Razon-F Valor-P
OGCT
¥ = - 00548823 + D1E0917x

o4 Er T T T T ]

= r . *

i} C ]

g ozl ]

E L ]

oL ]

N B ] ]

5 5 2 25

Concentracion relativa {ng/ml)
Curvas de calibracién obtenidas con una fibra comercial para los PCP por SPME-GC.
Razon-F Valor-P Razén-F Valor-P
979.93 0 804.19 0
HHCB AHTN

y = - DISEE542 + 448175

T T T
a

o

1 1 1

5 1 1.5 2

Concentracidn relativa {ng/ml)

1
2.

£n

Area relativa

=] m

y = -0837323 + .B38014"x

in
[

5
na
t

Concentraciin relativa {ng/mil)

ANEXOS

\

]

bl I PRI PRI R B |

pa



Area relativa

Area relativa

Concentracién relativa (ng/mi)

ANEXOS

Razén-F Valor-P Razén-F Valor-P
294.11 .0 502.55 -0
BP-2 4-MBC
w = - 00128312 + 23235 y = - 1053558 + TEEIZIx
BT T T T T T—] 74 T T T T T—]
C ] 2 N
[ 18 '8 7
I 1%
4 4 ® I -
L 1 @
[ : 1% sf : -
2 — o
[ ] 4 ° .
E:] i 1.5 2 2.5 5 i 1.5 2 2.5
Concentracian relativa {ngiml} Concentracion relativa {ngimL)
Razén-F Valor-P Raz6n-F Valor-P
268.81 .0 185.21 .0
O-FAaBA Z-EHMC
= - 0183853 + . 173384™x y = - 0223458 + 091T445™x
=y T T T T ™—] 4 =T T T T T T
s — 2k - 2
4 -z EF 4
B - ]
At HE b 3
° i} [ ]
2t . 1% wf .
P ] r . .
Ak . 04 g ]
5 1 1.5 Z 2.5 5 1 15 2 25
Concentracion relativa {ng/mlL) Concentracion relativa {ng/ml)
Razén-F Valor-P
65.16 0
oCT
y =-00T25107 + .0497T885"x
A5 T T T T T ™—]
a2z . —
Tt B
& o N =
z i J
E o .
03 - [ —
5 1.5 2 2.5




Anexo Il

Se realiza el analisis estadistico completo para la comparacién de dos medias muestrales de

7 PCP mediante SPME con una fibra comercial y una fabricada

Los pasos que se siguieron son los siguientes:

1) Primero se determina si los datos presentan una distribucién paramétrica normal

2) Se plantea la hipdtesis nula y alternativa
Ho: X1—X2=0
Hi: X1=X2#0
3) Se establece el nivel de confianza 1 - o = 95%
4) Demostramos la homocedasticidad de los datos, a partir de una prueba Fisher
Ho: $1%/ S22 =1
Hi:S12/S2#1

El resultado para cada uno de los analitos se muestran a continuacion:

HHCB

1) Paramétrica
2) Ho:X1—X;=0
Hi: X;—X;#0
3) 95% de confianza
t(obs)=5.524

4) Homocedastica

Density

Prueba Fisher
F observada 9.146

F critica 39.000

1 t(erig)=2.776

Prueba t student
-15 -10
t observada 5.524

| t | critica 2.776
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AHTN

1) Paramétrica

2) Ho: X1—X2=O
H1 . X1 - Xz =0

3) 95% de confianza

4) Homocedastica

Prueba Fisher

BP-3

F observada 1.00
F critica 39.000
Prueba t student
t observada 4.329
[t] critica 2.776
1) Paramétrica
2) Ho: X1—X2=O
H1 . X1 - Xz #0
3) 95% de confianza
4) Homocedastica
Prueba Fisher
F observada 1.866
F critica 39.000

Prueba t student

t observada

0.230

é\ t(obs)=4.329
n
c
[}
o
¢ t(erit)=2.776
I t
-15 10 5 0 5 10 15
t
BP-3
04 +
0.35 t(obs)=0.230
>
=
%)
c
[}
a
-t(crit)=-2.77&.05 ; t(crit)=2.776
0/2=0.025
-15 10 -5 0 5 10 15

| t | critica

2.776
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4-MBC

1) Paramétrica

2) Ho: X1—X2=0
H1 . X1 - Xz #0
3) 95% de confianza
> t(obs)=6.113
4) Homocedastica g
o}
Prueba Fisher
F observada 2.615
: t(crit)32.776
F critica 39.000 ‘ ‘ 00k ‘
-15 -10 5 0 5 10 15
Prueba t student ¢
t observada 6.113
[t] critica 2.776
O-PABA
1) Paramétrica
2) Ho . X1— Xz =0
H1 . X1 - Xz =0
3) 95% de confianza
.- > t(obs)=4.461
4) Homocedastica Z
]
[a}
Prueba Fisher
F observada 5.873
F critica 39.000 =2.776
} ' /2=0025 ' |
Prueba t student 15 -10 B 0 5 10 15
t observada 4.461 t
| t | critica 2.776
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2-EHMC

1) Paramétrica 2-EHMC

04 +

2) H02X1—X2=0

Hi: X1 =X #0
3) 95% de confianza -
‘0
’ . <
4) Homocedastica 8
Prueba Fisher
F observada 1.677 -t(crit)=-2.77.05 | T tcrit)=2.776
‘ 0/2=0.025 @/2=0 025 . ‘
F critica 39.000 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
-15 -10 -5 0 5 10 15
t
Prueba t student
t observada 0.028
|t] critica 2.776
oCT
1) Paramétrica
) OCT
2) Ho . X1— Xz =0
Hi: X1 —=X2#0
3) 95% de confianza
F t(obs)=5.066
‘0
4) Homocedastica E
Prueba Fisher
F observada 17.207 t)=2.776
F critica 39.000 | ‘ ~a/2=0025,
-15 -10 5 0 5 10 15
Prueba t student t
t observada 5.066
| t | critica 2.776
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Anexo IV

Al igual que en el Anexo 1, se realiza el andlisis estadistico para la comparacién de dos
medias muestrales de 7 PCP mediante SPME con dos fibras fabricadas por distintos

procedimientos de elaboracién, el resultado para cada uno de los analitos se muestran a

continuacion:

HHCB

1) Paramétrica
HHCB
2) Ho! X1—X2=0
Hi: X1—=X;#0
3) 95% de confianza
t(obs)=-8.615

4) Homocedastica

Density

Prueba Fisher
F observada 0.606

F critica 39.000 [ ‘
-15 -10 5 0 5 10 15

-t(crit)=-2.776 (.
0/2=0.025

— t(crit)=2.776
/2=0.025, )

Prueba t student
t observada -8.615

| t | critica 2.776

AHTN

5) Paramétrica

6) Ho:X1—X2=O
H12X1—X2¢0

7) 95% de confianza
t(obs)=-3.458 (25

8) Homocedastica

Density

Prueba Fisher
F observada 17.015

F critica 39.000

Herit)=-2.776| — t{crit)=2.776

0/2=0.025,

Prueba t student _ 0/2=0.025

t observada -3.458 ‘
-15 -10 -5 0 5 10 15

[t] critica 2.776
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BP-3

5) Paramétrica
6) Ho: X1—X2=0
Hi: X1—=X;#0
7) 95% de confianza
> t(obs)=9.504
8) Homocedastica Z
&
Prueba Fisher e
F observada 12.976
F critica 39.000
i t(crit)=2.776
Prueba t student | g/20050
t observada 9.504 -15 5 10 15
[t] critica 2.776
4-MBC
5) Paramétrica
4-MBC
6) Ho: X1— Xz =0 04 +
Hi: X1 =X #0 t(obs)=0.217
7) 95% de confianza
8) Homocedastica >
[
Prueba Fisher a
F observada 1.461
F critica 39.000
Herit)=-2.776 ——g0.05 ¢ tlcrit)=2.776
Prueba t student ‘ /220025 /220,025
t observada 0.217 ‘ ‘ ‘ ‘
-15 -10 -5 0 5 10 15
[t] critica 2.776 t
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O-PABA

5) Paramétrica
O-PABA

6) Ho:X1—X2=O

Hi: X1—=X;#0
7) 95% de confianza
2> t(obs)=2.130
8) Homocedastica 2
a
Prueba Fisher
F observada 19.100
F critica 39.000 r i tlcrit)=2.776
0,/2=0.025 ‘
Prueba t student -15 - - 0 5 10 15
t observada 2.130 t
I t l critica 2.776
2-EHMC
5) Paramétrica
2-EHMC
6) Ho! X1—X2=O
H12X1—X2¢0 04 +
7) 95% de confianza
8) Homocedastica 5 obe)-2.395075
2
Prueba Fisher 2
F observada 0.463
F critica 39.000
—t(crit)=»2.7' 05 — t(crit)=2.776
Prueba t student | 0/2=0.025 @/2=0.025 ‘
t observada -2.395 -15 -10 -5 (t) 5 10 15
|t| critica 2.776
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ocT
1) Paramétrica

2) HoZX1—X2=O
Hi: X1 =X #0

3) 95% de confianza

4) Homocedastica

Prueba Fisher

F observada

29.451

F critica

39.000

Prueba t student

t observada 0.581
[t] critica 2.776
Anexo V

Density

OCT

t(obs)=0.581

i t(crit)=2.776

a/2=0, 025

0 5 10
t

15

Asi mismo se realizé el andlisis estadistico completo para la comparacién de dos medias

muestrales (t student) para 7 PCPs mediante SPME con dos fibras de PDMS comerciales.

HHCB
1) Paramétrica
2) Ho:X1—X;=0
Hi: X1 —X;#0
3) 95% de confianza

4) Homocedastica

Prueba Fisher

F observada

2.448

F critica

39.000

Prueba t student

t observada

4.926

Density

HHCB
t(obs)=4.926
i t(cnit)=2.776
‘ ‘ /2=0.025 |
-15 -10 0 5 10

15

| t | critica

2.776
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AHTN

1) Paramétrica

2) Ho . X1— Xz = O
Hi: X1—=X2#0
3) 95% de confianza
> t(obs)=7.662
4) Homocedastica @
a
Prueba Fisher
F observada 0.386
F critica 39.000 i terit)=2.776
@/2=0.025
I t 1
Prueba t student -15 -10 5 10 15
t observada 7.662 t
| t | critica 2.776
BP-3
1) Paramétrica
BP-3
2) Ho . X1— Xz = O
Hi: X1 =X #0
3) 95% de confianza
4) Homocedastica > t(obs)=5.111
‘«
c
Prueba Fisher 2
F observada 4,752
F critica 39.000
i t(crit)=2.776
Prueba t student ‘ ; 0/2=0.025 ; ‘
t observada 5.111 -15 -10 5 10 15
[t] critica 2.776
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4-MBC
1) Paramétrica

2) Ho: X1—X2=0
H12X1—X2¢0

3) 95% de confianza

4-MBC

t(obs)=0.936

4) Homocedastica >
2
Prueba Fisher a8
F observada 0.913
F critica 39.000
i tlcrit)=2.776
Prueba t student ‘ ; 0/220.025 ‘
t observada 0.936 -15 -10 5 10 15
[t] critica 2.776
O-PABA
1) Paramétrica
2) Ho:Xi—X2=0 O-PABA
H1 . X1 d Xz =0
3) 95% de confianza
t(obs)=0.751
4) Homocedastica >
‘»
]
Prueba Fisher a
F observada 19.100
F critica 39.000
i tlcrit)=2.776
®/2=0.025
Prueba t student w 1 : |
t observada 0.751 15 -10 - (t) 5 10 15
| t | critica 2.776

ANEXOS




2-EHMC
1) Paramétrica

2) Ho:Xl—X2=0
Hi: X1 =X #0

3) 95% de confianza

4) Homocedastica

t(obs)=0.962

Prueba Fisher
F observada 0.150
F critica 39.000
Prueba t student
t observada 0.962
| t | critica 2.776
OoCT
5) Paramétrica
6) Ho . X1— Xz = O
Hi: X1 —X2#0
7) 95% de confianza
8) Homocedastica
Prueba Fisher
F observada 29.451
F critica 39.000
Prueba t student
t observada 5.121
| t | critica 2.776

>
=
0
c
)
]
v t(erit)=2.776
a,/2=0.025
-15 -10 0 5 10 15
t
OCT
> t(obs)=5.121
)
c
o}
[a]
i tlerit)=2.776
) /2=0.025
-15 -10 5 10 15
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Anexo VI

Prueba de apareamiento de datos (t)

Se desea evaluar el desempefio de las fibras fabricadas respecto al de las comerciales a
partir del andlisis de PCPs en agua a 5 ug L con Fenantreno como estandar interno . Las

areas relativas obtenidas con ambas fibras se muestran en el Cuadro I.

Cuadro I. Areas relativas de PCPs e

Analitos Fib fabricadas  Fib comerciales Diferencia 1) Es paramétrica
Galaxolida 0.2456 0.2073 -0.0382
por el teorema central del
Tonalida 0.2926 0.2556 -0.0370
4-MBC 0.0688 0.0987 0.0299 limite.
i .1991 2 .0911 v
Padimato 0.199 0.2903 0.09 2) Ho: X4=0
Oxibenzona 0.0755 0.0642 -0.0112
2-EHMC 0.0123 0.0340 0.0217 Hi: Xa#0
Octocrileno 0.0133 0.0201_ 0.0067 3) 95% de confianza
X4 = 0.0090
Sq= 0.0416

Xdvn __ 0.0090V7
sd 00416

t=7-1 tc=2.45
to<tc.. Hose acepta

Las diferencias en las determinaciones con las fibras fabricadas y comerciales no son
significativas.

Anexo VI

Curvas de calibraciéon para la determinacion de los 7 PCP en aguas residuales y naturales

por SPME-GC-MS.

Dado que el Valor-P es menor que .05 se dice que existe una relacion estadisticamente
significativa entre y y x con un nivel de confianza del 95%, lo que nos indica que los datos

obtenidos ajustan al método de regresion lineal utilizado.
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Area relativa
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