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RESUMEN

Se elaboraron tres recubrimientos derivados de polidimetilsiloxano hidroxilado
(PDMS-OH), 3-cianopropiltrietoxisilano (CNPrTEOS) y feniltrietoxisilano (TEFS) por
sintesis sol-gel, para evaluar su capacidad como sorbentes de antibidticos polares
disueltos en diferentes medios utilizando la extraccidén por sorcién en barra de agitacion
(SBSE). La sintesis fue realizada a temperatura ambiente empleando diclorometano
(DCM) como disolvente y acido trifluoroacético (TFA) al 95%v/v como catalizador. Los
materiales obtenidos fueron identificados como A, B y C, asociandose a los valores
1:1:2, 1:1.5:1.5 y 1:2:1 de la razén molar PDMS:TEFS:CNPrTEOS respectivamente.
Tras 48 h de exposicion a soluciones acido-base (pH 1-12), la pérdida de masa de los
recubrimientos no superé 0.5%. Ante disolventes polares (agua, acetonitrilo y metanol)
e isooctano las pérdidas fueron menores a 12% con vortex (30 min) o ultrasonido (60
min); pero aumentaron considerablemente ante acetona y acetato de etilo. El analisis
termogravimétrico (TGA) demostré que todos los recubrimientos fueron estables hasta
230°C. Los materiales fueron analizados por espectroscopia de infrarrojo de reflexion
difusa (DRIFTS), también se midieron sus angulos de contacto con agua (hidrofilia:
C<B<A). En medio acuoso fortificado (1 mg/L) los materiales extrajeron menos del 30%
de los antibidticos; tras su desorcién solo los antibidticos con logaritmos de coeficientes
de reparto (LogioKow) comprendidos entre 0 y 2 (sulfamidas, trimetroprim vy
cloranfenicol) fueron detectables en los extractos aunque sin preconcentracién. Un
screening factorial 2* en medio acuoso revel6 que algunos factores y sus interacciones
favorecian la extraccion total de antibiéticos con 0<Log:10Kow<2 (mayor contribucion de
sulfamidas) cuando se elevé el %NacCl, el tiempo y la velocidad de agitacién; agregar
acetonitrilo desfavorecié la extraccion de sulfatiazol. El método del ascenso mas
pronunciado demostré que la baja afinidad del material A por los analitos limité el
incremento de sus areas en los extractos. En medio organico el hinchamiento de los
materiales y su contenido de ciano contribuyé a recuperar antibiéticos, las tetraciclinas
fueron detectables en los extractos pero no se preconcentraron y las otras sustancias
presentaron factores de preconcentracion entre 3-5. Un ANOVA bifactorial (a=0.05)
revel6 que en medio orgénico el tipo de antibidtico, el material y la interaccion de
ambos afectan el area cromatografica.
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INTRODUCCION

Actualmente se requieren metodologias analiticas simples, econdémicas y
ecolégicamente seguras para determinar sustancias en matrices biologicas,
alimentarias y ambientales. En este contexto, la preparacion de la muestra es una
etapa critica del andlisis quimico; por ello, las técnicas contemporaneas de preparacion
se diseflan para reducir el consumo de disolventes organicos, miniaturizar la
instrumentacion, automatizar los procesos, reducir la destruccion de la muestra y lograr
en un solo paso la extraccion y preconcentracién de diversas sustancias. Actualmente
los analitos pueden extraerse desde fases muy diversas (solidas, liquidas o gaseosas)
utilizando técnicas como: las microextracciones liquido-liquido en sus distintas
modalidades, la extraccion sortiva con barras de agitacion (SBSE), la microextraccion
sélida dispersiva (SPME) y la clasica extraccion en fase solida (SPE).*

En SBSE la barra de agitacién posee un recubrimiento polimérico capaz de
extraer los analitos desde una fase liquida o0 gaseosa. El polidimetilsiloxano (PDMS) es
la fase comercial mas comun y la retencion de los analitos usualmente es absortiva
(equilibrio de reparto), aunque la adsorcién también puede ocurrir y hasta predominar
en otros polimeros. En comparacién con las técnicas de microextraccion, se logran
mejores recuperaciones por SBSE dado su mayor volumen de sorbente. La baja
afinidad de PDMS por analitos polares, caracterizados por logaritmos de sus
coeficientes de reparto octanol-agua (logi0Kow) menores a 2, supone un problema y
representa una limitante para sus aplicaciones, actualmente son pocas las fases
comerciales disponibles.”® Desarrollar de nuevos sorbentes hibridos organicos-
inorganicos por via sol-gel ha sido una estrategia para mejorar la afinidad hacia
analitos polares mediante la introducciéon de grupos funcionales en los materiales que
interaccionen favorablemente con dichas sustancias; ademas, es factible controlar las
propiedades quimicas y estructurales de estos materiales variando las condiciones de
sintesis, el tiempo de envejecimiento y el tratamiento térmico.*®

En este trabajo se sintetizaron tres nuevos materiales hibridos por via sol-gel
tomando como base la modificacion de PDMS. Esencialmente se entrecruzaron las
cadenas de PDMS-OH con precursores organotrialcoxisilanos funcionalizados con
ciano y fenilo en condiciones acidas, para promover interacciones dipolares y
electrénicas - T entre los sorbentes y los analitos polares. Todos los materiales se
caracterizaron midiendo su estabilidad térmica, espectro infrarrojo, resistencia ante
disolventes y pH. La evaluacion de la capacidad sorbente de estos hibridos organicos-
inorganicos fue llevada a cabo mediante SBSE tanto en medio acuoso como en
organico utilizando como analitos antibidticos muy polares y de variada estructura
quimica: tetraciclinas, sulfamidas, trimetroprim y cloranfenicol. El uso intensivo de estas
sustancias con fines veterinarios y las elevadas cantidades excretadas en forma activa
por animales y humanos (via heces y orina) suponen riesgos para la salud humana y
ambiental como: desarrollo de microorganismos resistentes, inhibicion del crecimiento



de plantas y animales acuaticos, disrupcién endocrina y reacciones alérgicas.
Actualmente es necesario monitorear los antibioticos en gran diversidad de matrices
(alimentos, muestras ambientales, fluidos biol4gicos, etc.).7‘8

Debe destacarse que la presente investigacion ha contribuido a ampliar el
conocimiento sobre nuevos materiales hibridos organicos-inorganicos, aportando
valiosa informacion sobre sus propiedades fisicas y quimicas. La informacién generada
podria servir como base para orientar futuras investigaciones en la direccibn mas
conveniente en lo relativo a retencién de compuestos polares.



ANTECEDENTES

En el andlisis quimico el tratamiento de la muestra es una etapa de crucial
importancia ya que generalmente estad asociada con el mayor consumo de tiempo y
riesgo de error. Dicha etapa tiene como fin transferir el analito (la sustancia que se
desea determinar) de la matriz muestral a otra fase mas compatible con el equipo
instrumental, aunque algunas veces también implica modificar la estructura quimica de
la especie con ese fin. Técnicas tradicionales como la extraccion liquido-liquido y la
extraccion Soxhlet se utilizaron ampliamente en el pasado, pero implicaban un
consumo considerable de disolventes organicos toxicos, mdltiples transferencias
(cambios de disolvente o de recipiente) y demandaban demasiado tiempo; esto se
traducia en baja exactitud, aumento de la incertidumbre y en pérdida de analito.® Para
superar estas desventajas surgieron las técnicas de extracciobn que emplean un
volumen minimo de disolvente extractante como la microextraccion liquido-liquido en
gota suspendida (SDME), la microextraccion liquido-liquido dispersiva (DLLME) y la
microextraccién con fibra hueca (HFME); también surgieron otras técnicas basadas en
s6lidos sorbentes como la extraccién sortiva con barras de agitacion (SBSE), la
microextraccion sélida dispersiva (SPME) y la clasica extraccion en fase sélida (SPE).*

Principios teéricos de SBSE

La microextraccion en fase sélida (SPME) se desarrollé en 1990 y tan solo 9
afios después aparecid SBSE inicialmente para la extraccion en fase vapor, ambas
comparten esencialmente el mismo principio teérico y logran la extraccion y
preconcentracion de los analitos en una sola etapa. SBSE presenté buena
reproducibilidad y también eficacia para retener sustancias organicas en fase vapor o
liguida; no obstante, fue superior su capacidad de extraccibn en comparacion con
SPME y con las microextracciones en fase liquida, esto la hizo muy Util para el analisis
a niveles traza y ultratraza.®™°

La barra de agitacion mas empleada para SBSE, conocida con el hombre
comercial Twister®, consta de un iman incrustado en el interior de una envoltura de
vidrio de 10-20 mm de longitud y posee un recubrimiento polimérico llamado
polidimetilsiloxano (PDMS) que tiene usualmente entre 0.3-1.0 mm de espesor
(volumen de 24-126 uL). La fase PDMS tiene un caracter no polar y es capaz de
interactuar con las moléculas objetivo por fuerzas de Van-der-Waals, aunque enlaces
de hidrégeno pueden ocurrir a través de los atomos de oxigeno presentes en el PDMS
dependiendo de la estructura quimica de los analitos.™

El PDMS permite la difusion de los analitos a través de él y es térmicamente
estable sobre un amplio rango de temperaturas, el PDMS tipicamente soporta hasta
220-320 °C. Por esta razon, este sorbente se utiliza también como fase estacionaria
en cromatografia de gases (GC)."
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Figura 1. Dispositivo analitico comercial utilizado para la extraccién por sorcion en
barra de agitacién con el recubrimiento polidimetilsiloxano (SBSE-PDMS).

Para entender como ocurre la preconcentracion de los analitos por SBSE se
considera la extraccion de una sustancia desde un medio acuoso con PDMS. Antes de
alcanzar el equilibrio la concentracién del analito retenido en PDMS depende del
tiempo y de los factores hidrodinamicos que controlan la cinética de la retencién. Sin
embargo, una vez alcanzado el equilibrio la concentracion se vuelve independiente del
tiempo y la retencion es gobernada por el coeficiente de particion del analito (Kppysw=
Croms/Cw) entre la fase acuosa (W) y el sorbente PDMS, también por la razén de
volumenes (B= Vw/Vepous) entre las dos fases. Bajo este esquema el polimero se
comporta similar a una pelicula de liquido inmovilizado y retiene los analitos por un
mecanismo predominantemente absortivo.*?

Una expresion de la eficiencia de extraccién tedrica (R) se halla considerando
que la masa inicial del analito en la fase acuosa (my,) debe ser igual a la suma de sus
masas en cada fase luego de la extraccion (my y mppus). La expresion de eficiencia
tedrica es entonces:*?

m K
R = S D Ec. 1
Mo B+Kppms,w

Las eficiencias teoricas para PDMS seran altas cuando los analitos sean mas
apolares y la razon de fases B pequefia. También es importante mencionar que
estudios recientes han correlacionado el coeficiente Kppusw coOn el coeficiente de
distribucion octanol-agua (Kow) Yy, aunque no es muy exacto, es posible estimar si un
analito podra ser extraido por SBSE-PDMS. Un analito puede considerarse
relativamente apolar cuando log;oKow >3.%



Consideraciones préacticas de SBSE

Trabajar con SBSE implica la extraccion del analito desde el seno de la matriz
muestra y su preconcentracion simultdnea en el recubrimiento, el paso siguiente es la
desorcion de la sustancia para su posterior analisis instrumental (generalmente
cromatogréfico)."?

La extraccion convencional de analitos desde un medio liquido se realiza por
inmersion directa de la barra recubierta con sorbente en dicho medio. Sin embargo,
también existe la modalidad headspace, Util cuando el analito es volatil o semivolatil,
que implica promover la transferencia del analito de la matriz liquida hacia la fase vapor
donde se realizara la extracciébn con una barra recubierta suspendida. En general, la
extraccion por SBSE es influenciada por factores como el espesor del recubrimiento y
el volumen de muestra, pero también es importante optimizar pardmetros cinéticos
(tiempo de equilibracion y velocidad de agitacion) y parametros termodinamicos
(temperatura, pH, polaridad y fuerza i6nica de la matriz). % **

Después de la extraccion, se remueve la barra de agitaciéon de la matriz
acuosa, se lava con agua pura para eliminar interferencias y se seca con un pafiuelo
gue no libere pelusa. La desorcién de los analitos se efectlia en la modalidad térmica
(TD) o la liquida (LD).*®

La modalidad TD es Uutil para el analisis por cromatografia de gases (GC)
debido a que implica liberar los analitos termoestables y con volatilidad alta o
intermedia mediante calentamiento de la barra, pero requiere una camara de desorcion
generalmente cara; ademas, necesita la optimizacién de la temperatura de desorcion,
el flujo de purga e instrumentacion capaz de controlar la vaporizacion programada.*®

La modalidad LD es util para el analisis por cromatografia de liquidos de alta
eficacia (HPLC) y electroforesis capilar (CE), esto ya que logra la desorcion de
compuestos termolabiles no volatiles o semivolatiles; pero requiere optimizar
condiciones como tipo y cantidad de disolvente(s) extractor(es), tiempo de aplicaciéon
de ultrasonido y nimero de etapas de desorciéon. Las aplicaciones de LD tienden a ser
mas variadas que las TD debido a que no esta limitada a las sustancias volatiles.*?

Limitaciones

Aunque SBSE tiene varias aplicaciones aun presenta limitaciones importantes.
Una de ellas es que la desorcidén de los analitos retenidos en la barra recubierta no
puede hacerse directamente en un puerto de inyeccién split/splitless de cromatografo
de gases; esto implica forzosamente la transferencia previa de los analitos a un
disolvente compatible con la técnica, o bien, una inversion monetaria en la adquisicién
de un dispositivo térmico especial para desorberlos directamente de la barra. También
es evidente que en la modalidad LD las operaciones manuales como la remocion de la



barra de la muestra, el lavado y el secado son laboriosas y pueden introducir errores,
sin embargo, su automatizacién implicaria un costo adicional.

Por otro lado, quizas la limitacion mas grande para SBSE son los pocos
recubrimientos disponibles comercialmente: polidimetilsiloxano (PDMS Twister®),
poliacrilato (AcrylateTwister®) y el polietilenglicol copolimerizado con PDMS (EG
SiliconeTwister®). EI PDMS es muy poco afin hacia analitos polares, pero la
derivatizacion quimica de éstos usualmente ayuda a que sean mas afines hacia las
fases disponibles e implica modificar sus estructuras moleculares mediante reacciones
quimicas adecuadas; sin embargo, dicha manipulacién introduce error adicional si la
reaccién no se completa o genera subproductos. Otra alternativa mas efectiva ha sido
desarrollar recubrimientos modificando PDMS o sintetizar nuevos materiales.? **

Recubrimientos para SBSE

Para superar las limitaciones de SBSE se han preparado nuevos
recubrimientos utilizando la sintesis polimérica sol-gel, la sintesis monolitica por
polimerizacion radical in situ, adhesion fisica, entre otros métodos. La tabla 1 resume
la informacion disponible.***°

La técnica monolitica origina materiales con poros interconectados y se
preparan por polimerizacion radical in situ. Estos materiales tienen gran area superficial
y pueden ser utilizados como fases de separacion en microextraccion capilar y
cromatografia (fase reversa, intercambio i6nico y afinidad), su amplia aplicacién es
debido a la posibilidad de modificar sus superficies agregando grupos funcionales. La
polimerizacién in situ es barata, simple y altamente reproducible; implica seleccionar un
iniciador de reaccién (usualmente azobisisobutironitrilo), un monémero, un agente para
controlar el tamafio de los poros (porégeno) y un agente de entrecruzado.® Muchos
analitos se han extraido con estos materiales aplicando SBSE,?**" algunas barras
sorbentes soportan hasta 10 extracciones sucesivas sin dafios apreciables.?

La técnica de impresién molecular (MIP) implica la sintesis de materiales con sitios
activos generados artificialmente y con capacidad de enlazarse a compuestos
especificos, discriminando de otros con estructura quimica similar. La sintesis consta
de tres pasos: 1) enlace covalente o no covalente de una molécula modelo con el
mondmero, 2) uniéon quimica del complejo molécula modelo-monémero al material
polimérico en formacion por medio de un agente de entrecruzado y 3) remocién de la
molécula modelo, esto deja libre un sitio activo en la red tridimensional del material y le
provee de la capacidad de reconocer esa estructura molecular. La ventaja principal de
estos materiales en SBSE es su selectividad y rapida dinamica de adsorcién; se han
aplicado en matrices ambientales y biolégicas revelando variados usos.?*%*



Tabla 1. Nuevos recubrimientos propuestos para SBSE y sus aplicaciones.

Recubrimiento Técnica Analitos Matriz/Medio Desorcion  Referencias
PDMS Polimerizacion sol-gel n-alcanos, PAHs, OPP Muestras acuosas LD, TD 15
PDMS Polimerizacion sol-gel OPP Pepino y papa D 16

PEG/PDMS/PVA Polimerizacion sol-gel VOS Agua pura LD 17

PDMS/PVA Polimerizacion sol-gel OPP Miel LD 18

PDMS/B-CD Polimerizacion sol-gel Retardantes de flama Suelo y polvo LD 19
bromados

PDMS/B-CD/DVB Polimerizacion sol-gel PAHs y PASHs Agua de lago y suelo LD 20

PDMS/B-CD Polimerizacion sol-gel Estrogenos y Bisfenol A Agua ambiental y residual LD 21

doméstica

PDMS/PVA Polimerizacion sol-gel DMSe y DMDSe Ajoy cebolla LD 22

TiO~-OH-TSO Polimerizacion sol-gel Drogas anfetaminas Orina LD 23

PDMS/TEOS Polimerizacion sol-gel OPP Agua pura LD 24

PDMS/CNPrTEOS Polimerizacion sol-gel NSAIDs Agua pura LD 25

PMHS/CNPrTEOS Polimerizacion sol-sol NSAIDS Agua pura LD 26

PDMS-PMHS-MTMS-Cs Polimerizacion sol-sol Sulfamidas Leche (liquida y polvo) LD 27

APTES-OH-TSO Polimerizacion sol-sol Benzoatos (preservativos) Bebidas LD 28

Poli(MOAE-EDMA) Polimerizacion radicalica in PAHs y esteroides Agua marina y orina LD 29
situ de monolitos. anabolicos

Poli(MASE-EDMA) Polimerizacion radicalica in Hormonas sexuales Orina LD 30
situ de monolitos. esteroides

APTES aminopropiltrietoxisilano, 3-CD B-ciclodextrina, CNPrTEOS 3-cianopropiltrietoxisilano, DMSe dimetilselenio, DMDSe

dimetildiselenio, DVB divinilbenceno, EDMA etilendimetacrilato, LD desorcion liquida, MAOE octilmetacrilato, MASE éster metacrilato
acido estearico, NSAIDs medicamentos no esteroidales antiinflamatorios, OPP plaguicidas organofosforados, PAHs hidrocarburos
aromaticos policiclicos, PASHs policiclos aromaticos heterociclicos azufrados, PDMS polidimetilsiloxano, PMHS polimetilhidrosilano,
PVA alcohol polivinilico, RAM materiales de acceso restringido, TD desorcién térmica, TEOS tetraetoxisilano, MTMS metiltrimetoxisilano,

TSO aceite de

silicona hidroxi

terminado,

VOS

compuestos

organicos

azufrados

volatiles.



Tabla 1. Nuevos recubrimientos propuestos para SBSE y sus aplicaciones (continuacion).

Recubrimiento Técnica Analitos Matriz/Medio Desorcion Referencias
Poli(VP-EDMA) Polimerizacion radicalica in Fenoles Agua de lago y LD 31
situ de monolitos. marina
Poli(VP-EDMA) Polimerizacion radicalica in Hormonas sexuales Agua residual LD 32
situ de monolitos. esteroides
Poli(VPL-DVB) Polimerizacion radicalica in PAHSs, hormonas, aminas Agua pura LD 33
situ de monolitos. aromaticas, fenoles y

metales pesados (Cu*2,
Pb*2, Cr, y Cd*?)

Poli(VIDVB) Polimerizacion radicalica in Aminas aromaticas Agua potable, marina LD 34
Situ de monolitos. y residual
Poli(META-DVB) Polimerizacion radicalica in Br, NO3, PO?3, y SO42 Agua purificada LD 35
Situ de monolitos.
Poli(MASE-DVB) Polimerizacion radicalica in Quinolonas Agua residual LD 36
Situ de monolitos.
Poli (AMPS-OCMA-EDMA) Polimerizacion radicalica in Fluoroquinolonas Miel LD 37
situ de monolitos.
nylon 6 MIP via sol-gel modificada OPPs Suelo LD 38
(modelo: monocrotofos) y luego inversion de fase.
nylon 6 MIP via sol-gel modificada D,L-Glutamina Agua pura LD 39
(modelo: L-glutamina) y luego inversion de fase.
MAPS-MAA-TRIM MIP via polimerizacion 9 triazinas Arroz, manzana, LD 40
(modelo: terbutilazina) radical in situ. lechuga y suelo

AMPS acido 2-acrilamido-2-metilpropano sulfénico, DVB divinilbenceno, EDMA etilendimetacrilato, LD desorcién liquida, MAA &acido
metacrilico, MAPS 3-(metacriloxi)propiltrimetoxisilano, MASE éster metacrilato acido estearico, META cloruro de metacriloil oxi etil
trimetil amonio, MIP polimero con impresién molecular, OCMA octadecil metacrilato, OPP plaguicidas organofosforados, PAHs
hidrocarburos arométicos policiclicos, PVA alcohol polivinilico, TRIM Trimetilolpropano trimetacrilato, VIDVB vinilimidazol divinilbenceno,
VP vinilpiridina, VPL vinilpirrolidona.



Tabla 1. Nuevos recubrimientos propuestos para SBSE y sus aplicaciones (continuacion).

Recubrimiento Técnica Analitos Matriz/Medio Desorcion  Referencias

MAPS-MAA- EGDMA MIP via polimerizacién radicalica Ractopamina, Cerdo, higado y LD 41

(modelo: Ractopamine) in situ. isoxsuprina, clenbuterol y alimento animal
fenoterol.
MAPS-MAA-EDMA MIP via polimerizacion radicalica Nixosulfuron Suelo y agua potable LD 42
(modelo: Nicosulfuron) in situ

ADS (RAM) Adhesién Cafeina y metabolitos Plasma sanguineo LD 43

PPESK Inmersion-precipitacion OCPs 'y OPPs Agua marina, jugos de LD 44
durazno y uva.

PDMS/PPY Polimerizacion en solucion Antidepresivos Plasma sanguineo LD 45

PPY Electropolimerizacion Benceno, tolueno, Acuosa LD 46

etilbenceno, o,p-xileno

Poliuretano Polimerizacion diisocianato-poliol Atrazina y fluoreno Agua pura LD 47

Poliuretano Polimerizacion diisocianato-poliol Triazinas Agua ambiental LD 48

Poliuretano Polimerizacion diisocianato-poliol Farmacos acidos Agua ambiental LD 49

ADS alquil diol silica, EDMA etilendimetacrilato, EGDMA etilenglicol dimetacrilato, LD desorcién liquida, MAA acido metacrilico, MAPS 3-
(metacriloxi)propiltrimetoxisilano, MIP polimero con impresion molecular, OCPs plaguicidas organoclorados, OPP plaguicidas
organofosforados, PDMS polidimetilsiloxano, PPY polipirrol, PPESK poli(Ftalazinona ether sulfona cetona), RAM materiales de acceso
restringido.



La técnica de adhesion fisica es util para materiales sélidos particulados,
implica adherirlos a la superficie de soporte como el vidrio utilizando una sustancia
adherente adecuada.® Lambert et al.** empleando un pegamento epdxido (Epo-Tek
353ND) han aplicado esta tecnologia a SBSE para adherir particulas de alquil diol
silica (ADS) a la barra, el resultado fue un recubrimiento capaz de extraer analitos
polares (cafeina y sus metabolitos) de matrices complejas (orina y plasma). Fue
reutilizable hasta 50 veces; ademds, el material puede considerarse de acceso
restringido (RAM). Un material RAM consigue extraer analitos de fluidos bioldgicos y
matrices complejas por ser biocompatible, las particulas por su tamafio de poro
controlado extraen moléculas pequefias pero excluyen macromoléculas.®

La polimerizacién sol-gel implica una reaccién a baja temperatura, simple
operacion y la posibilidad de controlar la estructura y la morfologia del material. Esta
técnica abre las posibilidades de obtener una gran variedad de materiales inorganicos
o inclusive hibridos orgénicos-inorganicos. Al enlazarse a un soporte de vidrio muchos
materiales sol-gel tienden a mejorar su resistencia mecdénica y estabilidad quimica. La
tecnologia sol-gel ha sido ampliamente utilizada en la preparacion de fases sorbentes
para SPE, SPME, microextraccion capilar y es el método mas util para SBSE.® La
Tabla 1 pone en evidencia la cantidad de analitos que pueden ser extraidos con los
recubrimientos sol-gel.’>® Algunas fases sorbentes aplicadas en SBSE tienen como
ventaja una mejora en la reproducibilidad y son capaces de realizar mas de 30
extracciones sucesivas con pérdida minima de su recubrimiento. No obstante, es
escasa la informacion sobre extraccién de analitos organicos con log;oKow< 2
empleando materiales a base de PDMS modificado via sol-gel. *#%°

Debe destacarse que el uso de PDMS en la sintesis de recubrimientos para
SBSE tiene reconocidas ventajas, por ejemplo, Hu et. al.?* argumentan que su
introduccion: i) incrementa el area superficial del material empleado como
recubrimiento, ii) contribuye a una distribucién uniforme de la fase estacionaria, iii)
reduce la fragilidad del recubrimiento y iv) ayuda a prevenir su fractura. Por otro lado,
Ibrahim et al.*® destacan que introducir CNPrTEOS en un recubrimiento tiende a
incrementar su afinidad por analitos mas polares por causa del momento dipolar del
grupo ciano; ademas, aunque las interacciones del tipo puénte de hidrégeno con ciano
son un poco débiles debido a la baja basicidad del par electrénico libre del nitrégeno
con respecto a las aminas, la retencién de analitos con grupos aromaticos puede
mejorar debido a interacciones T- 1. Adicionalmente, segin Vo Duy et al® la
incorporacion de TEFS introduce el grupo fenilo y con ello mas interacciones - 1 con
los analitos. Los derivados alcoxilados de silicio ademas de introducir grupos
funcionales, también desempefian la funcion de agentes entrecruzantes pues enlazan
las cadenas de PDMS por condensacion a modo de puentes.*°%°
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Sintesis sol-gel

La sintesis sol —gel fue inicialmente utilizada para preparar materiales
inorganicos como vidrios y cerdmicas partiendo de precursores alcoxidos alifaticos de
metal (M[OR],, donde R es un n-alcano) o sales. Sin embargo, debido a la baja
temperatura asociada con la sintesis, se hizo posible el empleo de precursores de
silicio funcionalizados con grupos organicos R’Si(OR)y; asi fue posible la obtencion de
hibridos inorganicos-organicos con propiedades Unicas y dificiles de obtener por otras
técnicas.™ La figura 2 ilustra las etapas de la sintesis sol-gel y su aplicacion para
obtener recubrimientos en forma de peliculas.
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Figura 2. Esquema general de la sintesis sol-gel y su aplicacion para la obtencién de
peliculas sorbentes.

La sintesis sol-gel implica pasar irreversiblemente de una solucion monofasica
de precursores (sol) hacia un sistema bifasico (gel) por polimerizacion. El disolvente
elegido (no necesariamente acuoso) debe ser adecuado para los precursores y a
veces incluye un alcohol ROH. La hidrélisis de los precursores (por catalisis acida o
basica) genera especies R’'Si(OR)x1(OH)x, luego éstas formaran particulas por
condensaciéon de grupos hidroxilo y se generaran enlaces Si-O-Si. La condensacion
adicional formara una red tridimensional rellena del disolvente: el gel. La condensacién
frecuentemente no es completa, por ello, un tiempo de envejecimiento usualmente es
necesario para que progrese. La evaporacion posterior del disolvente ocasiona que la
estructura del gel experimente cierta compresion y origine un solido con potencial
utilidad como sorbente y usualmente poroso.****

Las propiedades quimicas y mecanicas de los materiales obtenidos por sol-gel
se pueden ajustar variando condiciones como la naturaleza y proporcion de los
precursores, disolvente(s), el tiempo de reaccion, el catalizador y el tiempo de
envejecimiento después de la gelacion.* Ademas, se enlazan faciimente a soportes que
poseen silanol (Si-OH) en su superficie (como el caso del vidrio), permitiéndoles fungir
como recubrimientos.?* ?°
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Caracterizacion y evaluacion de la estabilidad de los materiales

Para caracterizar los recubrimientos la literatura reporta el uso de:
espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier (FTIR) para identificar
vibraciones de enlace y agrupamientos atomicos particulares; microscopia de barrido
electrénico (SEM), la cual permite examinar la morfologia de la superficie;
espectroscopia de energia dispersiva de rayos X (EDX) para el analisis elemental del
material y es posible utilizarla con SEM (SEM-EDX); angulo de contacto para evaluar la
humectabilidad del material y, por tanto, la existencia de fuerzas hidrofilicas en la
superficie; microscopia de fuerza atémica (AFM) para analizar la morfologia de
superficies nanoestructuradas y obtener mapas de estas; y calorimetria de barrido
diferencial (DSC), dutil para identificar cambios de fase, temperatura Vvitrea,
comportamiento amorfo o cristalino, entre otras propiedades. La estabilidad térmica se
puede evaluar por andlisis termogravimétrico (TGA) monitoreando la pérdida de masa
del recubrimiento con el incremento de temperatura, y la resistencia a corrosion
gquimica sometiendo el recubrimiento a diversas sustancias y midiendo la variacién de
peso.”>>* La extraccion por SBSE de analitos con diferente logioKow también es una
forma de caracterizar la naturaleza quimica de los materiales y sus aplicaciones
potenciales como sorbentes.™®

Antibiéticos con log;0Kow<0
Tetraciclinas

Las tetraciclinas (TCs) son un grupo de antibiéticos de amplio espectro que
poseen actividad contra organismos Gram (+) y Gram (-), asi como también contra
parasitos micoplasma, rickettsia y protozoarios. Sus estructuras pueden observarse en
la Figura 3. Constan de cuatro anillos de seis carbonos fusionados, pero solo uno con
aromaticidad completa (anillo D). Han sido utilizadas principalmente con fines
veterinarios para proteger la salud de animales de consumo y promover su crecimiento,
aunque también se pueden emplear en humanos. Por su bajo costo son muy utilizadas
a nivel mundial, pero se ha demostrado que los mamiferos excretan hasta un 70% de
la dosis administrada en formas activas. Actualmente es posible encontrar residuos de
estos compuestos en alimentos como la leche y en carnes, aunque finalmente llegan al
agua y suelo naturales por descargas de aguas residuales o aplicacion directa de
estiércol con fines agricolas. En el ambiente podrian promover el desarrollo de
patdgenos resistentes, producir efectos de toxicidad crénica, inducir dafios endocrinos
en organismos acuaticos e inhibir el crecimiento de organismos tanto terrestres como
acuaticos.’
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Oxitetraciclina Ry=H, Rp=R3=0OH
Tetraciclina Ry=R3=H, Ry=OH
Clortetraciclina Ry=Cl, Ry=OH, Rg=H
Doxitetraciclina Ry=Rp=H, R3=OH

Figura 3. Representantes del grupo de las tetraciclinas.

Finalmente, las tetraciclinas, dependiendo del pH, pueden encontrarse
portando una carga positiva (H,TC"), en forma switteriénica (H;TC*) y con una carga
negativa (H,TC), raramente con dos cargas negativas (HTC?) por cuestiones de
inestabilidad en medios alcalino. La desprotonacion del hidroxilo del C3 se asocia a las
primeras constantes de disociacion acida (pKa;) y se reportan valores en el rango 3.0-
3.3. Los pKa, y pKasz se asocian a las reacciones de desprotonacion del oxigeno en la
posicion 12 y del grupo dimetilamonio, sin embargo, la asignacion exacta es
controversial; para los pK,, se reportan valores entre 7.5-8.0 y para los pK,; entre 8.9-
9.6.°

La figura 4 presenta el diagrama de distribucion de especies de la tetraciclina,
para otras tetraciclinas diagramas similares pueden ser trazados.®?
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Figura 4. Distribucion de las diferentes especies de tetraciclina como funcion del pH.
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Las tetraciclinas son bastante solubles en agua y alcoholes de bajo peso
molecular (metanol y etanol), en otros disolventes como acetonitrilo, acetato de etilo y
acetona su solubilidad es variable. Sus log;oKow SON negativos: oxitetraciclina (-1.12),
tetraciclina (-1.37), clortetraciclina (-0.68) y doxitetraciclina (-0.02). En agua son
solubles en el rango de mg/L, pero en aguas naturales pueden diluirse hasta ng/L o
Mg/L; por esta razdn es necesario preconcentrarlas antes de poder detectarlas con
técnicas instrumentales.”*

Metodos de cromatografia de liquidos para el andlisis de tetraciclinas

La extraccion de tetraciclinas de medios liquidos utilizando SBSE con sorbentes
poliméricos derivados de PDMS modificado no se ha reportado hasta donde se tiene
conocimiento. La extraccidbn de estos compuestos con sorbentes soélidos se ha
realizado cominmente en condiciones acidas (pH 3-4) con SPE (OASIS HLB)*® y
también se ha utilizado SPME dispersiva®’.

Aunqgue las tetraciclinas pueden separarse en columnas cromatogréaficas de
intercambio i6nico, resulta evidente la versatilidad de llevar a cabo la separacion en
fase reversa. Usualmente la segunda opcién implica menores tiempos de retencién y
un analisis relativamente rapido, permitiendo el ahorro de disolventes. Esto debido a la
naturaleza polar de los antibiéticos.*®

Las fases modviles organicas mas comunmente empleadas para separar
tetraciclinas han sido metanol y acetonitrilo, los cuales actian como modificadores
organicos de fases acuosas y permiten modificar el orden de eluciébn de los
compuestos. Las fases méviles acuosas empleadas generalmente son disoluciones de
acidos organicos como el acido citrico y formico, aunque también es comun utilizar el
acido oxalico.>***

La separacion de tetraciclinas se ha realizado preferentemente en columnas
termostatizadas para lograr reproducibilidad, generalmente a una temperatura de 25°C.
Aunque en algunos casos ha sido mas favorable llevar a cabo la separacién a 15°C.>®

La tabla 2 lista algunas de las metodologias para separar y cuantificar las
tetraciclinas utilizando HPLC y diversos detectores.*®*®! Debajo de la misma se han
incluido el significado de las abreviaturas para facilitar al lector la comprension de la
misma.
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Tabla 2. Métodos para determinar Tetraciclinas por cromatografia liquida de alta presion (HPLC)

Técnica de Fase extractora Elucion Fase movil Modo de separacion Columnay Referencia
extraccion deteccion
DLLME Liquido iénico- N.A. A: MeOH Gradiente (25°C) 0-8  Zorbax Eclipse XDB- 56
etilacetato B: ACN min: 4% A, 12% B, y C18
C: &cido férmico 84% C con flujo de (150 cm x 4.6 mm)
(0.1% viv) 0.8mL/min y de 8.01- Detector UV a
21.0 min: 8% A, 24% 278nm
B, 68% C con flujo de
0.4mL/min
SPME Supelclean PSA 10:2:88 (vivlv)  Fase A: ACN Gradiente (25°C) Intersil ODS-2 57
dispersiva ACN:HCIO4H,O  Fase B: acido oxalico (10Mm) Flujo: 1mL/min (150mm x 4.6mm)
Detector: DAD a
360nm
SPE OASIS HLB® Mezcla 50:50  Fase A: ACN Gradiente (15°C) Cig(2.1mmx10cm, 58
(viv) ACN: &cido  Fase B: &cido férmico en agua Flujo: 0.35mL/min poro: 1.7 um)
férmico al (0.1%vlv) Electrospray —
1% (VIv) Tandem (MS/MS)
SPE Polimero de MAA-  On-lineconla  Fase A: 0.05 M Na;HPO4 -acido Gradiente (25°C) Luna Css 59
EDGMA impreso fase movil citrico (pH 6.0) Flujo: 2 mL/min (25¢cm x4.6 mm)
con TC Fase B: ACN Detector: DAD a
355 nm.
SPE Zeolitaimidazolato ~ On-lineconla  10% MeOH-20% ACN-70% Isocratica (25°C) C18 60
fase mévil acido oxalico Flujo: 1.0 mL/min (4.6 mm x25 cm)
(0.02 M) Detector: DAD a 365
nm
SPE HLB de Waters® MeOH Fase A: NH4(HCO;) 10mM en Gradiente (25°C) Luna C8(2) 61
90/10 H,O/MeOH con 0.3% de Flujo: 0.60mL/min (10cm x 4.6-mm,
acido formico. poro: 3um)
Fase B: NH4(HCO,) Electrospray-MS

10 mM con 0.5% de acido formico

en MeOH.

ACN acetonitrilo, DAD detector de arreglo de diodos, DLLME microextracciéon liquido-liquido dispersiva, EDGMA etilenglicol
dimetacrilato, HCIO,4 acido perclérico, MAA metracrilato, MeOH metanol, MS espectrometro de masas, N. A. No aplica porque la fase

extractora

se evapor6 y

cambio  por

metanol, Na,HPO,

fosfato

disédico,

NH4(HCO,)

formiato

amonio.
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Antibiéticos con 0<logoKow<2
Cloranfenicol

El cloranfenicol (antiguamente cloromicetina) fue el primer compuesto con el
grupo nitro encontrado en la naturaleza, se aisl6 del hongo Streptomyces venezuelae y
presentd amplio espectro antimicrobiano; inclusive actualmente su produccion sigue
apoyandose de este microorganismo. La estructura del cloranfenicol se puede ver en la
figura 5, posee 2 centros quirales pero de sus cuatro diasteroisémeros solo el D-Treo
posee actividad antibiotica. También posee dos atomos de cloro, una funcién amida y
dos grupos hidroxilo.®

e
~ H.}  i,CH,OH
” < __.-_';f.'-J T H
ON 7 0~ “CHcl,

Figura 5. Estructura del antibi6tico cloranfenicol.

En un principio se consider6 a esta sustancia el antibiético ideal porque
pasaba facilmente la membrana celular bacteriana e interrumpia la sintesis de
proteinas, igualmente podia pasar la barrera sangre-cerebro (algo poco usual en los
antibiodticos); sin embargo, desde los afios 60s se descubrié una relacién independiente
de la dosis con la peligrosa e irreversible anemia aplastica que ocurre con frecuencia
de 1/10000-1/40000. Su aplicacion en neonatos puede producir el sindrome gris que es
potencialmente mortal ya que causa baja presién arterial y cianosis (baja oxigenacion).
Por ello, el cloranfenicol actualmente se usa para tratar muy pocas enfermedades
como Haemophilus influenzae, Neisseria meningitidis 0 Streptococcus pneumoniae
cuando otro agente microbiano no esta disponible, también es frecuente su uso
oftalmoldgico. Desde 1994 su empleo en animales de consumo se prohibié por el
riesgo de la anemia apléastica, pero esta permitido para mascotas.®

El cloranfenicol es anfifilo y no se encuentra ionizado bajo condiciones
fisiolégicas. La sustancia es muy estable y puede ser almacenada por largo tiempo, no
se hidroliza rdpidamente entre pH 2-6 a 20-22°C (tarda 290 dias en descomponerse la
mitad); sin embargo, es fotosensible. En condiciones alcalinas (pH 7.4) es aun mas
persistente. A 115 °C por 30 min apenas se descompone un 10%. No es soluble en
benceno, éter de petréleo o aceites vegetales. Es soluble en etanol (50 g/L), aunque es
muy soluble en butanol, acetona, y acetato de etilo; es ligeramente soluble en agua
(2.5- 4.4 g/L a 25 - 28°C) a pH 5.5-7. Posee un log;oKow=1.14.%
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El cloranfenicol se ha detectado en miel, res, camarén, pescado, pollo, huevos
y leche aplicando la extraccion liquido-liquido con acetato de etilo o acetonitrilo en
combinacion con algun buffer &cido.®* La microextraccion liquido-liquido dispersiva se
ha reportado para miel utilizando tetracloroetano y acetonitrilo como dispersante, y
también se ha extraido desde el suelo por dispersién de matriz en fase solida con MIP.
La microextraccion en fase sélida en agua y orina se ha realizado con fases de DVB-
PDMS, poliacrilato (PA) y carbowax templado (CW-TMP), siendo la ultima la que tuvo
mejor desempeiio especialmente con 20% de NaCl, pH 5 y extrayendo por 20 min; la
desorcion se realizé con 7/3 v/iv ACN/Buffer acetato (10 mM, pH 4.6).%>% Tipicamente
la determinacién de cloranfenicol se ha realizado por HPLC-MS/MS aunque también
hay reportes de HPLC-UV a 275-278 nm. Las columnas utilizadas cominmente tienen
fases C18, mientras que las fases mdviles son agua o soluciones acidas (0.1% v/v
HCOOH, 2-5 mM CH3COONH,) junto con MeOH o ACN como fases orgéanicas (a
veces con 0.1% v/iv HCOOH).%

Sulfamidas

Las sulfamidas (sulfonamidas o sulfas) son compuestos organoazufrados que
se caracterizan por contener los grupos —SO,NH, 0 —SO,;NH-R. Las sulfamidas con
actividad antibiética pueden considerarse amidas del acido p-aminobencenosulfénico vy,
tal como lo muestra la figura 6, los diversos antibioticos de este grupo solo difieren por
la identidad sustituyente R. En dicha figura se ilustran los sustituyentes que
caracterizan a sulfas como sulfatiazol, sulfametoxazol, sulfadimetoxina vy
sulfaquinaxolina.®”°®

S —
R= k} R= /r\fL(}*CH3

0\ J,'Ci
\Si. _R Sulfatiazol Sulfametoxazol
-
NS D
= =
Estructura base )\ N
de las sulfanmdas
Sulfadimetoxina Sulfaquinaxolina

Figura 6. Estructura de algunas sulfamidas.
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Las sulfamidas inhiben la sintesis del &cido félico en microorganismos,
frenando con ello su crecimiento, pero sin destruirlos. Ejercen efecto sobre bacterias
Gram (+), algunas Gram (-) y clamidias. Hace 30 afios redujeron la mortalidad por
gonorrea, meningitis, disenteria por Shigella e infecciones por estafilococos y
estreptococos; sin embargo, actualmente su errbnea administracion y uso excesivo ha
permitido el desarrollo de resistencia bacteriana y ya no se tratan con ellas las
enfermedades mencionadas. Las sulfamidas hoy se aplican para tratar infecciones en
animales de consumo y para promover su crecimiento; en humanos combaten
infecciones del tracto urinario.®®

Las sulfamidas frecuentemente se combinan con farmacos diaminopiridinas
(siendo mas frecuente con Trimetoprim); dicha mezcla es mas activa que cada farmaco
por separado (sinergismo) e inhibe el proceso de sintesis del acido folico en dos etapas
diferentes, minimizando asi el surgimiento de resistencia bacteriana. Cotrimoxazol es el
farmaco combinado mas comun, contiene Trimetoprim y Sulfametoxazol en proporcion
1/5.%

Los herviboros metabolizan mas rapido las sulfamidas, estos compuestos se
acetilan en el nitrégeno aromatico y son estos metabolitos acetilados los analitos
mayoritarios hallados en orina de cerdo, res y ovejas. En dosis terapéuticas las
sulfamidas pueden pasar a la orina a través de los rifiones sin ser metabolizadas,
especialmente cuando la orina se vuelve méas alcalina. También se excretan por la
leche materna aunque en menor cantidad.®®

Las sulfamidas dependiendo del pH pueden existir como cationes (H.A"),
moléculas neutras (HA) o aniones (A). La primera desprotonacion se asocia a la amina
unida al anillo aromatico (-Ar-NH"), la segunda se asocia con la desprotonacion del
nitrdgeno enlazado al azufre (-SO,NH-R). Por ejemplo, se han reportado valores de
pKa; entre 2.01-2.08 para sulfatiazol, entre 1.80-1.85 para el sulfametoxazol, entre
1.87-2.13 para sulfadimetoxina y de 1.86 para sulfaquinaxolina; en lo relativo a pKa, se
han reportado valores de pKa, entre 6.11-7.24 para sulfatiazol, entre 5.6-5.9 para
sulfametoxazol, 5.86-6.13 para sulfadimetoxina y 5.56-6.10 para sulfaquinoxalina. En la
figura 7 se presentan los diagramas de distribucion de especies acido-base para estos
antibioticos.®”*
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Figura 7. Diagrama de distribucion de especies del sulfatiazol, sulfametoxazol,
sulfadimetoxina y sulfaquinoxalina.

La solubilidad del sulfatiazol (log;0Kow=0.05) a 25°C es baja en agua (373
mg/L) y en comparacién con otros disolventes sigue el orden: agua < 2-propanol<
acetona. En cloroformo y en éter es insoluble, no obstante, se solubiliza bien en
soluciones acuosas acidas o alcalinas. El sulfametozaxol (log;0Kow=0.89) es menos
soluble en agua y sigue la tendencia: agua<cloroformo<1-
propanol<etanol<metanol<acetona.”®’ La sulfadimetoxina (logioKow=1.63) es todavia
aun menos hidrofilica (340 mg/L), pero es mas soluble en acetonitrilo, acetona y en
alcoholes (metanol>etanol>1-propanol>1-butanol). La sulfaquinaxolina (log;oKow=1.68)
es muy poco soluble en agua (7.5 mg/L), aunque es bastante soluble en acetonitrilo
(100 mg/L), 95% alcohol (750 mg/L) y aiin mas en acetona (4300 mg/L)."*"

Debido a su aplicacion en la crianza de animales no es raro que los humanos
terminen estando expuestos a estas sustancias a través de huevos, carne, miel y
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productos lacteos. Lo preocupante es que el consumo prolongado de sulfamidas se ha
asociado a alteraciones en la microflora intestinal, reacciones alérgicas y con el
desarrollo de infecciones dificiles de tratar; ademdas, algunos productos de
descomposicién resultan con mayor toxicidad que los compuestos originales. Por otro
lado, estos antibidticos entran al medio ambiente debido a una mala disposicion de
aguas negras cargadas con residuos humanos y animales (de granjas avicolas o
porcicolas principalmente). El contenido de sulfamidas usualmente crece en el
siguiente orden: agua de mar<agua subterrdnea<agua superficial<agua tratada<agua
residual municipal no tratada<residuos hospitalarios<suelo< estiércol animal. En agua
no tratada el contenido total de sulfamidas oscila entre 0.01 -19.2 pg/ L y en agua
tratada entre 0.004-6.0 pg/L, siendo usualmente el metoxazol la especie mas coman.®

Para extraer sulfonamidas de aguas la técnica predominantre ha sido la
extraccion en fase sélida con los cartuchos comerciales OASIS HLB y Strata-X
(contienen poliestireno con un anillo de pirrolidona), Bond Elut-ENV (Poliestireno-
divinilbenceno) y Hysphere C18. Los mejores eluyentes han sido metanol, acetona o la
mezcla en proporcién 1:1, en todos los casos tuvieron mejor desempefio que
acetonitrilo. Técnicas alternativas que se han reportado incluyen las microextracciones
liguido-liquido en gota, la microextracciéon en fase sélida, la microextraccion liquido-
liquido dispersiva y también se han propuesto liquidos idnicos como extractores. La
separacion tipicamente se ha realizado en fase reversa con columnas C18. Con
deteccion HPLC-MS/MS se ha utilizado la modalidad en gradiente empleando como
fase acuosa acido férmico (0.1%v/v o 10mM) y como fase organica acetonitrilo
acidificado (0.1%v/v o0 10mM). Con detectores de arreglo de diodos (DAD), en el rango
de longitudes de onda 265-280 nm, se han reportado separaciones isocraticas o en
gradiente con disoluciones acuosas acidas (pH 3.2-4.9) de acido férmico, acido acético
o buffer fosfato combinadas con fases organicas MeOH o ACN.”

En aguas residuales se evalué la microextraccion en fase sélida utilizando 5
recubrimientos: PDMS, carbowax/divinilbenceno (CW/DVB), carbowax templado
(CWITPR), poliacrilamida (PA) y PDMS/DVB. La fibora CW/DVB fue la mejor, se
encontraron sus condiciones 6ptimas de extraccion (20 min, 10% KCI, pH 4.5) y
desorcion (estatica por 30 min).”®

Yu y Hu et al.*” extrajeron sulfamidas de leche liquida y en polvo utilizando
materiales con particulas de silica C,g adheridas; para pegarlas se evaluaron dos
adhesivos: PDMS-polimetilhidrosiloxano (PMHS)-metiltrimetoxisilano (MTMS) y un
pegamento epoxidico. El material sol-gel a base de PDMS retuvo mejor las particulas
durante las extracciones (resisti6 20 sucesivas sin perderlas) y también tuvo mejor
estabilidad ante disolventes. La extracciébn SBSE se realiz6 en disoluciones acuosas
de leche previamente desproteinizada y bajo condiciones de pH 2, con 15%m/v de
NacCl, a 600 rpm y por 10 min; la desorcion se realiz6 con 90uL de MeOH y aplicando
ultrasonido por 10 min.
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Huang et al.”” reportan la aplicacion de SBSE para extraer sulfonamidas de
carne de puerco y pollo con un material monolitico de poli(vinilftalimida-co-N,N
metilenbisacrilamida) (VPMB) sintetizado por via radicalica. Antes de aplicar SBSE los
analitos se extrajeron con acetonitrilo (5mL) y ultrasonido, luego este extracto se diluyé
a 100 mL con agua. Las mejores extracciones se consiguieron con pH 4 a 5, 5% m/v
de NaCl y 2 h; la desorcion se realiz6 con metanol por 60 min. Las recuperaciones
estuvieron entre el 55-106%. La barra recubiera con PDMS comercial no logré
extraccion significativa de las sulfamidas, otro recubrimiento monolitico (VPDE) basado
en poli(vinilpiridina-co-etilendimetacrilato) tuvo mejor desempefio pero ninguno fue
superior al recubrimiento VPMB. El método cromatogréfico implicé una separacion con
una columna Kinetex C18 (100 mmx3.0 mm, 2.6 um) y deteccion con triple cuadrupolo
(HPLC-MS/MS).

Huang et al.”® también reportaron la aplicacién de SBSE para extraer
sulfamidas de leche con un recubrimiento monolitico de poli(vinilimidazol-
divinilbenceno). Para ello, la leche se diluy6é 1/10 y la extraccién se realizé desde una
disolucion acuosa de 50 mL. La extracciéon se efectué por 60 min a 300 romy pH 3 a 5,
pero mejoré con 15% m/v NaCl. Se hizo la desorcion con 3 mL de acetonitrilo-agua 9/1
v/v por 40 min, pero luego se evapord y se reconstituyd con metanol para analisis por
HPLC-MS/MS. La separacion se realiz6 con Kromasil C18 column
(250mmx4.6mmx5uM.), la fase mévil fue agua con 35%v/v ACN vy la deteccion se
realizé por DAD a 268 nm a un flujo de 1mL/ min.

Xu et al.”® reportaron la extraccion SBSE de varias sulfamidas en medio
organico (tolueno) utilizando como fase extractora un MIP sintetizado a partir de acido
metacrilico y etilenglicoldimetacrilato utilizando como molécula modelo sulfametazina.
Previamente tejidos de pollo y cerdo fueron fortificados con sulfamidas, luego los
antibiéticos se extrajeron con diclorometano, se evaporoé el disolvente y se reconstituy6
con 5 mL de tolueno. La extraccion SBSE se realizé en la muestra reconstituida con
tolueno agitando la barra a 500 rpm vy la desorcién con metanol (150 uL) fue asistida
por ultrasonido (10 min).

Trimetoprim

El trimetoprim es un antiguo antibiético que fue introducido en los afios 60s y
usado en combinacion con el sulfametoxazol bajo el nombre comercial Bactrim® dado
gue actian sinérgicamente. Actualmente también se aplica con fines veterinarios en la
crianza de animales domésticos y de consumo. El trimetoprim es una diaminopiridina
que actda como las sulfamidas interfiriendo en la sintesis de acido félico y, por tanto,
como bacteriostético inhibiendo el crecimiento bacteriano; sin embargo, lo hace en una
etapa distinta del proceso. La administracion del medicamento generalmente es oral y
solo un 10-20% de la dosis es metabolizada a través de la oxidacion del metileno o del
grupo amino. Un 60% de la droga se excreta en forma activa por la orina o como
conjugados de acido glucuronico o sulfatos, mientras mas 4cido sea el pH de la orina
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mayor cantidad se excretara; menos del 4% se elimina por las heces. El trimetoprim
|'80

no es muy toxico para humanos y mamiferos de manera ora

Su estructura quimica

puede observarse en la figura 8.

Figura 8. Estructura quimica del trimetoprim.

Potenciométricamente se ha estimado que los valores del pKa; y pKa, del
trimetoprim son 3.23 y 6.76. Dependiendo del pH este compuesto puede existir
soportando dos cargas positivas H,M*?, solo una HM" y en forma neutra HM; la
protonaciones ocurren en los nitrdgenos que forman parte del anillo aromatico. En la
figura 9 se presenta el diagrama de distribucion de especies para el trimetroprim.®’
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Figura 9. Diagrama de distribucion de especies del trimetoprim.
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El trimetoprim (log;o0Kow=0.91) es soluble en agua (0.4 mg/ml). También es
soluble en DMSO (50 mg/ml), dimetilacetamida (138.6 mg/ml), alcohol bencilico (72.9
mg/ml), propilenglicol (25.7 mg/ml), cloroformo (18.2 mg/ml), metanol (12.1 mg/ml), éter
(0.3 mg/ml), y benceno (0.02 mg/ml). La solubilidad del farmaco incrementa con la
temperatura y disminuye en disolventes puros siguiendo el orden: etanol > acetonitrilo
> 2-propanol > acetato de etilo > agua.®*

El farmaco se ha determinado junto con sulfamidas en matrices como leche,
musculo de pollo o res, orina, huevo y pescado utilizando una extraccion previa con
disolventes orgénicos como diclorometano, acetona, agua, acetonitrilo o mezclas
seguido de una retencién en fase sélida (intercambio catidénico, OASIS HLB, Fases
C18, DVB) como clean up. La desorcion se realiza tipicamente con metanol o
acetonitrilo solos, o bien, en combinacion con algun acido (o disolucién acida). La
separacion se ha realizado por HPLC de fase reversa (comunmente con fase C18)
utiizando una disolucion acuosa é&cida y MeOH o ACN. La deteccion
predominantemente ha sido por tandem MS/MS aunque ya se incrementan las
metodologias con los detectores DAD/UV.%%%*

Alternativamente, la electroforesis capilar con espectrometria de masas (CE-
MS) o en tandem (CE-MS/MS) han sido otra opcion para el analisis multiresiduo de
trimetoprim y otros antibiéticos.®® Hasta donde se tiene conocimiento SBSE no se ha
aplicado en la extraccion de trimetoprim. La determinacion individual del trimetoprim en
agua ya no es frecuente, actualmente la tendencia ha sido desarrollar metodologias
multiresiduo para determinarlo con sulfamidas y otros tipos de antibi6ticos por HPLC-
MS/MS o HPLC-DAD en fase reversa, los detalles de algunas de estas metodologias
se presentan en la tabla 3.

Métodos de cromatografia de liquidos para el andlisis multiresiduo de sulfamidas,
trimetoprim y cloranfenicol

La tabla 3 resume algunos métodos desarrollados para el analisis
multiresidual de los compuestos estudiados por HPLC en matrices liquidas simples
como el agua, pero también en matrices liquidas mas complejas como pueden ser la
leche y la orina caracterizadas por la presencia de proteinas, sales y otras sustancias
biol6gicas. Las separaciones no se han limitado exclusivamente al modo gradiente,
aungue resulta evidente la predominante tendencia a que se realicen en fase reversa.
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Tabla 3. Métodos de HPLC desarrollados para el analisis multiresidual de sulfamidas, trimetoprim y cloranfenicol.

Técnica de Matriz Fase extractora Elucién Fase movil Modo de separacion Columnay deteccion  Referencia
extraccion
SPE Leche  OASIS HLB MeOH Fase A: CHsCO;Na Isocratico Octadecyl X-Terra 86
bovina  (Previa 75mM, 35Mm  CaCl,, 0-30 min de 10-50%B, 30-37 Detector: DAD 265nm
desproteinizacion 25mM EDTA pH 7 de 50-10%B. Flujo: 0.7 y311nm
MeOH-CCl;CO;H) Fase B: MeOH-ACN mL/min
2575 viv
LLE Leche  Cloroformo-acetona N.A. A: CH;CO;Na Gradiente (25°C): 0-5 min LiChroCART250-4 87
(2:1vhv) 0.02M /ACN (95:5vlv).  0%B, 5-20 min 0-100%B, 20-  (250mm x4.6mmx5um)
B: CHsCO2Na 30 min 100%B, 30-35 min Detector UV a 278nm
0.02M /ACN (20:80 viv).  100-0%B, 35-40 min 0%B
SPE Agua Strata-X Acetona y Fase A: ACN/MeOH (2/1) Gradiente (40°C) MZ-Aqua Perfect C18 88
(Muestra pH 5 mezcla Fase B: CH3;CO;Na  Flujo: 0.20 mL/min (250mm x 2.1 mmx
HCly con EDTA) acetonafagua  20mM (pH 5) S5um)
(91, viv) HPLC -MS/MS
SPE Orina BondEIut®PlexaTM MeOH, Fase A: 0.1%vlv-acido Gradiente (30°C) Gemini C18 89
(Se aplica a un CH:Cl, formico en agua Flujo: 0.70 mL/min (150mmx4.6mm x5um)
extracto de ACN Fase B: ACN 0-7 min 1%B, 7-35 min 1- Detector: DAD a 280
MeOH-ACN-Orina 30%B, y reequilibrar 5 min nm.
pH8) con 1%B
SPE Agua OASIS HLB MeOH Fase A: 0.05%viv-acido Gradiente (25°C) Zorbax Eclipse XDB- 90
(Muestra ajustada formico en agua 0-3 min 10%B, 3-8 min 10- C18
apH 4 HCI) Fase B: ACN 20%B, 8-17 min 20-35% B, (150mmx4.6mmx3.5u
17-22min  35-50%B, 20-25 m)
min 100%B y mantener 10 Detector: DAD a 280
min. Reequilibrar por 5 min nm.
ACN acetonitrilo, CH3CO,;Na acetato de sodio, CH,CIl, diclorometano, DAD detector de arreglo de diodos, EDTA

etilendiamintetraacetato, HLB balance hidrofébico-hidrofilico, HCI acido clorhidrico, MeOH metanol, LLE extraccion liquido-liquido, SPE
extraccion en fase solida.
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El presente trabajo de tesis aporta conocimiento sobre las propiedades fisicas
y quimicas de materiales hibridos orgénicos-inorganicos derivados de PDMS. Se
evalu6é la hidrofobicidad superficial de los materiales (dngulo de contacto), su
resistencia ante disolventes, su estabilidad ante distintas condiciones acido-base y
también ante cambios de temperatura en condiciones de atmoésfera inerte. Se
presentan datos relevantes sobre la sintesis de los materiales que podrian ser Gtiles
para el mejoramiento de sus propiedades en el futuro. Debe resaltarse que, hasta
donde se tiene conocimiento, a la fecha no hay reportes del uso de sorbentes a base
de PDMS funcionalizado con ciano y fenilo (por via sol-gel) que hayan sido aplicados
en SBSE para extraer analitos tan polares como tetraciclinas o sulfamidas en fase
acuosa o en medios organicos.
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OBJETIVOS

Objetivo general

Evaluar la capacidad de extraccién de antibidticos polares (log:oKow<2) de
recubrimientos sol-gel en diferentes medios mediante SBSE.

Objetivos especificos

Desarrollar recubrimientos poliméricos a partir de polidimetilsiloxano con
hidroxilos terminales (PDMS-OH), 3-cianopropiltrietoxisilano (CNPITEOS) vy
trietoxifenilsilano (TEFS) por sintesis sol-gel.

Caracterizar los recubrimientos poliméricos por espectroscopia de infrarrojo
(IR), andlisis termogravimétrico (TGA), angulo de contacto, estabilidad a diversos
disolventes y pH.

Evaluar la extraccion de tetraciclina [TC], oxitetraciclina [OTC], clortetraciclina
[CTC], doxitetraciclina [DTC], sulfatiazol [STZ], sulfametoxazol [SMX], sulfaquinaxolina
[SQX], sulfadimetoxina [SDMX]), cloranfenicol [CRF] y trimetoprim [TMP] con las
nuevas fases poliméricas desde una fase acuosa u orgéanica.

Identificar los factores e interacciones con efectos significativos sobre la
cantidad de antibidticos extraidos por SBSE mediante el analisis estadistico de la
variabilidad de sus areas cromatograficas.

Verificar mediante la metodologia de ascenso mas pronunciado la viabilidad
de la optimizacién posterior de la extraccion en fase acuosa de antibidticos con
|0910Kow<1-2-
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MATERIALES Y METODOS

Materiales

Agua (HPLC, impurezas<0.20 ppb), acido trifluoroacético (99%), acetonitrilo
HPLC (Chromasolv Plus >99.9%), acetona (99% HPLC), 2,2,4-trimetilpentano (98%
HPLC), metanol (99.96%HPLC), diclorometano (99.8% Ultra resi-analyzed) y acetato
de etilo (99.90% HPLC) fueron adquiridos de J.T. Baker®. Acido clorhidrico (grado
reactivo 36-37% m/m) e hidroxido de sodio (99.0%) fueron adquiridos de Fluka®.
Polidimetilsiloxano (M,=550 g/mol), cloranfenicol (>98%), clorhidrato de clortetraciclina
(>97%), hiclato de doxiciclina (>98%), clorhidrato de tetraciclina (>95%),
trietoxifenilsilano (TEFS 98%), clorhidrato de oxitetraciclina (>95%), sulfatiazol sodico
(<98%), sulfametoxazol (99%), trimetoprim cristalizado (>99%) y 3-
cianopropiltrietoxifenilsilano (CNPrTEOS 98%) fueron adquiridos de Sigma-Aldrich.
Sulfadimetoxina (100 pug/mL en acetonitrilo) y sulfaguinoxalina (100 ug/mL en metanol)
de ChemService. Todos los reactivos fueron utilizados como fueron proporcionados sin
purificacion posterior.

Elaboracién de las barras de agitacion magnética de vidrio

Se elaboraron barras de agitacion de vidrio de 12 mm de longitud y de 1.6
mm de didmetro, su nucleo consisti6 de acero inoxidable (ACCO estandar No.1). El
material de partida para elaborar dichas barras fueron tubos capilares de vidrio (Kimble
Chase®) de 10 cm de longitud y 1.6 mm de didmetro, se utiliz6 un cortador para
capilares con el fin de reducir los tubos a fragmentos de 13 mm de longitud. Después
un trozo de acero inoxidable de 9 mm se introdujo en cada fragmento de tubo capilar y
utiizando un mechero Bunsen se encapsul6 dentro del vidrio, esto sellando por
fundicibn ambos extremos de cada fragmento de tubo capilar. El tamafio final de las
barras magéticas de vidrio se determiné con un Vernier digital marca Mitutoyo® y su
masa se midié con una balanza analitica Denver Instrument APX-200 (d £ 0.1 mg).

Pre-tratamiento de las barras de agitacion magnética de vidrio

Antes de recubrir las barras de vidrio con los materiales sintetizados, se
activaron los grupos silanol (Si-OH) en sus superficies. Para ello, las barras se
sumergieron en una solucién de hidroxido de sodio (NaOH) 1 M durante 3 h, luego se
lavaron con agua destilada dos veces, se escurrieron y después se colocaron en una
solucion de acido clorhidrico (HCI) 0.1 M durante 3 h para neutralizar el exceso de
NaOH. Finalmente, las barras de vidrio se lavaron nuevamente con agua destilada dos
veces, se escurrieron y se secaron a 125 °C por 2 h en una estufa de conveccion
(Techni-Lab Modelo HCM-D82).
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Preparacion de las soluciones sol-gel

La metodologia de Ibrahim et al.?* se modifico para obtener tres materiales por

sintesis sol-gel a temperatura ambiente (20-25°C) a partir de polidimetilsiloxano hidroxi
terminal (PDMS-OH, M,=550 g¢g/mol), 3-cianopropiltrietoxisilano (CNPrTEQOS) vy
trietoxifenilsilano (TEFS), esto utilizando diclorometano (DCM) como disolvente. El
reactor fue un tubo de polipropileno Eppendorf (2 mL) para microcentrifuga y el
catalizador fue una solucion acuosa de acido trifluoroacético (TFA) (95% v/v). La
relacion molar PDMS:(CNPrTEOS+TEFS) se mantuvo 1:3 en los tres materiales, pero
se vario la proporcion de TEFS y CNPrTEOS. Dependiendo de los valores que adopté
la relacion PDMS:TEFS:CNPITEOS, se denomin6é como material A al que tenia la
proporcion 1:1:2, es decir, se sintetiz6 con mas moles de CNPrTEOS; el material B
tuvo la proporcién 1:1.5:1.5, es decir, se sintetizé con una cantidad equimolar de TEFS
y CNPrTEOS; y el material C estuvo asociado a la proporciéon 1:2:1, se utiliz6 mas
TEFS. La tabla 4 presenta las formulaciones utilizadas en la sintesis de cada material.

Tabla 4. Formulaciones para la preparacion de los materiales A, By C.

Reactivo Material A Material B Material C
DCM (pL) 300 300 300
PDMS-OH (uL) 210.5 210.5 210.5
TEFS (uL) 89 134 178
CNPITEOS (UL) 179 133 88
TFA (uL) 50 50 50

La sintesis de los materiales se llevé a cabo adicionando a 300 pyL de DCM los
reactivos PDMS-OH, TEFS y CNPrTEOS, tras la adicibn de cada reactivo se
homogeneizé la mezcla de reaccion 2-5 min en el vortex. Después se agregd el
catalizador TFA, se agit6 2 min en vortex (Voértex Genie-2) y se aplicé ultrasonido
(Bafio ultrasénico Branson 1510) a la mezcla por 5 min. Posteriormente, se permitié
que la reaccion procediera por 2 h y luego se destap6 el tubo reactor para envejecer la
solucion por 15-16 h dentro de un desecador con salida a una campana de extraccion.

Los recubrimientos PDMS-TEOS y PDMS-CNPrTEOS (1:3) se sintetizaron
siguiendo las instrucciones de Burgos®'y el recubrimiento PDMS-TEFS (1:3) con las de
Medina®. Los procedimientos reportados por los autores se reprodujeron con exactitud
y sin modificaciones. En todos los casos el reactor fue un tubo Eppendorf de polietileno
con forma de bala (2 mL), en él se disolvieron 210.5 yL de PDMS-OH en 300 uL de
cloruro de metileno (CH,Cl,). Luego se afiadié el volumen de entrecruzante requerido
para cada recubrimiento particular (80 UL de TEOS, 261 pyL de CNPrTEOS y 263 uL
TEFS respectivamente), después se homogeneizdé en vortex. Seguido se afiadio el
catalizador (50 pyL de TFA al 95%, v/v) para iniciar la reaccion y nuevamente se
homogeneiz6 con vortex (2 min) y ultrasonido (5 min). Las soluciones PDMS-
CNPrTEOS y PDMS-TEFS se dejaron envejecer a temperatura ambiente por 10y 12 h
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respectivamente antes de recubrir las barras. En el caso de la solucion PDMS-TEQOS,
luego de homogeneizar 2 min en vértex y 5 min en ultrasonido, se tuvo que centrifugar
a 12,000 rpm por cinco minutos para separar el precipitado (TEOS no incorporado) del
sobrenadante claro y homogéneo. El sobrenadante (PDMS-TEOS) se transfirié a un
nuevo tubo y se dejo envejecer por dos horas bajo agitacion constante antes de usarlo
para recubrir.

Recubrimiento de las barras de agitacion magnética de vidrio

El recubrimiento de las barras de vidrio (pre-activadas mediante tratamiento
acido-base) con el material sol-gel se realizé utilizando moldes cilindricos de policloruro
de vinilo (PVC) con un diametro interno de 3 mm y longitud de 2.50 cm. Cada molde se
sellé por su extremo inferior con silicdn y se colocé en posicidon vertical. Por el extremo
superior se deposité aproximadamente 100 uL de la solucion envejecida (del material
A, B o C) con ayuda de una jeringa y luego se introdujo una barra de vidrio, después se
permiti6 que el gel solidificara gradualmente y se aseguré que la barra quedara
suspendida en el mismo, centrada y sin contacto con los extremos del molde. El gel
aun era un sélido elastico muy pegajoso tras 24 horas en todos los casos, por ello, la
barra recubierta se desmoldd cuidadosamente después de 1 semana cuando el
material adquiri6 mas solidez y fue menos adherente. Finalmente, la barra recubierta
se sometio a curado térmico con el programa que se describe en la seccién siguiente,
para favorecer el entrecruzado de las cadenas de PDMS (reaccion de condensacion),
evaporar residuos del disolvente y consolidar el recubrimiento.

En el caso de la solucion PDMS-TEOS, siguiendo la metodologia de Burgos®,
luego de 2 h de envejecimiento inmediatamente fue vertida en moldes de policloruro de
vinilo y se procedi6 a depositar la barra de vidrio activada. Los moldes con la solucién y
las barras de agitacion se dejaron gelificar por un periodo de dos dias antes de
desmoldar y de tratar térmicamente con el programa descrito en la siguiente seccion.

Condiciones de curado térmico bajo atmdésfera de vacio

El curado térmico de las barras recubiertas se realizd con una estufa de vacio
(Hi-Temp Vacuum Oven de Barnstead Lab Line) bajo las siguientes condiciones: 40°C
durante 24 h, 60°C durante 24 h, 100°C durante 24 h y 180°C durante 4 h. La presién
se redujo y mantuvo por debajo de 4 pulgadas de mercurio durante todo el tratamiento.
Posteriormente, el calentamiento fue suspendido, la estufa despresurizada y, cuando la
temperatura descendié a menos de 40°C, las barras se extrajeron y se dejaron enfriar
hasta temperatura ambiente en un desecador. Luego las barras fueron cortadas y su
longitud final fue ajustada a 1.50 cm.
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Caracterizacion de los recubrimientos

Propiedades fisicas.

Se determin6 la masa de los recubrimientos enlazados a las barras de vidrio
con una balanza analitica O"Haus (d=0.01mg). El grosor se midié con un vernier marca
Mitutoyo.

Analisis infrarrojo.

El analisis cualitativo de infrarrojo para un recubrimiento particular se realiz
aplicando la técnica de espectroscopia de reflectancia difusa de infrarrojo con
transformada de Fourier (DRIFTS), esto utilizando un equipo Thermo-Nicolet Nexus
670. Un disco abrasivo de carburo de silicio (SiC) funcion6 como herramienta soporte
para poder analizar los materiales. Se abarcé una ventana espectral de 4000-400 cm™,
la resolucion seleccionada fue de 4 cm™ y el nimero de barridos se programé en 64
scans.

Estabilidad ante disolventes.

Se evalué la estabilidad de los recubrimientos frente a diferentes disolventes
comunmente utilizados en las extracciones SBSE, estos fueron: agua, metanol
(MeOH), acetona, acetato de etilo (AcEt), acetonitrilo (ACN) e isooctano (IsoOct). Las
barras fueron colocadas en tubos Eppendorf para microcentrifuga de 2 mL y se les
agregd 1 mL del disolvente a evaluar, se realiz6 cada analisis por triplicado. La barra
inmersa en el disolvente fue expuesta a ultrasonido (frecuencia: 40kHz) por 30 y 60
minutos (tiempo total: 90 min), o bien, a agitacién mecanica por vértex (nivel 7) por 15y
30 minutos (tiempo total: 45 min). Se monitore6 la pérdida de peso de la barra en
ambos casos, para ello, se suspendia la perturbacion y la barra se dejaba secar a
temperatura ambiente sobre una superficie de aluminio libre de polvo por 1 h,
posteriormente se determinaba gravimétricamente el cambio de masa del
recubrimiento con una microbalanza analitica Sartorius modelo 54.

Estabilidad ante pH.

También se evalu6 la estabilidad de los recubrimientos frente a diferentes
condiciones de pH, esto se llevd a cabo exponiendo las barras recubiertas a pH acido
(14, 3 y 6) con disolucion de éacido clorhidrico (HCI) o acido nitrico (HNO3z), y en
condiciones de pH basico (9 y 12) con disolucién de hidréxido de sodio (NaOH). Se
evaluaron cambios tras 24 y 48 h dejando secar las barras por 1 h y determinando
gravimétricamente la pérdida de masa con una microbalanza analitica Sartorius
modelo 54. Las pruebas se realizaron por triplicado y los recubrimientos se observaron
en un microscopio estereoscopio marca Motic images plus 2.0 antes y después de las
pruebas para advertir cambios en la superficie.
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Determinacién del angulo de contacto.

Para evaluar la hidrofobicidad superficial de los materiales se determiné el
angulo de contacto de cada uno en placas de vidrio (2.5 cm de largo, 6 mm de ancho y
1 mm de espesor) recubiertas con los mismos, esto empleando la técnica de gota sésil.
Una vez depositada una gota de agua destilada (20 pL), se midié el Angulo de contacto
(media de los angulos izquierdo y derecho de la gota) realizando una captura digital
con una camara y el programa Motic images plus 2.0. Se realizaron 10 mediciones a
cada muestra para obtener una estimacion de la media y desviacién estandar.
Burgos®, Medina® y Liu et al.”® han reportado el uso de esta metodologia para medir el
angulo de contacto de superficies recubiertas con PDMS o PDMS modificado.

Andlisis termogravimétrico.

Se utilizé un analizador termogravimétrico modelo 8000 (TGA-8000) de Perkin
Elmer para evaluar la estabilidad térmica de los recubrimientos sintetizados en el
intervalo de temperatura de 50 a 800°C y a una velocidad de calentamiento de
10°C/min en atmosfera de nitrégeno (flujo de 50 mL/min).

Extracciéon de tetraciclinas
Extraccion de muestras acuosas

Se prepararon soluciones stock de cada una de las tetraciclinas (1000 mg/L)
por pesada utilizando metanol grado HPLC, estas soluciones se mantuvieron en
frascos ambar a 4°C hasta su uso por un tiempo no mayor a un mes. Diariamente, a
partir de las soluciones stock, se prepararon mezclas estandar de trabajo (100 mg/L)
en metanol y se utilizaron para la fortificacion de muestras acuosas de 10 mL hasta
una concentracion de 1 mg/L.

La extraccion se aplicé a las soluciones acuosas fortificadas, para ello, una
barra de agitacion recubierta se introdujo en 10 mL de solucién y se sometié a
agitacion (250 rpm). Después de un tiempo determinado se suspendié la agitacion y la
barra se removid de la solucion con un iman, luego se seco con papel absorbente libre
de pelusa. Posteriormente, se colocé la barra en un tubo Eppendorf de polipropileno
(0.600 mL) y se agregd 500 uL del disolvente de desorcién elegido. Los analitos
extraidos se desorbieron con ayuda de un bafio ultrasonico o agitacion vortex. Cuando
se usOG metanol puro para desorber, los extractos luego se diluyeron con un volumen
igual de acido oxalico 20 mM antes de inyectar al HPLC; pero cuando se utilizo la
mezcla metanol:acido oxalico 20 mM para desorber, no se realizo dilucion del extracto
si el porcentaje de metanol era igual o menor a 50%. Antes de inyectar al equipo de
HPLC una muestra o estandar se filtr6 utilizando membranas de politetrafluoroetileno
(PFTE) de 45 pm con el apoyo de una jeringa.
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Las barras recubiertas se utilizaron para evaluar la recuperacion de los
analitos ante diferentes condiciones de extraccion y desorcion. Se estudiaron factores
de extraccion como el tiempo (30-120 min), la fuerza i6nica (0-30% m/v NaCl) y el pH
(2-7); en la desorcién fueron analizados el tiempo de ultrasonido o de vértex (20 y 40
min) y el tipo de disolvente (MeOH-H,C,0, 20 mM con 0-100%v/v MeOH).

Extraccion de un medio organico

A partir de las soluciones stock de tetraciclinas de 1000 mg/L se prepararon
disoluciones de trabajo de 100 mg/L empleando como diluyente metilisobutilcetonal
(MIBK). Las disoluciones de trabajo se prepararon y utilizaron el mismo dia, estas
disoluciones hicieron posible la fortificacién de muestras de isooctano de 10 mL hasta 1
mg/L.

Se evalud la capacidad de extraccidén de las barras recubiertas colocandolas
en las muestras de isooctano durante 2 h y agitando a baja velocidad (250 rpm).
Transcurrido ese tiempo se retiraron del medio no polar, se secaron con papel libre de
pelusa y se dejaron evaporar residuos del disolvente durante 30 minutos.
Posteriormente, se colocaron las barras recubiertas en viales Eppendorf de
polipropileno (600 L) y se les adiciond 500 pL de una disolucién de acido oxalico 0.01
M con 40%MeOH. La desorcién por vértex duré 40 min.

Extraccion de sulfamidas, trimetoprim y cloranfenicol
Extraccidon de muestras acuosas

Se prepararon soluciones stock de sulfatiazol so6dico, sulfametoxazol,
cloranfenicol y trimetoprim de 1000 mg/L por pesada con metanol grado HPLC, y se
mantuvieron en frascos ambar a 4°C hasta su uso; no se almacenaron por un tiempo
mayor a un mes. A partir de las disoluciones stock diariamente se prepararon mezclas
de trabajo de los 4 antibiéticos de 100 mg/L utilizando buffer de acido férmico 0.1%v/v
(pH 4.5, ajustado con NaOH) y metanol en proporcion 1:1 v/v; las mezclas de trabajo
se utilizaron para fortificar disoluciones acuosas hasta 1 mg/L. En el caso de
sulfadimetoxina y sulfaquinaxolina las soluciones stock de partida fueron estandares de
100 mg/L (en acetonitrilo y metanol respectivamente), a partir de ellas se prepararon
por dilucién las soluciones de trabajo en metanol. La fortificaciébn de muestras acuosas
con la mezcla de los 6 antibidticos (se agregaron sulfadimetoxina y sulfaquinaxolina) se
efectud hasta alcanzar 0.50 mg/L de cada antibidtico.

Para optimizar la desorcién de la mezcla de los 4 antibidticos se realizo la
extraccion en 10 mL de medio buffer de acido férmico 0.1%v/v (pH 4.5) por 120 min
con agitacién de 250 rpm. La desorcion para sulfatiazol, sulfametoxazol, trimetoprim y
cloranfenicol se evalué con mezclas de acetonitrilo (0 metanol) y buffer de &cido
férmico (pH 4.5), se vari6 el porcentaje de disolvente organico en la mezcla (0-100%),
el tiempo de desorcién (20-40 min) y el método (vértex o ultrasonido).
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En el caso de la extraccion en medio acuoso se utilizé un disefio factorial 2*
con 5 puntos centrales para determinar si los factores tiempo (factor A), velocidad
(factor B), porcentaje de NaCl (factor C) y porcentaje de acetonitrilo (factor D) tenian
influencia en la recuperacién de antibiéticos. La desorcion se realizé con 40% metanol
y 60% buffer formico (pH 4.5) para evitar diluir el extracto antes de su analisis por
HPLC. La tabla 5 presenta los factores estudiados y sus niveles. En el anexo A el lector
no familiarizado con el uso de disefios factoriales puede consultar las bases teédricas de
éstos y también el fundamento de su analisis estadistico.

Tabla 5. Matriz del disefio factorial 2* utilizado para la extraccion de antibi6ticos.

Niveles de los factores Niveles de los factores
(escala codificada) (escala natural)
Corrida X1 X2 X3 X4 A(min) B(rpom) C(%m/v) D(%v/v)
Centro 0 0 0 0 75 500 7.5 10
(1) - - - - 30 250 0 0
a + - - - 120 250 0 0
b - + - - 30 750 15 0
ab + + - - 120 750 15 0
Centro 0 0 0 0 75 500 7.5 10
c - - + 30 250 0 0
ac + - + - 120 250 0 0
bc - + + - 30 750 15 0
abc + + + - 120 750 15 0
Centro 0 0 0 0 75 500 7.5 10
d - - - + 30 250 0 20
ad + - - + 120 250 0 20
bd - + - + 30 750 15 20
abd + + - + 120 750 15 20
Centro 0 0 0 0 75 500 7.5 10
cd - - + + 30 250 0 20
acd + - + + 120 250 0 20
bcd - + + + 30 750 15 20
abcd + + + + 120 750 15 20
Centro 0 0 0 0 75 500 7.5 10

La transformacién las variables de escala natural a codificada se realizé
utilizando los niveles centrales de las variables, las ecuaciones 2, 3, 4 y 5 dan cuenta
de esta codificacion.

_&-75

Tiempo =x; = PP LT TP T TP PP PP PR PP PP PPN PP PSP PP Ec. 2
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_ &-500

Velocidad = x, = g T Ec. 3
NACI= x; = 5002 Ec.4
UACN= X, = 0 e, Ec.5

El andlisis estadistico del disefio factorial se llevé a cabo conjuntamente con
los softwares Statgraphics Centurion XVI y Minitab 17 para verificar la equivalencia de
los resultados. Para el disefio factorial 2* se llevd a cabo un andlisis de varianza
multifactorial, se examinaron los antibiéticos como una suma total y por separado. La
significancia de efectos e interacciones en el modelo factorial se evalué a un nivel de
confianza a=0.05 para controlar el error tipo I. Se verificaron los supuestos del ANOVA
multifactorial, para ello, se examinaron los residuos de cada modelo contra los niveles
de los factores para inspeccionar la homocedasticidad de manera informal, aunque
también se aplicaron en cada caso las pruebas de Levene y Bartlett para verificar
formalmente este supuesto (a=0.05); la normalidad de los residuos se examind
informalmente con los graficos de distribucion de probabilidad normal de los residuos y
mas formalmente con las pruebas de Anderson-Darling y Kolmogorov-Smirnov
(a=0.05); y finalmente, la independencia se evalu6 comprobando la distribucién
aleatoria de los residuos en los gréficos de residuo contra orden temporal de
recoleccién de datos y residuo contra valor predicho. Los graficos de distribucion
normal de los efectos de Daniel y diagramas de Pareto se utilizaron en la depuracion
de modelos para descartar fuentes de variacion no significativas. Se trazaron los
diagramas de factores individuales e interacciones para determinar los niveles que
favorecian el incremento de las respuestas.

Asimismo, se utilizé la metodologia de trayectoria de ascenso mas
pronunciado para intentar optimizar la respuesta area total de antibidticos. Detalles
tedricos y supuestos de esta metodologia se presentan en el anexo A para el lector no
familiarizado. Inicialmente se evalu6 el ajuste a un modelo de primer orden (§ = B, +
B1x1 + B2x, + B3x3 + B4Xx4) con variables codificadas, este modelo fue estimado
utilizando el factorial 2* con 5 puntos centrales. Una vez verificada la ausencia de
curvatura en el modelo de primer orden con una prueba de falta de ajuste (a=0.05), se
eligié la variable con mayor influencia (x;) sobre la respuesta para definir el tamafio de
paso a través de un incremento de esta variable (Ax;) y se utilizaron los coeficientes del
modelo de primer orden para calcular los incrementos de las otras variables en cada
paso subsecuente por la trayectoria (Ax=;Axi/Bi.).
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Extraccion de un medio organico

A partir de las soluciones stock de sulfatiazol, sulfametoxazol, trimetoprim y
cloranfenicol de 1000 mg/L se prepararon disoluciones de trabajo de 100 mg/L
utilizando como diluyente metilisobutilcetonal (MIBK). Las disoluciones de trabajo se
utilizaron el mismo dia que se prepararon; posteriormente, con ellas se fortificaron
muestras de isooctano (10 mL) hasta que cada uno de los 4 antibi6ticos tuvo una
concentracion de 1 mg/L. En el caso de sulfadimetoxina y sulfaquinaxolina los
estandares madre fueron de 100 mg/L (en acetonitrilo y metanol respectivamente), a
partir de ellos se prepararon las soluciones de trabajo en acetona. Debe resaltarse que
cuando la fortificacion de muestras de isooctano se realiz6 con la mezcla de 6
antibiéticos (se agregaron sulfadimetoxina y sulfaquinaxolina) se hizo solamente hasta
0.50 mg/L, ademas se cambi6 el disolvente de dilucién por acetona en todos los casos
al preparar las disoluciones de trabajo para evitar que la sefial de pico MIBK interfiera
con las de las dos sulfamidas afiadidas en el cromatograma.

Se evalud la capacidad de extraccién de las barras recubiertas colocandolas
en las muestras de isooctano fortificadas a un determinado nivel de concentracion de
antibiético por 2 h y se les hizo girar a baja velocidad (250 rpm). Transcurrido ese
tiempo se retiraron del medio no polar, se secaron con papel libre de pelusa y se
dejaron evaporar residuos del disolvente durante 30 minutos. Posteriormente, se
colocaron las barras recubiertas en viales Eppendorf de polipropileno de 600 pL y se
les adicion6 500 pL de una disolucién de acido formico pH 4.5 con 40% MeOH.

Para analizar los datos de la extraccion se utilizé6 el ANOVA bifactorial (two-
way ANOVA) considerando como factores fijos el material y el tipo de antibiético, y
como respuesta el area de cada antibi6tico. La significancia de los efectos de los
factores y de la interaccion se evalué a un nivel de confianza del 95%. El analisis pos
hoc de minima diferencia significativa LSD (a=0.05) se realizé para las medias de los
factores por separado y para los grupos definidos por su interaccién. Se realizaron las
transformaciones pertinentes de la respuesta cuando fue necesario para verificar el
cumplimiento de los supuestos del ANOVA (homocedasticidad, linealidad e
independencia) mediante gréaficos de residuales.

Andlisis cromatografico de las tetraciclinas

Para el andlisis de los compuestos extraidos se utiliz6 un cromatégrafo de
liquidos Agilent Technologies modelo 1100 con bomba cuaternaria y desgasificador
(G1379A). La columna para separar los compuestos fue una Kinetex Cig (150 mm x 4.2
mm DI x 5 ym). El flujo de fase movil fue 1 mL/min. La fase movil fue una mezcla de la
fase A que consistié en una disolucion acuosa de &cido oxalico 20 mM y la fase B fue
acetonitrilo grado HPLC. Se utiliz6 la modalidad de elucidén con gradiente: de 0 a 5 min
se increment6 B de 20% a 35%, de 5.0 a 5.5 min B se mantuvo en 35%, de 5.5a 6.5
min se retornd a 20% de B. Luego se esperd 8 minutos para reequilibrar la columna
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antes de cada inyeccion. La corrida dur6 15 min y se inyectd un volumen de 10 pL de
muestra. La columna se operé a 25°C y se empled un detector UV con arreglo de
diodos (278 nm).

Andlisis cromatografico de sulfamidas, trimetoprim y cloranfenicol

Para el andlisis de estos compuestos se utilizd6 el mismo cromatdgrafo de
liguidos antes mencionado, la misma columna, y el mismo flujo. Sin embargo, se
cambid la fase movil A por una disolucion acuosa de acido férmico 0.1% v/v mezclada
con metanol en proporcién 9/1 viv (el pH se ajusté a 4.5 con NaOH) y la fase B fue
metanol grado HPLC. Se utiliz6 la modalidad de elucién con gradiente de tal forma que
de 0 a 10 min se incremento linealmente el contenido de B de un 20-50%, de 10 a 13
min B se mantuvo en 50%, y de 13 a 15 min se retorné a 20% de B. Se esperd 8
minutos para reequilibrar la columna antes de cada inyeccion. La corrida duré 23 min y
se inyectdé un volumen de 10 puL de muestra. La columna se oper6 a 25°C y la
deteccidn se realizé con un detector UV con arreglo de diodos (278 nm).

Andlisis cuantitativo y cualitativo de antibi6ticos

Las curvas de las tetraciclinas se prepararon a partir de las disoluciones stock
de 1000 mg/L en metanol. Diluyendo se prepararon soluciones estandar de 0.125,
0.25, 0.50, 1, 5, 10, 20 y 40 mg/L usando como disolvente la mezcla 1:1 v/v de metanol
y disolucion de &cido oxalico (20 mM, pH 2).

Las curvas de las sulfamidas, trimetoprim y cloranfenicol se prepararon a partir
de la disolucion stock de 1000 mg/L en metanol. Diluyendo se prepararon soluciones
estandar de 0.125, 0.25, 0.50, 1, 5, 10, 20 y 40 mg/L usando como disolvente la mezcla
1:1 v/v de metanol y buffer de acido férmico (0.10% v/v, pH 4.5).

Se estimaron los limites de deteccién y cuantificacion instrumentales mediante
el método sefial-ruido (S/R=2H/h) de la USP (United States Pharmacopeia), esto
utilizando la amplitud promedio del ruido (h) cerca de los tiempos donde salen los
analitos y la altura del pico del analito (H). Relaciones S/R=3 se consideraron para
estimar los limites de deteccién y S/R=10 para estimar los limites de cuantificacion.

La eficiencia de extraccibn del recubrimiento desarrollado se estimo6
comparando las areas de los picos cromatograficos de cada analito después de la
extraccion por SBSE con las areas de la mezcla estandar de 1 mg/L.
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RESULTADOS Y DISCUSIONES

La seccion de resultados y discusiones puede considerarse dividida en tres
subsecciones principales: 1) elaboracién de barras magnéticas sorbentes para SBSE,
donde se presentan primordialmente detalles de la sintesis de recubrimientos; 2)
caracterizacion de recubrimientos, donde se discuten propiedades fisicas y quimicas
de los materiales; y 3) aplicacién de los materiales para extraer antibiéticos polares, la
cual a su vez se dividen en dos apartados: a) la extraccidbn de tetraciclinas
(log10Kow<0), tanto en medio acuoso como en medio organico y b) la extraccién de
sulfamidas, trimetoprim y cloranfenicol (0O<log;,Kow<?2) tanto en medio acuoso como en
organico.

Elaboracién de las barras magnéticas sorbentes para SBSE
Barras de agitacion magnética de vidrio

Las barras de vidrio magnéticas fueron elaboradas de 12.30 +0.02 mm (n=30)
de longitud, 1.53+0.01 mm (n=30) de didmetro y el peso promedio fue 64.38 = 0.03 mg
(n=30). En la figura 10 se muestra una barra de vidrio representativa.

Figura 10. Disefio de la barra de agitacion magnética de vidrio elaborada para SBSE.

Como antes se describid, antes de poder enlazar los materiales sintetizados a
las barras de vidrio fue necesario activar las superficies de éstas por erosion en medio
basico seguido de lavado acido para generar grupos silanoles (Si-OH) enlazables.
Varios autores'®?® consideran critico este paso de activacion y han reportado
protocolos similares al de este trabajo que les han permitido corroborar la mejora en la
resistencia mecanica y estabilidad ante disolventes de los recubrimientos.

Sintesis de las fases poliméricas

La sintesis sol-gel de los materiales A, B y C a partir de PDMS, TEFS y
CNPITEOS se realizé a baja temperatura y en solucién, es decir, en condiciones de
guimica suave. Este protocolo permitié llevar a cabo las reacciones en una sola fase y
no hubo riesgo de explosion debido a la reactividad moderada de los precursores. Fue
necesario mantener el sistema de reaccion abierto porque el disolvente y varios
subproductos de reaccion debian eliminarse para promover el avance de la reaccion y
evitar un estado estacionario. Acorde a la literatura, las reacciones de hidrélisis y
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condensacién de los reactivos organoalcoxisilanos generalmente son reversibles e
implican liberacion de moléculas pequefias como H,O y alcoholes.?>°

También debe resaltarse que la metodologia descrita en esta tesis para
preparar los soles de los materiales A, B y C permitié obtener mezclas homogéneas de
todos los reactivos, no hubo necesidad de centrifugarlas posteriormente ya que no se
formaron precipitados. Concretamente la proporcion PDMS:(CNPITEOS+TEFS) fijada
en 1:3 permiti6 obtener la homogeneidad con 300 pL de DCM y 50 pyL de TFA. Esto
resulté ventajoso porque lbrahim et al.?* comentan que obtener un sol homogéneo
usualmente es dificil, aunque se ha asociado con la generacién de recubrimientos con
menos tendencia a fracturarse.

Para sintetizar los materiales del presente estudio se utiliz6 catalisis acida.
Como puede corroborarse en la literatura®®?, la mayoria de los recubrimientos
obtenidos por sintesis sol-gel para SBSE han implicado una sintesis catalizada de esta
manera. Vo Duy et al.®* argumentan que el uso de un catalizador &cido favorece la
hidrdlisis sobre la policondesacion y esto se traduce en menos entrecruzamiento entre
cadenas (comparado con una catalisis basica), generando recubrimientos mas densos
y menos quebradizos. Alternativamente, Ibrahim et al.?® reportaron el uso del acido
mineral HCI diluido en agua, pero tuvieron que utilizar surfactantes para lograr que
dicha fase acuosa se dispersara en el diclorometano. El acido trifluoroacético (TFA)
utilizado en esta tesis, un acido orgénico, es una alternativa que se ha reportado® para
minimizar la introduccion de agua (que causa separacion de fases con disolventes
organicos) y, ademas, su volatilidad favorece su eliminacién posterior.

Durante la buUsqueda de las mejores condiciones de sintesis para las
relaciones molares PDMS:TEFS:CNPITEOS correspondientes a los valores 1:1:2
(relacién A), 1:1.5:1.5 (relacién B) y 1:2:1 (relacion C) se investigd el efecto de la
cantidad del catalizador acido (TFA al 95%) evaluando 3 volumenes de éste (10, 50 y
200 pL); en todos los casos inicialmente se consiguié una disolucibn homogénea y
transparente. De acuerdo con Brinker et al.®®, la cantidad de catalizador afiadida puede
afectar la estructura del material, altas concentraciones de catalizador en la solucion
inicial puede inducir que el acido no se ionice y evitar la condensacion de los grupos
hidroxilo, dando como resultado particulas (soles) extremadamente pequefias y, en
dltima instancia, un polimero de bajo peso molecular. Esto justificé evaluar la influencia
de diferentes dosis de catalizador en esta tesis.

A continuacién en la tabla 6 se resumen brevemente los efectos observados al
variar el volumen del catalizador adicionado a las mezclas de reaccidon
correspondientes a las relaciones molares PDMS:TEFS:CNPrTEOS con valores 1:1:2
(relacion A), 1:1.5:1.5 (relacion B) y 1:2:1 (relacion C).
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Tabla 6. Resumen de efectos observados tras variar la cantidad de catalizador
adicionado a las mezclas de reaccién correspondientes a las relaciones molares
PDMS:TEFS:CNPrTEOS con valores 1:1:2 (relacion A), 1:1.5:1.5 (relacion B) y 1:2:1

(relacion C).

Volumen de catalizador (uL)

10

50

200

Formacion
de pelicula
superficial

Luego de 15 h en el
caso de la relacién Ay
tras 24 h para las otras
relaciones.

En todos los casos
observable luego de
15 h.

En todos los casos
observable luego de
4h.

Gelificacién

En todos los casos
observable tras 34-36
h. ElI tiempo de
gelificacibn  aumenté
con el contenido de
TEFS. Se formaron
sblidos pegajosos Yy
transparentes.

En todos los casos
observable tras 23-
24 h. El tiempo de
gelificacibn aumento
con el contenido de
TEFS. Se formaron
sélidos pegajosos y
transparentes.

En todos los casos
observable tras 15-16
h. ElI tiempo de
gelificacibn aumenté
con el contenido de
TEFS. Se formaron
s6lidos no pegajosos,
opacos y
blanguecinos.

Reduccioén
de volumen
maxima

Tras 48 hrs la pérdida
de volumen fue 40-42%
y se detuvo en todos
los casos.

Tras 24 hrs la
pérdida de volumen
fue 40-42% y se
detuvo en todos los
casos.

Tras 15 hrs la pérdida
de volumen fue mayor
a 40%. Se obtuvieron
materiales con
burbujas atrapadas.

Remocién
del molde

Fue posible tras 5 dias.
Los materiales
obtenidos eran
transparentes, poco
adherentes y flexibles.

Fue posible tras 5
dias. Los materiales
obtenidos eran
transparentes, poco
adherentes y
flexibles.

Fue posible tras 24
horas pero las tres
relaciones generaron
materiales

guebradizos, opacos,
blanquecinos y con

burbujas atrapadas.

Dado lo anterior, se justifica elegir el nivel intermedio de catalizador para
obtener materiales homogéneos, transparentes y flexibles en el menor tiempo. Acorde
a la literatura, PDMS vy los alcoxisilanos pueden generar materiales elasticos con dosis
elevadas de acido debido a la formacién de conglomerados ricos en alcoxisilanos
conectados entre si por cadenas de PDMS, esto puede ilustrarse en la imagen a) de la
figura 11. Al aplicar presion, las flexibles cadenas de PDMS pueden contraerse y los
conglomerados aproximarse entre si; al cesar la presion, las cadenas de PDMS
pueden desdoblarse y restituir la forma del material. El tamafio del conglomerado, la
longitud de la cadena de PDMS, el grado de linealidad de PMDS y el volumen libre
evidentemente influirdn en las propiedades elasticas. Un material perderia elasticidad
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conforme su estructura se alejara de la modelada por la imagen a) y se aproximara a la
b) que se caracteriza por una red rigida de entrecruzante con cadenas de PDMS
atrapadas.®” Por otro lado, algunas veces los materiales sol-gel se vuelven opacos
cuando ocurren separaciones de fase a nivel microscépico, debido a que si se acelera
mucho la hidrélisis y la condensacion de los entrecruzantes tienden a reaccionar entre
ellos antes que con PDMS y a formar precipitados que quedan suspendidos en el gel
por la elevacion de la viscosidad durante la reaccion sol-gel.*®

“~ PDMS
() Conglomerado de enfrecruzante

»{ Red enfrecruzante

a) b)

Figura 11. Modelos estructurales de materiales derivados de PDMS vy
organoalcoxisilanos sintetizados bajo condiciones acidas: a) fuertes y b) moderadas.

Debe notarse que ya no se observé pérdida de volumen adicional cuando el
volumen de las soluciones se redujo entre 40-42% de su volumen inicial; ademas,
independientemente del volumen de catalizador utilizado la mezcla con mayor
proporcion CNPITEOS/TEFS (relacion A) envejecié ligeramente mas rapido que la
mezcla equimolar CNPrTEOS/TEFS (relacién B) y ain mas que la mezcla con menor
proporcion CNPrTEOS/TEFS (relaciéon C), es decir, las soluciones con menor
contenido de fenilo tendieron a gelificar un poco mas rapido. Las diferencias en
velocidad de envejecimiento fueron casi imperceptibles a pequefia escala, pero
incrementando los volimenes de las soluciones, por ejemplo a 20 mL, fue notable que
la relacién A envejezcié aproximadamente 30 minutos mas rapido que la solucion C.
En la literatura®'® se ha reportado que en medio acido el grupo fenilo (-Ph) en
organotrialcoxisilanos, por efecto inductivo electroatractor y estérico, tiende a retrasar
la hidrdlisis e inclusive a desfavorecer la formacion de la red tridimensional durante la
condensacién en comparacion con otros sustituyentes como metilo (-CHs) y etilo (-
CH,CH3;) que donan densidad electrénica al atomo de silicio y estabilizan el estado de
transicion de la hidrélisis. Debe notarse que el reactivo CNPrTEOS contiene una
cadena alquilica flexible (-CH,CH,CH,CN) enlazada directamente al atomo de silicio.

El tratamiento térmico aplicado a las barras recubiertas se realiz6 con el fin de
promover condensacion adicional (entrecruzamiento), evaporar residuos de disolvente
y también para favorecer la salida de residuos de condensacion (etanol y agua). El
tratamiento térmico se realiz6 con una rampa de calentamiento para evitar la subita
expansion del disolvente residual retenido en el material, minimizando asi la formacion
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de burbujas y las fracturas. A nivel macroscépico no se observaron grietas en los
materiales. Burgos® y Medina® analizaron los recubrimientos PDMS-CNPrTEOS y
PDMS-TEFS por SEM sin encontrar fracturas, grietas o poros, Unicamente visualizaron
superficies consolidadas; presumiblemente este fue el caso de los tres materiales
sintetizados en la presente tesis que se desarrollaron siguiendo procedimientos
similares.

Caracterizacion de los recubrimientos
Caracterizacion dimensional de los recubrimientos

En la figura 12 se pueden apreciar las barras de vidrio recubiertas con los
distintos materiales sintetizados en este trabajo. El volumen de recubrimiento por barra
fue 61.50+0.88 pL (n=30) y el espesor 1.11+0.04 mm (n=30). Estos valores indican
gue, independientemente del material sintetizado, el empleo de un molde y el depdsito
de las soluciones viscosas envejecidas 15-16 h contribuyen a minimizar la
heterogeneidad de volumen y espesor de recubrimiento en los dispositivos finales
elaborados para SBSE.

Figura 12. Barras de vidrio recubiertas con los materiales PDMS:TEFS:CNPrTEOS
asociados a las relaciones A(1:1:2), B(1:1.5:1.5) y C(1:2:1).

Caracterizacion quimica por infrarrojo

En las figuras 13, 14 y 15 se presentan los espectros de infrarrojo
correspondientes a los materiales A, B y C. Considerando los estudios
espectroscopicos de FT-IR de Ibrahim et al.®, se asumi6 la presencia de CNPrTEOS
en todos los materiales por la deteccion de la sefal del grupo ciano (C=N) entre 2240-
2260 cm™. Por comparacion con el estudio vibracional sobre materiales sol-gel de Li et
al.'® se verificd la presencia del TEFS en todos los materiales debido a la ocurrencia
de las sefiales tipo estiramiento C-H fenilo que aparecen en el rango 3010-3080 cm™,
la sefial de estiramiento (C=C) de fenilo a 1592 cm™ y los sobretonos en la region
1650-2000 cm™. Por otro lado, Ibrahim et al.** y Cai et al.'® atribuyen las sefiales que
aparecen en el rango 2840-3000 cm™ a enlaces C-H presentes en los grupos alifaticos
metilo (-CH3) de PDMS, sin embargo, debido a la presencia de CNPrTEOS también
sefiales de metileno (-CH,-) aparecerian en ese intervalo. La literatura'® también indica
que PDMS exhibe sefiales tipo estiramiento Si-O-Si simétrico a 1089.2 cm™ y
asimétrico a 1022 cm™, de Si-CH; asimétrico a 800 cm™ y Si-C simétrico a 702 cm™;
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no obstante, en este experimento no son faciles de distinguir probablemente por las
fuertes absorciones de fenilo tipo flexion C-H fuera (650-900cm™) y dentro (990—

1290cm™) del

101

plano del anillo que ocurren en la misma regién="" y también por algo de

ruido asociado a la técnica DRIFTS. La absorcion ancha que se observa a 3485 cm™ se

atribuye a grupos silanol sin condesar Si-OH (3368 cm™) o agua (3390 cm™),**

aungue

la sefial confirmatoria para agua 1675 cm™ no fue distinguible.
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Figura 13. Espectro infrarrojo obtenido para el material con la proporcion

PDMS:TEFS:CNPrTEOS correspondiente a 1:1:2 (recubrimiento A).

100 ~

90 —

80 -

70

60

Transmitancia (%)

S0 —

40 —

30

4
|
}
4

3479 }
3076
Fenllo
3056
C-H
Fenilo

WA
e 1597 **/\,\»

Fenilo

1435
C=C Fenilo

2904

CH

29640}-13 2

4000

Figura 14. Espectro

L v T o T

T
2000

T
1500

T

T L )
3500 3000 2500 1000

Numero de onda (cm™)

infrarrojo  obtenido para el material con la proporcion

PDMS:TEFS:CNPITEOS correspondiente a 1:1.5:1.5 (recubrimiento B).

44



2238
CN 1725

50 =
3076

Fenilo 4050 =¢ 1397
C-H ) Fenilo
Fenilo

30-. /
o 1426

20 - l Fenilo -~ 693

2958
1255 803 SiC
10 CHS I Si-0-5i
y + 1 . - v T r r .

I I 1 L
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Numero de onda (cm™)

Transmitancia (%)

40

Figura 15. Espectro infrarrojo obtenido para el material con la proporcion
PDMS:TEFS:CNPrTEOS correspondiente a 1:2:1 (recubrimiento C).

Estabilidad ante disolventes

Para evaluar la estabilidad quimica de los recubrimientos se expusieron ante
disolventes de diferente polaridad bajo accion de agitacion vortex (15 y 30 min) o
ultrasonido (30 y 60 min). En general, los 3 materiales desarrollados experimentaron
mayor pérdida de masa conforme se prolongaba la agitacion. A los 15 min las mayores
pérdidas de masa ocurrieron en los recubrimientos de las barras con mayor proporcion
CNPrTEOS/TEFS (material A) expuestos a acetona y fue 26.06%, en los
recubrimientos de la mezcla equimolar CNPITEOS/TEFS (material B) se alcanzo
23.84% al ser expuestos a acetato de etilo, y con estos disolventes el recubrimiento
con menor relacion CNPrTEOS/TEFS (material C) también experimentd pérdidas
mayores a 11%; debe notarse que en metanol, acetonitrilo e isoctano el recubrimiento
C perdi6 mas masa que los otros recubrimientos aunque los valores registrados no
superaron el 2.5%. Pasados los 30 min en todos los casos el recubrimiento con menor
relacion CNPrTEOS/TEFS fue el mas afectado independientemente del disolvente
empleado. Los resultados de los experimentos de resistencia a disolventes utilizando la
agitacion vortex se resumen en la figura 16; en las imagenes de la figura 17 pueden
observarse los cambios fisicos de los recubrimientos después de 15 min 'y 30 min.
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Figura 16. Resistencia ante disolventes de los recubrimientos A, B y C durante 15y 30
minutos de agitacion vortex. Disolventes: metanol (MeOH), acetonitrilo (ACN), agua,
acetato de etilo (AcEt) e isooctano (IsoOct).

En los disolventes mas polares como agua, metanol y acetonitrilo
(caracterizados por constantes dieléctricas mayores a 22)'* |a pérdida de masa de los
recubrimientos fue generalmente menor al 1%, solo el recubrimiento C
(CNPrTEOS/TEFS<1) experimenté una pérdida del 1.17% en acetonitrilo después de
30 min. El hinchamiento en todos los recubrimientos fue apenas notorio, no se
observaron dafios a simple vista después de la evaporacion de los mismos.

Los disolventes no tan polares (constantes dieléctricas menores a 22) como
acetona y acetato de etilo ocasionaron pérdidas de masa superiores al 10% en todos
los recubrimientos pasados 15 min y mayores al 40% luego de 30 min. Las barras se
hincharon notablemente con ambos disolventes y parte de su material se desprendié
facilmente con agitacion vortex. Tras evaporarse acetona o acetato de etilo las
superficies lisas de los recubrimientos se volvieron rugosas y se observé una
compactacion de los materiales. Esto indicd que los tres recubrimientos desarrollados
tuvieron afinidad por los disolventes con enlaces polares (C-O y C=0) y grupos
hidrofébicos pequefios, las moléculas de estos disolventes pese a ser mas grandes
gue las de los disolventes mas polares lograron penetrar en los recubrimientos y
debilitar sus estructuras causando el desprendimiento de parte de su masa cuando se
agitaron. En lo relativo a la compactacion del material al evaporar el disolvente, la
literatura explica que al unir cadenas de polimero durante la sintesis
(independientemente del método de entrecruzamiento) siempre hay una fraccion de
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moléculas que no logran anclarse a la red estructural del material, éstas en presencia
de un disolvente adecuado logran salir de la red del polimero hacia el seno del
disolvente y las moléculas del disolvente ocupan su lugar,’® dicho fenémeno
justificaria el colapso del volumen del material cuando se evapora el disolvente del
material hinchado ya que dejaron de estar presentes las moléculas no enlazadas en la
red tridimensional que le daban soporte.

Relacion A (1:1:2) Relacion B (1:1.5:1.5) Relacion C (1:2:1)
Antes 15 min 30 min Antes 15 min 30 min  Antes 15 min 30 min

Metanol

Acetonitrilo

Acetona

Agua

Acetato

de etilo

Isooctano

Figura 17. Imagenes de las barras con los recubrimientos PDMS:TEFS:CNPrTEOS
asociados a las relaciones A(1:1:2), B(1:1.5:1.5) y C(1:2:1) antes y después de los
ensayos de resistencia a disolventes con agitacion vortex durante 15 y 30 minutos.

Burgos®™ también realiz6 ensayos de resistencia ante disolventes para el
recubrimiento PDMS-CNPrTEOS (1:3), el cual resulté ser mas hidrofilico que PDMS,
utilizando las mismas condiciones que en el presente trabajo y reportdé que también
acetona y acetato de etilo fueron los disolventes que indujeron la mayor pérdida de
masa. Estudios de Lee et al.'®® con PDMS indicaron que el polimero apolar se hincha
mas en compuestos no polares (pentano, cloroformo, tolueno, benceno, diclorometano,
etc.), también reportaron que en acetato de etilo y acetona (que tienen solubilidad
media y baja respectivamente en PDMS) el hinchamiento fue menor y que en metanol,
acetonitrilo y agua fue despreciable; con PDMS enlazado a vidrio los autores
reportaron que los compuestos no polares y hasta los medianamente polares tienden a
remover el polimero.
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El hecho de que el disolvente apolar isooctano hinchara apreciablemente las
barras indica que logra absorberse en los tres materiales sintetizados. La literatura ha
reportado que este disolvente tiende a difundirse en el PDMS comercial utilizado para
SBSE, por ello, recomienda prudencia al utilizarlo para la desorcion porque deja
residuos en la fase que se traducen en un aumento de masa e inclusive en algunos
casos han dificultado la recuperacion de analitos.'? Las interacciones de los
recubrimientos hibridos con este disolvente no bastaron para inducir grandes pérdidas
de masa como las registradas en acetona y acetato de etilo bajo agitacion vortex; sin
embargo, si se observaron algunas grietas en los recubrimientos tras evaporarse el
disolvente, especialmente si en el material la fraccion de fenilo era predominante sobre
la de ciano.

Los resultados de los experimentos de resistencia a disolventes utilizando
ultrasonido como perturbacion se resumieron con el grafico de barras de la figura 18;
los cambios fisicos en los recubrimientos después de 30 min y 60 min pueden
apreciarse las imagenes de la figura 19. Fue notorio que al aplicar ultrasonido se
produjeron mayores pérdidas de masa en los recubrimientos en comparaciéon con la
agitacion vortex, especialmente cuando se prolonga su aplicacion. La energia del
ultrasonido tiende a actuar a escala microscépica mediante el fenémeno de cavitacion,
formando microburbujas que implotan liberando energia que dafia fisicamente los
materiales y, ademas, conduciendo a un incremento de la temperatura por aumento de
la movilidad de las moléculas del disolvente. El fendbmeno de cavitacion ocurre mas

facilmente a bajas frecuencias en el orden de kHz que en MHz.'%®
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Figura 18. Resistencia ante disolventes de los recubrimientos

PDMS:TEFS:CNPITEOS asociados a las relaciones A(1:1:2), B(1:1.5:1.5) y C(1:2:1)
durante 30 y 60 minutos de ultrasonicacion. Disolventes: metanol (MeOH), acetonitrilo
(ACN), agua, acetato de etilo (AcEt) e isooctano (IsoOct).
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Relacion A (1:1:2) Relacion B (1:1.5:1.5) Relacion C (1:2:1)
Antes 30 min 60 min Antes 30 min 60 min Antes 30 min 60 min

Metanol

Acetonitrilo

Acetona

Agua

Acetato

de etilo

Isooctano

Figura 19. Imagenes de las barras con los recubrimientos PDMS:TEFS:CNPITEOS
asociados a las relaciones A(1:1:2), B(1:1.5:1.5) y C(1:2:1) antes y después de los
ensayos de resistencia a disolventes y ultrasonicaciéon durante 30 y 60 min.

Después de aplicar 30 min ultrasonido solo el recubrimiento A
(CNPrTEOS/TEFS>1) no fue dafiado apreciablemente por metanol, agua e isooctano
(pérdidas de masa menores a 1%). Nuevamente las pérdidas mayores a 47% las
experimentaron las barras expuestas a acetato de etilo y acetona, se not6 que en
acetato de etilo el recubrimiento C (CNPrTEOS/TEFS<1) perdié un poco mas de masa
gue los otros dos recubrimientos y que en acetona fue el recubrimiento A. Las barras
nuevamente se hincharon apreciablemente en acetato de etilo y acetona,
observandose dafios (rugosidad y fracturas) al evaporarse éstos.

Al aplicar ultrasonido por 60 min todos los recubrimientos experimentaron
pérdidas de masa mayores al 2%. El recubrimiento A perdi6 9% de su masa en
metanol y 10.53% en acetonitrilo, el recubrimiento C 9% en agua; en metanol y
acetonitrilo se observd que la superficie de los recubrimientos se volvié rugosa y
también algunas grietas. Acetona y acetato de etilo provocaron pérdidas mayores de
masa del 48% en todos los recubrimientos. Con isooctano el dafio fisico en los
recubrimientos fue mayor con ultrasonido, siendo la relacion C mas afectada (pérdida
de 6.75%) que A (pérdida de 2.10%).
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Resumiendo: los ensayos de estabilidad ante disolventes indican que los
recubrimientos PDMS:TEFS:CNPrTEOS asociados a las relaciones A (1:1:2),
B(1:1.5:1.5) y C(1:2:1) pierden poca masa ante los disolventes polares evaluados e
inclusive ante isooctano especialmente con vortex. Si se aplica la desorcién liquida se
sugiere que el proceso no dure mas de 60 min y evitar el uso de acetato de etilo y
acetona; asimismo, convienen condiciones leves de agitacion mecanica usando
isooctano ya que la superficie del material se podria alterar.

Estabilidad ante pH

Prieto et al.'” reportan en su revision del estado del arte de SBSE que el

proceso de extraccion usando PDMS usualmente se realiza en el rango de pH 2 a 9,
ello con el fin de evitar la degradacién del recubrimiento comercial y prolongar su vida.
En el presente trabajo las pérdidas de masa de los recubrimientos por exposicién a
diferente pH fueron menores al 0.5% como se muestra en la figura 20. Tras 48 horas
de exposicibn a las disoluciones la mayor pérdida del recubrimiento A
(CNPrTEOS/TEFS>1) ocurri6 a pH 1 en HCI y fue 0.24%, la del recubrimiento B
(CNPrTEOS/TEFS=1) ocurri6 a pH 6 en HNO; y fue 0.22%, y la del recubrimiento C
(CNPrTEOS/TEFS<1) a pH 12 en NaOH y fue 0.28%. La exposicion a disoluciones de
acido nitrico, un 4cido oxidante, tampoco produjo a pérdidas de masa superiores a 1%
en los recubrimientos. Burgos® reporté también pérdidas menores a 1.5% para su
recubrimiento PDMS-CNPrTEQOS (1:1) expuesto a las mismas condiciones de pH.
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Figura 20. Resistencia ante pH de los recubrimientos PDMS:TEFS:CNPITEOS
asociados a las relaciones A(1:1:2), B(1:1.5:1.5) y C(1:2:1) luego de 24 y 48 h en
condiciones &cidas (pH 1, 2 y 3) en acido clorhidrico y &cido nitrico, y en condiciones
bésicas (pH 9y 12).
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No se observaron cambios macroscopicos en la superficie de los
recubrimientos de las barras ni bajo el microscopio 6ptico luego de exponerlas a las
diferentes condiciones de pH. Esto puede observarse examinando las imagenes de las
barras recubiertas expuestas a disoluciones de acido clorhidrico en la figura 21 y las de
las expuestas a acido nitrico en la figura 22, en la figura 23 se observan las expuestas
a las disoluciones alcalinas de NaOH.

HCI
Relacion A (1:1:2) Relacion B (1:1.5:1.5) Relacion C (1:2:1)
Antes 24 hrs 48 hrs Antes 24 hrs 48 hrs Antes 24 hrs 48 hrs

pH 1

pH 3

pH 6

Figura 21. Iméagenes de las barras con los recubrimientos PDMS:TEFS:CNPrTEOS
asociados a las relaciones A(1:1:2), B(1:1.5:1.5) y C(1:2:1) antes y después de ser
expuestas a diferentes condiciones de pH con acido clorhidrico (HCI) por 24 y 48 h.

HNO-
Relacion A (1:1:2) Relacion B (1:1.5:1.5) Relacion C (1:2:1)
Antes 24 hrs 48 hrs Antes 24 hrs 48 hrs Antes 24 hrs 48 hrs
-~ ¢ 1 ”" .

pH 1

pH 6

Figura 22. Imégenes de las barras con los recubrimientos PDMS:TEFS:CNPrTEOS
asociados a las relaciones A(1:1:2), B(1:1.5:1.5) y C(1:2:1) antes y después de ser
expuestas a diferentes condiciones de pH con acido nitrico (HNO3) durante 24 y 48 h.
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NaOH
Relacion A (1:1:2) Relacion B (1:1.5:1.5) Relacion C (1:2:1)
Antes 24 hrs 48 hrs Antes 24 hrs 48 hrs Antes 24 hrs 48 hrs

N K
" ol

Figura 23. Imagenes de las barras con los recubrimientos PDMS:TEFS:CNPITEOS
asociados a las relaciones A(1:1:2), B(1:1.5:1.5) y C(1:2:1) antes y después de ser
expuestas a diferentes condiciones de pH con hidréxido de sodio (NaOH) durante 24 y
48h.

pH 12

Determinacion del angulo de contacto

El angulo de contacto es un parametro Util para medir la mojabilidad de una
superficie por un liquido. Si el liquido es agua y la superficie es hidrofilica, el &ngulo de
contacto sera menor a 90° y la gota tenderd a extenderse sobre la superficie. Sin
embargo, conforme aumenta el caracter hidrofébico de una superficie el angulo de
contacto tendera a ser mas grande que 90°C, ello reflejara la tendencia de la gota por
minimizar el area de contacto con dicha superficie.*”’

En el presente trabajo el angulo de contacto promedio registrado para las
gotas de agua depositadas sobre placas de vidrio recubiertas con el material con
mayor proporcion de CNPrTEOS (recubrimiento A) fue 77.4+1.2°, para aquellas placas
recubiertas con el material equimolar (recubrimiento B) fue 80.7+1.8° y para las
recubiertas con el material con mayor proporcion de TEFS (recubrimiento C) fue
85.1+1.9°.

Resulté evidente que la hidrofilia superficial de los materiales sintetizados
aumentd conforme mas CNPrTEOS se utilizd en su preparacion debido a la
introduccion del grupo polar ciano. El &ngulo de contacto del recubrimiento A (el mas
hidrofilico) fue superior al reportado por Burgos® (75.04° +1.78°) para su recubrimiento
PDMS:CNPITEOS (1:3) que claramente fue mas polar en comparaciéon con el
presente; sin embargo, el material A no fue tan apolar como el recubrimiento
PDMS:TEOS preparado por el mismo autor® (reporta un angulo de contacto mayor a
90°). El angulo de contacto del PDMS reportado en literatura (cercano a 108°)% fue
aun mas elevado que el de cualquiera los materiales sintetizados, ello implica que en
los mismos hay grupos polares superficiales. El agua depositada sobre el vidrio con
grupos silanol activos present6é angulos de contacto inferiores a 55°, lo que confirma su
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elevada hidrofilia.*®” La figura 24 muestra la variacion del angulo de contacto del agua
con diversas superficies.

Vidrio sin recubrir Recubrimiento A Recubrimiento B Recubrimiento C PDMS:TEOS (1:3)

Figura 24. Variacién del &ngulo de contacto de una gota de agua en las superficies de
los recubrimientos PDMS:TEFS:CNPrTEOS asociados a las relaciones A(1:1:2),
B(1:1.5:1.5) y C(1:2:1).

Analisis termogravimétrico

En la figura 25 se presentan las curvas termogravimétricas de los materiales
evaluados: A (18%m/m TEFS, 38%m/m CNPrTEQOS, 44% m/m PDMS), B (28%m/m
TEFS, 28%m/m CNPITEOS, 44% m/m PDMS), C (38%m/m TEFS, 19%m/m
CNPrTEQS, 44% m/m PMDS) y PDMS-TEOS (mas del 50%m/m de PDMS).
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Figura 25. Curvas termogravimétricas de los materiales hibridos A
(PDMS:TEFS:CNPITEOS [1:1:2]), B (PDMS:TEFS:CNPITEOS [1:1.5:1.5]), C
(PDMS:TEFS:CNPrTEOS [1:2:1]) y el blanco hidrofébico PDMS-TEOS.

En el termograma se puede observar que ninguno de los materiales
analizados presenta pérdidas significativas de masa hasta 230°C. Por debajo de 250°C
las pérdidas aun pueden asociarse a la liberacion de humedad y moléculas pequefias
(etanol, TFA), pero arriba de esa temperatura el comportamiento de los materiales
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comenz6 a diferenciarse y las pérdidas necesariamente debieron ser por
desprendimiento de residuos organicos.

Las temperaturas a las que los materiales perdieron el 10% de su masa inicial
(T10%) fueron 400°C, 415°C, 435°C y 443°C respectivamente para C, PDMS-TEOS, Ay
B; el material C seguia perdiendo sustancias organicas mas rapido hasta aquel punto.
Con respecto a esto, debe recordarse que el material C tardd mas en gelificar que los
otros debido a la mayor dificultad para hidrolizar y condensar el entrecruzante TEFS
gue se encuentra en mayor proporcién que CNPrTEOS en dicho material; por tanto,
resulta probable que en el recubrimiento C quedaran varios hidroxilos activos, aunque
Nno necesariamente expuestos a nivel superficial. En este contexto, la literatura reporta
gue entre 350°C-400°C el PDMS entrecruzado comenzara a liberar dimetilsiloxanos
ciclicos cuando obtenga suficiente energia para plegarse sobre su propia cadena como
lo muestra la figura 26 y asi se perdera masa,'®®** sin embargo, si existen cadenas de
PDMS con silanoles activos, entonces la degradacion puede acelerarse por el
mecanismo de retroataque (back-biting reaction) que implica que el hidroxilo terminal

actile como nucléofilo como se muestra en la figura 27.*1%*
CH\30H3 CH;CH; CH; CHs CH; CH;CH; CH; CH; CH;3
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Figura 26. Descomposicion de PDMS por el mecanismo de plegamiento
molecular.'%%1%°
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Figura 27. Descomposicién de PDMS hidroxiterminal por el mecanismo de retroataque
de cadena.™'*'*

No obstante, en el estrecho intervalo 475-485°C todos los materiales
perdieron aproximadamente 20% de su peso inicial, evidentemente ocurrid una
desaceleracion en la descomposicion del material C que presenta la menor proporcion
CNPrTEOS/TEFS y una aceleracion en las pérdidas de los otros. A estas temperaturas
los materiales debieron seguir liberando oligdmeros ciclicos de dimetilsiloxano acorde a
la literatura.*>*** Sin embargo, se ha reportado que en materiales fenilados el hidroxilo
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terminal del PDMS puede favorecer la liberacion de fenilo como radical desde los
400°C, ello en un principio acelera la descomposicién pero como los radicales libres de
silicio generados se recombinan formando puentes Si-CH,-Si o Si-O-Si entre cadenas,
entonces el efecto neto es un mayor entrecruzamiento y mayor resistencia térmica a
temperaturas mas elevadas en comparacion con PDMS sin fenilo.**°

PDMS-TEOS habia perdido 30% de su masa a 515 °C, pero los materiales
con fenilo A, B y C requirieron mayor temperatura para perder esa cantidad y casi
coincidieron en 530°C. Esto confirmé que el mayor contenido de fenilo en un material
tiende a hacer que la pérdida global de masa sea menos pronunciada y tiende a
estabilizar el material a elevadas temperaturas.

Por otro lado, Camino et al. 'y Shi et al. **! han reportado que arriba de
480°C es posible que el PDMS desprenda metano debido a que la liberacién previa de
oligbmeros promueve que las cadenas de PDMS ganen movilidad. El desprendimiento
de metano ocurre por ruptura homolitica del enlace Si-CH; seguida de abstraccion de
un proton del PDMS por este radical. Los radicales libres | y Il mostrados en la figura
28 son producidos por este mecanismo bajo atmosfera inerte, y al combinarse dichos
radicales aumentan el entrecruzamiento y retrasan la descomposicion del material.
Bajo estas condiciones también ya es factible que las cadenas de —CH,CH,CH,CN se
fragmenten o sean liberadas por ruptura homolitica.

CH.!
E,Si:sofPDMS
H, ' PDMS gy H CH
S\ PDMS _, POV D ’PRNESCH3 L siopoMs cH —
PDMS” | © G-]a PDMS/ |\O + 4 I;*]z)l\,z‘[S/SII 0 4
CH, 3 CH,

[ 11
Figura 28. Formacion de metano a partir de PDMS por via radicalaria.

El material PDMS-TEOS pierde 40% de su masa a 540°C y por encima de
600°C ésta se hace mas lenta tendiendo su peso a estabilizarse en 22-23%. El
material A (CNPrTEOS/TEFS>1) tiene un poco de fenilo y pierde el 40% de su peso
original a 590°C, arriba de 600°C su peso tiende a estabilizarse en 25-27%. El material
B (CNPrTEOS/TEFS=1) pierde 40% de su masa en 565°C y deja una masa residual de
36-38%. Finalmente, el material C (CNPrTEOS/TEFS<1) que posee la mayor cantidad
de fenilo pierde 40% de su peso a 600°C y tiende a dejar una masa residual de 50-
52%. Los residuos que quedan al final arriba de 600°C deben ser predominantemente
oxicarburos de silicio, evidentemente los materiales fenilados tienden a conservar mas
masa residual debido a que poseen mas mecanismos de entrecruzamiento a elevada
temperatura, el fenilo puede comenzar a liberarse desde 400°C y promover la
termoestabilidad por acoplamiento de radicales.
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De lo anterior se deduce que todos los materiales desarrollados en este
trabajo son estables hasta antes de 230 °C, por lo que no se descarta que sean
capaces de soportar una desorcion térmica entre 180-200°C y puedan tener aplicacion
potencial en el andlisis de analitos volatiles por CG. Los materiales desarrollados se
comportaron de manera similar a los materiales PDMS-CNPITEOS sintetizados por
lbramin et al.?®; sin embargo, los recubrimientos con fenilo del presente estudio no se
descomponen en un paso simple con pérdida brusca de masa. Por otro lado, el
recubrimiento PDMS-CNPrTEOS desarrollado por Burgos™ resulté méas estable que los
materiales de este trabajo e inclusive que los de Ibrahim et al.?®; esto ya que su
polimero PDMS-CNPITEOS solo experimenta una pérdida de masa menor a 5% hasta
200°C debida a agua, mas resulta estable hasta 400°C y de ahi se descompone en un
paso unico hasta 650°C dejando poca masa residual.

Evaluacién de las barras de agitaciéon recubiertas para la extraccién por SBSE
Extraccion de tetraciclinas

En la tabla 7 se reportan algunos pardametros importantes del método
cromatografico que se aplicé para determinar las tetraciclinas en las disoluciones
acuosas y los extractos.

Tabla 7. Parametros de interés del método cromatografico para analizar tetraciclinas.

Antibiético tr (min)  Amax LCi LD;(uglL) Ecuacién de R?
(nm) (MglL) calibracion
Oxitetraciclina (OC) 247 2718  3.78 1.13 A=18.862C-3.933  0.9992
Tetraciclina (TC) 2.99 278 470 1.41 A=15.152C-4.077  0.9997
Clortetraciclina (CT) 4.69 278 101 3.03 A=7.059C-0.093 0.9994
Doxitetraciclina(DT) 5.22 2718 473 1.42 A=15.022C-1.081  0.9991

A absorbancia, C concentracion, Ay.x longitud de onda de maxima absorbancia, LC; el limite de
cuantificacién instrumental, LD; limite de deteccién instrumental, R? coeficiente de
determinacion, tg tiempo de retencién.

El perfil cromatogréafico obtenido para las tetraciclinas con el método antes
descrito se presenta en la figura 29. Los cromatogramas que aparecen superpuestos
corresponden a varias disoluciones estandar de los antibidticos con concentraciones
en el rango de 0.125 mg/L-40 mg/L.
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Figura 29. Perfil cromatogréfico de las disoluciones estandar de las tetraciclinas.
Extraccion de tetraciclinas de medio acuoso
Efecto del pH

Las tetraciclinas son compuestos que presentan un complejo equilibrio 4cido-
base en medio acuoso y pueden presentar varios estados de protonacion,®® por ello, el
pH es una variable que es indispensable investigar para poder determinar la forma
quimica que tendra mas afinidad por el material utilizado para su retencion. Este
trabajo consideré la estabilidad exhibida por las barras desarrolladas y las de los
antibiodticos. Se eligié explorar el intervalo de pH 2-7 (ajustado con NaOH/HCI), en éste
las tetraciclinas solo experimentan epimerizacién y no se descomponen, pero por
debajo de pH 2 se deshidratan y por arriba de pH 7 se favorece su hidrdlisis
alcalina.>®™? La velocidad de agitacién durante el barrido se fij6 a 250 rpm tomando
como base las sugerencias reportadas en el trabajo de Burgos™ para evitar causar
dafios en el material y dado que ella reporté que mayores velocidades no mejoraron la
extraccion de compuestos furanicos apreciablemente. Burgos® reporté una mayor
influencia del tiempo de agitaciébn que de la velocidad de agitacién, por ello, la
extraccion se realizé por 120 min (las extracciones durante solo 30 min practicamente
no consiguieron gran retencion). La barra elegida para hacer el barrido inicialmente fue
la recubierta con la mezcla equimolar CNPrTEOS/TEFS (barra B).
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Figura 30. Porcentaje de oxitetraciclina (OT), tetraciclina (TC), clortetraciclina (CT) y
doxitetraciclina (DT) en las disoluciones acuosas fortificadas (1 mg/L) luego de realizar
la extraccién bajo diferentes valores de pH con la barra B (250 rpm, 120 min).

La figura 30 puso en evidencia que la eficiencia de la extraccion fue baja, no
logré alcanzar el 20% en ningln caso. No obstante, hay que resaltar que la regibn mas
desfavorable para extraer tetraciclinas fue en el intervalo de pH 3-4; es decir, en la
cercanias de sus pKa;s (3-3.3) donde las formas cargadas positivamente (TC*) no
predominan sobre las switterionicas (TC*) pero tampoco son despreciables. Si se fija el
pH en 2, entonces los analitos existen predominantemente en forma catiénica y su
retencién mejord claramente al favorecerse interacciones con electrones del fenilo o
del grupo ciano. No obstante, debe notarse que entre pH 5-6 también la extraccién
tiende a mejorar un poco. En ese rango dominan los switteriores y los grupos silanoles
residuales del material deben estar desprotonados (acorde a la literatura estan
protonados en el rango pH 2-3)3 la retencion podria deberse a interacciones
electrostaticas. Conforme el pH se aproxima a 7 nuevamente empeora la extraccion,
algo que no es extrafio dado que la forma aniénica de los compuestos empieza a
favorecerse conforme el pH se aproxima a sus pKa,s (7.5-8.0); si esto ocurre las
especies ricas en electrones (Si-O’, fenilo, R-C=N:) tendran poca afinidad por los
antibiéticos cargados negativamente. Resultd también notable que el comportamiento
de las tetraciclinas con mayor log;oKow (clortetraciclina -0.68 y doxiciclina -0.02) tiende
a ser similar en el rango pH 3-6.

Por otro lado, también se evalu6 el desempefio de los materiales
funcionalizados con ciano (PDMS-CNPITEOS 1:3) y fenilo (PDMS-TEFS 1:3)
sintetizados por Burgos® y Medina® respectivamente, pero se comportaron similar a
los desarrollados en este trabajo y tampoco alcanzaron eficiencias de extraccion del
20% en el rango de pH evaluado. El material PDMS-TEOS tuvo el peor desempefio de
los materiales estudiados, apenas alcanzé un 7 % de extraccion y también tuvo su mas
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baja eficiencia de extraccion en las proximidades de los pKas de los compuestos; esto
indico que la mejoria en la extraccién con respecto a PDMS-TEOS no fue tan marcada
y que los materiales desarrollados tuvieron poca afinidad por las tetraciclinas. Ibrahim
et al.”® y Rahim et al.?® reportaron mejores eficiencias de extraccién en matrices
acuosas para compuestos que denominan polares (ketoprofeno [logioKow=3.12],
diclofenaco [logi0Kow=1.56] y naproxeno [log;oKow= 3.18]) empleando recubrimientos
sol-gel PDMS-CNPITEOS. Sin embargo, debe notarse que los logioKow de esos
compuestos estudiados por los autores son mucho mas altos que los de las
tetraciclinas y los otros antibioticos evaluados en esta tesis, es decir, aquellos son mas
hidrofébicos y, por tanto, menos afines al agua.

Efecto del modificador organico

Considerando la estabilidad exhibida por las barras, se evalu6 el efecto del
modificador organico sobre la eficiencia de la extraccién de tetraciclinas. Adicionando
10 a 30% de etanol o acetonitrilo a la disolucién de pH 2 fortificada con tetraciclinas se
hicieron pruebas de extraccibn de éstos analitos con los materiales A
(CNPIrTEOS/TEFS>1), B (CNPrTEOS/TEFS=1) y PMDS-TEOS. En todos los casos se
empeoro la extraccion por adicionar un modificador organico, las concentraciones de
las soluciones fortificadas se mantuvieron por encima de 0.90 mg/L aunque el proceso
se prolongd hasta 120 min. La literatura reporta que un modificador organico (ej.
metanol, acetonitrilo) afiadido a la muestra acuosa puede tener un efecto positivo o
negativo en la extraccion de los analitos por SBSE.*

Burgos® reporté que para compuestos furénicos (log;oKow<1) extraidos de
agua con PDMS-CNPrTEOS en presencia de 10-50% de modificador organico
(metanol, acetonitrilo o isopropanol) decrecid la recuperacion en todos los casos. En
este contexto, si se observa la estructura de las tetraciclinas, se notard que éstas
contienen grupos hidroxilo, amida, carbonilos y una amina cargada positivamente a pH
2, por ello, es claro que sus posibilidades para formar puentes de hidrogeno con el
agua y otras sustancias son variadas. La literatura reporta que las tetraciclinas son
solubles en agua pero también bastante en etanol, metanol y algo menos en
acetonitrilo, tendiendo a aumentar sus solubilidades en los disolventes con la
temperatura en todos los casos; probablemente se favorecié su solubilizacion en el
medio acuoso antes que su retencion en la barra.

Por otro lado, también se examinod el efecto de modificadores medianamente
polares sobre la extraccion de tetraciclinas (250 rpm por 120 min), esto variando de 10
a 30% v/v el contenido de acetona (o isopropanol) en solucién. Sin embargo, no hubo
mejora apreciable utilizando la mayor proporcion CNPrTEOS/TEFS (barra A) o la
proporcion equimolar CNPrTEOS/TEFS (barra B) con respecto PDMS-TEOS durante
las extracciones pues, en cualquier caso, la eficiencia nunca superdé un 15%. En la
literatura®** se habia reportado que la solubilidad para la tetraciclina en isopropanol o
acetona dentro del rango de temperatura 15.3-37.0°C era bastante inferior a la del
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agua, el nivel de dilucion de las tetraciclinas desfavorecié su extraccion y evité que los
modificadores las desplazaran hacia el recubrimiento significativamente.

Experimentos de desorcion

Antes de evaluar la desorcidén, se realizaron experimentos de extraccion
probando incialmente el recubrimiento A (CNPrTEOS/TEFS>1) y luego el B
(CNPrTEOS/TEFS=1) bajo las siguientes condiciones de operaciéon: pH 2 (disolucién
de HCI o H,C,0, 20 mM), 250 rpm, 120 min y variando el contenido de modificador
(isopropanol o acetona) de 0 a 30% v/v. Se realizé la desorcion utilizando 500 uL de
metanol durante 20 o 40 min con vértex (o ultrasonido), pero en ningln caso se
observaron picos integrables atribuibles a las tetraciclinas en los cromatogramas. Solo
cuando se utilizé acetona como modificador aparecié en los cromatogramas un pico
intenso alrededor de 1.86 min asociado a este compuesto (acetona, Avaor de core=340
nm). La eleccion del metanol como disolvente de desorcién se basé en la excelente
estabilidad exhibida por las barras frente a este disolvente, y porque la literatura
reportaba que luego del agua era el que mejor solubilizaba las tetraciclinas (superior al
etanol y ain mas que el acetonitrilo)***.

Diferentes mezclas de metanol y una disolucién acuosa de pH 2 (4cido oxalico
20 mM o HCI) se prepararon variando el contenido de metanol en el rango 0-100%
MeOH v/v y se evaluaron como disolventes de desorcién; sin embargo, tampoco se
lograron detectar las tetraciclinas al analizar los extractos por HPLC. Inclusive se
inyectaron los extractos con 50%v/v 0 menos de metanol directamente (sin dilucién) al
HPLC pero tampoco se lograron identificar sefiales integrables de tetraciclinas en los
cromatogramas.

Efecto salino

Se llevaron a cabo extracciones de tetraciclinas en condiciones de salinidad
elevada (10-30% m/v NaCl), a 250 rpm, pH 2 (HCI), por 120 min y con las barras ciano
(PDMS-CNPITEOS 1:3), A, B, C, fenilo (PDMS-TEFS) y PDMS-TEOS. Sin embargo, al
desorber con metanol, acetonitrilo o mezclas de estos disolventes con H,C,0, 0.01 M
(pH 2) en ningun caso hubo respuesta cromatografica para las tetraciclinas al analizar
los extractos de desorcion.

En SBSE es posible que compuestos ionizables o cargados como las
tetracilinas no se extraigan mejor al elevar la fuerza iénica debido a que las atracciones
electrostaticas con los iones en solucion retrasan su desplazamiento hacia la fase
polimérica, dichas interacciones se han reportado en la literatura.'* El efecto salting
out tiende a ser mas notable para compuestos con grupos hidrofébicos voluminosos
dado que la sal introduce interacciones ionicas poco favorables, pero ademas
desestabiliza la hidratacion de los grupos hidrofilicos.*’
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Extraccion de tetraciclinas desde fase organica

Con la finalidad de corroborar que la funcionalizacion de los materiales con
grupos fenilo y ciano puede favorecer la retencion de las tetraciclinas, se realizo la
extraccion en isooctano debido a que sus moléculas son incapaces de formar enlaces
del tipo puente de hidrogeno con las tetraciclinas. Las extracciones se realizaron por
120 min y con un nivel de concentracion de antibioticos de 1 mg/L. Los resultados
obtenidos de este andlisis se presentan graficamente en la figura 31.
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Figura 31. Antibidticos desorbidos de las barras recubiertas previamente utilizadas
para extraer tetraciclinas en fase organica. Extraccion: 2h, isooctano, fortificacion: 1
mg/L. Desorcién: vortex, 40 min, 40%MeOH-60% H,C,0,

Como se puede observar en la figura 31, el material con mayor contenido de
ciano pero sin fenilo (PDMS-CNPrTEOS) retuvo mas tetraciclinas que los materiales A
(mayor razén CNPrTEOS/TEFS) y B (razén equimolar CNPrTEOS/TEFS). Esto se
puede explicar como el efecto de las interacciones polares entre el material y las
tetraciclinas que se incrementan cuando hay mas grupos cianos. No obstante, el
hinchamiento de los materiales también debi6 favorecer el proceso de retencion, Ochiai
et al.'*® han reportado que un material hinchado con un disolvente en SBSE retiene
mas analitos porque se facilita la difusion de éstos hacia el interior del sorbente.

En los materiales PDMS-CNPrTEOS, A y B ocurrié hinchamiento pero no
hubo dafié apreciable a nivel macroscépico en la estructura de los materiales durante
la extraccién e incluso después de extraer y dejar evaporar el disolvente residual. En
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los materiales C (CNPITEOS/TEFS<1), PDMS-TEFS y PDMS-TEOS el hinchamiento
fue bastante apreciable y en muchos casos provocd desprendimientos de material
durante la extraccién, especialmente con PDMS-TEFS y PDMS-TEOS.

La mayor recuperacion de analitos en el caso de PDMS-TEFS puede
explicarse si se considera: el hinchamiento, ya que se acelera la difusion de analitos
hacia el material durante la extraccién; el desprendimiento de material, que facilita la
transferencia de masa al disminuir el grosor (e iguamente la desorcion posterior); el
contenido de TEFS, ya que al tener grupos fenilo las interacciones -1 son mas
numerosas y se supera al material PDMS-TEOS donde estan ausentes; y también los
grupos Si-OH residuales presentes debieron contribuir mediante el establecimiento de
enlaces polares con los analitos (debe recordarse que la condensacion completa y el
tiempo de gelificacién se retrasan aumentando el contenido de TEFS por la menor
reactividad de este entrecruzante en condiciones de catalisis acida®'%).

Extraccion de sulfamidas, trimetroprim y cloranfenicol

En la tabla 8 se reportan algunos pardmetros importantes del método
cromatografico que se aplicO para determinar los antibidticos sulfatiazol,
sulfametoxazol, trimetoprim y cloranfenicol en los extractos de las disoluciones
acuosas y medio organico.

Tabla 8. Parametros del método cromatogréafico utilizado para determinar sulfamidas,

trimetoprim y cloranfenicol.

Antibiético tr Amax  LC (Mg/L) LD Ecuacion de R2
(min) (nm) (MglL) calibracion
Sulfatiazol (STZ) 2.68 278  0.799 0.239 A=89.240C-1.800  0.9942
Trimetoprim (TMP) 3.55 278 340 1.02 A=20.960C-0.870  0.9941
Sulfametoxazol(SMX) 4.82 278  1.02 0.306 A=69.786C-2.341  0.9987
Cloranfenicol (CRF) 7.01 278  1.86 0.558 A=38.347C-7.257  0.9941

A absorbancia, C concentracion, Anax longitud de onda de maxima absorbancia, LC el limite de
cuantificacién instrumental, LD limite de deteccion instrumental, R? coeficiente de
determinacion, tg tiempo de retencion.

La figura 32 presenta el perfil cromatografico de los antibidticos antes
mencionados, se obtuvo por dilucion de la mezcla de 1000 mg/L y utilizando como
disolvente metanol y la solucién buffer 0.1%v/v de HCOOH (pH 4.5) en proporcion
50:50 v:v.
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Figura 32. Perfil cromatografico de sulfatiazol, trimetoprim, sulfametoxazol y
cloranfenicol.

Extraccion de sulfamidas, trimetroprim y cloranfenicol de medio acuoso
Efecto del tipo de recubrimiento

Se evaluaron los recubrimientos PDMS-CNPITEOS, A, B, C, PDMS-TEFS y
PDMS-TEOS para determinar cudl tenia mayor afinidad por los antibiéticos con
0<Log:0Kow<1.2. Las condiciones de extraccion fueron: 250 rpm, 120 min y 1 mg/L de
concentracion de cada antibiético en 10 mL de disolucién acuosa a pH 4.5 (buffer
0.1%v/v ac. férmico). El pH se ajusté a 4.5 para favorecer que la mayoria de las
especies estuviera en forma neutra (Gnicamente TMP tenia carga positiva).”” En la
figura 33 se presentan los resultados de la comparacion de la capacidad de extraccion
de los recubrimientos antes mencionados.

La figura 33 revela que el recubrimiento PDMS-CNPrTEOS y el recubrimiento
A (CNPrTEOS/TEFS>1) fueron los que extrajeron mayor cantidad y tipo de antibioticos
con 0<Log;oKow<1.2; en algunos casos se extrajo mas del 20% de sulfametoxazol y
sulfatiazol. Esto indica que los grupos ciano tuvieron una clara interaccién con los
analitos estudiados y tendieron a retenerlos. Sin embargo, ésta no fue Ilo
suficientemente fuerte como para desplazar el equilibrio hacia el material, de modo que
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la mayoria permanecié6 en disolucion acuosa. El trimetoprim estaba cargado
positivamente bajo estas condiciones de extraccion, por ello, no resulta raro que
conforme los recubrimientos se vuelven menos polares éste compuesto se estabilice
mejor por la solvatacion del agua y se extraiga poco. En la literatura se ha reportado
que con la barra SBSE comercial (recubrimiento de PDMS) no se consiguieron extraer
sulfamidas de medios principalmente acuosos (5% ACN) por la baja afinidad de la fase
por ellas.”
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Figura 33. Concentracion de la sulfatiazol (STZ), trimetoprim (TMP), sulfametoxazol
(SMX) y cloranfenicol (CRF) en las disoluciones acuosas fortificadas a 1 mg/L luego de
realizar la extraccion (250 rpm, pH 4.5 y 120 min) con diferentes recubrimientos.

La desorcién de los analitos retenidos en las barras se realizé con 500 uL de
metanol en vortex y durante 20 minutos, luego se diluyé con el buffer de pH 4.5y se
analizé por HPLC. Tal como revela el cromatograma de la figura 34, a diferencia de las
tetraciclinas si se observaron sefiales y éstas fueron integrables pero el valor de las
areas fue bastante menor en comparacion con las correspondientes a un estandar de
0.5 mg/L, es decir, en el extracto hubo una dilucién al desorber en vez de una
preconcentraciébn porque no se desorbieron cuantitativamente los analitos de las
barras. Lo evidente fue que las barras que mejor desempefio tuvieron en la extraccion
también fueron las que dieron sefiales mas intensas durante la desorcién. La barra con
mas ciano de Burgos® liber6 mas trimetoprim y cloranfenicol, pero la barra A de este
estudio liber6 mas sulfatiazol y sulfametoxazol. El grosor de los recubrimientos es un
factor que pudo afectar negativamente la desorcion, ya que limita la transferencia de
masa; esto ha sido reportado en la literatura.*
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Figura 34. Cromatogramas de los extractos metandlicos obtenidos después de
desorber (20 min, vortex) los antibidticos de diferentes recubrimientos
PDMS:TEFS:CNPIrTEOS asociados a las relaciones A(1:1:2), B(1:1.5:1.5) y C(1:2:1)

Experimentos de desorcién

La desorcion de los antibiéticos se evalu6 manteniendo constantes las
condiciones de extraccion: recubrimiento A (CNPrTEOS/TEFS>1), fortificacién de 1
mg/L, 10 mL de disolucion acuosa (buffer formico 0.1%v/v ajustado a pH 4.5),
velocidad de agitacion de 250 rpm y tiempo de 120 min. Las figuras 35 y 36 presentan
las graficas de los porcentajes de desorcion obtenidos por vortex y ultrasonido
respectivamente en funcion del porcentaje de metanol en las mezclas metanol-buffer
férmico 0.1%v/v (pH 4.5) utilizadas para liberar los analitos. Se evaluaron dos tiempos
de desorcion: 20 y 40 min.

Posteriormente a las extracciones se examinaron las disoluciones acuosas y
se reveld que las concentraciones de antibioticos habian decrecido hasta: 0.78+0.02
mg/L de STZ, 0.77+0.02 mg/L de TMP, 0.75+0.03 mg/L de SMX y 0.80+0.02 mg/L de
cloranfenicol.
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Figura 35. Porcentajes de desorcion obtenidos utilizando vortex y diferentes mezclas
metanol-buffer férmico 0.1%v/v (pH 4.5) durante 20 o0 40 min.
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Figura 36. Porcentajes de desorcion obtenidos utilizando ultrasonido y diferentes
mezclas metanol-buffer férmico 0.1%v/v (pH 4.5) durante 20 o 40 min.

En los extractos de desorcion metanol-buffer formico de las barras con mayor
proporcion CNPrTEOS/TEFS (recubrimiento A) no se observo preconcentracion
apreciable de ningun antibiético, ello comparando sus areas con respecto a las areas
registradas para las disoluciones acuosas fortificadas hasta 1 mg/L. Asimismo,
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independientemente del tipo de desorcion (vortex o ultrasonica), se observé un
incremento en el porcentaje de desorcién cuando el contenido de metanol superd 40%,
esto con respecto a aquellas obtenidas utilizando solo el buffer formico (pH 4.5) sin
metanol. En general, la desorcion ultrasénica tendioé a ser ligeramente menos efectiva
que la vortex con bajos porcentajes de metanol, solo la superé cuando el contenido de
metanol se elevd arriba de 60%. El trimetoprim fue la sustancia con las menores areas
en los extractos vortex y no en todos los casos fue detectable, la desorcién por
ultrasonido fue ligeramente mejor para este analito cargado positivamente a pH 4.5.

Por otro lado, debe resaltarse que en la mayoria de los casos fueron mas
eficaces las desorciones con tiempos superiores a 20 min dado que se permite la
difusién de los analitos hasta el disolvente durante mas tiempo, evidentemente el
grosor del material puede afectar negativamente la desorcion si no se desorbe el
tiempo suficiente.

Bajo las mismas condiciones de extraccion antes descritas, se realizaron
pruebas de desorcion (20 o 40 min) utilizando diferentes mezclas acetonitrilo-buffer
férmico (pH 4.5) mediante vortex (Figura 37) o ultrasonido (Figura 38). La justificante
para esto fue que la literatura reportaba que el trimetoprim tiene mas afinidad por
acetonitrilo que por alcoholes; pero para las sulfamidas y el cloranfenicol se ha
reportado mas afinidad por disolventes menos polares como acetona en comparacion
con el agua y los alcoholes, es frecuente utilizar acetonitrilo para diluirlos o
extaerlos.%*708"
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Figura 37. Porcentajes de desorcion obtenidos utilizando vortex y diferentes mezclas
acetonitrilo-buffer férmico 0.1%v/v (pH 4.5) durante 20 o 40 min.
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Figura 38. Porcentajes de desorcion obtenidos utilizando ultrasonido y diferentes
mezclas acetonitrilo-buffer férmico 0.1%v/v (pH 4.5) durante 20 o 40 min.

Al analizar los datos resultantes de variar el contenido de acetonitrilo en el
disolvente de desorcion se constatd nuevamente la ausencia de preconcentracion
significativa en el extracto con respecto a la disoluciéon acuosa de 1 mg/L. También se
observo que los valores promedio en el caso de la desorcion vortex fueron ligeramente
menores que en el caso de la desorcién con ultrasonido. Se registraron valores de
areas mas altos en comparacién con el metanol conforme se incrementé el contenido
de acetonitrilo, pero con ACN se observd mayor variabilidad en los resultados y la
tendencia del pico de sulfatiazol a distorsionarse en los cromatogramas.

En la literatura hay reportes de SBSE en donde un incremento de acetonitrilo
no siempre mejora la extraccion de sulfamidas, las propiedades particulares del
material pueden influir en este aspecto.”® El hinchamiento de PDMS puro es
insignificante con metanol pero un poco mayor con ACN. Hay reportes donde se
obtiene dispersion en las recuperaciones cuando una barra previamente hinchada con
ACN se somete a desorcion liquida con este mismo disolvente después de haber sido
utilizada para extraer desde un medio acuoso analitos polares.**’

Optimizacion de la extraccion de antibiéticos con 0<Log;oKow< 1.2

El uso de un disefio factorial 2* es frecuente para la optimizacion de la
extraccion en fase acuosa, ya que permite examinar el efecto de varios factores y de
todas sus posibles interacciones de manera simultanea con una sola réplica. En este
trabajo para economizar tiempo y recursos se llevo a cabo el estudio del proceso de
extraccion SBSE utilizando un disefio factorial 2°, el recubrimiento con mayor
proporcion CNPrTEOS/TEFS (barra A) y considerando la influencia de factores como:
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el tiempo de extraccion (Factor A), la velocidad de agitacion (Factor B), el %m/v de
NacCl disuelto (Factor C) y el %v/v ACN adicionado (Factor D). Como lo ilustra la figura
39, la seleccion de los modificadores NaCl y ACN se realizé considerando que éstos,
en un examen preliminar, mejoraron mas la recuperacion de antibidticos en
comparacion con isopropanol (IsopOH) y MeOH. Asimismo, el pH se fij6 en 4.5 ya que
previamente se encontré que valores por debajo o por arriba de 4.5 desfavorecia la
extraccion de sulfamidas, aunque el pH en el rango 8-9 favoreci6 minimamente la
extraccion de trimetroprim (cuya molécula es neutra en ese rango de pH).
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E3
o mTMP
< 2 BSMX

0 % Modificador 15% MeOH  15%IsopOH 15%NaCl 15% ACN
Modificador

Figura 39. Efecto de diferentes modificadores sobre las areas de antibidticos
desorbidos de la barra A (relacion PDMS:TEFS:CNPrTEOS de 1:1:2).

Después del procesamiento de los datos del disefio factorial 2* con cinco
puntos centrales se plante6 una demostracion estadistica formal de significancia de
efectos de factores y sus interacciones, esto para identificar cuales influyen
considerablemente sobre la respuesta area total de antibioticos recuperados (suma
total de areas). Se evalué la significancia de cada una de las 15 fuentes de variacion y
en el anexo B pueden consultarse detalles del ANOVA, sus gréaficos de residuales
asociados y el modelo de regresion estimado. La explicacion ajustada por grados de
libertad (Rzajustada) del modelo completo fue 84%, aceptable pese a la gran cantidad de
fuentes. Sin embargo, los graficos de residuales del anexo B confirmaron
incumplimiento de los supuestos del ANOVA del modelo completo al no ajustarse a
una recta de probabilidad normal, al tener diferente dispersion entre niveles de los
factores (heterocedasticidad) y falta de independencia al exhibir tendencias en los
gréficos de residuo contra predicho o contra el orden temporal de recoleccidon de los
datos. Montgomery*?® argumenta que la falta de ajuste puede ocurrir cuando hay
muchos factores con efectos no significativos en el modelo, sugiere excluir estos
términos del modelo y en caso extremo transformar mateméticamente las
observaciones. El presente trabajo hizo caso de las observaciones de Montgomery
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antes de analizar la variabilidad total, pero también se analizé la variabilidad de cada
antibiético por separado.

Para probar formalmente la significancia de los efectos y cumplir los
supuestos del ANOVA se evaluaron varias trasformaciones de la respuesta area total
de antibidticos registrada (y) del disefio 2*, estas fueron: raiz cuadrada (y*?), logaritmo
(logay), inverso (1ly) y raiz cuadrada inversa (1/y*?). Ninguna trasformacién por sf sola
mejord significativamente el cumplimiento de todos los supuestos, algunas mejoraron
solo la normalidad y condiciones de independencia pero no la homocedasticidad. Se
logr6 més cumplimiento de supuestos cuando el orden de efectos de los modelos se
redujo a maximo 2 (modelos sin las interacciones triples y cuadruple), bajo estas
condiciones la potente transformacién 1/y logré generar residuos que cumplieran
satisfactoriamente todos los supuestos sin perder mucha varianza explicada (R*=87.84,
Rzajustada=75-78)-

En el anexo C se presenta el ANOVA de la transformaciéon 1/y con orden
méaximo de interaccién 2, sus residuales asociados y la ecuacion de regresion del
modelo. Se probé formalmente la significancia de la velocidad (F=13.70, p=0.0208), el
%NaCl (F=51.53, p=0.0020) y la interaccién tiempo*velocidad (F=15.27, p=0.0113);
pero el %ACN (F=6.81, p=0.0595) dej6 de ser significativo con esta transformacion.
Las fuentes con posible mayor influencia sobre la respuesta se identifican mediante el
grafico de distribucion de probabilidad normal de los efectos (los efectos significativos
se apartaran de la recta) presentado en la figura 40 y con un diagrama un Pareto para
efectos (Util para examinar sus signos y magnitudes) en la 41.
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Figura 40. Gréafica de probabilidad normal para los efectos del modelo factorial 2*
(orden maximo de interaccion 2) sobre el inverso del area total de antibidticos
recuperados (1/Area total).
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Figura 41. Diagrama de Pareto para los efectos del modelo factorial 2* (orden méximo
de interaccién 2) sobre el inverso del area total de antibiéticos recuperados (1/Area
total).

La figura 41 indica que el %NaCl, la velocidad y la interaccion
Velocidad*Tiempo afectaron positivamente a la respuesta area total sin transformacion.
La literatura™®'? sugiere examinar los graficos de las interacciones significativas para
determinar cudles niveles de los factores elegir a fin de mejorar la respuesta, estos
gréficos dan mas informacion que las gréficas de los factores individuales que
participan en ellas. Siguiendo la recomendacion anterior, la examinacion del gréfico de
interaccion de la figura 42 sugiri6 que convienen los niveles altos de la velocidad de
agitacion y del tiempo de extraccion para elevar la recuperacion total de antibiticos
(disminuir el valor del reciproco de érea total).

Por otro lado, acorde a la figura 43, el %NaCl en agua (Factor C) deberia
incrementarse para incrementar la respuesta no transformada. Las mejores
condiciones de operacién del disefio 2* fueron dadas por la corrida que contenia
15%NacCl, 120 min, 0% ACN y 750 rpm. Debe notarse en el diagrama de Pareto de la
figura 44 que el %ACN tuvo multiples interacciones no significativas pero con influencia
negativa sobre el area total de antibiéticos sin transformaciéon (pero positiva para su
reciproco), por tanto, no a todos los antibioticos les favorecio la adicion de ACN.
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Figura 42. Gréfico de interaccion tiempo*velocidad para el modelo factorial 2* (orden
maximo de interaccion 2) sobre el inverso del area total de antibidticos recuperados
(1/Area total).
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Figura 43. Grafico de efecto individual de %NaCl para el modelo completo (maximo
orden de interaccién 2) del inverso del area total de antibidticos recuperados (1/Area
total).

Por otro lado, en el caso del sulfatiazol el modelo factorial completo de 15
fuentes alcanz6 una explicacion alta (Rza,-ustada=88.4%) pero hubo problemas para
cumplir los supuestos de ANOVA. Esto se solucion6 depurando el modelo hasta un
orden méximo de interaccion 2, de esta manera alun se mantuvo una explicacion
elevada (Rzajustadaz 85.89) y se cumplieron los supuestos de independencia, normalidad
y homocedasticidad. En el anexo D se presenta el resumen ANOVA para este modelo
depurado, sus residuales asociados y el correspondiente modelo de regresion. Este
ANOVA constituyd una demostracion formal de la significancia de efectos para la
velocidad (F=32.44, p=0.0002), el %NaCl (F=30.88, p=0.0002), el %ACN (F=6.15,
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p=0.0323), la interacciébn tiempo*velocidad (F=25.94, p=0.0005), la interaccion
tiempo*%ACN (F=13.10, p=0.0047) y la interaccion velocidad*%NaCl (F=17.23,
p=0.0020). El gréfico de distribucién de probabilidad normal de Daniel (figura 44) revela
las fuentes significativas que se apartan de una recta de probabilidad normal y un
diagrama de Pareto sus signos (figura 45).
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Figura 44. Grafica de probabilidad normal para los efectos de las fuentes de variacion
del modelo factorial 2* (maximo orden de interaccion: 2) sobre el area total de
sulfatiazol.
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Figura 45. Diagrama de Pareto para los efectos de las fuentes de variacion del modelo
factorial 2* (maximo orden de interaccion: 2) sobre el rea de sulfatiazol.
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Con el fin de tomar decisiones acerca de qué niveles de los factores elegir
para incrementar el area del sulfatiazol, se priorizé el analisis de los efectos de las
interacciones sobre los efectos individuales. La figura 46 presenta el gréfico de la
interaccion tiempo*velocidad (Interaccion AB), la figura 47 el de la interaccion
tiempo*%ACN (Interaccion AC) vy la figura 48 el de la interaccion velocidad*%NacCl
(Interaccién BC).
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Figura 46. Grafico de la interaccion tiempo*velocidad sobre el area de sulfatiazol.
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Figura 47. Grafico de la interaccion tiempo*%ACN sobre el area de sulfatiazol.
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Figura 48. Gréfico de la interaccion velocidad*%NaCl sobre el area de sulfatiazol.

Los gréaficos anteriores muestran que para elevar el area de sulfatiazol
conviene incrementar la cantidad de sal hasta 15%, la velocidad de agitacién hasta 750
rom, el tiempo hasta 120 min y mantener en 0% el acetonitrilo. Estas fueron
precisamente las condiciones de la corrida que alcanzé mayor area.

El modelo depurado (méximo orden de interaccion 2) para el sulfametoxazol
cumplio los supuestos de ANOVA, en el anexo E se presenta su modelo de regresion
en unidades codificadas y sus graficos de residuales asociados. Al excluir las
interacciones triples y la cuadruple, los supuestos de ANOVA se cumplieron. Se prob6
formalmente la significancia del %NaCl (F=42.26, p=0.0001), %ACN (F=5.68,
p=0.0384), la interaccién velocidad*%ACN (F=5.19, p=0.0460) y la interaccion
%NaCl*%ACN (F=8.23, p=0.0167).

El modelo depurado mantuvo una explicacion alta (Rzajustada=75.24%). El
grafico de distribucién de probabilidad normal de efectos (figura 49) y diagrama de
Pareto (figura 50) del sulfametoxazol muestran los factores e interacciones que mas
influyeron en la respuesta, el segundo indica que todas las fuentes consideradas
ejercieron influencias positivas aunque no en todos los casos fueron significativas.
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Figura 49. Grafica de probabilidad normal para los efectos de las fuentes de variacion
del modelo factorial 2* (orden méaximo de interaccion: 2) sobre el &rea de
sulfametoxazol.
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Figura 50. Diagrama de Pareto para los efectos de las fuentes de variacion del modelo
factorial 2* (orden maximo de interaccion: 2) sobre el &rea de sulfametoxazol.

Para conocer los niveles de los factores que producen incremento del area de
sulfametoxazol se analizaron los graficos de interacciones BC y CD, estos se
presentan en las figuras 51 y 52.
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Figura 51. Grafico de la interaccion %NaCI*%ACN sobre el &rea de sulfametoxazol.
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Figura 52. Gréfico de la interaccion velocidad*%ACN sobre el area de sulfametoxazol.

Los gréaficos anteriores revelaron que para incrementar el area del
sulfametoxazol conviene elevar el %NaCl hasta 15%, el %ACN hasta un 20% vy la
velocidad hasta 750 rpm. Aunque el analisis mostré que el efecto del tiempo no fue
significativo, la corrida con mayor valor de area para sulfametoxazol fue aquella en la
que la extraccién se llevd a cabo por 120 min, 20%ACN, 15% NaCl y a 750 rpm. Debe
recordarse que la significancia del efecto tiempo en un factorial 2 es la diferencia entre
el promedio de las respuestas de las corridas donde este factor se fij6 en nivel alto
menos el promedio de aquellas donde se mantuvo en el nivel bajo.

En el caso del cloranfenicol, el andlisis de varianza para el modelo factorial 2*
completo que consider6 las 15 fuentes de variacidn (atribuibles a factores e
interacciones) y alcanzd una explicacion moderada tras la correccion por grados de
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libertad (Rajustada2:75.64%). El ANOVA sugiri6 que el %NaCl fue el uUnico factor
significativo, aunque esta no pudo considerarse una demostracion formal dado que
hubo violaciones apreciables del supuesto de normalidad que no se pudieron evitar
transformando la respuesta o descartando interacciones triples y cuadruples sin perder
bastante explicacion. El resumen del ANOVA 2* completo, los gréficos de residuales,
los graficos de Daniel y el de Pareto se pueden consultar en el anexo F. En cada
corrida las areas del cloranfenicol fueron bajas y ninguna superé 2 uA, el modelo
completo se ajustd mas al ruido del experimento aunque fue claro que el %NacCl tuvo
mayor varianza explicada en comparacion con otras fuentes. La corrida con mayor
area fue la asociada a 120 min, 250 rpm, 15%NaCl y 20% ACN. Resumiendo: no se
logré6 mejoria apreciable en ningun caso para la extraccion del cloranfenicol, salvo
cuando se agrego sal y fue minima la mejora.

Finalmente, en el caso del trimetoprim las &areas obtenidas en todos las
corridas experimentales fueron ain menores que en el caso del cloranfenicol y ninguna
superé 1.5 uA; este analito estuvo cargado positivamente bajo las condiciones del
experimento y eso previsiblemente dificulté su extraccién de fase acuosa. EI ANOVA
del modelo factorial completo para area de trimetoprim alcanz6 un 65% de explicacion
luego de la correccién por grados de libertad. No pudo considerarse una demostracion
formal de la significancia de efectos de factores e interacciones dado que no se
cumplieron los supuestos de homocedasticidad y normalidad sin importar la
transformacion evaluada. De todas maneras dicho andlisis completo (o el depurado
hasta un orden 2) no sugiri6 que hubiera efectos significativos de algun factor o
interaccion. EI ANOVA, sus residuales, la recta de probabilidad normal de efectos vy el
diagrama de Pareto se presentan en el anexo G. Dos corridas tuvieron las mayores
areas y en ambas se fijo velocidad de 750 rpm y tiempo de 120 min, pero en una se fijé
20%ACN y 15%NaCl mientras que la otra 0% de ambos.

Globalmente se puede concluir que el area total tras la desorcion liquida
aumenta incrementando el tiempo (120 min), la sal (%15 NaCl) y la velocidad de
agitacion (750 rpm). La recuperacion de sulfamidas a pH 4.5 es favorecida por la
adicion de sal, el tiempo y la velocidad de agitacion; las moléculas de estos
compuestos se encuentran bajo estas condiciones en forma neutra. El %ACN favorece
la recuperacion de sulfametoxazol pero no de sulfatiazol. En el caso del cloranfenicol,
el antibiético méas hidrofébico y no ionizable, solo la adicién de sal fue favorable aunque
con minimo incremento de areas. Finalmente, en el caso del trimetroprim la carga
positiva que porta a pH 4.5 dificulta su recuperacion y aun modificando los niveles de
diferentes factores no hubo mejoria apreciable en sus areas tras la desorcion liquida.
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Método del ascenso mas pronunciado

Se intenté mejorar las condiciones experimentales de extraccion de
antibiéticos totales mediante el método del ascenso més pronunciado. Se utiliz6 como
punto de partida un modelo de primer orden obtenido de la depuracion del modelo
completo de 16 factores y se emplearon variables codificadas, este modelo se presenta
en la ecuacion 6. Las ecuaciones de 2 a la 5 presentan las relaciones para convertir las
variables de escala natural (§) a codificada (x) considerando el punto central del disefio
24,

y = 8.721 + 0.026x; + 1.286x5 + 2.0323 + 0.714X 4. .eeeeveeeereeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee . Ec. 6

La explicacion del modelo anterior fue de aproximadamente 70%, algo
justificable dado que, como se habia comentado antes, hubo interacciones
significativas entre los factores. La prueba de ajuste a este modelo no revel6 curvatura
significativa por términos cuadraticos puros (x.%, X,, Xa°, X4°) con a=0.05, por lo que no
fue justificable descartar el modelo de primer orden e intentar ajustar uno de segundo
orden corriendo un disefio factorial central compuesto 2* con puntos estrellas. La
variable con mayor influencia fue el %NacCl y, por ello, se decidié6 que el tamafio del
incremento de esta variable (tamafo del “paso”) para avanzar en la trayectoria de
ascenso mas pronunciado fuera de A&;=1.5% (en unidades codificadas Ax3;=0.026);
considerando los coeficientes B de la ecuacion anterior esto se tradujo en incremento
de tiempo A;=1.18 min (Ax;=0.026), velocidad Af=30 rpm (Ax,=0.12) y %ACN
Ag,=0.62% (Ax,=0.0622). El punto de partida fue el punto central del disefio (§,=75
min, A= 500 rpm, & =7.5%NaCl y &,=10%ACN). Los cambios en la respuesta
obtenidos por este método se resumen en la tabla 9.

Tabla 9. Resultados del método del ascenso més pronunciado.

Tiempo Velocidad %NaCl %ACN
(min) (rpm) STZ TMP SMX CRF Total

Glxi)  Glxe) Goa)  Gixa)  (uA) (uA) (uA)  (uA) (uA)
Cambio(d) 118 30.05 15 0.62

Origen 75 500 7.5 10 135 02 46 1.06 7.21
Origen+A 76 530 9 10.6 515 031 37 1.24 104
Origen+2d 77 560 10.5 11.2 358 015 322 081 7.76
Origen+3A 79 590 12 11.9 092 <01 291 061 444
Origen+4A 80 620 13.5 12.5 089 <01 413 111 6.13
Origen+5A 81 650 15 13.1 1.06 <02 325 082 513
Origen+6A 82 680 16.5 13.7 095 015 462 112 6.84
Origen+7A 83 710 18 14.4 095 013 524 082 7.14
Origen+8A 84 740 19.5 15.0 097 014 6.093 144 8.503
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En la tabla anterior puede constatarse que el area total de antibidticos se
incrementa hasta 10 uA con 9% NacCl, 76 min y 530 rpm; luego disminuye un poco y
después nuevamente tiende a incrementarse a partir de 15%NaCl. Es claro que estos
cambios son controlados por las areas de los 2 analitos que mas se extraen
(sulfatiazol y sulfametoxazol). Cuando se incrementa la fuerza iénica por arriba de 9%
NaCl deja de favorecerse la extraccion de sulfatiazol (més polar que sulfametoxazol),
pero conforme continla incrementandose la fuerza idnica el area total se eleva por
causa del sulfametoxazol que experimenta efecto salino y tiende a abandonar el seno
de la disolucion por ser mas hidrofébico. Debe notarse que si se quiere extraer
sulfatiazol en mayor cantidad, hay que incrementar el tiempo de extracciéon hasta 120
min para compensar que la fuerza ionica de la solucion ralentiza su difusion hacia el
material (por interacciones con la atmédsfera idnica del disolvente); esto ya lo habia
sugerido el disefio factorial 2* completo. El cloranfenicol también tiende a presentar
algun efecto salino que favorece su extraccion aunque muy pequefio, pero no fue
evidente dicho efecto en el caso de trimetoprim.

Por otro lado, se repitié el experimento del ascenso mas pronunciado pero sin
incluir el ACN para verificar si su efecto era marcado sobre las areas y para evitar diluir
la muesta. Estos resultados se presentan en la tabla 10.

Tabla 10. Resultados del método del ascenso mas pronunciado sin adicién de
acetonitrilo.

Tiempo Velocidad %NaCl %ACN
(min) (rpm) S1Z TMP  SMX CRF Total

Glxi)  Glxe) Goa) &)  (uA)  (uA)  (uA)  (uA) (uA)
Cambio(d) 118 30.05 15 0
Origen 75 500 75 0 298 <01 267 034 599
Origen+tA 76 530 9 0 53093 02 176 029 7.5593
Origen+2A 77 560 105 0 255 <01 197 03 482
Origen+3A 79 590 12 0 267 <01 295 035 597
Origen+4A 80 620 135 0 179 <01 30471 0417 5.0071
Origen+5A 81 650 15 0 168 <01 298 027 493
Origen+6A 82 680 165 0 175 015 433 04 663
Origen+7A 83 710 18 0 196 <01 461 052 7.9
Origen+8A 84 740 195 0 205 016 489 056 7.66

Como se puede apreciar en la tabla anterior, nuevamente se observé que el
efecto salino arriba de 9%NaCl mejoro la respuesta para el sulfametoxazol y que tendi6
a empeorar la respuesta para el sulfatiazol. No obstante, debe notarse que al remover
el acetonitrilo la respuesta disminuy6 ligeramente para el SMX, algo predecible dado
que el disefio factorial 2* habia sugerido que este disolvente favorecia su extraccion;
sin embargo, la ausencia de acetonitrilo tendi6 a favorecer la extracciéon de STZ como
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el disefio 2* habia predicho por ausencia de la interacciéon negativa entre tiempo*ACN.
Entonces resultd evidente que si se remueve ACN inicialmente disminuira la respuesta
para SMX, pero esto se compensara por el incremento del efecto salino y ademéas no
se desfavorecera al STZ con el incremento de tiempo. No obstante, no se continué la
optimizacion ya que las respuestas fueron relativamente bajas por las limitaciones de la
afinidad del material para con los analitos y por consideraciones practicas del tiempo
de extraccion y %NaCl. Ademas, no se presentd curvatura significativa de segundo
orden que sugiriera la proximidad a un maximo, un minimo o un punto silla. La
superficie de respuesta fue semejante a un plano con alguna inclinacion, ésta producto
de las interacciones con el tiempo mas que por efectos cuadraticos (x:%, X,?, Xs%, X42).
La figura 53 muestra una aproximacion de la superficie graficada contra las variables
de mayor influencia.
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Figura 53. Superficie de respuesta graficada para los factores velocidad y %NaCl de
un disefio factorial 2*.

Efecto de la estructura quimica

Finalmente, se realiz6 un Ultimo experimento en el cual se examind el
desempefio de todos los materiales evaluados bajo las condiciones de extraccion
sugeridas por el screening. En la figura 54 se corrobor6 que PDMS-CNPrTEOS vy el
material con la mayor proporciéon CNPrTEOS/TEFS (recubrimiento A) tendieron a tener
mejor desempefo nuevamente, especialmente en lo que respecta a retener sulfatiazol
y sulfametoxazol en parte por tener mas grupos ciano que los otros recubrimientos.
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Figura 54. Extraccion de antibiéticos con 0<log;oKow<1.2 de medio acuoso a un nivel
de concentracion de 1 mg/L. Extraccion: pH 4.5, 2h, 15% NaCl, 750 rpm. Desorcion:
40% MeOH-60%HCOOH pH 4.5.
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Figura 55. Extraccion de antibioticos con 0<log;oKow<2 de medio acuoso a un nivel de
concentracion de 0.5 mg/L. Extraccion: pH 4.5, 2h, 9%NacCl, 750 rpm. Desorcion: 40%
MeOH-60%HCOOH pH 4.5.
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En general, se puede concluir que la preconcentracién de analitos a 0.50 mg/L
fue muy baja (incluso mas que a 1 mg/L), aunque aun fueron detectables las
sustancias por HPLC-DAD. En este contexto, fue destacable que los resultados
aportan evidencia de que la adicion de grupos ciano a PDMS aumenté de alguna
manera la afinidad del material por analitos relativamente polares, las areas de
antibioticos registradas para los recubrimientos PDMS-CNPITEOS y A superaron
aquellas para PDMS-TEOS. Finalmente, también fue apreciable que las sulfamidas se
recuperon mas facilmente que otros analitos como trimetoprim (cargado positivamente)
o cloranfenicol, especialmente si son menos polares que sulfatiazol y sulfametoxazol.

Extraccion de sulfamidas, trimetoprim y cloranfenicol de medio orgénico

Se realizaron extracciones de sulfatiazol (STZ), trimetoprim (TMP),
sulfametoxazol (SMX) y cloranfenicol (CRF) en fase organica (isooctano) fortificada con
1 mg/L de cada antibiético, utilizando materiales a base de PDMS pero con diferente
contenido de fenilo y ciano. La desorcion se realizé con un 40% de MeOH para evitar
dilucién posterior. El desempefio de los 6 materiales se muestra en la figura 56
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Figura 56. Extraccion de antibiéticos con 0<log;oKo.w< 1.2 desde isooctano a un nivel
de concentracion de 1 mg/L. Desorcion: 40% MeOH, 60%HCOOH pH 4.5.

La figura anterior revel6 que con respecto a 1 mg/L hubo preconcentracion
utilizando cualquiera de los materiales (tabla 11), aunque también algo de variabilidad
en las areas debida al medio organico y a diferencias estructurales entre los
materiales.
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Tabla 11. Factores de preconcentracién promedio (n=3) respecto a 1 mg/L obtenidos
por SBSE en medio organico para antibiéticos con 0<log;oKow< 1.2.

Tipo de material STZ T™P SMX CRF
PDMS-CNPrTEOS 3.5 3.5 4.0 3.5
A 3.6 2.8 5.2 4.5
B 4.0 4.6 5.2 4.4
C 3.5 3.8 4.0 3.0
PDMS-TEFS 2.6 2.3 2.8 3.0
PDMS-TEOS 3.0 1.2 1.4 1.5
Valor maximo 4.0 4.6 5.2 4.5

La tabla anterior muestra que bajo las condiciones de extraccién evaluadas los
materiales PDMS-TEFS-CNPrTEOS fueron los que tuvieron mejor desempefio,
especialmente la mezcla con mayor proporcion CNPrTEOS/TEFS (recubrimiento A) y
la mezcla equimolar CNPrTEOS/TEFS (recubrimiento B). Esto sugiere que para
retener analitos polares aromaticos como sulfamidas convienen materiales con ambos
grupos funcionales, siendo ciano mas efectivo que fenilo. Evidentemente el
hinchamiento de los materiales también debi6 contribuir a la difusién de los analitos
hacia los materiales, ya que una vez dentro podrian estabilizar sus grupos funcionales
polares mediante interacciones con ciano y fenilo; ademas, su acceso al material debi6
facilitarse mas que en el caso de las tetraciclinas dado que son de menor tamafio. En
el caso de la barra recubierta con PDMS-CNPrTEOS, el hinchamiento tendi6 a ser
menor en algunos casos y, por tanto, la difusién de los analitos debié ser menor en
comparacion con los materiales que se hincharon mas, ello podria explicar porque
preconcentré ligeramente menos que las barras con recubrimientos Ay B con el mismo
tiempo de extraccion.

Debido a la variabilidad observada en los datos obtenidos para la extraccion
de estos 4 compuestos en isooctano a un nivel de 1 mg/L, se aplicé un andlisis de
varianza bifactorial (two-way ANOVA) para evaluar si el tipo de material (PDMS-
CNPITEOS, A, B, C, PDMS-TEFS y PDMS-TEOS), el tipo de antibiético (STZ, TMP,
SMX 'y CRF) y la interaccion material-antibidtico tuvieron efectos significativos sobre la
variable dependiente transformada (area de pico cromatografico). Se trabaj6 con la raiz
cuadrada del area de pico (Varea) debido al incumplimiento de los supuestos de
normalidad e igualdad de varianzas cuando se aplico el ANOVA a la variable original.
La tabla resumen de ANOVA para esta prueba y sus graficos de residuales asociados
se presentan en el anexo H. Para la raiz cuadrada del area hubo diferencias debidas a
los materiales (F=25.38, P<0.0001), los antibioticos (F=157.20, P<0.0001) y a
combinaciones de material-antibiético (F=2.37, P=0.0061) con a=0.05.

El andlisis pos hoc de diferencia minima significativa LSD (a=0.05) aplicado a
las medias de los materiales revelé que, sin importar el antibiotico, es de destacar que
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\area resultd significativamente menor con PDMS-TEOS y PDMS-TEFS que con los
demas materiales. Esto puede observarse graficamente en la figura 57, pero
adicionalmente el anexo H incluye las medias relacionadas con esta imagen, sus
intervalos y los grupos homogéneos que pueden formarse con las mismas por no
presentar diferencia estadistica.
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Figura 57. Comparacion del area (transformada con raiz cuadrada, Varea) entre
materiales con intervalos de confianza del 95% para las medias con la prueba LSD.

Por otro lado, el analisis pos hoc de diferencia minima significativa LSD
(a=0.05) aplicado a las medias de los antibiéticos revelé que, sin importar el material,
las medias de STZ y SMX resultaron significativamente mayores con respecto a los
otros dos antibidticos. Esto puede observarse graficamente en la figura 58, y en el
anexo H se incluyen las medias relacionadas con esta imagen, sus intervalos y los
grupos homogéneos que pueden formarse con los promedios de los antibiticos que no
difirieron significativamente.
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Figura 58. Comparacion del area (transformada con raiz cuadrada, area) entre
antibiéticos con intervalos de confianza del 95% para las medias con la prueba LSD.
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Finalmente, el andlisis pos hoc de diferencia minima significativa LSD (a=0.05)
en la comparacion de los antibiéticos dentro de cada material mostré que: 1) en los
materiales A (CNPrTEOS/TEFS>1), B (CNPITEOS/TEFS=1) y PDMS-CNPITEOS el
area resulté significativamente mayor para SMX y STZ con respecto a los otros dos
antibioticos, no difirié entre SMX y STZ, y se guardd la relacién (SMX-STZ)>CRF>TMP;
2) Con C (CNPrTEOS/TEFS<1) y PDMS-TEFS, resulté mayor para SMX y STZ con
respecto a los otros dos antibiéticos, no difirié entre SMX y STZ ni entre CRFy TMP, y
se guardd la relacion (SMX-STZ)>(CRF-TMP); y 3) Con PDMS-TEOS, resultd
significativamente mayor para STZ respecto a los otros tres antibioticos, para SMX fue
mayor en comparacion a CRF y TMP, y no difirié entre CRF y TMP. La relacion que se
obtuvo fue STZ>SMX>(CRF-TMP). Los resultados pueden observarse graficamente en
la figura 59, pero en el anexo H pueden consultarse las medias asociadas a la imagen,
sus intervalos y los grupos homogéneos que pueden formarse con los promedios de
las combinaciones material-antibiético que no difirieron significativamente.
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Figura 59. Comparacion del area (transformada con raiz cuadrada) entre
combinaciones material-antibiético con intervalos de confianza (95%) para medias con
LSD.

El experimento anterior se repitio pero con modificaciones, la primera de ellas
fue que se fij6 un nivel mas bajo de concentracion de antibiéticos en isooctano (0.50
mg/L) y la segunda fue que se agregaron dos antibidticos menos polares
(1.2<log;0Kow<2.0): sulfadimetoxina y sulfaquinaxolina. Los resultados se pueden
apreciar graficamente en la figura 60.
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Figura 60. Extraccién de antibiéticos con 0<log;oKow< 2.0 de isooctano a un nivel de
concentracién de 0.50 mg/L. Desorcion: 40% MeOH, 60%HCOOH pH 4.5.

En la tabla 12 se presentan los factores de preconcentracion registrados para
la extraccion realizada a un nivel de concentracién de 0.50 mg/L.

Tabla 12. Factores de preconcentracion respecto a 0.50 mg/L obtenidos por SBSE en
medio organico para antibidticos con 0<log;oKow< 2.0.

STZ TMP SMX CRF SDMX SQX

PDMS-CNPITEOS 4.3 2.1 4.1 3.1 3.0 3.2
A 3.9 1.7 3.3 2.3 2.1 24

B 3.3 1.8 3.2 2.1 2.0 24

C 3.2 1.9 2.9 1.9 1.8 2.2
PDMS-TEFS 29 0.8 24 1.4 1.4 1.7
PDMS-TEOS 2.6 2.7 0.7 0.4 0.4 0.5
Maximo 4.3 2.7 4.1 3.1 3.0 3.2

Un andlisis estadistico formal también se realiz6 para este experimento
nuevamente utilizando un ANOVA bifactorial (two-way ANOVA) sobre la transformacion
de la respuesta raiz cuadrada de area (Varea) para cumplir con los supuestos del
analisis. La tabla resumen del ANOVA vy sus graficos de residuales asociados se
presentan en el anexo |. El anélisis reveld que Varea difirié significativamente entre
materiales (F=80.15, P<0.0001), antibiéticos (F=326.07, P<0.0001) y entre
combinaciones de material-antibiotico (F=7.43, P<0.0001).

87



El analisis pos hoc de diferencia minima significativa LSD (a=0.05) aplicado a
las medias de los materiales revel6 que, sin importar el tipo de antibiético, la Varea
resultdé significativamente menor con PDMS-TEOS y PDMS-TEFS respecto a los
demas materiales, pero también mayor con PDMS-CNPrTEOS en comparacion con los
otros cinco materiales. Esto puede observarse graficamente en la figura 61, ademas el
anexo | incluye los datos estadisticos més relevantes de este andlisis asi como los
grupos homogéneos que pueden formarse con las medias de los materiales que no
difirieron significativamente.

101 |- -

t

\area

T T
H

l_,__|

| |

71
6.1 |- ]
51 I |
PDMS-CNPITEQS A B C PDMS-TEFS PDMS-TEOS
Material

Figura 61. Comparacion entre medias raiz cuadrada de area (Varea) de los materiales
con la prueba LSD (0=0.05) para antibidticos (0<log;oKow<2) extraidos de medio
organico.

En este andlisis resulté evidente que el increment6 del contenido de ciano en
los materiales se tradujo en mayor extraccién de antibiéticos, esta tendencia fue
incluso mas evidente que a un nivel de concentracion de 1.0 mg/L. En el caso
particular del material PDMS-CNPrTEOS (0% fenilo), probablemente por su menor
hinchamiento (sefial potencial de mayor entrecruzamiento) tuviera grupos ciano menos
accesibles de manera rapida para los analitos; de tal forma que si la concentracion en
solucion era de 1 mg/L, entonces se ocuparon pronto esas zonas de interaccién mas
accesibles y se tard6 en preconcentrar en la misma magnitud que otros materiales mas
hinchados, pero al disminuir la concentracion de analitos era menos probable que se
saturaran esos sitios de interaccidn con ciano y entonces se revel6 que este material
tenia mas grupos polares afines a los analitos sin que se enmascarara esto por efecto
de la difusion facilitada por hinchamiento. El incremento en la retencién por difusion
facilitada por hinchamiento con disolvente ha sido reportado por Ochiai et al.**®
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En lo que respecta al tipo de antibiotico, el analisis pos hoc LSD (a=0.05)
revel6 que, sin importar el material, todas las medias para antibidticos difirieron
significativamente y que la relacion de magnitudes de las mismas fue la siguiente:
TMP<CRF<SQX<SDMX<SMX<STZ. Esto puede observarse graficamente en la figura
62 y alternativamente el anexo | incluye los datos estadisticos mas relevantes en este
analisis y los grupos homogéneos que pueden formarse con las medias de los
antibidticos.
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Figura 62. Comparacién entre medias raiz cuadrada de area (Varea) de los antibiéticos
(O<LogioKow<2) con la prueba LSD (a=0.05) para la extracciéon en medio organico.

Finalmente, en la comparacion pos hoc LSD (0=0.05) material-antibiético se
encontré6 que en los materiales A (CNPrTEOS/TEFS>1), B (CNPITEOS/TEFS=1), C
(CNPrTEOS/TEFS<1), PDMS-CNPITEOS y PDMS-TEFS ocurrié que el area de STZ
resulté significativamente mayor comparada con los otros cinco antibiéticos; SMX y
SDMX no difirieron, y se dio la relacion STZ>(SMX-SDMX)>SQX>CRF>TMP. Por otro
lado, en PDMS-TEOS result6 significativamente mayor el area para STZ con respecto
a los otros cinco antibiéticos, no hubo diferencia entre TMP, SMX, SDMX y SQX, y se
dio la siguiente relacion STZ>(TMP-SMX-SDMX-SQX)>CRF. Las medias y sus
intervalos de confianza al 95% pueden observarse graficamente en la figura 63, y en el
anexo | se incluyen los datos estadisticos mas relevantes de este analisis asi como los
grupos homogéneos que pueden formarse con las medias las combinaciones material-
antibidtico.
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Figura 63. Comparacién entre medias raiz cuadrada de &rea (Varea) de las
combinaciones material-antibiotico (0<Logi;oKow<2) con LSD (a=0.05) para la
extraccion en medio organico.

En resumen, entre los recubrimientos desarrollados a partir de PDMS
modificado con TEFS y CNPrTEQOS, el material A (38%m/m CNPITEOS y 18%m/m
TEFS) fue el mejor para la extraccion en medio acuoso de antibiéticos con respecto a
B, C, PDMS-TEFS y PDMS-TEOS que tienen menos grupos ciano. Sin embargo, en
promedio el material A apenas fue mejor que PDMS-CNPITEOS; lo que revela que si
el contenido de CNPrTEOS es menor a 38%, entonces la extraccion de analitos
polares con log;oKow<2 decrecera porque el grupo fenilo por si solo ayuda muy poco
en la retencion. Si se incrementan los grupos fenilo en el material, evidentemente la
retencién de analitos con estructuras menos polares y anillos aromaticos resultara
favorecida.

La sorcion de antibidticos con PDMS, acorde a la literatura®'®, suele llevarse a
cabo por un mecanismo predominantemente absortivo y menos adsortivo. En el
presente estudio la base estructural hidrofébica de PDMS contribuyé a limitar la
retencién de compuestos polares en medio acuoso a pesar de la introducciéon de
grupos funcionales como ciano y fenilo. La solubilidad de las moléculas de antibiéticos
en los polimeros hibridos debié resultar importante dada la posible ausencia de poros
en los mismos; por ello, debieron haber grupos polares en los antibiéticos estudiados
no suficientemente estabilizados o en conflicto con la matriz basada en PDMS,
impidiendo que el equilibrio se desplace hacia la retencién en los polimeros hibridos
desarrollados.

En el caso de las tetraciclinas en medio acuoso, tanto su tamafio como su gran
polaridad debieron influir en contra de su absorcion eficiente utilizando hibridos de
PDMS. EIl tamafio molecular y la forma de los antibiéticos son factores que suelen
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afectar su retencion dado que la difusion en un polimero se ralentiza cuando las
moléculas son grandes,** pero en este estudio la solubilidad tuvo un efecto atin mas
determinante. Vaes et al."** han reportado que moléculas poco polares de gran tamafio
como HAPs son retenidas por PDMS por el mecanismo de retencion absortivo.
Burgos® también pudo retener HAPS con su polimero PDMS-CNPrTEOS, nuevamente
las interacciones hidrofébicas con el polimero favorecieron la retencion de estos
compuestos pese a su tamafio.

En lo relativo a la desorcién, se ha reportado que el grosor de un recubrimiento
es una limitante para que ocurra una efectiva transferencia de masa, reducirlo
usualmente incrementa la eficiencia de la desorcién; sin embargo, debe vigilarse no
perder eficiencia de extraccién dado que ésta aumenta con mayor volumen de fase
sorbente.®*

En medio organico la variabilidad solo permitié reconocer que, de entre los
materiales con ciano y fenilo, A y B fueron los que mas frecuentemente tendieron a
extraer mayor cantidad de analitos con 0<Log:oKow<2 en comparacion con PDMS-
TEFS y PDMS-TEOS; en el caso del material PDMS-CNPrTEOS hubo diferencia en su
desempefo respecto al material A cuando se realizd la extracciébn con diferentes
niveles de fortificacién del medio organico con antibiéticos. Debe notarse que cualquier
diferencia en el grado de entrecruzamiento de un polimero afecta el hinchamiento de
los materiales en medio organico, se asocia con grupos Si-OH activos e influye en la
velocidad con la que los analitos penetran al material para interaccionar con los grupos
ciano no tan accesibles. Considerando lo anterior, se puede decir que un mayor
contenido de ciano otorga una ventaja al material en lo relativo a retencion de
compuestos polares en medio organico, pero otros factores pueden influir e
incrementar la retencion en materiales con menos contenido de ciano. Durante las
extracciones se observo que los materiales se fracturaron e hincharon menos cuando
el contenido de CNPrTEOS fue superior a 20%m/m (este fue el caso de los
recubrimientos PDMS-CNPrTEOS, A y B), esta fue otra razén para incorporar el
entrecruzante.
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CONCLUSIONES

Mediante la sintesis sol-gel catalizada por acido (TFA 95%v/v) se elaboraron a
temperatura ambiente (20-25°C) tres materiales homogéneos y transparentes a partir
de PDMS, TEFS y CNPrTEOS, esto fijando la proporcion PDMS:TEFS:CNPITEOS en
los valores 1:1:2 (material A), 1:1.5:1.5 (material B) y 1:2:1 (material C).

El andlisis infrarrojo por DRIFT de la superficie de los recubrimientos
sintetizados demostré la presencia de grupos funcionales polares como ciano (-C=N) e
hidroxilo (-OH), asi como de grupos no polares como fenilo (-Ph) y metilo (-CHs).

La fuerza mecanica aplicada en las pruebas de estabilidad ante disolventes fue
capaz de inducir pérdidas de masa en los recubrimientos, pero si fueron significativas o
no dependié mas del tipo de disolvente en el que estuvieron sumergidos. En tiempos
comparables y con el mismo disolvente el ultrasonido produjo mayores pérdidas de
masa con respecto a vortex.

Los disolventes mas polares (agua, metanol y acetonitrilo) tras 30 min no
resultaron capaces de promover pérdidas de masa significativas en los recubrimientos
bajo agitacion voértex; con ultrasonido solo metanol y agua produjeron pérdidas de
masa despreciables. Los disolventes medianamente polares como acetato de etilo y
acetona practicamente removieron los recubrimientos con agitacion vortex (>15 min) o
ultrasonido (>30min). El disolvente apolar isooctano indujo alteraciones en las
superficies de los recubrimientos, pero con minimas pérdidas de masa (<7 m/m%).

Los recubrimientos desarrollados resultaron estables ante disoluciones acuosas
acidas (pH 1, 3y 6) y basicas (pH 9 y 12) por 48 horas, éstos perdieron menos de
0.5%m/m de su masa original.

La introduccién de CNPrTEOS, TEFS vy la presencia de grupos hidroxilo (-OH)
en los materiales sintetizados contribuyd a disminuir el angulo de contacto del agua en
sus superficies y con ello su hidrofobicidad con respecto a PDMS.

El andlisis termogravimétrico demostré que los recubrimientos desarrollados
fueron estables hasta 230°C.

La extraccion de tetraciclinas en medio acuoso utilizando los materiales
PDMS-CNPITEOS, A y B mejord6 minimamente con respecto a PDMS-TEFS y PDMS-
TEOS, las eficiencias de extraccion fueron bajas (<20%) aunque se modifico el pH
(rango: 2-7), la proporcion de modificadores organicos (10-30% acetona, 2-propanol,
acetonitrilo o etanol) en disolucién y la fuerza iénica. No hubo pre-concentracion en los
extractos tras la desorcion con mezclas MeOH-H,C,0,4 (20 mM).

Las mejores condiciones para desorber la mayoria de los analitos con
O<log;0Kow<1.2 fueron 40 min de ultrasonido y 100% metanol, asociandose a
porcentajes de desorcion entre 10-35% y a menor variabilidad respecto a acetonitrilo.
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La extraccion de antibidticos con 0<log;cKow<2 en disolucién acuosa (pH 4.5)
utilizando los materiales PDMS-CNPrTEOS y A fue mejor con respecto a las fases B,
PDMS-TEFS y PDMS-TEOS; pero aun se obtuvieron eficiencias de extraccién debajo
de 30% aunque se modificé el pH (rango: 2-7) o la proporcién de modificadores
organicos (10-30% acetona, 2-propanol, acetonitrilo o etanol) en disolucion.

El ANOVA del disefio factorial 2* permiti6 identificar que en medio acuoso la
velocidad de agitacion, el %NacCl, la interaccion tiempo*velocidad y la interaccion
velocidad*%NaCl son factores que influyen en la extraccibn de antibidticos con
0<Logi1oKow<2. Conviene elevar el tiempo a 120 min, la agitacion hasta 750 rpm y la sal
hasta 15%m/v.

El ANOVA del disefio factorial 2* para cada antibiético revel6 que en medio
acuoso: 1) adicionar acetonitrilo a la disolucion acuosa desfavorece la recuperacion de
sulfatiazol conforme se incrementa el tiempo de extracciéon (>30 min), pero favorece la
de sulfametoxazol especialmente con 15%NaCl y 750 rpm; 2) para retener sulfatiazol
conviene elevar la velocidad hasta 750rpm y la sal hasta 5%m/v, pero si se adiciona sal
es critico elevar el tiempo de extraccion (>75 min); 3) ninglan factor estudiado ayuda a
recuperar mas trimetoprim; y 4) la recuperacion del cloranfenicol mejor6 minimamente
adicionando sal.

Aplicando la metodologia de optimizaciébn del método del ascenso mas
pronunciado se concluyé que debido a la baja afinidad de los antibiticos con
0<LogioKow <1.2 presentes en fase acuosa, no se mejoroé la recuperacion hasta lograr
preconcentraciones mayores a 1 variando el tiempo, la velocidad, %NaCl y %ACN.

Los materiales tuvieron la capacidad de extraer tetraciclinas de un medio
organico, aunque los factores de pre-concentracion fueron inferiores a uno.

En la extraccién en medio organico influyeron el tipo de material, el tipo de
antibiético y la combinacion material-antibiético. Los materiales con ciano extrajeron
antibidticos polares del tipo sulfamida, diaminopiridina y cloranfenicol en mayor medida
que PDMS-TEOS y PDMS-TEFS. Hubo mayor afinidad por las sulfamidas pero los
factores de pre-concentracion para todos los antibiéticos estuvieron entre 3y 5.

Durante la extraccion en medio organico disminuir el contenido de CNPITEOS
por debajo de 28%m/m redujo la estabilidad mecanica de los materiales y promovio el
hinchamiento por el disolvente organico.
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ANEXOS
Anexo A. Disefio experimental y andlisis estadistico.
Disefio factorial general

El estudio de un proceso como SBSE requiere determinar cudl es la influencia
y la magnitud de varios factores sobre una respuesta como puede ser la cantidad de
analito extraido para luego optimizar el proceso y encontrar las mejores condiciones de
operacién. En el disefio experimental a los valores que puede adquirir cada factor se
les llama niveles (o tratamientos), si el investigador controla el factor puede elegir estos
niveles (efectos fijos) y aplicar las conclusiones de su investigacién solo a esas
condiciones; por otro lado, también podrian elegirse aleatoriamente los niveles (efectos
aleatorios) de un conjunto mas grande de valores buscando mayor generalidad de sus
conclusiones, pero implica mayor rigidez en el cumplimiento de supuestos estadisticos
que no siempre se consigue o es inviable en la practica.'***??

Los disefios factoriales son muy eficientes ya que permiten evaluar la
influencia de varios factores y sus interacciones de manera simultanea, implicando el
menor numero de corridas experimentales posible y un ahorro de recursos. En un
disefio factorial se dice que los factores estan cruzados ya que, por ejemplo, si se
estudian un factor A con a niveles y un factor B con b niveles, entonces una sola
réplica del disefio a través de ab corridas experimentales ya contempla las ab
combinaciones de los niveles de los factores. '

El efecto de un factor A se representa por una letra mayuscula “A” y puede
definirse como el cambio en la respuesta debida al cambio de nivel del factor. Si la
diferencia en la respuesta entre los niveles de un factor A no es la misma cuando se
mide en diferentes niveles de otro factor B, entonces existe un efecto “AB” debido a la
interaccion de éstos. La interaccion puede ser de diferente orden dependiendo si
ocurre entre dos (orden 2), tres (orden 3) o més factores. %%

En los disefios factoriales de efectos fijos la respuesta observada (y) se
modela como una combinacién de la gran media de las observaciones (u), los efectos
de factores individuales (ai, B;,..., etc.), los efectos de todas las posibles interacciones
entre ellos (dobles, triples, etc.) y el error aleatorio (g)."° Para un disefio factorial con
solo dos factores A y B con efectos a; (niveles i=1,...,a) y B; (niveles j=1,..., b)
respectivamente solo podria haber una interaccion doble AB con efecto (ap);, entonces
cada observacion queda descrita acorde al modelo efectos fijos de la ecuacion 7:

yijk=u+ai+Bj+(aB)ij+ e e e e e e e e Ec. 7

En los disefios factoriales, con la finalidad de descubrir si los factores o
interacciones son fuentes de variacion con efectos significativos, se recurre al andlisis
de varianza (ANOVA), pero se requieren al menos dos réplicas del disefio (n=2). Este

107



andlisis inicialmente estima la variabilidad total como una suma de cuadrados (SCroal),
la cual puede descomponerse en variabilidad no explicada atribuida al error aleatorio
puro (SCegror) Y en variabilidad explicada por el modelo factorial (SChwiogelo factoria) COMO |0
muestra la ecuacion 8.

SCrotal = SCModelo factorial T SCEITOr- -« «rrxxrrrrrnrernrrmneenernne e rnneaneeaneens Ec. 8

La SChwodelo factorial PUEdE descomponerse a su vez en sumas de cuadrados
asociadas a los factores e interacciones considerados como fuentes de variabilidad.
Por ejemplo, para un disefio bifactorial la variabilidad total se descompone como lo
indica la ecuacion 9.

SCModelo Bifactorial = SCModelo bifactorial T SCgrror = (SCa + SCg + SCap) + SCgrror----- Ec.9

Si un factor tiene un efecto significativo en la respuesta (y), entonces su
varianza en alguno de sus niveles resultara significativamente mayor que la atribuible
al error aleatorio puro (que se asume constante en todos niveles). Probar la hipétesis
nula de igualdad de varianzas entre niveles del factor resulta equivalente a probar la de
igualdad de las medias entre los niveles; un factor con efecto significativo llevara al
rechazo de ambas. En este contexto, debe notarse que la suma de cuadrados (SC) de
un factor u otra fuente de variacién dividida por sus grados de libertad se convierte una
estimacion insesgada e independiente de la varianza (o) llamada cuadrado medio
(CM). De manera operacional, la significancia se comprueba cuando el valor de la
razén F calculada para una fuente de variacidn (F=CMeyente de variacion /CMerror) resulta
mayor que un valor critico F (especificado para un nivel de confianza [a] acorde a una
distribucion de Fisher y considerando los grados de libertad asociados a CMegyente de
variacion Y CMerror), €Ntonces se concluye que la evidencia estadistica sustenta que la
fuente de variacion (factor, interaccién u otra) tiene un efecto significativo y diferente de
cero sobre la respuesta. Equivalentemente si se considera el valor de probabilidad
consignada (llamada p-valor) atribuida a la razén F, entonces el efecto de la fuente
resulta significativo cuando su p-valor es menor que el nivel de confianza considerado
(a). El p-valor es la probabilidad de que el valor de F sea mas pequefia que su valor
critico a un nivel de confianza a cuando la hipétesis nula sea verdadera. **>** La tabla
13 presenta el resumen ANOVA para un disefio bifactorial con modelo de efectos fijos.

Tabla 13. Analisis de varianza para un disefio bifactorial con modelo de efectos fijos.

Fuente de Suma de Grados de Cuadrado medio (CM) Razén F
variacion cuadrados libertad (G.1.)
(SC)

Factor A SCa a-1 CMa= SChx/(a-1) F= CMa / CMenor
Factor B SCs b-1 CMs= SCs /(b-1) F= CMs / CMeror
Interaccion AB SChs (a-1)(b-1) CMag = SCas /(a-1)(b-1) F=CMas/ CMEror
Error (residual) SCerror ab(n-1) CMerror = SCerror /ab(n-1)
Total SCrotal abn-1 Criterio de significancia:F>F citco(a, 6.. num, G.1. denom)
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Para un modelo bifactorial la suma de cuadrados total se calcula acorde con la
ecuacion 10 para n réplicas, a niveles del factor A, b niveles del factor B y la gran suma
total de los valores de las observaciones del disefio (y...).

SC . . o=Ya b n 2 _ ﬂ Ec. 10
Total bifactorial — Zi=1 Zj=1 Zk:l yijk abn T C.

La descomposicién de la SCrqa para un modelo bifactorial (o incluso para mas
factores) puede realizarse de manera automatizada con varios paquetes estadisticos
de software como Minitab y Statgraphics, reduciendo asi el trabajo del investigador.
Detalles tedricos de esta descomposicion y el calculo de SCu, SCg, SCag Y SCeror SON
tratados por Montgomery*?°, Gutierrez**'y Daniel*** con mayor profundidad.

Otra ventaja de los disefios factoriales es que los datos recolectados permiten
generar modelos de regresion mediante el método de minimos cuadrados, los cuales
son capaces de proporcionar valores predictivos de la respuesta (§) para una
determinada combinacién de niveles de factores. En los modelos de regresién unos
coeficientes de regresion (B) estimados acomparan a las variables que representan a
los factores en su escala original (¢ ;) y otros al producto de esas variables para
considerar la influencia de las interacciones entre factores. Las fuentes con mayores
efectos sobre la respuesta tendran coeficientes B; grandes y las no significativas
valores préximos a cero, el coeficiente B, es la gran media de todos los datos
experimentales (1). En el caso de un modelo bifactorial con interaccién significativa, el
modelo de regresidn quedaria como en la ecuacion 11, siendo ¢ ; la variable del factor
Ay &, la variable del factor B.'*

y = ﬁo + ﬁlEl + ﬁZEZ + ﬁlZEl EZ ................................................................. Ec. 11

Para cada modelo factorial particular deben calcularse los residuales (¢)
asociados a cada una las observaciones experimentales (y). El residual de una
observacion (y) representa la variabilidad no explicada por el modelo para aquella,
basicamente es la diferencia entre el valor experimental de la respuesta y el predicho
por el modelo (e=y-§) bajo esas condiciones. ******La necesidad de hacer esto en cada
ANOVA factorial se debe a que la descomposicion de la variabilidad total (SCroa) €N
varios términos es puramente algebraica y se necesita sustentar que los datos no
violan los supuestos béasicos del ANOVA. Estos supuestos se explican a continuacion.

El ANOVA supone gque los residuales se distribuyan de manera normal,
independiente, con media cero (u=0) y que hay homocedasticidad (varianza constante
pero desconocida o=cte) en todos los niveles de los factores; esto es necesario para
gue el ANOVA sea confiable y constituya sea una prueba exacta de significancia. Se
considera que los residuales representan a la varianza no explicada por el modelo vy,
por tanto, éste no debe poder predecir su comportamiento. También es requerida la
independencia de los residuales, es decir, su comportamiento tampoco deberian estar
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asociado a la magnitud de los valores predichos o al orden de recoleccién de los datos
de una manera evidente. *?%*#

En los modelos de efectos fijos las desviaciones de la normalidad moderadas
son tolerables por la robustez de la prueba F. Las desviaciones de la normalidad de los
residuos impactan en una menor potencia de ANOVA para encontrar diferencias
significativas. Con un histograma de los residuales podria examinarse directamente la
distribucién normal, aunque es mas util una gréafica de probabilidad normal donde se
espera que la mayoria de los residuales caiga sobre una linea recta prondstico de
comportamiento normal.**®**° La prueba de normalidad de Anderson-Darling se ha
reportado como mas potente en comparaciéon con otras como la x2 de Pearson y la de
Kolmogorov-Smirnov cuando hay datos aberrantes o extremos (outliers); aunque la
prueba de Shapiro-Wilk da resultados comparables cuando la muestra es pequefia
(n<30).123,124

Si se grafican los residuales (€) contra los valores predichos § por el modelo,
el grafico debera mostrar una distribucién aleatoria y sin estructura para los residuos.
Esta grafica puede revelar una varianza no constante. Por ejemplo, un aumento de
varianza de las observaciones cuando incrementa la magnitud de las observaciones
revelaria un error constante por ruido experimental (los residuos se distribuyen como
un cono o megéafono), pero violaciones al supuesto de normalidad también podrian
producir el efecto porque las varianzas sesgadas son funcion de la media. *?>**

Existen varias pruebas de homocedasticidad pero destacan la de Barlett y la
de Levene. La primera pierde potencia cuando no hay normalidad y esencialmente
determina si hay heterocedasticidad en k grupos independientes cuando el estadistico
)(2exp excede un valor critico de la distribucién x? (asociado un nivel de confianza a para
k-1 grados de libertad). El test de Levene analiza el valor absoluto de las diferencias
entre cada dato experimental con la mediana (o a veces la media) de su grupo.*?*'*

Por otro lado, una violacion del supuesto de independencia de los residuales
con respecto al orden de temporal de recolecciébn de datos revela si los residuos
tienden a aumentar o disminuir conforme el tiempo pasa. Aleatorizar las corridas de un
disefio factorial es una manera eficaz para evitar este problema potencialmente serio.
Una gréafica de residuales contra tiempo ademas de revelar tendencias igualmente
permite identificar cuando la varianza no es constante si los residuales tienden a
dispersarse méas o menos con el tiempo. 12012

Disefios factoriales 2*

Dentro de los disefios factoriales los del tipo 2* son de especial interés, éstos
contemplan el estudio de k factores (cuantitativos o cualitativos), «C, interacciones de
dos factores, (Cs interacciones de tres factores,..., y una interaccion de k factores.
Cada factor soélo tiene dos niveles que se denominan arbitrariamente como “alto” y
“bajo”, igualmente es frecuente denotar el nivel alto simbdlicamente como “+ o0 +1” vy el
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bajo como “— 0 -1”. No obstante, considerar solo dos niveles por factor implica suponer
la linealidad de la respuesta en el rango elegido para los niveles de los factores, esto
usualmente se cumple pero puede ser evaluado con una prueba de curvatura si se
adicionan puntos centrales al disefio (corridas donde cada factor se fija con valores
intermedios [0] a sus niveles alto [+] y bajo [-]).*?***

En el modelo factorial 2* de efectos fijos para cuatro factores (A, B, C y D)
mostrado en la ecuacionl12 cada observacion se considera integrada por la gran media
de todas las observaciones del disefio (u), las contribuciones estimadas de los efectos
de factores (a;, Bj, Yk, 1), los efectos de las interacciones entre ellos ((aB);, (ay)i,..-,
etc.) hasta orden 4 y el error aleatorio (€;xm)."*°

Yikm=H+ai+Bi+yict O+ (aB)j+(ay)ut(ad)it(By)k  +(BO) +(YO) +(aBy)w +(aBd)y +(ayd)w
+(BY6)jk| +(GBY6)ijkl + i IM + e e e et e e e Ec. 12

En el caso del disefio 2* se tienen 4 factores (A, B, C, D), cada uno con dos
niveles (+,-), por tanto, 16 corridas experimentales resultan de las combinaciones de
sus niveles (véase la tabla 14). La notacion para las corridas utiliza letras minasculas
con el fin de indicar cuando un factor esta en su nivel alto, por ejemplo, en la corrida “a”
el factor A esta en su nivel alto y todos los demas en sus niveles bajos, mientras que
en la corrida “abcd” todos los factores estan en su nivel alto. Cuando todos los factores
estan en el nivel bajo, entonces la corrida se denota (1). %2

Tabla 14. Corridas experimentales para una sola réplica del disefio factorial 2*.

Niveles de los factores

Notacion de corrida A B c D Respuesta observada
(1) - - - - yo)
a + - - - Ya
b - + - - Yb
ab + + - - Yab
c - -+ - Yo
ac + - + - Yac
bc - + + - Ybe
abc + + + - Yabce
d - - - + Yd
ad + - + Yad
bd - + - + Yod
abd + + - + Yabd
cd - - + + Yed
acd + - + + Yacd
bed - + + + Ybed
abcd + + + + Yabed

El efecto de un factor A en un disefio 2* replicado n veces se calcula
intuitivamente como una diferencia de promedios: el promedio de las respuestas donde
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el factor esta en el nivel alto (+) menos el promedio de las respuestas donde se fij6 el
nivel bajo (-). Bajo este esquema el calculo de los efectos de los factores es sencillo,
pero en el caso de las interacciones no es tan evidente qué respuestas sumar o restar.
Si se definen unas magnitudes llamadas contrastes (C) para cada factor (o
interaccion), sus efectos pueden estimarse en cada caso particular acorde a la
ecuacion 13.

Contraste del factor (o interacciéon)

Efecto del factor (o interaccién) = Py

Como lo muestra la ecuacién 14, un contraste resulta de combinar las 2*
respuestas del disefio (y;) multiplicadas por sus respectivos coeficientes de contraste
(a). Los coeficientes a; solo pueden valer +1 o -1, mediante tablas estadisticas faciles
de generar se puede conocer qué valor tendran dependiendo del efecto que se desee
estimar y, por tanto, se sabra cuales respuestas sumar o restar en cada caso. La suma
de los coeficientes en un contraste siempre es cero a=0 (ortogonalidad).'*

C = Z?=1 Y e et et et ettt et e aa e Ec. 14

Acorde a los coeficientes de la tabla 15, el contraste para un factor A (C,) en
un disefio 2* se calcularia sumando las respuestas de las corridas donde A estuvo en
su nivel alto y restandoles aquellas donde estuvo en el bajo (ecuacién 15).%

Ca=Ya+Yab+ Yac + Yad + Yabc + Yabd + Yabed = Y1) = ¥b — Yec — ¥Ybe — ¥d — Ybd — Yed — Ybed--++----+- Ec. 15

Tabla 15. Coeficientes de los contrastes para los efectos en un disefio factorial 2°.

Coida A B AB C AC BC ABC D AD BD ABD CD ACD BCD ABCD

(1 S I R I I S -+ o+ - + - - +
a 1 1 1 - + o+ - - + o+ B .
b A4+ 11+ - + -+ - + - + -
ab +1 + + 1 - - - - - - - + ¥ I +
c S Y B I A - + -+ o+ - - + + -
ac 1 1 #H+ - - - - + o+ - - + +
bc S o B B + - -+ - + . + - +
abc +1 1 +1 +1 + o+ - - - - . - B .
d S I B B + - + - - + - + -
ad + 1 1 1 - + + o+ - - - -

bd S I B R + - + - - + -

abd +1 +1 +1 1 - - - + o+ o+ o+ - - - .
cd S I B S I - + + - - + + - - +
acd +1 1 1 # + - - + o+ - - + o+ - _
bed o I o B B + - + - - + - -
abcd +1 +1 1 o+ o+ o+ + 0+ o+ 4+ + 4 + +
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El ANOVA aplicado a un disefio factorial 2 nuevamente descompone la
variabilidad total (SCqq) entre el modelo factorial (SCuodelo factorial) Y €l €rror aleatorio
puro (SCero). En concreto, para un disefio factorial 2* el término SCuodelo factorial S€
descompone en 15 términos asociados a los 4 factores y sus interacciones acorde a la
ecuacion 16, 12014

SChodelo 2¢ = SCa + SC + SC¢ + SCp + SCap + SCac + SChe + SCap + SCap + SCep +
SCABC + SCABD + SCACD + SCBCD + SCABCD ......................................................... Ec. 16

Por tanto, un ANOVA para el disefio 2* permite probar la significancia de los
efectos de 15 fuentes de variacién mediante la razén F que compara las estimaciones
de sus varianzas (CMegenie) CON la varianza residual no explicada por el modelo y
asociada al error (CMgy). %1%

Tabla 16. Resumen del andlisis de varianza para un disefio 2*

Fuente de Suma de Grados de Cuadrado medio Razon F
variacién cuadrados libertad
A SCA 1 CMA:SCA/ 1 F:CMA/ CMError
B SCs 1 CMs=SCs/ 1 F=CMs/ CMeror
C SCC 1 CMc:SCc/ 1 F:CMc/ CMError
D SCo 1 CMp=SCo/ 1 F=CMo/ CMerror
AB SCAB 1 CMAB:SCAB/ 1 F:CMAB/ CMError
AC SCAC 1 CMAc:SCAc/ 1 F:CMA(;/ CMError
AD SCap 1 CMap=SChno/ 1 F=CMap/ CMeror
BC SCBC 1 CMBCZSCBc/ 1 F:CMBc/ CMError
BD SCap 1 CMgp=SCagp/ 1 F=CMgp/ CMeror
CD SCCD 1 CMCD:SCCD/ 1 F:CMCD/ CMErmr
ABC SChasc 1 CMasc=SChsc/ 1 F=CMasc/ CMerror
ABD SCABD 1 CMABD:SCABD/ 1 F:CMABD/ CMError
ACD SCacp 1 CMacp=SCacp/ 1 F=CMacn/ CMerror
BCD SCasep 1 CMzscep=SCaep/ 1 F=CMzcn/ CMEeror
ABCD SCascp 1 CMagco=SCasco/ 1 F=CMagco/ CMError
Error puro SCerror 2¢n-1) CMeror=SCal[2%(n-1)]
Total SCtotal n2k-1 Criterio de significancia: F>Fcitico(a, g.L. num, g.L. denom)

La variabilidad total puede estimarse de manera sencilla para un disefio
factorial 2* como se muestra en la ecuacién 17. Basicamente implica una sumatoria
cuadruple que se extiende considerando el numero de réplicas del disefio (r=1,...,n), la
suma de todas las respuestas (y....) y los niveles de cada factor A (i=1,2), B (j=1,2), C
(k=1,2) y D (I=1,2). >

V2 V2 y2 Y2 yn 2 ¥-)?
SCTotal para un disefio 24 = Zi=1 Zj=1 Zk:l Zl:l ZI‘=1 yi]'klr - W ............................. EC 1 7
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La suma de cuadrados atribuida a un factor (o interaccion) SCeracior (o interaccién)
puede calcularse con el contraste del efecto, el total 2 de corridas del disefio y las n
réplicas del mismo. La ecuacion 18 ilustra este célculo. %%

__ (Contraste del factor o interaccién)?

SCFaCtor (o interaccién) = Sk e Ec. 18

El enfoque general para analizar un disefio factorial 2 implica seis etapas. En
la primera etapa se estiman los efectos de las fuentes de variacion, analizandose sus
signos y magnitudes para establecer preliminarmente cudales factores e interacciones
afectan significativamente la respuesta y cémo fijar las condiciones para optimizar el
proceso. En un segundo paso se forma un modelo de regresion inicial con todos los
factores e interacciones. En el tercer paso se evalia formalmente la significancia de los
factores e interacciones. El cuarto paso consiste en refinar el modelo eliminando
términos que no resulten significativos y conservar solo los significativos, esto es valido
siempre que la variabilidad explicada por el modelo (R*=SCuogeid/ SCro) NO S€a muy
baja (R?<0.70). El paso cinco implica verificar los supuestos y adecuacién del modelo
examinando el comportamiento de los residuales. El Gltimo paso consiste en interpretar
las gréficas de efectos principales, interacciones, mapas de contorno o superficies de
respuesta. 1?%*#

Una sola réplica del disefio 2* se suele llamar disefio factorial no replicado y
supone el menor nimero de corridas experimentales posibles para estudiar los k
factores manteniendo un disefio factorial completo de 2* observaciones. Si se pretende
hacer un andlisis de varianza para encontrar los factores significativos debe notarse
gue un disefio sin réplicas no permite estimar el cuadrado medio del error puro (CMeror)
por falta de grados de libertad (se recomienda que posea minimo 4). Sin embargo, si
se supone que los efectos de interacciones triples y superiores no son significativos
(principio de efectos esparcidos), entonces pueden combinarse sus cuadrados medios
para estimar el del error. Una alternativa sugerida por Daniel implica examinar una
grafica de probabilidad normal de los efectos; los efectos que son insignificantes
(media proxima a cero y varianza comun o) tenderan a aproximarse a la linea recta de
esta gréfica y los efectos de factores significativos se alejaran notablemente, de esta
forma el cuadrado medio del error puede construirse con los términos no significativos.
Finalmente, también es posible obtener una estimacion del cuadrado medio del error al
adicionar suficientes puntos centrales para ganar grados de libertad para el error. 1292

Para los disefios factoriales 2 también puede calcularse un modelo de
regresion que proporcione un valor de la respuesta predicha § para las condiciones de
cualquier corrida experimental. En el modelo de regresién nuevamente cada variable
se multiplica por su respectivo coeficiente de regresion (3;), siendo necesario notar que
Bo es precisamente la media (p) de todas las observaciones del disefio 2y que el valor
de un coeficiente B para un factor o interaccion es precisamente la mitad del efecto. La
influencia de las interacciones como AB nuevamente quedaria especificada por el
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producto de las variables de los factores individuales. Ademas, es mas frecuente que el
modelo contenga las variables codificadas (x;) en vez de en unidades naturales (€;).'*

Para convertir los niveles de los factores de su escala original (§) a la escala
codificada (x) simplemente se les resta el promedio de los niveles y se divide entre la
diferencia que existe entre el valor promedio y el nivel alto o bajo. Por ejemplo, si el
factor A es temperatura con niveles en escala natural de 30°C (nivel bajo) y 40 °C
(nivel alto), su promedio es 35°C (nivel central) y la diferencia es 5°C; entonces con la
relacion x;=(§;-35)/5 se puede pasar la temperatura de su escala natural (§p,jo=30°C,
Ecentro=35°C y €av=40°C) a la codificada (Xpajo=-1, Xcentro=0 Y Xaito = +1).*%°

Un modelo de regresion para un disefio factorial 2 donde los k factores y
todas sus posibles interacciones dobles resultan significativas (es infrecuente que
resulten significativas las interacciones triples o superiores) quedaria como la ecuacion
15.120

5/\ = BO + Zi‘(=1 Bl-xi + ZK]-Z,Bijxixj L i P Ec. 19

Superficies de respuesta

La metodologia de superficie de respuesta es una coleccion de técnicas
matematicas y estadisticas que se aplican en la modelacién de un proceso influenciado
por varios factores, esto con la finalidad de realizar una optimizacion y determinar
cudles son las condiciones que llevan a la respuesta deseada.’®

En esta metodologia se considera que la respuesta (y) de un proceso es
funcion de varios factores f(xy,..x,) y del ruido o error observado (g).**

y=f(x1,...,x2)+£ ................................................................................ EC 20

A la respuesta esperada se denota por E(y) y a la funcién utilizada como
modelo para estimarla se le denomina superficie de respuesta (n) y es una funcion de
varios factores x;.'*°

E(Y) = 1) = () e X)) weeee e ettt ettt Ec. 21

Una superficie de respuesta puede representarse tridimensionalmente
considerando sélo dos factores con grandes efectos contra la respuesta, el resultado
es un gréfico tridimensional. En la figura 64 se ha graficado el valor esperado del
rendimiento de una reaccion contra los factores temperatura (x;) y presion (xp),
claramente se observa que existe una combinacion de niveles de temperatura (X;) y
presion (x;) que maximizan el rendimiento. Si mantiene constante la respuesta
rendimiento en la superficie de respuesta y se proyecta sobre el plano x;x, se obtiene
una linea de contorno, si se repite el procedimiento a varias alturas de la gréfica
tridimensional se genera un mapa de lineas de contornos que en la figura 64 consta de
circulos concéntricos en torno al punto y,.'?°
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Figura 64. Superficie de respuesta tridimensional donde se indica el rendimiento
esperado de una reaccion contra los factores temperatura (X;) y presion (xy).

En la mayoria de los casos no se conoce la forma en que la respuesta
dependera de las variables independientes, por ello, como una aproximacion inicial se
recomienda utilizar un modelo polinomial lineal sencillo de primer orden como el de la
ecuacion 22 para intentar explicar el comportamiento de la respuesta al menos en un
dominio de valores x;.*?°

P =PBo+ XK Bix; = PBo+ B1xs + BoXy et BrdXp FE i, Ec. 22

Si hay curvatura en el sistema, entonces debe usarse un polinomio de orden
superior, tal como el modelo de segundo orden de la ecuacion 23.'%°

y = ﬁo + Z?:l ﬁl‘xi + Z;;l ,Bil-xl-z + Zi<jZBijxin o I Ec. 23

Dado que las regiones de valores x; que se exploran son pequefas
usualmente uno o ambos de los modelos anteriores suele constituir suficiente
aproximacion para la respuesta del sistema; es evidente que modelar la verdadera
relacion funcional en el espacio completo de las variables requeriria una expresion
polinomial compleja.**

El método de regresion por minimos cuadrados se utiliza para estimar los
coeficientes de regresiéon 3 de los modelos. Se necesitan disefios concretos para
evaluar el ajuste del sistema a un modelo de superficie, estos son los llamados disefios
de superficie de respuesta y permiten investigar de la manera més eficaz posible como
se comporta la respuesta cuando se modifican los niveles de los factores en un
intervalo reducido de valores. Cuando el modelo obtenido por regresion logra ajustarse
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al comportamiento de los datos en un grado satisfactorio, dicho modelo constituye una
aproximacion de la relacion funcional real de la respuesta con las variables
independientes y, por tanto, analizar el modelo ajustado equivale a analizar el sistema
real en la zona bajo estudio.*®

La metodologia de superficie de respuesta es secuencial, frecuentemente se
aplica un disefio inicial en una zona de la superficie alejada de las condiciones éptimas
de operacion del proceso, en esa zona no Optima la curvatura es minima y un modelo
de primer orden deberia ajustarse bien. Posteriormente, el objetivo es llevar rapida y
eficazmente al investigador por la trayectoria que conduce hacia la vecindad de las
condiciones éptimas, en esa nueva zona el ajuste a un modelo de primer orden ya no
deberia ser satisfactorio; por ello, una vez que se alcance esa region optima se debe
cambiar el disefio y evaluar el ajuste a un modelo de segundo orden. Si el modelo de
segundo orden resulta mejor para la regién del 6ptimo, entonces dicho modelo deberia
permitir localizar las mejores condiciones de operacion del sistema. En la figura 65 se
presenta una representacién ilustrativa de la metodologia de superficies de
respuesta.’®

Regién de la
| Recidn / PN\ge——— operabilidad
¥ del / del proceso
6ptimo /
] / Ve ) Contornos de
/ Pat / respuesta constante
/0 /" Trayectoria de

/ /85 7\ mejoramiento
S NG e

-

e ~ ) . /‘5

/../J Condiciones de - /
. - operacion actuales

v

Figura 65. llustracién del caracter secuencial de la metodologia de superficie de
respuesta.

Método del ascenso mas pronunciado

El método del ascenso mas pronunciado es un procedimiento para moverse
secuencialmente de manera rapida y eficaz, sobre la trayectoria de maximo incremento
de la respuesta, desde una regiébn no 6ptima hacia una regidon que contenga las
condiciones que optimizan el proceso. Para ello, inicialmente se utilizan las condiciones
de operacién actuales del proceso y con un disefio experimental factorial 2 (con
minimo 5 réplicas del punto central del disefio) es posible evaluar el ajuste de la
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respuesta al modelo de primer orden (ecuacion 22). Si el ajuste es satisfactorio,
entonces se obtendra un mapa de contornos para la respuesta predicha consistente de
lineas paralelas. En la figura 66 claramente se ha indicado la trayectoria de ascenso

mas pronunciado mediante una recta que inicia desde el centro del disefio, siendo
120

siempre normal a la superficie ajustada.

Region de la superficie

de respuesta de primer
\ orden
\ y=4a0

5 =30

Trayectoria del ascenso
mas pronunciado

)

5 =650

b |

Figura 66. Superficie de respuesta de primer orden y trayectoria del ascenso mas
pronunciado.

Antes de explorarse la trayectoria de ascenso mas pronunciado debera
evaluarse el ajuste a un modelo de primer orden. La adicidon de puntos centrales al
disefio factorial 2 permiten al investigador: 1) estimar el cuadrado medio del error con
una sola réplica del disefio 2%, 2) verificar las interacciones y 3) verificar los efectos
cuadraticos (curvatura).'®

Al hacer el ajuste a un modelo de primer orden la suma de cuadrados total
(SCrota) Se divide esencialmente en dos términos: la suma de cuadrados del modelo de
primer orden (SCnogeo) que representa la variabilidad atribuida a los k factores (x;....,Xk)
y la suma de cuadrados residual (SCesiqua) que contendra las variabilidad atribuida a
las interacciones entre los factores (XiX», Xi1Xs, ...,etc.), a los efectos cuadraticos puros
(x:%,...,x?) y al error puro. La ecuacion 24 ilustra esta descomposicion.*?°

SCTotal = SCModel() + SCResidual = SCModelo+(SCCuadrética + SCInteracciones + SCError) ------------ EC'24

La suma de cuadrados de la curvatura (SCcunaura) S€ calcula sencillamente
con la ecuacién 25 considerando el nimero de corridas del disefio factorial (ng), el
namero de réplicas del punto central (n¢), el promedio de las respuestas de las corridas
factoriales (yr) y el promedio de las respuestas para las réplicas del punto central

¥
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_ npnc(Fr-¥c)?
SCCurvatura = W ............................................................................ Ec. 25
La suma de cuadrados del error (SCgo) Se estima utilizando las corridas
centrales acorde a la ecuacién 26.1%
. nc 2
__ ywi=n 2 iz
SCerror = Xi—1 ¥i~ — * ...................................................................... Ec. 26
El CMgyor se calcula dividiendo SCegor entre n.-1 grados de libertad. Para
calcular los cuadrados medios de otras fuentes de variacion (factor, interaccion o
curvatura) se asociard un grado de libertad a cada una. Nuevamente la razén F
(CMEyente de variacion/ CMEmor) S€ Utiliza para determinar la significancia de un factor a un
nivel de confianza a cuando F>Fcico (a, g1 num, g..denom).

El tamafio del “avance o paso” sobre la trayectoria de ascenso mas
pronunciado lo determina el investigador con su experiencia 0 consideraciones
practicas, este incremento sera proporcional a los coeficientes de regresion B; del
modelo de primer orden (y=Bo+BiXs....,BXk). Si en el modelo de regresion de primer
orden la variable x; fue la que tuvo mayor influencia sobre la respuesta (el mayor valor
absoluto de coeficiente B), entonces el tamafo del paso se expresa como un
incremento de esa variable en unidades codificadas (Ax;); el aumento en otras
variables se determina con las razones de los coeficientes de regresion de manera que
Axo= (B B1)*Axy, Axs= (Ba/ B1)*Ax4,..., etc. Esta dependencia de manera general se
puede expresar como la ecuacion 27:*%°

Axi=%ij EF 0= 1,2 e K oo Ec. 27
J

Es importante recordar que los incrementos obtenidos con la ecuacion anterior
estan en unidades codificadas (Ax), es necesario traducirlos a incrementos de
variables naturales (Ag) para poder realizar los experimentos.**®

Se conducen experimentos sobre la trayectoria de ascenso mas pronunciado
partiendo desde el centro del disefio inicial (x;=x,=...=x,=0), en cada experimento se
modificaran los niveles de los factores y deberd observarse hasta cual experimento
deja de observarse un incremento adicional en la respuesta. Entonces se define una
nueva regiéon de exploracion definiendo nuevos niveles para los factores con centro en
las condiciones del experimento que mostré el dltimo incremento en la respuesta. En
ese nuevo centro puede aplicarse otro disefio factorial 2“ con puntos centrales para
determinar el ajuste a un modelo de primer orden en esa nueva region y, si todavia hay
un ajuste, se determina una nueva trayectoria de ascenso mas pronunciado. El
proceso continuard hasta que ya no haya un ajuste a un modelo de primer orden y la
curvatura sea significativa, entonces se ajustara un modelo de segundo orden para
intentar modelar la curvatura en esa region que deberia estar cerca de la region
6ptima.**
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Un disefio para evaluar el ajuste de superficies a un modelo segundo orden es
el disefio central compuesto. Este disefio es esencialmente un disefio factorial 2 que
consta de las 2° corridas factoriales (ng) en un disefio no fraccionado, pero se
adicionan n; corridas centrales y 2k corridas axiales (o estrella). Con este disefio es
posible examinar informalmente, mediante graficas de contornos, si la region éptima
explorada contiene un punto estacionario que podria ser punto maximo, un punto
minimo o un punto silla (méximo en una direccion y minimo en otra); esto se ilustra en
los graficos de contorno considerando que los valores de Xy, ..., Xk €n ese punto haran
gue las derivadas parciales con respecto a esas variables simultdneamente sean cero
9yl 0x,=...=dyl ox=0). ***?? La figura 67 representa algunas de estas situaciones.
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Figura 67. Algunos mapas de contornos posibles para superficies ajustadas a modelos
de segundo orden.

Los mapas de contorno pueden ayudar a caracterizar qué tipo de punto estacionario se
tiene de manera sencilla, pero existen procedimientos matematicos mas formales como
el andlisis candnico para casos mas complejos que impliqguen muchas variables; éste
involucra una transformacién de las variables independientes x; a otras w; en un nuevo
sistema de coordenadas tomando el punto estacionario como centro e implicando rotar
los ejes del nuevo sistema para que sean paralelos a los de la superficie ajustada de
segundo orden. La magnitud y signos de unas constantes A; determina la naturaleza
del punto. 12012
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Anexo B. Andlisis estadistico del modelo factorial 2* completo para area total de
antibidéticos.
Tabla 17. Anélisis de varianza (ANOVA) del factorial 2* para los antibioticos totales.

Fuente Suma de Grados de  Cuadrado Medio  Razén F p-valor
Cuadrados (SC) libertad (g.l.) (CMm)
A:Tiempo 0.0324 1 0.0324 0.03 0.8729
B:Velocidad 25.7049 1 25.7049 2247 0.0051
C:%NaCl 64.883 1 64.883 56.72 0.0007
D:%ACN 7.7284 1 7.7284 6.76 0.0483
AB 17.4724 1 17.4724 15.27 0.0113
AC 2.26503 1 2.26503 1.98 0.2184
AD 3.5721 1 3.5721 3.12 0.1375
BC 14.478 1 14.478 12.66 0.0163
BD 0.01 1 0.01 0.01 0.9291
CD 0.027225 1 0.027225 0.02 0.8834
ABC 0.216225 1 0.216225 0.19 0.6819
ABD 0.1296 1 0.1296 0.11 0.7501
ACD 0.483025 1 0.483025 0.42 0.5445
BCD 0.616225 1 0.616225 0.54 0.4959
ABCD 0.511225 1 0.511225 0.45 0.5334
Error total 5.71951 5 1.1439
Total 143.849 20

*Las fuentes de variacién con efectos posiblemente significativos sobre el &rea total de
antibiéticos tienen un p-valor<0.05

La ecuacion 28 es el modelo regresion generado para la respuesta antibiéticos
totales con variables codificadas (x;=tiempo, x,= velocidad, xs= %NaCl y x,=%ACN).
y = 8.721 + 0.026x; + 1.286x, + 2.032x; + 0.714x, + 1.064x;x, + 0.395x; x5 — 0.454x;x, +
0.933XZX3 + 0.006xe4_ - 0.060x3x4 + 0.097x1xe3 + 0.071x1x2x4 + 0.155x1x3x4 - 0.178x2x3x4 -
LR Y o o PP Ec. 28
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Figura 68. Distribucion de probabilidad normal de residuos para el modelo factorial
completo 2* ajustado a la respuesta antibiéticos totales.
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Figura 69. Residuales contra tiempo para el modelo factorial completo 2* ajustado a la
respuesta antibioticos totales.
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Figura 70. Residuales contra velocidad para el modelo factorial completo 2* ajustado a
la respuesta antibiéticos totales.
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Figura 71. Residuales contra %NaCl para el modelo factorial completo 2* ajustado a la
respuesta antibidticos totales.
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Figura 72. Residuales contra %ACN para el modelo factorial completo 2* ajustado a la

respuesta antibioticos totales.
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Figura 73. Residuales contra orden temporal de recoleccion de datos para el modelo

factorial completo 2*
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Figura 74. Residuales contra valor predicho por el modelo factorial completo 2*

ajustado a la respuesta antibioticos totales.
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Anexo C. Andlisis estadistico del modelo factorial 2* depurado (orden maximo de
interaccion: 2) para el inverso del area total de antibi6ticos.

Tabla 18. Andlisis de varianza para antibioticos totales con transformacion de
respuesta tipo reciproca (1/y) para el area total de antibioticos.

Fuente Suma de Grados de Cuadrado Razén  p-valor
Cuadrados (SC) libertad (g..)  Medio (CM) F
A:Tiempo 0.0002203 1 0.0002203 0.89 0.4001
B:Velocidad 0.00340891 1 0.00340891 13.70 0.0208
C:%NaCl 0.0128251 1 0.0128251 51.53 0.0020
D:%ACN 0.0016939%4 1 0.0016939%4 6.81 0.0595
AB 0.00414641 1 0.00414641 16.66 0.0151
AC 0.000212981 1 0.000212981  9.86 0.4073
AD 0.00127305 1 0.00127305 5.12 0.0865
BC 0.000493509 1 0.000493509  1.98 0.2319
BD 0.0000814539 1 0.000081453  0.33 0.5979
CD 0.000140556 1 0.000140556  0.56 0.4941
Error puro 0.000995512 4 0.000248878
Total 0.0278869 20

*Las fuentes de variacion con efectos significativos sobre el reciproco del area total de
antibiéticos tienen un p-valor<0.05.

La ecuacién 29 es el modelo regresion generado para el reciproco respuesta
antibioticos totales (1/y) con variables codificadas(x;=tiempo, x,= velocidad, x;= %NaCl
Y X4=%ACN).

1/y =0.1246+3.71x107 x;-0.0146 X, -0.02831x3-0.1029x, -0.0161x1X, -0.00365X:X3+
8.92x103x1X4 -5.55X102X X3 -2.26X1073%oX4 +2.96X103XaXa. oo oo Ec. 29
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Figura 75. Distribucion de probabilidad normal de residuos para el modelo factorial 2*

(orden méximo de interaccion: 2) ajustado al reciproco de la respuesta antibiéticos

totales 1/y.
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Figura 76. Residuales contra tiempo para el modelo factorial completo 2* (orden
maximo de interaccién: 2) ajustado al reciproco de la respuesta antibidticos totales 1/y.
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Figura 77. Residuales contra velocidad para el modelo factorial completo 2* (orden
maximo de interaccion: 2) ajustado al reciproco de la respuesta antibidticos totales 1/y.
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Figura 78. Residuales contra %NaCl para el modelo factorial completo 2* (orden
maximo de interaccion: 2) ajustado al reciproco de la respuesta antibiéticos totales 1/y.
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Figura 79. Residuales contra %ACN para el modelo factorial 2* (orden maximo de
interaccion: 2) ajustado al reciproco de la respuesta antibidticos totales 1/y.
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Figura 80. Residuales contra orden temporal de recolecciéon de datos para el modelo
factorial 2* (orden maximo de interaccion: 2) ajustado al reciproco de la respuesta
antibioticos totales 1/y.
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Figura 81. Residuales contra valor predicho por el modelo factorial 2* (orden méaximo
de interaccion: 2) ajustado al reciproco de la respuesta antibiéticos totales 1/y.
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Anexo D. Andlisis estadistico del modelo factorial 2* depurado (orden maximo de
interaccion: 2) para analizar la extraccion de sulfatiazol.

Tabla 19. Andlisis de varianza para sulfatiazol con maximo orden de interaccién 2.

Fuente Suma de Grados de Cuadrado Razon F p-valor
Cuadrados (SC) libertad (g..)  Medio (CM)

A:Tiempo 0.538389 1 0.538389 0.72 0.4172

B:Velocidad 24.3913 1 24.3913 32.44 0.0002

C:%NaCl 23.2204 1 23.2204 30.88 0.0002

D:%ACN 4.63864 1 4.63864 6.17 0.0323

AB 19.5033 1 19.5033 25.94 0.0005

AC 0.266514 1 0.266514 0.35 0.5648

AD 9.85175 1 9.85175 13.10 0.0047

BC 12.951 1 12.951 17.23 0.0020

BD 0.470939 1 0.470939 0.63 0.4470

CD 3.26254 1 3.26254 4.34 0.0639

Error (Residuo) 7.51834 10 0.751834

Total 106.613 20

*Las fuentes de variacion con efectos significativos sobre el area de sulfatiazol tienen un p-
valor<0.05

La ecuacion 30 es el modelo regresion generado para el reciproco respuesta
sulfatiazol con variables codificadas(x;=tiempo, x,= velocidad, xs= %NaCl y x,=%ACN).

$=5.682+-0.183x3+1.235%,+1.205x35+0.538%4+1.104X1X»+0.129X1X3-0.785X1X4+0.90X,X3
-0.172X9X4 —0.452X3X4 ........................................................................... Ec. 30
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Figura 82. Distribucién de probabilidad normal de residuos para el modelo factorial 2*
(orden maximo de interaccioén: 2) ajustado a la respuesta sulfatiazol.

127



1.2 =7 T T T T ]
o
0.8 — —
L=} E 5
W
o 0.4 — o —
s | :
[=]
2 ot -
@ a
r 0.4 — o —
o =]
-}
0.8 [— a ° —
o
-1.2 — N " " I N N " I . " " 1 " N N I " " N -
30 50 70 90 110 130
Tiempo(min)

Figura 83. Residuales contra tiempo para el modelo factorial 2* (orden méaximo de
interaccion: 2) ajustado la respuesta sulfatiazol.
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Figura 84. Residuales contra velocidad para el modelo factorial 2* (orden méaximo de
interaccion: 2) ajustado la respuesta sulfatiazol.
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Figura 85. Residuales contra %NaCl para el modelo factorial 2* (orden maximo de
interaccion: 2) ajustado la respuesta sulfatiazol.
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Figura 86. Residuales contra %ACN para el modelo factorial 2* (orden méaximo de

interaccion: 2) ajustado la respuesta sulfatiazol.
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Figura 87. Residuales contra orden temporal de recolecciéon de datos para el modelo

factorial 2* (orden maximo de interaccion: 2) ajustado a la respuesta sulfatiazol.
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Figura 88. Residuales contra valor predicho por el modelo factorial 2* (orden méaximo

de interaccion: 2) ajustado a la respuesta sulfatiazol.
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Anexo E. Andlisis estadistico del modelo factorial 24 depurado (orden maximo de
interaccion: 2) para analizar la extraccion de sulfametoxazol.

Tabla 20. Andlisis de varianza para sulfametoxazol con maximo orden de interaccion 2.

Fuente Suma de Grados de Cuadrado Razon F  p-valor
Cuadrados (SC) libertad (g.l.) Medio (CM)
A:Tiempo 1.67703 1 1.67703 2.96 0.1162
B:Velocidad 0.6724 1 0.6724 1.19 0.3017
C:%NaCl 23.961 1 23.961 42.26 0.0001
D:%ACN 3.22203 1 3.22203 5.68 0.0384
AB 0.390625 1 0.390625 0.69 0.4259
AC 0.8464 1 0.8464 1.49 0.2498
AD 0.3136 1 0.3136 0.55 0.4742
BC 1.45203 1 1.45203 2.56 0.1406
BD 2.94123 1 2.94123 5.19 0.0460
CD 4.6656 1 4.6656 8.23 0.0167
Error total 5.67043 10 0.567043
Total (corr.) 45.8124 20

*Las fuentes de variacion con efectos significativos sobre el area de sulfametoxazol tienen un p-
valor<0.05

La ecuacion 31 es el modelo regresion generado para el reciproco respuesta
sulfametoxazol con variables codificadas(x;=tiempo, x,= velocidad, x;= %NaCl y
X4=%ACN).

y=2.555+0.324x3;+0.205X,+1.224X3+0.449x4+0.159%;X5+0.230x1X3+0.14X1X4+0.301X,X3
F0.429X0X4 F0.540X3XKA . e vttt Ec. 31
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Figura 89. Distribucion de probabilidad normal de residuos para el modelo factorial 2*
(orden maximo de interaccioén: 2) ajustado a la respuesta sulfametoxazol.
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Figura 90. Residuales contra tiempo para el modelo factorial 2* (orden maximo de
interaccion: 2) ajustado la respuesta sulfametoxazol.

1.2 7 T v v v T v T T T T T T T T T T T T T T T T d v L

0.8 o —

Residuales
o
|

'l " i i i 1 i i L i L 1 i i i 1
250 350 450 550 650 750
Velocidad (rpm)

Figura 91. Residuales contra velocidad para el modelo factorial 2* (orden méaximo de
interaccion: 2) ajustado la respuesta sulfametoxazol.
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Figura 92. Residuales contra %NaCl para el modelo factorial 2* (orden maximo de
interaccion: 2) ajustado la respuesta sulfametoxazol.
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Figura 93. Residuales contra %ACN para el modelo factorial 2* (orden méaximo de
interaccion: 2) ajustado la respuesta sulfametoxazol.
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Figura 94. Residuales contra orden temporal de recoleccion de datos para el modelo
factorial 2* (orden méaximo de interaccion: 2) ajustado a la respuesta sulfametoxazol.
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Figura 95. Residuales contra valor predicho por el modelo factorial 2* (orden méaximo
de interaccion: 2) ajustado a la respuesta sulfametoxazol.
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Anexo F. Anélisis estadistico del modelo factorial 2* completo para analizar la
extraccion de cloranfenicol.

Tabla 21. Andlisis de varianza completo para el area de cloranfenicol.

Fuente Suma de Grados de Cuadrado Razon F p-valor
Cuadrados (SC) libertad (g.1.) Medio (CM)
A:Tiempo 0.087025 1 0.087025 3.40 0.1243
B:Velocidad 0.0729 1 0.0729 2.85 0.1521
C:%NaCl 0.235225 1 0.235225 9.20 0.0290
D:%ACN 0.01 1 0.01 0.39 0.5591
AB 0.0025 1 0.0025 0.10 0.7671
AC 0.015625 1 0.015625 0.61 0.4697
AD 0.0289 1 0.0289 1.13 0.3363
BC 0.0004 1 0.0004 0.02 0.9053
BD 0.093025 1 0.093025 3.64 0.1147
CD 0.0961 1 0.0961 3.76 0.1102
ABC 0.0324 1 0.0324 1.27 0.3113
ABD 0.093025 1 0.093025 3.64 0.1147
ACD 0.0324 1 0.0324 1.27 0.3113
BCD 0.099225 1 0.099225 3.88 0.1059
ABCD 0.126025 1 0.126025 4.93 0.0771
Error total 0.127806 5 0.0255612
Total (corr.) 1.15258 20

*Las fuentes de variacion con efectos significativos sobre el area de cloranfenicol tienen un p-
valor<0.05
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Figura 96. Distribucion de probabilidad normal de residuos para el modelo factorial 2*
ajustado a la respuesta cloranfenicol.
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Figura 100. Residuales contra %ACN para el modelo factorial 2* ajustado a la
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Figura 101. Residuales contra orden temporal de recoleccion de datos para el modelo
factorial 2* ajustado a la respuesta cloranfenicol.
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Figura 102. Residuales contra valor predicho por el modelo factorial 2* a la respuesta
cloranfenicol.
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Figura 103. Grafico de distribucién de probabilidad normal para los efectos del disefio
factorial 2* completo sobre el area del cloranfenicol.
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Figura 104. Gréfico de Pareto del disefio factorial 2* completo sobre el area del
cloranfenicol.
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Anexo G. Andlisis estadistico del modelo factorial 2* completo para analizar la
extraccion de trimetoprim.

Tabla 22. Andlisis de varianza completo para trimetoprim.

Fuente Suma de Grados de Cuadrado Razon-F p-valor
Cuadrados (SC) libertad (g.l.) Medio (CM)
A:Tiempo 0.003025 1 0.003025 1.93 0.2374
B:Velocidad 0.0004 1 0.0004 0.25 0.6403
C:%NaCl 0.003025 1 0.003025 1.93 0.2374
D:%ACN 0.002025 1 0.002025 1.29 0.3195
AB 0.004225 1 0.004225 2.69 0.1763
AC 0.0025 1 0.0025 1.59 0.2756
AD 0.0 1 0.0 0.00 1.0000
BC 0.003025 1 0.003025 1.93 0.2374
BD 0.000025 1 0.000025 0.02 0.9057
CD 0.0 1 0.0 0.00 1.0000
ABC 0.0004 1 0.0004 0.25 0.6403
ABD 0.0036 1 0.0036 2.29 0.2045
ACD 0.003025 1 0.003025 1.93 0.2374
BCD 0.0004 1 0.0004 0.25 0.6403
ABCD 0.000625 1 0.000625 0.40 0.5623
Falta de ajuste 0.000077142 1 0.00007714 0.05 0.8354
Error (Residual) ~ 0.00628 4 0.00157
2

Total (corr.) 0.0326571 0

*Las fuentes de variacidn con efectos significativos sobre el area de trimetoprim tienen un p-
valor<0.05.
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Figura 105. Distribucién de probabilidad normal de residuos para el modelo factorial 2*
(orden maximo de interaccién: 2) ajustado a la respuesta trimetroprim.
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Figura 106. Residuales contra tiempo para el modelo factorial 2* ajustado a la

respuesta trimetoprim.
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Figura 107. Residuales contra velocidad para el modelo factorial 2* ajustado a la

respuesta trimetoprim.
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Figura 109. Residuales contra %ACN para el modelo factorial 2* ajustado a la
respuesta trimetoprim.
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Figura 110. Residuales contra orden temporal de recoleccion de datos para el modelo
factorial ajustado a la respuesta trimetoprim.
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Figura 111. Residuales contra valor predicho por el modelo factorial 2* ajustado a la
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Figura 112. Grafico de distribucién de probabilidad normal para los efectos del disefio
factorial 2* completo sobre el area del trimetoprim.
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Figura 113. Gréfico de Pareto para los efectos del disefio factorial 2* completo sobre el
area del trimetoprim.
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Anexo H. Andlisis de estadistico de la extraccion de antibidticos polares
(O<Log10Kow<1.2) desde medio organico.

Tabla 23. Andlisis de varianza bifactorial completo para raiz cuadrada del area de
antibidticos (O<Log;oKow<1.2) extraidos en medio organico por SBSE.

Fuente de Suma de Grados de Cuadrado Razon-F p-valor
variacion Cuadrados (SC) libertad (g.1)  Medio (CM)
A:Material 428.119 5 85.6238 25.38 0.0000
B:Antibidtico 1591.11 3 530.37 157.20  0.0000
AB 119.782 15 7.98545 2.37 0.0061
Error (Residual) 323.896 96 3.37392
Total 2462.91 119

*Las fuentes de variacién con efectos significativos sobre la respuesta Varea tienen un p-

valor<0.05
99.9 [ T . . T -
99 |— o a

\

Porcentaje (%)
8 8 8
1
| |

e
- ]
|
o
o
|

Residuales

Figura 114. Distribucién de probabilidad normal de residuales para el modelo
bifactorial de la respuesta Varea obtenido para la extraccién en fase organica de
antibioticos (0<Log;oKow<1.2).
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Figura 115. Residuales contra material para el modelo bifactorial ajustado a la
respuesta Varea obtenido para la extraccion en fase organica de antibidticos
(O<Log10Kew<1.2).
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Figura 116. Residuales contra antibiético para el modelo bifactorial ajustado a la
respuesta Varea obtenido para la extraccién en fase organica de antibidticos
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Figura 117. Residuales contra orden temporal de recoleccién de datos para el modelo
bifactorial ajustado a la respuesta Varea obtenido para la extraccién en fase organica
de antibiéticos (0<Log;0Kon<1.2).
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Tabla 24. Comparacion de medias raiz cuadrada de area (Varea) entre materiales para
la extraccion en medio orgénico de antibidticos (0<Log;oKow<1.2).

Material n MediatDesviacion estandar ~ Subgrupos homogéneos
de medias*

PDMS-TEOS 20 9.47165 +3.8499
PDMS-TEFS 20 10.6272 +£3.8224

PDMS- CNPrTEOS 20 13.3198 + 3.8508 c

C 20 13.5081 +4.0658 cd

A 20 14.2829 + 4.9636 cd

B 20 14.4852 + 4.6546 d

* Promedios con distinta letra difieren (p-valor<0.05), prueba LSD (a=0.05).

Tabla 25. Comparacion de raiz cuadrada de é&rea (Varea) entre antibi6ticos
(O<LogioKow<1.2) para la extraccién en medio organico.

Material n MediatDesviacion estdndar  Subgrupos homogéneos

de medias*
TMP 30 7.84222 +1.6269 a
CRF 30 10.3220 #2.6113 b
SMX 30 16.0657 +3.9245 Cc
STZ 30 16.2334 +2.2791 c

* Promedios con distinta letra difieren (p-valor<0.05), prueba LSD (a=0.05).
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Tabla 26. Comparacién de raiz cuadrada de area (Varea) entre grupos material-
antibiotico (0<log;oKow<1.2) para la extraccion en medio orgénico.

Material-(Antibiético) n MediaxDesviacion estandar Grupos homogéneos de

medias*
A-SMX 19.3033 £1.9561 a
A-STZ 17.4524 £2.7053
A-CRF 12.5118 +2.3293
A-TMP 7.86425 +0.9861
B-SMX 19.2673+2.7410
B-STZ 17.5353 £0.9811
B-CRF 12.3653 £2.5437
B-TMP 8.77284 +1.1591
(PDMS-CNPrTEOS)- SMX 16.9840+2.0163

16.4071 +£1.0981
11.2332 +1.1616

(PDMS-CNPFTEOS)-STZ
(PDMS-CNPITEOS)-CRF

(PDMS-CNPrTEQS)-TMP 8.65502 +1.5729
C-STZ 17.1415 £2.2580
C-SMX 16.8805 +3.0010
C-CRF 10.7976+0.8359
C-TMP 9.21290 +0.8694
(PDMS-TEFS) -SMX 13.9513+£2.8113

(PDMS-TEFS) -STZ

13.8801 +1.8311

—

PDMS-TEFS)-CRF

7.79903 +1.5256

P

PDMS-TEFS)-TMP

6.87853 £1.1020

(SRS INS INS IR NG NN NS NSNS TN NS IR NN IS NS IS NG IS IS DS f NS NG IS, ]

(PDMS-TEOS)-STZ 14.9838+2.4084
(PDMS-TEOS)-SMX 10.0078 +0.2951
(PDMS-TEOS)-CRF 7.22533 £0.8305
(PDMS-TEOS)-TMP 5.66977 £1.0544

OO |T |V  T|T|(QO QN T |ITIOQD VD O|IT IOV VD O|T |V QMY O|T| D

* Promedios con distinta letra difieren (p-valor<0.05), prueba LSD (a=0.05).
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Anexo |. Andlisis de estadistico de la extraccion de antibidticos polares (0<Log;oKow<2)
desde medio organico.

Tabla 27. Andlisis de varianza bifactorial completo para raiz cuadrada del area de
antibioticos (0<Log;0Kqw<2).

Fuente de Suma de Grados de Cuadrado . . p-valor
variacion Cuadrados (SC) libertad (g.1.) Medio (CM)
A:Material 188.898 5 37.7795 80.15 0.0000
B:Antibidtico 768.459 5 153.692 326.07 0.0000
AB 87.528 25 3.50112 7.43 0.0000
Error (Residual) 33.9371 72 0.471349
Total 1078.82 107

*Las fuentes de variacién con efectos significativos sobre la respuesta Varea tienen un p-
valor<0.05.
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Figura 119. Distribucién de probabilidad normal de residuos para el modelo bifactorial
ajustado a la respuesta Varea obtenido para la extraccién en fase organica de
antibiéticos (0<Log;0Kow<2).
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Figura 120. Residuales contra material para el modelo bifactorial ajustado a la
respuesta Varea obtenido para la extraccion en fase organica de antibidticos
(O<LogloK0W<2).
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Figura 121. Residuales contra antibiético para el modelo bifactorial ajustado a la
respuesta Varea obtenido para la extraccion en fase organica de antibi6ticos
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Figura 122. Residuales contra valor predicho para el modelo bifactorial ajustado a la
respuesta Varea obtenido para la extraccion en fase organica de antibidticos
(O<logi0Kow<2).
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Figura 123. Residuales contra orden temporal de recoleccion de datos para el modelo
bifactorial ajustado a la respuesta Varea obtenido para la extraccién en fase orgénica
de antibiéticos (0<logioKow<2).
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Tabla 28. Comparacion de raiz cuadrada de area (Varea) entre materiales para la
extraccion de antibiéticos (0<logioKow<2) en medio organico.

Material n MediatDesviacion estandar Grupos homogéneos
de medias*

PDMS-TEOS 20 5.4226 £2.7295 a
PDMS-TEFS 20 7.2515 +2.9917

C 20 8.0919 + 2.8871 c

B 20 8.4834 +2.8881 cd
A 20 8.7407+3.1052
PDMS-CNPrTEOS 20 9.5904 £ 3.1032

* Promedios con distinta letra difieren (p-valor<0.05), prueba LSD (a=0.05).

Tabla 29. Comparacion de raiz cuadrada de é&rea (Varea) entre antibi6ticos
(O<LogioKow<2) para la extraccién en medio organico.

Antibiético n MediatDesviacion estandar Grupos homogéneos
de medias*
T™MP 18 4.1929 £0.9515 a
CRF 18 5.3171+1.5657 b
SQX 18 7.2624 £1.6499 c
SDMX 18 9.0466+2..2594 d
SMX 18 9.6992+2.3900 e
STZ 18 12.0623+1.1664 f

* Promedios con distinta letra difieren (p-valor<0.05), prueba LSD (a=0.05).
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Tabla 30. Comparacién de raiz cuadrada de area (Varea) entre grupos material-

antibidtico (0<Log;oKow<2) para la extraccion en medio organico.

Material-Antibiético

n

MediatDesviacion estandar

Grupos homogéneos de

medias*
A-STZ 3 13.0339+0.40099 a
A-SMX 3 10.9800+0.42177 b
A-SDMX 3 10.1297 +0.65511 b
A-SQX 3 8.04567 +£0.40104 c
A-CRF 3 6.10385 +0.35988 d
A-TMP 3 4.15074 +0.28648 e
B-STZ 3 11.9795 +0.76666 a
B-SMX 3 10.8353 +0.68190 b
B-SDMX 3 9.99492 +0.88726 b
B-SQX 3 8.01899 +0.50360 c
B-CRF 3 5.88674 +0.74456 d
B-TMP 3 4.1851 +0.20591 e
C-STZ 3 11.7878 £1.55969 a
C-SMX 3 10.1823 £1.24119 b
C-SDMX 3 9.51543 +1.49491 b
C-SQX 3 7.26844+0.64396 c
C-CRF 3 5.52219 +0.87075 d
C-TMP 3 4.27524 +0.78325 e
(PDMS-CNPrTEOQS)-STZ 3 13.4281+0.26295 a
(PDMS-CNPrTEOS)-SMX 3 11.8547 +0.31364 b
(PDMS-CNPrTEOS)-SDMX 3 11.3351 £0.79847 b
(PDMS-CNPrTEOS)-SQX 3 9.17429 +0.44551 c
(PDMS-CNPrTEOS)-CRF 3 7.05985 +0.67665 d
(PDMS-CNPrTEOS)-TMP 3 4.69056 +0.40364 e
(PDMS-TEFS)-STZ 3 11.1552 £0.99108 a
(PDMS-TEFS)-SMX 3 9.41693 +0.46057 b
(PDMS-TEFS)-SDMX 3 8.53807 +0.26820 b
(PDMS-TEFS)-SQX 3 6.92081 +0.30597 c
(PDMS-TEFS)-CRF 3 4.82526 +0.79710 d
(PDMS-TEFS)-TMP 3 2.65256 +0.99293 e
(PDMS-TEQS)-STZ 3 10.9894 +0.18200 a
(PDMS-TEOS)-TMP 3 5.20292 +0.57828 b
(PDMS-TEOS)-SMX 3 492575 +0.21333 b
(PDMS-TEOS)-SDMX 3 476651 +0.26558 b
(PDMS-TEOS)-SQX 3 414612 +£0.12062 b
3 c

(PDMS-TEOS)-CRF

2.50467 +0.19989

* Promedios con distinta letra dentro de cada Material-Antibi6tico difieren (P<0.05), prueba LSD

(a=0.05).
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ACN
AcEt
ADS
ANOVA
AFM
AMPS
APTMS
B-CD
CE

CM
CNPITEOS
CRF
CTC
Cw
CW-TMP
DAD
DC
DCM

DI

DSC
DLLME
DMSe
DMDSe
DMSO
DRIFTS
DVB
EDMA

Anexo J. Abreviaturas
Acetonitrilo
Acetato de etilo
Alquil diol silica
Andlisis de varianza
Microscopia de fuerza atébmica
Acido 2-acrilamido-2-metilpropano sulfénico
Aminopropiltrimetoxisilano
B-ciclodextrina
Electroforesis capilar
Cuadrado medio
3-cianopropiltrietoxisilano
Cloranfenicol
Clortetraciclina
Carbowax
Carbowax templado
Detector de arreglo de diodos
Doxiciclina
Diclorometano
Didmetro interno
Calorimetria diferencial de barrido
Microextraccion liquido-liquido dispersiva
Dimetilselenio
Dimetildiselenio

Dimetilsulféxido

Espectroscopia de infrarrojo de reflexion difusa

Divinilbenceno

Etilendimetacrilato
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EGDMA
GC
G.L.
HFME
HLB
HPLC
IsoOct
LCi

LD

LDi
LSD
MAA
MAOE
MAPS
MASE
MeOH
META
MIBK
MIP
Mn

MS
MS/MS
MTMS
NSAIDs
OCMA
OCPs
OTC
OPP

Etilenglicol dimetacrilato
Cromatografia de gases
Grados de libertad
Microextraccion con fibra hueca
Balance hidrofilico-lipofilico
Cromatografia de Liquidos de Alta Eficacia
Isooctano
Limite de cuantificacion instrumental
Desorcion liquida
Limite de deteccion instrumental
Diferencia minima significativa
Acido metacrilico
Octilmetacrilato
3-(metacriloxi)propiltrimetoxisilano
Ester metacrilato acido esteérico
Metanol
Cloruro de metacriloil oxi etil trimetil amonio
Metilisobutilcetona
Polimeros con impresién molecular
Peso molecular en nUmero
Espectrometro de masas
Espectrometros de masas acoplados en tandem
Metiltrimetoxisilano
Medicamentos no esteroidales antiinflamatorios
Octadecil metacrilato
Plaguicidas organoclorados
Oxitetraciclina

Plaguicidas organofosforados
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PA Poliacrilamida

PAHs Hidrocarburos aromaticos policiclicos
PASHs Policiclos aromaticos heterociclicos azufrados
PDMS Polidimetilsiloxano

PDMS-OH Polidimetilsiloxano hidroxi terminal

PEG Polietilenglicol

PMHS Polimetilhidrosilano

PPESK Poli(Ftalazinona eter sulfona cetona)

PPY Polipirrol

PVA Alcohol polivinilico

PVC Policloruro de vinilo

RAM Materiales de acceso restringido

SBSE Extraccion por sorcién en barra de agitacion
SC Suma de cuadrados

SDME Microextraccion liquido-liquido en gota suspendida
SEM Microscopio electrénico de barrido

SPE Extraccion en fase solida

SPME Microextraccion sélida dispersiva

SPDME Microextraccion sélida dispersiva

SDMX Sulfadimetoxina

SMX Sulfametoxazol

STZ Sulfatiazol

SQX Sulfaquinaxolina

TC Tetraciclina

D Desorcién térmica

TEFS Feniltrietoxisilano

TEOS Tetraetoxisilano

TFA Acido trifluoroacético
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TGA
TMFS
TMP
TRIM
TSO
uv
VIDVB
VOS
VPMB
VPDE
VP

VPL

Andlisis termogravimétrico
Trimetilfenilsilano

Trimetoprim

Trimetilolpropano trimetacrilato

Aceite de silicona hidroxi terminado
Ultravioleta
Vinilimidazol divinilbenceno

Compuestos organicos azufrados volatiles
Poli(vinilftalimida-co-N,N metilenbisacrilamida)
Poli(vinilpiridina-co-etilendimetacrilato)
Vinilpiridina

Vinilpirrolidona.
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