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Resumen

En la presente tesis se exponen los resultados obtenidos durante cinco
afos de investigacion, y que permitieron desarrollar un método analitico para
cuantificar simultaneamente cuatro pesticidas carbamatos como el aminocarb
(AC), bendiocarb (BC), carbofuran (CF) y carbaryl (CY) en agua de red
aprovechando las ventajas de la quimica supramolecular y haciendo uso de
cromatografia liquida de alto rendimiento y calibracion multivariada de primer

orden.

De igual forma se reportan los resultados para el método desarrollado
para cuantificar la mezcla de melatonina (M) y 3—metilindol (3MI) en matriz de
orina mediante fluorescencia sincrénica, calibracion multivariada de primer

orden y quimica supramolecular.

Dado el uso comun de los pesticidas carbamatos para el control de
plagas en el hogar, jardines y la agricultura; es comun que estos entren en
contacto con las personas por medio de diferentes vias (oral, respiratoria y
cutanea). El contacto con altas concentraciones de estos compuestos puede
llegar a generar intoxicaciones cronicas en las personas producto de la

capacidad que tienen de inhibir la enzima acetilcolinesterasa.

La lixiviacidbn de estas sustancias en grandes extensiones de suelos
usados en la industria agricola puede generar la contaminacién de fuentes
hidricas que a priori seran usadas para el consumo humano, presentando un

gran riesgo para la salud.

Es por esta razén que adquiere un gran interés el desarrollo de una
metodologia analitica sencilla, robusta, selectiva y sensible que permita detectar

y cuantificar pesticidas carbamatos en muestras de agua de red.



En cuanto a los compuestos indolicos como My 3Ml, es conocido que las
alteraciones de sus niveles normales en el organismo son respuesta de la
posible existencia de patologias asociadas con el trastorno del suefio, tumores

cancerigenos y alteraciones del sistema digestivo.

Motivado por lo anterior, se realizé un aporte desde las ciencias basicas
al campo de las ciencias médicas, mediante el desarrollo de una metodologia
analitica para la deteccion y cuantificacion de M y 3MI en muestras complejas

de orina humana.

Para el desarrollo de las metodologias propuestas se hizo uso de
diferentes estrategias analiticas como son: cromatografia liquida de alto
rendimiento, fluorescencia sincronica, quimica supramolecular y calibracién

multivariada de primer orden mediante cuadrados minimos parciales.

A continuacion, se detallan los aspectos mas relevantes abordados a lo

largo de los VI capitulos que conforman esta tesis.

En el capitulo I. Introduccion temética, se recopila todo el marco tedrico
gue se ve involucrado en esta tesis. Se menciona la finalidad de la quimica
analitica, los conceptos fundamentales de quimica supramolecular, y se aborda
la importancia de desarrollar metodologias analiticas para detectar y cuantificar
diferentes pesticidas y compuestos indolicos.

En el capitulo Il se muestran los resultados, procesamiento y analisis de
la interaccion entre el AC y la hidroxipropil-—ciclodextrina (HPBCD) para la

determinacion de la constante de asociacion entre ambas especies.

El capitulo Il se evalua el efecto de la adicion poscolumna de la HPBCD
a las condiciones cromatograficas elegidas para el método analitico sobre los

cromatogramas obtenidos por deteccion fluorescente del AC, BC, CF y CY.

El capitulo 1V expone la validacion y aplicacibn en muestras de agua
potable del método analitico desarrollado mediante cromatografia liquida de alto
rendimiento, quimica supramolecular y calibracion multivariada de primer orden
para cuantificar simultaineamente la mezcla de los cuatro pesticidas carbamatos

indicados en el resumen del capitulo I11.



El capitulo V muestra el desarrollo, validacion y aplicacion de un método
analitico basado en fluorescencia sincronica, quimica supramolecular y
calibracion multivariada de primer orden para cuantificar la mezcla binaria de M

y 3MI muestras de orina humana.

En el capitulo VI se pueden observar las conclusiones para el trabajo de

investigacion que se realiz6 durante el desarrollo de este estudio doctoral.

Por ultimo, se presentan las proyecciones basadas en los resultados que

se obtuvieron en los dos métodos analiticos estudiados y validados.
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CAPITULO 1

Introduccidn tematica







1. Introduccion

1.1. Quimica Analitica

La quimica analitica se caracteriza por realizar analisis cualitativo y
cuantitativo de gran variedad de muestras mediante uno o un conjunto de
métodos, estos Ultimos son de gran importancia y han sido ampliamente
utilizados en el campo de la ciencia y la medicina. La quimica analitica
cualitativa permite revelar la identidad de los elementos y compuestos
presentes en una muestra mediante analisis que se fundamentan en la
observacion de diferentes propiedades de los mismos.! Por otro lado la
guimica analitica cuantitativa permite determinar la cantidad de una

sustancia de interés en una muestra.?

Las mediciones analiticas cuantitativas tienen gran relevancia en muchas
de las investigaciones relacionadas con el area de la quimica, bioquimica,
biologia, geologia, fisica y otras ciencias. Se ha implementado desde la
determinacion de las proporciones de componentes para obtener acero con
propiedades mecanicas especificas,® hasta metodologias eficientes para la

cuantificacion de carotenoides en gran variedad de alimentos.*

En la actualidad las investigaciones en quimica analitica se centran en
desarrollar métodos sensibles, selectivos, precisos y exactos para la
deteccion y cuantificacion de un analito de interés en gran variedad de
matrices complejas mediante procedimientos de bajo costo y de sencilla
ejecucion. El acelerado avance técnico e instrumental en quimica analitica
desde principios del siglo XX, ha permitido aprovechar las propiedades
fisicas de los analitos, tales como conductividad, potencial de electrodo,

absorcién o emision de luz, relacibn masa carga, entre otras, para resolver



problemas analiticos, faciltando el estudio de componentes en

concentraciones cada vez menores.®

El analisis de muestras cuyos componentes se encuentran en niveles
traza se dificulta por la baja sensibilidad analitica,® adicionalmente su
determinaciéon mediante técnicas mas sensibles y matrices complejas se
dificulta por el efecto matriz y la superposicién de las sefiales relacionadas
con el componente de interés y los interferentes de la muestra.®’8° Lo
expuesto anteriormente cobra gran relevancia si analizamos normativas que
determinan las concentraciones minimas permitidas de algunos
contaminantes en el ambito ambiental y agricola, las cuales suelen estar

indicadas en el orden de ppm.°

Asi, la busqueda continua de sensores moleculares que permitan mayor
sensibilidad y selectividad se ha incrementado, encontrando dentro de estos
sensores sistemas organicos, inorganicos e hibridos tales como polimeros,
nanoparticulas metalicas recubiertas de ligandos organicos, 6xidos como las
zeolitas y oligbmeros organicos ciclicos, usualmente denominados

macrociclos.

En la quimica supramolecular, las interacciones entre los sensores y los
analitos son del tipo no-covalentes. Estos sistemas organizados se clasifican
en dos tipos principales; uno de estos se basa en la formacion de agregados
moleculares integrados por micelas, vesiculas, monocapas y sistemas
relacionados; por otra lado encontramos compuestos polimoleculares tales
como polisilicatos del tipo de las zeolitas, poliazicares como ciclodextrinas,

poliéteres tales como crown éteres o éteres corona, entre otros.'12

Dentro de los sensores polimoleculares encontramos sistemas
macrociclicos que presentan cavidades denominados cavitandos, entre los
mas comunes se encuentras las ciclodextrinas (CD),*® los cucurbiturilos
(CB),** los ciclofanos (CFA) dentro de los que se destacan los
resorcinarenos (RA),'° y los calixarenos (CA).%° Las estructuras quimicas de
estos macrociclos se muestran en la figura I.1. Estos compuestos pueden

interaccionar con diferentes sustratos formando complejos, también
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denominados supramolécula. La formacién de estas especies puede alterar
diferentes propiedades fisicoquimicas de los sustratos involucrados, por lo
cual la quimica huésped-receptor ha sido empleada para: reconocimiento
selectivo de diferentes especies tanto organicas como inorganicas, estudio
de sistemas bioquimicos, separacion de especies organicas, estabilidad de
farmacos, aumentar la solubilidad de moléculas organicas en agua, entre

otros. 121718

HO

Ciclodextrinas o OH
Donde n= 1,2,3 para o, y y-CD
OHO
o HO HO 0
0~/ OH
OH
HO o
HO
HO OH
o]
OH o
[0} gH n
OH OH
HO
0OH
OH OOH
o OH

HO

Cucurbiturilo o

Figura I.1. Estructuras macrociclicas con cavidades (Cavitandos).
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Un sensor puede reconocer (interaccionar) en menor o mayor medida a
un analito especifico dependiendo de la naturaleza de las fuerzas que los
mantienen asociados, contemplando desde factores geométricos como la
forma, el tamafio y la conformacién; pasando por afinidades quimicas como
la hidrofobicidad e hidrofilicidad de las moléculas, hasta interacciones puente

de hidrégeno, electrostaticas entre otras.'®

Con base en lo anterior, se puede modificar la afinidad de un sensor con
un analito especifico modificando sintéticamente la estructura del sensor,
intensificando las interacciones supramoleculares que estabilizan el
complejo entre las dos especies, ejemplo: se puede mejorar la
complementariedad quimica. De esta manera, el aumento en las fuerzas con
las que interaccionan las dos especies puede verse reflejado en el cambio
de la sefal analitica colectada, y por consiguiente de una mayor selectividad

del sensor al analito.1®

Como se comentd anteriormente la quimica analitica se basa en el
desarrollo y la aplicacion de estrategias experimentales e instrumentales, en
nuevos métodos de andlisis o en mejorar métodos ya establecidos.?°
Siguiendo estos lineamientos se han desarrollado desde ya hace unos afios
métodos de andlisis que tienen como fundamento la interaccion molecular
no covalente, reconocimiento molecular y/o auto—ensamblado bajo el
calificativo de “quimica analitica supramolecular”, la cual se basa en la
aplicacién de sistemas organizados supramoleculares a diversas técnicas

analiticas.?!

1.2. Quimica Supramolecular

Durante muchos afios el termino supramolecular fue atribuido a
estructuras bioldgicas complejas, estructuras que llevan consigo una
caracteristica de gran relevancia, como lo son las “reacciones con sistemas
organizados”. No obstante Jean M. Lehn, quien fuera premio nobel de
guimica en 1987, dio al termino supramolecular un valor agregado al plantear

que la “quimica supramolecular” estudiaba las interacciones a nivel
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molecular, llamandola también “la quimica después de las moléculas” o “la
quimica del enlace intermolecular’, promoviendo asi el aumento exponencial
del estudio, desarrollo y aplicacion de la quimica supramolecular en el campo

cientifico.1911

En la terminologia empleada por la quimica supramolecular es habitual
encontrar los términos “receptor” y “huésped”, siendo este ultimo el sustrato
o analito de interés. Estos términos son utilizados para diferenciar los
sistemas bioldgicos como los complejos enzima—sustrato de los sintéticos,

puesto que presentan grandes similitudes en sus principio de interaccion.??

A continuacién, se plasman algunas caracteristicas a tener en cuenta en

los sistemas huésped-receptor.

1.2.1.Sistemas auto—ensamblados

Un sistema denominado como supramolecular comprende la asociacion
de dos o mas especies que forman un agregado de mayor tamafio y de
arquitectura mas compleja. Los bloques que conforman estos agregados son
moléculas simples enlazadas covalentemente, y algunas o todas las
moléculas simples pueden contener grupos funcionales que actien como
sitios de union. Estos sitios de unidn son los encargados de interaccionar no
covalentemente con los sitios de unién complementarios en los otros bloques
gue conforman el agregado supramolecular. La eleccién adecuada de las
moléculas precursoras es conocido como preorganizacion, y busca
favorecer las interacciones entre los bloques, formando asi estructuras

definidas y estabilizadas como se muestra en la figura I.2.



°*$ o

" <+—
Unidn Covalente

PRECURSORES AGREGADO
AUTO - ENSAMBLADO

Figura 1.2. Representacion de un sistema auto—ensamblado.

1.2.2.Quimica huésped-receptor

La quimica huésped-receptor se rige tanto por la complementariedad de
los sitos de union, como por la complementariedad de tamafio y forma de la
cavidad del receptor con las dimensiones de la molécula huésped, como es
conocido con los sistemas enzima-sustrato,?® y una preorganizacion
espacial de los sitios de union favorece la eficiencia del proceso de

reconocimiento.

En los sistemas huésped—receptor, los receptores tienen como
caracteristica una estructura que forma cavidades, estas cavidades son
formadas por la unién covalente de moléculas sencillas. Los sitios de unién
en estos receptores se encuentran preorganizados de tal forma que
convergen entre si como se muestra en la figura 1.3.1° Si bien la interaccion
entre las especies puede darse de formas diferentes como se vera mas
adelante, es necesario que la cavidad sea relativamente mas grande que el

huésped para que este ultimo pueda ser albergado por el receptor.

Una adecuada eleccion de los precursores, y la disposicion espacial de
los sitios de unidén puede reducir el nimero de huéspedes que pueden
ocupar el espacio que define la cavidad del receptor, favoreciendo la
complementariedad de las especies, y por consiguiente la selectividad del
sistema sera mayor, y es por esta razén que los receptores mas comunes
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se caracterizan por tener una estructura ciclica, dando asi su nombre
genérico de macrociclo. La entidad formada por la interaccion

supramolecular de estas especies se conoce como “‘complejo huésped—

receptor”, y su disposicién se muestra en la figura 1.3.1924

4
Huésped
'

' COMPLEJO

PRECURSORES RECEPTOR MACROCICLICO HUESPED - RECEPTOR

I

Unién Covalente

Figura 1.3. Representacion de un complejo huésped-receptor.

1.2.3.Tipos de interacciones no covalentes

Como se indicé anteriormente, las fuerzas de union que estabilizan los
agregados auto—ensamblados y los complejos huésped-receptor son
interacciones no covalentes, cuya energia de union varia entre los 2 kJ/mol
y los 350 kJ/mol. Si bien existen algunos tipos de interaccidon con energias
equivalentes a las de un enlace covalente, estas Ultimas van desde los 150
kJ/mol hasta los 450 kJ/mol,'®?> y son mayores a las que presentan las

interacciones no covalentes mas comunes.

1.2.3.1. Interacciones ion—ion

Las interacciones que involucran especies con carga son conocidas
como interacciones ion—ion, este tipo de interaccion posee energias entre
100 kJ/mol y 350 kJ/mol, haciéndola comparable con la energia de un enlace
covalente.!® Estas interacciones se basan en la atraccién cuolémbica entre

especies que posean cargas opuestas y que se encuentren cercanas entre
9



si. Un buen ejemplo de lo anteriormente indicado se puede observar en la
estructura cubica del NaCl, donde el Na* se encuentra rodeados de hasta

seis aniones CI-.

Una caracteristica importante en este tipo de interacciones es que no son
direccionales, lo que significa que las especies no deben estar en posiciones
especificas para atraerse. Una representacion de las interacciones ion—ion

se observa en la figura 1.4.

A

Figura 1.4. Estructura cristalina del NaCl estabilizada por interacciones ion-ion.

1.2.3.2. Interacciones ion—-dipolo

En las interacciones ion—dipolo se ven involucradas una especie idnica 'y
otra especie con caracter polar. Un ejemplo claro de este tipo de interaccion
es la solvatacion del Na* por H20, donde el cation es rodeado por las
moléculas de agua posicionadas de tal forma que el oxigeno con densidad
de carga negativa queda mas cerca al Na* como se muestra en la figura
I.5.a.

La necesidad de que la densidad de carga de la especie polar este
posicionada de una forma determinada hace que se considere como una
interaccion direccional, cuya energia de atraccion va de los 50 kJ/mol a los
200 kJ/mol. 1°
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Una representacion de las interacciones ion—dipolo en la quimica
supramolecular, es el complejo formado por un catibn metélico y un éter
corona, el cual es un tipo de macrociclo. El complejo se puede observar en

la figura 1.5.b.

A @

Na*

i

Figura 1.5. Ejemplos de interacciones ion—dipolo. a. catién—dipolo b. anién-dipolo.

1.2.3.3. Interacciones dipolo—dipolo

Es un tipo de interaccion direccional que se basa en la atraccion de
especies polares, la adecuada orientacion de los dipolos que interactian es
de gran importancia en la estabilidad y la eficiencia de los agregados o
complejos formados. La energia de una interaccion dipolo—dipolo varia entre
los 5 kJ/mol y los 50 kJ/mol.*® En la figura 1.6.a y b se muestran las
orientaciones posibles en que los dipolos pueden interaccionar, siendo la

estructura mas eficiente la presente de la figura I.6.a.
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Carbono

» Hidrégeno
- ¢
Oxigeno
C ¢ ©

Transversal Opuesta

R

Figura 1.6.a. Interacciones dipolo—dipolo transversal. b. Interacciones dipolo—dipolo
opuestas.

1.2.3.4. Interacciones cation—=

Para hablar de este tipo de interacciones vale mencionar como ejemplo
metales de transicion como el Fe?* y Pt>* que forman complejos con
hidrocarburos olefinicos y arométicos como se muestra en la figura 1.7, y
cuya energia varia entre los 5 kJ/mol y los 80 kJ/mol. Esta interaccién se da
entre los orbitales d parcialmente ocupados del metal con la densidad de
carga negativa de los dobles enlaces de las olefinas.® Otro ejemplo es la
interaccién de la acetilcolina catiénica y una seccién del triptéfano del
receptor de la acetilcolina.?®

Carbono

Hidrégeno

¢

Sodio

©

Figura 1.7. Interacciones cation-r.
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1.2.3.5. Interacciones anién—-x

Este tipo de interacciones se caracterizan por la inversion de la carga
relativa del sistema 1 mediante la presencia de grupos fuertemente
electronegativos enlazados al sistema de dobles enlaces. Esto permite que
se pueden atraer especies anidnicas por parte del receptor, que en este caso
tendria la densidad de carga invertida como se puede observar en la figura
1.8.1°

Carbono

Flior

©

Cloro

©

\

Figura 1.8. Interacciones anion-.

1.2.3.6. Interacciones n—m stacking

Este tipo de interaccion electrostatica es bastante débil, teniendo
energias de atraccion entre los 0 kJ/mol y los 50 kJ/mol. La atraccion de las
especies se da entre las diferencias de carga relativa de los anillos
aromaticos. La disposicion de los anillos es de gran importancia en este tipo

de interaccién como se puede observar en la figura 1.9.1°
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Carbono

Hidrégeno

¢

b 3

Figura 1.9. Interacciones rt— stacking.

1.2.3.7. Fuerzas de Van der Waals

Las fuerzas de Van der Waals son interacciones no direccionales débiles
cuya energia es < 5 kJ/mol, existe una atraccion electrostatica producto de
la polarizacion de la nube electronica de dos moléculas adyacentes. Un

ejemplo de estos complejos se observa en la figura 1.10.

Cloro

Figura 1.10. Interacciones mediante fuerzas de Van der Walls.

1.2.3.8. Interacciones por puente de hidrégeno

Son las interacciones mas comunes, son ampliamente conocidas y

forman parte de las interacciones dipolo—dipolo, presenta energias de unién

14



de 4 kJ/mol hasta 120 kJ/mol,*° y se pueden encontrar en diferentes campos
de la quimica. Un ejemplo son las interacciones por puentes de hidrégeno
entre la adenina y timina que estabilizan la doble hélice del ADN, o son los
encargados de mantener unidas las proteinas con un ligando determinado?’

Una representacion de los puentes de hidrogeno se puede observar en la

6 ¢, o
ol 3
=
o« s
;

Figura 1.11. Interacciones mediante puentes de hidrégeno.

1.2.4. Reconocimiento molecular

Los sistemas supramoleculares tienen como principio fundamental el
reconocimiento selectivo entre especies, lo que hace que el reconocimiento
molecular constituya los pilares sobre los cuales la quimica supramolecular
se soporta. Un receptor debe tener compromiso entre la rigidez y la
flexibilidad de su estructura puesto que estas caracteristicas juegan un rol
relevante en la selectividad y la estabilidad de los complejos huésped—

receptor formados.1928

Un receptor flexible permite que su estructura se ajuste a la forma de un
sustrato determinado, aumentado la estabilidad del complejo formado. Esta
caracteristica en conjunto con principios como la complementariedad
electronica y espacial entre los sitios de union del huésped y el receptor, asi

como la preorganizacion conformacional del receptor para recibir el
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huésped, son factores fundamentales en la selectividad de un sistema

supramolecular.?829:30

Los aspectos anteriormente mencionados son los evaluados a la hora de
seleccionar un receptor que sea selectivo a un huésped determinado, estos
sistemas supramoleculares han encontrado gran variedad de aplicacién en
diferentes campos de la ciencia; se han realizado estudios del efecto que
puede generar la presencia de estos macrociclos en el organismos,3! esto
ha impulsado estudios de transporte y liberacién de farmacos.3?22 De igual
forma se registran estudios en la determinacién de diferentes compuestos

de interés bioldgico y ambiental en diferentes matrices.343°

1.2.4.1. Mecanismos de reconocimiento molecular

Los sistemas supramoleculares pueden ser categorizados en dos clases
principales: complejo y sencillo. ElI primero consiste en la formacion de
complejos donde los precursores actlan como sitios de unién, actuando
como ligandos monodentados que en presencia de un sustrato adecuado
tienden a posicionarse alrededor del mismo recubriendo la mayor superficie
posible y aislandolo del medio como se muestra en la figura 1.12.a. Estas
entidades aumentan su estabilidad mientras mas ligandos estén
interactuando con el sustrato, esto genera que se forme menor cantidad de
especies supramoleculares, lo que es entropicamente desfavorable para el

sistema.

Sin embargo, si evaluamos ligandos bidentados de dos especies
precursoras enlazadas covalentemente entre si y que sigue actuando como
sitio de unién, se puede equilibrar el balance termodinamico de la especie
supramolecular formada. Esta caracteristica es de gran relevancia a la hora
de estudiar un posible efecto quelato, donde un ligando bidentado desplaza
a uno monodentado. Este efecto ayuda en la estabilidad entre el ligando y el
sustrato,3® puesto que la unién del primer ligando bidentado favorece la

cinética de unién de los ligandos subyacentes, esto es conocido como efecto
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cooperativo.®” Una representacion de un complejo entre un ligando

bidentado y un sustrato se observa en la figura .12.b.

Figura 1.12. Complejos de inclusion mediante efecto quelato entre un sustrato y un a.
ligando monodentado b. ligando bidentado.

Los sistemas supramoleculares sencillos o simples constan de un
receptor cuyos sitios de unién estan presentes en todos o alguno de los
precursores, que a su vez estan unidos covalentemente y convergen hacia
el huésped. Se pueden distinguir dos tipos de receptores, los aciclico y los
macrociclicos. Los primeros forman complejos entre un receptor como el
descrito y un sustrato determinado, estos son llamados podandos. Su
interacciobn con el sustrato requiera de cambios conformacionales del
receptor que se ven favorecidos cinéticamente luego que las primeras
interacciones entre los sitios de unién de ambas especies se formen.'° La
figura 1.13.a muestra una representacion de un complejo con receptor de tipo

podando.

Otra clase de receptores son los denominados macrociclicos, en estos
los precursores se enlazan covalentemente formando una estructura ciclica
fijando espacialmente los sitios de unidn. Esta predisposicion de los sitios
para la interaccion con el sustrato, genera que el cambio conformacional de
la estructura sea minimo, lo que se traduce en complejos mas estables; y
esto es lo que se conoce como efecto macrociclico, efecto que se ha

demostrado es capaz de modificar incluso las propiedades fisicoquimicas de
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los monémeros precursores del receptor.’®3® Una representacién de un
receptor macrociclico interaccionando con un sustrato se puede observar en
la figura 1.13.b.

Figura 1.13. Preorganizacion de sitios de unioén en receptores. a. podandos. b.
macrociclos bidimensionales. ¢. macrociclo tridimensional semiesférico d. macrociclo
tridimensional esférico.



La union covalente de un macrociclo bidimensional con una estructura
lineal que posea sitios activos de unidon permite plantear la sintesis de
receptores tridimensionales con geometrias semiesféricas como la que se
muestra en la figura 1.13.c, o esféricas como la representada en la figura
1.13.d.

1.2.4.2. Tipos de complejos supramoleculares

Como se mencion6 anteriormente los sistemas supramoleculares pueden
ser auto—ensamblados o complejos huésped—receptor, pero la asociacion de
las especies dependerd de la naturaleza del reconocimiento quimico y la
complementariedad espacial y quimica, por los que esto determinara la
estequiometria del complejo formado. Es posible obtener complejos 1:1 con
una molécula de receptor y otra de sustrato, 2:1 con dos moléculas de
receptor y una de sustrato, 1:2 con una molécula de receptor y dos de

sustrato, o incluso estequiometrias mayores.®

En la formacién de auto—ensamblados, si el receptor presenta sitios de
union con disposiciones divergentes se pueden formar complejos tipo
sandwich como se muestra en la figura 1.14.a. Otra disposicion de los
receptores puede dar lugar a la formacion de cavidades auto—ensambladas

no covalentes como se muestran en las figuras 1.14.b y c.

En cuanto a los sistemas huésped-receptor, pueden formarse
estructuras donde un huésped de menor tamafio se posiciona en la cavidad

de un receptor bidimensional como se muestra en las figuras 1.14.d-.

Los receptores macrociclicos tridimensionales pueden interaccionar con
el huésped de tal forma que este Ultimo se incluya completa o parcialmente
en la cavidad como lo muestran las figuras 1.14.g y h respectivamente. Otra
disposicion posible puede darse con el analito posicionandose en la parte
externa del portal tridimensional formado por el receptor, como se muestra

en la figura 1.14.i.1°
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Figura 1.14. Representacion de tipos de complejos auto—ensamblados y huésped-
receptor.

1.2.5. Quimica huésped-receptor en solucién

1.2.5.1. Efecto hidrofébico

El efecto hidrofébico es de gran relevancia en la formacién de los
complejo huésped-receptor, por lo que conocer la polaridad de las especies
involucradas en el sistema, permite inferir cual seria el solvente mas
adecuado a la hora de plantear un sistema supramolecular.*® Las cavidades
de los receptores macrociclos suelen poseer un ambiente quimico de baja

polaridad,** y en solucién contienen moléculas del solvente.

Idealmente la polaridad de la cavidad y del solvente deben diferir, esto
permitira que un sustrato de polaridad complementaria desplace al solvente,
generandose un proceso de desolvatacion, favoreciendo la entropia del
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sistema, y en consecuencia la estabilidad del mismo.*? Un esquema del
efecto hidrofébico en la formaciéon de complejos huésped—receptor se

observa en la figura 1.15.

-

-
s@g» o ¢
-

Figura 1.15. Representacion del efecto hidrofébico en la formacion de un complejo
huésped-—receptor.

1.2.5.2. Determinacién de constantes de asociacion

La interaccion entre una molécula huésped con otra molécula receptora
se lleva a cabo mediante un equilibrio gobernado por una constante de
asociacion (Ka), este valor puede ser determinado por diferentes técnicas
donde se evalla alguna propiedad intrinseca de una de las especies a
medida que se aumenta la concentracion de la otra, promoviendo la
formacion del complejo.434445 En la figura .16 se observa como la formacion
de un complejo puede ser seguida mediante alguna técnica analitica. Un
sistema adecuado permite apreciar la disminucion de la sefial del huésped
libre y mostrar la aparicion de sefales propias del complejo huésped—
receptor a diferentes concentraciones de receptor. Se considera que la
formacion de complejo es méxima cuando la sefial no varia
significativamente o se mantiene constante, no obstante, existen sistemas

donde no es posible alcanzar este equilibrio.3846
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Figura 1.16. Analisis cuantitativo de especies involucradas en la formacion de un
sistema supramolecular.

La eleccion de la técnica mas adecuada para la determinacion de la Ka
de un complejo huésped-receptor, dependerd de las propiedades
intrinsecas de las especies involucradas, y si la propiedad evaluada es
sensible o0 no a la formacion del complejo. Por ejemplo, si el huésped es
fluorescente, y la intensidad de la fluorescencia es alterada por la formacion
del complejo, la técnica adecuada para determinar la Ka sera la

espectroscopia de fluorescencia.3>4’

Existen técnicas que presentan ventajas al momento de la determinacion
de una Ka, estas ventajas se basan principalmente en la sensibilidad a la
hora de registrar las sefiales, estas técnicas son principalmente la
espectrofotometria ultravioleta visible (UV-visible) y/o la espectrofotometria
de fluorescencia (F).#3*® El principal problema de estas mediciones son las
usuales superposicion de sefales, que impiden asignar el cambio
espectroscopico a una Unica especie en el medio.*® Técnicas mas selectivas
pero menos sensibles como la espectroscopia infraroja (IR) o la resonancia

magnética nuclear (RMN), también son Utiles a la hora de determinar las Ka
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cuando se presentan dificultades como las anteriormente mencionadas,
estas técnicas brindan informacién con respecto al entorno de algun sitio de
unién, permitiendo obtener adicionalmente informacion estructural del

complejo.50.45

1.3. Pesticidas

Se conoce como pesticida a cualquier sustancia destinada a prevenir,
destruir, atraer, repeler o combatir cualquier plaga, incluidas las especies
indeseadas de plantas o animales, durante la produccion, almacenamiento,
transporte, distribucién y elaboracion de alimentos de consumo humano,
productos agricolas o alimentos para animales. En este término se incluye
las sustancias destinadas a regular el crecimiento de plantas, defoliantes,
desecantes, agentes para reducir la densidad de fruta o inhibidores de la
germinacion, y las sustancias aplicadas a los cultivos antes o después de la
cosecha para proteger el producto de deterioro durante el almacenamiento
y transporte. El término no incluye normalmente los fertilizantes, nutrientes
de origen vegetal o animal, aditivos alimentarios ni medicamentos para

animales.>?

Los pesticidas se clasifican segin su uso, como se puede inferir de la
definicion anteriormente dada. Dentro de los usos mas comunes los
encontramos como insecticidas, herbicidas y fungicidas, y dentro de estas
categorias se encuentran clasificados por sus diferentes origenes y familias
guimicas. Asi, entre los insecticidas encontramos un grupo de pesticidas

organicos denominados carbamatos. Los cuales se detallan mas adelante.>?

El uso de pesticidas en la agricultura con diferentes fines, puede generar
que se acumulen residuos de estas sustancias en alimentos de consumo
humano, productos agricolas, alimentos para animales, suelos, fuentes
hidricas superficiales y/o subterraneas.>®>* Esta situacion representa una
gran problemética puesto que la presencia de estos compuestos en el

organismo resulta altamente peligroso debido a su toxicidad.

23



1.3.1.Pesticidas en el mundo

Varios pesticidas de origen agricola y otros contaminantes organicos han
causado estragos en la humanidad debido a sus propiedades de
bioacumulacién y a su elevada toxicidad. Se sabe que estos compuestos
dificultan el funcionamiento normal de los sistemas endocrino y reproductor
de los organismos vivos. Algunos plaguicidas como el dicloro-difenil-tricloro
etano, el clordano, la aldrina, la endrina, el heptacloro y el hexaclorobenceno

tienen efectos nocivos para la salud humana y el ambiente.%®

Para el 2019 en todo el mundo se utilizaron aproximadamente 2 millones
de toneladas de plaguicidas, de los cuales el 47,5 % son herbicidas, el 29,5
% son insecticidas, el 17,5 % son fungicidas y el 5,5 % son otros plaguicidas.
Los diez paises que mas plaguicidas consumen en el mundo son China,
Estados Unidos, Argentina, Tailandia, Brasil, Italia, Francia, Canada, Japon
e India. Ademas, se calculaba que para el afio 2020 el uso mundial de
plaguicidas aumentaria hasta los 3,5 millones de toneladas.>®

1.3.2.Pesticidas en la Republica Argentina

La produccién agropecuaria de la Argentina representa mas del 30 % de
su producto bruto interno (PBI), el 60% de las exportaciones y el 90% de los

alimentos que se producen en el pais.®?

Las caracteristicas climéaticas y variedad de suelos de la Argentina
favorecen las actividades productivas en el campo. La baja necesidad de
uso de fertilizantes sugiere una gran ventaja a nivel de costos y la calidad de
productos obtenidos, razon por la cual, la produccion agropecuaria hace

parte fundamental en la economia de la Argentina.

La creciente demanda de alimentos a lo largo de los ultimos afios ha
generado un aumento de alrededor del 68 % en la superficie de cultivos

extensivos, cultivos industriales, frutales y hortalizas. Esta mayor cantidad
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de tierra cultivable han generado que la produccioén agricola aumente en un
189 %.56

Para brindar un contexto de la importancia del desarrollo cientifico
relacionado con los pesticidas, es importante entender la actualidad de la
produccion agropecuaria en la Argentina. En la campafia 2017/18 se
sembraron alrededor de 5,4 millones de hectédreas de maiz, con una
produccién entre los 33 y 34 millones de toneladas.®’ La siembra de maiz ha
alcanzado mas de 6,9 millones de hectareas en la campafa 2019/20,
marcando un nuevo hito en la historia del pais. En la campafa 2020/21 se
sembraron aproximadamente 6,7 millones de hectareas con una produccion
de 17,6 millones de toneladas del cereal, un 12 % menos que la campafa

anterior.%8

La expansion de los cultivos de trigo, maiz, cafia de azucar y/o arboles
exgticos, junto con la dificultad para mantener ciclos continuos de
produccion, disminuyendo la rotacién de los productos cultivados; ha llevado
a la necesidad de industrializar los procesos, generando un aumento

considerable en el uso de fertilizantes y pesticidas.

En la Argentina se ha aumentado el uso de pesticidas tanto en las
actividades extensivas como en las intensivas. Este uso elevado de
pesticidas genera una serie de problemas socio ambientales entre los que
se encuentran contaminacion del suelo, el aire, el agua y vegetacion.
También ha generado la desaparicién de especies de insectos benéficos
beneficiosos para el ecosistema, la creacion de resistencia de algunas
plagas a los pesticidas y por ultimo se han presentado casos de intoxicacion

e incluso muerte de personas.>®

Entre 2014 y 2016 fueron importados a la Argentina aproximadamente
0,84 millones de toneladas de pesticidas,® mientras que en los 3 afos
siguientes entre 2017 y 2019, la importacion de pesticidas fue
aproximadamente 1,42 millones de toneladas, presentando un aumento del
69 %.5!
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1.3.3. Aspectos toxicologicos de los pesticidas

A pesar de su importancia en actividades de saneamiento y en el control
de diferentes plagas en la agricultura, el efecto téxico de los pesticidas en
los seres humanos es innegable. La biodisponibilidad de estos compuestos
en los organismos esta regida por la toéxico—cinética: la absorcion,
distribucion, mecanismo metabdlico y su eliminacidon son aspectos de gran

relevancia a la hora de evaluar la toxicidad de un compuesto determinado.

Las propiedades quimicas de los pesticidas y su via de ingreso van
ligadas directamente con la absorcidén y las cantidades que ingresan al
organismo. Esta via de ingreso en el caso de los agricultores suele darse a
través de la piel o de la inhalacién del ambiente contaminado o spray a la
hora de esparcir la formulacion en los campos. En cuanto a las personas que
no hacen parte del campo laboral de la agricultura, se ha vuelto comin como
via de ingreso al organismo, la ingesta inconsciente de alimentos o agua

contaminada con pesticidas.®°

Los pesticidas se distribuyen por el organismo por medio del torrente
sanguineo, y de acuerdo con su solubilidad pueden adherirse a lipoproteinas
(liposolubles), proteinas plasmaticas (hidrosolubles) o mantenerse diluidas
en la sangre. Estos compuestos suelen tener gran afinidad con el tejido

nervioso y adiposos, al igual que con el higado y los rifiones.

Estos compuestos pueden metabolizarse mediante dos rutas, una de
ellas consiste en la oxidacién o reduccion para una hidrélisis final, este
proceso suele ser catalizado por encimas del higado. Otra forma de
metabolizarlos es mediante conjugacion y sintesis, donde pueden
transformarse en metabolitos inactivos como en el caso del dimetoato, o

metabolitos activos como el paratién o el paraoxén que es mutagénico.6%61

La eliminacién de estos compuestos del organismo se da mediante orina,
heces fecales y el aire exhalado. Por la orina se eliminan las sustancias
hidrosolubles sin ningun cambio, la bilis facilita la eliminacion de compuestos

liposolubles a través de las heces, y finalmente las sustancias que ingresan
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al organismo como vapor por el aire inspirado, son eliminadas por la misma
via.6°'61162

1.4. Analitos de interés en este trabajo de tesis

1.4.1. Pesticidas carbamatos

Dentro de los pesticidas carbamatos algunos son ésteres derivados de
acidos N-metil o dimetilcarbamico, tienen propiedades 6xido reductoras y
suelen ser empleados como nematicidas, herbicidas y fungicidas. Pueden
formar compuestos mutagénicos potentes, como los N-nitrosocarbamatos.
Se caracterizan por ser productos liposolubles, de toxicidad variable en
humanos, que ingresan al organismo principalmente por via respiratoria y
digestiva, otras veces por via cutanea. Inhiben la acetilcolinesterasa, enzima
gue degrada la acetilcolina, la cual actia como neurotransmisor en
mamiferos e insectos.®® Sin embargo, no se acumulan en el organismo por
poseer una vida media corta.% En la figura 1.17 se observa la estructura

general del grupo funcional carbamato.

Figura I. 17. Grupo funcional carbamato.

1.4.2.Compuestos indolicos

El indol es el compuesto madre del cual se generan gran cantidad de

derivados con importantes propiedades biologicas. El indol y los alquil-
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indoles simples son solidos cristalinos incoloros con una gama de olores que
van desde el naftaleno en el caso del propio indol hasta el fecal como es el
caso del 3—metilindol (3MI).%5 EI triptéfano o (acido 2-amino-3-(3'-indolil)
propionico) es uno de los aminoacidos esenciales naturales, y su
metabolizacién en el organismo humano por parte de las bacterias del
aparato digestivo genera gran cantidad de derivados, entre los que se
encuentra la serotonina, la cual es un vaso constrictor que interviene en la
conduccion de impulsos cerebrales,®® y la melatonina (M) es una hormona
reguladora del ritmo circadiano y por ende regula muchas de las funciones
fisiologicas en el organismo. Estos son claros ejemplos de como estos

compuestos pueden ser aprovechados como bioindicadores.

El 3MI y M son derivados inddlicos de gran importancia bioldgica, ya que
su cuantificacion se utiliza para diagnosticar patologias altamente complejas,
especialmente oncoldgicas.6”¢® Poseen varias funciones biolégicas; entre
las que destacan sus efectos antioxidantes,5%7° y estan involucrados en la

regulacion del suefio.’

Estos indoles son productos de la metabolizacion del L—triptéfano, el 3MI
es producido en el intestino y el control de los niveles de este se puede usar
como estudio de la capacidad metabdlica del higado y asociarlo con las
diferentes patologias que este érgano presenta.®’” La M estd asociada
directamente con la regulaciéon del suefio, y por ende se encuentra
directamente relacionada con el insomnio, y este a su vez se relaciona con

desordenes neuronales como el estrés, depresion, entre otras.’"2
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2. Objetivos

2.1. Objetivo general

+ Desarrollar métodos analiticos supramoleculares para separar vy

cuantificar simultaneamente analitos en muestras complejas.
2.2. Objetivos especificos

+ Determinar la interaccién de un N—metilcarbamato protonable como el
aminocarb y la hidroxipropil-p—ciclodextrina (HPBCD) mediante técnicas
estacionarias como Uv-Visible y/o fluorescencia a diferentes pH.
Comparar los resultados obtenidos con estudios previamente
desarrollados con pesticidas de caracter neutro y que hacen parte de esta

familia.

+ Desarrollar una metodologia supramolecular por cromatografia liquida de
alto rendimiento (HPLC) para la separaciéon y cuantificacion de

aminocarb, carbofuran, bendiocarb y carbaryl.

+ Validar el sistema supramolecular desarrollado y optimizado, como
método para la deteccion y cuantificacion simultanea de N-

metilcarbamatos.

+ Desarrollar y validar una metodologia analitica para la cuantificacion

simultanea de melatonina y 3-metilindol mediante fluorescencia.
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CAPITULO II

Determinacion de la constante de asociacion
entre  aminocarb e  hidroxipropil—-p-
ciclodextrina
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1. Introduccidén

El desarrollo de este estudio se fundamenta en la quimica
supramolecular, donde se aprovecha los cambios espectroscépicos de la
interaccién de pesticidas N—metilcarbamatos con un macrociclo de tipo

cavitando como lo es la hidroxipropil-g—ciclodextrina (HPBCD).

A continuacién, se detallardn algunas de las caracteristicas mas

relevantes de las ciclodextrinas (CD).
1.1. Ciclodextrinas

Las ciclodextrinas (CD) también llamadas cicloglucanos o cicloamilosas
son productos de la degradacion enzimatica del almidon por parte del
Bacillus macerans.! Las CD forman una familia de oligosacaridos ciclicos
compuestos por a—D—glucopiranosa unidos por enlaces glicosidicos. Las
CD mas conocidas, estudiadas y producidas industrialmente son aquellas
formadas por 6, 7 y 8 unidades de a—D—glucopiranosa,! las cuales son
denominadas con las letras griegas a, B y y como se muestra en la figura
1.1
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Ciclodextrinas

Donde n=1,2,3 para o, y y-CD HO
o] OH
OHO
o HO HO o
o OH
HO °"(')
HO HO OH
o]
OH o)
OH
(o] o n
HO
OOH OH
OOH
o OH
(o]
HO

Figura I1.1. Estructura quimica de las ciclodextrinas nativas.

La estructura tridimensional de las CD se asemeja a la de un cono
truncado, donde la apertura de mayor tamafio esta delimitada por los
hidroxilos secundarios de la estructura del precursor, mientras que la
apertura de menor tamafio esta delimitada por los hidroxilos primarios, tal y

como se muestra en la figura 11.2.

Figura 11.2. Representacion esquematica de la estructura en forma de cono de las
ciclodextrinas.
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El interior de la estructura de las CD es de caracter hidrofébico, esta
cavidad puede interaccionar y encapsular diferentes moléculas. Como se
menciond en el capitulo anterior, la complementariedad del tamafio entre
especies involucradas en la formacién de un complejo huésped-receptor
juega un papel fundamental, y por esto es de vital importancia saber cuales
son los tamarnios intrinsecos de cada CD nativa, puesto que estas varian
dependiendo del numero de unidas de a—D—glucopiranosa que conforman
cada una de las tres CD antes mencionadas. Los valores aproximados de

las dimensiones de la a, B y y CD se muestran en la figura 11.3.1:234

1,37 nm 1,53 nm 1,69 nm
‘ 0,57 nm ‘ 0,78 nm 0,95 nm
- — ——
0,78 nm
o—CD p-CD y—CD

Figura 11.3. Dimensiones aproximadas de la o, f y y CD.

1.1.1. Propiedades fisicoquimicas

Las unidades de o-D-glucopiranosa que conforman el macrociclo
presentan una conformacion en forma de silla, y se estabilizan por medio
de interacciones puente de hidrogeno que le confiere a las CD nativas (a-
CD, B-CD y y-CD), una baja solubilidad en agua. Como resultado de estas
caracteristicas, los pares electronicos libres del enlace glicosidico se

encuentran posicionados hacia el interior de la cavidad macrociclica, esto
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genera una alta densidad electrénica que les confiere un comportamiento

tipico de una base de Lewis.®

Es conocido que en soluciones no mayores a pH = 12 las CD no se ven
alteradas estructuralmente, y, a pH acido son susceptibles a hidrolizarse,
generando como productos glucosa y una serie de malto sacaridos
aciclicos. No obstante, en condiciones normales de trabajo como 3,5 < pH
<12y T < 60,0 °C son estables.®

Dadas estas caracteristicas estructurales de las CD, presentan algunas
propiedades fisicoquimicas Unicas, las mismas se reportan en la tabla
11.1.27

Tabla I11.1. Propiedades fisicas y quimicas de las ciclodextrinas

Propiedades a-CD p-CD y-CD
N° de glucopiranosas 6 7 8
Masa molar (g/mol) 972 1135 1297
Solubilidad en agua
(% piv), 25 °C 14,5 1,85 23,2
Diametro cavidad 0,47 - 0,53 0,60 0,65 0,75 0,83
interna (nm)
Diametro cavidad 1.46 154 175
externa (nm)
Altura de la cavidad 0.79 0.79 0.79
(nm)
Volumen de !a cavidad 0,174 0,262 0,472
(hm?)
Contenido de agua en
el cristal (%P/P) 10,2 13,2-14,5 8,13 -17,7
Moléculas de agua en 6 11 17

la cavidad

Ademas de las CD nativas,

encontramos CD modificadas o

derivatizadas, cada unidad de glucopiranosa que conforma una CD nativa
posee tres grupos hidroxilos que difieren en su reactividad y que son
potencialmente modificables mediante la sustitucion del H o el grupo —OH
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por una gran variedad de grupos sustituyentes.® El objetivo principal de
modificar una CD nativa es aumentar su solubilidad en agua, un ejemplo de
ello es la HPBCD que posee una solubilidad de 55 g/mL a diferencia de la
BCD cuya solubilidad es de 1,85 g/mL.8

Otra de las razones por las cuales las CD nativas suelen ser
modificadas, es para mejorar su afinidad por una especie determinada,
dependiendo del sustrato o huésped objetivo se pueden adicionar especies
guimicas complementarias que permitan una mejor interaccioén entre el

huésped y el receptor.>?

El grado de sustitucién (GS) representa la cantidad de —H o grupos —OH
sustituidos, y se puede reportar como el nimero promedio de —OH que se
sustituyeron por unidad de a—D-glucopiranosa, por lo que se representa
con un valor que va entre 0 y 3. Otra forma de expresarlo es por unidad de

CD, asi el valor de GS varia entre 0y 21.°

1.1.2. Ciclodextrinas en la ciencia

A continuacion, se habla de las diferentes areas en las cuales las CD

hacen importantes aportes.

1.1.2.1. Ciclodextrinas en farmacia

Una de las areas de la ciencia que hace un empleo importante de las
CD es la farmacologia, la cual emplea este macrociclo en diferentes
formulaciones, teniéndolo como excipiente en mas de 40 productos.10:11
No obstante la CD como excipiente en la industria farmacéutica es
considerado como nuevo, por lo cual las investigaciones que estudian el
comportamiento de estos macrociclos, generan de igual forma un amplio
espectro de lineas de investigacibn que buscan aprovechar sus
propiedades intrinsecas.?
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1.1.2.2. Ciclodextrinas en nanotecnologia

Las CD se han empleado ampliamente en el desarrollo exitoso de
nuevos nano—materiales. Se han reportado arquitecturas supramoleculares
gue contienen diferentes CD, entre estas estructuras encontramos nano—

particulas, nano—esponjas, nano—micelas, nano-vesiculas, etc.314

Estos nano—materiales han encontrado importantes aplicaciones en
formulaciones farmacéuticas como se comenté anteriormente, o en el
ensamble de plataformas funcionales para el transporte y liberacion de

farmacos.1>16

1.1.2.3. Aplicaciones en biomedicina

El desarrollo tecnologico en biomedicina esta estrechamente ligado a la
capacidad que tienen las CD de formar complejos de inclusién con
diferentes compuestos. Un ejemplo bastante relevante es el uso de una y—

CD modificada, la cual es utilizada en anestesiologia.'’

Otro uso actual e interesante se refiere al desarrollo de vacunas para la
proteccion contra la difteria, el tétanos y la tos ferina o convulsa,
aprovechando la capacidad que tiene la dimetil-3—CD para formar

complejos de inclusion.’

1.1.2.4. Ciclodextrinas en la industria alimentaria

En los ultimos afios la industria de los alimentos funcionales ha
aumentado exponencialmente, esto ha hecho que las investigaciones en
busqueda de compuestos con alto valor agregado nutricional y que puedan
ser usados en la fortificacion de productos tradicionales también haya
aumentado. Dentro de estos estudios se han desarrollado complejos
huésped-receptor entre compuestos antioxidantes y CD nativas o
modificadas que mejoran la biodisponibilidad del antioxidante, y ademas se

indic6 que las CD actian como antioxidante secundario, mejorando la
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capacidad de antioxidantes tradicionales en la prevencién del

pardeamiento o envejecimiento enzimatico en diferentes alimentos.!8

1.2. Complejos de inclusion entre ciclodextrinas y pesticidas

carbamato

Como ya se menciond anteriormente, las CD poseen la capacidad de
formar complejos de inclusion con gran variedad de compuestos organicos;
algunos de estos compuestos son los pesticidas carbamatos, ampliamente

usados en la Republica Argentina para el control de plagas en el campo.

En el area de quimica organica analitica de la FCQ-UNC se han
desarrollado importantes estudios de la interaccion de estos analitos con
diferentes CD. Estos estudios permitieron desarrollar métodos analiticos
basados en quimica supramolecular para la deteccién y cuantificacion

individual de estos contaminantes.®

En estos estudios se evaluaron las interacciones entre diferentes
pesticidas carbamatos y receptores macrociclicos como la BCD y la
HPBCD. Los resultados reportados en estos desarrollos permitieron
conocer las Ka de los complejos formados. Estos valores de Ka se reportan

en la tabla 11.2.1°

Adicionalmente en estos estudios se desarrollaron métodos analiticos
supramoleculares para la deteccidn y cuantificacion individual por medio de
fluorescencia molecular de carbofuran (CF), carbaryl (BC), carbaryl (CY) y
promecarb (PC) en matrices reales como agua de red y pulpas de frutas de
banana y naranja.'® Los métodos alli propuestos reportaron valores de
limite de deteccion (LOD) y limite de cuantificacion (LOQ) del mismo orden
0 mejores a los reportados en literatura. Las estructuras de estos pesticidas

se muestran en la figura 11.4. 19 20

49



(o]
\H)l\o \N)J\O

o 0,
X
Bendiocarb Carbofuran

(o]
\H)ko ~ )’L

Carbaryl Promecarb

Figura 11.4. Estructuras quimicas de los pesticidas carbamatos estudiados previamente en
el laboratorio.

Estos estudios son la base de partida para plantear uno de los objetivos
de este trabajo de tesis, el cual busca aprovechar los cambios
espectroscopicos de los pesticidas producto de la interaccion con la
HPBCD, y articularlo con la técnica de cromatografia liquida de alto
rendimiento (HPLC) para desarrollar un método capaz de detectar y
cuantificar simultaneamente cuatro pesticidas carbamatos en agua de red.
La importancia de estudiar una matriz como el agua se indico
anteriormente. No obstante, es oportuno recordar que esta es una de las
vias de intoxicacion con pesticidas mas comunes que existe.

Tabla 11.2. Constantes de asociacion y relaciones de rendimientos cuénticos de
fluorescencia para N-metilcarbamatos a pH=6,994 y 25 °C.

CD HPACD
Pesticida p b
Ka, 102 M? ﬂP:BCD/ﬂP Ka, 102 Mt QP@HPﬁCD/gP
BC 6+ 22 1,81 + 0,062 2,3+0,32 3,8+0,22
PC 19 + 24 1,74 £ 0,022 21 +22 2,40 + 0,028
CY 3,5+0,5° 1,24 £0,01° 6,4 +0,5° 1,310 £ 0,007°
CF 1,9 £0,1° 7,0+0,1° 1,23 £0,07° 9,3+0,4°

& Referencia 2! P Referencia !°

50



Como se detalla mas adelante en esta tesis, se hizo necesario excluir
del sistema de mezcla a PC, y en su reemplazo se eligio un pesticida
protonable como el aminocarb (AC). Dado que se desconocia el
comportamiento de AC en presencia de la HPBCD, el presente capitulo
muestra los resultados de la interaccion entre ambas especies a diferentes
valores de pH, esto con el fin de ampliar el espectro de analitos estudiados

en el grupo y poder desarrollar un método mas completo.
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2. Resultados y analisis

En esta seccion se presentan los resultados para la determinacion las
absortividades molares (€) de los cuatro analitos que se utilizaron en el
desarrollo analitico, estos compuestos son AC, BC, CF y CY. Estos valores
se reportan en las proporciones de agua metanol que se utilizaron en la
fase movil del sistema cromatografia y se utilizaron para controlar las

concentraciones de las soluciones stock.

Se realiz6 una caracterizacion espectroscépica de AC mediante sus
espectros de absorcion y fluorescencia a diferente pH, y se informan los
calculos para la determinacion del pKa de AC en el estado excitado. Por
ultimo, se evalud el efecto de la HPBCD en los espectros UV-visible y de
fluorescencia de la especie neutra y 4cida de AC, y se calcularon las Ka de

los complejos formados.

Es importante aclarar que los valores de Ka de BC, CF y CY con la
HPBCD fueron determinados anteriormente en nuestro laboratorio, razén
por la cual en esta tesis solo se reporta el estudio de la interaccion de la

especie neutra y acida de AC con la HPBCD.

2.1. [Espectros de absorcion de aminocarb

2.1.1. Efecto del cambio de acidez en el espectro de

absorcion de aminocarb

El AC tiene una estructura quimica con un grupo amino protonable y
presenta un pKa = 5,69 = 0,06 que fue determinado potenciométricamente
en nuestro laboratorio en un trabajo anterior.?? En medio acuoso a pH =
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4,500 el AC se encuentra predominantemente la especie acida (AC*), y a
pH = 6,994 se tiene predominantemente la especie neutra AC. En la figura

II.5 se muestra el equilibrio acido—base de AC y sus respectivas

estructuras.
J\ I
A
(o) N - /CHJ
H 0 N
H
pKa = 5,69
+ H20 . + H3O +
H,C H,C
AR N

H,C IL CH; H3C/ \CH:,,
Aminocarb (AC*) Aminocarb (AC)

2% MeOH:H,0 2% MeOH:H,0

Figura 11.5. Equilibrio acido base de aminocarb.

El espectro de absorcion de AC se realizdé en una solucion acuosa al
2% vl/v de metanol-agua, el pH = 6,994 fue regulado con buffer fosfatos.
En cuanto al espectro de absorbancia de la especie acida AC* se realiz6
de igual forma en medio acuoso al 2 % v/v metanol-agua y el pH = 1,720

fue regulado con HCI.

Los perfiles espectrales de absorbancia de AC y AC* se muestran en la
figura 11.6; la especie neutra del pesticida en estudio se encuentra presente
en soluciones a pH = 6,994, su espectro UV-visible presenta un maximo
de absorbancia a 247,0 nm y un hombro a 280,0 nm. El perfil espectral de
la especie é&cida presenta un cambio significativo en su espectro de
absorcion con relacion a AC, este cambio es atribuible a la protonacion del
grupo amino en la estructura del pesticida. Bajo estas condiciones AC*
presenta un maximo de absorcién a 261,0 nm y un hombro a 269,0 nm, de
igual forma y basados en las concentraciones de las soluciones se puede

inferir que AC* posee un € menor al de AC.
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Los otros N—metilcarbamatos que seran parte del estudio por HPLC,
presentan maximos de absorbancia a 280,0 nm para CY, 276,0 nm para
CF y 279,0 nm para BC, todos los espectros fueron tomados al 2 % v/v
metanol-agua, y fueron determinados en estudios previos en el
laboratorio.'® Los tres pesticidas mencionados anteriormente no tienen en
Su estructura grupos protonables, razén por la cual el cambio de pH no
genera una alteracion en su perfil espectral; a menos que se analicen a pH

superior a 12 donde se observaran sus productos de hidrodlisis.?

1,6

—— AC [47,03] uM
—— AC' [47,03] uM

1,4 -

0,0

I ! 1 ' |
250 300 350
A (nm)

Figura 11.6. Espectros UV-visible de AC* a pH= 1,720 (—) y ACa pH= 6,994 (—). b=
4cm

2.2. Espectros de fluorescencia de aminocarb

La siguiente seccion muestra los resultados obtenidos al realizar los
espectros de fluorescencia a pH &cido y neutro, esto con la finalidad de
estudiar el efecto de la carga sobre las propiedades fluorescentes de este

analito.
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2.2.1. Efecto del cambio de acidez sobre los espectros de

fluorescencia de aminocarb

Los espectros de fluorescencia de AC fueron tomados en una solucién
acuosa al 2 % v/v de metanol-agua, el pH = 6,994 fue regulado con buffer
fosfatos. El espectro de AC* fue tomado a una 4., de 261,0 nm, este valor
corresponde a la 4,,,, de absorcion de esta especie, AC fue excitado
igualmente a 261,0 nm, este valor fue elegido ya que su 4,,,, de absorcion
es 237,0 nm y es recomendable obtener espectros de fluorescencia
excitados a 4., > 250,0 nm, con el fin de no aplicar altas energias que

puedan promover procesos no deseados al sistema estudiado.?*

500

450_‘ kexc 261,0 nm

1 500 v
400 —

——AC 43,73 uM
—— AC* 43,73 uM

391,0 nm

350

300

250

200

150

287.0 nm

100

391,0 nm

50

T T T T T T T T ]
300 350 400 450 500
7\'emi (n m)

Figura 11.7. Espectros de fluorescencia de AC* a pH = 1.720 (— )y ACa pH = 6.994
(=). 2 % v/v de metanol-agua. T. 25.0 °C.

Los espectros de fluorescencia de AC que se muestran en la figura 1.7
evidenciaron que su perfil espectral es altamente dependiente del pH del
medio. El espectro fluorescente de AC excitado a 261,0 nm presenta una

longitud de onda de emision maxima (19%,) a 391,0 nm. En cuanto al
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espectro de AC* presenta dos A%%, importantes, la primera a 287,0 nm se
asocia directamente con AC*, la segunda banda de fluorescencia con A7,
a 391,0 nm es propia de AC, la presencia de esta sefial en un medio
considerablemente mas &cido que el valor de pKa = 5,69 reportado para el

AC, nos indica que este pesticida presenta un cambio de pKa en el estado
excitado (pKa). En la seccién 2.3 se muestran los resultados para el

célculo del pKa de AC en el estado excitado.

La figura 11.8 muestra la superposicion de los espectros de absorcion y
emision de fluorescencia de AC a pH = 6,994 y pH = 1,720; la diferencia
entre la Amax de absorcion y la A de emision de menor energia se denomina

desplazamiento de Stokes (A7) en cm™ o (ALA) en nm.

124 | A= 154 nm | --- AC’ (abs)
’ \ | - n
- Al=51 nm AC+ L)
: — —AC (flu)
1,0 1 :ﬂ 'r.\ —AC" (flu)
14 M
A
084 i
’ L
J v !
] i
r 06— ]
L ! | "
| 1y
1. “, :
044 1/
Voo
0,2 - “\\‘\
010_ T P e T 5 PRI
T T T T T T T T T T ]
250 300 350 400 450 500
A (nm)

Figura I1. 8. Espectros de absorcion y emision de fluorescencia relativos de AC*y AC
para determinar los desplazamientos de Stokes

Este desplazamiento en ambas especies de AC es significativo, al igual
que lo es para los otros tres pesticidas en estudio; sus valores 4.1 se

muestran de forma comparativa en la Tabla 11.4. Un desplazamiento
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grande ayuda a que las moléculas presenten espectros de fluorescencia

con una baja autoabsorcion.%2°

Tabla 11.4. Desplazamientos de Stokes para los N-metilcarbamatos estudiados en
solucion acuosa y 25,0 °C

Pesticida BC CF CY AC AC*

A2 (nm) 67,0 34,0 56,0 111,0 51,0

2.3. Determinacion de la constante de acidez en el estado

excitado de AC en el estado excitado

En base al pKa en el estado basal (5,69), se espera que el espectro de
fluorescencia de AC a pH = 1,720 muestre Unicamente la sefal de la
especie protonada AC*; no obstante, como se observé en la figura 11.6 se
pueden identificar dos sefales, cuyas A%, se presentan a 278,0 nm
atribuible a la especie acida y otra a 391,0 nm que corresponde a la sefial
de la especie deprotonada, esto indica que el pKa” en el estado excitado

difiere del pKa en el estado basal.

Este fenbmeno fue tratado por Forster, al observar el cambio de las
propiedades radiativas de diferentes compuestos organicos en el estado

excitado.?®

Diferentes estudios donde se evallan los cambios de pKa en el estado
basal y excitado han sido publicados, estos han abarcado gran cantidad de
compuestos organicos tales como fenoles y B-carbolinas como: harmano,
harmina, norharmano y 2-metil-harmina. Se han publicado estudios donde
se evalula el efecto de diferentes sustituyentes, o la posicion de estos en el
pKa" del naftol. También se ha reportado el pKa" de diferentes derivados
indolicos, y muchos otros compuestos organicos con grupos funcionales

protonables.?526.27.28
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2.3.1. Calculo de la constante de acidez en el estado excitado

mediante ciclo de Forster

El equilibrio acido base de AC esta representado en la figura 11.5, donde
Ka es la constante de acidez, que puede ser calculada mediante la

ecuacion de Herdenson-Hasselbach (ecuacion.ll.2).

_ _ [AC]
pK, = pH — log acH] ecll.2

El ciclo de Forster (CFo) que representa el sistema acido base aqui

propuesto se denomina ciclo protolitico y se muestra en la figura 11.9.

AH* (AC)* + H,0*

EAC
EAC+
/7 AC + H,0° AT-lI
AC* + H,0
Figura 11.9. Ciclo protolitico de Forster para el sistema AC* = AC+H*

El ciclo de Forster permite igualar los AH con las respectivas energias

de excitacion de ambas especies como se muestra en la ecuacion 11.3.

E e+ +AH* = Ejc + AH ecll.3
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A partir de la anterior igualdad, se puede obtener una ecuacién que
permite calcular el valor de pKa*. A continuacion, se presenta el desarrollo
matematico con las respectivas consideraciones que permiten llegar a la

definicion de pKa*.
Reordenando la ecuacién 1.3 tenemos que:

E c+ — Ejpc = AH — AH? ecll.4

Ahora haciendo uso de la ecuacién de Gibbs, y remplazandola en

ecuacion 11.4.
E o+ — Ejc = (AG +TAS) — (AG + TAS)” ec .5

Asumiendo que los cambios de entropia son similares en ambos

estados, la ecuacion 11.5 es simplificada a:
E e+ — Ejc = (AG) — (AG)” ec 1.6

Si asociamos el valor de AG con el pKa tendremos como resultado la

ecuacion I1.7.

2Baci _ ((~logK,) — (—logK3})) ec 1.7
2,303RT

Donde R es la constante universal de los gases 8,314 J KX moltly T la
temperatura en K; AE, .. representa la diferencia de energia entre el estado
electronico basal y el excitado de menor energia entre la especie acida y
neutra. Estas energias se calculan mediante la ecuacion 11.8 para el caso
de las absorbancias y ecuacion 1.9 para el caso de los espectros de

fluorescencia.
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EACa = th (1_/26-+ - 1_/2'6) ecll.8

E o5 = Nhc (V.. — 7,;) ec 1.9

Donde N es el numero de Avogadro, h la constante de Plank, c la
velocidad de la luz, v es el nimero de onda en m* de los maximos de
absorbancia de la especia acida y neutra, y Vif es el nimero de onda en m-

! de los maximos de fluorescencia de la especia acida y neutra.

Con estos valores podremos calcular el valor de pKa con base a los
nameros de onda de absorbancia ecuacion 11.10, de fluorescencia ecuacion
11.11 y el promedio de ambos, ecuacion I1.12. Esta ultima metodologia es la
recomendada para el calculo de pKa* dadas la dificultades para conocer si
se esta en una transicion a un estado singlete o a un estado triplete, y tener
la certeza que las bandas en consideracién tanto si se trata de absorcion o

de fluorescencia son debidas a transiciones O-0.2°

Nhc —a —
pKa — pKZ = m (VAC"' — VZC) ec Il.10
« _ Nhc —f —f
pKa_pKa_m (VAC"'_VAC ecll.11

oK, — pi, = e (e ) (e Vi)

= ecll.12
2,303RT 2

Los valores de nimero de onda para los célculos de pKa* se tomaron
de los espectros de absorbancia y fluorescencia mostrados en la figura 1.5
y figura 11.6. En la Tabla 1.5 se muestras los valores de 1 de absorcion
asociada a la primera transicion electronica y la A de fluorescencia junto

con sus respectivos nameros de onda.
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Tabla I1.5. Longitudes de onda de méaxima absorbancia y fluorescencia para las
especies acida y neutra de AC, con sus numeros de onda para el calculo del pKa*.

lmax ‘_’
Especie Espectro
(nm) (m™)
Absorbancia 280 3571428,571
AC
Fluorescencia 391 2557544757
Absorbancia 269 3717472,119
AC*
Fluorescencia 287 3484320,557

Los valores obtenidos mediante las ec. 11, 12 y 13 se presentan

comparados con los métodos experimentales mas adelante (Tabla 11.6.)

2.3.2. Célculo de constante de acidez en el estado excitado

mediante curva de calibrado

En la ecuacion 11.13 se describe el equilibrio acido base en el estado
excitado del AC, que puede representarse por la ecuacion Il.14. Si se
pueden conocer o calcular las concentraciones de ambas especies en el

estado excitado, se puede estimar el valor de Ka*.

*

Ka
+\* - * +
(ACT) + Hy)0 < (AC) +H ec .13
K, = L] + [y’ ec 11.14

[Act]

Se sabe que los espectros de fluorescencia estan asociados con las
especies en el estado excitado, con esto y midiendo soluciones de AC a pH

acido conocido (para este caso puntual pH = 1,540, pH = 1,680 y pH =
61



1,890) y concentracion conocida de [AC*]o en el estado basal, podemos
estimar las concentraciones en equilibrio de [AC*]" y [AC]" en el estado

excitado, si previamente se ha realizado una curva de calibracién de AC a

pH = 6,994 donde se observa soélo la especie neutra.

En la figura 1.9 se muestran los espectros de fluorescencia de AC a pH
= 6,994 a diferentes concentraciones y A,.,.= 261 nm, este valor fue elegido
ya que es el maximo de absorcion de la especie 4cida. Adicionalmente se
encuentra tres espectros de AC a concentracion 41,45 uM a pH = 1,540,
pH=1,680y pH=1,890a 1,,.= 261 nm.

Como se observa se puede determinar la fraccién de [AC]" en el estado
excitado por medio de la sefial a 391,0 nm, y por medio de la diferencia con
[AC*]o podemos estimar [AC*]" en equilibrio. Al conocer el pH podemos
remplazar en la ecuacién 11.12 para obtener el valor de Ka* vy

posteriormente el pKa*. El valor calculado se reporta en la tabla 11.6.

1 2,.=261,0nm o
500 pH=6,
5001-V — 47,03 uM
1 AC*=4145uM 3528 M
400 - b pH = 1,540 — 23,52 uM
e ——PH=1.680 — 11,76 uM
i pH = 1,890 — 00uM
300 -}
" - | /‘\\.
2004 O e e
100 -
0 : _ . . . . ' : .
300 350 400 450 500

A (nm)
Figura 11.10. Espectros de fluorescencia de AC a pH = 6,994 a diferentes
concentraciones. (En el recuadro se muestran los espectros de fluorescencia de una
solucion 41,45 uM de AC a pH = 1,540; 1,680; 1,890).
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2.3.3. Calculo de la constante de acidez en el estado excitado

mediante el método de titulacion

Otra forma en que se puede determinar el pKa* del AC es mediante una
titulacion espectrofluorimétrica donde se varia el pH de la soluciéon que
contiene el analito de interés, en nuestro caso AC y se toman sus

respectivos espectros de fluorescencia.

En la figura 11.11 se muestran los espectros de fluorescencia de AC a
diferentes pH, ya se determin6 que la deprotonacién de AC* a AC genera

la aparicion de una sefial fluorescente a 391,0 nm, si graficamos

1391,0 ., . .
F 1391,0 en funcion del pH obtendremos una curva sigmoidal
FOpH=3,96O
como la que se muestra en la figura 11.12, el punto de inflexion de esta
curva sigmoidal nos arroja el valor pKa*.?2¢ El valor calculado por este

método se reporta en la tabla I1.5.

80

y = pH
Ao = 261,0 nm 2 530

70 5
1 A 391,0 nm
60 -

50

L 40+

30

20 =

10 1

I ! I ! I ! 1 ! 1
300 350 400 450 500
A (nm)

Figura I11.11. Espectros de emision de fluorescencia de [AC]0=43,73 uM a diferentes pH
para determinacion de pKa*.
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2391,0 /=2391,0
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1’0 _ 0 pH=3,960 ~ n

—-— 1ra derivada I\

1—— Ajuste de Boltztmann| |

0,9

0 pH=3,960

2391,0

FU() 1 O/F

0,8

22 24 26 28 30 32 34 36 38 40
pH

Figura 11.12. Variacion de (Fpr=i/Fpn=3960) @ A = 391,0 nm en funcién del pH de la
solucion. Ajuste de Boltzmann (—). Primera derivada (- * - - - ). Método de titulacion
fluorimétrica (MTF)

Los valores de Fpn=ia 391,0 nm fueron divididos por Fpr=3,960 2 391,0 nm

para relativizar los valores de F y tener como valor maximo de F uno (1).

2.3.4. Comparacion de valores de constantes de acidez en el

estado excitado por métodos tedricos y experimentales

En la tabla 1.5 se muestras los valores de pKa* para el AC mediante los

cinco métodos descritos anteriormente.

Los valores de pKa* determinados por el ciclo de Forster presentan una
gran diferencia entre si, esto se debe a que este método esta planteado
estrictamente para sistemas donde las especie involucradas en el equilibrio
presentan procesos de relajacién similares tanto en el estado basal como

en el estado excitado.?8
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Tabla 11.6. Valores de pKy* de AC determinados por cinco métodos diferentes

pKa*
CF
Equilibrio ME MTF
A F promea-r)
ACtE=AC"+H" 2632 -13,74® -556°¢ 2,679 3.14¢

8 Determinado por Ciclo de Forster y valores de absorbancia.

b Determinado por Ciclo de Férster y valores de fluorescencia

¢ Determinado por Ciclo de Férster y valores promedio de absorbancia y fluorescencia

4 Determinado mediante concentraciones en el equilibrio en medio &cido y curva de calibrado a pH=6,99
€ Determinado por titulacién fluorimétrica

El valor de pKa* determinado mediante la ecuacion .12, es el valor
promedio de los valores elegidos para las soluciones a pH = 1,540, pH =
1,680 y pH = 1,890 que se muestran en la figura 11.9. Las soluciones fueron
medidas a pH extremos, asegurando asi que no existiera presencia de AC
en el estado basal que interfiriera en las concentraciones de equilibrio. El
valor determinado de pKa* = 2,67 concuerda con el valor de pKa*(bs) = 2,63
determinado mediante CF.

El método de titulacién permitié calcular un valor de pKa* comparable
con los calculados por ME y CF de absorbancia, lo que permite reportar un
valor de pKa* para el AC calculado por tres métodos diferentes y con
valores semejantes entre si. El método de titulacion se realizdé cuidando
gue en la solucién no hubiese AC en el estado basal, puesto que el ajuste
se realizo con la sefial de AC existente producto de la deprotonacion en el
estado excitado, lo que puede generar una alteracion de los valores si no
se cuida el efecto de la especie existente desde el inicio en la solucion. Por
esta razon el valor mas alto de pH fue 3,960 y fue necesario restar la sefal
de la minima fraccion de AC que a este pH ya existia en el estado basal de
la solucion, ya que hay que tener en cuenta que, si bien se trata de una

fraccion muy pequefia, el rendimiento cuantico de fluorescencia de esta
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especie es elevado lo que puede generar un error considerable a la hora

de calcular el valor del pKa*.

2.4. Determinacion de las constantes de asociacion entre

aminocarb e hidroxipropil-g-ciclodextrina

En la literatura se han reportado ampliamente cambios en las
propiedades espectroscopicos de diferentes analitos en presencia de
macromoléculas como los macrociclos, estas alteraciones se han atribuido
a la formacion de complejos huésped-receptor estabilizados mediante

interacciones supramoleculares.?%:30:31.32

El sistema en estudio se compone de un huésped como el AC y un
receptor que es la HPBCD. La Ka por definicion es una constante de
equilibrio, por lo que podemos plantearla como se muestra en la ecuaciéon
11.15.

AC + HPBCD AC:HPBCD

ec .15

La forma mas comun de evaluar y determinar la Ka entre dos especies,
consiste en medir alguna propiedad intrinseca de una de las dos especies
a una concentracion constante, e ir variando la concentracion de la
segunda especie involucrada en el equilibrio.®® En la ecuacién 11.16 se

plantea la ecuacion que representa a la Ka del sistema en estudio.

_ [AC:HPBCD]
A ™ lacl[HPBCD]

Ec .16

En esta seccion se estudiaron los cambios espectroscopicos de AC con
el agregado de concentraciones variables de HPBCD, realizando medidas
de absorbancia y fluorescencia para determinar y comparar los valores de

Ka obtenidos por ambas metodologias.
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Como se pudo observar el AC presenta dos especies quimicas en
funcion del pH de la solucion en que esté disuelto, por esta razén se evalué
la interaccién del receptor HPBCD con ambas especies del huésped, AC y
AC*a pH =6,994 y pH = 1,520 respectivamente.

2.4.1. Determinacion de la constante de asociacion a partir

de medidas de absorcion

El siguiente desarrollo se plantea considerando que el complejo
formado AC:HPBCD responde a una estequiometria 1:1, adicionalmente
los espectros de absorbancia de la especie libre y el complejo formado
presentan cambios significativos entre si, y que todas las especies en el

medio cumplen la ley de Lambert—Beer.

La determinacion de la Ka se realiza seleccionando una A a la cual el
€ac Y €ac:upcp S€an diferentes. La ecuacion 11.17 representa la absorbancia
del analito en ausencia del receptor, donde Ao es la absorbancia, €, el
coeficiente de absortividad molar de AC y [AC]o la concentracién analitica

de AC en la solucion.
Ao = SACb[AC]O ecll.17

Al adicionar una dada concentracion de HPBCD a la solucién que
contiene a AC, se formara un complejo huésped-receptor, y la absorbancia
de la solucion estara dada por la ecuacion 11.18 siempre y cuando la
HPBCD no absorba.

A= b(SAc[AC] + EAC:HP[SCD[AC:HPBCD]) Ec 11.18

Si combinamos la ecuacion 11.18 con los respectivos balances de masa
de AC y HPBCD, se obtiene la ecuacion 11.19. [AC], = [AC] + [AC: HPBCD];
[HPBCD], = [HPBCD] + [AC: HPBCD].
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A = b(€4¢[AC]o — €4¢c[AC: HPBCD] + €4¢.uppcp[AC: HPBCD])ec.11.19

Agrupando los términos relacionados a la concentracion del complejo y

donde A€ es la diferencia entre €4c.upcp Y €ac:temenos la ecuacion 11.20.

Remplazando [AC:HPBCD] desde el balance de masas de la HPBCD se
obtiene la ecuacion 11.21.

A = b(E,c[AC]y + AE K, [HPBCD][AC)) ec.l.21

Por otro lado, y combinando la ecuacion de constante de asociacion con

el balance de masas de la HPBCD obtenemos la ecuacion 11.22.

[HPBCD]y

[HPBCD] = = K, [AC]

ec.l1.22

Si se remplaza [HPBCD] en la ecuacién 11.21 con la ecuacion 11.22

tenemos la ecuacion 11.23.

_ [AC]o A€ KA[HPRCD]
Apc.uppep = Ao + LK, HPBCD] ec 11.23

Si reordenamos la ecuacion 11.23 se obtiene la ecuacion 11.24.

[AC]o A€ K 4[HPBCD]
Ao — AscHpgep = — 11KA[;PBCD] ecll.24

2.4.1.1. Influencia de la hidroxipropil-p—ciclodextrina

en los espectros de absorcion de aminocarb

Los espectros de absorcion de AC tomados a pH = 6,994 son atribuidos

Unicamente a la sefial de la especie deprotonada o neutra AC. Los
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espectros de absorcion de AC y de la mezcla entre AC y HPBCD se
muestran en la figura 11.13. El espectro correspondiente a AC con HPBCD
fue corregido teniendo en cuenta la absorbancia que presentaba la HPBCD

en cada nivel de concentracion.

La A seleccionada para el célculo de Ka fue 231,0 nm, en la figura 1.14
se observa como varia la absorbancia de AC [23,19] uM a pH = 6,994 en
funciéon de la concentracion de HPBCD adicionada en la solucion. Los

espectros fueron tomados a temperatura ambiente y paso Optico de 1 cm.

Se observa que el cambio que presenta el espectro de AC al entrar en
contacto con la HPBCD no es dado por una sumatoria de absorbancias de
ambos compuestos, esto se corrobord con el perfil espectral obtenido tras
la suma algebraica de los espectros individuales de AC y HPBCD (AC +
HPBCD) en iguales concentraciones a las de la mezcla, puesto que al

compararlos con los espectros obtenidos se evidencia que no son iguales.

500 =
%o 2800 NM S —AC
400 - 2 —— HPBCD
300
" 1
200
100
O = T T T T T T T 1
300 350 400 450 500

A (nm)

Figura 11.13. Influencia de la HPSCD en la absorbancia de AC en buffer fosfato pH =
6,994; T = 25,0 °C. Espectro de la solucidn individual de AC [23,19]uM (—); Espectro
de la mezcla de AC e HPBCD (—). Espectro de la solucion individual de HPACD
[15,00]mM (— ); Espectro suma de las soluciones individuales de AC e HPSCD
(—)
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Analizando el espectro de AC con HPBCD se aprecian tres cambios
espectrales importantes; primero se evidencia un desplazamiento
batocromico en el méximo de absorcion y el hombro que presenta el
espectro de AC libre, adicionalmente se observa una disminucion en la
intensidad de la sefial a 237,0 nm, por otro lado, la sefial a 280,0 nm
presenta un leve aumento de la absorcion. Estos cambios en el espectro
de absorbancia de AC a causa de la adicibn de HPBCD confirman la
interaccion de ambas especies, y permite plantear la existencia de un
complejo supramolecular entre AC y HPBCD. La ecuaciéon 11.24 es una
buena representacion de los datos experimentales con la cual puede

obtenerse el valor de Ka.

0,020 "
—
u [ |
0,015 -
(m]
9 |
3
¢ 0,010 -
<
< ]
0,005 -
0,000 -/

0 2 4 6 8 10 12 14 16
[HPCD] mM

Figura 11.14. Absorbancia a A= 231,0 nm de AC [23,19] pM en funcién de la
concentracion de HPACD. Buffer fosfato pH = 6,994 y 25,0 °C, paso 6ptico 1 cm.
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2.4.1.2. Influencia de la hidroxipropil-p—ciclodextrina
en los espectros de absorcion de aminocarb en

medio acido

La figura 11.15 muestra los espectros de absorbancia de AC* a pH =
1,520, en estas condiciones la Unica especie existente en el estado basal
es la especie acida, y como se indic6 en la seccion 2.1.1 su perfil absorcion

difiere notablemente del espectro de la especie neutra.

Los espectros que se muestran en la figura 11.15 corresponde a
soluciones 15,0 mM de HPBCD; 30,7 uM de AC* y de la mezcla de ambos
compuestos a esas concentraciones, por ultimo, se muestra el perfil
espectral de la suma algebraica de los espectros obtenidos para las

soluciones puras.

Al comparar los espectros de la solucion de AC* con el espectro de la
mezcla del analito con la HPBCD se observa inicialmente un aumento
considerable de la absorbancia en la solucibn mezcla, no obstante, al
realizar la suma algebraica de los espectros de ambas especies por
separado, podemos afirmar que, este aumento de absorbancia esta dado
por la suma de absorbancias de ambas especies. Al no obtener una
alteracioén de la sefial espectral de AC* por parte de la HPBCD no se puede
determinar al menos por esta técnica la Ka entre la especie acida AC* y el

receptor.

Es importante aclarar que, a pesar de no existir un cambio en la sefal
de absorbancia del analito, esto no significa que no exista una interaccion

supramolecular entre las especies.
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Figura 11.15. Espectros de absorcion a pH = 1,520 y T = 25,0 °C. HPACD [15,0] mM
(—); AC* [30,7] uM (—); AC*:HPSCD ( ); AC*+ HPSCD (— ).

2.4.2. Determinacién de la constante de asociacion a partir

de medidas de fluorescencia

En base a las mismas consideraciones de la formacion del sistema
huésped-receptor planteadas para la seccion 2.4.1, y teniendo en cuenta
gue, a concentraciones bajas, la intensidad de fluorescencia es
directamente proporcional a la concentracion del fluoréforo, tal como se
plantea en la ecuacion 11.24, donde lo es la intensidad de la fuente de
excitacion; € corresponde al coeficiente de absortividad molar ala A; c es la
concentracion molar del fluoréforo y @ es el rendimiento cuantico de
fluorescencia. Esta proporcionalidad lleva a que el tratamiento cuantitativo
del equilibrio presentado en la figura 1.9 sea similar al planteado en la

seccion 2.4.1.

Fo = 2,31,0EDb[AC], ec 11.24
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Si agrupamos las constantes de proporcionalidad en &; la ecuacion 11.24

puede reescribirse como se muestra en la ecuacion 11.25.
Fo = &4c[AC]o ec.ll.25

La fluorescencia general de una solucion que contiene el sustrato y el
receptor macrociclo estd dada por la suma de las fluorescencias
individuales de las especies que la conforman como se muestra en la
ecuacion 11.26. En este caso puntual se considera que la HPBCD libre no

fluoresce.
F = EAC[AC] + fAC:HPCD[AC: HPﬁCD] ecll.26

Si se considera la ecuacion de la constante de asociacion Ec 11.16, y se
remplaza [AC:HPBCD] en la ecuacion 11.26, y se saca factor comun se

obtiene la ecuacion 11.27.

F = [ACI(§ac + §ac:uppcp[HPBCDIK y) ec 11.27

Si tenemos en cuenta el balance de masa en el equilibrio de la mezcla
entre el sustrato y el receptor, y la expresion de constante de asociacion se
puede definir una relacién entre la fluorescencia del sustrato complejado
con la fluorescencia del sustrato libre como se muestra en la ecuacion
11.28.

P 1+($HPBCD/EAC)KA[HPBCD]

F_o = L+ K,[HPFCD] ec 11.28

A partir de la ecuacion 11.28 donde se relaciona el cambio de la
intensidad de fluorescencia del fluor6foro con la variacion de la

concentracion de la HPBCD, se puede determinar la Ka del complejo y el
73



valor de ("IHPBCD/f ) esta Ultima expresion representa la relacién de
AC

rendimiento cuantico entre AC y AC:HPBCD siempre y cuando €ac =

Eac:Hrpep a la hexc.

2.4.2.1. Influencia de la hidroxipropil-p—ciclodextrina

en los espectros de fluorescencia de aminocarb

en medio neutro

La figura 11.16 muestra los espectros de fluorescencia de AC, HPBCD y
de la mezcla de AC e HPBCD. Los espectros fueron tomados a una Aexc =

280,0 nm, esta longitud de onda fue selecciona del espectro de absorcion

de AC presentado en la figura I1.6.

500

£
%o 280,0nM S —AC

400 - = —— HPBCD

300 -
N J

200 H

100

0+ T T T T T T T T
300 350 400 450 500

A (nm)

Figura 11.16. Espectros de fluorescencia a Aexc = 280,0 nm. HPACD [15,0] mM (—);
AC [23,19]uM (——); AC:HPACD (—). 2 % v/v metanol-agua. T. 25,0 °C.

La interaccion de AC y la HPBCD generd un corrimiento hipsocromico

de la Aem méxima de 10,0 nm, pasando de 391,0 nm a 381,0 nm como se
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obseva en la figura 11.18. Adicionalmente la fluorescencia de AC al
interaccionar con la HPBCD presenta una exaltacion de su fluorescencia
(F/Fo), siendo F y Fo las fluorescencias totales expresadas en éarea de
AC:HPBCD y AC respectivamente. Dado que el aumento de F/Fo es
relativamente pequefio, se determind la A donde se presentaba el mayor
cambio de fluorescencia F*/F}, esto con el objetivo de obtener un mejor

ajuste al determinar el valor de Ka del sistema.

En trabajos anteriores donde se ha estudiado la interaccion entre
pesticidas N—metilcarbamato con HPBCD se plantea que la exaltacion de la
intensidad de la sefial fluorescente del fluoro6foro es debida a la formacion
de un complejo supramolecular entre ambas especies.?>!® En base a los
cambios observados y las ecuaciones correspondientes se determinaron la
Ka y rendimiento cuéntico utilizando el area total de fluorescencia.
Adicionalmente se determiné la Ka y la fraccion de rendimiento cuéntico
tomando las intensidades de fluorescencia a una Aem = 361,0 nm, este valor
fue seleccionado producto del analisis de la figura 11.15 ya que es donde se

presentaba mayor cambio FA=3610/F}=361.0,

En las figuras Il.17.a y 11.17.b se observa la variacién de la sefial de
fluorescencia F/Fo y FA=3610/F3=3L0 de AC en funcién de la concentracién
de HPBCD. Las curvas descritas por los datos experimentales permitieron

calcular por dos vias diferentes la Ka entre AC e HPBCD por medio de

medidas de fluorescencia.
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Figura 11.17. a) Variacion del area F/Fo en funcion de la concentracion de HPACD. b)
Variacion de la intensidad de F/F¢* a em = 361,0 nm en funcién de la concentracion de
HPACD.

2.4.2.2. Influencia de la hidroxipropil-p—ciclodextrina
en los espectros de fluorescencia de aminocarb

en medio acido

La figura 11.18 muestra los espectros de fluorescencia de AC* a pH =
1,520. En estas condiciones la Unica especie existente en el estado basal
es la especie acida, no obstante, la sefial con Aem maxima a 391,0 nm se
atribuye a la especie neutra AC producto del cambio de pKa* en el estado

excitado, este estudio se abordd en la seccion 2.3 del presente capitulo.

En general, los cambios espectroscopicos del huésped o del receptor al
encontrarse  formando complejos supramoleculares producto del
reconocimiento molecular, complementariedad u otras caracteristicas ya
mencionadas en el Capitulo |, se manifiestan en un aumento de la
intensidad de fluorescencia con relacion a la especie libre. Este es el
comportamiento que se observo con la especie neutra o deprotonada de
AC en presencia de HPBCD.
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Figura 11.18. Espectros de fluorescencia a Aexc= 261,0 nm pH = 1,520. AC* [30,7]uM

(—); AC*:HPSCD ( ). 2% v/v metanol-agua. T. 25,0 °C.

En otros casos, como es el concerniente a la interaccion de la especie
acida con la HPBCD se observa como la sefnal fluorescente de AC*
presenta una disminucion en la intensidad de fluorescencia, este proceso
se denomina desactivacion (quenching) de fluorescencia. En este proceso
se involucra una nueva especie denominada quencher (Q), este es el
causante de atenuar la fluorescencia del fluor6foro (FI) en el estado
excitado mediante procesos competitivos con aquellos procesos naturales

de desactivacion radiativos y no radiativos.3

El proceso de quenching donde se ve involucrado Q, puede clasificarse
en estatico o dinamico segun el mecanismo de accion de Q, aunque
existen sistemas complejos donde se presentan los dos procesos
simultineamente. En el primer caso, la pre-formacién de un complejo no
fluorescente FIl:Q en el estado basal gobernado por Ka genera a una
disminucién de la fraccion libre de Fl. En el segundo caso, FI* es

desactivado por la colisién bimolecular con Q.3
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2.4.2.2.1. Determinacion de la constante de asociacion
mediante curva de Stern—\Volmer

La dependencia del quenching con el aumento de la concentracion de Q
producto de la asociacion de las especies, se representa y deriva de la
constante termodindmica Ka que se muestra en la ecuacion 11.15 y se

convierte en Ksy en la ecuacion 11.29.

_ [AC:HPBCD] 129
SV ™ [AC|[HPBCD] ec il

En la ecuacion 11.30 se muestra el balance de masa para el pesticida

libre, que combinada con la ecuacion 11.29 derivan en la ecuacion 11.31.

[ACT]o = [AC*]; + [AC: HPBCD] ec 11.30

[AC*], = [AC*](1 + K,[HPBCD] ec 11.31

Si consideramos que [AC*]oa Foy [AC*] a F tenemos la ecuacion 11.32.
Fo
- = 1+ K,[HPBCD] ec 11.32

En condiciones de pseudo—primer orden donde [HPBCD]o >> [AC*]o, S€
cumple que [HPBCD]i = [HPBCD]o.
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Figura 11.19. Grafico de Stern Volmer para AC* a A,,,,; = 288,0 nm en presencia de

HPACD. Solucién a pH=1,520; [AC*]o = 30,7 uM; [HPACD] = 0,0 mM-15,0 mM; 2%
viv MeOH/H0; T. 25 °C.

En la tabla 11.7 se recopilan los valores de Ka para la especie neutra y
acida de AC, estas constantes fueron determinadas por medio de medidas
de absorbancia y fluorescencia para el caso de AC y solo por fluorescencia

para el caso de AC*.

Tabla 11.7. Constantes de asociacion Ka de las especies &cida y neutra de AC con
HPACD

Ka (M)
Absorbancia Fluorescencia
Especie
/1231,0 F F/1361’0 F/1288'0
AC (39 £4)x 10 (36+8)x10  (32+1)x10 /
AC* / / / (19 £ 1) x 103

Como se ha detallado a lo largo de esta seccion se determinaron las Ka

para la especie neutra AC y especie acida AC* con la HPBCD. Los valores
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de Ka determinados para AC por medio de las medidas de absorbancia y
fluorescencia no presentan diferencias significativas basados en un analisis
de intervalo de confianza con un nivel de significancia del 95 %. Los
valores de Ka para el complejo AC:HPBCD son del orden de los reportados
para BC, CFy CY con HPBCD.?:

Con respecto a AC*, no fue posible determinar el valor de Ka con la
HPBCD mediante las medidas de absorbancia; con respecto a las medidas
de fluorescencia la Ka se determind mediante quenching de fluorescencia,
el valor determinado es dos o6rdenes de magnitud mayor a las
determinadas para AC, y se encuentra en el orden para la Ka reportada en
literatura para la interaccién entre AC* y el C-butilresorcin[4]areno.¢

Las grandes diferencias en los valores de Ka de ambas especies con la
HPBCD pueden deberse a la forma en la cual interacciona el pesticida con
la estructura del receptor. Si bien no se obtuvieron evidencias
computacionales y/o experimentales para la estructura del complejo, se
plantea la posible interaccion entre las especies como se muestra en la
figura 11.20, esto en base a que es bien conocido que la cavidad de este
macrociclo posee un caracter hidrofébico que se repele con especies

polares.

)
I
Q
\
ZT
O:<
o]

N
H3C/ \CH3

AC:HPBCD AC":HPBCD

Figura 11.20. Representacion posible de la interaccion de AC y AC* con la HPSCD.
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La especie neutra AC interacciona con el borde externo de la HPRCD
formando un complejo parcialmente incluido, donde el huésped no ingresa
a la cavidad del receptor; por otro lado, la especie acida AC* presenta el
grupo amino protonado que se aleja de la cavidad, permitiéndole incluirse
parcialmente en la cavidad de la HPBCD lo que genera que la interaccion
entre ambas especies que forman el complejo sea mas fuerte, generando
gue el valor de Ka sea del orden de los complejos con restos alquilicos, el
cual es mayor a la de los restos aromaticos, como se ha reportado para
complejos de B—CD con para y orto hidroxifenil-alquil cetonas, donde se
muestra que las Ka aumenta a medida que la cadena alquilica en la

estructura es mas larga.®’

2.4.2.3. Relacion estequiométrica de los complejos

Teniendo en cuenta que todas las estimaciones realizadas para el
complejo AC:HPBCD fueron con base a una estequiometria de reaccion
1:1, se hace necesario corroborar este supuesto, y la mejor manera de
hacerlo es mediante un grafico de doble reciproca derivado del método de
Benesi—Hildebrand, donde el reordenamiento de la ecuacion 11.28 da como
resultado la ecuacion 11.31, si se grafican los términos ([HPBCD]/(F/Fo) — 1)
en funcion de [HPBCD] si se obtiene una linea recta se confirma que la

estequiometria del complejo es 1:1.38

[HPBCD] _ 1 [HPBCD] Ec I1.31
(F/Fo)_l KA(gAC:QZ};BCD_l) (QAC;;;I;ﬂCD>

Para el sistema AC e HPBCD tanto si se emplea el area relativa del
espectro o la intensidad relativa a 2Aemi = 361,0 nm se obtuvieron
comportamientos lineales con correlaciones > 0,998 como se muestra en
las figuras 11.21.a y 11.21.b, confirmando que la estequiometria del complejo

es 1:1, avalando asi el planteo desarrollado anteriormente.
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Figura 11.21. Grafico de doble reciproca. a) Por area total de fluorescencia. b)
Intensidad de fluorescencia a Aem= 361,0 nm.

Este andlisis se realizdé de igual forma con los valores obtenidos de
absorbancia. El gréfico de la doble reciproca de la ecuacién que representa
la A del sistema representd una linea recta, confirmando una
estequiometria 1:1 para el complejo de AC:HPBCD.

82



3. Conclusiones

El estudio realizado con AC mediante UV-visible permiti6 determinar
como el espectro de absorcion del analito es altamente dependiente del pH
del medio en el cual se encuentra debido al grupo amino protonable en su

estructura.

Los espectros de fluorescencia a pH neutro y acido permitieron concluir
gue la disociacion acida de este pesticida difiere entre el estado basal y el
estado excitado, lo que genera que el valor de pKa#pKa*. En el estado
basal el valor de pKa = 5,69, en tanto que para el estado excitado se
determin6 mediante tres métodos diferentes con un valor promedio de pKa*
=2,81.

El valor de pKa*@bs) obtenido mediante el método de FC, no concuerda
con los valores de pKa*iu) Y pKa*@v) obtenido por el mismo método, esto es
debido a que el método de FC se aplica estrictamente so6lo cuando la
relajacion del disolvente es la misma tanto en el estado basico como en el

excitado de las especies que participan en el equilibrio.?®

El estudio espectroscopico del efecto de la HPBCD sobre las especies
acida y basica del pesticida evidencié la interaccion supramolecular de las
especies en estudio formando complejos huésped—receptor. La especie AC
presentd cambios en su espectro de absorbancia y en el de fluorescencia.
La absortividad del analito disminuyd en presencia de la HPRCD, en tanto
gue la fluorescencia del analito se vio exaltada por la presencia de HPBCD.
Estos cambios permitieron determinar desde varios enfoques diferentes

valores de Ka que no presentaron diferencias significativas entre si.
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La especie AC* por el contrario no presento cambios apreciables en sus
espectros de absorbancia, y a diferencia de AC su seiial fluorescente
presentd quenching en presencia de la HPBCD. El valor de Ka para este
complejo es (19 + 1)x10% MY, lo que corresponde a dos o6rdenes de
magnitud mayor al determinado para AC:HPBCD, esto se ha interpretado
debido a una interaccion espacial diferente entre la cavidad de la HPBCD y
AC* con respecto a la cavidad de la HPBCD y AC.
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4. Parte experimental

En esta seccidon se detalla toda la instrumentacién y procedimientos
experimentales utilizados en el desarrollo y obtencion de los resultados que

se presentaron en este capl’tulo.
4.1. Instrumentacion

Las soluciones de trabajo utilizadas fueron solubilizadas con ayuda de
un sonicador Arcano modelo PS—10A a excepcion de la HPBCD.

El control del pH de las soluciones se realizé con un pH—metro Thermo
Orion modelo 520A equipado con un electrodo Orion con sistema Ross a
25,0 °C. Previo a la primera medida del dia el equipo era calibrado y
verificado usando soluciones estandar de pH = 4,008 y 6,994, las cuales se

prepararon segun lo reportado en la literatura.3®

Los espectros de absorcion UV-visible se obtuvieron mediante el uso
de un espectrofotometro Shimadzu 1800 de doble haz, equipado con un
bafio termostatico con circulacion Haake a 25,0 °C, en todos los

experimentos se utilizaron celdas de cuarzo con paso 6ptico de 1 cm.

Los espectros de emision de fluorescencia se recolectaron en un
espectrofluorimetro CARY Eclipse, con anchos de rendija de emision y de
excitacion de 10,0 nm, una velocidad de barrido de 500 nm/min y una
potencia de 500 v. El control de temperatura se realiz6 mediante el Single
Peltier CARY conectado a la porta celda a 25,0 °C; las celdas usadas para

todas las medidas fueron de cuarzo y paso Optico de 1 cm.

Los datos adquiridos tanto para los espectros de absorbancia como los

de fluorescencia se procesaron mediante OriginPro 9.0.0 (64 bit) SR2 b87.
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4.2. Reactivos y Procedimientos

El aminocarb fue un reactivo grado analitico marca PESTANAL (99,9 %

de pureza), que fue utilizado sin purificacion previa.

Los solventes empleados fueron: agua deionizada calidad milli-Q
purificada mediante sistema millipore con una resistividad ~18 QM cm a
25,0 °C y metanol Sintorgan grado HPLC. El pH de las soluciones fue
regulado con HCI acuoso para el caso de las soluciones acidas, y buffer

fosfato para las soluciones de pH = 6,994.

4.2.1. Efecto de la acidez sobre los espectros de absorbancia

y fluorescencia

Teniendo como referencia el pKa de AC en el estado basal, se tomaron
los espectros de absorbancia y fluorescencia de AC* a pH = 1,720y pH =
6,994. Se prepard una solucion madre de AC en metanol de concentracion
aproximada de 2,35 mM, de esta solucion de tomaron alicuotas para
preparar 10 mL de la soluciébn &cida y neutra a las concentraciones

indicadas en sus respectivas figuras.

4.2.2. Determinacioén de la constante de acidez de aminocarb

en el estado excitado

La determinacion de pKa* se realizo por tres diferentes métodos. Para
el valor de pKa* determinado por ciclo de Forster se utilizaron los espectros
tomados con las soluciones donde se evaluaba el efecto del pH sobre los
espectros de absorcion y fluorescencia de AC, estas estan detalladas en la

seccion 4.2.1.

Para el caso donde se utilizé la curva de calibrado en solucién acuosa
con un 2 % de metanol y buffer fosfato de pH = 6,994, se prepararon cinco

niveles de concentraciéon por triplicado a partir de una solucion madre de
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4,80 mM de AC, las soluciones diluidas se prepararon tomando alicuotas
de 0,5 mL; 1 mL; 1,5 mL; 2,0 mL; en un volumen final de 3,0 mL. Las
condiciones de analisis fueron detalladas anteriormente. Posteriormente se
midieron soluciones de 41,45 yM de AC a pH = 1,540, pH = 1,680 y pH =

1,890, asi se determiné la cantidad de AC presente en el estado excitado.

Para el método de titulaciéon las muestras medidas fueron preparadas a
partir de dos soluciones madres, una a pH = 1,72 ajustada con HCI (S1) y
la otra a pH=6,40 propia del H20 milliQ (S2), ambas soluciones contenian
una concentracion de pesticida equivalente a 20,12 uM. Las muestras se
prepararon tomando una alicuota determinada de S1 y se aforaron a 2 mL
con S2, de esta forma se varié el pH en el intervalo de 2,53 a 3,96.

4.2.3. Determinacion de las constantes de asociacion entre

aminocarb e hidroxipropil-p—ciclodextrina

La constante de asociacion se determindé manteniendo la concentracion
de AC constante y variando la concentracion de la HPBCD. Para esto se
prepararon dos soluciones a pH = 6,994, la primera (S1) contenia la
cantidad necesaria para tener una concentraciéon de 15,00 mM de HPBCD;
la segunda (S2) no contenia HPBCD y ambas tenian una concentracion de
23,19 uM de AC. Cada solucion medida se preparé tomando alicuotas de
S1 y aforando hasta 2 mL con S2, variando la concentracién de HPRCD
entre 0,00 mM y 15,00 mM. Cada una de estas soluciones fue medida por
UV-visible y fluorescencia con lexc = 280 nm. Este procedimiento minimiza

los errores en concentracion del analito.

4.2.4. Determinacion de las constantes de asociacion entre

aminocarb protonado e hidroxipropil-p—ciclodextrina

Para el estudio de la constante de asociacién de AC* con HPBCD se
siguidé el mismo procedimiento que para las soluciones del inciso 4.2.4. En
este caso ambas soluciones tenian un pH = 1,520, S1 contenia 15,00 mM
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de HPBCD y 30,7 uM de AC*, en cuanto a S2 solo contenia 30,7 uM de
AC*. Se tomaron alicuotas de S1 y se aforaba con S2 hasta 2 mL para
variar la concentracion de HPBCD. Cada una de estas soluciones fue

medida por UV-visible y fluorescencia con Aexc = 261,0 nm.
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CAPITULO III

Efecto de la adicion poscolumna de
hidroxipropil-p—ciclodextrina en los
cromatogramas de N-metilcarbamatos.
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1. Introduccion

En este trabajo, la técnica principal de andlisis para los pesticidas AC,
CF, BC y CY es la cromatografia liqguida de alto rendimiento con

derivatizacion poscolumna.

La cromatografia es un método instrumental empleado principalmente
para la separacion de compuestos en una muestra problema, el fundamento
basico de la técnica es la distribucién o reparticién de los analitos en dos
fases, una de las cuales es estacionaria y la otra movil. Una de las principales
caracteristicas de esta técnica analitica es su alta especificidad, dado que la

etapa de separacion se desarrolla en funcion de la molécula de interés.t,?

1.1. Lacromatografia liquida de alto rendimiento en quimica

analitica

La identificacion de compuestos es la parte mas importante de muchos
trabajos en HPLC. En este proceso se debe seleccionar un sistema de
deteccion que mida una o varias propiedades fisico—quimicas de la
molécula, se pueden usar detectores de absorbancia, conductividad,

fluorescencia, relacion masa/carga, etc.?

A lo largo de los afios se han desarrollado gran nimero de metodologias
analiticas a partir de la HPLC, las cuales han permitido separar, identificar y
cuantificar diferentes analitos de interés en diferentes matrices reales como
artificiales. Como ejemplos encontramos disefios analiticos para la
cuantificacion de carbazoles en agua,? hidrocarburos aromaticos policiclicos

como naftaleno, acenaftileno, fluoran Teno, etc.*
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Se han publicado estudios para la cuantificacién de diferentes derivados
indélicos en muestras de alimentos.>® La técnica HPLC ha generado
grandes aportes si de andlisis clinicos se trata, puesto que se han
desarrollado metodologias analiticas para identificarlos y cuantificarlos en

muestras biol6gicas como plasma y orina humana.”8?

La HPLC es una técnica analitica muy versatil y noble, o que permite el
desarrollo de metodologias en asociacion con otras areas de la quimica, una
de estas es la quimica supramolecular, de gran interés en nuestro estudio.
Se conocen trabajos donde se evalla el efecto de la adicion de un
macrociclo en la fase movil del sistema sobre la separacion de los

analitos.10.11

En HPLC el uso de médulos de derivatizacion poscolumna no es una
practica muy comun, pero si es una herramienta muy versatil y de gran valor
en el desarrollo de métodos analiticos que lo requieran. El sistema de
derivatizacién poscolumna consiste en un segundo flujo de un solvente X
gue se mezcla en un reactor con el flujo que sale de la columna, esta mezcla
ahora pasa por el detector, en la figura lll.1 se muestra una representacion
del sistema poscolumna. El tiempo que las soluciones residen en el médulo

de derivatizacion es generalmente de 1 minuto.!?

_ Bobina de

Terminal de  mezcla . e
reaccion

primera derivatizacion

Terminal de entrada .
solucion derivatizante 2. Terminal de mezcla

segunda derivatizacion

Enmtrada Salida  Entrada Terminal de entrada solucién

Terminal de entrada — )
proveniente de la columna

solucién derivatizante.
/a desde
desde la bomba columna

Terminal de salida
al detector

Figura I11.1. Representacion de un médulo de derivatizacion poscolumna
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Algunos métodos analiticos desarrollados con médulos de derivatizacion
poscolumna tenian como objetivo la determinacion de aminas en muestras
de vinos,’? se han realizado determinaciones de residuos de bromo en
alimentos mediante un proceso de derivatizaciéon con tetrametilbencidina.®
Muchos otros desarrollos analiticos con derivatizacién poscolumna se han

publicado a lo largo de los ultimos afios.41516.17

En base a estos estudios y el principio de derivatizacion poscolumna se
ha planteado en esta tesis la formacion de complejos supramoleculares entre
la HPBCD vy los pesticidas N—metilcarbamatos objeto de este estudio. Los
resultados del efecto de la adicion poscolumna del macrociclo sobre los
cromatogramas obtenidos mediante un detector de fluorescencia se

muestran a lo largo de este capitulo.

1.2. Instrumentaciéon “Cromatografia liquida de alto

rendimiento”

En lo que concierne a la instrumentacion en HPLC se ha desarrollado
importantes avances durante los Ultimos afios, especialmente en el
desarrollo de nuevas fases estacionarias para construir columnas cada vez
mas precisa y selectiva, siendo estos los pilares fundamentales en el hecho
de llamarla de “alto rendimiento”. El desarrollo de bombas que permiten
general caudales muy estables, detectores con celdas intercambiables que
permiten elegir el volumen, generalmente entre 1 puL y 12 pL, valvulas
independientes y programables que permiten automatizar procesos, y todo
esto conectado a sistemas de control global que permite la libre
manipulacion y procesamiento de datos, generacion de reportes al instante

e incluso el desarrollo de métodos totalmente automatizados, etc.!

Los equipos de HPLC estan compuestos al menos por cinco modulos,
estos se conectan entre si por tuberias cuyo diametro externo es usualmente
de 1/16”, 1/32” en sistemas de alta resolucién, o 1/8” en sistemas

preparativos. Los cinco modulos esenciales son:
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+ El sistema de bombeo, que se compone de una o mas bombas, con

o0 sin sistemas de formacion de gradiente.

+ Elinyector de la muestra, que puede ser manual o automatico. El loop
de muestra en el inyector puede ser intercambiado por uno de

diferente volumen.
+ La columna, la cual puede o no tener una precolumna.

+ El detector, los mas comunes son los de UV-visible y fluorescencia,

no obstante, se pueden acoplar detectores de masa.

+ El procesador de datos, en el cual se pueden visualizar los
cromatogramas y realizar calculos y reportes en tiempo real.

Igualmente se pueden controlar cada uno de los mddulos instalados.

La modularidad de los equipos de cromatografia es la que ha permitido
en gran medida el desarrollo de gran variedad de aplicaciones en HPLC, la
facilidad de intercambiar y adicionar médulos, como inyectores automaticos,

hornos de columna, un segundo detector, etc.

Adicionalmente se pueden adicionar médulos no tan comunes pero que
son indispensables para algunas aplicaciones, uno de estos son los médulos
de derivatizacion, los mas comunes instalados poscolumna; esta fue una
herramienta indispensable en el desarrollo del presente trabajo. En la figura
lll. 2a 'y 2b se muestra una representacion de un cromatégrafo modular con
los cinco mdédulos basicos y un cromatografo modular con un moédulo de

derivatizacién y su respectivo sistema de bombeo.

El manejo de un cromatografo de HPLC es relativamente sencillo, no
obstante se requiere de conocer muy bien los sistemas a estudiar con el fin
de elegir los modulos adecuados para el desarrollo del método analitico, y
las caracteristicas de los mismos, puesto que como se ya se menciono
existen bombas de numero de lineas variable lo que permite usar mas
reservorios de solvente, pueden o no tener flujos en gradiente; en cuanto a
las columnas existen gran cantidad de fases estacionarias dependiendo del
interés del analista; se debe conocer si es necesario o no un control de
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temperatura en la columna y para esto hacer uso del respectivo modulo del
horno; conocer las caracteristicas espectroscopicas de los analitos para

poder elegir el detector correcto, etc.

Méddulo de inyeccién a
I

1
@ Médulo de columna D

= Médulo de bombeo Médulo de deteccién Médulo de
Fase mévil procesado de datos

Médulo de inyeccién

—
@ Médulo de column: D
== Médulo de bombeo D

Fase movil
Médulo de deteccion Mddulo de

Bomba del procesado de datos

derivatizador Médulo de derivatizacion

Figura I11. 2. a) Cromatégrafo modular con sus cinco modulos basicos b) Cromatédgrafo
modular con un médulo de derivatizacién adicional y su sistema de bombeo.

1.3. Pesticidas y sus efectos nocivos para la salud humana

Los pesticidas carbamatos utilizados como insecticidas son hidrolizados
en el suelo durante su primera etapa de degradacion metabdlica.*® Estos
pesticidas persisten durante cierto tiempo en los cultivos después de su
aplicacion, pueden penetrar los tejidos de las plantas, filtrarse de manera
equitativa en el suelo, contaminando frutas, verduras, aguas subterraneas y

aguas superficiales.1920.21

1.3.1. Mecanismo de toxicidad

Se ha debatido que los pesticidas carbamatos poseen un mecanismo de

accion parecido a los organofosforados, ya que ambos tienen la capacidad
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de inhibir la accién de la enzima acetilcolinesterasa. No obstante, se pueden

numerar dos peculiaridades farmacocinéticas que los distinguen:

+ La primera es que la unién pesticida carbamato—enzima es reversible,
esto debido a que el pesticida no genera procesos de fosforilacion
enzimatica, lo que facilita la reactivacién espontanea de la enzima una

vez que ha transcurrido cierto tiempo.

+ La segunda es que sus efectos a nivel del sistema nervioso central
son limitados, debido a que los carbamatos no pueden atravesar

facilmente la barrera hematoencefalica.

1.3.2. Exposicion a pesticidas inhibidores de la

acetilcolinesterasa

La exposicion a pesticidas carbamatos puede darse durante el
almacenamiento, distribucion, fabricacion, mantenimiento del equipo de
fumigacion, aplicacion, mezclado, y durante la eliminacion de los envases o
al ingresar a areas fumigadas. Pero sin lugar a duda, el manejo inadecuado
de productos que contengan estos compuestos es una de las principales
razones por las que ocurren las intoxicaciones en los trabajadores agricolas.
Y como se menciond anteriormente las personas ajenas a la actividad
agricola suelen exponerse a estos compuestos a través de alimentos o

aguas contaminadas.?>?3

Existen condiciones que aumentan la probabilidad de una intoxicacion
con este tipo de pesticidas, algunas de ellas son fumigar en espacios
cerrados, en contra del viento, aplicar el plaguicida en horas con mas calor
o en climas calidos ya que se incrementa la absorcién dérmica.?® Las
exposiciones elevadas a pesticidas inhibidores de la acetilcolinesterasa, por
ejemplo en derrames, desencadenan sintomas inmediatos, en tanto que las

menores provocan sintomas que se hacen evidentes con el tiempo y la
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repeticion a las exposiciones de la misma magnitud. Finalmente, las

exposiciones externas ocasionales no son consideradas de riesgo.?3

En la tabla 1ll.1 se reportan los sintomas mas comunes asociados con el

envenenamiento por pesticidas carbamatos y organofosforados.

Tabla. 111.1. Sintomas asociados al envenenamiento con pesticidas
organofosforados y carbamatos
Grado de Sintomas

envenenamiento

Diarrea, dolor de estbmago o cabeza, mareo,
Leve nausea/vomito, sudor y salivacion excesiva, vision borrosa
y fatiga.

Sumado al aumento en la intensidad de los sintomas para el

Medio grado leve, se suman la constriccion de las pupilas,
malestar en el pecho, debilidad y/o incapacidad para
caminar.

Problemas respiratorios, salivacion, secrecion nasal,
Alto calambres musculares, constriccion severa de pupilas,
perdida de la consciencia, coma, y muerte.

Es importante recordar que la presencia de cualquiera de estos sintomas
va a depender de la toxicidad, tiempo de exposicion y via de ingreso del

pesticida al organismo.

1.3.3. Manifestaciones clinicas

A las intoxicaciones causadas por pesticidas inhibidores de Ila
acetilcolinesterasa se las puede agrupar en tres cuadros clinicos: la

intoxicacion aguda, el sindrome intermedio y la neurotoxicidad tardia.

1.3.3.1. Intoxicacion aguda

Como se ha mencionado anteriormente la exposicion a pesticidas

inhibidores de la enzima acetilcolinesterasa, pueden generar en las
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personas distintos efectos segun la dosis y la via a la cual sucedid la
exposicion, al mismo tiempo, la gravedad de la intoxicacion esta definida por

la magnitud y duracion del contacto.

Es necesario mencionar que la manifestacion de los sintomas
consecuentes con un cuadro de intoxicacion aguda va desde los pocos
minutos hasta doce horas subsecuentes al contacto con el pesticida. En la
tabla 111.2 se reportan en forma de sintesis los signos y sintomas asociados

a una intoxicacion aguda.

Tabla. 111.2. Signos y sintomas de intoxicacién aguda

Efectos muscarinicos Efectos nicotinicos Efectos en el SNC

Bradicardia,
incontinencia de
esfinteres, colico
abdominal, diarrea,
vOmito, nauseas,
diaforesis, cianosis,

Cefalea, convulsiones,
depresion respiratoria,
ataxia, alteracion del

Hiperglicemia, paralisis
flacida, debilidad,
fasciculaciones,

broncoespasmo, o estado de conciencia,

. mialgias, calambres. S -
sialorrea. irritabilidad, confusion,
. Vasoconstriccion ansiedad.

Broncorrea, rinorrea, e
periférica.

hiperemia conjuntival, Dolor de cabeza
miosis, vision borrosa,
incremento de la

salivacion.

1.3.3.1.1. Sindrome intermedio

Estos casos suelen presentarse entre las 24 y 48 horas posteriores a la
exposicién al pesticida, muchas veces los sintomas aparecen luego de
recuperarse de los sintomas propios de una intoxicacidon aguda, pero

siempre se presentan antes de la aparicion de la neuropatia retardada.

Este cuadro se caracteriza por el compromiso de pares craneales,
disminucidén o ausencia de los reflejos miotendinosos, compromiso de la

funcion respiratoria, debilidad en los musculos flexores del cuello, musculos
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proximales de las extremidades, asi como también se ven comprometidas la

faringe y la lengua.

El proceso de intoxicacion inicia con el depdsito de acetilcolina en los
receptores nicotinicos, este proceso genera un compromiso progresivo de
los musculos proximales de las extremidades que inicia con los musculos
flexores del cuello y culmina con los musculos encargados de la respiracion
como los intercostales y el diafragma, lo que puede causar una falla
respiratoria si no es tratada de manera oportuna. También puede existir dafio
de los pares craneales en especial del sexto, cabe indicar que estos signos
se manifiestan en intoxicaciones que ya no poseen manifestaciones

colinérgicas.?324

1.3.3.1.2. Neuropatia retardada

La neuropatia retardada aparece a la segunda o tercera semana de la
exposicién a algun pesticida, pero en casos de exposicion crénica, su inicio
es desconocido ya que pueden ser meses 0 afios. La tardanza dependera
de la naturaleza quimica y la dosis a la cual se fue expuesto. Los efectos
neurotdxicos no estan relacionados con la inhibicibn de la
acetilcolinesterasa, sino mas bien a la fosforilacion de la estearasa
neurotdxica (NTE), lo que produce su inhibicidon y alteracién de la enzima
calcio—calmodulinaquinasa Il, a su vez el calcio intracelular se incrementa

causando degeneracion axonal.?®

Todo este proceso perjudica a los musculos distales de las extremidades
manifestandose con hipoestesia, parestesia, calambres, hiporreflexia en
miembros inferiores, hipotrofia muscular y ataxia. Si bien la neuropatia
retardada no estad asociada directamente con los pesticidas carbamatos,
sino a los organofosforados, es importante mencionarlo puesto que en las
actividades agricolas el uso de pesticidas no esta sesgado a una sola clase,
y por esto es importante conocer toda la informacién de los productos con

los que se tiene contacto.?®
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Por todo lo anteriormente expuesto se hace necesario seguir
desarrollando metodologias analiticas rapidas y sencillas que permitan
detectar y cuantificar diferentes pesticidas en matrices que comprometen la
salud de los seres vivos. En este trabajo de tesis se trabajé puntualmente

con agua de red.
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2. Resultados y analisis

2.1. Eleccion de las condiciones cromatograficas para la

separacion e identificacion de los N-metilcarbamatos

El objetivo de este estudio es trasladar los sistemas supramoleculares
estudiados mediante técnicas espectroscopicas estaticas, en las cuales se
han desarrollado métodos analiticos para la cuantificacién individual de
pesticidas N-metilcarbamatos,?6?” a un sistema dinamico como la HPLC y
desarrollar un método analitico que permita separar, identificar y cuantificar
simultaneamente AC, CF, BCy CY.

El primer y mayor desafio para enfrentar en la separacion e identificacion
de los analitos mediante HPLC, es el porcentaje de solvente organico que
conforma la fase moévil del sistema cromatografico. Los antecedentes
demuestran que las Ka entre pesticidas carbamato y la HPBCD disminuyen

a medida que el porcentaje de solvente organico aumenta en el medio.?®

La tabla I111.3 muestra el comportamiento de la Ka entre CF y HPBCD con
la presencia de diferentes porcentajes de solventes organicos en el medio.
Como se observa las Ka disminuyen a medida que el porcentaje de solvente

organico aumenta. %8

Se plantea que esta disminucion en la Ka entre los pesticidas y la HPBCD
es generado por una competencia entre el pesticida y el solvente organico
por la cavidad del macrociclo desestabilizando la especie P:HPBCD
formando un posible complejo MeOH:HPBCD.?® El fenémeno planteado se

muestra en la figura Il1.3.

107



9‘3;

Complejo P:HPSCD Complejo MeOH:HPSCD - P:HPSCD

Figura 111.3. Coexistencia de los equilibrios del pesticida (P) y el metanol por la
cavidad de la hidroxipropil-f—ciclodextrina.

Tabla 111.3. Valores de Ka para el complejo CF:HPBCD en presencia de
porcentajes variables de solvente organico.?®

Solvente organico % viv HPBCD Kap, 102 M1
- 0 1,23+ 0,07
10 0,67 £ 0,05
Metanol

20 0,10 £ 0,04
3 0,46 £ 0,07

n-propanol
10 0,29 £ 0,05
1 0,85+ 0,07

Acetonitrilo
10 0,40 £ 0,03

En base a la informacién anterior, se llevé a cabo la optimizaciéon de
separacion de los analitos, teniendo en cuanta que para el sistema planteado
se requiere el uso de la menor cantidad de MeOH en la fase movil que
permitiera la mejor resolucion de los analitos en cuestion. Esto generé
tiempos de retencidn mas largos a cambio de un ambiente quimico que
perjudicara lo menos posible la formacion de los complejos

supramoleculares entre los N—metilcarbamatos y la HPRCD.
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En la tabla Ill.4 se muestran las condiciones cromatogréficas elegidas
para el desarrollo del método analitico, en esta eleccion es de gran
importancia que el flujo que arrastra la muestra a lo largo de la columna sea
mayor al flujo del derivatizador poscolumna. El flujo de la fase mavil fue
elegido de tal forma que al mezclar los flujos en el derivatizador el porcentaje
de MeOH en el medio al momento de formarse el complejo sea

aproximadamente del 19 %.

Tabla I11.4. Condiciones cromatogréaficas para el estudio de la mezcla de los N—
metilcarbamatos con adicion poscolumna de hidroxipropil-f—ciclodextrina.

' Temp. Flujo Temp.
9 9
(mIT_I/l#ﬁn) HA)O M e/(ODH Columna  Derivatizador Derivatizador
? °C (mL/min) °C
0,7 65 35 325 0,6 25,0

La figura Ill.4 muestra los cromatogramas para los analitos puros,
mediante los cuales se terminaron los tiempos de retencion para cada uno
de estos, como se observa en cada cromatograma AC, CF, BC y CY

eluyeron a 12,7 min, 14,0 min, 14,5 min y 18,6 min respectivamente.

Un aspecto importante que se puede observar en los cromatogramas es
el fuerte solapamiento de las sefales de CF y BC, adicionalmente se puede
concluir que el rendimiento cuantico de BC es considerablemente menor al
CF, ya que a pesar de tener una concentracion 27 veces mayor posee una

intensidad de fluorescencia 4,5 veces menor a la de CF.

En base a lo anterior el detector de fluorescencia fue configurado para
recolectar la mayor informacioén espectral de BC, los parametros de la
configuracion se muestran en la tabla 1ll.5. Los valores de ganancia
reportados fueron seleccionados mediante la funcidon ganancia automatica
(AUTO GAIN) del software del detector, de esta manera se obtuvieron los
mejores cromatogramas posible sin correr el riesgo de la saturacion de la

sefal.
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Figura [111.4. Cromatogramas individuales de aminocarb, carbofuran,
bendiocarb y carbaryl y sus tiempos de retencién bajo las condiciones de la tabla
2.

Tabla 111.5. Configuracion de parametros para el detector de fluorescencia.

Tiempo (min) Ganancia Aexc (M) Aemi (NM)
(mV)
0,0 100 276,0 352,0
11,0 60 276,0 352,0
14,5 10 260,0 330,0

Los parametros que cambian automaticamente durante la corrida se
configuran en el detector de fluorescencia, de esta forma se tiene que los

primeros 11,0 min de la corrida, el detector tendra una ganancia de 100 mV,
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una Aexc 276,0 nmy una Aem 352,0 nm, del minuto 11,0 al minuto 14,5 el equipo
automaticamente cambia la ganancia de 100 mV a 60 mV y se mantiene las
Jexc Y Zem, favoreciendo la emision de BC, esto con el fin de facilitar su
cuantificacion sobre CF. Luego del minuto 14,5 y hasta el final de la corrida
se modifican los tres parametros para obtener la mejor sefal de

fluorescencia de CY.

2.2. Efecto de la adicién poscolumna de hidroxipropil-—
ciclodextrina en la sefal fluorescente de los

cromatogramas de la mezcla de los pesticidas

Una vez determinadas las condiciones cromatograficas optimas para la
resolucién de AC, CF, BC y CY, asi como la configuracion del modulo de
deteccion fluorescente, se procedidé a evaluar cual era el efecto de la adicion
poscolumna de la HPBCD en las sefiales fluorescentes de los analitos en el

sistema cromatograéfico.

En la figura Ill.5 se muestran los cromatogramas de la mezcla de
pesticidas en ausencia de HPBCD y tras la adiciébn postcolumna de la
HPBCD, las concentraciones analiticas de AC, CF, BC y CY son [80,0] uM,
[8,0] uM, [200,0] uM, [2,5] UM respectivamente, la concentracion estimada
de la HPBCD en el derivatizador es de [8,0] mM.

La presencia de la HPBCD en el sistema generd alteraciones
significativas en las sefiales fluorescentes de los analitos. Como se observa
existe una exaltacion de la fluorescencia en todos los casos, lo que nos
permite concluir que en la bobina de reaccidn del derivatizador poscolumna
se estan formando los complejos huésped—receptor que se habian estudiado

individualmente por técnicas estaticas como UV-visible y fluorescencia.?%2”

Como se coment6 anteriormente los perfiles de CF y BC muestran un
fuerte solapamiento de las sefales, y es de recalcar que esta es la mejor
resolucién obtenida ajustandonos a los limitantes que presenta nuestro
sistema a la hora de elegir las condiciones cromatograficas 6ptimas del
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sistema, adicionalmente en literatura se reportan tiempos de retencion
idénticos para estos dos pesticidas,?33! y su resoluciéon completa es muy

compleja puesto que sus estructuras quimicas son muy similares.

0 —— Sin HPBCD
_ AC Con HPBCD cY
8 \‘ \
(1] 6_
g2
& CF BC
L 4 \ /
2+ Jf
0 et . —————/j ==
12 14 16 18 20

Tiempo (min)

Figura I11.5. Cromatograma de la mezcla de aminocarb, carbofuran, bendiocarb
y carbaryl en ausencia y tras la adicién de la HPBCD en el derivatizador
poscolumna, en condiciones y concentraciones detalladas en el texto.

Para sortear la dificultad existente por el solapamiento de las sefales de
CF y BC, se eligi6 para el procesado de los datos y el disefio analitico el uso
de calibracion multivariada de primer orden por cuadrados minimos parciales
(PLS), este modelo permite cuantificar correctamente analitos aun cuando
sus sefales analiticas presenten fuertes solapamiento. Este desarrollo se

puede observar en el capitulo IV de esta tesis.

La exaltacion de las sefales fluorescentes de los analitos producto de la
adicion de la HPBCD en el derivatizador poscolumna se muestra en la tabla
I1l.6 como valor de F/Fo, donde F es el valor del area bajo la curva del
complejo entre el pesticiday la HPBCD y Fo es el valor del &rea bajo la curva

del pesticida libre.
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Tabla I11.6. Efecto de la hidroxipropil-p—ciclodextrina sobre la fluorescencia de
N-metilcarbamatos expresados en valor de F/Fo

Pesticida F/Fo?
AC 1,79

CF +BC 5,87
CY 1,15

2Valores obtenidos con una concentracion de HPRCD 8,0 mM y 18,5% de MeOH

Para el caso de los complejos de CY, CF y BC se observa una
disminucién en los valores con respecto a los reportados en literatura para
HPBCD,%%27 este comportamiento como ya se indicé es debido al elevado
porcentaje de MeOH en el medio. Caso contrario ocurrié con AC, donde el
rendimiento cuantico aumentd, en este caso este comportamiento es debido
a la posible formacion de un complejo ternario entre HPRCD, AC y MeOH,
cuyas interacciones estabilizan el complejo aumentando asi el rendimiento
cuantico del mismo.®? En la figura 1.6 puede ver una ejemplificacion del

complejo ternario planteado.

®

— —_— g

MeOH i
e’ u
Complejo P:HPBCD Complejo ternario

MeOH:HPSCD:P

Figura 111.6. Esquema propuesto del posible complejo ternario entre aminocarb,
hidroxipropil-f—ciclodextrina y metanol

Estos cambios espectrales aumentaron la sensibilidad de los analitos lo
gue fue aprovechado para mejorar los LOD de los pesticidas como se

presentara en el capitulo IV.
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3. Conclusiones

El estudio realizado por HPLC con los cuatro N—metilcarbamatos permitio
determinar cuales eran las condiciones ideales para obtener la mejor
resolucion cromatogréfica de los analitos. Los cromatogramas individuales
de los analitos permitieron observar que el BC presenta un rendimiento
cuantico de fluorescencia significativamente menor al que presentan los
otros pesticidas, esto genera un reto a la hora del desarrollo analitico, mas
cuando la sefal de este analito se encuentra fuertemente solapada con la

sefial del CF.

Los diferentes parametros del sistema cromatografico, al igual que la
configuracion de algunos parametros especificos del detector fueron
seleccionados en armonia entre si para promover las mejores condiciones
de trabajo, y desarrollo del método analitico. El flujo de la bomba previa a la
columna tiene como objetivo generar la menor dilucion posible de los analitos
teniendo en cuenta que con el flujo del derivatizador tendremos un aumento
del volumen de la fase moévil del sistema. Asi sacrificamos una corrida mas
corta por sefiales mas intensas. La configuracion de los parametros que
cambian automaticamente durante la corrida en el detector fue elegida con
el objetivo de favorecer la fluorescencia del analito menos fluorescente de
los cuatro, el BC, y que como se indicO se encuentra fuertemente solapado
por la sefial de CF.

El porcentaje de MeOH en la fase movil fue elegido de tal forma que los
analitos eluyeran de forma correcta de la columna, y que al mezclarse con
la solucion acuosa de HPBCD en el médulo el porcentaje total de MeOH en
el medio fuera ~18,5%, favoreciendo asi la formacion del complejo entre el

pesticida y el macrociclo.
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La adicién de HPBCD 8,0 mM en el derivatizador poscolumna generé que
las sefales de fluorescencia de los cromatogramas de todos los analitos se
exaltaran en relacion con las muestras corridas sin la adicion del macrociclo.
La afinidad de los analitos por la cavidad de la HPBCD generd la posible

formacion de complejos huésped—receptor entre ambas especies.

La fluorescencia de carbofuran, bendiocarb y carbaryl en presencia de
HPBCD es menor a las reportadas en trabajos previos, esto es debido al
elevado porcentaje de MeOH en el medio, estableciéndose la coexistencia
de los equilibrios entre la cavidad con el pesticida, y la cavidad y el metanol.
Un comportamiento contrario presentd el aminocarb, cuya fluorescencia
luego de interaccionar con HPBCD fue mayor en presencia de un porcentaje
de MeOH mas alto en el medio, esto como consecuencia de la estabilizacion
del complejo por parte del MeOH, formando posiblemente un complejo
ternario AC:MeOH:HPBCD.
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4. Parte experimental

Esta secciébn detalla toda la instrumentacion y procedimientos
experimentales utilizados en el desarrollo y obtencion de los resultados que

se presentaron en este capitulo.
4.1. Instrumentacion

El estudio cromatografico se realiz6 en un equipo HPLC Waters 1525,
acoplado con un equipo de desgasificacion en linea AF (Waters), una bomba
binaria HPLC Waters de la serie 1500, un modulo de horno de columna,
detector de matriz de fotodiodos UV-visible 2998 (waters), detector de
fluorescencia 2475 Multi A (waters), un modulo de reaccién poscolumna
(Waters) y el sistema informatico (software Empower 2) para controlar los
instrumentos, la adquisicion y el analisis de datos. Se hizo uso de una
columna de fase reversa Xbrige TM C18-3.5 ym, 4.6 mm X 50 mm en

conjunto con un guarda columna Xbrige TM C18-3.5 ym, 4.6 mm X 20 mm.

El procesado de datos se realiz utilizando Origin 9.0.
4.2. Reactivos y Procedimientos

Los reactivos utilizados fueron de grado analitico, se emple6 AC (99,9 %)
marca PESTANAL, CF (99 %), BC (99 %) y CY (99 %) de Chem Service. Se
hizo uso de una HPBCD con grado de sustitucion 0,81 por unidad de glucosa.
El NaOH (95 %) Cicarelli y el MeOH grado HPLC marca Sintorgan. El agua
deionizada calidad milli-Q purificada mediante sistema millipore con una
resistividad ~18 QM cm a 25,0 °C.
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El agua milli-Q utilizada en la fase movil, se pasé previamente a través
de un filtro hidrdéfilo de nylon (diametro = 4,7 cm, poro = 0,5 ym; Osmonic).
El mismo procedimiento se realiz6 con las soluciones de las mezclas de
analitos, estas se pasaron por filtros de jeringa de Politetrafluoroetileno
(PTFE—-teflon) (diametro = 13 mm, poro = 0,22 uym; GVS) antes de ser
inyectadas en el equipo de HPLC.

4.2.1. Evaluacién y eleccion de condiciones cromatograficas
para la separacion e identificacion de los N-

metilcarbamatos

Inicialmente se realizO una corrida cromatografica con los cuatro
pesticidas y flujo en gradiente para estimar el porcentaje de solvente
necesario para eluir los analitos. Seguido a esto se realizaron diferentes
corridas con flujo isocratico disminuyendo el porcentaje de metanol en la fase
movil hasta el punto en el que los perfiles de las sefales no presentaran cola,
esta cola se presenta cuando los analitos empiezan a retenerse en la
columna. En este proceso se incrementé la temperatura de la columna con
el objetivo de poder disminuir lo mas posible el porcentaje de metanol en la
fase movil, siempre teniendo en cuenta de no excederse puesto que el

aumento de temperatura suele atenuar la fluorescencia.

Una vez optimizados los valores cromatograficos se realizé una
configuracion de diferentes parametros del detector de fluorescencia, el
tiempo en el cual deben ocurrir los eventos son determinados por el operador
en funcién de los tiempos de retencion de los analitos, se seleccionaron las
Jexc Y dem @ partir de los espectros de absorcion y emision de los analitos,
siempre favoreciendo la sefial menos fluorescente en los casos donde no

era posible separar las sefales.

Un parametro importante para configurar es la ganancia del detector, este
se optimiza automaticamente con ayuda de la opcion auto ganancia (AUTO—
GAIN) del detector. Para este proceso se realiza una inyeccion de los

analitos y el detector optimiza la ganancia en cada tiempo que se haya
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indicado en funcién de la sefial detectada; el programa genera el mejor

cromatograma posible sin correr el riesgo de saturar el detector.

4.2.2.Efecto de la adiciéon poscolumna de hidroxipropil--
ciclodextrina en la sefal fluorescente de los

cromatogramas de la mezcla de los pesticidas

La soluciéon de HPBCD se prepar6 en agua milli-Q a una concentracion
de [17,3] mM, esta concentracion garantizaba tener ~ [8,0] mM del
macrociclo interaccionando con los analitos luego de ser diluida en
derivatizador. La temperatura del derivatizador se fijo a 25,0 °C, y el flujo de
inyeccion en el derivatizador fue de 0,6 mL/min. La soluciéon de HPBCD fue
filtrada previamente a través de un filtro hidrofilo de nylon con didmetro = 4,7
cm y poro = 0,5 ym de la marca Osmonic. Es indispensable que el flujo del
derivatizador poscolumna sea menor al flujo de la columna para no perturbar

los perfiles de las sefales de los analitos.

Previo a la inyeccion de los analitos, se dejo estabilizar el sistema
cromatografico con la solucién derivatizante durante 10 min, una vez

trascurrido este tiempo se iniciaba con la inyeccion de las mezclas.
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CAPITULO IV

Aplicacion analitica: Determinacion
simultanea de aminocarb, carbofuran,
bendiocarb y carbaryl por cromatografia
liquida de alto rendimiento con la adicion
poscolumna de hidroxipropil—p—
ciclodextrina y calibracion multivariada de
primer orden.
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1. Introduccion

Los pesticidas poseen diferentes actividades biolégicas y son
ampliamente utilizados con diferentes propositos a lo largo del mundo. Una
de estas aplicaciones como ya se ha comentado en el capitulo | de esta tesis
se da en la industria agricola, donde los N-metilcarbamatos (NMC) son una

clase importante de insecticidas.

Se conoce que los NMC permanecen en los cultivos después su
aplicacion penetrando los tejidos vegetales, al igual que en el suelo,
contaminando asi frutas, verduras, aguas subterraneas y/o superficiales.123
Los NMC tienen como caracteristicas baja estabilidad y no acumulacién en
los tejidos organicos; y debido a su efecto neurotoxico como inhibidores
reversibles de la enzima acetilcolinesterasa,* y alta toxicidad; son mortales

en altas concentraciones.®

La presencia de residuos de insecticidas en frutas, verduras y aguas es
una preocupacion para los consumidores debido a sus efectos adversos
para la salud, siendo esto especialmente importante y preocupante para los
nifios, puesto que consumen una mayor proporcion de frutas y verduras

procesadas en relacion con su peso corporal.

Debido al alto uso de los NMC como insecticida en la gran variedad de
cultivos agricolas, es esencial desarrollar métodos analiticos que permitan
determinarlos en diferentes matrices, tales como suelos, agua, frutas. Con
base en lo anterior, se han publicado diferentes métodos para la
identificacion y cuantificacién de pesticidas carbamatos.'256.789 Dentro de
estos desarrollos analiticos se encuentran estrategias novedosas para
detectar los NMC que implican la formacion de complejos supramoleculares
y la deteccion fluorescente.?®
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El estudio directo de estos carbamatos por cromatografia de gases—
masas presenta bastantes complicaciones debido a la inestabilidad térmica
de estos compuestos, que tienden a descomponerse en condiciones

comunes de andlisis.1011

Uno de los métodos preferidos a lo largo del tiempo para la identificacion
y cuantificacion de los NMC es la cromatografia liquida de alto rendimiento
en fase reversa,! con deteccion UV-visible o arreglo de diodos.>"*? Una
forma de mejorar la sensibilidad de los métodos conocidos es mediante el
uso de detectores de fluorescencia,*® los cuales proporcionan al menos un
orden de magnitud de mejora en el parametro mencionado, generando la

mejora del limite de deteccion (LOD) y limite de cuantificacion (LOQ).

Por otro lado, se han reportado el desarrollo de métodos analiticos que
combinan HPLC con deteccion fluorescente y calibracion multivariada.® Es
importante tener en cuenta que hay reportes de casos donde se utiliza
calibracion multivariada de primer orden como PLS para cuantificar
compuestos enantioméricos del ibuprofeno en sefiales cromatograficas

fuertemente superpuestas.'#1°

Junto con la implementacién de detectores de fluorescencia en HPLC
para mejorar la sensibilidad del método, se han desarrollado y evaluado
otros desarrollos experimentales que acoplados al sistema cromatografico

ayudan en la mejorar los LOD y LOQ.

Una de estas estrategias es realizar una derivatizacion poscolumna de
los analitos, con el objetivo de exaltar las sefales relacionadas con la
concentracion del compuesto estudiado. Estos métodos requieren reactivos
especificos y condiciones particulares, lo que los hace complejos de

implementar.16

Este trabajo tiene como objetivo desarrollar un método analitico simple,
gue permita mejorar la cuantificacion de un grupo de NMC como son: AC,
CF, BC y CY combinando las ventajas de la HPLC en fase reversa con la
derivacién supramolecular poscolumna y la calibracion multivariada de

primer orden, mas especificamente PLS, la cual aporté gran ayuda a la hora
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de analizar sefiales no resueltas por el sistema cromatogréafico. Las
estructuras de los cuatro analitos objeto de este estudio se muestran en la

figura. IV.1.
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Figura VI.1. Estructuras quimicas de los pesticidas N-metilcarbamatos en estudio
1.1. Disefio experimental de Taguchi

El disefio experimental en el area de la quimica juega un rol relevante
gue ha sido poco explotado a lo largo del tiempo bajo la premisa de la
simplicidad de algunos procesos basicos de la misma, sin embargo el
correcto disefio de un experimento puede llevar a la simplificaciéon de
procesos complejos que involucren gran cantidad de variables, la
optimizacion de procesos de sintesis, condiciones cromatografica para la
correcta separacion de diferentes analitos, la disminucién de experimentos
y por ende el tiempo requerido para una experiencia que involucre

parametros no controlables individualmente, etc.’

Un ejemplo de esto se observa en la optimizacién del rendimiento de una
reaccion en funcion del pH y la concentracion de un catalizador. En la figura

IV.2 se muestra un diagrama de superficie del rendimiento de la reaccién en
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funcion del pH y la concentracion del catalizador. Generalmente el analista
elige un valor fijo en una de las variables (concentracién) para luego cambiar
los valores de la segunda (pH), esto le permite encontrar el éptimo para el
pH como se muestra en la figura IV.3 y a partir de este encontrar la mejor

concentracion al variar este pardmetro como se muestra en la figura IV.4.17
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Figura V1.2. Diagrama de superficie del rendimiento de la reaccion en funcion del pH y
la concentracion del catalizador. Figura basada en literatura.t’

Si se analiza cada variable por separado en base a la figura V.3 y figura
IV.4 los valores que mejor rendimiento darian serian a pH = 3,4y 1,4 mM del
catalizador. Estos valores difieren significativamente de los valores ideales
gue se obtendrian del grafico de superficie, donde los valores 6ptimos
resultan ser pH = 4,4y 1,0 mM del catalizador, esto sucede porque en este

sistema la influencia del pH y la concentracién no son independientes.’
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Figura VI1.3. Seccidn transversal del diagrama de superficie del rendimiento de la
reaccion en funcion del pH y concentracion del catalizador fija. Figura basada en

literatura.’

25 —

20 —

Rendimiento

15 +

10 T ] |
0 1 2 3

Concentracion (mM)

Figura V1.4, Seccion transversal del diagrama de superficie del rendimiento de la
reaccion en funcién de la concentracién del catalizador y pH fijo. Figura basada en

literatura.l’

Si se quisiera construir la superficie de respuesta basados Unicamente
en el trabajo experimental se requeririan 256 experimentos, lo cual es

completamente inviable. El disefio experimental consiste en una seleccion
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de niveles para ambas variables que explique significativamente el sistema
y luego realizar pruebas so6lo con este subconjunto con el fin de desarrollar
una relacion mateméatica entre el descriptor del sistema (en este caso
rendimiento de la reaccién) y las variables estudiadas (pH y concentracion

del catalizador) mediante un modelo computacional.’

Los usos potenciales del disefio experimental racional en la quimica son
amplios, de igual forma es importante reconocer que el enorme nimero de
métodos que aparecen en la literatura se basa en un pequefio numero de
principios fundamentales. A la hora de elegir un método o disefio
experimental lo més importante es apreciar las motivaciones de este. Es por
esto que es importante resaltar que el disefio de Taguchi implementado en
este trabajo tiene como finalidad obtener pares de mezclas a diferentes
concentraciones, que fueran totalmente aleatorizados y sin correlaciones en
las concentraciones. Por esta raz6n no se evaluaron parametros de

respuesta en funcion de los factores presentes en el sistema.

1.2. Cuadrados minimos parciales

El método de PLS es uno de los métodos de calibracion multivariada de
primer orden (el orden del método es un tema que no se tratard en esta
tesis). La calibracion multivariada permite cuantificar simultAaneamente mas
de un analito o un analito en presencia de interferentes haciendo uso de mas
de un sensor analitico, a diferencia de la calibracion univariada donde a cada
muestra se le asigna una Unica sefial analitica.'® En la figura V.5 se muestra
una representacion de los datos para un sistema univariado y multivariado.
Un ejemplo sencillo de datos de multiples sensores son los espectros de
absorcién, donde la sefal analitica es la absorbancia y los sensores son la
longitud de onda. No obstante, es preciso aclarar que los datos
multisensoriales no se limitan exclusivamente a datos espectroscopicos,

siendo posible el uso de otras sefiales como los voltamperogramas.
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Calibracién Univariada Datos de una sola via

) I

Calibracién Multivariada de ler Orden Datos de dos vias

--

Figura 1V.5. llustracion de las distintas matrices que pueden construirse con
datos univariados y multivariados. lzquierda: se ejemplifica el orden de los datos,
es decir, la complejidad de los datos de una muestra (los objetos verdes identifican
muestras especificas de un conjunto de muestras). Derecha: Se muestran los
objetos matematicos construido con los datos de un conjunto de muestras de una
sola via y de dos vias.

La calibracion multivariada consta de dos etapas al igual que la
calibracion univariada; la primera etapa es la de calibracion, donde se busca
establecer la relacion entre la sefial analitica y la concentracion del analito
en la muestra, concentracion que debe ser conocida. Las soluciones para
calibrar pueden ser mezclas de los analitos o las soluciones puras de los

mismos si experimentalmente es posible.

Dado que intrinsecamente los datos obtenidos multivariadamente son
menos selectivos, es necesaria una metodologia que relaciones las sefales
con los analitos a determinar, razén por la cual el procesado de esta

informacion es realizado por medio de notacién matricial.*®

El método por PLS mejora el método de regresion por componentes
principales (PCR), al incluir los valores de concentracion de calibrado en el
céalculo para determinar los factores que explican la variacion espectral del
sistema en estudio, parametro que es de gran importancia a la hora de

analizar sistemas complejos con fuentes de variacion desconocidas.
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Estos factores contribuyen en un porcentaje cada vez menor de la
variacion espectral total del sistema, por tal razén lo usual es usar la menor
cantidad de factores que en conjunto aporten el mayor porcentaje de
variacion espectral. Un ejemplo de esto se muestra en la figura V.6, donde
los cuatro primeros factores explican mas del 99,0 % de la varianza
espectral, lo que permitiria concluir que existen cuatro fuentes de variacion

espectral en los espectros contenidos por la matriz.

100 mg— 41— H—n

99
- | |

98 - /

97 y 99% de la varianza

96 explicada

95

94 -

Varianza

93

92

91 4

90 ]

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

Factores
Figura 1V.6. Varianza explicada en funcion del nimero de factores.?

Como ya se mencion6 en el ambito analitico es importante involucrar los
valores de concentracion en el calculo de estimacion de las fuentes de
variacion espectral, para ello se ha desarrollado un método llamado
validacion cruzada, el cual consiste en calibrar el modelo con todas las
muestras de calibrado excepto unay predecir la concentracion de la muestra
excluida junto con su respectivo error de prediccion. Este calculo se realiza
dejando de lado un numero creciente de muestras (factores) hasta un
méaximo que debera ser menor al nimero de muestras de calibrado. A cada
muestra dejada de lado se le determina el respectivo error de prediccion y
se calcula la suma cuadrética de errores de prediccion (PRESS) en funcién

136

aDatos propuestos por el autor de esta tesis basados en ejemplos similares de literatura (Referencia 18).



del nimero de factores excluidos. El andlisis de la variacion de PRESS en
funcion del numero de factores se realiza mediante un procedimiento

estadistico que se ejemplifica a continuacion.

En la tabla IV.1 se muestra un ejemplo para los valores de PRESS en
funcidon del nUmero de factores. Graficar estos datos como se muestra en la

figura IV.7 permite analizar de forma mas sencilla su comportamiento.

Tabla 1V.1. Variacion de PRESS en funcion del nimero de factores incluidos en
la calibracion.2

Factores PRESS
1 0,95
2 0,0199
3 3,9x103
4 4,0x103
5 3,5x103
6 4,5x1073
1,0 5
- [ ]
0,9 4
0,8
0,7 -
0,6 -
) A
7 0,5
0 i
o 0,4
o i
0,3
0,2 4
0,1 4
0,0—- e ™ = =
T L T o T L] T L T L 1 )
1 2 3 4 5 6
Factores

Figura IV.7. Variacion del PRESS en funcién del nimero de factores.

Facilmente se observa como el PRESS va disminuyendo a medida que
el nimero de factores aumenta, esto debido una compresion mas eficiente
de los datos por parte del algoritmo. Dado que los primeros factores son los

gue poseen la mayor variacion espectral en la calibracion y que el uso de
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menos factores de los necesarios conlleva a un subajuste de los datos, es
importante seleccionar el nimero 6ptimo de factores para cada sistema. El
valor de PRESS se estabiliza con un ndmero de factores mas alto,
demostrando que los ultimos factores no aportar informacion significativa en
la variancia espectral. Es importante saber que asi el PRESS no varia
significativamente entre un factor y otro, y se elige un nimero mayor de
factores al requerido se puede generar una situacién no deseada como lo es

el sobreajuste de los datos.

Visualmente podria concluirse que el valor optimo de factores es aquel
gue tenga el menor PRESS, lo que llevaria a asegurar erroneamente que el
namero de factores para el ejemplo de la tabla IV.2 es dos (2). Si se calcula
el cociente de los distintos PRESS con el valor minimo de PRESS y se
analizan estos cocientes de como coeficientes de varianza con su
probabilidad y grados de libertad asociados tanto al numerador como al
denominador, la tabla V.2 contendria los datos completos del analisis.

Tabla 1V.2. Variacion de PRESS en funcion del nimero de factores incluidos en
la calibracion.2

Factores PRESS PRESS/min(PRESS) p
1 0,95 271 0,999
2 0,0199 5,43 0,997
3 3,9x10°3 1,11 0,605
4 4,0x10°3 1,14 0,576
5 3,5x10°3 1 0,5
6 4,5x10°3 -

Mediante este procedimiento y en base a resultados empiricos, Haaland
propuso elegir como numero de factores optimo para el sistema aquel valor
cuya probabilidad asociada sea menor a 0,75, de esta forma para los datos
de la tabla IV.2 el numero de factores que aportan significativamente a la

variancia espectral son tres (3).1°

1.2.1. Etapa de calibracién y prediccion

Para estas dos etapas se requiere la preparacion de soluciones mezcla

de los analitos incognita y se dividen en dos conjuntos denominados set de
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calibracion y set de prediccion, se recomienda que las concentraciones
entre ambos conjuntos sean diferentes y se debe evitar la colinealidad de las

concentraciones de cada analito entre las soluciones mezcla.18

Inicialmente se determinan los factores de variacion espectral requeridos
mediante validacién cruzada, para finalmente obtener un vector de
coeficientes de regresion a los diferentes factores, para finalmente mediante

estos estimar la concentracion del set de prediccion o la solucién incognita.*®

1.2.2. Exactitud del método

La exactitud del método se determiné mediante la prueba de la region
eliptica de confianza conjunta (EJCR), que a diferencia de analizar cuanto
se alejaba el valor predicho del valor nominal y asumir que los valores de
pendiente e intercepto son independientes, considera un intervalo de
confianza conjunta entre ambos paradmetros, este intervalo es una region en
el plano de la pendiente y el intercepto que tiene forma de elipse. La prueba
consiste en estudiar si el punto ideal de pendiente e intercepto (1:0) esta

contenido en la elipse, si es asi el método evaluado es exacto.!®

Esta regidn esta basada en el pardmetro estadistico F y un nivel de
confianza usualmente del 95,0 %, de igual forma los desvios estandar de la
regresion estan involucrados en el calculo por lo que el ancho de esta elipse
da una idea de la precision del método. Es importante conocer si la variancia

del método es homoscedastico o heteroscedastico.8

1.2.3. Limites de deteccidn

Para este tipo de métodos como es PLS se reportan dos (2) LOD, un LODmin
y un LODmax, €stos valores se encuentran asociados al leverage minimo y

maximo en el proceso de estimacién de coeficientes de regresion.?°
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2. Resultados y analisis

En la siguiente seccion se muestran los resultados y consideraciones
para el desarrollo de una metodologia analitica por HPLC y derivatizacion
supramolecular poscolumna para la deteccion y cuantificacion de cuatro

pesticidas N-metilcarbamatos.
2.1. Determinacion de absortividades molares

Teniendo en cuenta que las concentraciones de los analitos cumplen la
ley de Lambert—Beer (ecuacion 1V.1), y dado que las muestras a inyectar en
el sistema HPLC, deben ser preparadas en un medio similar a las
proporciones de la fase movil, fue necesario determinar las € de los cuatro

pesticidas en solucién al 40 % v/v de metanol-agua a 25,0 °C.
A =EbC ec V.1

Estos € fueron usados el control de las concentraciones de las soluciones
madre que se emplearon para preparar las diferentes mezclas de calibracion

y prediccion.

La determinacion experimental por medio de espectroscopia UV-vis de
los € para los cuatro analitos arrojaron coeficientes de correlacion mayores

a 0,999. En la tabla 1V.3. se presentan los valores de € calculados.
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Tabla 1V.3. Coeficientes de absortividad molar de AC, CF, BC y CY en solucion
40 % v/v metanol-agua

Pesticida Amax (nm) & Miemt
AC 237,0 (74 £ 1) x10?
CF 276,0 (286 = 2) x10
BC 278,0 (35 £ 2) x10?
cY 280,0 (49 + 1) x10

2.2. Consideraciones cromatograficas

En base al analisis y consideraciones ya planteadas en el capitulo Il para
la eleccion de las condiciones cromatograficas utilizadas en el estudio del
efecto de la HPBCD en la fluorescencia de los pesticidas; se eligieron las
condiciones cromatograficas para el estudio analitico mencionadas en el
capitulo Il (tabla 111.3).

Teniendo en cuenta los diferentes procesos que ocurren en los complejos
supramoleculares producto de la presencia de co—solventes organicos en el
sistema,?%2! y teniendo en cuenta que la fluorescencia del complejo formado
entre CF, BC y CY con la HPBCD disminuye con la adicibn de
concentraciones crecientes de metanol, 262! se preparé la soluciéon de
HPBCD en agua, y se bombed a un flujo fijo de 0,6 mL min-* con el objetivo
de disminuir el porcentaje de metanol en el médulo poscolumna, facilitando
la mayor proporcion de complejos plaguicida-HPBCD posible en las

condiciones experimentales.

2.3. Soluciones estandar y sets de calibracion y prediccion

Las soluciones estandar se prepararon en una mezcla agua—metanol
(65:35), las concentraciones de AC, CF, BC y CY fueron 128 uM, 227 uM,
1200 uM y 10 uM, respectivamente.

Los conjuntos (set) de calibracion y prediccion constaban de 16 y 10

soluciones respectivamente. Se prepararon mezclando alicuotas de las
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soluciones estandar de los NMC. Los niveles de concentracién para cada
analito en cada una de las soluciones de calibracion y prediccion se
determinaron con un disefio experimental de Taguchi de tres factores y

cuatro niveles, y se muestran en la tabla 1V .4.

Tabla IV.4. Disefio experimental de Taguchi. Set de calibrado y set de

prediccion
Set de calibrado [uM] Set de prediccion [uM]
Set AC CF BC cYy Set AC CF BC CcYy
C1 0,00 0,00 0,0 0,53 P1 406 5,0 27,4 0,183
c2 0,00 6,58 380 0,53 P2 40,6 150 109,7 0,183
C3 0,00 250 940 0,13 P3 40,6 395 27,4 0,183
C4 0,00 658 274,2 0,00 P4 550 5,0 61,0 0,305
C5 450 0,00 0,0 0,53 P5 550 15,0 104,0 0,305
C6 450 6,58 94,0 1,31 P6 550 395 142,0 0,305
Cc7 4,50 25,0 0,0 0,26 P7 18,1 5,0 109,7 0,72
C8 4,50 65,8 274,2 0,13 P8 18,1 15,0 104,0 0,72
C9 454 0,00 2742 0,13 P9 18,1 395 61,0 0,72
C10 45,4 6,58 38,0 1,31 P10 18,1 395 27,4

Ci1 454 25,0 2742 0,26
Ci2 454 65,8 0,0 0,00
ci3 71,0 0,00 38,0 0,26
Cci4 71,0 658 2742 0,26
Ccis5 71,0 658 38,0 0,00

Ci6 71,0 6584 94,0 1,31

Este disefio se considera una herramienta poderosa que podria hacer
frente a sistemas muy complejos, es utilizado de forma mas eficiente cuando
hay un numero intermedio de variables (de 3 a 50), pocas interacciones entre

variables 'y cuando soOlo unas pocas variables contribuyen
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significativamente,?>?® ajustandose asi a las caracteristicas de nuestro

estudio.

Los factores en el disefio son AC, CF y BC y los niveles las
concentraciones de calibrado. Las concentraciones para el conjunto de
calibracion de CY son independientes y no se incluyeron en el disefio
experimental puesto que este analito estaba completamente resulto en el
cromatograma, y no presentaba un efecto en su sefal por parte de las
concentraciones de los otros analitos. Se prepararon cuatro niveles por

triplicado y cuadruplicado para el nivel central.

Para el conjunto de muestras de prediccidn, se prepararon 10 soluciones
con concentraciones aleatorias, estas soluciones se prepararon a partir de
las soluciones estandar en tres niveles de concentracion. Las
concentraciones de las soluciones para los conjuntos de calibracién y

prediccidon se muestran en la tabla IV.4.

2.4. Alineamiento de los perfiles cromatograficas

Dado que los algoritmos de PLS reconocen las sefiales e identifican los
cambios espectrales de cada analito de forma multivariada, se hace
necesario para su Optimo funcionamiento, un alineamiento de los perfiles
cromatograficos en la matriz de datos. Este procedimiento es necesario ya
gue experimentalmente hay cambios en los tiempos de retencion de los
analitos, probablemente debido a ligeras fluctuaciones en la composicién de
la fase mévil, temperatura efectiva de la columna o tiempo de equilibrio de la

columna.

En este caso, las matrices de datos registradas de cada sefal se
alinearon, seleccionando un pico de referencia y moviendo digitalmente
todas las demas matrices en la coordenada de tiempo hasta que el pico
maximo se alined con el de la matriz de referencia. Este procedimiento se
hizo para las sefiales de AC y CY, las cuales se encuentra completamente

resultas en el cromatograma. Para la sefal no resuelta correspondiente a
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CF y BC, se tom6 como referencia el tiempo de retencién de CF en uno de
los cromatogramas, y finalmente fueron alineados moviendo digitalmente
todos los demés hasta que el pico méximo para el componente principal CF
se aline6 en tiempo con la matriz de referencia.'**® En la figura IV.8.a (1,2,3)
se muestran los cromatogramas originales respectivamente para AC, la
mezcla de CF y BC, y CY. En la figura IV.8.b (1,2,3) se pueden ver los
mismos cromatogramas después de la alineacion. Este procedimiento se

realizé de igual forma para los cromatogramas con adicién de HPBCD.

2.5. Seleccidn de factores o variables latentes

Dado que los algoritmos de PLS pueden modelar sistemas complejos sin
sobre ajustar los datos de las concentraciones de los analitos en las
muestras, es necesario seleccionar los factores 6ptimos, vectores de carga
o variables latentes (CV).?* Para los sistemas quimicos estudiados en este
trabajo, los vectores de carga de cada analito fueron seleccionados por
validacién cruzada (leave-one-out) en todos los casos, lo que incluye el
sistema sin y con la adicion poscolumna de HPBCD. La forma correcta de
calcular los vectores de carga es a partir de la PRESS para las

concentraciones en todas las muestras de calibracion.2>26

La figura IV.9 muestra los valores de PRESS obtenido por la matriz de
calibracion de los cromatogramas de AC sin HPBCD frente a CV, junto con
el valor p para cada numero de factores. El CV de este analito fue el primer
valor PRESS cuya probabilidad de valor p cae por debajo de 0,75. De esta
misma forma se determiné el CV para CF, BC y CY en el sistema sin y con

adicion de HPBCD. Estos valores de reportan en la tabla IV.9.
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Figura 1V.9. Gréfico de PRESS en funcion del nimero de variables latentes para
AC.

2.6. Parametros analiticos y cifras de mérito en ausencia y
presencia de hidroxipropil-p—ciclodextrina en el

derivatizador poscolumna

Haciendo uso de los sets de calibrado y prediccion se obtuvieron los
pardmetros analiticos para el método analitico desarrollado en ausencia y

en presencia de HPBCD que se reportan en la tabla IV.5

La media cuadratica del error de prediccién (RMSEP) como medida de la
variacion entre el valor de concentracion nominal y el predicho en la solucién
incégnita nos brinda un estimado del valor de incertidumbre y sesgo en la

prediccion.

Los errores relativos de prediccion (REP %) fueron < 6 %, estos valores
son bajos exponiendo un método altamente preciso en la cuantificacion,
considerando especialmente el fuerte solapamiento de las sefales de CF y
BC.
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Tabla IV.5. Parametros analiticos y cifras de mérito en ausenciay presencia de
hidroxipropil —f—ciclodextrina para aminocarb, bendiocarb, carbofurany
carbaryl por cuadrados minimos parciales.

Parametro Analitos Analitos-HPACD
AC CF BC CY AC CF BC CY
Ccv 2 1 2 1 2 2 2 1
RMSEP? 1,17 0,58 3,78 0,009 088 119 7,02 0,008
REP%® 4,26 241 3,67 2,33 360 489 6,15 2,05
R? 0,99 0,9 0,99 0,99 0,99 099 0,99 0,99
SEN. Ana 3443 2164 1,19 3,1510° 66,33 52,17 296 3,5910°
LOD min 21,35 37,98 0,66 2,35 11,29 19,58 0,27¢ 2,35
LOD max 24,03 38,40 0,77¢ 2,41 12,83 28,34 0,311 2,37
LOQCmin 64,05 113,94 1,98 7,05 33,87 58,74 0,811 7,05
LOQ max 72,09 11550 2,30¢ 7,23 38,49 85,02 0,93 7,11

2 RMSEP = Error cuadratico medio de prediccion, ® REP% = Error relativo de
prediccion, ¢ (ng/mL) a menos que se indique, ¢ (Lg/mL).

Podemos observar como la sensibilidad analitica (SEN. Ana) de AC, CF
y BC incrementa cuando se incorpora la HPBCD en el mddulo poscolumna.
Esto se debe a la formacion de complejos supramoleculares entre los
pesticidas y la HPBCD.?% La sensibilidad analitica de CY, no presenta un
cambio significativo, el incremento del rendimiento cuantico de fluorescencia
(dcomplejo/Piibre) €S muy bajo (1,15), producto del efecto del solvente organico

en la fase movil en la formacién del complejo.®

Este incremento en la sensibilidad esta acompafiado por una disminucion
en los LOD y LOQ. Para el modelo PLS se recomienda el reporte de un
intervalo en el valor de LOD y LOQ, la forma correcta es indicar LODmin—
LODmax Y LOQmin— LOQmax.2"?%?8 Los valores de LOD y LOQ para el sistema
sin y con adicion de HPBCD fueron del orden de los ng/mL, a excepcion del

obtenido para BC, el cual es del orden de los pg/mL. Esto es a causa del
bajo ¢sc comparado con el de los demas pesticidas, lo que hizo necesario el

uso niveles de concentracion altos en el set de calibrado, como se mostro
en la tabla IV.4.

Distintos métodos para la deteccion y cuantificacion de pesticidas como
propoxur en muestra de fluidos biolégicos posmorten se han desarrollado

mediante HPLC equipado con un detector de UV-visible, en este se hace
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uso de una fase movil acetonitrilo/H20 40/60 (v/v) con flujo isocratico.” EI CF
y 3—hidroxicarbofuran se han determinado por HPLC con detector de arreglo
de diodos (DAD) en matrices bioldgicas de diferentes animales, este método
esta configurado con un flujo de 1 mL/min en gradiente de acetonitrilo/agua
a una temperatura de 30 °C.?° Estas metodologias reportaron LOD del orden
de los pg/mL.7?° Métodos indirectos donde se requieren altas temperaturas,
o procedimientos con sucesivas reacciones de derivatizacion y que permiten
obtener mejores fluor6foros, y en combinacion con HPLC reportan LOD de
0,1 ng/mL.'® También han reportado metodologias mediante calibracion
multivariada para la cuantificacion de siete residuos de pesticidas en
vegetales usando cromatografia liquida con DAD con LOD del orden de los
ng/mL.3° Métodos de andlisis para la deteccion y cuantificacion individual de
CY, CF, BC y PC en muestras de fruta y agua mediante la interaccion
supramolecular con HPBCD y usando espectroscopia fluorescente indicaron
LOD de ng/mL para CF y CY, y ug/mL para BC, analitos que hacen parte de
la mezcla de interés en este trabajo de tesis.???

En cuanto a sistemas basados en calibracion multivariada, se encuentran
usando matrices de excitacion—emision de fluorescencia (EEM) y calibracion
multivariada como (PARAFAC), para el estudio de la mezcla de tres
fungicidas han reportado LOD entre (1-20) ng/mL.3! Metodologias basadas
en minimos cuadrados parciales desdoblados, acoplados a la bilinealizacién
residual (U-PLS/RBL) para la determinacion simultanea de carbendazim,
carbaryl, clorothalonil (CHL) y tsumacida en muestras de agua ambiental con
LOD de 1 a 30 ng/mL.%? Un estudio usando cuadrados minimos parciales de
N-vias (N-PLS) y EEM para la deteccion de CHL y CY en muestras de agua

reportaron LOD del orden de los ng/mL.33

El método analitico aqui desarrollado aprovecha la interaccion
supramolecular entre los pesticidas y la HPBCD para detectar bajas
concentraciones de los analitos permitiendo su cuantificaciéon simultanea en
una mezcla compleja por HPLC y andlisis PLS a temperaturas cercanas a

las ambientales y reactivos de bajo costo.
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2.7. Analisis de la region eliptica de confianza conjunta

El analisis de la region eliptica de confianza (EJCR por sus siglas en
inglés), consiste en trazar sobre el eje de pendiente—intercepto una region
en forma elipse con confianza del 95 % que se forma a partir de los valores
de las concentraciones nominales y predichas de las muestras. Una vez
construida la region se evalla si el punto ideal de pendiente (1) e intercepto
(0) esta contenido en la elipse, lo que confirmaria que el modelo de

calibraciéon construido es exacto.
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Figura 1V.10. Gréficos de la region eliptica de confianza conjunta para los
métodos desarrollados para aminocarb, carbofuran, bendiocarb y carbaryl en
ausencia y presencia de hidroxipropil-f—ciclodextrina.

En la figura IV.10 se muestran los graficos de la EJCR para los cuatro
analitos en ausencia y presencia de HPBCD. El punto ideal (1:0) se
encuentra contenido en la regiéon para los 8 casos estudiados, demostrando
gue los métodos desarrollados para la cuantificacion de AC, CF, BCy CY en

ausencia y presencia de HPBCD son exactos.
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2.8. Estudio de recuperacion en muestras de agua de red

Las recuperaciones de los N-metilcarbamatos analizados se realizaron
por triplicado, fortificando muestras que contenian el 5 % v/v de agua de red
en agua milli-Q. Se prepararon tres niveles de concentracién por cada
pesticida, y los resultados del estudio de recuperacion para los métodos
desarrollados sin y con la adicion poscolumna de la HPBCD se presentan en

la tabla V.6 y tabla IV.7 respectivamente.

Tabla IV.6. Promedio de recuperacion de N-metilcarbamatos en muestras de
agua de red para el sistema sin adicion de HPACD.

Recuperacion

Muestra Analito Adicion (uM) (LIM)? %RP (SD)°
0,49 0,49 100 (5)
AC 29,64 28,0 95 (1)

48,61 45,70 94,0 (0,1)

0,83 0,84 102 (0,1)
CF 21,60 21,0 97 (1)
51,21 47 91 (5)

Agua de Red

20,88 22,2 106 (3)
BC 95,63 94 98 (3)
191,26 189,9 91 (7)
0,041 0,037 91 (7)
cY 0,52 0,52 100 (5)
1,10 1,07 97 (3)

2 Promedio de triplicado; ® porcentaje de recuperacion; ¢ desviacion estandar

151



Tabla 1V.7. Promedio de recuperacion de N-metilcarbamatos en muestras de
agua de red para el sistema con adicion de HPACD.

Recuperacion

Muestra Analito Adicion (UM) (LIM)? %RP (SD)°

0,29 0,30 101 (4)

AC 32,64 29,5 90 (1)

43,61 43 99 (3)

0,51 0,51 100 (2)

CF 25,60 24,4 96 (1)

51,21 49,8 97 (1)

Agua de Red

9,96 10,2 103 (1)

BC 95,63 96 101 (2)

150,26 148,5 99 (0)
0,041 0,041 100 (10)

cY 0,52 0,52 100 (3)

1,10 1,07 97 (1)

2 Promedio de triplicado; ® porcentaje de recuperacion; ¢ desviacion estandar

Las recuperaciones para los cuatro plaguicidas utilizados en la
fortificacion de la muestra de agua potable fueron superiores al 90 % en cada
uno de los tres niveles evaluados. Los valores de SD no superaron el 10 %
para ambos métodos con y sin la adicion poscolumna de HPBCD. Los
resultados obtenidos no mostraron un efecto matriz en ninguno de los dos

métodos desarrollados.

Se aplicé el estadistico t de Student de dos colas con un nivel de
confianza del 95% y un nimero de grados de libertad correspondiente a cada
recuperacion. El contraste entre los t experimentales y los t tedricos
corroboré que las recuperaciones promedio de los triplicados en los tres (3)
niveles de fortificado para cada analito con el método sin o con adicién de
HPBCD no presentan diferencias significativas con el valor de concentracion

adicionada en cada muestra.
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Los niveles méaximos de concentracion (MCL) especifican la
concentracion maxima permitida de un pesticida en una matriz, en este caso
agua potable. Sin embargo, estos valores a menudo varian alrededor de 5
ordenes de magnitud segun el pais o la jurisdiccion para los mismos
compuestos.®* Los MCL recomendados para los pesticidas carbamatos en
agua potable van desde los 10 ng/mL a los 100 ng/mL, esto recomendado
por las directrices canadienses de calidad del agua y la US-EPA,
jurisdicciones utilizadas por Argentina como referencia;*® aunque la Unién
Europea (UE) enumera valores mas bajos alrededor de 0,1-1 ng/mL. Las
metodologias reportadas en el presente trabajo facilitan el analisis de

muestras reales dentro de los MCL que permiten en algunos paises.

Es importante destacar que los resultados expuestos en el capitulo 111y
capitulo IV ya fueron publicados en Microchemical Journal 169 (2021)
106550.
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3. Conclusiones

El desarrollo analitico presentado en el presente capitulo muestra un
meétodo para la deteccion y cuantificacion simultaneas de AC, CF, BCy CY,

mediante la asociacion de diferentes areas de la quimica analitica.

El andlisis de datos multivariado de primer orden utilizado mediante el
algoritmo PLS permitié cuantificar con precision CF y BC, aun cuando sus

sefiales espectrales en HPLC presentaban una fuerte superposicion.

Las interacciones supramoleculares entre pesticidas carbamatos y
HPBCD en un reactor poscolumna mejoraron las sensibilidades de los
analitos evaluados por HPLC con deteccion fluorescente con la consecuente
disminucién de los LOD de AC, CF y BC. Los métodos analiticos
desarrollados para los cuatro analitos con o sin adicion de HPBCD son

exactos, esto basados en el analisis de la EJCR.

El estudio de recuperaciones en agua domiciliaria indica la veracidad y

utilidad de las metodologias desarrolladas.

Teniendo en cuenta los métodos reportados en la literatura, se ha
desarrollado una metodologia directa a temperaturas cercanas al ambiente,
de bajo costo que representan un método alternativo con LOD mejores que

otros reportados dentro de MCL para algunas jurisdicciones.
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4. Parte experimental

Esta seccion detalla toda la instrumentacion y procedimientos
experimentales utilizados en el desarrollo y obtencién de los resultados que

se presentaron en este capl’tulo.
4.1. Instrumentacion

Las consideraciones instrumentales para este capitulo se detallaron

anteriormente en la seccién experimental del capitulo I11.
4.2. Reactivos y Procedimientos

En este capitulo se hizo uso de los mismos reactivos del capitulo IlI.

4.2.1. Determinacion de absortividades molares

Para la determinacion de los € de los cuatro N-metilcarbamatos en
estudio, se prepararon soluciones madre de cada uno en metano con
concentraciones aproximadas de 487,70 uM de AC, 318,57 uM de CF,
248,91 pM de BC y 19,82 uM de CY. A partir de estas soluciones se
prepararon por duplicado cinco niveles de concentracion asegurando que

cada una tuviera un contenido de metanol equivalente al 40 %.
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4.2.2.Soluciones estandar y sets de calibrado y prediccion

Para preparar las soluciones estandar se disolvio el pesticida inicialmente
en un volumen de metanol equivalente al 35 % al volumen total de la solucién

a preparar, finalmente eran completadas con agua milli—-Q.

Las muestras de los sets de calibrado y prediccion se prepararon en
matraces aforados de 2 mL, se mezclaron alicuotas de las soluciones
estandar asegurando la obtencion de las concentraciones predeterminadas
por el disefio elegido. Estas muestras se pasaron por filtros de jeringa PTFE
(didametro = 13 mm, poro = 0,22 ym; GVS) antes de ser inyectadas en el
equipo de HPLC.

4.2.3. Condiciones cromatograficas

Los cromatogramas fueron tomados con un flujo isocratico de 0,7
mL/min, la fase mévil constaba de una mezcla al 65 % de agua—metanol y
la temperatura de la columna fue 35.0 °C. El derivatizador fue configurado

con un flujo isocratico de 0,6 mL/min y una temperatura de 25 °C.
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CAPITULO YV

Fluorescencia sincronica, guimica
supramolecular y cuadrados minimos
parciales, un trabajo en conjunto para
cuantificar la mezcla binaria de 3—metilindol
y melatonina en muestras de orina
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1. Introduccion

El desarrollo de métodos analiticos para la identificacion y cuantificacion
de mezclas de analitos en matrices complejas es uno de los desafios mas
complejos en la quimica analitica. En este capitulo se muestra como la
integracion de tres metodologias analiticas como la fluorescencia sincronica
(FS), quimica supramolecular (QS) y calibracibn multivariada de primer
orden mediante PLS permitieron desarrollar un método analitico para la
cuantificacion simultanea de 3MI y melatonina M en muestras de orina. Las

estructuras de los dos analitos se muestran en la figura V.1.

Generalmente, las metodologias analiticas se desarrollan para
determinar estos metabolitos individualmente, lo que requiere su purificacion
en muestras complejas, generando grandes limitaciones a la hora de
detectarlos y cuantificarlos. Actualmente se dispone de pocos métodos para
el andlisis simultaneo de esta clase de analitos, entre los que se encuentran
la cromatografia liquida acoplada a la espectrometria de masas,! la
cromatografia de gases acoplada a la espectrometria de masas,?® la
derivatizacién espectrofotométrica de paso por cero, la espectrofluorimetria
con extraccion previa de disolventes,* y la electroforesis capilar con
deteccién electroquimica.> Estos métodos consumen mucho tiempo,
requieren instrumentos complejos y costosos o, en algunos casos (métodos

derivados), tienen baja sensibilidad.
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Figura V.1. Estructura quimica del 3—metilindol y melatonina

Se han reportado técnicas que involucran la determinacién de algunos de
estos analitos en mezclas por espectrofotometria, espectrofluorimetria y
calibraciéon multivariada,® ademas se han desarrollado nuevos métodos para
el andlisis de estos analitos utilizando plataformas modificadas y deteccién
electroquimica.” Métodos que se detallan y comparan mas adelante en este

capitulo.
1.1. Fluorescencia sincroénica

El andlisis de FS consiste en la obtencidon de espectros de fluorescencia
mediante un barrido simultdneo de los monocromadores de excitacion y
emision de un espectrofluorimetro con un intervalo constante entre la
longitud de onda de excitacion y la longitud de onda de emisién (AL) como
se muestra en la figura V.2. En los espectros de FS se mantiene la
sensibilidad asociada a la fluorescencia del fluoréforo al tiempo que se
obtienen varias ventajas como disminucion en el tiempo de andlisis de
muestras multicomponentes, el estrechamiento de la bandas espectrales,
aumento en la selectividad, conduce a una simplificacion de los espectros y

a una reduccion o resolucion en algunos casos de la superposicion
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espectral.® La ecuacion V.1 representa la relacion correspondiente a un

espectro de fluorescencia sincronica.

Fluorescencia tradicional

Espectro de emision Espectro de excitacion

Fluorescencia sincrénico

Espectro sincrénico

Figura V.2. Esquema ilustrativo de la variacion de los monocromadores en la
fluorescencia tradicional y fluorescencia sincronica

I(A, 1) = KcdE gy (A)Eem (1) ec.V.1l
donde
A= A"+ A4 ec.V.2

Donde Is es la intensidad de luminiscencia sincrénica, L y A" son las
longitudes de onda de emision y excitacién respectivamente, K es un factor
constante, d es el paso optico de la cubeta y Eexc Y Eem SON lOS espectros de
fluorescencia de excitacion y emision. La FS es mas sensible que la
fluorescencia convencional dado que involucra en su obtencion dos
funciones de onda como se indica en la ecuacion V.. La selectividad de esta
técnica también se ve favorecida gracias al parametro AA, el cual puede ser

manipulado por el analista.®

En la figura V.3 se muestra la forma mas sencilla de elegir el valor de AX,
la misma consiste en determinar el desplazamiento de Stokes entre el
maximo del espectro de excitacion y el maximo del espectro de emision. Esto

permite obtener un espectro con un angulo de 45° sobre la superficie
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espectral de fluorescencia del analito, que pasa por su maximo valor de
intensidad, por lo tanto, el variar el AL permite modificar el camino sincrénico

como se muestra en la figura V.4.

' —— Emisién
———————— Excitacion

1 Ax =100 nm

Ll /3=245nm |

T
300
AX (Nm)

T
200 250

Figura V.3. Seleccion del intervalo constante entre la longitud de onda de
excitacion y la longitud de onda de emision en fluorescencia sincronica.

280 —
260 —
- J
=
E 240 —
[&]
> 4
L1
<
220 —
A= 100 nm
200 - ’
A= 110 nm
T T T T T T T T T T T T T T T
300 310 320 330 340 350 360 370 380

A Emision
Figura V.4. Dependencia del camino sincrénico con el intervalo constante entre
la longitud de onda de excitacion y la longitud de onda de emision
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A la hora de evaluar soluciones en una mezcla binaria se pueden
presentar dos posibles escenarios: el primero donde el AL de ambos analitos
es igual, en este caso los espectros sincronicos al A\ optimo pasan por el
maximo de emisiéon de ambos analitos y son mas finos que el espectro de
fluorescencia convencional como se muestra en la figura V.5, un cambio de
A\ puede modificar la sensibilidad de la medida al cambiar el camino de FS

sobre la superficie espectral, tal y como se puede ver en figura V.6.

- —— Normal
AX= 50 nm
AA=40 nm

T T T 1
300 350 400

A (nm)

Figura V.5. Diferencia entre espectro de fluorescencia tradicional y fluorescencia
sincronica de una mezcla binaria con mismo corrimiento de stokes
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Figura V.6. Camino sincrénico en una mezcla binaria con mismo corrimiento de stokes

AX= 50 nm
AL= 65 nm
1 AX= 80 nm

¥ T ¥ T ¥ 1 d 1
200 250 300 350 400
A (nm)
Figura V.7. Espectros de fluorescencia sincrénica de una mezcla binaria con
diferente corrimiento de stokes

El segundo escenario presenta un sistema con dos analitos que poseen
A/ distintos, por lo que al variar este parametro se puede aumentar la

selectividad y sensibilidad del analito deseado como se muestra en la figura
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V.7, esto producto del paso del camino sincrénico por el maximo de

intensidad del analito de interés como se observa en la figura V.8.

— Ak=380 nm
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Figura V.8. Camino sincrénico en una mezcla binaria con distinto corrimiento de stokes

Estas técnicas estan siendo altamente utilizadas para el analisis de
diferentes analitos en mezcla. Algunos ejemplos de esto son la
implementacion de fluorescencia sincronica para el estudio de la
adulteracion del tahini (pasta elaborada con semillas de sésamo molido,
también conocida como ajonjoli), método consiste en la adquisicion de datos
sincronicos de segundo orden para su tratamiento por diferentes métodos
de calibracion multivariada.® Se han desarrollado métodos por FS para la
cuantificacion de diferentes especies de aceite crudo en diferentes muestras
de petréleo crudo.'* Se reporta el desarrollo de un método para la
determinacion simultanea de difenilamina (DPhA) y nitrosodifenilamina
(NDPhA) por FS con un AX de 127,0 nm para el NDPhA y 75,0 nm para el

DPhA,'2 entre otros.13:14.15
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1.2. Cuadrados minimos parciales PLS

Mediante métodos quimiométricos es posible tratar los datos
experimentales adquiridos de tal manera que la contribucion a la sefial
analitica de los componentes interferentes pueda eliminarse o al menos ser

minimizada.

Esto puede realizarse haciendo uso de algoritmos de calibracién tales
como PLS, adicionalmente este algoritmo es ampliamente utilizado para
resolver sefiales analiticas fuertemente solapadas.®'” Dentro de la literatura
podemos citar un trabajo que hace uso de PLS para identificar y cuantificar
derivados de indoles como la melatonina en presencia de otros farmacos en

preparaciones farmacéuticas.®

Una de las ventajas de usar PLS es la posibilidad de construir curvas de
calibracion desde la muestra de orina, evitando la necesidad de considerar
interferencias o de pretratar la mezcla y/o separar algan analito, como se ha

reportado en desarrollos analiticos en muestras de orina.*®

Asimismo, se han reportado trabajos en los que se combina PLS con
fluorescencia sincronica para cuantificar mezclas de fenol, resorcinol e
hidroguinona en muestras de aire y la determinacién de tahini adulterado en

muestras de aceite.1019

1.3. Quimica supramolecular de indoles

La formacion de complejos supramoleculares entre diferentes especies
guimicas con receptores macrociclos tales como la HPBCD, se han utilizado
para desarrollar metodologias analiticas mas sensibles, gracias a los efectos
espectroscépicos que estos macrociclos generan en la fluorescencia nativa

de los analitos.20:21.22

La interaccion entre derivados inddlicos como la triptamina, 5—
metoxitriptamina, M, indolacético, 6-hidroximelatonina, 3MI, acido 5-

hidroxindolilacetico y la HPBCD en medio acuoso genera en la gran mayoria
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de los casos una exaltacion de la sefial de fluorescencia de los analitos. Este
fendmeno se da producto del aumento de la relacion de rendimientos
cuanticos entre el complejo y el sustrato libre. Los estudios que reportan este
comportamiento reportan un aumento de la sensibilidad del sistema, lo que

permitié obtener mejores LOD.2324.2526

El sistema planteado en este estudio evalué el efecto de la HPRCD sobre
la sefial de FS de la mezcla de 3MI y M. Las ventajas de los complejos
supramoleculares y de la FS ya han sido combinadas para desarrollar
metodologias analiticas selectivas y sensibles.?’

El desarrollo de sistemas de andlisis para la cuantificacion de derivados
inddlicos, es una practica muy comuan debido a la importancia biolégica de
estos compuestos quimicos, en nuestro laboratorio se ha disefiado una
metodologia para la cuantificacidbn en mezcla binarias de diferentes pares de
indoles mediante la primera derivada espectrofluorimétrica en presencia y
ausencia de HPBCD.?? En este trabajo se estudiaron mezclas entre el 3Ml,
M, acido 3—indolil acético (IA) y el 5-metoxi—3—(2—aminoetil) indol (5M), de
éstas fue posible resolver en ausencia de HPBCD los pares M + 5M con LOD
de 5,8 ng/mL y 4,43 ng/mL respectivamente, y el par 3MI + IA con LOD de
32,8 ng/mL y 8,55 ng/mL respectivamente. Con respecto al sistema en
presencia de HPBCD se pudieron resolver los pares 5M + IA cuyos LOD se
reportaron en 3,27 ng/mL y 4,97 ng/mL respectivamente, y 3MI + M con LOD
de 3,08 ng/mL y 2,72 ng/mL respectivamente. En este sistema, la adicién de
la HPBCD ayudé a poder cuantificar pares que en buffer no fue posible, esto
producto de un cambio en los maximos de fluorescencia de las mezclas que
contenian la HPBCD.
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2. Resultados y analisis

En la siguiente seccion se muestran los resultados y consideraciones
para el desarrollo de una metodologia analitica para la cuantificacion de una
mezcla binaria de 3MI y M en muestras de orina mediante fluorescencia

sincrénica, quimica supramolecular y PLS.

2.1. Caracteristicas fluorescentes de los indoles en estudio

2.1.1. Espectros de excitacion y emision del 3—metilindol y

melatonina

Los espectros de excitacion y emision de fluorescencia de 3MI y M en
tampon fosfato pH = 6,994 y u = 0,124 M se muestran en la figura V.9. El
3MI y el M presentan una longitud de onda de excitacion maxima (Amax) a
278,0 nm, sus espectros de emision muestran maximos (A'em) a 356,0 nmy
370,0 nm respectivamente. Como se puede observar, los perfiles
espectroscépicos de los analitos muestran un alto solapamiento, lo que hace
imposible su identificacion y cuantificacion en mezcla por fluorescencia

convencional.

La fluorescencia sincronica y el PLS1 son métodos que se han
implementado para la cuantificacion de diferentes analitos en mezclas con

fuerte solapamiento espectral.10:1317,19.28
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Figura V 9. Espectros de emision y excitacion de 3—metilindol y melatonina

2.1.2. Seleccidn de desplazamiento de stokes

La eleccion de AL, es el factor mas influyente a la hora de realizar un
espectro sincronico, la eleccion correcta de permite mejorar la sensibilidad,

la resolucion y las caracteristicas del espectro.*?

Una forma sencilla de elegir el A\, es tomar la diferencia entre (Amax) Yy
(M'em). Inicialmente se realizaron los espectros sincrénicos de los analitos por
separado, como se muestra en la figura V.10, los A\ seleccionados fueron

92,0 nmy 77,0 nm, respectivamente para el 3MIly M.
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Figura V.10. Espectros de fluorescencia sincronica de 3—metilindol y melatonina
a A\ 78,0 nm and 92,0 nm

La figura V.10 muestra los espectros de fluorescencia sincrénica para
3MIl y M en ambos Al, los espectros obtenidos siguen mostrando un gran
solapamiento espectral, por lo que se realiz6 un espectro de fluorescencia
sincrénica 3D para cada analito como se puede ver en la figura V.11 con el

animo de encontrar el mejor AA.

Los espectros 3D de fluorescencia sincronica fueron configurados con A
entre 10,0 nm y 300,0 nm, el analisis de los espectros confirma que el mejor
delta de trabajo es de 78,0 nm, en este valor se observa una banda a 235,0

nm propia de M, que ayuda a la selectividad del disefio analitico.
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Figura V.11. Espectros de superficie sincronica. a) 3—metilindol b) melatonina
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2.2. Efecto de hidroxipropil-p—ciclodextrina sobre el espectro
de fluorescencia sincrénica de la mezcla de 3—-metilindol

y melatonina

La figura V.12 muestra los espectros de fluorescencia sincronica de la
mezcla 3MI y M sin adicién de HPBCD en negro, y con la adicién de HPBCD
en rojo. La adicién de una concentracion 10 mM de HPBCD en las soluciones
genera una exaltacion de la fluorescencia sincronica; lo anterior concuerda
con lo informado previamente en nuestro laboratorio donde se determinaron
las Ka de los analitos de interés y la HPBCD, encontrandose éstas en el
orden de 10% M. 2324 Asi mismo se estudi6 el efecto del macrociclo en la
fluorescencia convencional de 3MI y M, arrojando rendimientos cuanticos de
2,1y 1,48.2324

200 278,0 nm

con HPCD
. sin HPCD

150

100 H

1 I I T
280 300 320 340
A (nm)

exc

T T
220 240 260

Figura V 12. Espectro de fluorescencia sincréonica de la mezcla de 3—metilindol
y melatonina sin y con adicion de hidroxipropil-f—ciclodextrina.
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Ademas, se observa un desplazamiento hipsocromico de 3,0 nm en el
maximo de emision de la mezcla, reforzando la hipotesis de la formacion de

un complejo entre los analitos y el macrociclo.

En cuanto a los derivados indélicos se reportan estudios entre la HPBCD
con la serotonina (5HT), y el acido 5-hidroxindolilacético (5HIA), cuyos LOD
pasaron de 0,90 ng/mL en buffer a 0,75 ng/mL en presencia de HPRCD para
el 5HIA a pH = 6,994; y de 0,550 ng/mL en ausencia de HPBCD a 0,370
ng/mL en presencia de HPBCD a pH = 2,000, denotando la importancia de
la acidez en la interaccidén de especies que presentan grupos ionizables con
el macrociclo.?® Otro estudio demuestra como la interacciéon de la 6-
hidroximelatonina con la HPRBCD genera que el LOD de este derivado
inddlico pasara de 1,02 ng/mL en buffer a 0,71 ng/mL en presencia de
HPBCD.?¢

2.3. Seleccion de variables latentes

Una ventaja del algoritmo PLS es su capacidad de modelar sistemas
complejos sin sobre ajustar los datos de concentracion. Para ello, es
necesario seleccionar el nimero de CV 6ptimo para el modelo.?® Otra
ventaja es la posibilidad de seleccionar vectores de carga individualmente
para cada analito de interés en el sistema. Asi, para los sistemas quimicos
estudiados en este trabajo, los vectores de carga para cada analito fueron
seleccionados por validacién cruzada (leave-one-out), tanto para el sistema
sin HPBCD, como para aquel que contenia la HPBCD. La forma correcta de
calcular los vectores de carga es a partir de la PRESS para las

concentraciones en todas las muestras de calibracion.17:30

2.4. Set de calibrado y prediccion

Las concentraciones de 3MI y M en las mezclas preparadas para el test
de calibracion y prediccion del método sin y con adicién de HPBCD se

eligieron mediante el uso del disefio experimental de Taguchi (ver
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capitulo 1V, seccion 2.3) los niveles de concentracion para este trabajo

se indican en la tabla V 1.

Tabla V 1. Concentraciones de 3—metilindol y melatonina en los sets de calibracién
y set de prediccion para los sistemas sin y con adicion de hidroxipropil—f—
ciclodextrina

Set de calibrado (uM) Set de prediccién (uM)
Set 3MI M Set 3MI M
C1 0,475 0,486 P1 1,900 0,243
c2 1,900 0,486 P2 1,900 0,973
C3 1,900 0,000 P3 0,950 1,946
Cc4 1,900 1,946 P4 0,238 3,892
C5 0,475 1,946 P5 0,238 1,946
C6 0,000 0,486 P6 0,950 3,892
c7 3,800 1,946 P7 1,900 0,000
C8 3,800 0,486 P8 0,000 0,973
C9 0,475 3,892 P9 1,900 1,946
Cc10 0,000 0,000 P10 0,950 0,243
Cl1 3,800 0,000 P11 0,000 3,892
C12 0,000 1,946 P12 3,800 0,000
C13 0,475 0,000 P13 3,800 0,973
C14 3,800 3,892
C15 0,000 3,892
C16 1,900 3,892
C17 1,900 1,946
C18 1,900 1,946

2.5. Parametros analiticos

Los pardmetros analiticos para los sistemas desarrollados en buffer y
HPBCD se muestran en la tabla V.2. EIl RMSEP es una medida de la

variabilidad de la diferencia entre los valores predichos y los nominales para
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un conjunto de muestras de prueba, de esta forma proporciona una idea de

la incertidumbre y el sesgo de la prediccion.

Tabla V.2. Parametros analiticos por cuadrados minimos parciales para la mezcla
de 3—metilindol y melatonina sin y con adicién de HPSCD

Parametros Buffer HPBCD
Analitos 3MI M 3MI M
Ccv 2 2 6 4
RMSEP @ 0,03 0,04 0,03 0,06
SEN.Ana 43,28 52,01 15,73 7,91
LODmin (Ng/mL) 0,93 1,63 0,33 0,60
LODmax (ng/mL) 1,36 2,42 0,55 0,79

@ RMSEP: Error cuadréatico medio de prediccion

Como se observa en la figura V 4, hay evidencia de un aumento en la
sefal de fluorescencia sincrénica debido al efecto de la HPBCD, este efecto
se ve acompafado de una disminucion de aproximadamente el 70 % de los
valores del LOD para ambos analitos, valores que estan en el rango de
ng/mL. Es importante aclarar que para estos métodos de calibracion se

reporta un rango de LODmin y LODmax.3%32

En la tabla V.3 y tabla V.4 se presentan los parametros analiticos sin y
con adicion de HPBCD en la matriz de 0,1 % v/v de orina sin
pretratamiento/agua milli-Q y en la matriz al 1 % v/v de orina extraida en

éter y retomada en metanol/agua milli—Q.

La presencia de la matriz de orina en la muestra genera que los LOD
varien con respecto a los determinados en ausencia de la matriz. No
obstante, la adicién de la HPBCD genera una mejora en los LOD con relacién

al sistema sin adicion del macrociclo aun en presencia de la matriz de orina.
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Tabla V.3. Parametros analiticos por cuadrados minimos parciales para la mezcla
de 3—metilindol y melatonina sin y con adicion de HPASCD en matriz de orina al 0,1
%

Parametros Buffer HPBCD
Analitos 3MI M 3MI M
Ccv 4 3 3 5
RMSEP 2 0,11 0,03 0,11 0,03
SEN.Ana 7,81 43,79 23,44 48,32
LODmin (Ng/mL) 1,77 1,63 1,02 1,79
LODmax (ng/mL) 2,95 6,11 1,01 4,30

aRMSEP: Error cuadratico medio de prediccion

Tabla V.4. Parametros analiticos por cuadrados minimos parciales para la mezcla
de 3—metilindol y melatonina sin y con adicion de HPSCD en matriz al 1 % de orina
extraida en éter y retomada en metanol.

Parametros Sin HPBCD Con HPBCD
Analitos 3MI M 3MI M
Ccv 3 3 5 5
RMSEP 2 0,04 0,09 0,11 0,06
SEN.Ana 33,15 12,04 8,47 22,56
LODmin (ng/mL) 1,68 1,63 1,14 1,81
LODmax (ng/mL) 3,04 6,48 2,62 3,76

aRMSEP: Error cuadratico medio de prediccion

La identificacion y cuantificacion de los niveles de 3MI y M en humanos
es de gran interés debido a su estrecha relacion con los trastornos del ritmo
circadiano, y éste a su vez con diferentes patologias relacionadas con las
alteraciones del suefio. Se ha planteado que la exposicion a la luz artificial
en turnos de trabajo nocturno afecta la produccion de M, aumenta la
probabilidad de sufrir de cancer. Se han desarrollado estudios donde se
evalla la produccion de este metabolito por 24 hs en pacientes con turnos
de trabajo nocturnos y diurnos. Los niveles de M fueron medidos mediante
test de ELISA, estos métodos se caracterizan por su sensibilidad, pero
demandan equipamiento, reactivos y conocimiento especificos en

inmunoensayos.33:34
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Los métodos implementados para la determinacién de este analito en
diferentes fluidos corporales son bastante complejos, entre estos

encontramos:

+ La cromatografia liquida acoplada a un espectrémetro masa—masa
(LC-MS/MS) donde se hace uso de una columna Cig 2,1 mm x 50
mm 2,6 um Kinetex, un gradiente lineal por 3 min de corrida pasando
de 10 % a 100 % de metanol en la fase movil y una deteccién
mediante espectrometria de masa, reportando un LOD de 3,73

pmol/mL.

+ Andlisis electroguimicos donde se han fabricado peliculas
copoliméricas de poli-melanina depositada sobre un electrodo. Este

desarrollo reporta LOD = 660 ng/mL en muestras de orina humana.

+ Se reportan desarrollos de plataformas electroquimicas impresas con
grafito y barniz sobre papel adhesivo. Mediante procesos de
oxidacion de M se obtienen voltamperogramas que permiten conocer
los valores de este metabolito en muestras biologicas y formulaciones
farmacéuticas. Para este trabajo se reportan LOD de 255 ng/mL.73°

Estos métodos requieren de procesos tecnoldgicos de alto control a
diferencia del método presentado en esta tesis, asi mismo se ve claramente
gue los LOD obtenidos por el método desarrollado son mas bajos que los

reportados en la literatura aqui citada.
En cuanto al 3MI, se han validado métodos basados en:

+ Cromatografia de masas para detectar este analito en matrices de
orina de cerdo como una forma de evaluar patologias hepaticas. El
método de andlisis cromatografico consiste en un flujo en gradiente
de 0,6 mL/min y una fase movil compuesta por metanol, agua y 10,0
mM de &cido acético. Este método reporta un LOD del orden de 20
ng/mL,! valor que es mas alto que el reportado en este trabajo de
tesis, siendo este ultimo méas sencillo metodolégicamente y menos

demandante energéticamente.
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2.6. Analisis de la region eliptica de confianza conjunta

Los gréficos de la EJCR para 3MI y M sin HPBCD y con la adicion de
HPBCD se muestran en la figura V 5.
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Figura V 5. Gréaficos EJCR, analisis de punto ideal de la pendiente e intercepto
para la deteccion y cuantificacion de 3MI y M sin HPACD (elipse negra) y con
la adicion de HPSCD (elipse roja).

La prueba EJCR permite mediante una inspeccioén visual de los valores
de la pendiente (1) y el intercepto (0) concluir que los métodos desarrollados

son exactos con una precision del 95 %.

2.7. Recuperacion de 3MI y M en matrices fortificadas de

orina humana

Las recuperaciones de los indoles analizados se realizaron fortificando
por triplicado muestras que contenian 0,1 % de orina sin pretratamiento, y
en muestras que contenian 1 % de orina extraida con éter y retomada en
metanol de acuerdo al protocolo desarrollado en el laboratorio para indoles
neutros.?338 El andlisis se realizé en tres niveles de concentracion para cada
indol y las recuperaciones se presentan en las tablas V.5 y tabla V.6 para los

meétodos desarrollados sin y con adicion de HPBCD.
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Tabla V.5. Recuperaciones promedio de 3—metilindol y melatonina en muestras al
0,1 % de orina sin pretratamiento con y sin adicién de hidroxipropil-g—ciclodextrina

Sin HPBCD Con HPBCD

Muestra Analito  Adicionado  Recuperado Adicionado  Recuperado %R

(=M) (=M) %R (ED) (1M) (=M) (SD)

aMI 0,80 0,79 99,5(0,9) 0,40 0,38 96 (6)
1,50 1,46 97 (7) 1,50 1,51 100(1)

Orina 5,00 5,07 101(4) 5,00 4,96 99 (3)
0,1% " 0,80 0,80 100 (2) 0,40 0,43 106(5)
1,50 1,55 103 (2) 1,50 1,56 103(1)
5,00 4,99 99 (1) 5,00 5,01 102(1)

Tabla V.6. Recuperaciones promedio de 3—metilindol y melatonina con y sin adicion
de hidroxipropil-f—ciclodextrina en muestras al 1 % de orina extraida en éter y

retomada en metanol

Sin HPBCD Con HPBCD
Muestra Analito ~ Adicionado  Recuperado Adicionado  Recuperado
%R (SD) %R (SD)
(uM) (=M) (uM) (=M)
v 0,80 0,81 101(1) 0,40 0,41 101(2)
1,50 1,57 105(3) 1,50 1,61 107(2)
1%
5,00 5,04 101(3) 5,00 5,09 102(3)
Orina
otmtta M 0,80 0,78 98(4) 0,40 0,40 100(8)
1,50 1,55 103(1) 1,50 1,52 101(2)
5,00 4,98 99,7(0,4) 5,00 5,00 100(1)

Todas las recuperaciones en las muestras fortificadas con los dos indoles

tanto en la muestra al 0,1 % v/v de orina sin pretratamiento y en la muestra

al 1 % de orina extraida en éter y retomada en metanol fueron superiores al

95 %. Los valores de SD no superan el 8 % para los métodos con y sin

adicién de HPBCD. Los resultados obtenidos muestran un efecto matriz en

los dos métodos desarrollados, generando un cambio en la sensibilidad de

los sistemas y en la exactitud evaluada mediante el analisis de la EJCR. Este

efecto hace necesario incluir la matriz de orina en los test de calibracion,

logrando asi que el algoritmo de PLS modele los interferentes de la muestra.
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2.8. Analisis de la region eliptica de confianza conjunta de 3—

metilindol y melatonina en muestra reales

Las recuperaciones de los analitos por los métodos desarrollados en
ambas muestras fortificadas se evaluaron mediante la regién eliptica de

confianza conjunta (EJCR).
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Figura V 6. Gréficos region eliptica de confianza conjunta, analisis de punto ideal
de la pendiente e intercepto para la deteccion y cuantificacion de 3—metilindol y
melatonina sin hidroxipropil-g—ciclodextrina (elipse negra) y con la adicion de
hidroxipropil-f—ciclodextrina (elipse roja) en matriz al 0,1 % v/v de orina sin
pretratamiento.
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Figura V.7. Gréficos region eliptica de confianza conjunta, analisis de punto ideal
de la pendiente e intercepto para la deteccion y cuantificacién de 3-metilindol y
melatonina sin hidroxipropil-f—ciclodextrina (elipse negra) y con la adicion de
hidroxipropil-f—ciclodextrina (elipse roja) en matriz al 1 % v/v de orina extraida en
éter y retomada en metanol.
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El analisis visual de las figuras V.6 y figura V.7 concluye que los métodos

desarrollados son exactos con una precision del 95 % en ambas matrices.

Los valores normales de M varian a lo largo del dia, oscilando en un
adulto sano entre aproximadamente 100 pg/mL y 200 pg/mL en las horas de
la tarde.®” Cabe destacar que los niveles de M disminuyen desde la pubertad
hasta la edad adulta en un 80 %,%8 por lo que el método desarrollado podria
ser evaluado en estudios de control de M en nifios puberes.

En cuanto al 3MI, aunque es un metabolito generado en el intestino, su
estudio en orina puede ser Util a la hora de evaluar problemas de
metabolizacién, como se ha demostrado en estudios realizados en cerdos.!
Es por ello que poder cuantificar simultdneamente estos analitos genera un
aporte de gran interés y puede ser evaluado como un potencial método de

estudio en el campo de la salud.
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3. Conclusiones

Se desarroll6 un método para la deteccion y cuantificacion simultanea de
3MI y M mediante la utilizacion de diferentes técnicas enfocadas en la
resolucibn de muestras complejas, por la superposicion de sefales

espectroscépicas de interés y la presencia de interferentes.

El uso combinado de técnicas como la FS, la cual ha demostrado tener
gran utilidad a la hora de adquirir informacion especifica y detallada de un
analito junto con PLS, un algoritmo que permite en analisis de sefiales aun
cuando presenten gran superposicion, permitié desarrollar una metodologia
directa, selectiva y sensible para poder cuantificar estos analitos en una

matriz tan compleja como la orina.

Las interacciones supramoleculares entre los indoles evaluados y la
HPBCD mejoraron las sensibilidades de los analitos, generando también la
mejora del LOD de ambos analitos. Los métodos desarrollados con o sin
HPBCD son precisos en base al analisis de la EJCR.

Las recuperaciones en muestras al 0,1 % de orina sin pretratamiento y al
1 % de orina extraida en éter demuestran que el método desarrollado es
exacto y preciso en muestras bioldgicas complejas. Estos métodos son
sencillos y representan métodos alternativos con LOD adecuados para su

evaluacion en estudios de estos metabolitos.
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4. Parte experimental

En esta seccion se detalla toda la instrumentacion utilizada y
procedimientos experimentales aplicados en el desarrollo y obtencion de los

resultados que se presentaron en este capitulo.
4.1. Instrumentacion

La preparacion de las soluciones estandar utilizd un sonicador Arcano

modelo PS-10A, con el fin de asistir la disolucién de los analitos en el buffer.

El control del pH del buffer fosfato realizé con un pH-metro Thermo Orion
modelo 520 A equipado con un electrodo Orion con sistema Ross. Previo a
la primera medida del dia el equipo era calibrado y verificado usando
soluciones estandar de pH = 4,008 y pH = 6,994, las cuales se prepararon

segun lo reportado en la literatura.®®

El control de las concentraciones en las soluciones estandar se realizo
mediante espectros de absorcién UV-visible, estas medidas se realizaron
usando un espectrofotometro Shimadzu 1800 de doble haz, equipado con
un bafio termostatico con circulacibn Haake a 25,0 °C, en todos los

experimentos se utilizaron celdas de cuarzo con paso Optico de 1 cm.

Los espectros de emision de fluorescencia, excitacion de fluorescencia 'y
fluorescencia sincronica se recolectaron en un espectrofluorimetro CARY
Eclipse, con anchos de rendija de emision y de excitacion de 10,0 nm, una
velocidad de barrido de 500,0 nm/min y una potencia de 435 v. El control de

temperatura se realizd mediante el Single Peltier CARY conectado a la porta
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celda; las celdas usadas para todas las medidas fueron de cuarzo y paso

optico de 1 cm.

Los datos adquiridos tanto para los espectros de absorbancia y
fluorescencia se procesaron y graficaron mediante OriginPro 9.0.0 (64 bit)
SR2 b87. En cuanto al procesado de datos por PLS se llevé a cabo mediante

el programa MVC1, programado en MATLAB.

4.2. Reactivos y procedimientos

Todos los reactivos empleados en este estudio fueron de grado analitico y
se controlaron por UV-visible, 3MI marca (Sigma-Aldrich), M marca (ICN
Biomedicals), y la HPBCD tenia un grado de sustituciéon de 0,61 marca
(Roquette). El agua MilliQ se obtuvo de un equipo Millipore y su resistividad
~18 MQ cm a 25,0 °C. El buffer fosfato pH = 6,994 se prepar6 como se

recomienda en la literatura.?3

Se prepararon soluciones madre de M y 3MI en concentraciones del
orden de 104 M en buffer fosfato pH = 6,994, la absorciéon de estas
soluciones se controlé con frecuencia para garantizar que no se
descompusieran. Se obtuvieron soluciones estadndar de M y 3MI del orden
de 10,0 uM a partir de la dilucion adecuada de las soluciones madre y se
utilizaron para preparar las diferentes mezclas utilizadas en los test de
calibracion y prediccién. La solucion patrén de HPBCD se preparé en buffer
fosfato pH = 6,994.

Las mezclas para los test de calibracion y prediccion se disefiaron con
Minitab 17 version 1.0, aplicando un disefio experimental completo de 4
niveles y 3 puntos centrales, las mezclas se prepararon a partir de las
soluciones estandar, y las concentraciones de trabajo de M y 3MI se
controlaron por UV-visible para garantizar absorbancias <0,05 con el fin de

evitar el efecto de filtro interno.12
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Los espectros de fluorescencia sincronica se adquirieron en el rango de
de Lexc entre (220,0-350,0) nm con una longitud de onda constante AA de
78,0 nm.

4.2.1. Recuperacion de 3—-metilindol y melatonina en

matrices fortificadas de orina humana

Las pruebas de recuperacion se realizaron en matrices de orina
humana recolectada durante 24 h. Antes de la toma de la muestra, el
paciente se sometié a una dieta para minimizar la posibilidad de falsos
positivos en el ensayo. La muestra se utilizé al 0,1 % sin pretratamiento

y al 1 % de orina extraida con éter y retomada en metanol.

Para obtener la matriz al 0,1 % se tomaron 100 yL de la muestra
de orina filtrada en un filtro de jeringa de PTFE y tamafo de poro de 0,22
Mm, esta alicuota fue aforada con buffer fosfato pH = 6,994 hasta 100
mL. En cuanto a la matriz al 1 %, se tomaron 2 mL de muestra de orina
fitrada como se indicé anteriormente y se realizaron 3 extracciones
sucesivas con 2 mL cada una de éter, posteriormente el éter fue
evaporado y la muestra se retomo con metanol. De esta muestra se tomo

1 mL y se aforé a 100 mL con buffer fosfato pH = 6,994.

Se evaluaron tres niveles de fortificado por triplicado para cada
muestra real, las mezclas se prepararon tomando alicuotas adecuadas

de soluciones madre de cada analito.
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Este trabajo de tesis se basd en estudios previos de nuestro laboratorio
en los cuales se reportan las ventajas analiticas de la interaccion de
diferentes pesticidas carbamatos y algunos derivados inddlicos con

macrociclos como la ciclodextrina y la hidroxipropil-B—ciclodextrina.

Lo anterior permiti6 desarrollar una metodologia analitica en flujo que
permitié identificar y cuantificar simultaneamente cuatro pesticidas N—
metilcarbamatos mediante cromatografia liquida de alto rendimiento, con un
sistema de derivatizacion poscolumna con hidroxipropil-B—ciclodextrina,
deteccion fluorimétrica y articulado con calibracién multivariada de primer

orden, mas especificamente por cuadrados minimos parciales.

El desarrollo general de esta investigacion permitié optimizar un sistema
cromatografico mediante el cual se identificaron los pesticidas aminocarb,
bendiocarb, carbofuran y carbaryl. De igual manera se logré obtener un
ambiente que fomentara la formacion de complejos supramoleculares
poscolumna entre los analitos y la hidroxipropil-B—ciclodextrina, lo que
conlleva un gran reto puesto que es conocido que a mayor porcentaje de
solvente organico menor es la constante de asociacion entre los pesticidas

y el macrociclo.

Adicional a todo esto fue de gran importancia el hacer uso de métodos
analiticos como PLS, el cual mas alla de permitir obtener LOD y LOQ mas
bajos, permite realizar andlisis de datos en sefales fuertemente
superpuestas, como es el caso de las sefales cromatograficas de
bendiocarb y carbofuran las cuales producto de tener estructuras quimicas
similares no fue posible obtener su completa resolucion mediante el proceso

cromatografico.

A lo largo de este trabajo de tesis se lograron obtener diferentes

conclusiones, las cuales se detallan a continuacion.

En funcién de ampliar los antecedentes relacionados con la interaccion
supramolecular de pesticidas N-metilcarbamatos con compuestos
macrociclicos, se llevé a cabo el estudio entre las especies neutra y acida
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del aminocarb con la hidroxipropil-p—ciclodextrina, obteniendo de este

estudio las siguientes conclusiones:

+ El analisis de los espectros de fluorescencia de aminocarb a pH acido y
neutro reflej6 que el pKa del analito es mucho mas é&cido en el estado
excitado, (pKa = 5,69 y el pKa* = 2,81).

+ La interaccion de la hidroxipropil-B—ciclodextrina con la especie neutra 'y
acida del aminocarb produjo una exaltacion de fluorescencia para el
aminocarb neutro y un quenching para el caso del aminocarb acido, con
unarelacién Ka*/Ka =53 indicando una mayor afinidad del macrociclo con

el analito protonado.

La optimizacién del sistema cromatografico junto con la evaluacion del
efecto de la adicidon poscolumna de la hidroxipropil-B—ciclodextrina sobre las
sefales cromatograficas fluorescentes de los analitos, permitio concluir lo

siguiente:

+ Dado que el rendimiento cuantico de fluorescencia del bendiocarb es
considerablemente menor al de carbofuran, sumado al fuerte
solapamiento de ambas sefiales hizo necesario el uso del algoritmo de
cuadrados minimos parciales, el cual permitié cuantificar ambos analitos

aun cuando sus sefiales no estaban resueltas en los cromatogramas.

+ Al comparar los rendimientos cuanticos de los complejos formados en
nuestro desarrollo, con los reportados en literatura donde se utilizaron
porcentajes de metanol del 2,0 %, es notoria la disminucion para los
complejos entre bendiocarb, carbofuran y carbaryl y la hidroxipropil—3—
ciclodextrina debido a la competencia que existe por la cavidad del
macrociclo entre el metanol y el pesticida. Caso contrario sucede con el
aminocarb donde el rendimiento cuéntico de fluorescencia al formar el

complejo con un mayor porcentaje de metanol aumenté producto de la
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estabilizacion de la estructura, que fue interpretado como la formacién

de un complejo terciario entre las tres especies.

La evaluacion de las cifras de mérito del sistema analitico desarrollado

mediante HPLC con derivatizacién poscolumna y calibracion multivariada de

primer orden mediante el algoritmo de cuadrados minimos parciales permitié

concluir lo siguiente:

+ La exaltacion de las intensidades de fluorescencia producto de las

interacciones supramoleculares entre pesticidas carbamato con
hidroxipropil-B—ciclodextrina en un reactor poscolumna, mejoraron las
sensibilidades de los analitos evaluados, y como consecuencia de ello se

obtuvo una mejora en los LOD del aminocarb, carbofuran y bendiocarb.

El analisis de la region eliptica de confianza permitié concluir que los
métodos analiticos desarrollados para los cuatro analitos con o sin

adicion poscolumna de hidroxipropil-B—ciclodextrina son exactos.

La metodologia analitica desarrollada es sencilla, directa, especifica'y de
bajo costo, representando una alternativa para la cuantificacion de estos
pesticidas, los LOD obtenido se encuentran dentro del rango o incluso

por debajo de los ya reportados y exigidos en algunas jurisdicciones.

El estudio de recuperaciones en agua domiciliaria da veracidad a lo antes

expuesto, y da soporte a la utilidad de la metodologia desarrollada.

De igual forma mediante un sistema estatico que hizo uso de las ventajas

de la fluorescencia sincronica, cuadrados minimos parciales y la interaccion

supramolecular entre el 3—metilindol y la melatonina se desarrollé una

metodologia alternativa para la deteccidn y cuantificacion de estos
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metabolitos en una muestra biolégica de gran complejidad como lo es la

orina.

+ La fluorescencia sincrénica es una técnica muy util a la hora de analizar
analitos fluorescentes cuyos espectros se superponen fuertemente y que
mediante fluorescencia tradicional no es posible diferenciar, en este caso
se logré obtener espectros que permitian asociar bandas especificas a

uno de los analitos.

+ Las ventajas del uso de cuadrados minimos parciales en sistemas
complejos con alto solapamiento espectral fueron de gran ayuda para

poder cuantificar ambos analitos en la mezcla.

+ La intensificacion de las sefiales fluorescentes de los analitos por el uso
de la hidroxipropil-B—ciclodextrina y la formacion de los complejos
supramoleculares generdé una mejora considerable en los LOD para

ambos analitos.

+ El método fue validado en muestras de orina humana al 0,1 % sin
pretratamiento y al 1,0 % de una extraccion con éter y retomada en
MeOH, las recuperaciones en ambas muestras demostraron que este
método podria adoptarse como un método alternativo para estos

metabolitos.

+ Las pruebas de la region eliptica de confianza conjunta en todos los
casos demostraron que el método desarrollado para estos derivados

inddélicos es exacto con un nivel de confianza del 95,0 %.
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Proyecciones

Como proyecciones de este trabajo de tesis se plantean dos desarrollos

analiticos:

+ El primero se basa en la adicién de la hidroxipropil-B—ciclodextrina
en la fase movil del sistema, el promover la formacion de los
complejos previo a la columna podria generar un cambio en la
interaccion que estos analitos presentan con la fase estacionaria,

favoreciendo o no su separacion.

+ El segundo desarrollo consiste en modificar una columna con
hidroxipropil-B—ciclodextrina, evaluar su efecto en la separacion
de los analitos y posteriormente evaluar el efecto de la

derivatizacion poscolumna del sistema.
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Anexo I

1. Fundamentos de cromatografia liquida de

alto rendimiento

1.1. Naturaleza de la fase movil

Dentro de esta categoria encontramos dos subcategorias, la
cromatografia gaseosa (GC), donde la fase movil es un gas y la
cromatografia liquida (LC) donde la fase moévil es un liquido. A este ultimo
grupo corresponden la cromatografia liquida en capa delgada (TLC),
cromatografia liquida en columna abierta y cromatografia liquida de alto
rendimiento (HPLC).!

Estas cromatografias presentan grandes diferencias, sin embargo, los
principios de separacion en ambas son los mismo. Estas diferencias
permiten separar compuestos de diferente naturaleza, en el caso de GC es
apropiada para analizar compuestos volatiles y no es eficiente cuanto el
analito presenta altos pesos moleculares y/o se descompone a altas

temperaturas.!

Otra diferencia importante es el tipo de detector usado en una y otra, en
GC es mucho més facil ya que es posible utilizar un gas inerte y por ende se
puede utilizar como detector cualquier instrumento que mida una propiedad
fisica del analito: conductividad térmica, ionizacion en llama, captura de
electrones. Por otro lado, en la LC es necesario utilizar un instrumento que
permita diferenciar entre el solvente de la fase mdvil y el analito, para estos

casos los mas utilizados son la deteccién UV-visible y por fluorescencia.t

En cuanto a la importancia de la fase movil en el proceso de separacion
se evidencia una clara diferencia en ambas cromatografias, en GC la fase

movil es un simple transportador (Carrier) que hace fluir la muestra a través
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de la columna, a diferencia de la LC, donde variar la composicion de la fase
movil influye directamente en la retencion de los analitos puesto que este es

el parametro esencial que gobierna la separacion.!

1.2. Naturaleza de la fase estacionaria

La fase estacionaria puede ser solida o liquida, de esta forma si se
emplea una fase moévil liquida se pueden desarrollar procesos
cromatograficos de tipo liquido—liquido (LLC) o liquido—sélido (LSC), y si por
el contrario hablamos de una fase maovil de naturaleza gaseosa, estariamos

hablando de cromatografia gas—sélido (GSC) o gas—liquido (GLC).!

La fase estacionaria suele ser silice tratada con clorosilano de cadena
variable (R3SiCl), donde R es una cadena alquilica, siendo la mas comun y
utilizada las cadenas de 18 carbonos (CisHz7).! No obstante, a lo largo de
los afos se han desarrollado gran variedad de fases estacionarias donde las
cadenas carbonas son modificadas o remplazadas por diferentes grupos
funcionales en la busqueda siempre de mejorar la selectividad y aumentar el
ya amplio abanico de compuestos que pueden ser separados, identificados

y cuantificados por HPLC.3#56

1.3. Cantidad de muestra aplicada

Si en el proceso cromatogréfico la muestra no se destruye como es el
caso de TLC, HPLC o cromatografia en columna abierta, se pueden obtener
al final de la columna los analitos puros. La cantidad de muestra determinara
el tipo de cromatografia que se llevara acabo, si las cantidades van de los
(pg) a los (ug) se denomina cromatografia analitica, si va de los (ug) a los
(g) hablamos de cromatografia semi—preparativa y si por el contrario se
analizan cantidades superiores al (g) la cromatografia se conoce como

preparativa.t
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1.4. Fendmeno que ocurre dentro de la columna

En la figura A.l. 1 se muestra una ilustracion de la interaccion entre un
analito y las especies quimicas que conforman la columna cromatografica.
Se representan con flechas verdes las fuerzas de atraccion entre el analito
y la fase estacionaria, dentro de estas fuerzas podemos contemplar fuerzas
de Van der Waals entre las cadenas carbonadas apolares y el analito, la
reduccion de la cavidad del disolvente producto del efecto hidrofébico, entre
otras. Asi mismo se representan con flechas rojas las fuerzas repulsion entre
ambas especies; aqui se consideran principalmente fuerzas de Van der

Waals e interacciones electrostaticas entre el analito y la fase movil.”

En base a todo lo anterior sabemos que una separacion cromatografica
Optima dependera de un adecuado equilibrio entre las polaridades de las tres
especies involucradas en el proceso; asi, la eleccion de una columna con
caracteristicas afines al analito es crucial a la hora de poder variar los
tiempos de retencion de los analitos variando la polaridad de la fase movil.

Tabla A.l. 1. Polaridad de los grupos funcionales més relevantes

Grupos funcionales Momento dipolar
Amina 08al4
Eter 1,2
Sulfuro 1,4
Tiol 14
Acido carboxilico 1,7
Hidroxilo 1,7
Hal6genos 16a1l,8
Ester 2,3
Aldehido 2,5
Cetona 2,7
Nitro 3,2
Nitrilo 3,5
Sulféxido 3,5

217



000000000000000000 """ 000
AAAAAAAAAAA‘A‘AA‘. EENEEEE b
Apolar
i «
IFf:duccmnen el volumen __g < Oy . Reduccién de la cavidad
ore ! ':' » ." " de la fase mavil
olar
. . Fuerzas electrostéticas / 40 oy .
Fase estacionariaapolar _ .. . . .. y analito 13.;) Analito
Fuerzasde Van der Waals # N \ Fuerzaselectrostaticas
entre la columnay el analito entre fase mévil y analito
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Figura A.l. 1. llustracién de la asociacion entre un analito que posee una parte polar y
otra apolar con una cadena hidrocarbonada de la fase estacionaria, efecto solvéfobo.
Las flechas en color verde indican las fuerzas que tienden a unir y las flechas en color
rojo, las fuerzas que tienden a separar.

Dentro de la cromatografia de afinidad se conocen varias clases, entre
ellas encontramos la cromatografia de intercambio iénico, cromatografia en
fase normal y cromatografia en fase reversa (FR-HPLC). Esta ultima se

basa en una fase estacionaria apolar y una fase movil.*

1.5. Cromatografia liquida de alto rendimiento en fase

reversa

En la FR-HPLC los compuestos mas polares eluyen primero que
aquellos que posean una menor polaridad. Asi, una buena separacion
cromatografica requiere un equilibrio adecuado entre las fuerzas
intermoleculares existentes entre el analito, la fase mévil y la fase
estacionaria. Estas fuerzas intermoleculares se describen cualitativamente

en términos de polaridad relativa de cada uno de los reactivos.

Las polaridades en orden creciente para varios grupos funcionales del
analito son: hidrocarburos < éteres < ésteres < cetonas < aldehidos < amidas
< aminas < alcoholes. La polaridad de los distintos grupos funcionales se
muestra en la tabla A.l. 1.
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Teniendo en cuenta que los compuestos menos polares se retienen en la
columna por su afinidad con la fase estacionaria, y que aquellos que poseen
mayor polaridad eluyen con la fase movil, se plantea que una forma de
aumentar la retencién en la columna de un analito hidrofobico es aumentar
el porcentaje de agua en la fase mévil. Como se ha planteado, el mecanismo
de la cromatografia en fase reversa opera con el principio de fuerzas
hidrofébicas, de tal manera que la interaccion del analito a la fase
estacionaria es proporcional a la superficie de contacto alrededor del
segmento apolar del analito en asociacién con el ligando en la fase movil

acuosa. Este efecto se denomina solvéfobo.

Mientras que la fase movil eluyen de la columna arrastra consigo
cantidades muy diferentes de solutos, estos pasan en diferente orden a
través de un sistema que detecta la presencia del soluto, esta sefial es
convertida en una sefial que es tratada por el procesador de datos que
representa graficamente la sefial obtenida frente al tiempo o al volumen de
elucién. Los solutos se representan en el cromatograma como una serie de
picos que pueden identificarse por su anchura, altura, area o tiempo de
retencion, siendo este ultimo el tiempo en el cual la sefal del pico presente

su valor maximo.

Cada componente de una muestra a analizar mediante HPLC—-FR tiene
unas caracteristicas de retencion determinadas bajo ciertas condiciones
cromatograficas, el objetivo es encontrar las condiciones ideales donde la
migracion del componente de interés y la de los contaminantes a través de
la columna sea lo suficientemente distinta para que dicho compuesto sea
separado de los demas, y asi permitir su posterior identificacion y

cuantificacion; a este proceso se le denomina purificacion.
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