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RESUMEN

La contaminacién del agua ha sido una problematica de gran interés en las ultimas
décadas. Es un recurso que se ha visto afectado por el estilo de vida de la humanidad en
los ultimos tiempos, ya que han aparecido contaminantes en concentraciones bajas que
antes no se clasificaban como contaminantes, sin embargo, se ha encontrado que aun en
esas concentraciones pueden tener un impacto considerable, tanto en la salud como
ambientalmente.

En el presente trabajo se desarrollaron metodologias de microextraccidon para contribuir
en la identificacién de algunos de los denominados contaminantes emergentes, como lo
son la aspirina, ibuprofeno y el acido salicilico.

Para identificar los analitos se estandarizaron las condiciones de medicién en
cromatografia liquida de alta resolucién con detector de diodos, utilizando como fase
movil agua desionizada y acetonitrilo, midiendo la respuesta del acido salicilicoa 277 nmy
a 198 nm para la aspirina y el ibuprofeno, encontrando que los tiempos de retencion son
de 3.97,4.71y 11.77 min para la aspirina, acido salicilico e ibuprofeno respectivamente.

Ademas, de acuerdo con los coeficientes de correlacién obtenidos en las curvas de
calibracion realizadas para cada analito, se establecid un comportamiento lineal entre 0,5
+0,1a5,0+0,1 mg/L para la aspirina y el acido salicilico, y entre 1,0+ 0,1 a 5,0 £ 0,1 mg/L
para el ibuprofeno, con coeficientes de correlacion de 0.9868, 0.9949 y 0.9992
respectivamente. Con las curvas de calibracién también se establecieron los limites de
deteccion siendo estos de 0,06 + 0,01; 0,07 + 0,01 y 0,19 * 0,01 mg/L para la aspirina,
acido salicilico e ibuprofeno respectivamente y los limites de cuantificacion son de 0,21 +
0,01; 0,23 + 0,01 y 0,63 + 0,01 mg/L para la aspirina, acido salicilico e ibuprofeno
respectivamente.

Para disminuir el impacto que las metodologias de microextracciéon puedan tener se
sintetizaron solventes verdes (solventes eutécticos profundos y liquidos idnicos) para
utilizarlos como extractantes, los solventes verdes con capacidades extractantes se
caracterizaron mediante espectroscopia infrarroja y de resonancia magnética.

Para cada una de las metodologias de microextraccidn desarrolladas en este trabajo se
utilizaron disefos experimentales de Plackett-Burman y factorial 2 para establecer las
mejores condiciones de extracciéon, en donde, la microextracciéon con gota dispersa
asistida por solvente eutéctico profundo fueron a pH 6,0 para la aspirina y el ibuprofeno,
para el acido salicilico se extrae mejor a pH 4,0 y la extraccidn se realiza por un periodo de



10 minutos, donde se encontraron porcentajes de recobro entre 17,0 y 35,0% siendo el
acido salicilico el analito que mejor se extrajo por esta metodologia.

Para la microextraccién liquido-liquido-liquido los factores de mas influencia fueron la
relacion volumétrica entre la fase acuosa con el analito y la fase orgdnica apolar, siendo la
mejor relacidn: por cada 3 mL de fase acuosa con muestra, 3 mL de fase apolar y el
tiempo, donde la extraccion debe ser en periodos de 8 minutos. Con esta metodologia, se
encontraron porcentajes de recobro entre 78,0 y 99,0%, sin embargo solo fue posible
desarrollar la metodologia para el ibuprofeno.



INTRODUCCION

Los contaminantes emergentes o también denominadas sustancias emergentes
preocupantes (ESOC, por sus siglas en inglés Emerging Substances of Concern), entre las
cuales se encuentran farmacos, perfumes, productos de cuidado personal, pesticidas y
algunos compuestos que se emplean en diferentes procesos industriales, cominmente
utilizados como sustitutos de otras sustancias debido a que tienen menor toxicidad, como
por ejemplo el cambio de ftalatos a DINCH (Ester diisononilico del acido dicarboxilico de
1,2-ciclohexano). La preocupacion frente al impacto que pueden tener las ESOC surge
debido a la poca informacidon que se tiene al respecto y que existe la posibilidad de que
afecten a la salud humana y ambiental (Hamza et al., 2016; Salthammer, 2020).

Las ESOC, se encuentran a nivel de trazas (desde ng/L hasta pg/L) en los recursos hidricos
de todo el mundo (Pefia-Guzman et al., 2019), por lo cual las técnicas convencionales
como extraccién liquido-liquido o sélido-liquido no son muy efectivas para determinar y
cuantificar estas sustancias. En paises en desarrollo es aun menor la informacion que se
tiene acerca de las ESOC y en especial la disposicion de estas sustancias en cuerpos
acuadticos (Tavengwa & Dalu, 2022).

Con el dnimo de contribuir en la identificacién, cuantificacién y una posible eliminacién de
ESOC en medios acuosos surge este trabajo de investigacion, en el cual se desarrollaron
dos métodos de microextraccion empleando solventes sostenibles como lo son: los
liquidos idnicos (IL por sus siglas en inglés lonic Liquid) y solventes naturales eutécticos
profundos (NADES por sus siglas en inglés Natural Deep Eutectic Solvents). Estas
metodologias fueron empleadas para la determinacién de farmacos (lbuprofeno, aspirina
y acido salicilico). La identificacién se realizé utilizando ultra-cromatografia liquida de alta
resolucion con detector de arreglo de diodos (LUCLAR-DAD).



2. MARCO TEORICO Y ESTADO DEL ARTE

2.1 CONTAMINANTES EMERGENTES EN AGUA

El agua es uno de los compuestos mas importantes para todos los seres vivos, el cual se ha
visto afectada por diversos factores antropogénicos, como la llegada de aguas residuales,
productos farmacéuticos, pesticidas, productos de cuidado personal (PCP), cloacales sin
tratar, la escorrentia de campos agricolas, entre otros; se ha identificado que debido a las
anteriores fuentes existe un continuo aumento en la concentracién de contaminantes
emergentes (CE) en el agua. Los CE del agua son compuestos o derivados de estos, que
generalmente no se monitorean, pero tienen la probabilidad de entrar a los cuerpos
acudticos y causar efectos desfavorables a la salud humana y el ecosistema (Hamza et al.,
2016; Saquib et al., 2021).

Esto es motivo de preocupacion ya que, las tecnologias empleadas para el tratamiento de
aguas residuales convencionalmente, como lodos activados, son ineficientes para eliminar
los CE (Wiest et al.,, 2021). Se ha demostrado en estudios que en Estados Unidos
productos farmacéuticos y PCP estaban presentes en el 80% de 138 flujos para el 2009, al
igual que se menciona en el mismo estudio que en Canadd para el 2014 habia 165 CE
diferentes, llegando a encontrar hasta en el agua potable contaminaciéon por drogas
excretadas (Hamza et al., 2016), en Colombia igualmente ya existen estudios, en donde se
busca monitorear productos farmacéuticos y PCP en agua, entre los cuales se encontré
ibuprofeno (Pemberthy M et al., 2020). Por esto, algunos paises han iniciado el desarrollo
de mecanismos y procesos para la identificacion y regulacion de CE, sin embargo aun
existe una amplia cantidad de posibles CE sin encontrar (Saquib et al., 2021).

2.2. SOLVENTES VERDES

A menudo las sustancias utilizadas en sintesis, métodos de extraccion y separacién, entre
otros procesos quimicos son disolventes, utilizados en grandes cantidades, los cuales se
caracterizan por su alta volatilidad, inflamabilidad y toxicidad. Por lo anterior, la bisqueda
de solventes amigables con el medio ambiente y biodegradables esta creciendo, ademas
de estar relacionados directamente en el quinto principio de la quimica verde e
indirectamente en el tercer y cuarto principio; en estos principios se cubren la generacién
de desechos que se deben reducir, el consumo de energia y la volatilidad de solventes.
Dadas estas recomendaciones los solventes verdes deben tener ciertas caracteristicas
ambientales, de salud y seguridad que los diferencien de los solventes convencionales. Por
lo tanto los liquidos idnicos, los solventes de hidrofobicidad conmutable y los solventes
eutécticos profundos son los solventes mas opcionados como candidatos en este campo
de investigacién (Santos et al., 2022; Vanda et al., 2018).



2.2.1. Sintesis de Liquidos Iénicos

Los liquidos iénicos o IL pueden verse como una clase de solventes, sin embargo esto
depende del punto de vista, porque también son considerados sales liquidas con puntos
de fusion por debajo del punto de ebullicion del agua, pero esta ultima definicion no da
mucha informacién acerca de su composicion, excepto que nos dice que son
completamente idnicos. El término “liquido idnico” solia usarse anteriormente para
referirse a “sal fundida”, aun asi las diferencias practicas son tales que permiten
diferenciarlos por separado ya que los IL generalmente se pueden manejar como
disolventes ordinarios (Wasserscheid, 2008).

Los IL generalmente se sintetizan empleando un cation organico (Esquema 1), muchas
veces heterociclico y generalmente con algln atomo de nitrégeno o de fésforo y un anién
que puede ser tanto inorganico como organico (Esquema 2) (Verdia Barbara, 2012).
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Esquema 1. Cationes mas usados en la sintesis de IL.

La parte cationica del IL cumple un gran papel en el comportamiento quimico y evita que
estos cristalicen, lo que afectaria su punto de fusion elevandolos como ocurre en las sales
inorgdnicas, por otra parte las propiedades fisicas como tensidn superficial, temperatura
de descomposicion, densidad y viscosidad de los IL se atribuyen a los aniones (Garza
Tapia, 2013).

Entre las caracteristicas de los IL se resalta una presion de vapor minima, casi
despreciable, lo que conlleva a puntos de ebullicidn muy elevados, ademds son
compuestos no inflamables y con buena estabilidad térmica (temperatura de
descomposicion entre 300 y 400°C). En lo que respecta a la viscosidad suelen ser mas
viscosos de los solventes convencionales, sin embargo esta caracteristica no afecta
normalmente a la transferencia del analito de interés (MacFarlane et al., 2017; National &
Pillars, n.d.).
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Esquema 2. Aniones mas usados en la sintesis de IL.

Como resultado de estas propiedades, en las Ultimas décadas ha surgido un gran interés
en estas sustancias, gracias a su utilidad en aplicaciones como la electroquimica, sintesis
organica, como fluidos de trabajoé en aplicaciones mecdnicas o como medios de extraccidon
(Garza Tapia, 2013; Verdia Barbara, 2012).

2.2.2. Sintesis de Solventes Eutécticos Profundos

La creacidn de solventes sostenibles, es uno de los mayores retos de la quimica verde, y
en este contexto la implementacién y los avances en la creacién y aplicaciones de los
solventes naturales eutécticos profundos o NADES es una alternativa ecoldgica
importante (Pisano et al., 2018).

El término “DES” (por sus siglas en inglés, Deep Eutectic Solvents) fue acunado por Abbot
y colaboradores en 2003, quienes pretendian mediante la mezcla de dos sdlidos con
elevados puntos de fusién, conseguir la formacién de liquidos, asi se encontré que la
mezcla de estos sdlidos en una relaciéon optima, conlleva a la formacion de una mezcla
eutéctica liquida a temperatura ambiente y con propiedades inusuales como solvente
(Vides, 2013), la variacion en el término a NADES, implica que la mezcla eutéctica estd
constituida por metabolitos presentes de forma natural en las células y organismos
(Pisano et al., 2018).

Los DES o NADES se pueden obtener a partir de un donante de enlaces de hidrdgeno
(HBD, por sus siglas en inglés Hydrogen Bond Donors)(Esquema 3) y un aceptor de enlaces
de hidrégeno (HBA, por sus siglas en inglés Hydrogen Bonds Acceptor)(Esquema 4), al
mezclar estos componentes en proporciones molares generalmente de 1:1, 1:2 y 1:3, se
producen liquidos a temperatura ambiente, ademas la economia atédmica es del 100% y
no requiere etapas de purificacion, sin embargo, hay algunos compuestos como la glicina
que se puede usar como HBA o HBD (de Andrade et al., 2022; Pisano et al., 2018; Vides,
2013).
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Esquema 4. Aceptores de enlaces de hidrégeno (HBA).

Las propiedades fisicoquimicas de los DES, como la viscosidad, conductividad, densidad y
polaridad dependen de sus componentes y la naturaleza quimica de estos ultimos,
ademas de las interacciones intermoleculares que se pueden presentar (Pisano et al.,
2018; Qin et al., 2020).

Por lo anterior y que curiosamente los DES pueden formar enlaces de hidrégeno
adicionales con otros solutos, se crea la posibilidad para un amplio rango de aplicaciones
dentro de la quimica, como por ejemplo en sintesis, electroquimica, biocatalisis y
extracciones (de Andrade et al., 2022; Vides, 2013).

2.3. TECNICAS DE MICROEXTRACCION EN FASE LIQUIDA.

En los procesos analiticos, la preparacién de la muestra es uno de los pasos mas criticos, el
cual se ve afectado directamente por las técnicas convencionales por falta de selectividad
y el alto consumo de disolventes orgdnicos. Por esto, el desarrollo de técnicas de
microextraccion (MET, por sus siglas en inglés Microextraction Techniques) como técnicas
ecolégicas para sustituir las metodologias convencionales de preparacidn y extraccidon de
muestras, ademas de que las MET han disminuido algunos de los problemas que se
presentaban con los enfoques tradicionales como la disminucién o eliminacién de



reactivos toxicos, disminucion en la emision de gases y vapores, lo que repercute en la
aplicacion de los principios uno y seis de la quimica verde (Pino, 2020). De una forma mas
general, la base de los MET es la miniaturizacion de las técnicas de extraccion, como la
extraccion en fase soélida (SPE, por sus siglas en inglés Solid Phase Extraction) y la
extraccion liquido-liquido (LLE, por sus siglas en inglés, liquid-liquid extraction) (Carasek et
al., 2021; Jalili et al., 2020).

Las MET en fase liquida (LPME, por sus siglas en inglés Liquid Phase Microextraction),
como la microextraccién de una sola gota (SDME, por sus siglas en inglés Single Drop
Microextraction), la microextraccion liquido-liquido dispersiva (DLLME, por sus siglas en
inglés Dispersive Liquid-Liquid Microextraction) y la microextracciéon liquido-liquido-
liguido (LLLME, por sus siglas en inglés Liquid-Liquid-liquid Microextraction), usan
cantidades muy pequenas de solventes, aspecto éptimo en términos ambientales del
proceso. Los solventes que se emplean en las LPME por lo general deben tener ciertas
propiedades fisicoquimicas, como viscosidad, densidad y punto de ebullicidn elevados en
comparacion al agua, las cuales van a influir en la efectividad de los mismos al realizar la
extraccién. Por esto el estudio de la implementacién de los solventes verdes en las LPME
es un tema de interés y relativamente nuevo, siendo (Carasek et al., 2021; Marcinkowska
etal., 2019).

2.3.1 Microextraccion liquido-liquido dispersiva (DLLME)

Siguiendo el principio de la LLE, en donde el analito en una fase liquida se redistribuye en
dos fases, luego de que la fase liquida en donde se encuentra se pone en contacto con
otra fase liquida completamente inmiscible o parcialmente miscible en la primera, en la
mayoria de los casos una fase es acuosa y la otra es un solvente orgdnico. En la DLLME, se
busca que la fase apolar o el extractante se disperse en forma de pequefias esferas por
toda la fase acuosa que contiene el analito, para de esta manera aumentar los puntos de
contacto del analito con su extractante y facilitar la extraccion (Figura 1).

La seleccion de la fase organica es uno de los factores mas determinantes en la aplicacién
de esta técnica, por lo general se emplean compuestos clorados con densidad mayor a la
del agua, los cuales son altamente tdxicos y volatiles, ademas de que tienen eficiencia de
extraccién y una selectividad baja para analitos complejos como medicamentos o con
matrices complejas como los alimentos (Wang, Chen et al., 2019). Ademds, para
implementar la DLLME se requiere la adicién en algunos casos de un agente dispersante
para formar una emulsién, quienes de igual forma que los solventes orgdnicos suele ser
téxico y a su vez estos suelen ser solubles en la solucidon de la muestra, disminuyendo asi
los coeficientes de particién de los analitos y disminuye la transferencia del analito al
solvente extractor (Jing et al., 2022). Por lo anterior, se ha buscado la manera de combinar



los solventes verdes y la DLLME, como ejemplo se mencionan metodologias para la
extraccién de compuestos fendlicos presentes en plantas, extraccidon de ésteres de acido
ftalatos presentes en muestras de agua y bebidas (Sereshti et al., 2022).

Figura 1. Etapas proceso de DLLME.
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(A) Adicion solvente extractante en el eppendorf (B) Adicién de muestra y agente dispersante (C) Dispersidn del solvente extractante en
la solucion, con ayuda del dispersante (D) Separacién luego de la extraccion

2.3.2 Microextraccion liquido-liquido-liquido (LLLME)

Dentro de las diferentes formas de LPME, se encuentra la LLLME o “microextraccion del
disolvente con reextraccion simultanea” nombrada asi por su desarrollador Ma y Cantwell
en 1999; esta es una microextraccion en tres fases y es de las mas adecuadas para la
extraccidn de analitos basicos y acidos. El principio de esta metodologia de extraccion es
gue ocurre en dos etapas simultdneas, en donde el analito ionizable pasa primero a una
fase organica apolar. En esta etapa se facilita la extraccidén debido a que en la fase acuosa
se utiliza un pH que disminuya la solubilidad del analito en la fase acuosa y la aumente en
la fase apolar (usando el mismo principio de una LLE), por lo general se busca que la fase
apolar tenga una densidad menor a la del agua. En la segunda etapa de la extraccion se
busca que el analito pase a una segunda fase acuosa, donde se ioniza o se emplean otros
compuestos como IL para promover la extraccidn (Figura 2).

Esta técnica da la posibilidad de inyectar y medir directamente mediante cromatografia
liquida de fase reversa o electroforesis capilar, una vez terminada la extraccion ya que el
analito termina en una fase acuosa (Viera Santana et al., 2013). En la electroextraccion
también se ha implementado esta metodologia de extraccién trifasica para el estudio de
productos farmacéuticos a nivel de trazas, alcanzando un recobro de hasta el 56%, buen
rango lineal y limites de deteccidn entre 0,36 y 3,21 ng mL™* (He et al., 2021).



Figura 2. Modelo del montaje para LLLME.
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2.4 TECNICA DE ULTRA-CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA RESOLUCION CON
DETECTOR DE DIODOS (nCLAR-DAD)

La ultra-cromatografia liquida de alta resolucion (LCLAR) es una de las técnicas analiticas
de separaciéon mas usadas y tiene diferentes tipos dados por la solubilidad y la masa
molecular de los analitos, entre estos se encuentra la cromatografia de intercambio
idnico, cromatografia de exclusién molecular, cromatografia en fase normal vy
cromatografia en fase reversa. Ademas, a la uCLAR se le pueden acoplar una cantidad
considerable de detectores como puede ser de fluorescencia, espectrometria de masas y
detector de arreglo de diodos (DAD) (Harris, 2003; Skoog et al., 2015). De esta manera la
HUCLAR y los diferentes detectores con los que se puede acoplar, se han implementado en

estudios como los reportados en la tabla 1.

Tabla 1. Estudios con el uso de uCLAR y sus detectores.

Estudio Colurn'na Fase movil Detector Referencia

analitica

Un método de extraccidon | Phenomene | Gradiente con | Detector de | (Morelli et

verde de alto rendimiento | x Kinetex | ACN y agua | arreglo de | al., 2020)

basado en un solvente | C18. ultra pura. diodos.

eutéctico profundo natural

hidrofébico para la

determinacion de

contaminantes emergentes en

el agua.

Analisis de control de dopaje | Waters Gradiente con | Espectrometri | (Yan et al.,,

de 14 diuréticos en alimentos | Acquity metanol y | a de masas. 2022)

de origen animal UHPLC BEH | agua.
C18




Continuacion tabla 1.

Aplicacién de un método | Kinetex C18 | 0,1 % de acido | Espectrometri | (Martinez-
rapido y sensible para la | core-shell. férmico en | a de masas. Piernas et
determinacién de agua Milli-Q vy al., 2021)
contaminantes emergentes en metanol.
aguas residuales utilizando
una extraccién rapida, facil,
econdmica, eficaz, robusta vy
segura.
Determinacion de vitamina | Intercambio | Tampdn de | Espectrofoté | (Erarpat et
B12. anioénico acido metro de | al., 2022).

Alltech con | acético/acetato | absorcion

un tamano | de sodio. atémica de

de particula llama solar

de 7 um. ATl UNICAM

929.

Determinacién de | Columna Mezcla de agua | Detector de | (Lopes et
contaminantes emergentes en | C18 al 35 %, | arreglo de | al., 2017)
matrices acuosas con | (Phenomene | metanol al 30 | diodos.
microextraccion liquido- | x  Kinetex, | % y ACN al 35
liguido dispersiva soportada | 250 mm x | %. Con
por fibra hueca (HF-DLLME) 4,6 mm id, | gradientes.

5 um de

espesor de

pelicula).

También se

utilizé una

precolumna

Cc18

(Phenomene

x Kinetex)
La naturaleza ciclica de la | Phenomene | Gradiente con | Detector de | (Hay et al,
quimica del suelo: andlisis | x Kinetex 2,6 | metanol y | arreglo de | 2022)
forense. pum EVO | agua. diodos y

C18- 100 A espectrometri

100 mm x a de masas.

2,1 mm.

2.4.1 Detector de arreglo de diodos (DAD)
El DAD es un tipo de detector basado en el transporte de carga entre semiconductores

tipo n a semiconductores tipo p, producto de la incidencia de la energia de diferentes

longitudes de onda. La particularidad de este detector es que es de longitud de onda

variable, ademas se puede monitorear una sola longitud de onda entre 190 nm y 900 nm




en un momento dado si se desea. El DAD empleado en este trabajo puede medir un
barrido y monitorear cuatro longitudes de onda fijas al mismo tiempo.

2.5 DISENO EXPERIMENTAL

El disefio experimental (DoE, por sus siglas en inglés Design of Experiments) es la técnica
mas empleada para optimizar e identificar las variables con mayor influencia en un
proceso; para esto, en el DoE se utilizan metodologias estadisticas para identificar los
factores y sus interacciones significativas, ademas de que el DoE ayuda a crear un modelo
con los niveles de cada factor que conlleva a la mejor respuesta experimental (Elik et al.,
2021). Entre los DoE que mas se implementan se encuentran los cribados utilizados
principalmente para identificar variables, los factoriales del estilo 2* y de superficie de
respuesta como el de Box-Behnken, estos Ultimos para establecer los valores éptimos que
deben tomar los diferentes factores (Altunay, 2021; Elik et al., 2021; Elik et al., 2022).

2.5.1 Disefio Factorial del estilo 2

En muchos experimentos que se requiere estudiar el efecto individual y/o colectivo de
varios factores sobre una respuesta, la utilizacién de disefios factoriales como la solucidn
mas eficiente. Ya que, en cada ensayo o experimento completo se investigan todas las
combinaciones posibles de los niveles de los factores.

Los disefios factoriales presentan casos especiales, cuya importancia radica en la
utilizacion de cada uno de estos en los trabajos de investigacidon y porque constituyen la
base de partida de otros disefios experimentales de gran valor practico.

El mas importante de los casos especiales es el de k factores, con dos niveles por cada
uno. Los niveles pueden ser cuantitativos, como dos valores de temperatura, pH, tiempo o
concentracidn, o bien cualitativos, como dos equipos, dos operadores o quiza la presencia
o ausencia de un factor. Un desarrollo completo de un disefio de este tipo requiere 2 x 2 x
x2=2" experimentos y se denomina disefo 2 (Montgomery, 2004).

2.5.2 Diseio Cribado de Plackett-Burman

Son disefios de 2 niveles de resolucion Il (disefio factorial fraccionado). En un disefio de
resolucion lll, los efectos principales forman estructura de alias con las interacciones de 2
factores. Es posible elaborar disefios de resolucion Ill para investigar hasta k= N — 1
factores con tan solo N experimentos, donde N es un multiplo de 4. Si k = N — 1, se dice
que el disefio factorial fraccionado estd saturado.

En particular los disefios de Plackett-Burman se utilizan para N = 12, 20, 24, 28 y 36
experimentos, y son de interés cuando se tienen muchas variables a estudiar en un
experimento, debido a que disminuyen la experimentacidn necesaria para identificar si
una variable tiene influencia significativa. Sin embargo, estos disefios no pueden

10



representarse como cubos, por lo que no suelen ser Utiles para encontrar el mejor valor
de cada variable. En ocasiones se les ha llamado disefios no geométricos. Por lo tanto, solo
se debe utilizar este tipo de disefios cuando se esté dispuesto a presuponer que las
interacciones de 2 factores son insignificantes. Los disefios de Plackett-Burman se utilizan
normalmente para identificar los factores mas importantes a principios de la fase de
experimentacion (Montgomery, 2004).
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El crecimiento en la poblacién humana, los cambios en la calidad de vida y con ello el
desarrollo tecnolégico, clinico e industrial en las ultimas décadas, ha traido consigo una
alta demanda de diferentes productos los cuales son fuente de las ESOC's, los cuales son
una nueva amenaza a los recursos naturales, entre ellos uno ya escaso para el ser
humano, como lo es el agua, ya que dentro del ciclo del agua se da el flujo de
contaminantes que se asocia al uso antropogénico del liquido (Mashile et al., 2022).

Las ESOC’s se encuentran en estos medios acuosos en concentraciones menores a pug/L,
por lo que las técnicas de extraccion y determinacidon convencionales no son lo
suficientemente eficientes, haciéndose necesario el desarrollo de nuevas técnicas para la
identificacion y cuantificacién de estos contaminantes del agua (Pefia-Guzman et al.,
2019).

Ademas, aun siendo los niveles de concentracién de estas ESOC’s tan bajas, son motivo de
una creciente preocupacién debido a que su liberaciéon puede afectar al medio ambiente y
los recursos hidricos, ya que muchas de las ESOC’s como los farmacos pueden ser
bioacumulables y téxicos en la fauna acudtica; ademas para el caso particular de los
antibidticos, un tipo de farmacos, se ha encontrado que puede llegar a inducir una
resistencia, causando problemas en la salud humana (como efectos disruptores
endocrinos y cancer) (Hube & Wu, 2021).

Para combatir esta problematica emergente e incentivar a la disminucion de la liberacidn
de ESOC’s al medio ambiente, la Organizacion de las Naciones Unidas (ONU) ha abordado
en la agenda para la sostenibilidad del medio ambiente, un objetivo de “agua limpia y
saneamiento” (Objetivo 6) entre 17 objetivos de desarrollo sostenible que fueron
tratados, en el cual la Meta 6,3 dice “Para 2030, mejorar la calidad del agua mediante la
reduccion de la contaminacién, eliminando y minimizando la liberacion de productos
guimicos y materiales peligrosos en los vertidos, la reduccion a la mitad de la proporcién
en aguas residuales sin tratar y el aumento sustancial del reciclaje y la reutilizacién segura
a nivel mundial” (Naciones Unidas, 2015).

En consecuencia surge este trabajo de investigacion, donde se estandarizaron dos
metodologias de microextraccién: microextraccion liquido-liquido dispersiva por solventes
eutécticos profundos (DLLME-DES) y microextraccién liquido-liquido-liquido con liquidos
ionicos (LLLME-IL), para la determinacidn y cuantificacion de aspirina, acido salicilico e
ibuprofeno en muestras acuosas.
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4. OBIJETIVOS

4.1 OBJETIVO GENERAL

Desarrollar técnicas de microextraccion para la determinacidon de algunos contaminantes
emergentes empleando liquidos idnicos y solventes naturales eutécticos profundos para
desarrollar métodos por DLLME y LLLME.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
4.2.1 Sintetizar liquidos idnicos y solventes naturales eutécticos profundos, mediante
sintesis organica total.

4.2.2 Evaluar los parametros de extraccion asociados mediante el empleo de disefio
experimental.

4.2.3 Estandarizar una técnica por CLAR-DAD para cuantificacidon y determinacion de acido
salicilico, acido acetilsalicilico e ibuprofeno.

13



5. METODOLOGIA
En el desarrollo de este trabajo se utilizaron una serie de reactivos y materiales adquiridos
en diferentes casas comerciales referenciados en la tabla 24 (Anexo 1), ademas los
equipos usados se reportan en la tabla 25 (Anexo 2).

5.1 SINTESIS DE SOLVENTES NATURALES EUTECTICOS PROFUNDOS (NADES)

En la sintesis de los NADES se tomaron diferentes HBA y HBD, los cuales se mezclaron en
un vial en diferentes relaciones molares (Tabla 2). Se empled la metodologia utilizada por
Florindo y Blanco, realizando las siguientes modificaciones, no se adiciona agua a ninguna
mezcla, el calentamiento se controla directamente (60°C) y la agitacién es progresiva
hasta que se forme un liquido muy viscoso, similar a la miel (90 min) (Florindo et al.,
2017).

Tabla 2. Lista de combinaciones con las cuales se prueba si hay formacién de NADES.

Denominacion HBA HBD Relaciones Molares (HBA-HBD)
DES; ZnCl, Urea 1-3,5
DES, MgCl, Urea 1-1 1-3 1-4
DES; MnCl, Urea 1-3 1-3,5 1-4
DES, CdcCl, Urea 1-3 1-4
DESs FeCl, Urea 1-3 1-3,5 1-4
DESg ZrOCl, Urea 1-1 1-3 6-1
DES, FeCls Urea 1-2 1-3 1,5-2
NADES; Glicina Acido Oxalico |1-1 1-4 2-1
NADES, Glicina Urea 1-2 1-3
NADES; Glicina Acido Citrico | 1-3 1-5
NADES, Asparagina Urea 1-2 1-4
NADESs Tirosina Urea 1-2 14
NADESe Cisteina Urea 1-2 14
NADES, Alanina Urea 1-2 1-4

Los NADES que fueron estables a temperatura ambiente, se caracterizaron utilizando
espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier (FT-IR) y el NADES con mejores
resultados para los objetivos del trabajo se caracterizé adicionalmente por espectroscopia
de resonancia magnética nuclear (RMN).

5.2 SINTESIS DE LiQUIDOS IONICOS (IL)

Para la sintesis de los IL se empled tetrahidrofurano (THF) previamente secado. Asi, en un
matraz de 500 mL se afiadieron 0.0240 mol de terc-butoxido de potasio (‘BuOK) a una
solucion de 0,0245 mol de imidazol en 200 mL de THF, esta mezcla se hizo reaccionar
durante 90 minutos a 45°C y 100 rpm; luego se agregaron 0,0250 mol de bromuro de terc-
butilo (‘BuBr), se aumenté el calentamiento a 60°C y se dejé reaccionar durante 24 horas.
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Se siguidé la reaccién por cromatografia en capa fina (TLC) (usando diclorometano y
metanol en una relacion de voliumenes 6:1 respectivamente). Al finalizar esta etapa,
guedd en el matraz un precipitado, el cual se separd por filtracién seguidamente el
filtrado se rotaevapord para eliminar el THF y obtener el producto crudo. Luego, el
producto crudo se disolvié en diclorometano y realizaron lavados con agua para eliminar
impurezas, la fase apolar se destild a presion reducida y se obtuvo el 1-terc-butil
imidazolio. Para terminar, se afiadié lentamente dimetilsulfato al producto anterior a 20°C
y 100 rpm de agitacién y reacciond durante 3 horas (agregando como R, un metilo y
dejando como contraion el metilsulfato), después de esto se obtuvo el producto bruto que
se purificé adicionando éter etilico anhidro y agitando fuertemente (350 rpm) por 30
minutos, luego se decantd y filtré al vacio para obtener el metilsulfato de 1-tercbutil-3-
metil imidazolio, el cual es el IL viscoso puro; la reaccion general se presenta en el
esquema 5 (Zuo et al., 2020).

NS
o J—
=\ =\ ? D o O\N
N NH _LBUOK _ N N + H3C-0-8-0-CH, —> —0-S-0
N o 0

. 2. ‘BuBr
Imidazol
1-terc-butil imidazolio Dimetilsulfato Metilsulfato de 1-terc-butil-3-metil imidazolio

Esquema 5. Reaccidn general para la sintesis de IL.

Se sintetizaron 2 IL utilizando esta metodologia, cambiando el ‘BuOK por borohidruro de
sodio, los halogenuros de alquilo y el contra ion final (Tabla 3).

Tabla 3. Grupos alquilo y contra iones utilizados en la sintesis de IL.

Denominacién R1 R, Contraion Esquema
ILy Terc-butil | Metil Metilsulfato X@ N/_\N
IL, Alilo Alilo Cloruro R ey R

El IL; que fue funcional para los objetivos de este trabajo se caracterizé mediante FT-IR y
RMN, al IL; solo se le tomé un espectro FT-IR.

5.3 PURIFICACION DE IBUPROFENO

Se emplearon 2 tabletas de 800 mg de ibuprofeno (IBU) comerciales de Coaspharma, las
cuales se maceraron, luego se llevaron a un matraz de 500 mL y se adicionaron 100 mL de
etanol al 95%, esta mezcla se agitd por 2 h, luego se llevd a un bafio termostatico a 50°C
durante 20 min, posteriormente se filtré por gravedad, al filtrado se le adicionaron 40 mL
de diclorometano e hidroxido de sodio 1M (50/50) se llevaron a un embudo de separacion
y finalmente la parte polar se rotaevapord obteniéndose un sélido blanco que
corresponde al IBU, el cual se identificd mediante espectrometria FT-IR (Gil et al., 2009).
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5.4 DETERMINACION POR UCLAR-DAD

Para la estandarizaciéon del método cromatografico se tomé como referencia diferentes
investigaciones en los cuales se ha estudiado al menos uno de los analitos objetivos de
este trabajo. Cada fase mavil o muestra a inyectar se filtro previamente con filtros de 0,22
um. Ahora bien, primero se evaluaron diferentes fases moviles utilizando metanol y
acetonitrilo (ACN) grado HPLC ademds de agua tipo 1 al 0,1% de acido férmico, hasta
encontrar la composicién éptima para separar y poder cuantificar los tres analitos de
estudio (acido acetilsalicilico (AAS), acido salicilico (AS) e ibuprofeno (IBU)), ademas se
mird el comportamiento de los analitos en la columna variando el flujo y seleccionando el
gue mejor resolucion tienen los analitos (Gurrani et al., 2022; Kamal et al., 2020; Payan et
al., 2009; Zheng et al., 2019).

Una vez fijadas las condiciones cromatograficas, se realizé una curva de calibracién con 6
puntos para cada analito por separado y por triplicado, para determinar los Limite de
deteccion (LD) y Limite de cuantificacién (LC) tedricos (Ecuacion 1y 2 respectivamente), el
comportamiento lineal se establece de acuerdo con el coeficiente de correlacion (Kamal et
al., 2020).

3Sp
Mp

LD =

Ecuacion 1. Limite de deteccion teodrico.

__ 105y
mp

LC

Ecuacion 2. Limite de cuantificacion teodrico.

5.5 MICROEXTRACCION LIQUIDO-LIQUIDO DISPERSIVA POR SOLVENTES EUTECTICOS
PROFUNDOS (DLLME-DES)

En la primera parte, se prepard una curva para el AS y AAS por triplicado utilizando el
espectrofotémetro UV-Vis Genesis 6, determinando la absorbancia a 235 y 277 nm
respectivamente y haciendo uso de los DoE cribado y factorial se identificé la influencia de
diferentes factores sobre la extraccién de cada analito, primero se evalué mediante un
DoE cribado de Plackett-Burman de 20 experimentos, si los factores analito, pH, tiempo de
extraccidn, salting out (efecto de que haya sal en solucion) y volumen de DES; tienen una
influencia significativa frente a la efectividad de la extraccidn, para esto se preparan 100,0
+ 0,1 mL de diferentes soluciones de AAS y AS (Tabla 4). De cada solucién se tomaron
10,00 £ 0,04 mL y se le adiciond una cantidad de DES; correspondiente de acuerdo con el
DoE, esto se realizd en un vial y al combinar la muestra con el DES; se agitd con un vortex
para conseguir la dispersion del DES; en la solucién por 10 segundos, una vez transcurrido
el tiempo de microextraccion se centrifugd a 10000 rpm y -2°C por 10 min, seguidamente
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se procedid a evaluar cada uno de los factores expuestos en la tabla 5, se utiliza como

respuesta el porcentaje de recobro en cada extraccidn, el cual se determiné encontrando

la cantidad de analito en solucién luego del proceso de microextraccién (Figura 3)(Altunay,

2021; Cortada Cortés, 2012).

Figura 3. Etapas DLLME con DES sin agente dispersante.

A B

Fase Fase
acuosa DES» acuosa
- — 7 3 DES+ con
;L>DES1 Fase acuosa i N

(A) Adicién DES; en el eppendorf (B) Adicion de muestra sobre el DES; (C) Dispersion del DES; en la solucidn
(D) Separacion

Tabla 4. Soluciones utilizadas para el DoE de Plackett-Burman.

Analito Concentracion Analito | Concentracion H
(mg/L) de NaCl (%) P

6,0

! 9,0
AAS 134,0 + 0,1 ’

5 6,0

9,0

6,0

1 9,0

AS 20,0+£0,1 6’0
5 7

9,0

Tabla 5. Variables evaluadas para el DoE de Plackett-Burman para el DLLME-DES.

Nivel
Variable Bajo Alto
Analito AS AAS
pH 6,0 9,0
Tiempo (min) 5 10
Salting out (%) 1 5
Volumen DES; (uL) 250 500

Una vez establecidas las variables con influencia significativa en el proceso

de

microextraccion, se realizd para cada uno de los tres analitos un DoE factorial 2° por

triplicado, teniendo como variables el pH (pH 4,0 y pH 6,0), donde se cambiaron los

17



niveles debido a los resultados obtenidos en el DoE de Plackett-Burman y el tiempo (5y 10
min). Para los DoE factoriales se cuantific6 por WuCLAR-DAD, por lo cual se modifico la
composicion de cada solucién que se tomard como muestra, estableciendo la
concentracion utilizada como estandar para cada analito de 2,0 + 0,1 mg/L, se tomd solo 1
mL de muestra en un vial eppendorf de 2mL, se adicionaron 25 puL del DES; y no se agregd
sal. Las demas etapas del procedimiento y la forma en que se establecio la eficiencia de la
microextraccidn se contindan realizando como ya se describid.

5.6 MICROEXTRACCION LiQUIDO-LIQUIDO-LIQUIDO CON LiQUIDOS IONICOS (LLLME-IL)
Para esta metodologia se prepard una solucion de 2,0 + 0,1 mg/L de IBU a pH de 2,5,
solucién que fue la fase acuosa en donde se encuentra el analito, la fase intermedia o
apolar fue acetato de etilo y finalmente la tercera fase liquida es una gota que fue la
solucidn acuosa que contiene el IL (Figura 4), la cantidad de cada una de las fases fue una
de las variables a estudiar mediante el DoE cribado de Plackett-Burman de 24
experimentos, en donde se evaluaron en total cinco variables diferentes (Tabla 6).

Tabla 6. Variables evaluadas para el DoE de Plackett-Burman para el LLLME-IL

Nivel

Variable Bajo Alto

Relacion en volumen entre la muestra y la fase
3/3 4/2

apolar (mL muestra/mL fase apolar)
Agitacion (rpm) 50 100
Tiempo por extraccion con la gota (min) 4 8
Volumen gota (uL) 3 6
Concentracion IL (%) 1 5

Una vez establecidas, por medio de las respuestas obtenidas en el DoE de Plackett
Burman, las variables que pueden tener influencia significativa en el proceso de
microextraccién, se planted un diseiio factorial 2% con puntos centrales por triplicado
siendo las variables a analizar en este DoE el tiempo (4, 6, 8 min) y la relacidn entre la fase
donde esta la muestra y la fase apolar (4/2; 3,5/2,5; 3/2), empleando como muestra una
solucién 4,0 + 0,1 mg/L, fijando el tamafio de la gota en 3 pL, la agitacién en 100 rpm vy el
%IL en 5,0 £ 0,1%. La medicion de cada microextraccidn se realiz6 mediante uCLAR-DAD.

Una vez establecidas las mejores condiciones para esta metodologia de extraccidn se
realizd la microextraccion de AS y AAS, sin embargo, debido a que la sefial de la fase
apolar y acuosa presenté interferencia al tiempo de retencion del AS y AAS en uCLAR-
DAD, la medicion de estos dos analitos se realizd en el espectrofotémetro UV-Vis GENESIS
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6 utilizando como muestras una solucion de 30,0 + 0,1 y 100,0 + 0,1 mg/L

respectivamente.

Figura 4. Montaje de la extraccidn experimental para LLLME-IL, frente al modelo tedrico.

Solucién B
 liquido iénico —> Fase apolar
- _, Fase acuosa

con el analito

Para cada disefio por punto se realizaron tres microextracciones sucesivas.

19



6. ANALISIS DE RESULTADOS
Los resultados se expresaron como el promedio de tres valores y teniendo en cuenta la
incertidumbre expandida. El analisis espectroscépico de los espectros IR se realizé con el
software OMNIC y el de los espectros RMN se analizé con ACD/LABS. Los cromatogramas
obtenidos se analizaron con el software Xcalibur. El andlisis estadistico para las curvas de
calibracion se realizé en la herramienta de Microsoft Office Excel y para los DoE se realizd
en el software Minitab 18.

6.1 SINTESIS DE SOLVENTES NATURALES EUTECTICOS PROFUNDOS (NADES)

En la obtencién de cada NADES y como ya se establecié que la formacién de estos
depende de la relacidn molar que se utilizd, entonces para cada DES y NADES se probaron
diferentes relaciones (Tabla 2) hasta encontrar la relacién éptima para la formacion o
establecer que no fue posible con los HBA y HBD que se emplean, aunque en la gran
mayoria de las mezclas utilizadas se logré apreciar la formacion de un liquido, de igual
manera persiste la presencia de particulas en estos, asi se establecid si la formacién del
DES es total, al quedar alguna particula rompe el equilibrio y la mezcla se solidifica,
cuando esto ocurrid, no fue posible volver la mezcla liquida nuevamente, por lo cual para
definir como efectiva la formacién del DES, la eficiencia de la reaccién debe ser del 100%
(economia atomica del 100%) (Figura 5). Con base a lo anterior, se define como efectiva la
formacién del DES;, DES, y NADESs. A cada uno se le tomd un espectro FT-IR como
método para caracterizarlos (Figuras 6y 7).

Figura 5. Formacion de los DES.

En los espectros FT-IR tomados al DES; y DES, se puede observar la formacién de enlaces
tipo puentes de hidrégeno correspondientes a la interaccion molecular de la urea con el
ZnCl, para el DES; y la urea con el MgCl, para el DES,, esto al observar cambios en la sefal
correspondiente al estiramiento del enlace N-H, la cual se desplaza, pasando de 3438 y
3340 cm™ a 3463 y 3359.17 cm? respectivamente para el DES;. Por otro lado, se observa
una banda alrededor de 3460 y una en 3350 cm™ en el DES,. Los desplazamientos de las
bandas son producto de la reduccidn de los enlaces de hidrégeno intermoleculares en la
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urea, lo que a su vez permite la formacién de nuevos enlaces de hidrégeno o posibles
interacciones y conlleva a la creacion del sistema ZnCl,/Urea y MgCl,/Urea (Zhang et al.,
2018). También, en el espectro FT-IR del DES; con la aparicién de la sefial a 2223.03 cm™
se confirma la generaciéon de una interaccién tipo enlace de hidrégeno, posiblemente por
la fuerte interaccion que se crea debido a un equilibrio entre el zinc y los hidrégenos de la
urea, generandose como intermediario la especie NH" (Figura 6, Anexo 3).

Figura 6. Espectros electromagnéticos FT-IR del DES; y DES,.
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Igualmente, al comparar el espectro FT-IR del NADES; con los espectros FT-IR de los
reactivos que lo conforman se logra apreciar un cambio en las sefiales correspondientes a
los grupos carboxilo en la zona entre 2500 y 3500 cm™ de ambos compuestos, pasando a
presentar una Unica banda ancha y con sélo un sobresalto entre 3000 y 3500 cm™ esto es
indicativo de la interaccidn entre el HBA y el HBD con la generacion de enlaces tipo puente
de hidrégeno y de esta manera se limitan los alargamientos de los enlaces C-O y N-H del
acido citrico y la glicina, esto también se puede observar en la disminuciéon de la
intensidad de las sefiales en la zona entre 2000 y 500 cm™ (Figura 7, Anexo 3).
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Figura 7. Espectro electromagnético FT-IR del NADES;.
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Por objetivos del trabajo al DES; adicionalmente se le realizd la caracterizacién mediante
RMN proténica y de carbono 13 (*H-RMN, *C-RMN), donde al comparar la sefiales de los
espectros obtenidos con los reportados para la urea en DMSO-d6, se logra apreciar como
en el "H-RMN y en el BC-RMN hay corrimiento de la Unica banda, esta sefial es porque la
urea tiene 4 hidrégenos, que estan en los grupos amino (2 hidrégenos por cada nitrégeno)
y solo tiene un carbono, el desplazamiento de esta sefial se da hacia campo bajo, en el -
RMN pasa la banda de 5,41 a 5,72 ppm y en BC-RMN pasa de 159,49 a 161,06 ppm esto
producto de la interaccién de la urea con el ZnCl, y la generacién de enlaces tipo puente
de hidrégeno (Figuras 8 y 9, Anexo 4)(Zhang et al., 2018).

Figura 8. Espectro "H-RMN del DES;.
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Figura 9. Espectro 3C-RMN del DES;.
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6.2 SINTESIS DE LiQUIDOS IONICOS (IL)

Para la sintesis de IL, se logré apreciar que en cada etapa es indispensable el empleo de
atmosfera inerte, ya que algunos reactivos como el dimetilsulfato son muy reactivos y se
descomponen en presencia de agua u oxigeno, por lo cual se establecié un adaptador para
colocar un globo con N,. Por otra parte, en la sintesis del IL; se identificd que aunque la
literatura reporta que en la primera alquilacién la velocidad depende del halogenuro
utilizado, siendo bajo condiciones mas suaves si este es clorado, sin embargo al emplear
un halogenuro bromado terciario, se favorece la formacién por la estabilidad del
carbocatién que se genera, ademas la reaccion no fue tan lenta como se esperaba, aun asi
el rendimiento fue de 23,32 + 0,02% (Esquema 6). Para el IL, no fue posible establecer un
rendimiento debido a sus caracteristicas fisicas, como viscosidad muy elevada y
contextura de gel (Wasserscheid, 2008).

=

[\ 1. 'BuOK =\ (") (“) @—(g\\/N
NVNH 00255£0,0001mol N N + H;C—0-S-O-CH; —> —O—ﬁ—O
Imidazol 2.'BuBr N o (o]
0,0245 + 0,0001 mol  0,0255 + 0,0001 mol  1-terc-butil imidazolio Dimetilsulfato Metilsulfato de 1-terc-butil-3-metil imidazolio
0,0250 + 0,0001 mol 0,0057 + 0,0001 mol

Rendimiento: 23,32 + 0,02 %

Esquema 6. Estequiometria en la sintesis del IL; y rendimiento.

Los dos IL obtenidos se caracterizaron por espectroscopia FT-IR donde se logré apreciar la
presencia de una banda ancha a 3473,78 y 3440.75 cm ™ para los IL; y IL, respectivamente,
esto se puede deber a la presencia del protén carbeno en forma de N, ademas se
encuentran las bandas correspondientes al estiramiento de los C-H aromaticos en
3133.30, 3081.61, 2983.68 cm ™ para IL; y a 3132.66, 2949.98, 2865.05 cm™ para IL, y las
bandas entre 1420 y 1647 cm™ de las vibraciones C-C y C-N en el anillo de imidazol en los
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dos IL; como también las banda en el espectro del IL; a 2851.79 y 2717.79 cm™
caracteristica de estiramiento de carbonos alifaticos, mientras que para el IL, se observa
una banda a 2297.23 y 2422.25 cm™ que se pueden deber a la tensién C=C-C del alilo
(Figura 10, Anexo 5) (Nessim et al., 2018).

Figura 10. Espectros electromagnéticos IR de los IL.
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En el 'H-RMN del IL; se pueden confirmar los enlaces y la formacion del IL esperado, ya
gue entre 8,27 y 8,03 ppm se observa la sefal relacionada con el protén del carbono que
se encuentra en medio de los dos nitrégenos que vienen de la raiz del imidazol, por lo cual
tiene una integracion de 1, la multiplicidad de la sefial para este protdn se debe a que estd
afectado por la distribucion espacial de los grupos metilo que se encuentran en posicion a
y B a los nitrégenos del anillo. Los protones aromaticos se pueden observar en 6,88 y 6,85
ppm con multiplicidad de espin doblete e integran 1,85 por los dos protones. En 2,79 ppm
se encuentra la sefal caracteristica de los hidrégenos del grupo metilo unido al nitrégeno
protonado y los hidrégenos de los metilos del terc-butil, sefiales que se encuentran
solapadas y por lo cual la integracién da 12,64. Finalmente a 3,13 ppm se encuentra la
sefial de los protones del metilo del sulfato, con una integracién de 3,18. (Nessim et al.,
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2018), las demads sefiales corresponden al solvente en el cual se midieron los espectros
que fue el DMSO-d6 (en 2,49 ppm) y al agua (entre 5,00 y 4,50 ppm) (Figura 11, Anexo 6).

Figura 11. Espectros 'H-RMN del IL;.
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Ademas en el *C-RMN, de igual manera se puede observar la sefial correspondiente al
carbono que se encuentra entre los nitrogenos a 136 ppm. En 123 y 119 ppm estan las
sefiales de los carbonos aromaticos. En 49 ppm estaria la sefial del metilo del contra ion
metilsulfato. La sefial del metilo unido al nitrégeno se encuentra en 35,89 ppm y
finalmente la sefial del carbono cuaternario y de los metilos del terc-butil se encuentran
en 54,08 ppm, como una sefial solapada. Las demas sefiales al igual que en el 'H-RMN
corresponden a impurezas y a la sefial del solvente (en 39 ppm) (Figura 12, Anexo 7).

25



Figura 12. Espectro BC-RMN del IL;.
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6.3 RENDIMIENTO EN LA PURIFICACION DE IBUPROFENO

Al realizar la metodologia ya expuesta y partiendo de que el contenido de IBU reportado
para las pastillas por parte de Coaspharma es de 800 mg por tableta, se tiene que luego
del proceso de purificaciéon se recupero el 84,8 + 0,1%, el crudo de IBU recuperado se
midid por espectroscopia FT-IR en pastilla de KBr y se compard con espectros reportados
en la literatura y bases de datos se aprecia que aun después de la purificacion el crudo de
IBU contiene excipientes (sefial marcada en el espectro FT-IR del IBU tomado)(Figura 13,
Anexo 8).
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Figura 13. Espectro FT-IR del lbu purificado.
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6.4 CURVAS DE CALIBRACION Y PARAMETROS EN uCLAR-DAD PARA LA DETERMINACION
DE IBU, AAS Y AS

En la elaboracién de las curvas de calibracién en UV para el AAS, el AS y el IBU se prepard
una solucién estandar de 1000 * 0,1 mg/L de cada analito en etanol al 98%, y a partir de
esta se elabord la curva o los puntos que se tomaron como muestra en agua; de igual
forma se establece mediante la medicion del blanco que la cantidad de etanol que tendria
cada solucién no afecta en la medicién (Akay et al., 2021; Kamal et al., 2020).

6.4.1 Curva de calibracion en espectrofotometro UV-Vis

Para la medicién en el espectrofotometro UV-Vis GENESIS 6 primero se establecid la
longitud de onda de maxima absorbancia para el AAS y el AS que fueron 235y 277 nm
respectivamente. Luego, de acuerdo con la respuesta de las soluciones se establecid el
rango de concentraciones dando como resultado las curvas presentadas en la figura 14,
cada curva se realizo por triplicado (Anexo 9).

Sin embargo, debido a los altos LD y LC que se encontraron en el espectrofotémetro UV-
Vis las curvas no se usaron para cuantificar directamente, sino para establecer
reproducibilidad de los valores de absorbancia de las soluciones que se utilizaron
posteriormente en algunos de los DoE que se desarrollaron.

Por lo anterior las curvas en el espectrofotometro UV-Vis solo tienen 4 puntos cada una.
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Figura 14. Curvas de calibraciéon para el AAS y el AS.
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Con las ecuaciones de las curvas de calibracidon y aplicando las ecuaciones 1 y 2 se
establecieron los LD y LC para cada analito (Tabla 7). Ademds, de acuerdo con los
coeficientes de correlacién (RZ) se establecié que hay un comportamiento lineal entre 60,0
+ 0,1 a 150,0 + 0,1 mg/L y de 50 + 0,1 a 30,0 + 0,1 mg/L para el AAS y el AS
respectivamente, con R? mayor a 0,9994.

28



Tabla 7. Datos de las ecuaciones de cada curva por espectrofotometria UV, LD y LC para el
AAS y AS.

Pendiente | Intercepto | Pendiente | Intercepto
Valor curva 1 0,0043 -0,0569 0,0231 -0,0097
Valor curva 2 0,0043 -0,0321 0,0261 -0,0006
Valor curva 3 0,0037 -0,0191 0,0246 0,0024
Desviacion
Estandar

0,0003 0,0192 0,0015 0,006

LD (mg/L) | 14,05 | LD (mg/L) 0,77
LC (mg/L) 46,84 LC (mg/L) 2,56

La repetibilidad o precision se determind midiendo el porcentaje de desviacidén estandar
relativa para tres concentraciones dentro del rango lineal para cada analito, preparado
por triplicado preparando cada solucién en tres dias diferentes. El porcentaje de
desviacidn estandar relativa para cada una de las muestras fue menor a 5% lo que indica
una buena precisiéon del método propuesto, ademads por medio de la prueba de Tukey se
establecio que no hay diferencia significativa entre las respuestas (Tabla 8, Anexo 10).

Tabla 8. Absorbancias entre dias para establecer la precisién en el espectrofotémetro UV-
Vis en el equipo GENESIS 6 del AAS y el AS.

Absorbancia

™ 3 — 7
Concentracion Dia 1 Dia 2 Dia 3 % deswacnor) estandar
(mg/L) relativa
70 0,247 0,269 0,256 3,509
110 0,420 0,441 0,431 1,991

Absorbancia

- = — .
Concentracion . . Sz % desvnacnor.m estandar
(mg/L) relativa
15 0,337 0,371 0,346 4,094
25 0,568 0,617 0,584 3,460

6.4.2 Curva de calibracion y parametros en uCLAR-DAD

Primero se establecieron las mejores condiciones para separar e identificar los tres
analitos mediante el mismo método en UCLAR-DAD, para esto se pasaron muestras con
diferentes fases moéviles variando entre 30-70% agua al 0,1% de acido férmico y como
solvente complementario metanol o ACN a un flujo de 0,1 mL/min, con una columna
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Kinetex 1.7 um C8 (Phenomenex®) y la temperatura tanto del automuestreador como la
de la columna a 20°C. Siendo la fase mévil con mejor respuesta para los 3 analitos una
fase movil de agua al 0,1% de acido féormico con ACN en un gradiente que inicié con 40%
ACN y se mantuvo por 2 min, luego subié al 70% ACN y regresd a 40% ACN esto con una
variacion del 6% ACN/min y para finalizar se quedd 2 min mas al 40% ACN, para tener asi
corridas de 14 min para cada analito (Anexo 11).

Una vez establecidos los pardmetros 6ptimos para medir los analitos, se establecié por
medio del DAD si la longitud de onda de mejor respuesta es igual que en el UV,
encontrando que hay variaciones, por lo cual las curvas en el uCLAR-DAD se realizaron con
la absorbancia de los analitos a 277 nm para el AS y a 198 nm para AAS e IBU,
encontrando que los tiempos de retencién son de 3.97, 4.71 y 11.77 min para el AAS, AS e
IBU respectivamente. Con las soluciones utilizadas para encontrar las mejores condiciones
para medir los tres analitos se establecieron los rangos de concentracién que se usaron
para realizar cada una de las curvas en uCLAR-DAD y la respuesta que se tuvo en cuenta
fue el area de pico (la curva para cada analito se realiza por separado y triplicado),
obteniendo asi como resultado las curvas presentadas en la figura 13 (Anexos 12-14). La
curva de calibracién del IBU solo tiene 5 puntos, porque se retird el punto de 0,50 mg/L,
debido a que el LC para este analito es de 0,63 mg/L (Tabla 9)

Figura 15. Curvas de calibraciéon en uCLAR-DAD para AAS, AS e IBU.
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De igual forma que para las curvas realizadas mediante espectrofotometria UV-Vis, con las
ecuaciones de las curvas de calibraciéon construidas mediante uCLAR-DAD y aplicando las
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ecuaciones 1y 2 se establecieron los LD y LC para cada analito (Tabla 9), y de acuerdo con
los coeficientes de correlacion (R?) obtenidos en estas curvas, se obtuvo un
comportamiento lineal entre 0,50 + 0,01 a 5,00 + 0,01 mg/L para AAS y AS, mientras que
para IBU la linealidad se obtuvo entre 1,00 + 0,01 a 5,00 + 0,01 mg/L, con R? de 0.9868,
0.9949 y 0.9992 respectivamente. Por lo anterior, se puede establecer que la técnica
cromatografica utilizada es mas sensible a los analitos AAS y AS, ademas que el valor mas
bajo correspondiente al coeficiente de regresion sea para el AAS, se puede deber a que
este analito se degrada en medio acuoso.

Tabla 9. Datos de las ecuaciones de cada curva, LD y LC obtenidos a partir del
comportamiento observado mediante uCLAR-DAD para AAS, AS e IBU.

Pendiente Intercepto Pendiente Intercepto Pendiente Intercepto
Va'°r1°”r"a 1161370,384 | 186179,342 |1459241,890 | -378007,3836 | 1673471,666 | 226733,030
Va'°r2°”r"a 1178891,792 | 144845871 | 1386550,066 | -314638,1699 | 1707561,578 | 143010,923
Va'°r3°”r"a 1149947,019 | 188277,367 | 1416849,200 | -337927,6000 | 1619629,775 | 345697,414
D:;‘;'i;':r" 14579,054 | 24492,014 | 36513,192 | 32053,195 | 44334098 | 101852,613

LD (mg/L) 0,06 LD (mg/L) 0,07 LD (mg/L) 0,19

LC (mg/L) 0,21 LC (mg/L) 0,23 LC (mg/L) 0,63

La precisidn se establecié de igual manera que la empleada para espectrofotometria UV-
Vis y el porcentaje de desviacidn estandar relativa de las diferentes muestras fue menor al
3% lo que ademas de indicar una buena precision del método propuesto, indica que
mediante esta metodologia se es mas preciso en la medicion que por el
espectrofotometria UV-Vis, igualmente por medio de la prueba de Tukey se establecié que
no hay diferencia significativa entre los valores de areas obtenidos al medir diferentes dias
(Tabla 10, Anexo 10).

Tabla 10. Datos para establecer la precision mediante los valores obtenidos mediante
UCLAR-DAD del AAS, AS e IBU.

Area de pico
= = = 7
Concentracion Dia 1 Dia 2 Dia 3 % deswauor.\ estandar
(mg/L) relativa
2 2456432 2455246 | 2574509 2,2
3,5 4159810 4108823 4011768 1,5

31



Area de pico
o > — ;
Concentracién S S5 S % deswacnor? estandar
(mg/L) relativa
1,4 1634944 1574014 1673653 2,5
2,4 3075756 3084144 3008209 1,1
Area de pico
= 5 — ;
Concentracién Sl o S % deswacnor.\ estandar
(mg/L) relativa
1,8 3182351 3382234 3368826 2,8
4,0 6687040 6805957 6641349 1,0

Finalmente, para la evaluacién de la robustez de la metodologia propuesta para uCLAR-
DAD, se realizaron mediciones donde se cambié el pH y el disolvente (Etanol y Agua) en la
solucién donde se encontraban los analitos, cambiando solo un parametro a la vez para
estimar el efecto. Se prepararon muestras de 4,0 + 0,1 mg/L para cada una de las
soluciones y de cada analito. Con los resultados obtenidos se establecié que el método
propuesto fue robusto porque los resultados no se vieron afectados por los cambios en
estos parametros, la prueba de Tukey también indicé que no hay diferencia significativa
entre las medidas tomadas con diferentes solventes y a diferente pH (Tabla 11, Anexo 10).

Tabla 11. Datos para establecer la robustez mediante los valores obtenidos mediante
UCLAR-DAD del AAS, AS e IBU.

Solvente (Area)

Analito Agua Etanol 98% | % desviacién estandar relativa
AAS 4582234 4492351 1,0
AS 5331439 5261573 0,7
IBU 7120063 7003550 0,8

pH (Area)

Analito 5,0 6,0 % desviacion estandar relativa
AAS 4629810 4721768 1,0
AS 5287040 5425957 1,3
IBU 6878250 7120063 1,7

6.5 DISENO EXPERIMENTAL PARA LA MICROEXTRACCION LIQUIDO-LIQUIDO DISPERSIVA
POR SOLVENTES EUTECTICOS PROFUNDOS (DLLME-DES)

En este trabajo se desea identificar la eficiencia de los DES para extraer CE del agua, para
lo cual a cada uno de los DES que se sintetizaron con efectividad se les hace prueba de
solubilidad en agua y estabilidad frente a diferentes pH y concentraciones de sal, en
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donde el Unico que no fue soluble en agua fue el DES;, ademds es estable a pH entre 3-9y
en concentraciones menores o iguales al 5% de NaCl por un periodo de maximo 10 min,
por lo cual se utilizaron condiciones que se encontraban dentro de estas caracteristicas
para realizar las microextracciones.

Una vez establecidas las condiciones se procede al desarrollo del DoE cribado de Plackett-
Burman, la respuesta de este DoE se establecié mediante espectrofotometria UV-Vis y se
cuantificé la concentracidn de analito que no fue extraida de la muestra, debido a que los
equipos con los cuales se cuenta no es posible realizar la cuantificacion y por
caracteristicas iénicas del DES cuantificar esta fase directamente no fue posible. Luego de
desarrollado el DoE se obtuvieron los resultados reportados en la tabla 12.

Tabla 12. DoE Plackett-Burman DLLME-DES con resultados.

. Salting
Analito pH T""T"” out V DES, % Recobro
(min) (%p/v) (L)

AAS 6,0 10 5 250 46,9
AAS 9,0 5 5 500 13,6
AS 9,0 10 1 500 15,2
AS 6,0 10 5 250 0,0
AAS 6,0 5 5 500 34,7
AAS 9,0 5 1 500 31,4
AAS 9,0 10 1 250 48,3
AAS 9,0 10 5 250 41,6
AS 9,0 10 5 500 16,2
AAS 6,0 10 5 500 46,0
AS 9,0 5 5 500 18,3
AAS 6,0 10 1 500 38,6
AS 9,0 5 5 250 12,8
AS 6,0 10 1 500 31,9
AS 6,0 5 5 250 8,5
AS 6,0 5 1 500 27,9
AAS 6,0 5 1 250 40,1
AAS 9,0 5 1 250 36,1
AS 9,0 10 1 250 9,2
AS 6,0 5 1 250 23,2

De acuerdo con el analisis del disefio realizado por el software Minitab 18 se obtuvieron
los valores correspondientes al analisis de varianza (ANOVA), donde entre los valores p
solo el de la variable ‘analito’ es menor a 0,05 lo que indica que para esta variable, al
menos en un nivel, las medidas son significativamente distintas, lo que se corrobordé al
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mirar el diagrama de Pareto donde solo el valor de la frecuencia encontrada para la
variable ‘analito’ excede la linea de la frecuencia acumulada, segun lo reportado por el
software para los datos proporcionados. Con lo anterior se establecié que el analito es el
factor que presenta una mayor influencia para el DoE desarrollado con un 95% de
confianza (Tabla 13, Figura 16). Por lo cual, al haber con esto demostrado
estadisticamente que el analito es la variable con mayor influencia, para los disefios
posteriores se realizaron DoE sin incluir el analito como factor.

Tabla 13. Andlisis de varianza DoE Plackett-Burman DLLME-DES.

Fuente GL | SC Ajust. | MC Ajust. | Valor F | Valor p
Modelo 5] 2760,89 552,18 6,07 | 0,003
Lineal 51| 2760,89 552,18 6,07 | 0,003
Analito 1| 2293,65| 2293,65| 25,20 | 0,000
pH 1 152,79 152,79 1,68 | 0,216
Tiempo 1 111,77 111,77 1,23 | 0,286
Saltingout | 1| 200,09 200,09 2,20 | 0,160
V (DES) 1 2,58 2,58 0,03 | 0,869
Error 14 | 1274,04 91,00
Total 19 | 4034,92

Los GL (Grados de Libertad) son dados por el software que se empled (Minitab 18), en
donde los grados de libertad del modelo son la sumatoria de los grados de libertad que
tiene cada variable o si es el cazo la interaccidon entre las mismas. Cada variable a su vez
tiene un solo grado de libertad, cuando se presenta en el ANOVA la interaccion entre
variables, esta interaccidn tiene igualmente un grado de libertad.

Para desarrollar el siguiente DoE, las mediciones se realizaron por uCLAR-DAD y debido a
la columna empleada, no se pudo realizar mediciones con muestras que contenian sal, por
lo cual se realizé un disefio aislado donde se mantienen todas las condiciones constantes
exceptuando la concentracion de sal, evaluando la cantidad entre 0 y 5%, en donde se
encontrd que sin la adicidn de la sal habia mejor rendimiento en la microextraccion (Tabla
14). Esto debido a que la microextraccién se realiza por interaccidon de cargas, por lo cual
al adicionar sal, los iones ocupan los puntos activos en el DES y disminuye la capacidad
extractora del DES (Anexo 15).
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Figura 16. Diagrama de Pareto DoE de Plackett-Burman DLLME-DES.

Diagrama de Pareto de efectos estandarizados
(la respuesta es Respuesta. o = 0,05)
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E V (DES)
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Efecto estandarizado

w-

Tabla 14. Determinacion del efecto del salting out en DLLME-DES.

0 19,02

12,08
1,53

De acuerdo con lo anterior, se decidié realizar un DoE factorial 2° por triplicado para cada
analito, teniendo como variables el pH y el tiempo, obteniendo los resultados reportados
en la tabla 15.

Con los resultados reportados en la tabla anterior se realizd el andlisis estadistico en
Minitab 18 para establecer las mejores condiciones para realizar la DLLME-DES, donde se
encontrd al comparar el ANOVA de cada disefio que para el IBU la variable con un valor
p<0,05 fue el tiempo, para el AS fue el pH y para el AAS fue tanto el pH como el tiempo,
influencia que se corrobora en el diagrama de Pareto y con la grafica normal de efectos
estandarizados (Tablas 16, 17 y 18, Figuras 17 y 18).
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Tabla 15. Recobros obtenidos en el DoE 2? para DLLME-DES.

% Recobro
pH | Tempo AAS AS IBU
(min)

4,0 5 18,07 32,50 21,44
6,0 10 27,28 30,67 28,63
4,0 5 21,66 32,61 22,04
6,0 5 20,80 29,81 25,85
6,0 10 28,82 29,24 24,57
4,0 10 22,17 34,33 25,82
6,0 5 22,23 33,98 19,48
6,0 5 23,83 30,48 19,89
4,0 10 23,30 35,37 23,79
4,0 5 17,44 32,05 21,20
4,0 10 23,99 36,22 24,49
6,0 10 30,71 32,14 28,01

Tabla 16. Analisis de varianza DoE Factorial 2> del AAS en la DLLME-DES.

Fuente GL | SC Ajust. | MC Ajust. | Valor F | Valor p
Modelo 3| 152,367 50,789 | 18,00 | 0,001
Lineal 2| 147,479 73,740 | 26,13 | 0,000
pH 1| 60,861 60,861 | 21,57 | 0,002
Tiempo 1| 86,618 86,618 | 30,69 | 0,001
Interacciones de 2 términos | 1 4,888 4,888 1,73 | 0,225
pH*Tiempo 1 4,888 4,888 1,73 | 0,225
Error 8 22,576 2,822
Total 11| 174,943
Tabla 17. Analisis de varianza DoE Factorial 2* del AS en la DLLME-DES.
Fuente GL | SC Ajust. | MC Ajust. | Valor F | Valor p
Modelo 3| 37,098 12,366 6,10 | 0,018
Lineal 2| 27,015 13,507 6,66 | 0,020
pH 1| 23,453 23,453 | 11,56 | 0,009
Tiempo 1 3,562 3,562 1,76 | 0,222
Interacciones de 2 términos | 1 10,083 10,083 4,97 | 0,056
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Continuacidn tabla 17.

pH*Tiempo 1 10,083 10,083 4,97 | 0,056
Error 8 16,227 2,028
Total 11 53,325

Tabla 18. Anélisis de varianza DoE Factorial 2% del IBU en la DLLME-DES.

Modelo 3| 62,310 20,770 4,43 | 0,041
Lineal 2| 58,714 29,357 6,26 | 0,023
pH 1 4,876 4,876 1,04 | 0,338
Tiempo (min) 1| 53,839 53,839 | 11,49 | 0,010
Interacciones de 2 términos | 1 3,596 3,596 0,77 | 0,407
pH*Tiempo (min) 1 3,596 3,596 0,77 | 0,407
Error 8| 37,488 4,686
Total 11 99,798

Figura 17. Diagrama de Pareto para los DoE factoriales 2* de DLLME-DES del AAS, AS e
IBU.

Diagrama de Pareto de efectos estandarizados AAS
(la respuesta es Recobro. a = 0,05)
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Efecto estandarizado
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Diagrama de Pareto de efectos estandarizados AS
(la respuesta es Recobro. a = 0,05)
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Diagrama de Pareto de efectos estandarizados IBU
(la respuesta es Recobro. a = 0,05)
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! Factor Nombre
A pH
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AB
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Efecto estandarizado

Sin embargo, al observar las gréaficas de los efectos principales y de interaccién entre las
variables se puede observar que las mejores condiciones de microextraccién segun las
variables estudiadas son iguales para el AAS y el IBU (pH de 6,0 y el tiempo de extraccion
10 min), lo que no ocurre para el AS (tiempo de extraccion 10 min y pH 4,0). Ademas, por
la grafica de interaccién se ve que algunas variables de acuerdo con el analito de estudio
son dependientes, sin embargo esta dependencia de las variables dado el punto de cruce
no influye significativamente, por lo cual se mantienen como mejores condiciones para la
microextraccion las ya mencionadas (Figuras 19 y 20).
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La variacion en la influencia del pH para cada analito, es tema de estudio y se plantean dos
posibles mecanismos de extraccién de acuerdo con la literatura, una es mediante
interacciones pi, que puede ser la forma por la cual se ve favorecida la extraccion del AS,
porque para este analito se ve favorecida la extraccion a un pH muy cercano a su pKa (pKa
AS 3,0) y el otro mecanismo que se plantea es mediante interacciones idnicas, por lo cual
la microextraccion del AAS y el IBU se estaria dando de esta forma, ya que a pH 6,0 por sus
pKa (pKa AAS 3,5 y pKa IBU 4,45) hay una mayor probabilidad de que los analitos se
encuentren en el medio en su estado desprotonado (Tabla 19)(Xing et al., 2022).

Figura 18. Grafica normal de efectos estandarizados para los Dok factoriales 2% de DLLME-
DES del AAS, AS e IBU.
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Grafica normal de efectos estandarizados IBU
(la respuesta es Recobro. a = 0,05)
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Tabla 19. Porcentaje idnico del AS, AAS e IBU segun el pH.

Analito pH 4,0 pH 6,0
AS 90,9% 99,9%
AAS 76,2% 99,7%
IBU 25,9% 97,3%

Figura 19. Graficas efectos principales de las variables en el DoE 2 de DLLME-DES para el
AAS, AS e IBU.
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Grafica de efectos principales DLLME-DES AS
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Grafica de efectos principales DLLME-DES IBU
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Adicional a lo anterior, se identific6 que al utilizar el DES; en esta metodologia de
microextraccién, en la etapa final, luego de centrifugar el DES se solidifica con el analito
gue se haya extraido, facilitando de esta manera la remocidon y separacién de las fases,
cuando esto ocurre se ha denominado microextraccion liquido-liquido dispersiva asistida
por solventes eutécticos profundos usando la solidificacion del eutéctico.
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Figura 20. Grafica de la interaccidon entre variables en el DoE 2° de DLLME-DES para el AAS,

AS e IBU.
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Grafica de interaccion DLLME-DES IBU
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6.6 DISENO EXPERIMENTAL PARA LA MICROEXTRACCION LiQUIDO-LIQUIDO-LIQUIDO
CON LiQUIDOS IONICOS (LLLME-IL)

Para definir si los IL sintetizados se pueden utilizar en la LLLME-IL, se evalua si debido a su
viscosidad la capilaridad de estos se ve afectada y no es posible tomarlos con una jeringa
cromatograéfica, donde se encontrd que el IL, no se puede debido a su alta viscosidad, por
lo cual se decide trabajar solo con el IL; en esta metodologia de microextraccién,
seguidamente se establece la estabilidad de la gota respecto a la concentracién de IL en
agua, encontrando que la gota es estable para una concentracion de IL igual o menor al
5,0 £ 0,1%. De igual manera, se establecié el tiempo y la agitacion maxima con barra
magnética que resiste la gota suspendida, posteriormente se establecid, de acuerdo con
los maximos valores de resistencia de la gota, los niveles para cada factor que se
evaluaron.

Ademas, al igual que para el disefio DLLME-DES, se cuantificé la cantidad de analito que no
fue extraido de la fase acuosa con muestra, ya que si se inyecta una solucion con el IL por
la columna del uCLAR-DAD con la que se contaba se hubiera desangrado. Para establecer
si el analito pasa a través de las fases hasta la gota, se tomaron 500 + 1 uL de la fase
apolar después de las microextracciones. A continuacién, se evapord el solvente (60°C
maxima temperatura de secado) y se reconstituyd el volumen con etanol absoluto (98%
de pureza) (Anexo 16).

Finalmente, se establecid el DoE cribado de Plackett-Burman con 24 experimentos
reportado en la tabla 20 para establecer las variables con influencia significativa para esta
metodologia, usando como muestra IBU a una concentracién de 2,0 + 0,1 mg/L.
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Tabla 20. DoE Plackett-Burman LLLME-IL con resultados.

Relacién en
volumen entre la Agitacion Tiemp.(? Tamafio % IL Respue:sta (g
muestra y la fase Extraccion | de gota extraidos)
apolar (P,A)
3,3 2 8 6 1 3,39
4,2 2 8 3 1 5,71
3,3 2 4 3 5 4,39
3,3 5 8 6 5 4,29
3,3 5 4 3 5 4,38
4,2 5 8 6 1 6,02
4,2 5 4 3 1 6,05
3,3 5 8 3 5 4,39
4,2 5 8 6 5 5,96
3,3 5 4 6 1 4,20
3,3 2 8 3 5 4,28
4,2 2 8 6 5 5,86
3,3 2 4 3 1 4,21
4,2 5 4 6 1 6,15
3,3 2 8 6 1 4,62
4,2 2 4 3 1 5,84
4,2 2 8 3 5 5,74
3,3 5 8 3 1 4,28
3,3 5 4 6 5 4,20
4,2 2 4 6 5 5,82
4,2 5 8 3 1 5,78
4,2 2 4 6 5 6,02
4,2 5 4 3 5 5,99
3,3 2 4 6 1 4,51

Con los resultados obtenidos (Tabla 20) y la ayuda de Minitab 18, se obtiene el ANOVA del
disefio por medio del cual se identificé que solo para la variable ‘P,A’ tiene un valor p
menor a 0,05; por lo cual se establece que para esta variable al menos en un nivel las
medidas son significativamente distintas (Tabla 21). Ademas, esta influencia se confirmé
con el diagrama de Pareto resultante (Figura 21) y permitié definir con un 95% de
confianza a esta variable como la de mayor influencia en el proceso.

44



Tabla 21. Analisis de varianza DoE Plackett-Burman LLLME-IL.

Fuente GL | SCSec. | Contribucidon | SC Ajust. | MC Ajust. | Valor F | Valor p
Modelo 5| 16,5019 93,99% | 16,5019 3,3004 | 56,30 | 0,000
Lineal 5| 16,5019 93,99% | 16,5019 3,3004 | 56,30 | 0,000
(P,A) 11 16,3317 93,02% | 16,3317 | 16,3317 | 278,62 | 0,000
Agitacion 1| 0,0711 0,40% | 0,0711 0,0711 1,21 | 0,285
Tiempo Extraccion | 1| 0,0865 0,49% | 0,0865 0,0865 1,48 | 0,240
Tamafo de gota 1| 0,0000 0,00% | 0,0000 0,0000 0,00 | 0,996
% IL 1| 0,0127 0,07% 0,0127 0,0127 0,22 0,648
Error 18 | 1,0551 6,01% | 1,0551 0,0586
Falta de ajuste 16 | 0,2760 1,57% 0,2760 0,0173 0,04 1,000
Error puro 2| 0,7791 4,44% 0,7791 0,3895
Total 23 | 17,5570 100,00%

Figura 21. Diagrama de Pareto DoE de Plackett-Burman LLLME-IL.
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Asi, de acuerdo con los resultados del DoE cribado de Plackett-Burman para la LLLME-IL,
se decide realizar un DoE factorial 2° con puntos centrales por triplicado, siendo los
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factores a evaluar en este DoE la relacidon entre la fase acuosa con muestra y la fase
apolar, ademads de incluir al ‘tiempo’, por ser el segundo factor con mayor influencia. El
DoE y los resultados obtenidos se reportan en la tabla 22.

Tabla 22. Recobros obtenidos en el DoE 27 con puntos centrales para LLLME-IL.

Relacién en
volumen entre la T|en'1po Respuesta %
muestra y la fase (min)
apolar (P,A)
3,75 6 96,09
42 3 95,32
33 8 99,79
3,75 6 89,12
3,75 6 94,39
42 4 88,52
3.3 4 91,66
42 8 95,52
42 4 85,21
33 8 99,79
3,3 4 99,57
42 8 95,54
3.3 4 91,66
33 8 99,79
42 4 78,95

En el andlisis estadistico realizado en Minitab 18, para los resultados obtenidos en el DoE
factorial 2° con puntos centrales, se identificd que las variables ‘P,A’ y ‘tiempo’ tienen un
efecto significativo en la LLLME-IL, dados los resultados del ANOVA, donde los valores p de
estas variables son menores a 0,05, esto se confirmd con el diagrama de Pareto y la
grafica normal de efectos estandarizados (Tabla 23, Figura 22).

Tabla 23. Anélisis de varianza DoE Factorial 2° con puntos centrales de la DLLME-IL.

Fuente GL | SC Ajust. | MC Ajust. | Valor F | Valor p
Modelo 4 | 389,935 97,484 8,44 0,003
Lineal 2| 365,089 | 182,545 | 15,81 | 0,001
(P,A) 1| 155,373 155,373 13,46 0,004
Tiempo (min) 1| 209,716 | 209,716 | 18,16 | 0,002
Interacciones de 2 términos | 1 24,707 24,707 2,14 | 0,174
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Continuacidn tabla 23.

(P,A)*Tiempo (min) 1 24,707 24,707 2,14 | 0,174
Curvatura 1 0,140 0,140 0,01 0,915
Error 10 | 115,468 11,547
Total 14 | 505,404

Ademas, mediante la grafica normal se identificd que el tiempo es estandarizado positivo,
lo que indica que al pasar del valor mas bajo asignado al mds alto mejora la extraccion,
caso contrario ocurre con el factor ‘P,A’ que tiene un efecto de estandarizacidn negativo.

Figura 22. Diagrama de Pareto y grafica normal de efectos estandarizados para el DoE
factoriales 2% con puntos centrales de LLLME-IL.

Diagrama de Pareto de efectos estandarizados
(la respuesta es C7. a = 0,05)
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Para establecer las mejores condiciones de extraccidon se utilizaron las graficas de los

efectos principales y de interaccidon de las variables, definiendo que la microextraccién

debe darse por un tiempo de 8 min por cada extraccion y la relacidn entre las fases debe

ser de 3 mL de fase acuosa con muestra con 3 mL de fase organica apolar (Figura 21).

Figura 23. Graficas efectos principales e interaccion de variables en el DoE 22 con puntos

centrales de la LLLME-IL.
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Grafica de interaccion para IBU
Medias ajustadas

4 6 8
Tiempo (min) * (P,A) Tipo de

100 (P.A) punto
—#— 3,300 Esquina
> 95 H 3750 Centro
- .
— 4 — 4,200 Esquina

I e 90
(%) P -
@ -
o -7 85
= *
T (P,A) * Tiempo (min) Tiempo Tipo de
= 100 .- ~ {min) punto
T — 4,0 Esquina
o3 —~— Y ] 6,0 Centro
- —&- 8,0 Esquina
90
85
3.30 3.75 4,20
(P,A) Tiempo (min)

Todos los términos que se muestran estdn en el modelo.

Por otra parte, no fue posible establecer los rendimientos para la extraccidon de AS y AAS,
debido a las condiciones de trabajo en el uCLAR-DAD, donde al inyectar la fase acuosa con
muestra por la sensibilidad del equipo y debido a la miscibilidad del acetato de etilo en
agua, se presentd una sefial de interferencia (tiempo de retencion igual a la del AS y AAS).
Se intentd realizar la cuantificacion por espectrofotometria UV-Vis, pero ocurrié lo mismo,
ya que la absorbancia de las soluciones luego de estar en contacto con el acetato de etilo
se miraba afectaba y el equipo arroja absorbancias superiores a 1,7.

Aunque, para esta metodologia se obtuvieron porcentajes de recobro entre 70,0 y 99,8%,
no se podria establecer que es una metodologia mas eficiente que la microextraccién
dispersiva asistida por solventes eutécticos profundos donde los porcentajes de recobro
estan entre 17,0 y 36,0%, ya que para la microextraccién en tres fases se realizaron
extracciones sucesivas, mientras que para la microextraccion dispersiva solo se realizé una
unica extraccion.
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7. CONCLUSIONES
Con esta investigaciéon, se encontré que las metodologias de microextraccion
desarrolladas pueden llegar a ser alternativas verdes para la determinacion, cuantificacién
e incluso para la remocién de acido acetil salicilico, acido salicilico e ibuprofeno de
matrices acuosas, ya que se encontraron recobros de 17-35% en DLLME-DES y de 78-99%
para LLLME-IL.

A partir de las caracterizaciones espectroscdpicas realizadas a los DES e IL, se identifica
gue las metodologias empleadas son efectivas para la sintesis de estos solventes verdes,
aunque debido a la economia atdémica, los reactivos y la metodologia empleada en cada
una de las sintesis es mucho mas amigable con el medio ambiente la sintesis de DES.
Ademas, el proceso de sintesis de los IL no es verde, ya que se utilizaron reactivos de una
alta toxicidad como el dimetilsulfato y solventes halogenados.

En la determinacién por ultra-cromatografia liquida de alta resolucién se encontré una
respuesta optima con limites de deteccién de 0,06; 0,07 y 0,19 mg/L y limite de
cuantificacion de 0,21; 0,23 y 0,63 mg/L para el AAS, AS e IBU respectivamente, rango
lineal entre 0,5+ 0,1 a 5,0 0,1 mg/L para la aspirina y el acido salicilico, y entre 1,0 £ 0,1
a 50 = 0,1 mg/L para el ibuprofeno, ademas de ser robusto para los tres analitos
estudiados bajo las condiciones que se estandarizaron en este trabajo.

La utilizacién de disefios experimentales para establecer las variables e influencia de las
mismas en las metodologias desarrolladas para la microextraccidon y determinacion de
contaminantes emergentes en agua, fue de gran utilidad para reducir la experimentacién
necesaria y la generaciéon de desechos en el desarrollo de la misma, sin afectar los
resultados los cuales fueron significativos y validos para realizar el analisis adecuado de las
metodologias estandarizadas, de acuerdo con los diferentes ANOVA, diagramas de Pareto
y las graficas de interaccion normal.

Recomendaciones

Las metodologias de microextraccion desarrolladas en este trabajo se pueden optimizar
mejor si se pueden realizar las cuantificaciones en el equipo contando con una columna de
intercambio idnico para poder medir directamente el analito en el extractante (solvente
eutéctico profundo y solucidn con liquidos idnicos).

Evaluar la selectividad de los extractantes desarrollando las metodologias en soluciones
donde se encuentren los analitos mezclados y estudiar si con muestras reales se mantiene
la eficiencia de cada metodologia. Ademas, se puede identificar qué otros contaminantes
emergentes se pueden extraer bajo las condiciones establecidas en este trabajo.
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9. ANEXOS
Anexo 1:

Tabla 24. Reactivos y materiales de laboratorio utilizados.

Reactivos

Especificaciones

Etanol, acetonitrilo grado HPLC, cloruro de cadmio (l1), cloruro
de hierro (lll), metanol, acido clorhidrico 0,1N

Fisher Scientific

Dimetilsulfato, cloruro de sodio, asparagina, tirosina, cisteina,

) . Sigma Aldrich
alanina, cloruro de alilo
Acetato de etilo, cloruro de magnesio, acido citrico, acido
acético glacial, acido salicilico, 4cido acetilsalicilico, cloruro de Merck
manganeso (ll), cloruro de hierro (Il), sodio metalico,
benzofenona.
Cloruro de zinc (l1) Supelco

Cloruro de zirconio

Acros Organics

Glicina, acido oxalico dihidratado

Mallinckrodt Baker, Inc.

Tetrahidrofurano, diclorometano grado HPLC Honeywell
Cloruro de cobre (I), Urea, Yoduro de Potasio Carlo Erba
Terc-butoxido de potasio Fluka
Imidazol Scharlab
Acido Férmico (98%), bromuro de terc-burilo Alfa Aesar
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Anexo 2:

Tabla 25. Equipos utilizados en la investigacion.

Equipo

Modelo

Marca

Espectrofotémetro de Uv-vis

GENESIS 6

Thermo Scientific (Texas,
USA)

Heidolph Instruments

Rotaevaporador Laborota 4003 Gmbh Co (Schwabach,
Alemania)
Ultrasonido Ultrasonic Bath 2.8L Fisher Scientific

(Hampton,USA)

Balanza analitica

Ohaus

Adventure (EE.UU)

Cromatdgrafo liquido de alta
resolucion detector de diodos

MHPLC+ Dionex UltiMate 3000
Diode Array Detector

Thermo Scientific (Texas,
USA)

Centrifuga

RC-5B Refrigerated Superspeed
Centrifuge

Sorvall Instruments

pHmetro

744 pH Meter

Metrohm

Espectrometro infrarrojo

Nicolet™is™10 FTIR

Thermo Scientific (Texas,
USA)

Micropipeta

Transferpette® S

BRAND

Anexo 3. Espectros electromagnéticos FT-IR de compuestos de partida en la sintesis del

DES;, DES, y NADES; (los espectros de la glicina y el acido citrico fueron tomados de la
base de datos SDBSWeb: https://sdbs.db.aist.go.jp (National Institute of Advanced
Industrial Science and Technology, date of 58ccess)).
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Anexo 4: Espectros '"H-RMN y 13C.RMN de la urea (los espectros fueron tomados de la
base de datos SDBSWeb: https://sdbs.db.aist.go.jp (National Institute of Advanced

Industrial Science and Technology, date of 60ccess)).
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Anexo 5: Espectro electromagnético FT-IR del imidazol.
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Anexo 7: Acercamientos en el espectro 13C.RMN del IL,.
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Anexo 8: Espectro IR del ibuprofeno tomado de la base de datos SDBSWeb:
https://sdbs.db.aist.go.jp (National Institute of Advanced Industrial Science and
Technology, date of access).
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Anexo 9: Datos curva de calibracion en el Genesis 6.

40 0,125 0,133 0,140 0,133 0,005 0,008 0,004
60 0,212 0,225 0,224 0,220 0,006 0,007 0,004
80 0,283 0,313 0,316 0,304 0,014 0,018 0,011
100 0,363 0,409 0,406 0,393 0,020 0,026 0,015
150 0,596 0,615 0,558 0,590 0,207 0,029 0,017
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5 0,100 0,129 0,125 0,118 0,012 0,016 0,009
10 0,231 0,261 0,246 0,246 0,010 0,015 0,009
20 0,446 0,520 0,498 0,488 0,028 0,038 0,022
30 0,684 0,781 0,737 0,734 0,033 0,049 0,028

Anexo 10: Respuesta de la prueba de Tukey para las respuestas entre dias de para la curva
en el GENESIS y el uCLAR-DAD, ademads de la respuesta con el cambio de solvente en
UCLAR-DAD, realizadas en Minitab 18.

* MOTA * Mo se pueden realizar comparaciones de Tukey para este nivel de significancia,
nimero de niveles y grados de libertad. Mo se puede proveer informacion de grupos o
intervalos de confianza.

Método
Hipotesis nula Todas las medias son iguales
Hipotesis alterna Mo todas las medias son iguales

Mivel de significancia o = 0,05

fe presupuso igualdad de varianzos para el analisis,

Anexo 11: Gradiente utilizado en la medicién para cada analito por uCLAR-DAD (%A: Agua
al 0,1% de acido férmico - %D: ACN).
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Anexo 12: Cromatograma curva de calibracién acido acetilsalicilico (tg: 3,97 min) y tabla

de datos.
RT: 0.00-14.00 SM: 15G " @
600000 7 52E5
500000% HH’IS*S
4000005 ;i:oz;a
BOOOOOE Ux@v;fi a
zoooooé EujszEa
5 100000% Ei:_avlasa_sga
T b
- oooooé ﬁv 3 iasaa
-200000; H;Elawazia
—BOOOOOE rG:“._ﬂ-Eﬁ '
400000% w_av!i_saﬁa
fsoooooé“”_ - /- — T ——_— ' T— S e
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 " 12 13 14
Time (min)
AAS Desviacion Desviacion
concentracion A B C Promedio error . estandar | estandar dela
promedio . .
(mg/L) medidas media
0,5+0,1 513959 513681 590034 539224,7 33872,9 44002,4 25404,8
1,0+0,1 1252268 1333541 1363363 1316390,7 42748,4 57498,9 33197,0
2,0+£0,1 2779846 2607653 2589534 2659011,0 80556,7 105037,6 60643,5
3,0£0,1 4147004 4067981 3936427 4050470,7 76029,1 106374,9 61415,6
4,0+0,1 4584658 4725958 4566282 4625632,7 452083,1 87368,8 50442,4
50+0,1 5840582 5893084 5908203 5880623,0| 1977708,3 35490,9 20490,7

Anexo 13: Cromatograma curva de calibracién acido salicilico (tg: 4,71 min) y tabla de

datos.
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0,5+0,1 519678 510327 531251 520418,7 7221,6 10481,6 6051,6
1,0£0,1 1082649 1064236 1086487 1077790,7 9036,4 11894,5 6867,3
2,0+0,1 2519642 2448120 2439474 2469078,7 33708,9 44002,0 25404,6
3,0£0,1 3597398 3663684 3518749 3593277,0 49685,3 72555,3 41889,8
4,0+£0,1 5564156 5063342 5532447 5386648,3| 726949,2 280440,0 161912,1
50+0,1 7066682 6853988 6825189 6915286,3 | 2375993,4 131900,8 76153,0

Anexo 14: Cromatograma curva de calibracion ibuprofeno (tg: 11,77 min) y tabla de datos.

RT: 0.07-14.00 SM: 15G
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[

0,50 845601 876841 908042 876828,0 20818,0 31220,5 18025,2
1,00 1901432 1993074 1988288 1960931,3 39666,2 51583,5 29781,7
2,00 3809331 3464084 3890674 3721363,0| 171519,3 226491,8 130765,1
3,00 5301494 5402122 5296052 5333222,7 45932,9 59730,6 34485,5
4,00 7080460 6952327 6745908 6926231,7| 538327,7 168795,7 97454,2
5,00 8360891 8636822 8349482 8449065,0 | 2908332,0 162702,4 93936,3
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Anexo 15. Cromatogramas DLLME-DES.
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Anexo 16. Cromatogramas LLLME-IL.
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