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1. INTRODUCCION



1. Introduccién

En dltimas décadas, investigaciones analiticas se han centrado en el estudio de
contaminantes emergentes (EP), los cuales se denominan como un grupo
numeroso de compuestos no regulados y de los cuales no se han determinado
metodologias para su tratamiento (Ahmed et al., 2017). Una de las caracteristicas
principales de estos compuestos es que sin ser persistentes en el medioambiente
pueden tener efectos negativos en este y en la salud, ya que constantemente son
introducidos en el entorno a través de algunas fuentes y vias, como lo son aguas
residuales de tipo domestico e industriales, residuos de plantas de tratamiento, de

efluentes hospitalarios y de las actividades agricolas y ganaderas (Gil et al., 2012).

Los EP incluyen una gran variedad de compuestos quimicos como productos de
cuidado personal, agentes tensoactivos, plastificantes, pesticidas, aditivos
industriales y productos farmaceéuticos. Estos udltimos son motivo de mayor
preocupacion debido a que su principal via al medio ambiente es a través de la
excrecion humana, la eliminacion de los productos no utilizados y el uso ganadero
(Gil et al., 2012).

La evolucion de la industria farmacéutica ha permitido el desarrollo de nuevos
medicamentos en el tratamiento y curacion de enfermedades. Sin embargo, son un
grave problema ambiental por su excesivo consumo, provocando efectos adversos
gue varian en funcion del tipo de medicamento, sensibilidad de la especie,

concentraciones subministradas y tiempo de exposicion (Cufiat & Ruiz, 2016).

Entre los contaminantes farmacéuticos se encuentran analgésicos, antibioticos,
diuréticos, antisépticos, antimicrobianos y antiinflamatorios no esteroideos (AINES).
Estos compuestos pueden afectar la calidad del agua, el ecosistema y la salud
humana (J. Rivera-Utrilla et al., 2013). En respuesta a esto diversos investigadores
han dirigido sus esfuerzos a la determinacion de los efectos que estos productos
presentan considerando niveles de venta, concentracion, metabolismo,

biodegradabilidad y toxicidad de dichos medicamentos. Algunos autores han
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reportado sobre el impacto ambiental de los AINEs, indicando que cantidades
considerables de estos farmacos que se liberan al medio ambiente y que no son
completamente eliminados por las plantas de tratamiento de aguas residuales han
sido hallados en cuerpos de agua superficiales y, en ocasiones, en aguas
subterraneas (Gonzéalez-Gonzéalez & Gomez-Olivan, 2013; DellaGreca et al., 2007).

Debido al impacto potencial de los AINEs y otros contaminantes farmaceéuticos, es
necesario contar con métodos analiticos que permitan su deteccién y cuantificacién
en muestras de agua. Es por esto, que el uso de materiales adsorbentes se presenta
como una estrategia. Dentro de estos los hidroxidos dobles laminares (LDH) son
materiales novedosos que pueden ser empleados en sistemas de extraccion, su
estructura laminar que contiene capas de iones metalicos intercalados con aniones
le confieren una alta capacidad de intercambio i0nico y adsorcion, lo que los hace
efectivos para capturar y eliminar contaminantes en agua. La posibilidad de poder
modificar la composicién quimica del LDH permite adaptarlo para distintos tipos de

contaminantes, incluidos los AINEs (Hernandez-Gonzalez, 2023).

Ademas, el pretratamiento de muestras es fundamental para garantizar la
efectividad del analisis. Este proceso permite concentrar y purificar los AINEs
presentes en las muestras, mejorando la sensibilidad y selectividad de los métodos
analiticos. Al eliminar interferencias de matrices complejas, como materia organica
y otros contaminantes, la extraccion en fase sélida (SPE) asegura que se obtendran

resultados precisos y confiables (Mufiz-Valencia et al., 2019).

1.1 Antecedentes

A escala mundial, los farmacos como antihipertensivos, antimicrobianos y
antiinflamatorios, han generado mayor preocupacion cientifica e impacto social en
los dltimos afios, debido a que en México algunos medicamentos son de venta libre
y representan uno de los grupos farmacologicos mas consumidos, consecuencia

del incremento de la poblacion y de su mayor disponibilidad (Domingo, 2002).



Los AINEs son especialmente comunes debido a la automedicacion, algunos de
ellos como el diclofenaco y el acido acetilsalicilico han sido reportados en aguas
residuales. Mientras que, el naproxeno, ibuprofeno y acetaminofén se encontraron
en aguas residuales hospitalarias, junto con metabolitos del ibuprofeno. A pesar de
esto, los contaminantes emergentes relacionados con productos farmacéuticos no
se encuentran con normativa ambiental ni estandares de vertimiento (Gil et al.,
2012).

El primer estudio documentado sobre la contaminaciéon de agua por productos
farmacéuticos se llevé a cabo en una planta de tratamiento de aguas residuales en
Kansas, Estados Unidos, en 1976. Se analiz6 el efluente de la planta de tratamiento
de Big Blue River, en busca de la presencia de productos farmaceéuticos, en donde
fueron identificados el acido 2-(4-clorofenoxi)-2-metilpropanoico, un compuesto
quimico que se utiliza como herbicida, y el acido salicilico, un metabolito de la
aspirina, los cuales fueron cuantificados por cromatografia de gases acoplado a
espectrometria de masas (GC/MS), en concentraciones de 7.09 ug L'y 28.79 ug
L, respectivamente (Hignite & Azarnoff, 1977). A pesar de que los resultados se

publicaron en la literatura cientifica fueron ignorados durante 15 afios.

En 1992, investigadores encontraron al acido clofibrico en rios lagos y en el mar del
Norte y a partir de estos resultados, algunos investigadores comenzaron a prestar
mas atencion al tema de los medicamentos en el medio ambiente (Gonzalez-
Gonzalez & Gémez-Olivan, 2013). En 1996, Stumpf et al. reportaron la presencia
de diclofenaco (<1.59 pg L?), ibuprofeno (<3.35 ug L) y acido acetilsalicilico (<1.51
ug L) en aguas residuales. A demas encontraron concentraciones mas bajas (0.1
— 0.5 ug L) de estos compuestos en agua de rio y detectaron en agua potable al

ibuprofeno y diclofenaco en concentraciones muy bajas (1.0 — 6.0 ng L1).

En México, Siems et al., 2008, realizé un estudio para determinar la presencia de

compuestos farmacéuticos en aguas residuales y lodos en la Ciudad de México,



dando como resultado la presencia de naproxeno, ibuprofeno, diclofenaco y
diferentes compuestos farmacéuticos en concentraciones de hasta 0.6 ug L.

Estudios recientes han sugerido que la presencia de una gran variedad de
medicamentos, incluso estas concentraciones minimas, tienen el potencial de
impactar negativamente en organismos acuaticos y en la salud humana,
contribuyendo a la resistencia a antibiéticos, lo que representa un grave problema
de salud publica a nivel global (Gonzalez-Gonzalez & GAmez-Olivan, 2013).

La creciente evidencia sobre la contaminacién por productos farmacéuticos ha
llevado a la necesidad de realizar mas investigaciones para evaluar el alcance de
esta problematica, encontrar soluciones sostenibles y a establecer regulaciones

mas estrictas para el manejo y disposicion de estos compuestos.

1.2 Antiinflamatorios no esteroideos

Los antiinflamatorios (analgésicos) son medicamentos utilizados para aliviar o
reducir el dolor. Se clasifican en dos categorias segun sus mecanismos de accion
las cuales son analgésicos no opioides y analgésicos opioides, los primeros actian
principalmente en el sistema nervioso central, mientras que los segundos
interactdan con receptores en el sistema nervioso central. Dentro del primer grupo

encontramos a los antiinflamatorios no esteroideos (Gonzalez, 2006).

Los AINEs son un conjunto heterogéneo de compuestos quimicos generalmente no
relacionados entre si, que comparten propiedades antiinflamatorias y antitérmicas.
El prototipo de este grupo de analgésicos es el acido acetilsalicilico, conocido como
aspirina, desarrollado a finales del siglo XIX por la empresa alemana Bayer y
patentado en 1899. Sin embargo, el primer medicamento en ser nombrado
especificamente como antiinflamatorio no esteroideo fue la fenilbutazona en 1952,
aunque ya existian otros compuestos con propiedades antiinflamatorias, no se
utilizo el término AINE hasta que la fenilbutazona se introdujo y se us6 ampliamente
en la medicina (Batlouni, 2010; Medina, 2019).



Los AINEs se pueden clasificar con base a diversos criterios, como: estructura
quimica, selectividad, receptor sobre el que ejerce su accién, tiempo de vida media

0 accion farmacologica (Aranda-Merino, 2019).

Siendo la clasificacién en funcion de su estructura una de las principales, la Tabla
1, ejemplifica algunas estructuras quimicas y los farmacos derivados aplicados con
este fin (Aranda-Merino, 2019).



Tabla 1. Clasificacion de los AINEs de acuerdo a su estructura guimica.

Estructuras de la que se derivan

Farmaco

Acido salicilico

]\
N
N7
H
Pirazol

OH
[: I OH
e}

Acido 2-fenil propanoico

oY
Acido fenil-acético
0

S OH

Z

N
Acido nicotinico

(e]

OH

NH,

Acido antranilico

Acido acetil salicilico
Acido salicilico
Salicilamida

Diflunisal

Metamizol
Feprazona

Clofeprazona

Ibuprofeno
Ketoprofeno
Naproxeno
Flurbiprofeno

Fenoprofeno

Diclofenaco

Aceclofenaco

Isonixina

Clonixinato de lisina

Acido mefenamico

Acido meclofenamico




El elevado consumo de AINEs en la poblacién, radica en funcion de su eficacia y
disponibilidad. Estudios cientificos, asi como a la falta de regulacion y venta libre,
destacando cuatro AINEs principales: diclofenaco (DCF), ibuprofeno (IBP),
naproxeno (NPX) y acetaminofén (APAP), los cuales se describen a continuacion:

1.2.1 Ibuprofeno

El IBP es un derivado del acido propiénico con una gran capacidad analgésica y
antiinflamatoria. Se encuentra disponible en tabletas, capsulas, suspension oral y
formas topicas (cremas y geles) (Aranda-Merino, 2019).

Esta indicado en el tratamiento del dolor de diversa etiologia: dismenorrea,
lumbalgia, torceduras y contusiones. Se emplea en el tratamiento del dolor
moderado, dolor dental, dolor de cabeza, resfriado comun o influenza para el alivio

de la fiebre.

Cuando se administra por via oral, el efecto analgésico tarda 30 minutos para iniciar,

con un maximo después de 1-2 horas y con una duracion de entre 6-8 horas.

La excrecion de ibuprofeno es rapida, alcanzando el 90% de una dosis ponderal de
10 a 15 mg Kg*t ingerido en 3 0 4 tomas en un dia. La mayor parte se excreta por
la orina en forma de metabolitos o sus conjugados, principalmente compuestos
hidroxilado y otros carboxilados, mientras que aproximadamente el 10% se elimina

en forma inalterada (Andrés et al., 2016).

1.2.2 Naproxeno

El NPX se encuentra quimicamente relacionado con el grupo de los &cidos
arilacéticos que derivan del acido 2-fenil-propanoico. Es utilizado principalmente
para aliviar el dolor, reducir la inflamacion y bajar la fiebre debido a su accién
analgésicas y antirreumatica. Ademas, esta indicado en dismenorrea primaria y para

los ataques de gota (Aranda-Merino, 2019).



Se encuentra disponible en tabletas, capsulas y suspensiones liquidas. Cuando se
administra por via oral se absorbe rapidamente y por completo a través del tracto
gastrointestinal. La presencia de alimentos no altera el grado, pero si la rapidez de
absorcion. Mientras que algunos medicamentos como el aluminio de magnesio y el
hidréxido de aluminio reducen su absorcién y otros como el bicarbonato de sodio,

la incrementan.

Las concentraciones plasméaticas maximas se alcanzan de 2 a 4 horas
aproximadamente obteniendo un inicio de accién analgésica a la hora con una

duracién aproximada de 7 horas y una vida media de alrededor de 14 horas.

La ingesta de naproxeno se elimina principalmente por la orina. Aproximadamente
el 95% del naproxeno consumido es excretado como naproxeno, 6- desmetil
naproxeno o en forma conjugada. En contraste, menos del 5% de la cantidad total

ingerida se recupera a través de las heces (Martinez-Hernandez et al., 2013).

1.2.3 Diclofenaco

El DCF es un derivado del acido fenil-acético, con un potente efecto antiinflamatorio
y analgésico superior al del naproxeno (Aranda-Merino, 2019). Indicado para aliviar
el dolor y la inflamacion en diversos procesos: trastornos osteomusculares y
articulares, como la artritis reumatoide, la artrosis y la espondilitis anquilosante;
trastornos periarticulares como la bursitis y la tendinitis; trastornos de partes blandas
como torceduras y distensiones, sindromes dolorosos de la columna vertebral,
ataque agudo de gota y otros procesos que cursan con dolor como el célico nefritico,
la dismenorrea y la migrafia, asi como después de algunas intervenciones

quirdrgicas (Gonzalez & Moreno, 2007).

Se encuentra disponible en distintas presentaciones, como: tabletas, capsulas de

liberacién prolongada, solucion inyectable, geles y parches topicos.



La mayor parte del diclofenaco consumido a concentraciones terapéuticas de 2-3
mg Kg, se metaboliza en el higado, donde se transforma en diversos compuestos
a través de procesos de hidroxilacion y conjugacion, principalmente como
conjugados glucurénidos y sulfatos. Alrededor del 65% del diclofenaco y sus
metabolitos se excretan por la orina, mientras que el 35% restante se elimina a
través de la bilis y las heces; este balance puede variar ligeramente segun factores
individuales como la funcion hepatica y renal, mientras que menos del 1% se elimina

como diclofenaco inalterado (Fernandez-Santos et al., 2003).

1.2.4 Acetaminofén

El APAP es un medicamento ampliamente utilizado para aliviar el dolor y reducir la
fiebre, debido a su efectividad como antipirético y analgésico. Inhibe la sintesis de
prostaglandinas en el sistema nervioso central, teniendo un efecto menor en los
tejidos periféricos y esto puede estar relacionado con su poca accion
antiinflamatoria, a menudo se emplea para tratar dolores leves a moderados, como
dolores de cabeza, dolores musculares, artritis, dolor de espalda y resfriados.
(vargas-Castro, 2016). Se encuentra disponible en diversas formas vy
presentaciones, como tabletas, capsulas, jarabes, supositorios y polvo

efervescente.

El acetaminofén consumido a concentraciones terapéuticas 15 mg Kg* (cada 6
horas) es rapida y completamente absorbido del tracto gastrointestinal. Su
distribucion es bastante uniforme en todos los fluidos corporales, y se une
aproximadamente en un 20% a proteinas plasmaticas, lo que limita su
concentracion libre en el plasma. El metabolismo del acetaminofén ocurre
principalmente en el higado, donde se convierte en metabolitos conjugados, como
glucuronidos y sulfatos, que no poseen actividad farmacologica. Este proceso
permite que el farmaco sea excretado eficientemente en la orina, donde se elimina
del 90 al 100% de la dosis administrada en las primeras 24 horas,

predominantemente en forma de metabolitos conjugados. Esta via de eliminacion
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es crucial para prevenir la acumulacion y toxicidad del farmaco en el organismo
(Mufioz-Garcia & Andrade, 2011).

La Tabla 2 resumen las propiedades fisicoquimicas de estos AINES.

Tabla 2. Propiedades fisicoquimicas de AINEs

Punto de

Nombre Estructura Férmula ebullicion pKa
(g mol) C)

DCF @iﬂ C14H11CI2NO2 296.15 98.5 4.2

IBP )\/@/]\u/ C13H1802 206.28 154 -157 4.3
NPX > . C14H1403 230.26 403.9 415
s % O

APAP /O/YCHJ CH3CONHCgH4sOH  151.16 420.0 9.4

1.3 Accion farmacolégica y mecanismo de accion

Los AINEs forman un grupo numeroso de farmacos que comparten acciones
farmacoldgicas y efectos adversos. No producen depresidon respiratoria y no
inducen tolerancia de codependencia. Su eficiencia analgésica es limitada y el
incremento de la dosis puede prolongar el efecto, pero no aumenta la presencia de

efectos secundarios.
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Los AINEs son supresores de los sintomas y ayudan a disminuir la inflamacion, pero
no a eliminarla. Sirven para el tratamiento del dolor leve-moderado, y en algunas
ocasiones controlan el dolor intenso de componente inflamatorio, postquirdrgico y

colico (Rivera-Ordofiez, 2006).

La inflamacion es la respuesta normal del tejido ante una lesion, ocurre cuando el
cuerpo elabora sustancias quimicas que producen una respuesta inmunitaria para
combatir la infeccién o sanar el tejido dafiado. Consta de varias fases, las cuales
son: lesion inicial, fase vascular con vasodilatacién y aumento de la permeabilidad
capilar que consecuentemente desarrolla edema y una fase celular caracterizada
por migracion de polimorfonucleares, neutréfilos y eosindéfilos, posteriormente
macrofagos y monocitos, para finalizar con la cicatrizacion con actividad de
fibroblastos y depdsitos de colageno y mucopolisacéaridos, obteniendo la curacion
del tejido lesionado (Cashman & Mc Anulty, 1995).

La capacidad que tienen los AINES a nivel periférico para bloquear o inhibir todos o
algunos factores mediadores de la inflamacion enfatizan su importancia en la

evolucion de la respuesta inflamatoria y el dolor (Cashman & Mc Anulty, 1995).

Los AINEs ejercen su actividad antiinflamatoria a través de la inhibicion de la
actividad de las enzimas ciclooxigenasas (COX) en el sitio de la inflamacion, enzima
gue convierte el acido araquidénico en endoperocidos ciclicos los cuales se
transforman en prostaglandinas y en trombazanos y estan involucrados en el
proceso de inflamacion, fiebre e intoxicacion (Batlouni, 2010). Por lo tanto, la
reduccion considerable de la liberacion de sustancias y mediadores inflamatorios se
logra con la inhibicion de la enzima COX y la sintesis de prostaglandinas y
tromboxanos, gracias a esto los AINEs reducen la inflamacion y alivian el dolor
(Aranda-Merino, 2019).

El ibuprofeno es encargado de inhibir la sintesis de prostaglandinas por lo que

ejerce una eficaz accidon analgésica y antiinflamatoria. Se absorbe rapidamente
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después de su administracion oral y las concentraciones plasmaticas maximas se
observan después de 1 o0 2 horas. La vida media en el plasma es de 2 horas (Rivera-
Ordodiez, 2006).

Mientras que el naproxeno y el diclofenaco inhiben la actividad de la enzima
ciclooxigenasa, que da como resultado una disminucién en la sintesis de
prostaglandinas y tromboxanos procedentes del &cido araquiddnico. Las
prostaglandinas desempefian un papel importante en la aparicién de la inflamacion,
el dolor y la fiebre. Estos efectos pueden ser parcialmente los responsables de la
accion terapéutica y de las reacciones adversas de estos medicamentos.

Pueden actuar en forma periférica en los tejidos inflamados probablemente
mediante la reduccion de la actividad de las prostaglandinas en estos tejidos y
posiblemente mediante inhibicibn de la sintesis y/o acciones sobre otros
mediadores locales de la respuesta inflamatoria. También pueden estar
involucradas la inhibicion de la migracién de los leucocitos, inhibicion de la liberacion
y/o acciones de las enzimas lisosomales y acciones sobre otros procesos celulares

e inmunolégicos en el tejido mesenquimatoso y conectivo (Rivera-Ordofiez, 2006).

1.4 Residuos de AINEs

Los AINEs son uno de los grupos de farmacos con mayores indices de consumo,
los residuos de productos farmaceéuticos suponen una amenaza ambiental debido a
sus propiedades fisicoquimicas, persistencia y distribucion en el agua, suelo, aire,
cadenas tréficas y en alimentos. La contaminacion por compuestos farmacéuticos

puede ocurrir en concentraciones de ng L' a pug L (Santos et al.,2010).

El uso tanto doméstico y hospitalario de productos farmacéuticos en el tratamiento
de enfermedades aumenta su caudal de descarga y por ende también, la de sus
productos de transformacion en el medio ambiente, manifestando su toxicidad en
organismos no destinatarios (Sanchez, 2019). La presencia en pequefias

cantidades de residuos es debido a desechos de la industria farmacéutica,
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desechos hospitalarios y medicamentos terapéuticos, de igual forma, su presencia
en el agua potable es otro problema de salud publica, ya que no se ha investigado

lo suficiente sobre los efectos asociados a largo plazo (Moreno-Ortiz et al., 2013).

El agua es uno de los vehiculos por el cual se transportan diversos desechos
provenientes de diferentes actividades, de tal forma que distintos cuerpos de agua
se contaminan con estos. Esta situacion se ha presentado en México y en el mundo

desde hace décadas.

La persistencia de dichos residuos y su incremento tienen como consecuencia
efectos negativos debido a que no se eliminan por completo en los procesos de
tratamiento de aguas residuales a causa de su estabilidad quimica, lo que lleva a
su presencia en fuentes de agua que, eventualmente, terminan en los hogares de
manera que nuestra salud se encuentra expuesta a los efectos toxicologicos de este

tipo de medicamentos (Garcia-Morales, 2021).

El DCF se encuentra dentro la Primera Lista de Observacion establecida en la
Directiva Marco Europea del Agua (Decision UE 2015/495 y Decisiéon UE 2018/840],
debido a que es uno de los medicamentos mas detectados, aunque suelen ser
concentraciones bajas, cuando son superiores a 1.0 ug L pueden alterar el ADN,

la respuesta inmune y la reproduccion (Gonzalez et al., 2023).

El consumo de agua contaminada con AINEs puede irritar el revestimiento del tracto
gastrointestinal, causando Ulceras, hemorragias y, en casos severos, perforaciones.
Ademas, los AINEs son conocidos por su capacidad para afectar negativamente la
funcidén renal, especialmente en personas con enfermedades renales cronicas,
ademas de que pueden aumentar el riesgo de eventos cardiovasculares adversos,

como infartos de miocardio y accidentes cerebrovasculares.
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La prevencion y mitigacion de estos riesgos requieren esfuerzos concertados en el
desarrollo de metodologias analiticas para la identificacion, cuantificacion y

tratamiento del agua, capaces de eliminar estos compuestos.

1.4.1 Normatividad en México relativa al manejo de residuos farmacéuticos

Los productos farmacéuticos han estado presentes en el agua desde hace mucho
tiempo, sin embargo, nunca fueron objetivo de investigacion, hasta ahora que se
han comenzado a desarrollar metodologias para poder reconocer sus niveles como

potencialmente peligrosos (J. Rivera-Utrilla et al., 2013).

La normativa para proteger el medio ambiente se cre6 en 1988 mediante la Ley
General para la Prevencion y Gestion Integral de los Residuos y su reglamento
correspondiente (SEMARNAT 2014, 2018). Esta normativa incorpora principios de
valorizacion, responsabilidad y manejo integral de residuos, enfocandose en
criterios de eficiencia ambiental. Sin embargo, no se incluyen lineamientos
operativos para el manejo de residuos de medicamentos. La escasa difusion de
estas leyes ha llevado, hasta la fecha, a practicas inadecuadas en la eliminacién de

medicamentos caducados.

En la década de 1990, México se comprometié a mejorar su gestion ambiental al
firmar el Tratado de Libre Comercio de América del Norte con Estados Unidos y
Canada, y por ser miembro de la Organizacion para la Cooperacion y el Desarrollo
Econdmico. De esta forma, de 1994 a 2006 se implementaron nuevas leyes y se
mejoraron reglamentos, pero no se reglamenté claramente el manejo de

medicamentos caducos o en desecho.

En 1995, la Facultad de Ingenieria de la UNAM colabor6é en la creacion de un
Manual para el tratamiento y disposicién final de medicamentos. Sin embargo, este
manual tuvo una difusion muy limitada, y no hay evidencia de su implementacion en
los sectores relacionados con la eliminaciéon de farmacos, incluyendo la industria

farmacéutica, el sector salud y el publico en general (Garcia-Morales et al., 2021).
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El agua destinada al consumo humano debe cumplir con més de 40 parametros de
calidad quimica, fisica y biolégica. Sin embargo, la normativa mexicana no establece
limites permitidos para microcontaminantes, como las sustancias activas de
medicamentos o productos de cuidado personal, asi como sus subproductos de
degradacion. Estos contaminantes se consideran emergentes porque son
compuestos quimicos no regulados y dificiles de descomponer, presentes en los
sistemas acuaticos, lo que genera un alto riesgo de toxicidad (Garcia-Morales et al.,
2021).

En el caso especifico de la fabricacion de medicamentos, en 2015, la Secretaria de
Salud public6 la NOM-059-SSA1-2015, establece las buenas practicas en la
fabricacion de medicamentos. Sin embargo, esta norma no considero la disposicion

final de estos productos como desechos o subproductos.

Debido a que hay poca informacion sobre la presencia de farmacos en agua, es
necesario desarrollar una metodologia analitica para la determinacion y
cuantificacion de contaminantes farmaceéuticos (Moreno-Ortiz et al., 2013). Los
avances de los métodos en la sensibilidad y la precision de los equipos de deteccion
han permitido analizar concentraciones a niveles de ng L de diferentes fuentes.
Uno de los métodos analiticos que ha permitido la deteccion de compuestos
farmacéuticos ha sido la cromatografia de gases (GC), la cromatografia de liquidos
de alta resoluciéon (HPLC) acoplada a la espectrometria de masas (MS) y la

electroforesis capilar (CE) (Buerge et al., 2006).
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1.4 Métodos de analisis

1.4.1 Métodos cromatogréficos

La cromatografia es conocida principalmente como una técnica de separacion y fue
una de las primeras técnicas en aparecer y evolucionar a lo largo de los afios (Iriarte
Perdigon, 2022).

1.5.1.1 Cromatografia de gases

En 1951, Martin y James realizaron el primer trabajo utilizando una fase mouvil
gaseosa a través de una columna, lo cual dio lugar a la técnica conocida como
cromatografia de gases (GC). En la actualidad este método se utiliza ampliamente
para la separacion de componentes volatiles y semivolatiles, hidrocarburos y

compuestos organicos de una muestra (Gutiérrez Bouzan & Droguet, 2002).

Es una técnica que combina tiempos de analisis cortos y sensibilidad; sin embargo,
presenta limitaciones tales como: no es util para compuestos no volatiles, sensibles
a una elevacion de la temperatura y compuestos que se encuentran en forma ionica
(Rosero Valles, 2017).

1.5.1.2 Cromatografia de liquidos de alta resolucion

Esta técnica tiene una gran capacidad para separar distintos analitos que componen
una muestra, los cuales presentan una naturaleza especifica y diferente entre ellos,
la aplicacion de esta técnica permite purificar, identificar y cuantifica un analito

especifico (Iriarte Perdigon, 2022).

Se usa en diferentes areas como medicina, farmacologia, quimica, industria de los
alimentos, entre otras. Es una técnica versatil debido a que permite la separacién
de distintos analitos de una mezcla que puede ser muy compleja (Romero et al.,
2016).
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Sin embargo, presenta desventajas, tales como, altos tiempos de andlisis debido a
gue las muestras tienen que ser analizadas de manera secuencial, elevados costos
del equipo, mantenimientos, columnas, etc., el uso de solventes organicos costosos

y que pueden ser contaminantes para el medio ambiente (Cala et al., 2011)

1.4.2 Métodos no cromatogréaficos

Los métodos no cromatograficos son técnicas analiticas que permiten la

identificacion, separacion y cuantificacion de diversos compuestos, como:

1.5.2.1 Espectroscopia

La espectroscopia es una técnica que estudia la interaccion entre la radiacion
electromagnética y la materia. Se basa principalmente en la absorcion, emision o
dispersion de luz por las moléculas, lo que permite su identificacion y cuantificacion
(Valcarcel et al., 2008).

e Espectroscopia UV-Vis: involucra la absorcién de luz ultravioleta y visible
del espectro electromagnético por parte de una molécula que produce
transiciones de electrones desde niveles energéticos bajos a niveles mas
altos (Hidalgo, 2006).

e Espectroscopia de fluorescencia: se basa en un proceso de emision en el
cual las moléculas son excitadas por absorcion de la radiacion
electromagnética. Las especies excitadas se relajan al estado
fundamental, liberando su energia en forma de fotones (Alonso-Barrio,
2018).

e Espectroscopia de IR: Esta basada en la interaccién de la radiaciéon
infrarroja con los estados vibracionales de los enlaces moleculares
(Gémez & Murillo, 2006).

e Espectrometria de masas: Proporciona informaciéon sobre la masa y

estructura molecular a partir de la ionizacion de los compuestos.
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De acuerdo con lo anterior, en la Tabla 3 se muestra la aplicacion de algunas de las

técnicas mas usadas en el andlisis de AINEs como: IBP, NPX y DCF.
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Tabla 3. Determinacion de AINEs por

métodos cromatograficos y no

cromatograficos.
Sistema
AINEs Matriz Método de LOD Referencia
deteccién
Muestras de
afluente y
efluente de . .
IBP plantasde =~ RDSE  GC-MS 1.40 ng L Rojagoggnd'a’
tratamientos de '
aguas
residuales.
Muestras de
NPX hu;‘;rfo”rzoua s HPLC- 0.002pgL'  Alean-Fldrez
IBP no. ag DAD-FLD  0.008 pg L' etal., 2021
residual y
superficial
Muestras de
tres plantas de o
Pefa-Alvarez
; -1
ILBPF;( "ata;“'j;’;o d®  SPE  GC-MS 8'2? :9 t_1 & Castillo-
resiguales 41N Alanis, 2015.
Yilmaz et al.,
NPX  Plasma humano LLE GC-MS 0.03 ug L™ 2014.
Escamilla
NPX Orina MSPE H::::g i 0.02 ug L™ Lara, 2021.
Duque
IBP . 4 Zambrano &
DCE Matrices SPE GC 1.01 mg L_1 Arango
acuosas 0.32mgL ]
Ramirez,
2015.

RDSE: extraccidn por sorcién en disco rotatorio, SPE: extraccién en fase sélida, uSPE:

microextraccion en fase soélida, LLE:

extraccion

liquido-liquido,

HPLC-DAD-FLD:

cromatografia liquida de alta eficacia con detector de arreglo de diodo y fluorescencia
molecular, GC-MS: cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas, HPLC-
FLD: cromatografia de liquidos de alta resolucién con detector de fluorescencia, GC:
cromatografia de gases.
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1.4.3 Electroforesis capilar

La electroforesis capilar (CE) es una técnica de separacién basada en la diferente
velocidad de migracién de las distintas especies cargadas bajo la accion de un
campo eléctrico. La separacion se lleva a cabo en un capilar de silice fundida de un
didmetro pequefio, los cuales ofrecen multiples ventajas como: tiempos de analisis

cortos y alta eficiencia (Nesse, & Gionco, 2022).

En relacion con esto, se ha incrementado el uso de la CE en el andlisis farmacéutico,
la cual es una técnica alternativa al HPLC, debido a su alta resolucion, eficiencia de
separacion, corto tiempo de andlisis, reduccién en el consumo de solventes y
muestra, bajo costo de operacion y separacion de un sin nimero de compuestos, y
una gama de mecanismos que proporcionan una separacion selectiva (Quiroga,
2013).

En este enfoque, se destaca que, aunque la CE es una técnica avanzaday eficiente,
la calidad del analisis también depende de una adecuada preparacion de las
muestras para manejar la complejidad de las matrices analiticas, la cual dependera
de su naturaleza, por lo que, en la mayoria de los casos se requiere el uso de
técnicas combinadas motivadas por un pretratamiento o limpieza de la muestra
(Cases, 1994).

En este sentido, dentro del desarrollo de metodologias para la cuantificacion de
productos farmacéuticos, como AINEsS, en matrices complejas, la etapa de la
preparacion de muestra es un paso fundamental para posteriormente poder ingresar
la muestra al instrumento analitico, por lo que se debe llevar a cabo una
preconcentracion y aislamiento de los analitos de interés dentro de la muestra en

cuestion que permita eliminar interferentes de la matriz (Vazquez, 2017).

Se han desarrollado diferentes estrategias en CE que pueden aumentar la cantidad
de analito presente en el capilar, ya que en muestras biolégicas y ambientales los

analitos, incluidos los AINESs, suelen encontrarse a niveles bajos de concentracion.
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Concretamente, se han evaluado diversas técnicas de preconcentracion para la
determinacién de AINEs. Estas estrategias se basan en la combinacion CE con
técnicas de extraccion, como la extraccion liquido-liquido (LLE), extraccion en fase
solida dispersiva (DSPE), microextraccion a la gota (SDME), microextraccion en
fase solida (USPE) y la extraccion en fase solida (SPE).

La SPE es una técnica ampliamente utilizada para la concentracion y purificacion
de analitos en diversas matrices. El procedimiento consiste en una columna de SPE,
gue contiene un material adsorbente especifico para los analitos de interés. Primero,
se condiciona la columna mediante el paso de un solvente adecuado, lo que activa
el material adsorbente. A continuacién, se carga la muestra en la columna, donde
los analitos son adsorbidos por el material, mientras que los componentes no
deseados son eliminados. Luego, se realiza un lavado para eliminar impurezas y
mejorar la selectividad. Finalmente, los analitos se concentran mediante la elucion
con un solvente apropiado, que desorbe los compuestos de la fase solida (Figura
1). Esta etapa de elucion es crucial, ya que permite recuperar los analitos
concentrados en un volumen menor, facilitando su andlisis posterior (Fuentes Lopez
et al., 2020).

Esta técnica presenta la principal ventaja frente a otras técnicas convencionales
como LLE, al no requerir el uso indiscriminado de solventes organicos. Dentro de
esta técnica pueden emplearse adsorbentes sintetizados tales como polimeros
funcionales, polimeros de reconocimiento molecular, e hidroxidos dobles laminares
(LDH) (Rojas-Candia, 2023).
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Analito

- Impurezas

T A A Y

Figura. 1. Esquema de la técnica de pre-tratamiento: extraccion en fase solida
(SPE).

1.5 Hidroxidos dobles laminares (LDH)

Los hidroxidos dobles laminares (LDH) son estructuras sintéticas formadas por
laminas de hidroxidos metalicos cargados positivamente que son estabilizadas con
aniones interlaminares (Martinez & Carbajal, 2012). En la literatura cientifica se les
conoce como compuestos tipo hidrotalcita debido a que el primer LDH descubierto
fue el mineral hidrotalcita [MgsAl2(OH)16](CO3) - 4(H20), recibié dicho nombre debido
a su contenido de agua (hidro) y también a su parecido con el talco (talcita), este
compuesto se encuentra en la naturaleza, pero también puede ser sintetizado

facilmente.
La estructura y propiedades de los LDH fueron demostradas por Allman (1968) y

Taylor (1969) mediante difraccion de rayos X en polvo. Estos compuestos tienen

una estructura cristalina en capas con amplias variaciones dependiendo de los
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cationes y las relaciones molares de los metales M?*/M3*, asi como del tipo de
aniones (Mishra et al., 2018).

Una gran variedad de LDHs han sido sintetizadas a partir de capas que contienen
metales cationicos y aniones hidratados que equilibran la carga en el espacio entre
capas, con formula general MffM3*(OH)2(A™)x, - mH.O, donde M* y M3
representan los cationes di y trivalentes, respectivamente; m representa el
contenido de agua, n~ la carga del aniéon huésped, x la relacién molar de los dos
metales y A implica el anion presente en el LDH para neutralizar las cargas de los
cationes. Dentro de la estructura en capas de los LDH, los cationes metalicos
ocupan los centros de un octaedro que comparte aristas, y los vértices contienes
iones hidréxido que estan conectados a los iones metalicos (Figura 2) (Soheili-Azad,
et al., 2019). Los LDH se pueden construir a partir de una variedad de metales
divalentes y trivalentes como: Mg?*, Ni%*, Zn?*, Al** y Fe®*. Se puede intercalar una
amplia gama de aniones compensadores de carga en la estructura de LDH,
incluidas especies organicas e inorganicas, siendo las mas comunmente
observadas los haluros (cloruros) y los oxoaniones (carbonatos, nitratos) (Johnston
et al., 2021).

@ Aniones A™

@ Moléculas de agua

Estructura laminar @ Aniones OH™

Cationes M**/ M**

Figura 2. Estructura de un hidréxido doble laminar (LDH).
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Se reconoce que el intervalo 0.20 < x < 0.33 es el ideal para la sintesis de LDH, es
decir, la relacion M?* y M3* esta entre 2:1 y 4:1. Sin embargo, se han reportado
intervalos tanto inferiores como superiores con excelentes resultados (Mishra et al.,
2018).

Los LDH tienen mdltiples ventajas, tales como procedimientos de sintesis simples y
de bajo costo, estructuras resistentes al agua, una capa de carga positiva
permanente, estabilidad térmica y morfoldgica con propiedades quimicas unicas,
llevandolos a su explotacion en diversas aplicaciones, como su uso como materiales
adsorbentes debido a su elevada area superficial, porosidad y capacidad de
intercambio anidnico a través de la movilidad de los aniones entre capas, en el
analisis de muestras, especialmente de contaminantes en matrices complejas como
aguas y suelos (Soheili-Azad, et al., 2019). También se han explorado en la
liberacion controlada de farmacos en aplicaciones biomédicas, aprovechando su

capacidad para encapsular moléculas bioactivas (Tang & Lee, 2013).

En el area de catalisis, los LDH pueden emplearse como catalizadores, soportes
cataliticos o precursores de Oxidos catalizadores, como los 6xidos metalicos mixtos
producidos mediante la manipulacién térmica controlada de los LDH. Existen
reacciones en que el catalizador se activa con luz cuando contiene metales como el
cerio, que al estar disperso en las laminas de un LDH Mg/Al, es capaz de catalizar

la reaccion de degradacion de compuestos organicos.

Sin embargo, la eficacia de extraccion de los LDH se ve afectada por el tipo de
aniones contenidos en la intercapa, como: NO3<CIl'<COg3?, los cuales proporcionan
una capacidad de intercambio aniénico diferente. Este orden corresponde con las
constantes de equilibrio de intercambio anionico descritas por Miyata (Tang & Lee,
2013).
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1.5.1 Sintesis de LDH

En los ultimos afios se han desarrollado diversas metodologias para la sintesis de
LDH. Se han analizado procedimientos sencillos y de bajos costos para llevar a
cabo la sintesis para diferentes aplicaciones. Las principales rutas usadas con mas

frecuencia son: como:

1.5.1.1 Co-precipitacion (método directo)

El método de coprecipitacion es la técnica mas aplicada en la sintesis directa de
LDH, teniendo una variacion entre los cationes divalentes y trivalentes y aniones en
la intercapa, que pueden ser inorganicos, tales como: NOs, Cl-, CO3%, F, Br, ClO4
y SO.%, etc., aniones organicos como: acidos carboxilicos y surfactantes, y

biomoléculas como: aminoacidos y vitaminas (Johnston et al., 2021)

La técnica consiste en la adicion lenta de una solucién basica con valores de pH de
7-11 a una solucion que contenga precursores de los cationes metalicos divalentes
y trivalentes e intercapa en una proporcion adecuada, lo cual conducira a la
precipitacion del LDH, se requiere de una atmosfera inerte, provista a través de un
burbujeo constante con nitrdgeno, para evitar interferencia de iones COs%. (Mishra
et al., 2018).

1.5.1.2 Intercambio idénico (método indirecto)

El intercambio i6nico también es un método cominmente utilizado para la sintesis
de LDH, se conoce como un método indirecto debido a que el LDH se sintetiza
primero por el método de co-precipitacion con un tipo de aniéon (NOs", ClI'y COs?%),
posteriormente los iones presentes en la intercapa se intercambian con los aniones
de preferencia agitando constantemente el precursor LDH en una solucion que
contiene un exceso del anién a intercambiar, para evitar la intercalaciéon de CO3? el
proceso se realiza en atmosfera inerte. El intercambio anidnico depende de las
fuerzas electrostaticas entre las capas de LDH cargadas positivamente y los

aniones intercambiables (Mishra et al., 2018).
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1.5.1.3 Reconstitucién/rehidratacion (efecto memoria)

Una de las propiedades de los LDH es el recuperar su estructura original después
de la calcinacién y seguida de rehidratacién. Los LDH se pueden transformar a sus
respectivos Oxidos metdlicos mediante la calcinacion (400 - 500 °C), y como
consecuencia se eliminan las moléculas de agua, los grupos hidroxilo y los aniones
gue se encuentran intercalados en la estructura, obteniéndose asi 6xidos metélicos.
Estos 6xidos metélicos se sumergen en agua (o alguna solucién de aniones) para
regenerarlos. Todo el proceso de rehidratacion debe llevarse a cabo bajo atmosfera
inerte de nitrégeno (Mishra et al., 2018).

La extensa aplicacion de los LDH en sistemas de remocion mediante extraccion
SPE se debe a sus caracteristicas sobresalientes. Su naturaleza en capas permite
la facil intercalacion de diversas moléculas, lo que mejora la capacidad de
adsorcion. Ademas, su gran area de superficie maximiza la interaccion con los
analitos, optimizando asi la eficiencia del proceso de remocion. La estructura
ajustable de los LDH facilita la modificacion para adaptarse a diferentes tipos de
moléculas, mientras que su relacion costo/eficacia y respeto por el medio ambiente
los convierten en una opcion atractiva para aplicaciones sostenibles en el
tratamiento de aguas. Estas propiedades hacen de los LDH una herramienta valiosa

en la mejora de técnicas de remocion de farmacos (Beitollahi et al., 2022).

Con base en lo anterior, el presente trabajo propone el disefio, sintesis,
caracterizacion y aplicacion de hidroxidos dobles laminares LDH-MgAI como
adsorbente de elevada selectividad acoplado a un sistema de extraccion en fase
sélida y electroforesis capilar en la determinacion de AINEs en muestras de interés

ambiental.
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2. OBJETIVOS
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2. Objetivos

2.1 General

Disefiar un sistema analitico de separacion y preconcentracion para la
determinaciéon de AINEs mediante el acoplamiento de hidréxidos dobles laminares
LDH-(MgAl) y electroforesis capilar en muestras de interés ambiental.

2.2 Especificos

e Determinar las condiciones Optimas de separacion de AINEs en
electroforesis capilar.

e Sintetizar y caracterizar particulas LDH-(MgAl) selectivas en la extraccion de
AINEs.

e Determinar las condiciones optimas de extracciéon mediante SPE.

e Determinar los parametros analiticos del sistema de analisis.

e Aplicar la metodologia propuesta en el analisis de AINEs en muestras de

interés ambiental por electroforesis capilar.
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3. METODOLOGIA
EXPERIMENTAL
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3. Metodologia experimental

3.1 Reactivos

Nitrato de magnesio hexahidratado (Mg(NO3). - 6H20) 98.0%, nitrato de aluminio
nonahidratado (Al(NO3)s - 9H20) 99.9%, cloruro de magnesio hexahidratado (MgCl>
- 6H20) 99.0%, cloruro de aluminio hexahidratado (AIClz - 6H20) = 98.0%, hidroxido
de sodio (NaOH) 98.5%, nitrato de sodio (NaNOs), cloruro de sodio (NacCl),
carbonato de sodio (Na>COs), dodecilsulfato (SDS"), benzoato de sodio (BenO),
naproxeno(Ci14H1403) 98.0%, ibuprofeno (Ci3H1802), diclofenaco (C14sH11NCI20>),
acetaminofén (CgHoNO2) 98.0%, metanol (MeOH) 99.8%, acido clorhidrico (HCI),
acido a-naftalenacético empleado como estandar interno (El) (99.5%).

Cada soluciéon fue preparada disolviendo la cantidad exacta de reactivo grado
analitico en agua desionizada (resistividad 18.2 MQ).

El electrolito soporte (ES) consistio en tetraborato de sodio (Naz:B40O7) 30.0 mmol L
1y B-ciclodextrina 1.0 mmol L%, ajustada a pH 10.0 con NaOH 1.0 mol L.

3.2 Instrumentacion

Los analisis se realizaron en un equipo de electroforesis capilar Beckman Coulter
P/ACE 5500 con detector de arreglo de diodos (DAD). Los datos fueron analizados
a través del software P/ACE MDQ version 2.3. El agua desionizada fue obtenida de
un sistema Milli-Q (Millipore, Bedford, MA, EE. UU.) y el pH de las disoluciones se

ajusto con un potenciometro (modelo 450; Corning Science Products, NY, EE. UU.).

La caracterizacion de la LDH éptima se llevo a cabo utilizando un espectrofotometro
infrarrojo Perkin Elmer Fourier (FITR) con un Pike Gladi ATR. La morfologia se
evalué mediante un microscopio electrénico de barrido (SEM) JEOL JSM-820. La
estabilidad térmica del adsorbente se determind utilizando un equipo Universal TGA

Analyzer 200 con software Universal V4.7A.
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3.3 Electroforesis capilar

La separacion se llevo a cabo en un capilar de silice fundida (41.7 cm x 75.0 um de
didmetro interno), inyeccién hidrodinamica (0.5 psi, 10 s), la deteccion se realiz6 a

una longitud de onda (A) de 214 nm y un voltaje.

El capilar fue activado al iniciar cada dia de trabajo con NaOH 1.0 mol L durante
15 minutos, NaOH 0.1 mol L' durante 10 minutos, agua desionizada durante 10

minutos y finalmente la solucion ES durante 10 minutos.

Entre cada andlisis, el capilar se lavé con NaOH 1.0 mol L*? durante 4 minutos,
NaOH 0.1 mol Lt durante 2 minutos, agua desionizada durante 2 minutos y ES

durante 2 minutos.

3.4 Optimizacion de la separacion por CE

Para determinar las condiciones Optimas de separacion de los AINEs se realizo un
estudio de la composiciéon del ES; primero se evaluo el efecto del pH sobre la
separacion electroforética, después se evalud la concentracion del ES y la adicion
de la B-ciclodextrina y finalmente el efecto del voltaje de separacién aplicado. Bajo
las condiciones Optimas de separacion se obtuvieron los parametros analiticos de

acuerdo a las recomendaciones de la [IUPAC (Currie, 1995).

3.5 Sintesis del adsorbente LDH-MgAI

La sintesis de los LDH, se realizO empleando el método de co-precipitacion
(Johnston et al., 2021). Para ello en una primera etapa, se disolvio la cantidad
necesaria de los cationes metdlicos precursores de Mg?* y AI** con diferente
relacion molar (4.5-1.0, 3.0-1.0 y 1.5-1.0) Mg/Al) en 40.0 mL de agua desionizada,
empleando NOg', ClI'y CO3s?, en la intercapa, el pH de las soluciones se ajusté a un

pH constante (~11) utilizando una solucién de NaOH 6.0 mol LY La mezcla de
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reaccién se mantuvo en agitacion durante 1 h a 80°C en atmosfera inerte, la cual

fue provista a través de un burbujeo constante con nitrégeno (He et al., 2006).

Terminada la reaccion, los LDH obtenidos se reservaron en el medio de reaccion
durante 3 dias para posteriormente lavarlos 5 veces con 5.0 mL de agua
desionizada y fueron secados a 80 °C durante 24 h.

Los LDH con intercapa de BenO" y SDS' fueron obtenidos mediante intercambio
ibnico, una determinada cantidad de LDH con intercapa de nitratos se dispersé
durante 15 minutos en 10.0 mL de una solucion que contenia al anion
correspondiente (BenO™ y SDS’), concluido el tiempo de dispersion, los LDH
obtenidos se lavaron 5 veces con 5.0 mL de agua desionizada y fueron secados a
80 °C durante 24 h.

3.6 Optimizacién del sistema de extraccion

En una primera etapa 10.0 mg de LDH oOptimo fueron dispersados en un tubo
Eppendorf de 1.5 mL durante 3 minutos con 1.5 mL de agua desionizada,
posteriormente se centrifugd (5000 rpm, 3 minutos) y el sobrenadante fue
descartado. Se agreg6 1.0 mL de una solucién de AINEs (10 mg L) ajustada a pH
10 al tubo Eppendorf que contenia al LDH acondicionado y se dispersé durante 5
minutos. Finalmente, la mezcla se centrifugé (3 minutos, 5000 rpm) y el

sobrenadante fue dopado con EI (1.0 mg L) analizado por CE.

Para determinar las condiciones 6ptimas del sistema de extraccion en fase sélida
de AINEs se realiz6 la evaluacion del pH (4.0 - 12.0) de una solucion estandar,
posteriormente, se evalué la cantidad de LDH sobre la eficiencia de extraccion en
el intervalo de 5.0 - 30.0 mg y finalmente se evalud la elucion a través del porcentaje

de recuperacion empleando soluciones de concentracién conocida.
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3.7 Aplicacién del método SPE

Inicialmente 15.0 mg de LDH fueron empaquetados en un cartucho SPE y se
acondicionaron con 5.0 mL de agua desionizada con flujo de 1.0 mL min?
Posteriormente, se hicieron pasar 50.0 mL de muestra de agua a través del cartucho
SPE con flujo de 1.0 mL min't, después de la carga de la muestra, el adsorbente se
lavd con 5 mL de agua desionizada. Finalmente, la elucién se realiz6 con 1.0 mL de
metanol acidificado (MeOH/HCI 0.01 mol L), mismo que es recuperado y
evaporado a sequedad bajo una corriente de aire, para posteriormente ser
reconstituido en 1.0 mL de una solucién que contiene al El (0.5 mg L*?) para su
andlisis por CE.
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4. RESULTADOS Y
DISCUSIONES
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4. Resultados y discusion

4.1 Condiciones de analisis para la separacion electroforética

La separacién por CE, se basa en las diferentes movilidades de los analitos en un
medio conductor (ES) bajo la influencia de un campo eléctrico. Para lograr una
Optima separacion, se deben de tener en cuenta diferentes parametros, tales como:
composicion, pH y concentracion del ES, y voltaje aplicado en la separaciéon
(Quiroga, 2013).

4.1.1 Efecto del pH

Debido a que la electroforesis capilar es una técnica de separacion basada en la
diferente velocidad de migracién de las distintas especies cargadas bajo la accion
de un campo eléctrico (Osatinsky, 2007), es necesario que los analitos se
encuentren en forma iénica. Al mantener a los analitos disueltos en una solucién de
electrolitos, a un pH determinado, se asegura la modificacion de la movilidad

electroforética en el sistema.

Con base en los distintos pKa de cada analito de interés se construyeron los
diagramas de zonas de predominio (DLZP) para cada especie (Figura 3) y se
determind que el intervalo de pH para la determinacidon simultanea de los analitos
de interés, tal y como se puede observar en la Figura 3 la especie anionica del
acetaminofén (APAP), se encuentra por encima de 9.4, asegurando que todos los

analitos estan desprotonados.
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Figura. 3. Diagramas lineales de zonas de predominio de los AINEs de interés:
IBP, NXP, DCF y APAP.

El efecto del pH en la solucién de electrolito soporte se evalué en un intervalo de
8.5 a 10.5, con una variacion de 0.5 unidades de pH, boratos a una concentracion
de 10 mmol L. Se analiz6é una solucién estandar que contenia a los cuatro AINEs
(naproxeno, ibuprofeno, diclofenaco, acetaminofén) en una concentracién de 10.0
mg L. Las condiciones de separacion iniciales por CE fueron: longitud de onda del

detector A=214 nm y voltaje de separacion de 8.0 kV.

Los electroferogramas correspondientes a la evaluacion de pH del electrolito
soporte se muestran en la Figura 4. De acuerdo a los electroferogramas se puede
observar que a valores de pH de 8.5 - 9.5 no se tiene una buena resolucion con el
solapamiento de las sefiales analiticas, mientras que a pH de 10.5 existe la perdida
de sefales analiticas. Por otro lado, se muestra una mejor sensibilidad analitica y
separacién de tres de los cuatro analitos de interés a pH 10, por lo que se selecciona

como el pH 6ptimo en los subsecuentes analisis.
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Figura 4. Electroferogramas correspondientes a la evaluacion del pH. Condiciones
de separacién: ES de boratos 10mmol L™, A=274 nm y 8.0 kV.

4.1.2 Evaluacion de la composicion del electrolito soporte

Un constituyente fundamental de la CE es el llamado Flujo Electroosmatico (FEO).
Este flujo se origina por la presencia del campo eléctrico en una solucion ionica

cuando entra en contacto un electrolito con una superficie solida cargada.

El FEO puede ser afectado ajustando la concentracion y la fuerza ionica de la
solucion electrolito, elevadas concentraciones de solucion electrolito son utiles para
la limitacion de las interacciones idnicas, por disminucion de las alteraciones idnicas
contra la pared, pero el calentamiento de los capilares limita el uso de las
concentraciones elevadas de los solucion electrolitos, conforme a la bibliografia se
recomiendan concentraciones de la solucion electrolito entre 10.0 - 50.0 mmol L*
(Castillo-Rodriguez, et al. 2005).

Se evaluaron distintas concentraciones del electrolito soporte de 5.0 - 40.0 mmol L
1. De acuerdo con el electroferograma (Figura 5), se puede observar una mayor
separacion de las sefiales a una concentracion de 30.0 mmol L2, con un tiempo de
analisis de aproximadamente 12 minutos, mientras que a concentraciones por
encima de esta no se tiene una buena resolucion con el solapamiento y perdida de
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las sefiales analiticas, por lo que se eligié 30.0 mmol Lt como concentracién como

Optima.

3x10% AU
40 mM

30 mM AN

B

AU
25 mM A\ JAAVAR ]
M

15 mM N M

5 mM

3.0 4.0 5.0 6.0 7.0 8.0 9.0 10.0 11.0
Tiempo (min)

Figura 5. Electroferogramas correspondientes a la evaluacion de la concentracion
del electrolito soporte. Condiciones de separacion: ES de boratos de distintas
concentraciones (pH=10), A=214 nm y 8.0 kV.

4.1.3 Adicién de B-ciclodextrina en la separacion

La adicion de aditivos a la solucion electrolitos permite modificar las movilidades
electroforéticas de los analitos, formando entornos heterogéneos que pueden definir

nuevos sistemas fisicoquimicos de la CE (Quiroga, 2013).

El efecto de la adicion de B-ciclodextrina a la solucion electrolito se evalué en un
intervalo de 0.5 - 2.0 mmol L con una variacién de 0.5 unidades de concentracion,
para posteriormente analizar una solucion estandar que contenia a los AINESs a una
concentracion de 10.0 mg L. Las condiciones de separacion por CE fueron:
electrolito soporte de boratos 30 mmol L* y B-ciclodextrina a pH=10 y voltaje de

separacion 8.0 kV.

De acuerdo a los electroferogramas obtenidos (Figura 6), se puede observar que
conforme aumenta la concentracion de la B-ciclodextrina dentro del ES la definicion
de las sefnales incrementa, sin embargo, con este incremento se observa una
pérdida de la definicién analitica a una concentracion de 2.0 mmol L, afectando la
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deteccion de los analitos. Por esto, se eligi6 como concentracion 6ptima 1.0 mmol

L1, ya que se tiene una mejor definicién de las sefiales analiticas.

3x10° AU

2.0mM

1.5mM

1.0mM

0.5mM

ML

2.0 3.0 4.0 5.0 6.0 7.0 8.0 9.0 10.0 11.0
Tiempo (min)

Figura 6. Electroferogramas correspondientes a la evaluac:/on de B-ciclodextrina.
E\(/)ndlmones de separacion: ES de boratos 30.0 mmol L (pH=10), A=214 nm y 8.0

4.1.4 Evaluacion del voltaje de separaciéon

El voltaje de separacion regula la corriente y, por lo tanto, la velocidad de migracion
es proporcional a la diferencia de potencial existente en el medio soporte. Se realizo
la evaluacion del voltaje aplicado en la separacion electroforética, para determinar
el mejor tiempo de analisis, sin perder la resolucion de las sefiales en el
electroferograma, permitiendo asi un mayor nimero de analisis en menor periodo

de tiempo.

Se preparé una solucion estandar que contenia a los AINEs a una concentracion de
10.0 mg L, que fue analizada por electroforesis capilar, evaluando la aplicacién de
distintos voltajes: 6.0, 8.0, 10.0 y 12.0 kV.

De acuerdo al electroferograma (Figura 7) empleando un voltaje de 10 kV se puede
observar una buena resolucién de las cuatro sefales correspondientes los analitos
y con un tiempo de analisis de aproximadamente 10 minutos, mientras que a

voltajes mas altos el tiempo de analisis es menor, pero se pierde la resolucion.
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Figura 7. Electroferogramas correspondientes a la evaluacion del voltaje de
separacién. Condiciones de separacion: ES de boratos 30 mmol L™ (pH=10) y B-
ciclodextrina 1.0 mmol L, A=214 nm.

Las condiciones de separacion por CE obtenidas para la determinacion de AINEs
(naproxeno, ibuprofeno, diclofenaco y acetaminofén) en muestras complejas son:
Capilar de silice fundida, electrolito soporte de boratos 30 mmol L* (pH=10) y B-
ciclodextrina 1.0 mmol L?, longitud de onda del detector A=214 nm y voltaje de

separacion 10 kV.

4.1.5 Identificacion de las sefales

Para la identificacion de cada sefial analitica, se analizé una solucion que contenia
a los analitos a una concentracion de 10.0 mg L, el andlisis se llevd a cabo bajo
las condiciones 6ptimas determinadas para el sistema. Finalmente se prepararon y
analizaron soluciones individuales de cada uno de los analitos en concentraciones

conocidas, para que pudieran ser identificadas mediante sus tiempos de migracion.

El orden de migracion observado en el electroferograma (Figura 8) bajo las

condiciones Optimas establecidas se debe a una combinacion de factores que
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incluyen la relacion carga/masa de los AINEs y sus interacciones con la B-
ciclodextrina. Aunque se podria esperar que el acetaminofén migrara primero
debido a su menor masa, la menor afinidad de este compuesto por la B-
ciclodextrina, en comparacion con los otros analitos, dio lugar a una migracion mas
lenta que el ibuprofeno. Por otro lado, el naproxeno y el diclofenaco, interactian
mas fuertemente con la B-ciclodextrina debido a su hidrofobicidad, lo que resulto en
tiempos de migracion més largos. La interaccion de cada AINE con la 3-ciclodextrina
para formar complejos por inclusién, fue el factor determinante del orden de
migracién observado (Hernandez-Cruz, 2005).

3x102 AU
Naproxeno

PM: 230.26 g mol!

pKa: 4.15

Cl

L cl OH
Acetaminofén

PM: 151.16 g mol!

CHy pKa: 9.4
OH Diclofenaco

PM: 296.15 g mol!

3 pKa: 4.15

HC

Ibuprofeno

PM: 206.28 g mol!

pKa: 4.45

4.0 5.0 6.0 7.0 8.0
Tiempo (min)

Figura 8. Electroferogramas correspondientes al analisis de una solucion a 10.0
mg L™ de AINEs. Condiciones de separacion; ES de boratos 30 mmol L™ (pH=10)
y B-ciclodextrina 1.0 mmol L, 10 kV y A=2714 nm.

4.1.6 Evaluacion del estandar interno

Una vez obtenidas las condiciones O6ptimas de separacion por CE de los analitos de
interés se propone el uso de un estandar interno (El) dentro del sistema, para asi
disminuir los errores instrumentales. Considerando esto, se evaluo el acido picrico
y el acido alfa-naftalenacético (Tabla 4), los cuales generaron una sefial después
del tiempo de migracién de los analitos en el electroferograma (Figura 9), sin

embargo, se eligié el &cido alfa-naftalenacético como estandar interno Optimo
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debido a que el tiempo de migracion era menor, teniendo un andlisis de 12 minutos

aproximadamente.

Tabla 4. Propiedades fisicoguimicas de EI.

M Punto de
Nombre Estructura Formula fusion
(g mol™) ]
(°C)
OH
] OoN NO,
Acido picrico
CsH3N30O7 229.11 121
NO,
(9]
Acido alfa- OH
Ci12H1002 186.2 125 -135

naftalenacético “
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3x10 AU

4.0 5.0 6.0 7.0 8.0 9.0 10.0 11.0 12.0 13.0 14.0

Tiempo (min)

Figura 9. Electroferogramas correspondientes a la evaluacion de distintos
compuestos como estandar interno a) acido alfa-naftalenacético, b) acido O’oicrico.
Condiciones de separacion: ES de boratos 30 mmol L (pH=10) y B-ciclodextrina

1.0 mmol L, 10 kV y A=214 nm.

4.1.7 Parametros analiticos

De acuerdo a las condiciones 6ptimas para la separacion de AINEs mediante CE,
se construyeron curvas de calibrado manteniendo la relacion 2:1 entre los analitos
(acetaminofén: ibuprofeno, naproxeno y diclofenaco). El intervalo de trabajo fue de
0.10 - 30.0 mg Lt (EI 10 mg L?). Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla
5. La curva de calibracion resulté de graficar la relacion de areas entre los analitos
y el El, mientras que para obtener los limites de deteccion y cuantificaciéon (LOD y
LOQ) se siguieron las indicaciones de la [IUPAC, las cuales dicen que el LOD debe
ser 3.29 veces mayor que la relacion sefal/ruido en el sistema, y el LOQ se calculé

considerando que este debe ser 3.0 veces, mayor que el LOD (Currie, 1995).
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Tabla 5. Parametros de regresion de la curva de calibrado, area del pico vs.
concentracion de AINEs.

Parametros analiticos del sistema

Ordenada al Pendiente Coeficiente Limite de Limite de
AINEs origen de deteccion cuantificacion
bo * ts(bo) b1 * ts(b4) correlacion (LOD) (LOQ)
(r) (mg L") (mg L")
APAP -0.0019+0.0099 0.0528 + 0.0007 0.9990 1.11 3.72
IBP 0.0143 £0.0136  0.2827 + 0.0021 0.9997 0.28 0.94
NPX 0.0182 £ 0.0634  0.5445 + 0.0047 0.9996 0.34 1.16
DCF -0.0274 £0.0127 0.3399 + 0.0019 0.9998 0.22 0.73
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4.2 Caracterizacion del adsorbente 6ptimo LDH Mg/Al-ClI" (1.5/1)

4.2.1 Infrarrojo

El espectro de infrarrojo del LDH MgAI/ClI-se muestra en la Figura 10. En el espectro
se observa una banda a 3450 cm?® correspondiente a las vibraciones de
estiramiento de los grupos O-H de ambas capas de hidréxido y del agua intercalada
en LDH. La banda alrededor de 1635 cm™ se asocia con la vibracion de flexién de
las moléculas de agua entre capas. Finalmente, las bandas en la regién entre 1000
cm?ty 641 cm? corresponden a las vibraciones de estiramiento de las laminas de
hidroxido metélico (Zhang et al., 2016).

El andlisis del espectro de infrarrojos del LDH revela la presencia de grupos OH,
tanto en las capas de hidroxido como en el agua intercalada y las bandas en el
rango de 1000 cm™ a 641 cm* confirman la estructura de las laminas de hidréxido
metalico. Estos resultados corroboran la composicidon y estructura esperada del

material.

% Transmitancia

O-H

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

Figura 10. Espectro FITR del LDH Mg/Al-CI (1.5/1)
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4.2.2 Microscopia electronica de barrido

La morfologia del adsorbente éptimo (LDH MgAI/CI") se determiné a través de SEM.
La Figura 11 muestra que a pesar del alto contenido en aluminio del adsorbente
optimo, en la morfologia superficial se observan Unicamente las placas hexagonales

caracteristicas del LDH (Alvarez et al., 2020).

La distribucion del tamafio de las particulas se determin6 dentro del intervalo de
85.0 - 100.0 nm midiendo los diametros de las particulas de una muestra uniforme
del adsorbente. Por otro lado, se determiné el contenido metalico para corroborar la
relacién molar del adsorbente éptimo mediante un detector de energia dispersiva
de Rayos X (EDS) y absorcion atomica de flama (FAAS). Con el método EDS se
encontré un 23.95% y 14.59% de Mg y Al, respectivamente, lo que representa una
relacion molar 1.6:1.0 y un %RSD de 5.79. Con el método FAAS se hall6é un 22.7%
y un 13.28% de Mg y Al, respectivamente, con una relacion molar de 1.7:1.0 y un
%RSD de 6.91. Se realiz6 una prueba t para verificar diferencias significativas entre

EDS y FAAS; no hay evidencia de diferencias significativas tcrit>texp(95%).

SED 30.0kv WD10.4mm High.P.G.30.0 HighVac.
X15,000 — 1M

Figura 11. Microscopia electrénica de barrido del LDH MgAI/CI* (1.5-1)
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4.2.3 Isotermas de adsorcion

El modelo de adsorcién descrito por el modelo de Langmuir (ecuaciones 1y 2)
describe la relacion de moléculas adsorbidas en una superficie de monocapa de
sélido, que todos los sitios activos en las superficies adsorbente son idénticos y
tienen la misma probabilidad de ser ocupados y que no hay interaccion entre las
moléculas adsorbidas (Rivas et al., 2014).

El modelo de Langmuir se empleé para determinar del pardmetro Qmax, €l cual

representa la capacidad maxima de saturacion, mientras que la factibilidad del
proceso de adsorcion se evalu6 con el parametro Ry, y en donde g, es la cantidad

de adsorcion en el equilibrio, C, es la concentracion inicial y C, la concentracion
final de cada solucion empleadas en el proceso de adsorcion.

De este modo el proceso de adsorcion es factible cuando el valor de R. se encuentra
entre O - 1, por otro lado, cuando el valor de R. > 1 el proceso de adsorcion no es
factible, y si el valor de R = 0 el proceso de adsorcion es irreversible (Aurelio Soria,
2024).

., 1 1 1
Ecuacion 1 — = +
e QmaxKLCe Qmax
., 1
Ecuacion 2 R;

T 1+ KLC

El modelo de Dubinin-Raduskevich (ecuaciones 3 a 5) permite determinar el
mecanismo de adsorcion en superficies homogéneas y heterogéneas. La constante
B es una constante que representa la energia libre asociada al proceso de
adsorcion, ¢ es el potencial de Polanyi, R es la constante de los gases (8.314 J mol

LK) y T es la temperatura absoluta del sistema (Flores-Aguilar et al., 2020).

Ecuacioén 3 Inq, = Inq,, — P&
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Ecuacion 4 e = RTIn (1 + Ci)

e

1

T

Ecuacion 5 E =

De acuerdo a los valores de energia obtenidos, se puede clasificar el proceso de
adsorcion. La adsorcion fisica se produce cuando E < 8 kJ/mol, mientras que la
adsorcién quimica se produce cuando E esta entre 8 kJ/mol < E < 16 kJ mol* (Ao
et al., 2012).

La Tabla 6 muestra los resultados obtenidos, la capacidad de saturacién tedrica se
encuentra entre 6.29 y 16.22 mg g, y los valores de R. de 0.274 a 0.597
demuestran la viabilidad del proceso de adsorcion, finalmente, segun el modelo
Dubinin-Radushkevich, el proceso de adsorcion corresponde a un proceso de
adsorcion quimica, en base a los valores de energia obtenidos (9.053 a 10.541 kJ

mol™).

Tabla 6. Parametros de adsorcion para IBP, NXP y DCF.

Langmuir Dubinin-Radushkevich

Qmax (Mg g™) RL r E (kJ mol™) r
IBP 16.216 0.597 0.985 9.053 0.979
NPX 6.297 0.274 0.997 10.541 0.989
DCF 8.554 0.336 0.992 9.535 0.965

De acuerdo a los resultados, la capacidad de saturacion indica una capacidad
moderada a alta de adsorcion, lo que sugiere que el LDH es eficiente en la retencién
de AINEs, mientras que los valores de R confirman la viabilidad del proceso de
adsorcion, ya que se encuentran en el rango que indica un proceso favorable lo que
implica que el adsorbente es adecuado para captar los AINEs. Finalmente, de
acuerdo con el modelo Dubinin-Radushkevich, el proceso es de adsorcion quimica,

basado en los valores de energia obtenidos, lo que significa que las interacciones
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entre los AINEs y el adsorbente son lo suficientemente fuertes para garantizar una
adsorcion efectiva y especifica.

4.3 Efecto de la composiciéon del LDH en la extracciéon

El anién intermediario y la relacion molar M?* y M3 son factores criticos que
determinan la eficiencia de extraccion; por lo tanto, se realiz6 un estudio sistematico

de ambos factores para encontrar la composicién optima del LDH.

En el desarrollo de la metodologia experimental, al implementar el sistema de
extraccion en la determinacion de las condiciones éptimas, la interaccion entre el
acetaminofén y el LDH no presento una interaccion efectiva. Este fenomeno podria
ser atribuida a la naturaleza quimica del acetaminofén, el cual puede presentar

caracteristicas que dificultan su retencion en el material adsorbente utilizado.

En consecuencia, y considerando que el objetivo principal del proyecto era la
identificacion y cuantificacion de AINEs, se tomo la decision de continuar él estudio
en ausencia del acetaminofén. Esta eliminacion permitio enfocar los esfuerzos en
los otros analitos, el ibuprofeno, naproxeno y diclofenaco, cuya extraccion y analisis

fue mas exitosos.

4.3.1 Evaluacion de la intercapa del LDH

Para poder llevar a cabo la evaluacién del efecto del anién en la intercapa del LDH
en la extraccion, se sintetizaron LDH-MgAI con relacion molar 3.0 - 1.0, utilizando
NOs, ClI;, COs%, BenO" y SDS". Los resultados en la Figura 12, muestran que las
intercapas con aniones inorganicos (NOs’, CI' y COs?), la densidad de carga y el
tamafio del anion empleado influye en la capacidad de extraccién, debido a las
fuertes interacciones entre los analitos y las capas metalicas del LDH, lo que
disminuye el intercambio aniénico. Sin embargo, a pesar de que el anién Cl tiene

una mayor densidad de carga que los aniones NOgz', el anién Cl- proporciona un
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mayor porcentaje de extraccion (36.01 a 53.19%, %RSD < 10%), permitiendo una

mejor extraccion en el sistema (Gao et al., 2018).

Por otro lado, la incorporacién de aniones organicos en las intercapas, favorece las
interacciones hidrofébicas, por lo que se evalu6 el efecto de los aniones BenO" y
SDS en la extraccion. En la Figura 12, se observa que la intercapa de BenO™ no
presenta un buen porcentaje de extraccion, a pesar de las interacciones de tipo © —
7 entre los anillos aromaticos de los analitos y la intercapa. El uso de SDS™ como
intercapa mejora el porcentaje de extraccion, con porcentajes entre el 18.60 y el
28.12% a través de interacciones de tipo ¢ —m entre la cadena alifatica de la
intercapa y los anillos arométicos de los analitos. Sin embargo, basandose en los
resultados obtenidos, se selecciond LDH-Mg/AI-ClI- como o6ptimo para analisis

posteriores.
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mIBP = NPX mDCF
Figura 12. Efecto de la intercapa del LDH en la extraccion.

4.3.2 Evaluacién de la relacion molar M?* / M®*

De acuerdo a la bibliografia, el LDH con relaciéon molar 3:1 (M?*:M3*), es considerado

uno de los mas representativos debido a su estructura y capacidad de extraccion.
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Sin embargo, cambiar la proporcion de metales en un LDH puede ajustar
propiedades como la capacidad de intercambio iGnico y hacer que sean mas

adecuados para aplicaciones especificas.

Para evaluar el efecto de la relacibn molar Mg:Al en el porcentaje de extraccion, se
sintetizaron LDH-MgAI/CI- con relaciones molares de 4.5:1.0, 3.0:1.0 y 1.5:1.0. En
los resultados que se muestran en la Figura 13, se puede observar que el
rendimiento de extraccion mejora a medida que aumenta el contenido de Al en el
LDH. Este comportamiento se debe a aumento de densidad cargada positivamente
en el LDH, lo que incrementa las interacciones electroestaticas entre las capas
cargadas positivamente y la base conjugada de los analitos. De acuerdo con estos
datos, se concluyé que el mecanismo de extraccién se lleva a cabo mediante
interacciones electroestaticas y por un proceso de intercambio aniénico. En
consecuencia, se selecciond el LDH-MgAI/CI- con relacion molar 1.5:1.0 como
composicion éptima con porcentajes de extraccidon de hasta >83.18% (%RSD
<10%).
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Figura 13. Efecto de la relacion molar M?*/M3* del LDH en la extraccion.
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4.4 Optimizacion del sistema de extraccion SPE

4.4.1 Efecto del pH

El pH es un factor critico en un sistema de extraccion debido a que determina la
carga neta del adsorbente y de los analitos, lo que es determinante en el modo de
interaccion adsorbente — analitos, de esta manera, el efecto del pH en el sistema de
extraccion se evalud entre 4.0 - 12.0. En la Figura 14 se muestra los resultados

obtenidos.

El porcentaje de extraccion es similar en el rango de pH de 4.0 - 10.0 con
porcentajes de extraccion 79.71 a 83.95%, esto se debe al efecto sinérgico de las
interacciones electrostaticas y mecanismos de intercambio aniénico (Dos Santos et
al., 2017). Por otro lado, el porcentaje de extraccion disminuye drasticamente (7.99
- 15.84%) cuando el pH=12, debido a la saturacion de los sitios activos por la
presencia de grupos hidroxilo (Naime et al., 2008). Debido a esto, se seleccioné un

pH=6 como el 6ptimo para los estudios posteriores.

4 6 8 10 12

pH
HIBP m NPX mDCF
Figura 14. Efecto del pH en la optimizacién del sistema SPE.
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4.4.2 Efecto de la masa del LDH

Para aumentar el nimero de sitios activos disponibles para el proceso de extraccion
y mejorar la sensibilidad analitica, se evalué la masa del LDH en el intervalo de 5.0
- 30.0 mg. En la Figura 15 se presentan los resultados obtenidos, los cuales indican
qgue no hay diferencias significativas en los porcentajes de extraccién a partir de
15.0 mg, con porcentajes de extraccion de 79.71 - 83.11%, sin embargo, a
cantidades de masa inferiores (5.0 - 10.0 mg), lo sitios activos se saturan y esto
afecta al proceso de extraccién con porcentajes de extraccidbn menores (56.95 -
71.18%). Debido a esto, se establece una cantidad de 15.0 mg de LDH como la

cantidad 6ptima para experimentos subsecuentes.
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Figura 15. Evaluacién de la masa de LDH.

4.4.3 Efecto de la fuerza idnica

En muestras de agua, las sales son unos de los principales componentes. La
concentracion y tipo de sales presentes en el agua puede variar significativamente
segun el tipo de cuerpo de agua, su ubicacion y la influencia de las actividades

humanas y naturales en la region. En el proceso de extraccion, estas sales pueden
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jugar un papel muy importante, ya que pueden tener efectos en la interaccién entre

el analito y el LDH.

En este sentido, se evalud el efecto de la fuerza idnica en la extraccion, para esto
se emplearon soluciones estandar que contenian al analito y concentraciones
conocidas de NaCl en el rango de 1x10° - 1x10* mol L. La Figura 16 muestra los
resultados obtenidos y de acuerdo con estos, cuando la concentracién de NaCl
incrementa de 1x10° - 1x10* mol L, el porcentaje de extraccion disminuye de
79.74 hasta 15.45%, lo que se atribuye a la competencia de los sitios activos entre

los aniones CI" y los analitos (Zhou et al., 2016).
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Figura 16. Efecto de la fuerza idnica en la extraccion
4.4.4 Elucion

Se realiz6 una evaluacién del proceso de elucion analizando el porcentaje de
recuperacion absoluta de los analitos, con el fin de determinar la posible aplicacion
de los LDH en un sistema de preconcentracion para AINEs. La elucién es el paso
final en el que se utilizan solventes organicos para desorber o liberar los analitos
adsorbidos en el LDH.
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Se realiz6 la prueba de elucién utilizando metanol, ya que, al ser un solvente polar,
presenta una alta capacidad para facilitar la desorcion de los AINEs en el LDH. Para
ello, se utilizé 1.0 mL de dicho solvente, y para mejorar el rendimiento de la elucion,
se evaluaron diferentes niveles de metanol acido. Los resultados (Figura 17),
muestran un porcentaje de recuperacion de hasta el 80.87% (%RSD < 10%) cuando
se utilizé una solucién &cida metandlica con HCI (0.01 mol L?), por lo que se
selecciono este eluyente como éptimo para el proceso SPE, el cual es recuperado
y evaporado bajo una corriente de aire, para posteriormente ser reconstituido en 1.0
mL de una solucién que contiene al El (0.5 mg L!) para su andlisis por CE.

El metanol acidificado mejora la elucién de AINEs debido a que al encontrarse en
un medio acido se protonan. En su forma protonada, los AINEs disminuyen las

interacciones electrostéaticas con el adsorbente LDH, logrando asi una elucion mas

eficiente.
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Figura 17. Optimizacion del proceso de elucion empleando MeOH/HCI

Como resultado de esta etapa, se encontré6 que las condiciones 6ptimas de SPE

son: pH 6, 15.0 mg de adsorbente y el eluyente 6ptimo es MeOH/HCI [0.01 mol L.
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4.4.5 Andlisis de interferentes

En muestras de agua complejas, puede haber una gran variedad de compuestos
presentes, desde otros productos farmacéuticos hasta sustancias naturales o
contaminantes industriales, los cuales podrian competir con los analitos de interés
por los sitios activos del adsorbente. Es por esto que se evalud el rendimiento de
extraccion de AINEs en presencia de tres contaminantes organicos: fenol (PHEN),
sacarina (SAC) y aspartamo (ASP), como interferentes que pueden coexistir con los
AINEs en las aguas de muestra medioambientales.

Los experimentos se realizaron a tres niveles de concentracion (10.0, 20.0 y 30.0
mg L1). La Figura 18 muestra los resultados obtenidos. Bajo las condiciones
optimas del método SPE propuesto, el LDH MgAI/Cl- muestra una alta afinidad hacia
los AINEs incluso en condiciones de alta concentracion de interferentes
proporcionando porcentajes de extraccion en torno al 80.0% (%RSD < 10%) en
todos los casos, de acuerdo con los interferentes analizados el adsorbente es

altamente selectivo.

3x103 AU

DCF El
IBP

PHEN

ASP

a) J El

PHEN

ASP

b) b »

U/

5.00 6.00 7.00 8.00 9.00 10.00 11.00 12.00 13.00

Tiempo (min)

Figura 18. Electroferogramas correspondientes al andlisis de AINEs con
interferentes. a) Solucion patron que contiene AINEs, EI, ASP, PHEN y SAC (10.0
mg L) y b) Solucién patrén que contiene AINES, El, ASP, PHEN y SAC (10 mg L

1) y tratada mediante las condiciones 6ptimas de la metodologia SPE.
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4.4.6 Pardmetros analiticos

De acuerdo a las condiciones 6ptimas relativas a la composicion del LDH y al

proceso SPE, se trataron 50.0 mL de muestra de agua y se determinaron los

parametros analiticos.

La Tabla 7 muestra los parametros analiticos del método LDH-SPE-CE. El intervalo

de linealidad fue de 18.08 a 200.00 pg L, con un coeficiente de correlacién
adecuado (>0.99) para IBP, NPX y DCF. Los limites de deteccion (S/N=3.29) fueron

de 6.00 a 18.02 para los analitos.

Posteriormente, se evalud la precision del sistema de deteccion en términos de

reproducibilidad y repetitividad de la relacion del area del pico (analito/El) a dos

niveles de concentracién (75.0 y 150.0 pug L?), se obtuvieron %RSD inferiores al

10% en todos los casos.

Tabla 7. Parametros analiticos del método LDH-SPE-CE.

Ibuprofeno

Naproxeno

Diclofenaco

Coeficiente de correlacion r2

Ordenada al origen

bo % ts (bo)
Pendiente
b1 £ ts (b1)
Repetitividad (%DER, n=3) 75.00 pg L™
150.00 ug L
Reproducibilidad (%DER, n=3) 75.00 pg L™
150.00 ug L

Rango lineal (ug L)
LOD (ug L)

LoQ (ug L)

0.998

-0.0051 £ 0.0232

2.2109 £ 0.1795
4.24
3.62
6.67
5.84
54.06 — 200.00
18.02

54.06

0.999

0.0187 £ 0.0250

5.9527 £ 0.2184
4.56
3.68
5.89
5.36
30.21 -200.00
10.07

30.21

0.999

-0.0006 + 0.0141

6.6438 £ 0.1399
4.15
4.06
6.17
5.49
18.09 — 200.00
6.03

18.09
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4.5 Aplicacion en muestras reales de agua

El método propuesto se aplicd en la determinacion de AINEs en 10 muestras de
agua incluyendo: agua embotellada, grifo, cisterna, pozo y rio, recolectadas
alrededor del estado de Hidalgo, México.

Entre las muestras analizadas, una muestra de agua de cisterna resultd positiva a
naproxeno con una concentracion de 32.76 ug L, los electroferogramas obtenidos

se muestran en la Figura 19.

3x10° AU

El

b) NPX

c)

5.00 6.00 7.00 8.00 9.00 10.00 11.00 12.00 13.00

Tiempo (min)

Figura 19. Electroferogramas obtenidos en el analisis de muestras reales de agua.
a) Muestra blanco de agua de cisterna b) Positivo a NPX en muestra de agua de
cisterna y c) Positivo a NPX enriquecida con 100 ug L. Todas las muestras
fueron acondicionadas con El 0.5 mg L y analizadas mediante SPE-CE-UV.

4.6 Comparacion de la metodologia de extraccion

La metodologia desarrollada fue comparada con metodologias de preconcentracion
descritas en la bibliografia (Tabla 8). El método SPE-CE de preconcentracion
desarrollado basado en la aplicacion de LDH MgAI/CI- proporciona LODs
competitivos, entre las principales ventajas sobre los reportes previos podemos

mencionar el andlisis multi-analito con la misma metodologia, la sintesis facil, rapida
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y de bajo costo del adsorbente que también puede ser reutilizado, y finalmente, el

bajo consumo de solvente orgéanico durante la preconcentracion y el analisis CE.

Tabla 8. Comparacion de la metodologia propuesta.

Metodologia Analitos Técnicade Muestra LOD (ugL') Referencia

deteccion

LLE NPX CG-MS Plasma 30 Yilmaz et

al., 2014
humano

SBSE NPX, KEP  HPLC - UV Agua 0.23 - 0.31 Fan et al.,

y FBF 2014
SPME NPX HPLC - UV Orina 30 Aresta et
al., 2005
SDME KEP, DCF, CE-UV Orina 1000 — 2000  Garcia et
IBP y NPX al., 2016
SPE IBP, NPX'y CE-UV Agua 6.03 — 18.02 Este trabajo
DCF

SBSE: extraccién por adsorcion con barras magnéticas agitadoras, KEP: ketoprofeno, FBF:
fenbufeno
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5. Conclusiones

El presente trabajo permitio el desarrollo de un sistema de preconcentracion y
remocion basado en la aplicacion de LDH de AINEs (ibuprofeno, naproxeno vy

diclofenaco)

Las condiciones Optimas de andlisis para la determinacion de AINEs son: ES (30
mmol Ltde Na:B4O7 y pH 10), voltaje de separacion de 10 kV a una longitud
de 214 nm.

La naturaleza de la intercapa del LDH determina el modo de interaccién entre
analito-LDH, a través de interacciones electroestaticas, m—nm y o —m,

mejorando o reduciendo los porcentajes de remocion.

La capacidad de remocion de los LDH mejora a medida que aumenta el contenido
del M3*. Debido al aumento de densidad cargada positivamente generada en
el LDH, lo que incrementa las interacciones electroestaticas entre las capas
cargadas positivamente y la base conjugada de los analitos. El sistema LDH
con relacion molar 1.5:1 proporciona los mejores porcentajes de extraccion
(>83.18%).

El adsorbente 6ptimo LDH-Mg?* 1.5 / AI** 1-ClI- puede aplicarse con éxito en la

preconcentracion de IBP, NPX 'y DCF.

Bajo las condiciones Optimas del sistema SPE: pH 6, 15.0 mg de adsorbente,
flujo de 1.0 mL mint, se obtienen porcentajes de remocién superiores a
79.7%.

La elucién se logra mediante el uso de metanol/HCI [0.01 mol L] ya que, al ser

un solvente polar, presenta una alta capacidad para facilitar la desorcién,

permitiendo obtener porcentajes de recuperacion absoluta de 80.87%.
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En condiciones éptimas, la metodologia proporciona LODs de 6.03-18.02 ug L*
y puede aplicarse con éxito en muestras reales de agua, mientras que la

repetibilidad indica que los resultados son precisos.

La técnica propuesta es rapida y tiene un minimo consumo de muestra y
solventes, por lo que se considera ambientalmente amigable. Debido a esto,
la técnica es competitiva cuando se compara con otras técnicas de pre-

concentracion.
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