o Centro de Investigacion en Universitat
Ciumal/ Materiales Avanzados, S.C de les 1lles Balears

Dispositivo impreso en 3D para el muestreo in situ
de antiinflamatorios no esteroideos (AINES) en

agua Yy su determinacion mediante técnicas

cromatograficas

Tesis
Para obtener el grado de

MAESTRIA EN CIENCIA Y TECNOLOGIA AMBIENTAL
(CIMAV)

MAESTRIA EN CIENCIA Y TECNOLOGIA QUIMICA
(UIB)

Presenta:

César Castro Garcia
ASESORES:

CIMAV:  Dr. Rogelio Rodriguez Maese

UIB: Dra. Laura Ferrer Trovato

CHIHUAHUA, CHIH. 29 de Junio de 2022


https://www.uib.es/es/personal/ABTE5MDU3/
https://www.uib.es/es/personal/ABTE5MDU3/




Agradecimientos

Quiero darle las gracias a las instituciones que han permitido el desarrollo de este trabajo
cuyo resultado es, ademas de mi amplia formacidon en la ciencia, esta tesis, por el apoyo
econdmico brindado por el Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia (CONACYT,
México) que a traves de la beca proporcionada (beca nacional) hizo posible la experiencia
de trabajar y contribuir en el Centro de Investigacion en Materiales Avanzados (CIMAV,
México) y en la Universidad de las Islas Baleares (UIB, Espafa), instituciones a quienes
agradezco profundamente por haberme recibido y brindado de tantas facilidades para mi
grato desarrollo. También agradezco el soporte financiero a través del proyecto de
investigacion “Materiales y tecnologias de fabricacion avanzadas para la monitorizacion y
eliminacion de contaminantes emergentes en aguas: hacia una economia circular del agua
(CE3DMAT)”, Ref. PID2019-107604RB-100, financiado por el Ministerio de Ciencia e
Innovacion (Espafia).

De forma muy especial quiero agradecer a mis directores de tesis, el Dr. Rogelio Rodriguez
y la Dra. Laura Ferrer, y a quienes tutorizaron esta tesis de maestria en ambas instituciones,
la Dra. Luz Leal y el Dr. Guillermo Gonzalez, por siempre tener su puerta abierta, que
gracias a sus consejos proporcionaron su experiencia y amplios conocimientos para
ayudarme en el desarrollo de este trabajo, y asi tuviera un final exitoso. De igual forma
quiero expresar mi mas sincero agradecimiento a mis comparfieros y amigos del Grupo de
Quimica Analitica Ambiental de la UIB, tanto Brenda, Jhon, Andreu, Dany, Marta, Neus
y Ale que siempre me apoyaron y contribuyeron notablemente al proceso de madurez de
este proyecto.

A mi familia por siempre apoyarme y animarme a seguir con mis estudios y estar siempre
a una llamada de distancia y darme fuerzas para continuar haciendo lo que mas me gusta
hacer.

Por ultimo, quiero agradecer profundamente a Mabel, ti sabes que sin tu ayuda esto jamas
hubiera sido posible, y que eres esa motivacion para salir adelante dia a dia, gracias por
todo tu apoyo, tanto en lo profesional como en lo personal, por siempre estar ahi cuando te
necesito y por creer en mi y hacerme ver que los suefios son posibles, gracias por esta
experiencia juntos, espero que no sea la unica.






A mis padres Jorge y Delia
A mi hermano Coco
A mis sobrinas Sofia y Harumi

A mi prometida Mabel






RESUMEBN. ...ttt b et bee st e e sbe et e e beeenbeenaeeaneas ii
AADSTTACT ... bbbt 1\
LiSta A8 ADIEVIALUIAS .....eoiveiiiiiie ettt sttt nne e enes %
LiStA A8 FIQUIAS....cviiiiiieeie ettt re et e e e e nreenneenes Vi
LiSta A8 TabIaS .....cvieie e IX
Capitulo 1: INEFOAUCCION ......eeveeiece ettt eere s 1
1.1. Farmacos antiinflamatorios no esteroideos (AINES) ........cccccooereinienernnnn. 2
1.1.1.Interés ambiental de [0S AINES.........ccccoviiiiiiiniereree e 6
1.1.2.ConsUMO A& AINES.......cciiiiiiieiie st 10
L.1.3.TOXICIAAA ...cveivieiieie e 14
IO 0 o 1= A V7T =T SR 15
Capitulo 2: Metodologia analitiCa.............ccceveiieiiieiieiicse e 18
2.1. Extraccion en fase S01ida (SPE).........cooeiiiiiiniie e 19
2.2. IMPreSion €N 3D ......ociiiicececeee e 21
2.3. Cromatografia liquida de alta resolucién con detector de arreglo de diodos
(HPLC-DAD) ..ttt sttt 23
2.4. Cromatografia de gases con detector de masas (GC/MS) .......cccccovevrerennn. 24
2.5. Espectrofotometria UV-ViS ..o 26
Capitulo 3: HIipOtesSiS Y ODJELIVOS .......ccviuiieiiiiieeseie e 28
3L, HIPOTESIS ..ttt 28
3.2. ODJetivo GENEIal ......ccueiiiiieiiee e 28
3.3. Objetivos eSPECITICOS......c.ccviiiieie e 29
Capitulo 4: Desarrollo experimental...........ccocereiiiiiiiiiiie e 30
4.1. Reactivos y material de 1aboratorio...........ccevveeiieiiieiie e 30
4.2. Preparacion y tratamiento de MUESLIAS.........ccovreririeierieie e 31
4.3. Planta de tratamiento de agua residual ............ccccoeiiieiii i 32
4.4. Condiciones analiticas para la determinacion de AINES ............ccoovvevennne. 34
4.4.1.ESPectrosCopia UV-ViS ........ccceiiiiiiiiie e 34
442 HPLC-DAD. ..ottt 34
AA.3.GCIMS ...ttt 35



4.5. Disefio e impresion del dispositivo de extracCion ...........ccccceevvereiiernernene 35
4.5.1.Software RNINOCEIOS 3D B......ccveiviriiieiieieiieeieeie e 35
4.5.2.50FtWare PreFOrM.. ... 36
4.5.3.Caracteristicas de 1as impresoras 3D .........ccooeeeereneienineneene s 37

4.6. MEtodos de reCUBIIMIBNTO .......c.uiiiieieie e 39

4.7. DiSefio de eXPEriMENTOS ....c..oieiiiieieieiert et 40

Capitulo 5: Resultados Y diSCUSION ..........ccveieiiieiieiiesie e 42

5.1. Evaluacion de las resinas para la impresion en 3D .........cccceoveieincneinenn, 42

5.2. Disefio e impresion del dispositivo Impreso en 3D ........cccccovvevveveiievinenene 47

5.3. Evaluacion de las resinas de exXtraCCion ..........c.cceovevuerierereseseseseeeeeeseeens 50

5.4. Incorporacién del dispositivo impreso en 3D a un sistema de bombeo ........ 55

5.5. Optimizacion del SIStEMA .........ccooeiiireiiise e 56

5.6. Validacion del método propuesto..........cccveveieeiieeiieiee e 63

5.7. Aplicacion de la metodologia en el analisis de muestras reales.................... 68

Capitulo 6: CONCIUSIONES ......ccveeiiiieiieeie ettt re e nre s 74
RECOMENUACIONES ...ttt e st et e neesteenteeneenreeneennes 76
Referencias bibliografiCas...........cocovieiiiii i 77



Resumen

Los farmacos antiinflamatorios no esteroideos (AINES) son compuestos ampliamente
utilizados en medicina humana y veterinaria. Se trata de medicamentos de venta libre que,
por sus propiedades antiinflamatorias y antipiréticas presentan una gran demanda en su
consumo. Dentro de éstos, los méas utilizados son el ibuprofeno, el diclofenaco y el
naproxeno, cuyo constante uso ocasiona la generacion y liberacion de residuos hacia el
medio ambiente. En este sentido, se ha registrado su presencia en los efluentes de las
Plantas Tratadoras de Agua Residual (PTAR), en rios, lagos, mares e incluso en océanos.
Por lo expuesto, la monitorizacion de AINEs en el medio ambiente es de suma relevancia,
ya que incluso son clasificados como contaminantes emergentes.

En la presente tesis de maestria se presenta una nueva metodologia para la
extraccion in situ de AINEs (paracetamol, ibuprofeno, ketoprofeno y diclofenaco) en agua,
para su posterior determinacién mediante técnicas cromatograficas, i.e. GC, HPLC. Se ha
disefiado e impreso en 3D (resina Rigid 10k) un dispositivo que sirve de soporte para
recubrirlo con una resina de extraccion en fase solida (Oasis HIb) altamente selectiva para
este tipo de compuestos. EI método desarrollado permite alcanzar un factor de
preconcentracion de 33, limites de deteccion y de cuantificacion de 0.86 ug L™y 2.58 g
L de diclofenaco, respectivamente, contando con precisiones inter e intradia inferiores al
5% en términos de desviacion estandar relativa. Para validar la metodologia propuesta se
realizaron ensayos de adicion/recuperacidn en agua desionizada, de grifo, y agua residual,
obteniéndose recuperaciones del 90%. El dispositivo de extracciéon in situ se puede
reutilizar hasta 8 veces sin perder eficiencia de extraccion. Ademas, se realiz6 un estudio
en la PTAR del municipio de Calvia (Mallorca, Espafia), donde se encontraron
concentraciones de diclofenaco de 15.39 + 0.07 pg L™ a la entrada del proceso de
decantacion primaria, 4.48 +0.03 pg L™ a la salida de la decantacion secundaria y 0.090
+0.001 pug L™ a la salida del tratamiento terciario, demostrando tanto la viabilidad de la
extraccion in situ en un amplio rango de concentraciones y que la remocidn de este tipo de
contaminantes en la PTAR no es completa, liberandolos al medio ambiente.



Abstract

Nonsteroidal anti-inflammatory drugs (NSAIDs) are compounds widely used in human and
veterinary medicine. These are over-the-counter medicines that, due to their anti-
inflammatory and antipyretic properties, are in great demand in their consumption. Among
these, the most used are ibuprofen, diclofenac and naproxen, whose constant use causes
the generation and release of waste into the environment. In this sense, its presence has
been recorded in the effluents of the Wastewater Treatment Plants (WWTP), in rivers,
lakes, seas and even in oceans. Therefore, the monitoring of NSAIDs in the environment
is of utmost relevance since they are even classified as emerging pollutants.

In this thesis presents a new methodology for the extraction in site of NSAIDs
(paracetamol, ibuprofen, ketoprofen and diclofenac) in water, for subsequent determination
exploiting chromatographic techniques, i.e., GC and HPLC. A device has been designed
and printed in 3D (Rigid 10k resin) that serves as support to coat it with a highly selective
solid phase extraction resin (Oasis HIb) for this type of compounds. The method developed
allows to reach a preconcentration factor of 33, detection and quantification limits of 0.86
ng L™t and 2.58 ug L of diclofenac, respectively, with inter and intraday accuracies of less
than 5% in terms of relative standard deviation. To validate the proposed methodology,
addition/recovery tests were carried out on deionized water, tap water, and wastewater,
obtaining 90% recoveries. The on-site extraction device can be reused up to 8 times without
losing extraction efficiency. In addition, a study was carried out in the WWTP of the
municipality of Calvia (Mallorca, Spain), where diclofenac concentrations of 15.39 + 0.07
ng L at the entrance of the primary decantation process, 4.48 +0.03 ug L at the exit of
secondary decantation and 0.090 +0.001 pg L™ were found. at the exit of the tertiary
treatment, demonstrating both the viability of in situ extraction in a wide range of
concentrations and that the removal of this type of contaminants in the WWTP is not

complete, releasing them into the environment.



Lista de Abreviaturas

3D. Tres dimensiones

ANOVA. Anédlisis de varianza

CAD. Disefio asistido por computadora

CES50. Concentracion efectiva al 50%

CL50. Concentracion letal al 50%

COX. Ciclooxigenasas

DBO. demanda bioquimica de oxigeno

DHD. Por mil habitantes al dia

DOE. Disefio de experimentos

EMA. Agencia europea de medicamentos

ERA. Environmental risk assessment

FDA. Food and Drug Administration

FDM. Modelado por deposicion fundida

GC. Cromatografia de gases

GC/MS. Cromatografia de gases con detector de masas

GC/MS/MS. Cromatografia de gases con espectrometria de masas en tandem

HPLC-DAD. Cromatografia liquida de alta resolucion con detector de arreglo de diodos

LC-ES-MS/MS. Cromatografia liquida con electro spray acolpada a espectrometria de
masas en tandem

LGEEPA. Ley general del equilibrio ecoldgico y de la proteccion al ambiente

MEC. Concentracion ambiental media

NOEC. Concentracion sin efectos observados

PEC. Concentracion ambiental prevista

PNEC. Concentracion ambiental prevista sin efectos

PPCP. Productos farmacéuticos y de cuidado personal

PTV. Inyector con temperatura programada

RP-HPLC-DAD. Cromatografia liquida de alta resolucion en fase reversa con detector de
arreglo de diodos

SLA. Estereolitografia

SLS. Sinterizado selectivo por laser

SPE. Extraccion en fase sélida

SPME. Micro extraccién en fase solida



Lista de Figuras

Figura 1. Fuentes de contaminacion ambiental con AINES...........ccccooevveviiieveennene 7

Figura 2. Consumo de AINEs en Esparia entre 2013 y 2016. a) Total; b) Derivados
del &cido propionico; c) Coxibs; d) Derivados del acido acético; e) Oxicams;
f) Otros AINEs; g) Fenamatos; h) Butilpirazolidinas. Datos expresados por mil

habitantes al dia (DHD). ........cccviiiiieie e 11
Figura 3. Consumo de derivados del &cido propionico em Espafa entre 2013 y
2016, .ottt ettt bbb bbbt neas 12
Figura 4. Consumo de coxibs (panel izquierdo) y derivados del &cido acético (panel
derecho) en Espafia entre el 2013y 2016. ........ccceoveiieeiieiieieeee e 13
Figura 5. Principios activos mas consumidos en Espafia entre 2013 y 2016 (DHD).
.............................................................................................................................. 14
Figura 6. Pasos hasicoSs de UNa SPE...........cccooiiiiiiiieenesees e 19
Figura 7. Ejemplos de dispositivos utilizados en SPE. A) Tipo cartucho; B) Tipo
L1 L TSP 20
Figura 8. Estructura quimica de resinas de SPE utilizadas..............ccccevvveveiiievvennene. 21
Figura 9. Diagrama de HPLC-DAD ........cccooiiiieiene i 23
Figura 10. Esquema de un sistema de GC convencional. ............ccccccovveveeieiievieennene, 25
Figura 11. Ubicaciéon de PTAR Bendinat, Calvia, Mallorca, Espafia. Los nimeros
indicados en circulos de colores indican a detalle la ubicacion.................cc........ 33
Figura 12. Diagrama esquematico de la PTAR que indica la localizacién de puntos
de muestreo. (A: Entrada a tratamiento primario; B: Salida de decantacion
secundaria; C: Salida de tratamiento terciario.).........ccoouevuererenereneseseseeeeeenns 33
Figura 13. Interfaz del software Rhinoceros 3D. Vista de pantalla a través del
mMOoNItor de una COMPUEAAOTA. ........evveiviiieiieieie e 36
Figura 14. Ejemplo de interfaz de usuario del software PreForm. ............cccccevevvnennee. 37
Figura 15. Impresoras Form 2 (A) Y FOrm 3 (B). ...coeiiiiiiiiieeese e 38
Figura 16. Procedimiento de fijacidn de resina de extraccion con la técnica Stick
V0 ol U | -SSR 39



Figura 17. Procedimiento de fijacion de resina de extraccion con la técnica de
tINtAA0 CON PVDF. ...t s 40

Figura 18. 1zg.: Comportamiento de las resinas de impresion inmersas en metanol
al 100%; Der: Fotografia de cubos de 1 cm?®,24 horas de exposicion; resinas de
impresion a) Durable, b) Clear y ¢) Rigid 10K ..........ccccoveveiieiiee e, 44

Figura 19. Izg.: Comportamiento de las resinas de impresion inmersas en metanol
al 50%; Der: Fotografia de cubos de 1 cm?®,24 horas de exposicion; resinas de
impresion a) Durable, b) Clear y ¢) Rigid 10K ........cccovvvviirenereiece e, 44

Figura 20. Comportamiento de las resinas de impresion inmersas en metanol y
acetato de etilo al 50%; Der: Fotografia de cubos de 1 cm324 horas de
exposicion; resinas de impresién a) Durable, b) Clear y ¢) Rigid 10k ................. 45

Figura 21. Comportamiento de las resinas de impresion inmersas en acetona y
acetato de etilo al 50%; Der: Fotografia de cubos de 1 cm?24 horas de
exposicion; resinas de impresion a) Durable, b) Clear y ¢) Rigid 10k.................. 45

Figura 22. Comportamiento de las resinas de impresion inmersas en metanol 98%
e hidréxido de amonio al 2%; Der: Fotografia de cubos de 1 cm324 horas de
exposicion; resinas de impresién a) Durable, b) Clear y ¢) Rigid 10k ................. 46

Figura 23 Fotografia del dispositivo impreso en 3D para la extraccion in situ de
ATINES. .ot 48

Figura 24 Tapa del dispositivo 3D. a: Pieza modelada en 3D con vista superior; b:
Pieza modelada en 3D con vista frontal; ¢ y d: Fotografias de distintas vistas
de la tapa impresa Mediante 3D.........cccoiiiiiiiieee e 49

Figura 25 Red de Cubos interconectados. a: Pieza modelada en 3D en vista frontal;
b: Vista en perspectiva de la pieza modelada en 3D; c: Vista superior de la
pieza modelada en 3D; d) Fotografia a la pieza impresaen 3D. ...........ccccceeveenen. 49

Figura 26 Tuberia con rosca externa a: Vista frontal del dispositivo modelado en
3D; b: Vista superior del dispositivo; c: Vista en perspectiva; d: Fotografia de
la impresion en 3D del diSPOSILIVO. .........ccoeieiriiieieee e, 50

Figura 2727. Capacidad de carga de las resinas de extraccién en fase sélida. DIC:
diclofenaco, PARA: paracetamol, IBU: ibuprofeno y KETO: ketoprofeno......... 52

Figura 28 Diagrama e imagen de dispositivo adaptado a sistema de bombeo
preliminar. Uso de bomba peristaltica dentro del laboratorio. ..........c.c.ccceveennen. 55

Figura 29 Sistema de extraccion para estudio en campo. Empleo en campo de una
bomba de pulsos a un caudal de 2.5 L mint........c.coooveeiviveeeeee e 56

vii



Figura 30. Diagrama de Pareto de efectos estandarizados.............ccccccevvevviiieinernene 60

Figura 31. Gréafica de superficie de respuesta: Area de pico vs volumen de

derivatizante y volumen de elUYente. .........cooveieiieie i 60
Figura 32. Optimizacion de reSPUESEA. .........cierueiririeieerie e 61
Figura 33. Optimizacion de eluyente mediante ensayo univariante. ...............c.ccv.ee. 62

Figura 34. Perfiles cromatograficos caracteristicos del paracetamol (1), ketoprofeno

(2), diclofenaco (3) e IbUProfen0 (4). ...cceceeceeie e 64
Figura 35. Gradiente utilizado en la determinacion de AINEs por RP-HPLC............ 64
Figura 36. Perfil cromatografico de diclofenaco por GC/MS...........ccccoovevviieivenee. 65
Figura 37. Curva de calibracion para diclofenaco en GC/MS. .........ccocveivieieneenne, 66
Figura 38. Calibracion de diclofenaco en agua ultrapura y en agua residual. ............. 69
Figura 39. Rampa de temperatura de cromatografia de gases ........ccccoovrernierereene, 70

Figura 40. Reutilizacién del dispositivo impreso en 3D recubierto con resina de
SPE, para la extraccion de diclofenaco..........ccccocvvvvveicieicie e 72

viii



Lista de Tablas

Tabla 1 Clasificacion de los AINES segun su estructura quimica. .........c.ccoeevervesnenenn 3
Tabla 2 Farmacos antiinflamatorios habituales y sus parametros fisicoquimicos.......5

Tabla 3. Presencia de AINEs reportados en agua residual, superficial, subterranea

Y POTADIE. ..o et re e 8
Tabla 4. Reactivos ULHHZAUOS. .....cc.ovveiveiiiiiieieiee e 30
Tabla 5 Especificaciones técnicas de las impresoras Form 2y Form 3..........cccccceeee. 38

Tabla 6. Concentraciones remanentes de AINESs para evaluar la adsorcién sobre el
material de impresion (resinas de impresion 3D). .......ccocevverereienensesese e 46

Tabla 7. Procedimiento de extraccion en fase solida para cada resina de extraccion.

.............................................................................................................................. 51
Tabla 8. Resultados de extraccion en fase SOlida. .........c.coovvviiereiinene e, 52
Tabla 9. Eficiencia de extraccion utilizando diferentes modalidades de

recubrimiento de los dispositivos impresos en 3D. .......cccceveeeveeveciic s, 54
Tabla 10. Factores y niveles evaluados............ccceoiiiriiiniiiiecee e 57
Tabla 11. Configuracion aleatorizada del disefio experimental y su respuesta. .......... 58
Tabla 12. Anélisis de varianza (ANOVA). ...t 59
Tabla 13 Tiempos de retencion de los 4 analitos analizados. ............ccccceevveveeieiiennen, 63
Tabla 14. Areas de picos correspondientes a patrones de diclofenaco de 10 y 70 pg

L para calcular la precision intradia del MEtodo. ............cceeveeeeeeeeeeeenenene, 67
Tabla 15. Areas de picos correspondientes a un patron de diclofenaco 70 pg L

para calcular la precision interdia del m&todo. ..........ccceeveviiieiecceccseee e, 68
Tabla 16. Recuperacion de diclofenaco mediante el dispositivo impreso en 3D

USANAO GC. ittt ettt ettt e et et e et neenneas 71
Tabla 17. Recuperacion de diclofenaco mediante el dispositivo impreso en 3D al

contacto con agua procedente de UNAPTAR .......ccocvoieiie e 72



Capitulo 1: Introduccion

La generacion de residuos derivados del uso de farmacos, actualmente es considerada como
un problema en el medio ambiente de contaminacion emergente [1]. Cada afio se consumen
por encima de las 100,000 t de farmacos en todo el mundo, tanto en medicina humana
como veterinaria, lo que ocasiona una elevada generacion de residuos y su liberacion hacia
el medio ambiente, sobre todo hacia los ecosistemas acuaticos [2].

Entre los farmacos mé&s utilizados se encuentran los antiinflamatorios no
esteroideos (AINES), como el ibuprofeno, el naproxeno y el diclofenaco, cuya demanda ha
crecido considerablemente por su facil accesibilidad y sus propiedades coadyuvantes en la
reduccién del dolor y la fiebre. Ademas de ingerirse en capsulas o granulados, su uso se ha
generalizado en unguentos (cremas o geles) y parches transdérmicos.

Una vez que estos farmacos y/o sus metabolitos son excretados principalmente en
orina [3], ingresan facilmente al medio ambiente a través de las aguas residuales. Debido
a que las plantas de tratamiento de aguas residuales (PTAR) no estan disefiadas para la
remocion de estas sustancias, la presencia de las mismas se ha detectado en aguas
superficiales, subterraneas e incluso potables [2,4]. Por ejemplo, algunos autores han
reportado concentraciones de ibuprofeno y naproxeno de hasta 669 y 2.15 ng L%,
respectivamente, mientras que el diclofenaco esta reportado entre 0.6 y 411 pg L1, [5-7].
Estos contaminantes son considerados emergentes por su alta persistencia y baja
degradacion en el medio ambiente, que incluso a muy bajas concentraciones, pueden ser
potencialmente toxicos para los organismos acuaticos, afectando el sistema endocrino de
los peces o promoviendo el desarrollo de cepas de microorganismos multirresistentes, y
que ademas pueden llegar a afectar la salud de la poblaciéon humana si no son regulados y

controlados [8].



1.1. Farmacos antiinflamatorios no esteroideos (AINES)

Los AINEs son un grupo de farmacos que se emplean como antiinflamatorios, analgésicos
y antipiréticos ya que reducen los sintomas de la inflamacion, el dolor y la fiebre,
respectivamente. Para ello basan su mecanismo de accion en la inhibicion de las enzimas
ciclooxigenasas (COX-1y COX-2), tanto de forma reversible (la mayoria de los AINES) o
irreversible (&cido acetilsalicilico). Estas enzimas son las encargadas de regular la
produccion de &cido araquiddnico y su conversion en prostaglandinas y tromboxanos,
presentes en los procesos inflamatorios, febriles o dolorosos [9].

El desarrollo de los AINEs tiene su origen en el afio 1763, cuando el reverendo E.
Stone realizd el primer estudio clinico sobre los efectos del extracto de sauce como
tratamiento antifebril. Mas tarde en 1828, J. A. Buchner descubrid que el ingrediente activo
de la corteza de sauce es la salicina, un glucésido que mediante hidrolisis libera glucosa y
alcohol salicilico. Este Gltimo podia ser convertido en acido salicilico (antecesor de la
aspirina), un compuesto que presenta propiedades analgésicas y antiinflamatorias,
sintetizado por primera vez en 1859 por Kolbe. Ya en 1897, F. Hoffmann descubri6 el
acido acetilsalicilico, el cual constituye el principio activo de la aspirina [10]. Tras el
descubrimiento de la aspirina se impulso el desarrollo de toda una familia de farmacos, los
AINEs. Mas de 30 millones de personas consumen diariamente AINEs en el mundo y este
consumo se ird incrementando afio tras afio debido al aumento de la poblacién y al gran
consumo que tienen estos medicamentos, en su mayoria, de venta libre [11].

En el desarrollo posterior de otros AINEs, los factores considerados fueron el
transporte de estos farmacos a través de las membranas bioldgicas, la estructura atomica,
electronica y espacial de la molécula. Ademas, para aumentar su eficacia debe tener una
constante de acidez entre 4 y 5, un coeficiente de particion de aproximadamente 10 y dos
anillos aromaticos retorcidos entre si. Como resultado se obtuvo el diclofenaco sddico, que
tiene una constante de acidez de 4.0 y un coeficiente de particiéon de 13.4. Los elementos
estructurales incluyen un grupo acido fenil acético, un grupo amino secundario y un anillo

fenilo que contiene atomos de cloro, que causan la maxima torsion del anillo. Los hallazgos



experimentales y clinicos obtenidos hasta la fecha han indicado que el diclofenaco sodico
se sintetiz6 sobre principios bien fundados [12].

Segln su estructura quimica, los AINEs se clasifican en diversos grupos
terapéuticos o familias (Tabla 1). Entre los AINEs detectados con mayor frecuencia en el
medio ambiente se incluyen el diclofenaco, ibuprofeno y naproxeno, todos ellos
reconocidos como contaminantes emergentes, los cuales tienen un coeficiente de particion
alto en octanol y valores bajos de pKa como se puede observar en la Tabla 2, junto con
otros AINEs que son de uso habitual [13].

Tabla 1 Clasificacion de los AINES segln su estructura quimica.

Grupo terapéutico Estructura quimica Farmaco

OH
Salicilatos E/Kf Acido acetilsalicilico
};O .
Indometacina

Derivados indolacéticos

Derivados arilo-acéticos 7 e Diclofenaco
Cl = OH
<. Ly =N O OH
Acidos endlicos: —{)\ )
) WY Meloxicam
Oxicanes A
A
o 0
. o HiC_ ~ CHs
Acidos enolicos: N O Na' )
_ NN A~ Metamizol
Pirazolonas Q’ N~ 7O
0
S5 CHs
CH,
OH
CH, L‘
Derivad . He Ibuprofeno
erivados aril- J o
. (Y Ketoprofeno
propidnicos

Naproxeno




Cl oy
Fenamatos \©:N Acido meclofenamico
cl
0
HoN_IT

Inhibidores selectivos de

la COX-2

Calecoxib




Tabla 2 Farmacos antiinflamatorios habituales y sus parametros fisicoquimicos.

Solubilidad Khi .
Log Destino .
AINE pKa (mg L?) (atm m3 ) Forma metabolica en el agua
Kow ambiental
(20°C) mol™?)
4.38 21 3.97 1.5x107  Biodegradacion, Acido 2- [4- (2-hidroxil-2metilpropil) fenil] propidnico,
Ibuprofeno sedimentacion acido 2- [4- (2-carboxipropil) fenil] propidnico, acido
carboxihidratrépico (carboxi-HA)
4.15 144 3.18 3.4 x10°  Foto NPX, metabolito 6-O-desmetilado, DM-naproxeno
Naproxeno degradacion,
biodegradacion
4.24 2 451 3.1x10**  Foto 4’-Hdroxi DCF, 4'5-dihidroxi DCF, 3'-hidroxi DCF, 5'-
] degradacion, hidroxi DCF, 3 ’ hidroxi-4’-metoxi DCF
Diclofenaco . .
biodegradacion
parcial
4.07 51 3.12 2.1x10!  Foto Acido 2- (3-benzoilfenil) propanoico, acido 2- [3-
degradacion, (3hidroxibenzoil) fenil] propanoico, acido 2- [3-
Ketoprofeno : y o e . S
biodegradacion  (4hidroxibenzoil) fenil] propanoico, 2- [3 (hidroxi (fenil)
parcial metilo) acido fenil] -propanoico
Paracetamol  9.38 12900 0.46 N.D. Biodegradacion  Conjugados de sulfato, paracetamol cisteina, mercapturato
Asoir 3.5 4600 1.20 N.D. Biodegradacion  ACA, écido salicilico, acido orto-hidroxi-hipdrico, acido
spirina

gentisico

N.D. (No detectado), Kui (Constante de Henry), Log Kqw (Coeficiente de reparto octanol-agua).
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1.1.1. Interés ambiental de los AINEs

Actualmente, la liberacion doméstica de estos farmacos al medio ambiente y su ineficiente
eliminacién a través del tratamiento convencional de aguas residuales, han provocado un
aumento en el interés de su monitoreo y anélisis [14]. Estudios recientes han revelado la
presencia de bajas concentraciones de AINES en cuerpos de agua dulce, pero dado a que
sus metabolitos son biolégicamente activos, éstos pueden llegar a afectar a los organismos
acuaticos, especialmente a los peces [15]. Otra de las fuentes de emision al medio ambiente
es la industria farmacéutica, que, aunque cuenten con PTAR propias, sus efluentes
descargan directamente a las PTAR municipales; ahi, los AINEs pueden ser concentrados
en los lodos, que posteriormente se depositan en el suelo o se utilizan como fertilizantes.
Ademas, la mala disposicién de los residuos generados de estos farmacos dentro del uso
veterinario ocasiona su emision directa al medio ambiente, ya sea de manera liquida o
solida contaminando el suelo o pudiendo llegar al agua subterranea por lixiviacion,
representando asi una amenaza para el agua potable y pudiendo ingresar incluso en las

cadenas tréficas, tal y como se observa en la Figura 1 [16].



Medicina humana Medicina veterinaria

Excrecion Disposicion

_ v

Sobre flujo

Figura 1. Fuentes de contaminacion ambiental con AINEs.

Se estima que la cantidad de este tipo de contaminantes que ingresa al medio ambiente se
encuentra en el orden de millones de toneladas al afio [17,18]. Los niveles de concentracion
varian de un pais a otro segun el patron de consumo y de los principios activos, la poblacion
y la eficiencia de las plantas de tratamiento [19]. Ademas, como se puede observar en la

Tabla 3, los AINEs has sido reportados en una multitud de paises, no solo en el agua

residual, sino también en diferentes cuerpos de agua [20].



Tabla 3. Presencia de AINEs reportados en agua residual, superficial, subterranea y potable.

Agua residual Agua superficial Agua subterranea Agua potable
AINEs Pais o Influente Efluente % Pais o Concentracion Pais o Concentracion Pais o Concentracion
Continente pg Lt pg L Remocién  continente ug L continente pg L continente pg Lt
EE. UU 0.001-94.2 0.001-0.69 0-81 Costa Rica,
) Europa,
Francia, .
. Francia, .
Grecia, ND-1043 . 0-3050 Alemania 1-1935
Canada - 4 - . Alemania,
Reino .
] ] Espafia
Diclofenaco Unido.
. Reino
Taiwén - 10-100 - ) <0.5-154
Unido )
. Espafia 0.001-0.225 Francia 2.5
Reino )
. 69-1500 58-599 <96 Alemania 4.6
Unido
China, EE. Canada,
) Europa,
uu, China, )
. 0.004-603 ND-55 72-100 ) ND-1417 Espania, 0.311-185 Alemania 3
Grecia, Costa Rica,
Ibuprofeno . EE.UU.
Corea. Francia.
Reino 1681-
] 143-4239 <99 Inglaterra 1-2370 Portugal 1825 EE. UU 1350
unido 33764
China, EE. )
Costa Rica,
uu, ) Europa, ) )
Ketoprofeno B 0.004-8.56  0.003-3.92 11-100 Francia, ND-190 ) 2.8-26 Finlandia 8
Espairia, ) Francia.
Grecia,
Corea.
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Reino

Unido.
Reino )
) 28-102 16-23 <84 Inglaterra 14 Portugal 0.09 Francia 3
Unido
Grecia,
Corea,
Esparia, Reino Francia,
] 0.002-52.9  0.002-5.09 43-98 ] 1-59 1.2-204
Suiza, Unido Espafia
Naproxeno Reino Francia <0.005
Unido
) China,
Reino
. 838 170 <85 Canada, ND-328 Espafia 0-0.004
Unido )
Francia.
Grecia,
Acido Espafia, ) _
o ] 0.58-63.7 ND-0.5 89-100 China. 0.009-2.09 China 0.0473 ND ND
acetilsalicilico Reino
Unido.
] Corea, ]
Acetaminofen . 1.57-56.9  ND-0.03 98-100 Espafia 0.14 EE. UU 1.89 Francia 210.1
Espaiia.
EE. UU,
Indometacina Corea, 0.017-1.27 0.005-0.39 0-70 Espafia 0.001 ND ND ND ND

Espafa.

N.D.: No determinado.



Los AINEs se consideran contaminantes hidréfilos, por lo que son capaces de atravesar los
procesos de tratamiento de las PTARs, y por ello son liberados al medio ambiente
alcanzando las masas acuaticas en concentraciones considerables de 0.03 a 0.25 pg g de
lodos, debido a su alta solubilidad en agua [21].

En la mayoria de los casos, las concentraciones de AINES son menores en las aguas
subterraneas y superficiales en comparacion con el efluente de agua residual, debido a
procesos naturales como la biotransformacion, fotolisis, sorcion, volatilizacion vy
dispersion. En un estudio realizado en el sureste de la India en el 2021, se encontraron estos
compuestos en afluentes y efluentes de una PTAR, revelando que una amplia variedad en
los pardmetros encontrados dependian ampliamente de la localizacion geogréafica, tamafio
de la PTAR, consumo de agua de la poblacion y si estaba cerca de una fabrica de

medicamentos [7].

1.1.2. Consumo de AINESs

En lo que respecta a Espafia, la agencia espafiola de medicamentos y productos sanitarios
realizd un estudio donde se detalla un aumento en el uso de farmacos AINEs en Espafia
durante el periodo del 2013 al 2016. En él se presenta el consumo de productos
antiinflamatorios dispensados tanto con receta médica del Sistema Nacional de Salud,
como los consumidos sin incluir datos de recetas en la atencion médica privada o en el
ambito hospitalario [22].

El consumo de AINEs en Espafia ha pasado de 43.12 por mil habitantes al dia
(DHD) en el afio 2013 a 37.89 DHD en el afio 2016, lo que supone un descenso del 12%
(Figura 2a), observandose este decremento en todos los subgrupos. En el subgrupo de
derivados del acido propidnico destaca el ibuprofeno, que continla siendo el principio
activo de mayor demanda (51% del subgrupo en 2016) también a pesar de la disminucién
de su consumo a lo largo del periodo de estudio (18.27 DHD en 2013- 13.67 DHD en
2016). El naproxeno, el segundo de mayor consumo, ha experimentado un aumento del
39% (6.12 DHD en 2013 a 8.56 en 2016), al igual que dexketoprofeno (2.51-2.99 DHD)

10



y la combinacion de naproxeno con esomeprazol (1.29 — 1.33 DHD), aunque para estos

altimos el incremento en términos absolutos no ha sido significativo (Figura 3).
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Figura 2. Consumo de AINEs en Espafia entre 2013 y 2016. a) Total; b) Derivados del acido propidnico; c)
Coxibs; d) Derivados del acido acético; e) Oxicams; f) Otros AINEs; g) Fenamatos; h) Butilpirazolidinas. Datos
expresados por mil habitantes al dia (DHD).
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Figura 3. Consumo de derivados del &cido propionico em Espafia entre 2013 y 2016.

El siguiente subgrupo mas utilizado ha sido el de los coxibs (que incluye etoricoxib y
celecoxib) (16% del consumo de 2016), con una ligera disminucion en este periodo (6.75
DHD en 2013 a 6.06 DHD en 2016). EI consumo de etoricoxib se ha mantenido
practicamente estable durante el periodo, siendo el tercer principio activo mas utilizado en
2016 desplazando al diclofenaco. Por su parte, el consumo de celecoxib ha disminuido
(3.22 DHD a 2.46 DHD) en este periodo (Figura 4, panel izquierdo).

Los derivados del acido acetil salicilico, corresponden al tercer subgrupo de AINES
mas utilizado (11% del total del grupo en 2016) con una disminucion en su demanda del
36% (6.46 DHD en 2013y 4.12 DHD en 2016). Destaca la reduccion del diclofenaco (4.88
a 3.15 DHD), el de mayor consumo del subgrupo con el 76% en 2016, pasando de un 11%
en el 2013 a un 8% del consumo en el 2016 respecto al total de AINEs (Figura 4, panel
derecho). El aceclofenaco es el segundo derivado del &cido acético de mayor consumo
(13% en 2016), y también presenta disminucion en su consumo (1.01 a 0.57 DHD) (Figura
4, panel derecho).
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Figura 4. Consumo de coxibs (panel izquierdo) y derivados del acido acético (panel derecho) en Espafia
entre el 2013 y 2016.

Entre los principios activos, los mas utilizados han sido el ibuprofeno con un 36% del total
de consumo de AINEs en el afio 2016, seguido por el naproxeno (22%) y el etoricoxib
(9%), a diferencia del afio 2013 donde fueron ibuprofeno (42%), naproxeno (14%) y
diclofenaco (11%) (Figura 5). Las variaciones de los tres principios activos de mayor
consumo en 2013 (ibuprofeno, naproxeno y diclofenaco) en comparacién con 2016,
podrian tener relacion con la revision de la seguridad de los AINEs en 2012 en la que el
ibuprofeno y el naproxeno se postulaban como los medicamentos del grupo mas seguros
mientras que para diclofenaco se encontraba un pequefio aumento del riesgo de efectos
adversos cardiovasculares en comparacion con otros AINEs [23], lo cual se confirmé en
una evaluacion posterior (2013), estableciendose restricciones en su uso [24].
Posteriormente, en la evaluacion de la seguridad de ibuprofeno y dexibuprofeno realizada
en 2015, se establecieron también recomendaciones de uso para estos medicamentos en
pacientes con patologia cardiovascular [25].
13
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Figura 5. Principios activos mas consumidos en Espafia entre 2013 y 2016 (DHD).

En México se han realizado pocos estudios sobre el consumo de AINEs, sin embargo, estos
sefialan que existe un aumento en su consumo. La Universidad Autonoma del Estado de
Hidalgo realiz6 un estudio en el 2015 en donde encontraron que, por orden de ventas, se
comercializan sin prescripcion médica el naproxeno, paracetamol, ibuprofeno, &cido
acetilsalicilico y diclofenaco. En comparacion, el orden de ventas por prescripcion es
paracetamol, naproxeno, acido acetilsalicilico, diclofenaco e ibuprofeno. En lo que
respecta a las ventas en farmacias, éstas oscilan entre 6 y 30 kg al afio, mientras que por

prescripcion se venden desde menos de un kilo hasta 22 kg al afio [26].

1.1.3. Toxicidad

La principal preocupacion acerca de las implicaciones toxicas de los AINEs es que fueron

disefiados especificamente para maximizar su actividad bioldgica en dosis bajas. Un

estudio reveld que el diclofenaco en el agua a niveles de 5 a 50 pg L™ afecta en los peces
14



la integridad de los rifiones, las branquias y algunos parametros inmunitarios seleccionados
[27].

En general, la toxicidad de los productos farmacéuticos y de cuidado personal
(PPCP), y en particular de los AINEs, varia segln el organismo expuesto, la duracion de
la exposicion y la concentracion a la que se expone [28]. Dado que muchos de los
contaminantes que provienen de productos farmacéuticos se introducen al medio ambiente
después del uso en humanos o en animales, las concentraciones de sus metabolitos pueden
ser mas significativas que las de los compuestos originales. Por ejemplo, se encontré que
algunos metabolitos acetilados de antibioticos (como N4-acetilsulfapiridina) eran mas
toxicos que el compuesto original (sulfapiridina) para las algas, mientras que los productos
de fotodegradacion del naproxeno tienen efectos més dafiinos que el compuesto original

en las algas, rotiferos y microcrustaceos [29,30].

1.1.4. Normatividad

Por propia definicion, los contaminantes emergentes, entre los que se encuentran los
AINEs, no estan incluidos en ninguna regulacién y no existe normatividad que regule su
concentracion en el medio ambiente y su alcance en las evaluaciones del riesgo al medio
ambiente, tanto de los farmacos como de sus metabolitos. Sin embargo, es importante
empezar a trabajar en lineamientos que favorezcan el establecimiento de medidas de
control y mitigacion del riesgo identificado o potencial a través de la solicitud de estudios
de evaluacion del riesgo en el medio ambiente (ERA, por sus siglas en inglés) de los
medicamentos que se encuentren solicitando un nuevo registro, asi como del requerimiento
de un monitoreo al medio ambiente post-comercializacion. Lo anterior, deberia
complementarse con politicas sanitarias e institucionales que apunten al uso racional, sobre
todo de aquellos farmacos que representan un mayor riesgo para el medio ambiente.
Actualmente, la Agencia Europea de Medicamentos (EMA, por sus siglas en inglés)

y la Agencia de Alimentos y Medicamentos de EUA (FDA, por sus siglas en inglés), al ser
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organismos con caracter legal internacional en lo que respecta a evaluar el impacto en el
medio ambiente de medicamentos, solicitan que se realice una ERA para todo nuevo
producto farmacéutico. En una primera fase de evaluacién, se pide calcular la
concentracion prevista (PEC, por sus siglas en inglés) para el principio activo y/o sus
metabolitos principales en el compartimento acuatico. Si la PEC es menor que 0.01 mg L
! no se requieren mas evaluaciones, pero si la PEC supera este umbral, entonces se solicita
estimar, en una segunda fase de evaluacién, la concentracion prevista sin efectos (PNEC,
por sus siglas en inglés) por medio de ensayos de ecotoxicidad aguda en algas (en el caso
de las regulaciones de la EMA) o en dafnias y peces (para la FDA).

La PNEC se extrapola al dividir el valor méas bajo de concentracion efectiva 50
(CES50), concentracion letal 50 (CL50), o concentracion sin efectos observados (NOEC)
por un factor de evaluacion (normalmente 1000). Si el cociente entre las concentraciones
PEC/PNEC es menor que 1, se considera poco probable que el principio activo presente un
riesgo para el medio ambiente. Si, por el contrario, resulta superior a 1, existe un riesgo
importante que requiere una tercera fase de evaluacion donde se realizan consideraciones
especificas para cada caso. Si en esta fase se descubre un riesgo residual inaceptable, el
farmaco no se prohibe, puesto que el beneficio hacia los pacientes predomina sobre el
riesgo al medio ambiente, sin embargo, se adoptan medidas preventivas de seguridad; por
ejemplo, su uso clinico restringido (exclusivo en hospitales) y su monitoreo post-
comercializacion. Con la aplicacion de estos lineamientos se ha encontrado que el
paracetamol y el ibuprofeno, tienen un cociente de riesgo PEC/ PNEC menor a 1; mientras
que para el diclofenaco se ha calculado un cociente PEC/PNEC mayor a 1. Sin embargo,
algunos autores reconocen que este indicador del riesgo al medio ambiente aln es
perfectible ya que el pardmetro PNEC se calcula usualmente con base en datos de
mortalidad, dejando de lado el riesgo ante exposiciones cronicas y efectos subletales. Una
alternativa podria ser el uso de la concentracion en el medio ambiente medida (MEC), pero
para muchos AINES aun no se cuenta con esos datos.

En lo que respecta a la toxicidad en organismos, desde hace varios afios la
normatividad europea ha pautado un sistema de clasificacion de sustancias con base en su
categoria de riesgo de acuerdo con su CL50 en organismos acudaticos. Los compuestos con
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una CL50 menor a 1 mg L se clasifican como extremadamente toxicos, aquellos con CL50
entre 1y 10 mg L son toxicos y valores entre 10 y 100 mg L™ corresponden a sustancias
catalogadas como peligrosas. Cabe sefialar que estos requerimientos europeos establecidos
hace casi una década, se aplican especificamente a los riesgos previstos como consecuencia
del uso, almacenamiento y la disposicion de productos farmacéuticos y no de aquellos
riesgos que pudieran surgir de la sintesis 0 manufactura de estos. Asi mismo, para farmacos
altamente lipofilicos (log Kow > 4.5) 0 con potencial de actuar como disruptores endocrinos,
se requieren forzosamente estudios ERA independientemente de la cantidad en que se
prevea que entrardn al medio ambiente. Los reportes deben incluir datos de consumo
estimados para el farmaco en cuestion, su log Kow, los resultados de los estudios de
toxicologia acuética y datos de emisidn, destino y efectos al medio ambiente, entre otros.
También, deberéan presentar en detalle la evaluacion de los riesgos, asi como las medidas
de control y mitigacion del riesgo que se habran de considerar. La EMA también pide a la
industria farmacéutica reportar las evaluaciones de los coeficientes de particion de los
productos farmacéuticos entre el agua y lodos/sedimento/suelo/materia en suspension, los
procesos de adsorcidn en superficies solidas, los estudios de biodegradacion en agua, suelo
y sedimento y, los estudios donde se simulen las condiciones de una planta de tratamiento
[31]. Cabe resaltar que en el afio 2018 bajo la directiva europea 2018/840, se retiré al
diclofenaco de la lista de observacion de sustancias a efectos de seguimiento.

Por su parte, el marco regulatorio mexicano es un area de oportunidad importante
para reforzar acciones que reduzcan el posible impacto al medio ambiente ocasionado por
la generacion de este tipo de desechos. En materia de disposicion de residuos, en general
se cuenta con la Ley General del Equilibrio Ecoldgico y la Proteccion al Ambiente
(LGEEPA), la Ley General para la Prevencion y Gestion Integral de los Residuos y las
Normas Oficiales Mexicanas 052, 055, 056, 057, 058, 083, 087, entre otras, que en

conjunto omiten a este tipo de compuestos ya que no estan incluidos.
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Capitulo 2: Metodologia analitica

A continuacidn, se presentan los procedimientos analiticos utilizados para la determinacion
de los AINEs. Se exponen de manera breve los diferentes métodos para su extraccion y
separacion, los avances en el disefio de dispositivos con tecnologia en 3D para un eficiente
pretratamiento de muestra y finalmente los sistemas de deteccion que utilizados para su
determinacion.

El tratamiento de la muestra es de suma importancia, ya que de esto depende en
gran medida el desempefio de la cuantificacion del analito de interés. Si este paso no se
hace bajo las condiciones adecuadas, puede repercutir en un error en los resultados.

Recientemente se han desarrollado varios métodos para la extraccion de AINEs y
sus metabolitos a muy bajas concentraciones (inferiores a ng L™). La mayoria de ellos,
incluyen la extraccion o microextraccion en fase solida (SPME) [32] y posterior
derivatizacion, para realizar su separacion y determinacién a través de métodos
cromatograficos, dentro de los cuales destacan, la cromatografia de gases-masas (GC/MS)
[33], la cromatografia con espectrometria de masas en tandem (GC/MS/MS) [34],
cromatografia liquida de alta resolucién acoplada a un detector de arreglo de diodos
(HPLC-DAD) utilizada comunmente en fase reversa (RP-HPLC-DAD) y la cromatografia
liquida con electro spray acoplada a espectrometria de masas en tandem (LC-ES-
MS/MS)[35].

La espectrofotometria UV-Vis, si bien puede ser utilizada para la deteccion de
AINEs, no cuenta con la resolucion necesaria para detectar estos compuestos a niveles
traza, por lo que el pretratamiento de la muestra es un factor relevante para alcanzar un
factor de preconcentracién elevado. Para garantizar limites de deteccion y cuantificacion
adecuados, el papel del pretratamiento toma suma importancia ya que, entre mas se logre
eliminar interferencias a la muestra se mejora la eficiencia de la sefial analitica del
compuesto de interés, lo cual traerd como resultado llegar a limites de deteccién y

cuantificacién mas bajos y efectivos para el analisis de muestras del medio ambiente.
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2.1. Extraccion en fase sélida (SPE)

La extraccion en fase solida (SPE por sus siglas en inglés), es una de las técnicas de
extraccion mas utilizadas ya que, mediante el uso de resinas selectivas, permite la
extraccion de los analitos de interés desde matrices complejas. Esta técnica se basa en la
distribucion de los analitos en dos fases: una estacionaria solida y otra maévil liquida.

La SPE comprende cuatro pasos principales: (i) el acondicionamiento de la fase
solida o resina, (ii) la carga o paso de la muestra por la fase sélida y la retencion selectiva
del compuesto de interés, (iii) el enjuague o lavado para la eliminacion de los interferentes
y (iv) finalmente la elucion del analito o compuestos extraidos de la matriz de la muestra,
donde para un volumen de elucién menor que el de la muestra, ademas tiene lugar la

preconcentracion (Figura 6).

Acondicionamiento.  Adicién de muestra. Lavado. Elucién.
v a4
"me

Wr 7% 9 Al

I'. v 4

[

[ Analito, & Interferentes. 8 0*]

—=m-H-H-N
1

Figura 6. Pasos basicos de una SPE.

En estudios previos se ha utilizado satisfactoriamente la SPE para la extraccion de los
AINEs, empleando las resinas tC18 de Sep-Pak, Oasis HIb y Oasis MCX [5, 36, 37].
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La SPE con resinas puede llevarse a cabo en varias modalidades, (i) como SPE
dispersiva, en la cual la resina debe ser recuperada luego de la extraccion mediante
filtracion o centrifugacion, (ii) en columna, que es la comunmente utilizada, en la cual la
resina se empaqueta en columnas o cartuchos, y (iii) soportada, en la cual las resinas de
extraccion recubren un soporte inerte. Otra manera de llevar a cabo la SPE es mediante
filtros de membrana que contienen los grupos funcionales que permiten la extraccion. Estos
filtros tienen forma de disco, con un espesor de alrededor de 1 mm y diametros variables.
El disco permite emplear caudales méas elevados y realizar extracciones mas rapidas
(Figura 7).

A) B)

Figura 7. Ejemplos de dispositivos utilizados en SPE. A) Tipo cartucho; B) Tipo filtro.

Las resinas de extraccion se conforman de sorbentes (grupos funcionales que permiten la
interaccion soluto-fase estacionaria) que estan soportados sobre esferas de silice rigidas,
que se comercializan en varios diametros. En el caso de la resina tC18, el grupo funcional
es una cadena de 18 carbonos, muy utilizada para realizar SPE por su amplia afinidad hacia
distintas especies quimicas y ademas debido a su hidrofobicidad es Gtil en la retencion de

compuestos medianamente polares. La HIb es un copolimero compuesto de poli (N-vinil
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pirrolidona di vinil benceno), esta resina es un poco mas especifica, ya que es afin solo a
compuestos que sean lipofilicos o hidrofilicos. Finalmente, la MCX es practicamente la
misma molécula que la resina Hlb solo que en ésta, se realiza una sulfonacion para hacerla
una resina mixta entre extraccion por fase reversa e intercambio catidnico (Figura 8).

Con esta técnica de extraccion, se reduce la cantidad de disolventes empleados en
extracciones liquido-liquido, reduciendo en consecuencia la generacion de residuos y

fomentando asi el desarrollo de la quimica verde.

tc 18 Qasis HLB Qasis MCX
’&m p
y
’D“s‘r Sli/
J ~o ™~

Figura 8. Estructura quimica de resinas de SPE utilizadas

2.2.Impresion en 3D

Gracias a los avances en la tecnologia y con el desarrollo de nuevos materiales, el disefio
y fabricacion mediante impresion en tres dimensiones (3D) de nuevas configuraciones
usadas como soporte para la extraccién en fase solida, han permitido adecuar los
tratamientos de muestras segun las caracteristicas propias de cada analisis.

La técnica de fabricacion por adicidn, también conocida como impresion 3D, se ha
convertido en una tecnologia esencial para la evolucién de multiples campos cientificos,
incluyendo medicina, biologia, quimica, bioquimica y nanotecnologia, entre otros [38]. El
proceso de disefio e impresion en 3D de dispositivos se inicia con la creacion de un modelo,
mediante el uso de un software de disefio asistido por computadora. Una vez que se tiene

el disefio, se elige el tipo de formato digital, que para el caso de la impresién 3D, se utiliza
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el de mallado (mallas de elementos triangulares- *.STL). Finalmente, se fabrica el prototipo
fisico mediante el software especifico de la impresora [39,40].

En la actualidad, se han desarrollado diferentes técnicas de impresion 3D basadas
en los siguientes métodos: estereolitografia (SLA), modelado por deposicion fundida
(FDM), sinterizado selectivo por laser (SLS), y tecnologia PolyJet, entre otros [41].

En el area de la quimica analitica, la técnica de impresion 3D se ha estado utilizando
especificamente en el disefio de dispositivos fluidicos novedosos y de bajo costo, cuyas
geometrias complejas, han permitido la automatizacion de diferentes metodologias
analiticas obteniendo diversas ventajas como, mejor reproducibilidad y disminucion de
tiempo y costos y versatilidad en el andlisis [42,43].

Gracias a la evolucion de los materiales empleados en el disefio 3D, se ha logrado
una tendencia hacia la miniaturizacion y portabilidad de los sistemas analiticos, lo que ha
permitido un crecimiento exponencial de su aplicacion en el analisis al medio ambiente
[44-46].

La estereolitografia (o SLA por sus siglas en inglés) o impresion capa por capa, es
una de las técnicas de impresion en 3D mas utilizada, debido a su velocidad y simplicidad
de produccién de prototipos. Esta técnica esta basada en la fotopolimerizacién o curado de
resinas fotosensibles, utilizando luz ultravioleta y provocando que la resina pase de estado
liquido a s6lido mediante un proceso de entrecruzamiento de los polimeros presentes en la
resina, lo que resulta en estructuras o unidades no porosas funcionales en la manipulacion
de fluidos [47]. Dicho procedimiento se repite un nimero determinado de veces hasta
formar el objeto deseado, el cual puede someterse a procesos posteriores para una mayor
curacion del polimero, incrementando la robustez del material impreso. Para este
procedimiento, se requiere una cadmara UV aparte de la impresora 3D.

Para la fabricacion de dispositivos en 3D, se utiliza un software especializado en el
disefio asistido por computadora (CAD). En este trabajo, para el modelado se utiliz6 el
programa Rhinoceros 6 (McNeel and Associates), el cual esta basado en representaciones
matematicas de geometria proyectadas en tres dimensiones y es capaz de hacer una
descripcion detallada de las mismas con una amplia precision. Para el caso de la impresién
es requerido un software adicional propio de la marca de la impresora.
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2.3. Cromatografia liquida de alta resolucién con detector de arreglo de
diodos (HPLC-DAD)

La cromatografia es una técnica de separacion, basada en la distribucion de los
componentes de una mezcla entre dos fases inmiscibles, una estacionaria y otra movil.
Entre las diferentes modalidades, la cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC) es
ampliamente utilizada debido a su sensibilidad y su facil adaptacién en determinaciones
cuantitativas, ademas es ideal para la separacion de especies no volatiles o termolabiles.
El HPLC utiliza una bomba tipo piston para impulsar la fase movil a través de la
columna, en la cual los analitos se inyectan en de forma manual o automatica, y se separan
en funcion de su interaccidn con la fase movil y la fase estacionaria. Posteriormente un
detector en linea registra los picos y proporciona un grafico de respuesta en funcion del

tiempo (cromatograma) a través de una computadora (Figura 9).
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Figura 9. Diagrama de HPLC-DAD
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En este trabajo de maestria se utiliz6 un HLPC-DAD de la marca JASCO, modelo
MD-4017 con un detector de arreglo de diodos, en la modalidad de fase reversa 'y en modo
de elucién por gradiente. La columna empleada para la separacién fue la C18 (Core Shell
Fortis) que ofrece facilidad de interaccion con la fase estacionaria, ya que a medida que los
solutos viajan en la fase movil por los poros de silica, son atraidos y retenidos por el
hidrocarburo mediante una débil interaccion hidrofébica y por fuerzas de Van der Waals,
por lo que es util para los AINEs que son de naturaleza de mediana polaridad.

El funcionamiento de los espectrofotdmetros de arreglo de diodos se basa en que
un haz de radiacion gque ha atravesado la celda de deteccion es dispersado por medio de
una red de difraccion fija, siendo recogidas simultdneamente todas las longitudes de onda
dispersadas mediante una matriz de fotodiodos. Utilizan una dptica invertida respecto del
HPLC convencional por lo que, toda la luz de la fuente atraviesa la muestra y luego es
dispersada. En lugar de una ranura de salida, tiene en el plano focal un dispositivo que
integra en un pequefio circuito varios cientos de detectores tipo fotodiodo de silicio.

Para efectos del presente trabajo, se seleccionaron cuatro longitudes de onda
caracteristicas, 3 que son especificas para diclofenaco, ibuprofeno y ketoprofeno (229, 235
y 275 nm, respectivamente) y una con la que se logra una absorcion maxima para

compuestos organicos (200 nm).

2.4. Cromatografia de gases con detector de masas (GC/MS)

En esta técnica, la fase estacionaria liquida se adsorbe sobre la superficie de un sélido inerte
mientras que, la fase movil (generalmente gases inertes como He y N») fluye través de la
columna a alta presion. Los componentes contenidos en la muestra se reparten entre la fase
movil y la estacionaria. La cromatografia de gases (GC, por sus siglas en inglés) es una
técnica simple, multifacética, altamente sensible y de aplicacion rapida para la separacion
de moléculas pequenas. Se utiliza en la separacion de los analitos a nivel traza [48]. La GC
utiliza un gas portador para transportar los componentes de una muestra a través de

columnas empaquetadas o columnas capilares huecas que contienen la fase estacionaria.
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En la mayoria de los casos, las columnas GC tienen un diametro interno mas
pequefio y son mas largas que las columnas de HPLC, lo que la hace capaz de separar
mezclas muy complejas de analitos volatiles. Los principales elementos de un sistema GC

convencional se muestran en la Figura 10.

Inyeccion de la muestra

a ser analizada Amplificador

Regulador de gas

Inyector

Cromatograma

\, Detector

Horno con temperatura
X programada

\ Columna cromatogrifica

Cilindro de gas con gas
acarreador

Figura 10. Esquema de un sistema de GC convencional.

En este trabajo se utilizd un cromatografo de gases de la marca Agilent, modelo
7890A equipado con un sistema de inyeccidén automatico, se utiliz6 una columna no polar
modelo HP-5MS de la marca Agilent, de 30 m de longitud, 0.25 mm de diametro y
funcionalizada con 5% -fenil -metilpolisiloxano. Ademas, se programdé un gradiente de
temperatura y se utilizé la inyeccion a temperatura programable (PTV). Se utilizd también
una técnica de derivatizacion para aumentar la volatilidad de los compuestos a analizar.

La GC es una de las técnicas mas eficientes para realizar una separacion, que al
combinarse con un detector de alto rendimiento puede llegar a ser de gran utilidad para la
quimica del medio ambiente, por lo que en este trabajo se seleccion6 utilizar un detector

de masas.
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La espectrometria de masas se basa en la obtencion de iones a partir de compuestos
organicos en fase gas, los cuales son separados de acuerdo con su masa Yy su carga para su
posterior deteccion. Esto en consecuencia, nos trae como resultado informacion de la
abundancia de los iones en funcién de su masa/carga (m/z). Esta técnica es de un amplio
poder cualitativo, utilizada frecuentemente para la determinacion de estructuras organicas
que, debido a la alta reproducibilidad en la sefial obtenida por sus detectores, es posible
también utilizarla como una técnica cuantitativa [50]. En este trabajo, se empled un
cromatdgrafo de gases en el cual se tiene acoplado a un detector de masas de la casa
comercial Agilent modelo 5975C. Cabe destacar que la técnica de derivatizacion fue una
modificacion a una metodologia especifica para hacer una derivatizacion de siliacion, la
cual es apta para AINEs, donde a la elucion (mezcla de acetato de etilo y metanol) se le
afiade el derivatizante (MSTFA, N-metil-N-trimetilsilil trifluoroacetamida) y se calienta a

80°C catalizando la reaccion por un tiempo estimado de 30 min [33].

2.5. Espectrofotometria UV-Vis

La espectrofotometria UV-visible es una técnica analitica que permite determinar la
concentracion de un compuesto en disolucion. Se basa en que las moléculas absorben las
radiaciones electromagnéticas y a su vez que la cantidad de luz absorbida es proporcional
a la concentracion (Ley de Lambert-Beer). Para hacer este tipo de medidas se emplea un
espectrofotometro, en el que se puede seleccionar la longitud de onda de la luz que pasa
por una disolucion y medir la cantidad de luz absorbida por la misma.

Las mediciones espectrofotométricas con radiacion ultravioleta son Utiles para
detectar grupos funcionales que absorben radiacion en la region ultravioleta y visible
(cromdforos), debido a que grandes porciones de las moléculas organicas aun mas
complejas son transparentes a la radiacion de longitud de onda mayor que 180 nm. La
aparicion de una o mas bandas de absorcién en la region de 200 a 400 nm, es un claro

indicio de la presencia de grupos insaturados o de &tomos como azufre o halégenos. Sin
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embargo, por lo general esta técnica de deteccion no es selectiva, ya que, al tener una
mezcla de componentes en una matriz, no se puede asegurar que un analito sea identificado
o cuantificado de una manera eficiente. Por ello, es necesario llevar a cabo pretratamientos
de muestra 0 métodos de separacion, lo que hace que ésta sea cominmente acoplada a
equipos que funcionan en base a la separacion de analitos como el HPLC, ya sea con una
longitud de onda fija o haciendo un barrido del espectro [49].

En este trabajo, se empled el espectrofotometro Cary 60 UV-Vis de la marca
Agilent para trabajar con identificacion de espectros de absorcion caracteristicos de
nuestros AINEs de interés y también se utilizd para realizar cuantificaciones a

concentraciones a niveles de mg L™1.
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Capitulo 3: Hipdtesis y Objetivos

Considerando la importancia de desarrollar metodologias para la determinacién de AINEs
en muestras de agua, como qued6 de manifiesto en el capitulo 1, y las técnicas presentadas
en el capitulo 2, se presentan a continuacion la hipdtesis de partida y el objetivo general
que se pretende alcanzar en este trabajo de maestria y los objetivos especificos que

permitiran su logro.

3.1. Hipotesis

El desarrollo de dispositivos por impresion en 3D conforman excelentes soportes inertes
con geometrias complejas para la contencion o el recubrimiento con resinas de SPE, lo que
resulta en métodos de extraccion in situ de alta selectividad para farmacos AINES en
cuerpos de agua, otorgando beneficios de flexibilidad en el disefio para adaptarse a distintas
situaciones de muestreo, y portabilidad para estudios directamente en campo, evitando el

transporte de grandes volimenes de muestra para ser tratadas en el laboratorio.

3.2. Objetivo General

Analizar resinas de impresion en 3D, que, en conjunto con resinas de extraccion en fase
sOlida, se logre desarrollar un dispositivo mediante impresion en 3D, para la extraccién in
situ de farmacos AINEs en agua, para su posterior cuantificacibn mediante técnicas
cromatograficas, obteniendo una metodologia que sea util en distintas matrices

ambientales.
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3.3.

Objetivos especificos

Evaluar las resinas comerciales de impresion en 3D, compuestas de diferentes
mondmeros y aditivos, para la fabricacion de dispositivos de extraccion. Se
estudiaran la fragilidad y resistencia quimica de los prototipos fabricados con las
diferentes resinas de impresion.

Disefio y construccion de un dispositivo con impresion en 3D, utilizando la resina
seleccionada en el objetivo anterior, que servird de soporte para ser recubierto con
resinas de extraccion comerciales.

Evaluar las resinas utilizadas para la extraccion en fase sélida y seleccionar la que
presente mayor eficiencia de extraccion de AINEs una vez soportada en el
dispositivo 3D.

Incorporar el dispositivo impreso en 3D recubierto a un sistema de bombeo y
realizar pruebas para la extraccion de AINEs.

Optimizar el método analitico propuesto mediante el desarrollo de un disefio de
experimentos, considerando variables como volumen de eluyente y de reactivos
necesarios para la determinacion de los AINEs.

Validar el método propuesto, incluyendo las etapas de separacion y deteccion a
través del analisis de material de referencia certificado o por ensayos de
adicion/recuperacion y caracterizarlo mediante pardmetros analiticos (limites de
deteccion y cuantificacion, linealidad, repetibilidad, entre otros).

Estudiar su aplicacion al analisis de AINEs en muestras de agua naturales y

residuales.
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Capitulo 4: Desarrollo experimental

4.1. Reactivos y material de laboratorio

Para la preparacion de todas las disoluciones, se utilizé agua ultrapura con una resistividad
de 18.2 uQ cm y un contenido de carbono total menor a 2 ug L. Se utilizaron reactivos
aptos para HPLC-GC (Tabla 4).

Tabla 4. Reactivos utilizados.

Nombre comun Casa comercial Calidad
Acetato de etilo Sharlab, Espafia 99.9%>
Acetona Sharlab, Espafa 99.9%>
Acetonitrilo Merck, Espafia 99.9%>
Amonio Sharlab, Espafia 70%
Diclofenaco Merck, Espafia 96.6%
Difosfato de potasio Merck, Espaiia 96.4%
Di-metil-acetamida Merck, Espafia 99.9%>
Filtros de jeringa de nylon 0.22 um - -
Filtros de jeringa de nylon 0.45 um - -
Fluoruro de poli vinilideno Merck, Espafia 99.9%>
Hexano Merck, Espafia 99.9%>
Ibuprofeno Sharlab, Espafia 99%
Isopropanol Sharlab, Espafia 90%>
Jeringas de pléastico 10 mL - -
Ketoprofeno Sharlab, Espafia 99%
Metanol Merck, Espafia 99.9%>
Naproxeno Sharlab, Espafa 99%
N-metil-N-trimetilsilil trifluoroacetamida Sharlab, Espafia 99.9%>
Paracetamol Sharlab, Espafia 99%

Resina de impresion Clear FormLabs -
Resina de impresion Durable FormLabs -
Resina de impresion Rigid 10k FormLabs -
Resina SPE HIb OASIS -
Resina SPE MCX OASIS -

Resina SPE tC18

Sep-Pak




Todo el material de cristal utilizado fue previamente lavado y enjuagado tres veces con
acetona, para posteriormente ser sometido a una temperatura de 500 °C en el interior de

una mufla por una hora, para eliminar cualquier posible contaminacion.

4.2. Preparacion y tratamiento de muestras

Para los ensayos de optimizacion se prepararon disoluciones con concentraciones
conocidas de diclofenaco en agua ultrapura.

Ademas, en el laboratorio se analizaron muestras de agua de grifo y agua residual
proveniente de una PTAR. Esta Gltima, por su alto contenido de sélidos disueltos, fue
previamente filtrada con un filtro de jeringa de un tamarfio de poro de 0.45 pm.

Todas las muestras fueron sometidas a una SPE siguiendo las pautas analiticas
indicadas por el fabricante para la resina Oasis Hlb:

a) Acondicionamiento: 2 mL de agua ultrapuray 2 mL de metanol;

b) Adicidn de muestra: Se hacen pasar un volumen de 10 mL;

¢) Lavado: Enjuague con 5 mL de agua ultrapura;

d) Elucion: 2 mL de metanol (eluato).
Al eluato resultante se le afiadieron 40 pL de MSTFA para derivatizar y finalmente, se
colocé en estufa a 80°C por 30 min.

Para los estudios hechos en campo, el dispositivo se escalé para que permita el
andlisis de volumenes més grandes de muestra de agua residual (4 L), y por lo tanto los
volimenes de las diferentes etapas de la SPE también aumentaron. Para el
acondicionamiento se usaron 10 mL de agua ultrapura y 10 mL de metanol; el enjuague o
lavado requirio de 50 mL de agua ultrapura y para la elucion se utilizaron 85 mL de
metanol. Finalmente, al eluato obtenido se le agregaron 60 UL de MSTFA, y se aplico el

mismo tratamiento térmico mencionado.
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Las curvas de calibracion para los estudios de linealidad fueron realizadas
preparando disoluciones en agua ultrapura con adicion de AINEs a partir de estandares de

paracetamol, ibuprofeno, ketoprofeno y diclofenaco.

4.3. Planta de tratamiento de agua residual

Las muestras de agua residual analizadas fueron extraidas de la PTAR situada en la zona
residencial de Bendinat, en el municipio de Calvia en Mallorca, Espafia (Figura 11). Esta
depuradora es una de las cuatro presentes en esta localidad, tiene una capacidad de
procesamiento de 370 m®dial, lo que permite depurar el 11% del agua residual generada
en el municipio. Esta planta cuenta con un sistema de pretratamiento de agua de
desarenado, desengrasado, desbaste fino y grueso, tratamiento primario, secundario y
terciario, siendo asi eficaz en la eliminacion de sélidos suspendidos, DBO vy nitrogeno,
ademas de contar con un sistema de desinfeccion ultravioleta.

El muestreo se realizd a la entrada de la decantacion primaria, a la salida de la

decantacion secundaria y a la salida del tratamiento terciario (Figura 12).
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Figura 12. Diagrama esquematico de la PTAR que indica la localizacién de puntos de muestreo. (A: Entrada
a tratamiento primario; B: Salida de decantacion secundaria; C: Salida de tratamiento terciario.)
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4.4, Condiciones analiticas para la determinacion de AINEs

4.4.1. Espectroscopia Uv-Vis

Se hace uso de esta técnica para analizar la liberacion de resina de impresion sin
polimerizar ya que ésta pudiera ocasionar problemas al momento de fijar la resina de
extraccion o bien que el propio material desprendido cause una interferencia al momento
de realizar el analisis en el espectro UV. Las medidas se realizaron a 250 nm, ya que es la

longitud de onda de absorcion maxima del metacrilato.

4.4.2. HPLC-DAD

Antes de hacer uso de la cromatografia de gases, el HPLC-DAD permitié realizar un
analisis preliminar de la eficiencia de extraccion de las resinas de SPE. Para ello, se
prepararon estandares de paracetamol, ibuprofeno, ketoprofeno y diclofenaco en un rango
de concentraciones de 1 a 10 mg L, lo que permitid evaluar la capacidad de carga de las
resinas de extraccion seleccionadas (Hlb, tC18 y MCX) y su afinidad por los analitos de
interés. Ademas, mediante HPLC-DAD también se evaluaron los ensayos de las diferentes
modalidades de recubrimiento (stick and cure y fluoruro de poli vinilideno, PVDF) y su
adhesion a las resinas de SPE.

Se utiliz6 una columna C18 de un tamarfio de particula de 2.6 um, un &rea superficial
de 140 m2g? y un tamafio de poro de 80 A. La fase mévil en modo gradiente consistio en
mezclas de acetonitrilo y buffer de fosfatos entre 90:10 % a 10:90 % acetonitrilo: buffer.
Se utilizé un flujo de 0.7 mL min™, y se emplearon las longitudes de onda de 220, 240, 260
y 276 nm en el detector de fotodiodos, especificas para los analitos analizados. Para este
analisis, las inyecciones de muestras, blancos y patrones se realizaron por medio de un

inyector manual.
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4.4.3. GC/IMS

Como prueba de concepto, se determiné el diclofenaco mediante GC/MS en distintas
matrices acuosas (agua desionizada, agua de grifo y agua proveniente de la PTAR). Las
curvas de calibracion para el anélisis de linealidad se fijaron en un rango de 0.5 a 2000 pug
L1y se utilizd un vaporizador de temperatura programada PTV (por sus siglas en inglés),
el cual requiere de nitrogeno liquido para enfriar el inyector al finalizar cada ensayo y asi
controlar la temperatura inicial (100°C). EI PTV fue operado en el modo “Solvent Vent” a
un flujo de 3 mL min*t manteniendo una presion constante en la columna de 10.52 psi y
conservando un flujo de fase mavil (helio) de 1 mL min™. El tiempo de retraso se fijo en
10 min para evitar el sobre trabajo del filamento de excitacion, pues el analito de interés
(diclofenaco) consume un tiempo de retencion de 12.3 min. En el modo SIM, se configuro
al detector con los valores de m/z de 179, 214.1 y 242 y, ya que en analisis previos se
observo que los fragmentos mayoritarios caracteristicos del diclofenaco derivatizado se
encontraban en estos valores. Asi, el tiempo de andlisis resultante para el diclofenaco fue
de 30 min, para evitar la contaminacion cruzada de muestras de la columna. La columna
utilizada en este experimento fue la HP-5MS de la marca Agilent de 30 m de longitud, 0.25

mm de didmetro, funcionalizada con 5% -fenil -metilpolisiloxano.

4.5. Disefio e impresion del dispositivo de extraccion

4.5.1. Software Rhinoceros 3D 6

Este software permite el modelado en tres dimensiones basado en NURBS, a través del
disefio asistido por computadora. ElI programa es cominmente usado para el disefio
industrial, la arquitectura, el disefio naval, el disefio de joyas, el disefio automovilistico,
CAD/CAM de prototipos rapidos, ingenieria inversa, asi como en la industria del disefio
grafico y multimedia (Figura 13). Los disefios generados se guardan con extension *.STL

compatibles con el software de impresion (que se menciona a continuacion).
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Figura 13. Interfaz del software Rhinoceros 3D. Vista de pantalla a través del monitor de una computadora.

45.2. Software PreForm

Este software es una herramienta gratuita provista por la misma casa comercial de las
impresoras 3D utilizadas, permite a través del modelo virtual, realizar la optimizacion de
los disefios en 3D generados y generar soportes para los prototipos, que, al momento de
imprimir, puedan mantenerse de la misma forma en la que se disefiaron (ejemplo de interfaz
de usuario en Figura 14), ademas define los parametros de impresion adecuados como la
cantidad de capas que seran realizadas para formar el prototipo, el tipo de resina para
impresion, entre otras.
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Figura 14. Ejemplo de interfaz de usuario del software PreForm.

4.5.3. Caracteristicas de las impresoras 3D

En esta tesis de maestria se emplearon las impresoras de la casa comercial Formlabs,
especificamente los modelos Form 2 y Form 3 (Figura 15), y las resinas de impresion
propias de la casa comercial. En la Tabla 5 se pueden apreciar sus especificaciones

técnicas.
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A)

Figura 15. Impresoras Form 2 (A) y Form 3 (B).

Tabla 5 Especificaciones técnicas de las impresoras Form 2 y Form 3.

Especificaciones técnicas

Impresora Form 2 Form 3
Dimensiones 35x33x52cm 40x53x78cm
Peso 13 kg 17.2 kg
Temperatura de 35°C 35°C

funcionamiento

Control de
temperatura

Tanque de resina auto calefactado

Céamara de impresion con
calefaccion por aire

Requisitos de
alimentacion

100-240 V
1.5 A 50/60 Hz
65 W

100-240 V
2.5 A 50/60 Hz
220 W

Especificaciones laser

Certificacion EN 60825-1:2007

Light Processing Unit (LPU)

Conectividad

Wi-Fi, Ethernet y USB

Wi-Fi, Ethernet y USB

Trayectoria Optica Protegida Protegida

Control de la Pantalla tactil interactiva y boton Pantalla tactil interactiva

impresora de inicio

Tecnologia Stereolithography Low Force Stereolithography
(SLA) (LFS)

Mecanismo de Proceso de separacion transversal ~ Proceso de separacion transversal

separacion de capas con limpiador con limpiador

Sistema de llenado de Automatico Automatico

resina

Volumen de impresion

145 x 145 x 175 mm

145 x 145 x 185 mm

Grosor de capa

25, 50, 100 micras

25, 50, 100 micras

Diametro del punto 140 micras 80 micras
focal del laser
Soportes Autogenerados Autogenerados
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4.6. Métodos de recubrimiento

El recubrimiento de los dispositivos impresos en 3D con resinas de extraccion es de vital
importancia, ya que es imperativo que ésta permanezca adherida (de lo contrario provocaria
una disminucion en la eficiencia de extraccion). La técnica “Stick and cure” es utilizada
para aprovechar la resina de impresion que permanece en la superficie del dispositivo

impreso sin polimerizar por completo como un fijador para la resina de extraccion (Figura

16).

Otra técnica que se utiliza para la fijaciobn con PVDF consiste en recubrir el
dispositivo impreso con una mezcla de PVDF y la resina de extraccion, que con ayuda de

un disolvente se esparce sobre el dispositivo impreso en 3D obteniendo una capa que deja

expuesta a la resina de SPE (Figura 17).

Stick and Cure

~

Dispositivo Resinas SPE Recubrimiento Curado
im Fll'eso 3D tC18, Hih, con resina mediante UV
P MCX ) por 6 horas

Figura 16. Procedimiento de fijacion de resina de extraccion con la técnica Stick and cure.
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2] 3} 4)
1g de mezcla de PVDF, 5 % de DMA. Reduccién del 80 % del volumen Recuperar el volumen obtenido por medio de
40 mg de resina SPE. mediante el secado con corriente de una pipeta Pasteur y adidionar la mezcla a la
2 ml de acetona nitrdgena. pieza 3D

1
Dispositiva
impreso 30

3)
Llevar a estufa por un periode de 1 h. a 70°C
para evaporar solvente

Figura 17. Procedimiento de fijacion de resina de extraccion con la técnica de tintado con PVDF.

4.7. Disefio de experimentos

El disefio de experimentos (DOE) es un procedimiento sistematico para el analisis de datos
y obtencidn de informacion. Permite, a través de ensayos experimentales, variar de forma
simultanea las variables que pueden afectar, bajo estrictas condiciones controladas y
examina si los cambios efectuados tienen un efecto significativo sobre la(s) respuesta(s)
segun el propdsito de la investigacion. Las variables o factores s6lo pueden asumir un
numero limitado de valores posibles, conocidos como niveles de factor. La idea
fundamental es variar todos los factores importantes simultaneamente en un conjunto de
experimentos planificados, y conectar los resultados con la variable respuesta mediante un
modelo matemaético. Se pueden utilizar herramientas informéticas actualmente disponibles
para crear los disefios experimentales, obtener un modelo y visualizar la informacion
generada. Dentro de los softwares mas utilizados se encuentran Minitab, Statistica, Origin,
PSPP, entre otros. Un enfoque de DOE permite determinar en primera instancia cuales son
las variables significativas y si la interaccion entre éstas tiene un efecto trascendental en la
respuesta; asi como también, establecer los niveles de los factores que dan lugar a

condiciones dptimas.
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En el presente trabajo se realizé un disefio central compuesto (DCC) con 4 puntos
de cubo, 4 puntos axiales y 3 puntos centrales, dandonos un total de 11 corridas
experimentales, con una distancia axial (o)) igual a 0.5, donde los puntos (vértices) de cubo,
permiten la estimacion de efectos lineales y de interaccion. Los puntos centrales permiten
verificar la curvatura, pero no los términos cuadraticos individuales y los puntos axiales
estiman los términos cuadraticos. Los factores que se evaluaran son: el volumen de
derivatizante a utilizar, ya que debe estar controlado, pues su exceso podria causar
interferencias, lo que subestimaria la concentracion real, y el volumen de eluyente.

Se realiz6 un andlisis de superficie de respuesta, para obtener los valores dptimos
de las variables bajo estudio, con el objetivo de maximizar la concentracion en el eluato y
aumentar asi el area del pico cromatogréfico. Con los resultados del disefio experimental,
se fijaran los valores de los parametros de extraccién para poder realizar su aplicacion en
campo con las condiciones optimas.

También se generd un diagrama de Pareto para observar la importancia relativa de
los efectos individuales y de sus interacciones, colocando los valores absolutos de los
efectos en orden decreciente. La linea de referencia en la gréfica indica cuéles efectos son
significativos y corresponde a un o del 5%, por lo tanto, indica el efecto minimo
significativo para un nivel de confianza del 95%. La longitud de las barras horizontales es
proporcional a los valores de t-Student para cada efecto, cualquier efecto o interaccién que
exceda dicha linea es considerado significativo.

Las demas variables como la cantidad de resina, caudal de los fluidos y tamafio del

dispositivo fueron evaluados de manera individual.
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Capitulo 5: Resultados y discusion

5.1. Evaluacion de las resinas para la impresion en 3D

Para la impresion en 3D, se ensay0 con las tres resinas de la casa comercial FormLabs: la
resina Clear, la Durable y la Rigid 10K. Estas 3 resinas fueron seleccionadas debido a que
la resina Clear ya estaba reportada en trabajos previos, la resina Durable debido a que
proporciona caracteristicas de elasticidad y resistencia que pueden ser de utilidad al
momento de llevar el dispositivo a campo y la Rigid 10K, porque en su composicion
contiene un porcentaje de fibra de vidrio (no conocido debido a que la marca tiene
patentada su composicién) la cual brinda beneficios de resistencia a solventes organicos,
una mayor dureza y resistencia a altas temperaturas.

Para evaluar las resinas de impresion 3D, se realizaron andlisis de fragilidad y de
resistencia quimica a los solventes utilizados. Los solventes estudiados se seleccionaron en
funcidn de los pasos de SPE (acondicionamiento, lavado y elucién) que son utilizados para
cada resina seleccionada (Oasis Hlb, Oasis MCX y tC18):

a) Metanol al 100%

b) Metanol y acetato de etilo al 50% v,

c) Metanol y agua al 50% v/,

d) Metanol e hidroxido de amonio al 98% de metanol v/,

e) Acetato de etilo y acetona al 50% v,

Se imprimieron dispositivos con forma de cubos de 1 cm? con cada tipo de resina
de impresion Los cubos impresos fueron sumergidos varias veces durante tres segundos en
2-propanol al 90% para eliminar los restos de resina no polimerizada, posteriormente se
sumergen en otra cubeta llena del mismo disolvente durante 10 min con el fin de hacer un
lavado mas efectivo de la resina de impresion residual que no se logré polimerizar.

Para que la polimerizacion de las resinas de impresion sea completa,
inmediatamente después de imprimirlos, los dispositivos deben exponerse a una luz

ultravioleta, lo que se conoce como etapa de curado. Asi, los cubos se secaron y
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posteriormente se curaron en un reactor UV (CL-1000 Ultraviolet Crosslinker, A= 365 nm)
durante un tiempo aproximado de entre 4 y 6 h, tiempo en el que la resina completa su
polimerizacion catalizada por la luz UV.

El ensayo consistio en sumergir los cubos resultantes en los diferentes solventes,
durante periodos de tiempo comprendidos entre los 5 min y las 2 h, mas un ensayo control
sin exposicion (0, 5, 20, 35, 55, 90 y 120 min), para evaluar la posible liberacion del
polimero empleado para la impresion en 3D, lo que implicaria pérdida de material y su
deterioro. Una vez que se retiran los dispositivos de los solventes, éstos se analizan con
espectrofotometria UV-Vis a 250 nm para cuantificar la presencia de polimeros
provenientes de la degradacion de las resinas de impresién 3D en funcion del tiempo y
poder seleccionar la resina de impresion que presente una mejor estabilidad y resistencia.
Por otra parte, los dispositivos se sumergieron durante 24 h en cada uno de los solventes
ensayados para observar si se producia un deterioro.

En las Figuras 18 a 22 se observan los resultados de estos experimentos. En todos
los ensayos, a medida que transcurre el tiempo se observaron aumentos en la absorbancia,
indicando la liberacion de polimeros que absorben en el UV. El material que present6 mejor
resistencia sin deteriorase fue el cubo impreso con la resina Rigid 10 K. Para el primer
ensayo experimental, usando como solvente metanol al 100%, tras un dia de exposicion al
disolvente, el dispositivo que fue impreso con las resinas Durable (Figura 18 a) y Clear
(Figura 18 b) sufrieron fracturas, mientras que el cubo impreso con la resina Rigid 10k no

sufrio dafios (Figura 18 c).
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Figura 18. Izq.: Comportamiento de las resinas de impresion inmersas en metanol al 100%; Der: Fotografia de cubos
de 1 cm?®,24 horas de exposicion; resinas de impresion a) Durable, b) Clear y ¢) Rigid 10k

En el segundo experimento, con metanol al 50%, los resultados obtenidos reflejaron que la

resina Clear continda siendo la menos estable (Figura 19) presentando fracturas tras un dia

de exposicion (Figura 19 a) y en cuanto a las resinas Durable y Rigid 10k, una aumento su

tamario en un 10% (Figura 19 b) y la otra quedd intacta (Figura 19 c).
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Figura 19. Izq.: Comportamiento de las resinas de impresion inmersas en metanol al 50%; Der: Fotografia de cubos de
1 cmd,24 horas de exposicion; resinas de impresion a) Durable, b) Clear y c) Rigid 10k

En el tercer ensayo experimental se llevé a cabo con metanol-acetato de etilo al

50%, los tres materiales mostraron una buena resistencia, ya que para un dia de exposicion

ninguno de los 3 cubos registrd ni aumento de tamafio y ni fracturas visibles (Figura 20).
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Figura 20. Comportamiento de las resinas de impresion inmersas en metanol y acetato de etilo al 50%; Der: Fotografia
de cubos de 1 cm®,24 horas de exposicion; resinas de impresion a) Durable, b) Clear y c) Rigid 10k

El cuarto experimento se realiz6 con acetato de etilo y acetona al 50%, y se observo

un comportamiento similar que con la mezcla anterior (Figura 21).

Acetato de etilo- Acetona 50%
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Figura 21. Comportamiento de las resinas de impresion inmersas en acetona y acetato de etilo al 50%; Der: Fotografia
de cubos de 1 cm®,24 horas de exposicion; resinas de impresion a) Durable, b) Clear y c) Rigid 10k

Finalmente, se evalud el comportamiento con la disolucion de metanol al 98% con
un 2% de hidréxido de amonio, mostrando una tendencia en la absorbancia muy similar al
primer ensayo (metanol 100%), solo que en esta ocasién los cubos que fueron impresos
con las distintas resinas de impresion no sufrieron un dafio estructural tan drastico (Figura
22).
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Figura 22. Comportamiento de las resinas de impresion inmersas en metanol 98% e hidréxido de amonio al 2%; Der:
Fotografia de cubos de 1 cm?,24 horas de exposicion; resinas de impresion a) Durable, b) Clear y c) Rigid 10k

Para evaluar la posible adsorcion sobre el material de impresion (sin recubrir con
la resina de extraccion), se realizaron ensayos con dispositivos impresos con las 3 resinas
en los que fueron sometidos a pruebas de contacto con los distintos AINEs (paracetamol,
ketoprofeno, ibuprofeno y diclofenaco). Los dispositivos impresos en 3D permanecieron
sumergidos durante 120 min en disoluciones con una concentracion de 10 mg L* del
farmaco bajo estudio. Una vez transcurrido el tiempo de exposicion, los dispositivos fueron
separados, y se analizo la concentracion restante en las disoluciones. En la Tabla 6 pueden
observarse los resultados obtenidos, cuantificados mediante espectrofotometria UV. El
aumento de concentracion observado en distintos ensayos seguramente se deba a la
liberacion de polimeros (metacrilato lixiviado) con absorcién en el UV. Cabe destacar, que
con estos ensayos se evidencia que los AINES no se retienen sobre los materiales de

impresion de los dispositivos.

Tabla 6. Concentraciones remanentes de AINEs para evaluar la adsorcion sobre el material de impresion
(resinas de impresion 3D).

. Paracetamol Ketoprofeno Ibuprofeno Diclofenaco
Resina
mg L?
Clear 10.04+ 0.03 10.43+ 0.02 13.84+ 0.04 12.42+0.03
Rigid 10K 9.88+0.02 10.23+ 0.03 10.12+ 0.03 11.37+0.04
Durable 9.86+ 0.02 10.53+ 0.03 11.02+ 0.02 10.59+ 0.03

Los resultados son expresados como el valor medio * la desviacion estandar (n=3).
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Considerando los resultados obtenidos para evaluar las resinas de impresion en 3D,
la resina seleccionada para los futuros ensayos fue la Rigid 10K, debido a su menor grado
de desprendimiento de resina no polimerizada, y a la resistencia mecéanica a todos los

solventes ensayados.

5.2. Disefio e impresion del dispositivo impreso en 3D

El disefio del dispositivo, realizado por medio del software Rhinoceros 6, se centrd en un
formato que pueda acoplarse facilmente a la salida de una bomba de aspiracion de caudal
variable (1- 4.5 L min™) para llevar a cabo la extraccion de los AINES in situ, evitando asi
el traslado de grandes volimenes de muestra al laboratorio. El dispositivo debe contener
en su interior una estructura con canales, con una gran relacién superficie/volumen para
ser recubierta con resinas de extraccion.

En este contexto, se disefid un dispositivo que permita la conexion con mangueras
flexibles para facilitar el muestreo con bomba; con tapas a rosca para su facil apertura y
remplazo de la parte interna del dispositivo funcionalizada con la resina de extraccion. Esta
parte interna esta conformada por una red de cubos interconectados en cuya superficie se
adhiere la resina de SPE, y un cuerpo externo que da cabida y proteccion al dispositivo de
extraccion (Figura 23).

La impresion de los dispositivos se realizé usando el software PreForm propio de

las impresoras Form 2 y Form 3 que se usaron en esta tesis de maestria.

47



Figura 23 Fotografia del dispositivo impreso en 3D para la extraccion in situ de AINEs.

El dispositivo consta de las siguientes partes:

a)

b)

Tapa del dispositivo (Figura 24): son dos piezas que tienen por un lado una toma
para acoplar a una manguera de 0.7 cm de diametro interno, y por el otro una rosca
interna de 3.5 vueltas para ensamblar con el cuerpo del dispositivo, donde se alojara

el soporte para la red de cubos interconectados.

Red cubos interconectados: sirven para soportar la resina de extraccion en fase
sOlida, aportando una mayor area de contacto con los analitos de interés (Figura
25).

Cilindro con rosca externa o cuerpo del dispositivo: protege a la red de cubos
interconectados, y une a las tapas (Figura 26).
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a)

—

b)

Figura 24 Tapa del dispositivo 3D. a: Pieza modelada en 3D con vista superior; b: Pieza modelada en 3D
con vista frontal; ¢ y d: Fotografias de distintas vistas de la tapa impresa mediante 3D.
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Figura 25 Red de Cubos interconectados. a: Pieza modelada en 3D en vista frontal; b: Vista en perspectiva
de la pieza modelada en 3D; c: Vista superior de la pieza modelada en 3D; d) Fotografia a la pieza impresa en 3D.
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Figura 26 Tuberia con rosca externa a: Vista frontal del dispositivo modelado en 3D; b: Vista superior del
dispositivo; c: Vista en perspectiva; d: Fotografia de la impresion en 3D del dispositivo.

Los ensayos preliminares en el laboratorio se realizaron con un prototipo a escala
1:10 del dispositivo anteriormente descrito, con la finalidad de evitar un alto consumo de
reactivos y tiempo de impresion.

Una vez que se optimizd el prototipo, se imprimid con la resina Rigid 10k para
los futuros ensayos.

5.3. Evaluacién de las resinas de extraccion

La afinidad de las resinas de extraccion hacia los analitos de interés fue evaluada mediante

el analisis de disoluciones estandar de 50 mg L~! preparadas en agua desionizada para cada
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uno de los AINEs seleccionados para este estudio, i.e. diclofenaco, ketoprofeno,
ibuprofeno y paracetamol. Para evaluar la capacidad de retencién de tres resinas de SPE
que han sido reportadas en estudios previos para extraer AINEs, se realizaron pruebas
manuales, empleando cartuchos comerciales de cada resina. Los protocolos de extraccion
se llevaron a cabo empleando una jeringa y una bomba de vacio, con el objetivo de evaluar
las eficiencias de extraccion de cada una. En la Tabla 7 se puede apreciar el procedimiento

para la SPE de cada resina utilizada.

Tabla 7. Procedimiento de extraccion en fase sélida para cada resina de extraccion.

Etapa SPE tC18 Hib MCX
Acondicionamiento 3 mL Acetato de etiloy 2 mL Agua ultrapuray 2 2 mL Agua ultrapuray 2
3mL de metanol mL de metanol mL de metanol
10 mL de muestra 10 mL de muestra
Carga de muestra acidificada a pH 3 10 mL de muestra acidificada a pH 2
Lavado 5 mL de agua ultrapura 5 mL de agua ultrapura 5 mL de agua ultrapura
. 2 mL de metanol con un
Elucion 5mL Acetato de etiloy 5 2 ml de metanol 2% de hidréxido de
mL de metanol .
amonio
Masa resina 400 mg 380 mg 380 mg

Las disoluciones resultantes (eluatos) fueron recogidas y llevadas a un volumen
final de 100 mL, para posteriormente realizar su andlisis por medio de espectrofotometria
UV-Vis. Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 8, donde se puede observar que
la resina de extraccion Oasis HIb presenta los mayores porcentajes de extraccion para
paracetamol, ketoprofeno y diclofenaco, y un porcentaje aceptable para el ibuprofeno.
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Tabla 8. Resultados de extraccién en fase solida.

Paracetamol @ Ketoprofeno P Ibuprofeno © Diclofenaco ¢
. 4 % de a % de 4 % de 4 % de
Resina mg L extraccion mg L extraccion mg L extraccion mg L extraccion
tC18 4.35£0.15 87 4.11+0.12 82 4.15+0.11 83 4.05£0.11 81
MCX 445 £0.19 89 4.34 +0.13 86 455+0.14 91 4.25+0.14 85
Hlb 455 +0.11 91 4.41 +0.09 88 4.31+0.10 86 4.85+.10 97

a, b, ¢y d; se utilizé una curva de calibrado individual para cada AINE (1, 10, 50 y 100 mg L) obteniendo
r>0.99 en todos los casos. Los resultados son expresados como el valor medio + la desviacion
estandar (n=3).

Por otra parte, se realizaron ensayos para evaluar la capacidad de carga de las 3
resinas de extraccion en fase sélida. Para ello, 40 mg de cada una fueron utilizadas para las
extracciones de los AINEs a diferentes concentraciones (10, 20, 50 y 100 mg L™1) (Figura
27).

100
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| 11

0 1

DIC PARA IBU KETO DIC PARA IBU KETO DIC PARA IBU KETO| DIC PARA IBU KETO

o o o

% de extraccion

o

10 ppm 20 ppm 50 ppm 100 ppm
Concentracion inicial

mtCl8 mMCX mHLB

Figura 2727. Capacidad de carga de las resinas de extraccion en fase sélida. DIC: diclofenaco, PARA:
paracetamol, IBU: ibuprofeno y KETO: ketoprofeno.

52



Los resultados obtenidos mostraron que para concentraciones superiores a 20
mg L1 la capacidad de extraccion empieza a disminuir, debido a la saturacién de los grupos
funcionales de la resina de extraccion. Por esto, se establecié como concentracion méaxima
de retencion 25 mg L.

Con el objetivo de evaluar el porcentaje de extraccion para cada uno de los AINEs
mediante la resina de extraccion adherida a la superficie del dispositivo impreso en 3D, se
llevaron a cabo ensayos utilizando dos modalidades para recubrir los soportes empleando
HPLC-DAD para su determinacion.

Las modalidades de recubrimiento bajo estudio fueron stick and cure, el
revestimiento post impresion con PVDF y una mezcla de ambos. Cada soporte se recubrid
empleando 40 mg de resina de extraccion (tC18, Hlb y MCX) y el procedimiento de SPE se
llevd a cabo sobre 100 mL de una disolucion estandar de 25 mg L.

En la Tabla 9 se presentan los resultados obtenidos, donde se puede observar que el
mayor porcentaje de extraccion se obtiene con la resina de extraccion Hlb de Oasis empleando

el método de recubrimiento stick and cure.
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Tabla 9. Eficiencia de extraccion utilizando diferentes modalidades de recubrimiento de los dispositivos impresos en 3D.

Paracetamol Ketoprofeno Diclofenaco Ibuprofeno
Concentracion Area de % de Concentracion Area de % de Concentracion Area de pico % de Concentracion Area de % de
(mg L) pico extraccion (mg LY pico extraccion (mg LY extraccion (mg LY pico extraccion
Stick and cure
tC18 8.99 +0.03 305491 64.032 10.85 +0.04 215605 56.58 7.30 +0.03 632150 70.79 8.20 +0.02 230777 67.20
Stick and cure
MCX 8.62 +0.02 292646 65.504 10.16 +0.03 200625 59.34 6.42 +0.03 546832 74.29 6.58 +0.03 183273 73.67
Stick and cure
Hlb 8.26 +0.02 279801 66.976 9.82 +0.02 193135 60.72 2.88 +0.02 200923 88.46* 7.55 +0.04 211776 69.79
PVDF
tC18 25.00 +0.01 864234 0 25.00 +0.01 522708 0 25+0.01 2359843 0 25.00 +0.01 723632 0
PVDF
MCX 25.00 +0.01 864234 0 25.00 +0.01 522708 0 25+0.01 2359843 0 25.00 +0.01 723632 0
PVDF
Hib 25.00 +0.01 864234 0 25.00 +0.02 522708 0 25+0.01 2359843 0 25.00 +0.01 723632 0
Recubrimiento
mixto tC18 24.75 +0.02 855508 1 24.77 £0.02 517823 0.9 24.42 +0.02 2303712 2.30 24.76 £0.02 716518 0.97
Recubrimiento
mixto MCX 24.69 +0.03 853326 1.25 24.81 +0.02 518637 0.75 24.70 +0.02 2330557 1.20 24.48 +0.02 708230 2.10
Recubrimiento
mixto Hib 24.67 +0.02 852715 1.32 25.00 +0.01 522708 0 24.69 +0.03 2329825 1.23 25.00 +0.01 723632 0

* Combinacidn de técnica de fijacion y resina de SPE que mejor % de extraccion obtuvo. Los resultados son expresados como el valor medio
* la desviacion estandar (n=3).
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Como resultado de estos ensayos, se seleccioné la resina de SPE Oasis HIb
debido a que presenta los mayores porcentajes de extraccion para paracetamol,
ketoprofeno y diclofenaco, y un porcentaje aceptable para el ibuprofeno. Ademas, esta
resina continla presentando los mayores porcentajes de extraccién cuando se adhiere al

soporte impreso en 3D mediante la técnica stick and cure.

5.4. Incorporacion del dispositivo impreso en 3D a un sistema de
bombeo

Con la finalidad de desarrollar una metodologia de extraccion portéatil y de aplicacion en
campo, se realizaron pruebas preliminares con un prototipo de uso dentro del laboratorio.
Para tal efecto se realiz6 un modelado a escala.

Este ensayo consistié en acoplar el dispositivo impreso en 3D y recubierto segln
se explico en los apartados anteriores, a una bomba peristéltica de flujo programable (1-
10 ml min), para analizar una disolucion de diclofenaco de 20 ug L™, preparada en agua
ultrapura. Las determinaciones fueron llevadas a cabo a través de GC/MS.

En la Figura 28 se muestra el esquema del modelo a escala y el sistema de

extraccion.

Figura 28 Diagrama e imagen de dispositivo adaptado a sistema de bombeo preliminar. Uso de bomba
peristaltica dentro del laboratorio.
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Para la aplicacion en campo del sistema desarrollado, se hicieron pruebas
empleando una bomba de pulsos a un caudal de 2.5 L min™*. Los pasos del procedimiento
de extraccion fueron los mismos que para el modelo desarrollado a escala, solo variaron
los volumenes que fueron colectados y con los cuales se realizé la SPE. En la Figura 29

se muestra el esquema del sistema de extraccion desarrollado para el estudio en campo.

Figura 29 Sistema de extraccion para estudio en campo. Empleo en campo de una bomba de pulsos a un
caudal de 2.5 L min.

5.5. Optimizacion del sistema

Los ensayos experimentales anteriormente realizados, fueron planteados con la finalidad
de definir el tipo de resina de impresion 3D, resina SPE y el recubrimiento de adhesion,
lo que nos permitio seleccionar a Rigid 10 K, Oasis HIb y el procedimiento stick and cure,
respectivamente, ya que estos, fueron los que mejores resultados presentaron. Debido a la
naturaleza de los procedimientos implicados en el andlisis de cada una de estas variables, el
procedimiento experimental se realizé analizando de forma independiente cada uno de los
factores bajo estudio.

Una vez definidas estas variables, se procedio directamente con la busqueda de
los valores Gptimos para el volumen de elucion y volumen de derivatizante, factores que
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en conjunto afectan la eficiencia de extraccion in situ de AINEs con la metodologia

propuesta, por lo que estos fueron sometidos a un analisis multivariante usando un disefio

de experimentos central compuesto, metodologia estadistica cuyo procedimiento nos

encamina a la obtencion de los valores dptimos para cada una de las variables bajo estudio,

cada resultado del arreglo experimental se obtuvo a través de un CG con detector MS. En

la Tabla 10 se presentan los factores y niveles que se estudiaron.

Tabla 10. Factores y niveles evaluados.

Factores + - Unidades
Volumen
derivatizante 70 30 pL
(MSTFA)
Volumen eluyente
75 45 mL

(Metanol)

El orden, la configuracién y la respuesta expresada como el &rea del pico cromatografico

se muestran en la Tabla 11.
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Tabla 11. Configuracién aleatorizada del disefio experimental y su respuesta.

Corrida  EJuyente (mL) Derivatizante (uL) (

'Respuesta
Area de pico)

1 60 50 5.35E+10
2 60 50 5.34E+10
3 75 70 5.89E+10
4 45 50 5.34E+10
5 60 70 5.31E+10
6 75 50 6.21E+10
7 75 30 4.45E+10
8 60 50 5.30E+10
9 45 30 3.97E+10
10 45 70 4.38E+10
11 60 30 4.30E+10

Las respuestas obtenidas fueron analizadas a través del software Minitab 19, donde
a través de un analisis de varianza (ANOVA) (Tabla 12), se pudo verificar que los
factores, efectivamente ejercian una influencia significativa sobre las respuestas
obtenidas, y esto puede observarse gracias al grado de significancia de los efectos de cada
factor y sus interacciones. Para este caso, a través del P-Value (nivel de probabilidad
limite) un factor es considerado significativo si P es menor que el 5% y con el indicativo
falta de ajuste, se permiti6 dar veracidad a los resultados, ya que es un indice que para P

> (.05 sefiala que el modelo matematico propuesto por Minitab para la obtencién de los

valores 6ptimos de los factores se ajusta adecuadamente a los datos.
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Tabla 12. Analisis de varianza (ANOVA).

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor Valor
F p

Modelo 5 4.75900E+20 9.51799E+19 21.66 0.002
Lineal 2 2.72289E+20 1.36144E+20 30.99 0.002
Eluyente (ml) 1 1.36017E+20 1.36017E+20 30.96 0.003
Derivatizante (uL) 1 1.36272E+20 1.36272E+20 31.01 0.003
Cuadratico 2 1.77114E+20 8.85572E+19 20.15 0.004
eluyente (ml)*eluyente (ml) 1 4.99338E+18 4.99338E+18 1.14 0.335
derivatizante(uL)*derivatizante(uL) 1 1.75306E+20 1.75306E+20 39.90 0.001
Interaccion de 2 factores 1 2.64962E+19 2.64962E+19 6.03 0.058
eluyente (ml)*derivatizante(uL) 1 2.64962E+19 2.64962E+19 6.03 0.058

Error 5 2.19693E+19 4.39386E+18
Falta de ajuste 3 2.18613E+19 7.28710E+18 134.95 0.007

Error puro 2 1.07996E+17 5.39981E+16

Total 10 4.97869E+20

Factores resaltados en color negro, muestran un efecto significativo sobre la respuesta

Ademas, en el diagrama de Pareto de efectos estandarizados (Figura 30) se puede
apreciar que ambos factores, tanto el volumen del eluyente como el del derivatizante,
ejercen un efecto positivo sobre la respuesta, es decir que al aumentar el valor de ambas
variables aumenta el porcentaje de extraccion (vol. de eluyente) y el de deteccion (vol. de
derivatizante). En la Figura 31 se puede observar el diagrama de superficie de respuesta

para las variables evaluadas.
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Diagrama de Pareto de efectos estandarizados
(la respuesta es Area de pico; o = 0,05)
Término 2571
T

Factor  MWombre
A eluyente (ml)
B derivatizante{ul)

a 1 2 3 -Il El ] T
Efecto estandarizado

Figura 30. Diagrama de Pareto de efectos estandarizados.

Finalmente, con el uso de la herramienta “optimizador de respuesta” del
software Minitab, se obtuvo un grafico resumen que refleja el arreglo de valores de las

variables para lograr la maxima respuesta dentro del dominio experimental estudiado.

EOUOCE+1D

derivatizante{ul)

aluyante {ml)

Figura 31. Gréfica de superficie de respuesta: Area de pico vs volumen de derivatizante y volumen de eluyente.

En la Figura 32, se muestran en rojo (los nimeros entre corchetes y la linea
vertical) los valores codificados de los niveles de las variables en los que se logra la
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méaxima sefial de diclofenaco, alcanzando como maximo predictivo (linea punteada azul),
el valor de Y que se encuentra en azul.

La letra D mostrada en la parte superior izquierda sefiala la deseabilidad, la cual
evalua la efectividad con la que la combinacion de variables de entrada o factores satisface
la meta de optimizacidén que se haya definido para la respuesta (maximizar). D toma
valores de 0 a 1, donde cero indica que existe una muy baja efectividad en esa
combinacion de valores para alcanzar el maximo, mientras que el 1 constituye el valor
mas deseado y el indicativo de que se ha alcanzado el 6ptimo buscado. Por lo tanto,
podemos concluir que para un valor de D=1, la configuracion de valores para nuestras
variables es la éptima en lo que a maximizar la respuesta se refiere.

Dado que se obtuvo un valor dptimo para el volumen de derivatizante de 58.68
WL, por cuestiones practicas, este se fijo en 60 pL. Sin embargo, el factor eluyente no
alcanza a mostrar su valor 6ptimo, solo muestra una tendencia al alza, aun y cuando llega

al nivel mas alto analizado, por lo que se sometera a un estudio univariante.

Optima sluyente derivati

_ #lto 750 00
D000y 750 6, GEES
Bajo 450 oo
______________ — —
\\
~ i
Area de / _.-"'

i
Maximo
¥ = BAHE+1D
d = 1,0000

Figura 32. Optimizacion de respuesta.

Para el analisis univariante, el valor del derivatizante se fijo en 60 pL y para el

eluyente se seleccionaron 4 niveles por encima del maximo ensayado en la superficie de
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respuestas (75, 85, 95y 105 mL respectivamente). Cada ensayo se realiz6 por triplicado
(Figura 33).

6.90E+10
6.80E+10
®

6.70E+10 ¢ ®
6.60E+10

6.50E+10

6.40E+10

6.30E+10

6.20E+10

6.10E+10

6.00E+10 {

5.90E+10

5.80E+10

Area de pico

65 75 85 95 105 115

mL de Eluyente

Figura 33. Optimizacion de eluyente mediante ensayo univariante.

En la Figura 33, se puede observar que con un volumen de 85 mL se alcanza el
area de pico maximo y esto nos indica el valor indicado para realizar las eluciones
posteriores en el método propuesto.

Asi, como resultado de estos ensayos los volimenes de elucion para la
extraccion en fase solida y el volumen de derivatizante para realizar la determinacion de

AINEs mediante GC/MS, fueron de 85 mL y 60 pL, respectivamente.
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5.6.Validacion del método propuesto

En esta tesis de maestria se han utilizado dos técnicas cromatograficas, HPLC-DAD
y GC/MS, mostrando la versatilidad de la técnica de extraccion in situ de AINES para
adaptarse a ambos tipos de cromatografia.

Para trabajar con HPLC-DAD, primero se han identificado los tiempos de
retencion de cada uno de los farmacos (Tabla 13). En la Figura 34, se muestra un
cromatograma del analisis de una disolucion que contenia la mezcla de los 4 AINEs

(1 mg L1 de cada uno).

Tabla 13 Tiempos de retencion de los 4 analitos analizados.

Analito Tiempo de retencion (min)
(1) Paracetamol 1.22
(2) Ketoprofeno 3.61
(3) Diclofenaco 4.08
(4) Ibuprofeno 4.44
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Figura 34. Perfiles cromatograficos caracteristicos del paracetamol (1), ketoprofeno (2), diclofenaco (3) e
ibuprofeno (4).

Estos ensayos se realizaron utilizando una columna C18 de tecnologia
Core Shell. La separacion se llevé a cabo en gradiente, variando la composicion entre
una disolucion de buffer de fosfato a un pH de 4 y acetonitrilo (ACN) (entre 90:10 y
10:90 buffer: acetonitrilo) a un flujo de 0.75 mL min* siguiendo una rampa como se

muestra en la Figura 35.

100
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40

% de Solvente

20
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—@— Buffer Fosfato —@—ANC

Figura 35. Gradiente utilizado en la determinacion de AINEs por RP-HPLC.
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En el caso de la GC/MS, se estudié el diclofenaco como prueba de concepto,
usando los parametros instrumentales indicados en el apartado 4.4.3. Con el objetivo de
validar el método propuesto, se evaluaron distintos parametros analiticos que se presentan

a continuacion.

e Tiempo de retencion
En la Figura 36 se muestra un cromatograma de un patron de diclofenaco, extraido

mediante el dispositivo propuesto, en el que se puede observar el tiempo de retencion.

40000000
35000000
30000000
25000000

20000000

Abundancia

—— 1000 ppm Diclofenaco

15000000
10000000

5000000

0
10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30

Tiempo de retencion (min)

Figura 36. Perfil cromatografico de diclofenaco por GC/MS.
e Linealidad
Se refiere al intervalo de concentraciones en el cual la respuesta es lineal. En el caso de
este estudio se comprobd la linealidad en un rango de 0.5 a 2000 pg L* de diclofenaco
(R?=0.9984).
En la Figura 37 se puede observar la representacion de la curva de calibrado y la

ecuacion de la recta.
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Figura 37. Curva de calibracion para diclofenaco en GC/MS.

e Limite de deteccion
El limite de deteccion (LOD) es la concentracién mas baja de un determinado compuesto
que puede ser detectado de manera fiable, es decir que presenta una sefial
significativamente diferente a la sefial del blanco. Segun la IUPAC [51], el LOD se calcula
como tres veces la desviacion estandar de la sefial del blanco de reactivos dividido entre la
pendiente de la recta de calibrado. EI LOD alcanzado para el diclofenaco es de 0.86 ug L
l.
e Limite de cuantificacion
El limite de cuantificacion (LOQ) es la concentracion mas baja de un determinado
compuesto que puede ser cuantificada de manera fiable. Segtn la IUPAC [51], se calcula
como 10 veces la desviacion estandar de la sefial del blanco de reactivos dividido entre la

pendiente de la recta de calibrado. EI LOQ obtenido para el diclofenaco es de 2.86 g L~
1
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e Precisién

La precision indica el grado de concordancia entre los resultados obtenidos al aplicar el
mismo proceso experimental repetidas veces sobre la misma muestra bajo condiciones
constantes establecidas. Se calculd la precision intradia en dos niveles de concentracion
(10y 70 ug 1), a partir de la sefial analitica de los patrones y se obtuvo una desviacion
estandar relativa de 0.04 %, considerdndose satisfactoria ya que no excede del 5% en la

sefial obtenida (Tabla 14).

Tabla 14. Areas de picos correspondientes a patrones de diclofenaco de 10 y 70 ug L para calcular la

precision intradia del método.

n Area Area
10pgL?  70pgL*
1 8.22E+06 4.07E+07
2 8.22E+06 4.07E+07
3 8.23E+06 4.07E+07
4 822E+06 4.07E+07
5 8.23E+06 4.07E+07
6 8.22E+06 4.07E+07
7 8.22E+06 4.07E+07
8 8.22E+06 4.07E+07
9 8.22E+06 4.07E+07
10 8.22E+06 4.07E+07
DSTD 3.89E+03 1.69E+04
RSD % 0.047 0.042

De igual manera, se calculé la precision interdia para 5 dias consecutivos con una

concentracion de 70 pg L1 , obteniendo de nuevo una desviacién estandar menor al 5%

(Tabla 15).
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Tabla 15. Areas de picos correspondientes a un patrén de diclofenaco 70 pg L para calcular la precision
interdia del método.

n Area
70 pg Lt
40699196
40700417
40675997
40666637
40667450
DSTD 16723
RSD % 0.041

G WN -

e Factor de enriquecimiento
Este parametro es muy importante a la hora de realizar preconcentraciones, entre mas se
preconcentre la muestra, mejor desempefio tendra la determinacion en cualquier técnica a
utilizar. En el caso de este trabajo, se analizé un volumen de muestra de 100 mL y se
eluy6 con un volumen de 10 mL, este volumen a su vez fue llevado a 2 mL mediante la
evaporacion con un flujo de gas nitrégeno. Posteriormente, se le adicionaron 0.9 mL de
acetato de etilo y 0.1 mL de agente derivatizante, por lo que el factor de enriquecimiento

(FE) llega a una preconcentracion de 33 veces.

_ Vmuestra _ 100mL — 3333
" Veluato ~ 3mL

5.7.Aplicacion de la metodologia en el anélisis de muestras reales

Los efectos interferentes fueron analizados por medio de la sensibilidad analitica entre 2
curvas de calibrado, una preparada en agua ultrapura y otra en agua residual, la cual fue
previamente analizada para comprobar que no presentaba diclofenaco. El andlisis de la

muestra de agua residual, con una elevada complejidad de la matriz, permite evaluar la
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metodologia propuesta. Las curvas de calibracion obtenidas mediante GC se muestran en

la Figura 38.
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Figura 38. Calibracion de diclofenaco en agua ultrapura y en agua residual.

Como se puede apreciar en la Figura 38, para el caso de las muestras preparadas
en agua ultrapura se obtiene una mayor sensibilidad (Figura 38 azul) en comparacion con
la curva de calibrado preparada en agua residual (Figura 38 naranja). Sin embargo, el uso
de un derivatizante permite reducir el error que pueda darse por la competicién entre el
diclofenaco y los otros compuestos de la matriz, por lo que la respuesta sigue
respondiendo de una manera lineal, pero con una menor sensibilidad (una pendiente de
menor valor).

La aplicacion del método se realizé mediante la cromatografia de gases, con un
sistema de temperatura de vaporizacion programable (PTV), lo que permitié aumentar la
cantidad de muestra inyectada para una mayor sefial analitica En la Figura 39, se muestra

la rampa de temperatura utilizada.
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Figura 39. Rampa de temperatura de cromatografia de gases

Dado que para llevar a cabo la separacion mediante PTV/GC/MS se inyect6 un
volumen de 25 pL, el método necesito de nitrdgeno para enfriar el inyector al finalizar
cada ensayo y asi ajustar a la temperatura inicial del método (100°C). Este método PTV
fue operado en el modo “Solvent Vent” a un flujo de 3 mL min™ manteniendo una presion
constante en la columna de 10.52 psi y manteniendo también un flujo de fase movil
(Helio) de 1 mL min, se trabajé con un tiempo de retraso de 10 min para no sobrecargar
el filamento de excitacidn ya que, para el diclofenaco, su tiempo de retencién es de 12.3
min. En el modo SIM se configuro al detector con los valores de m/z de 214.1, 242 y 179,
ya que previos analisis indicaron que, esos eran los fragmentos mayoritarios
caracteristicos del diclofenaco ya derivatizado. Por lo tanto, en resumen, el analito eluye
a un tiempo de retencion de 12.3 min y requiere de un tiempo de analisis de 30 min,
duracion suficiente para no tener una contaminacién en la columnay evitar algun error en

mediciones posteriores.

Se realiz6 una adicion de 200 pgL™! de diclofenaco a muestras de agua
desionizada y agua de grifo con la finalidad de estimar el porcentaje de recuperacién del
método propuesto (Tabla 16). Una curva de calibrado para el GC/MS de 6 puntos (0, 50,
100, 200, 300 y 500 pg L~1) fue preparada para los fines de andlisis.
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Tabla 16. Recuperacion de diclofenaco mediante el dispositivo impreso en 3D usando GC.

Muestra n Concentracion (pg L™1) % Recuperacion
1 184.95 + 0.03 92
Agua desionizada 2 181.91 £ 0.02 91
3 183.48 £ 0.02 92
1 178.42 £ 0.01 89
Agua de grifo 2 177.92 £0.02 89
3 179.52 + 0.03 90

Los resultados son expresados como el valor medio + la desviacion estandar (n=3).

De la Tabla 16 podemos observar que, el porcentaje de recuperacion obtenido es

satisfactorio para las dos matrices analizadas, entre el 89 y el 92%.

También se realizo el andlisis a muestras de agua tomadas de la PTAR de

Bendinat, Calvia, Mallorca, Espafia. EI muestreo se realiz6 en tres sitios diferentes:

entrada a decantacion primaria (EDEP1), salida de decantacion secundaria (SDEP2) y

salida de tratamiento terciario (STER). A todas las muestras se les aplico la metodologia

desarrollada y se hizo una determinacion de diclofenaco por medio de GC/MS. Las

muestras se analizaron sin y con adicion de diclofenaco (20 ug L) para calcular el

porcentaje de recuperacion, obteniendo los resultados que se presentan en la Tabla 17.
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Tabla 17. Recuperacion de diclofenaco mediante el dispositivo impreso en 3D al contacto con agua procedente de una
PTAR

Muestra pg L1 % Recuperacion
EDEP1 15.39 + 0.07 -
EDEP1* 33.38 £ 0.09 90

SDEP2 4.48 +£0.03 -
SDEP2* 22.60 +0.05 91

STER 0.0992 + 0.001 -

STER* 18.14 +0.08 90

*Adicionados con 20 pg L™ para calculo de porcentaje de recuperacion. Los resultados son
expresados como el valor medio + la desviacion estandar (n=3).

Se puede observar que el porcentaje de recuperacion continua siendo satisfactorio,
aun analizando matrices tan complejas como el agua residual. Este hecho demuestra que
el dispositivo disefiado es Gtil para realizar muestreos en campo, siendo capaz de recuperar
por encima del 90% del analito de interés, en este caso diclofenaco.

Por ultimo, se realizd un ensayo de reutilizacién del dispositivo disefiado,
empleando la misma metodologia un total de 10 veces (n=10) sobre la misma muestra con
un solo dispositivo y se compar6 con el area de pico que arroja el cromatografo en cada

uno de los ensayos, obteniendo los resultados que se muestran en la Figura 40.

6.79E+10
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6.73E+10 @ ® —e ®
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Figura 40. Reutilizacion del dispositivo impreso en 3D recubierto con resina de SPE, para la extraccion de
diclofenaco.
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De la Figura 40, se puede observar que utilizar hasta 8 veces el mismo dispositivo
para un andlisis es factible ya que, para valores de utilizacién superiores, ocasiona una
caida en la intensidad de la sefial cromatogréafica, lo cual puede deberse a un efecto
mecanico con la resina de extraccion que esta fijada al dispositivo impreso, es decir que,
por efectos fisicos como la misma friccion, pueda causar un desprendimiento de la resina

y asi se dé una pérdida de eficiencia.
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Capitulo 6: Conclusiones

Se desarroll6 un dispositivo mediante impresion en 3D, para realizar la extraccion in situ
de farmacos AINEs en agua, los cuales fueron posteriormente cuantificados mediante
técnicas cromatogréaficas, especificamente cromatografia de gases acoplada a un detector
de masas, y cromatografia liquida de alta resolucién acoplada a un detector de arreglo de
diodos.

Se encontrd que los dispositivos impresos en 3D son excelentes soportes para la
SPE, ya que son soportes inertes en los que se pueden obtener geometrias complejas que
ayudan a mejorar las condiciones de la extraccién. Considerando los resultados obtenidos
al evaluar las resinas de impresion en 3D, la resina seleccionada fue la Rigid 10k, debido
a su menor grado de desprendimiento de resina no polimerizada y a la resistencia
mecénica a todos los solventes ensayados.

Se disefid y construy6 un dispositivo impreso en 3D, que sirvid de soporte para
ser recubierto por una resina de extraccion selectiva

Se evaluaron distintas resinas de extraccion reportadas en la bibliografia y a su
vez, la forma de recubrir los dispositivos con las resinas de SPE. Los resultados permiten
concluir que la resina de SPE Oasis HIb fijada al dispositivo mediante la técnica stick and
cure, presenta los mayores porcentajes de extraccion para paracetamol, ketoprofeno y
diclofenaco, y un porcentaje aceptable para el ibuprofeno.

Se incorporé el dispositivo impreso en 3D recubierto con resina de SPE en un
sistema de bombeo y se analizaron muestras arrojando resultados satisfactorios. Se
optimizo6 el método propuesto mediante disefio de experimentos, estudiando las variables
volumen de eluyente y volumen de derivatizante. Se encontrd que es muy importante que
el volumen del eluyente sea el suficiente para alcanzar un porcentaje de extraccion
superior al 90%, por lo que se fijo en 85 mL. El volumen de derivatizante fue optimizado,
debido a que una elevada concentracion puede dar lugar a una pérdida en la sefial analitica,
fijandose en 60 pIL.

Se validé el método propuesto, usando el diclofenaco como modelo para su
cuantificacion por medio de GC/MS, previa derivatizacion. Los parametros analiticos que
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presenta el método propuesto son: un rango lineal de 0.5 a 2000 pg L%, un LOD y un
LOQ de 0.86 y 2.86 pg L™, respectivamente, suficientes para analizar muestras de agua
residual ya que los valores promedio reportados de diclofenaco estan cerca de los 50 ug
Lt

El comportamiento del dispositivo impreso en 3D en el analisis de distintas
muestras de agua (agua desionizada, de grifo y residual) fue satisfactorio, alcanzando en
todos los casos porcentaje de recuperacion de 90%. Este hecho demuestra que las
potenciales interferencias de matriz fueron minimizadas y de la elevada capacidad que
presenta el dispositivo para retener al analito y posteriormente realizar su correcta
determinacion.

Por ultimo, el dispositivo impreso en 3D se aplicé a la extraccion in situ de
diclofenaco en muestras de la PTAR de Bendinat (Calvia, Mallorca, Espafia). Los
resultados indicaron la presencia de diclofenaco en el agua de la entrada al tratamiento
primario, en la salida del tratamiento secundario y en la salida del tratamiento terciario en
concentraciones que concuerdan con las reportadas en la bibliografia, y que permite
observar que el tratamiento convencional (primario y secundario) no es suficiente para
una optima remocion de este tipo de contaminantes siendo necesario un tratamiento

adicional o terciario.
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Recomendaciones

Contemplar el uso de una bomba de aspiracién que sea independiente de la
electricidad, manual o solar, que permitiria realizar analisis in situ en sitios
remotos.

Implementar la misma metodologia para el muestreo a campo y el anélisis de otros
medicamentos, por ejemplo, antibioticos, o al andlisis de productos de la industria
alimentaria, como Bisfenol A, cafeina, o de la industria del cuidado personal como
los parabenos, triclosan e incluso protectores solares, ya que estos también estan
considerados como CE. Fuera de los CE se pudiera proponer un muestreo de
metales, utilizando resinas especificas que retengan metales de interés.
Automatizar el proceso de derivatizacion ya que se lograria ahorrar tiempo y

cantidad de reactivos utilizados, asi como también disminuir el error humano.
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