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Resumen  
La escasez hídrica en Chile está impulsando la reutilización de aguas residuales como fuente 

de agua dulce. El desafío principal del reúso debe considerar la ineficacia de remover 

Contaminantes Emergentes (CE) mediante tratamientos convencionales, como fármacos que 

persisten en concentraciones traza (ng/L a µg/L) en las aguas tratadas. Los CE conllevan 

riesgos ecológicos y de salud pública, por lo que es necesario y urgente desarrollar e integrar 

metodologías analíticas sensibles para el monitoreo de la calidad del agua dulce residual y 

tratada, proporcionando base empírica para establecer normativas ambientales y tecnologías 

avanzadas de tratamiento. El objetivo general de este trabajo fue desarrollar una técnica 

analítica con cromatografía líquida acoplada a espectrómetro de masas (UHPLC/MS/MS) 

para la identificación y cuantificación de diez fármacos en matrices acuosas de forma 

simultánea, elegidos según su tasa de consumo y detección en Chile. Estos medicamentos 

fueron: metformina, atenolol, paracetamol, cafeína, carbamazepina, claritromicina, 

ketoprofeno, diclofenaco, ibuprofeno y naproxeno.  

La investigación se basó en el uso de extracción en fase sólida (SPE) para limpiar y 

preconcentrar las muestras de una planta de depuración y una muestra de agua potable. Se 

establecieron curvas de calibración para determinar la linealidad, límites de detección y 

cuantificación, y, se evaluó el porcentaje de recuperación utilizando una matriz sintética. Los 

resultados obtenidos indicaron que el método posee una excelente linealidad (R2 entre 0,98 

y 0,99); sin embargo, la cuantificación precisa se vio comprometida por la matriz y las 

interacciones entre analitos, destacándose una recuperación muy baja para metformina 

(5,17%), claritromicina (5,74%) y diclofenaco (23,21%), donde se sugiere que la polaridad 

extrema o la ionización impidieron su retención. Asimismo, se reportó una sobre-

recuperación de ibuprofeno (264,18%) en la mezcla sintética, lo que indica una potenciación 

iónica, invalidando la cuantificación para este compuesto bajo la metodología de mezcla 

aplicada. A pesar de lo anterior, se confirmó la ubicidad y transferencia de los diez fármacos 

en el ciclo del agua, teniendo que las altas concentraciones de medicamentos en la entrada 

primaria validaron la descarga directa y constante de los mismos debido al alto consumo 

poblacional.  

Por otra parte, se encontraron nueve fármacos activos en el agua potable, lo que subraya que 
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los tratamientos convencionales de potabilización son insuficientes, generando una 

exposición crónica a la población. Si bien los tratamientos biológicos fueron eficaces para la 

remoción de fármacos biodegradables (cafeína, paracetamol, ibuprofeno, naproxeno), los 

medicamentos recalcitrantes como carbamazepina, diclofenaco, claritromicina, atenolol, 

metformina y ketoprofeno mostraron una eliminación limitada o inferior. Se observó un 

aumento aparente en la concentración de algunos compuestos a lo largo del tratamiento, lo 

que se atribuye a la desconjugación enzimática de sus metabolitos en el lodo activado, 

revirtiendo al fármaco activo original y reintroduciéndolo al efluente.  

Así, se logró establecer una metodología para la detección cualitativa de los diez compuestos 

en niveles traza, pero la cuantificación exacta se vio comprometida por la falta de robustez 

en la extracción SPE y la complejidad de la matriz. La persistencia de nueve fármacos activos 

en el agua potable genera una alerta sanitaria crítica y confirma la necesidad urgente de 

acción regulatoria. Por lo anterior, se destaca la urgencia de implementar tecnologías de 

tratamiento terciario avanzado para degradar este tipo de contaminantes, definiendo rangos 

de remoción de descarga obligatorios con un objetivo de recuperación del 70-120% exigido 

por estándares internacionales. Esto, debe ser complementado con políticas de recuperación 

de fármacos no usados (farmacias y hospitales) para reducir la entrada masiva de 

contaminantes de alto consumo a la red de aguas residuales. 

La relevancia técnica y el impacto socioambiental de esta investigación fueron distinguidos 

en el Congreso de Ingeniería Sanitaria y Ambiental de AIDIS como el mejor póster. Este 

reconocimiento subraya la importancia de los hallazgos obtenidos y posiciona este estudio 

como un referente crítico para la futura regulación de contaminantes emergentes en las aguas 

de Chile. 
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Capítulo 1: Introducción. 

1.1 Escasez Hídrica. 

El agua representa el pilar fundamental de la vida y el desarrollo socioeconómico, esencial 

para la biósfera, la industria y el consumo humano. Sin embargo, producto del aumento de la 

población mundial, el avance tecnológico, y el incremento de procesos, suministros y 

artículos disponibles; es existe una creciente escasez hídrica exacerbada por el cambio 

climático y la sobreexplotación del recurso (Morales, 2021) que mantiene al 25% de la 

población mundial con una demanda de consumo de agua que supera la oferta disponible 

(Naciones Unidas, 2018); proyectando que para el año 2025 la mitad de la población mundial 

se encontrará en zonas de escasez (Organización Mundial de Salud, 2017).  

Específicamente, Chile figura dentro de los 20 países con mayor riesgo hídrico en el mundo, 

de acuerdo al Instituto Mundial de Recursos (WRI). Según el indicador de 2019, Chile se 

encuentra en la posición Nº18 a nivel global (Morales, 2021), donde más del 50% de las 

comunas del país se encuentra bajo sequía, abarcando el 47,5 % de la población nacional 

(Núñez, 2022); teniendo como principales causas de brecha y riesgo hídrico el déficit de 

gestión del agua (44%), el aumento de la demanda del recurso (17%), la contaminación del 

agua (14%), la disminución de oferta de este (12%), el daño ambiental existente (6%) y el 

incremento en la frecuencia de los desastres naturales (5%) (Fundación Chile, 2022). 

La gestión del agua se encuentra en un punto crítico, necesitando una estrategia de gestión e 

institucionalidad del agua a nivel global que permita la conservación y protección del 

ecosistema hídrico con uso eficiente del recurso y una migración e incorporación de nuevas 

fuentes de agua (Fundación Chile, 2022) que consideren la contaminación de las matrices 

acuosas de forma natural o antropogénica (Jakimska et al., 2014), donde el residuo deje de 

ser visto como un desecho y pase a ser un activo. 

Bajo esta premisa, la reutilización de aguas residuales para la producción de agua dulce 

(Rodríguez et al., 2020) es una alternativa latente y comprometedora ya que cada año a nivel 

mundial se generan alrededor de 359 mil millones de metros cúbicos de aguas residuales, 

donde sólo el 11% de estas aguas generadas son reutilizadas; siendo alrededor del 48% 
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liberada al medio sin tratamiento (Jones, 2021), exacerbando la contaminación de matrices 

acuosas tanto por vías naturales como antropogénicas. Así, el Informe de los Objetivos de 

Desarrollo Sostenible publicado por las Naciones Unidas en el año 2023, expresa que en el 

2030 se debe reducir a la mitad el agua no tratada debiendo disminuir su contaminación a 

través del control en la descarga de materiales y productos químicos peligrosos y la 

eliminación del vertimiento (Naciones Unidas, 2023); 

En este escenario, Chile presenta una posición de liderazgo regional y mundial en 

infraestructura de saneamiento, pero con matices importantes entre lo urbano y lo rural. La 

cobertura de agua potable y alcantarillado en áreas urbanas alcanza niveles de 99,9% en agua 

potable y 97,5% en alcantarillado, teniendo que casi todas las aguas servidas recolectadas en 

las ciudades reciben tratamiento antes de ser devueltas al medio; no obstante, solo el 47% de 

los hogares rurales tiene acceso a agua potable por cañería, y menos del 5% cuenta con 

sistemas de alcantarillado adecuados (Baeza , 2025) . 

A pesar de tratar gran parte de sus aguas, Chile enfrenta la paradoja de que solo el 4,4% de 

este recurso tratado es reutilizado (Andess Chile, 2024), siendo el resto descargado al mar a 

través de emisarios submarinos o devuelto a cauces sin un aprovechamiento secundario 

sistemático, debiendo apuntar en una estrategia nacional que permita el reúso de aguas grises 

y residuales para fines agrícolas, industriales o de recarga de acuíferos que permitan mitigar 

el estrés hídrico que afecta especialmente desde la región de Coquimbo hasta la 

Metropolitana, donde la escorrentía per cápita está bajo el umbral de escasez severa de 500 

m³/persona/año (Baeza , 2025) . 

Teniendo que el volumen de las aguas servidas tratadas en el año 2022 llegó a los 1.225 

millones de m³ (Andess Chile, 2022),  la institucionalidad chilena debe evolucionar para que 

el porcentaje de aguas tratadas no sea solo una estadística de saneamiento, sino una base de 

seguridad hídrica mediante el reúso a gran escala, cerrando la brecha de desigualdad que aún 

persiste en el mundo rural; pero ¿Qué son las aguas residuales y cuál es la efectividad del 

tratamiento de agua residual para su uso como fuente de agua potable? 
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1.2 Utilización de agua residual como fuente de agua potable. 

Se define el agua residual como toda aquella agua que procede de viviendas, poblaciones o 

zonas industriales, que arrastra suciedades y detritus. Entre estas aguas se encuentran:  

efluentes domésticos procedentes de zonas de viviendas y servicios (excremento, orina, lodos 

fecales, aguas de lavado y de baño), agua de establecimientos comerciales e instituciones, 

incluidos hospitales; efluentes industriales, aguas pluviales y otras escorrentías urbanas, 

agrícola, hortícola y acuícola (UNESCO, 2017).  

En la actualidad se llevan a cabo procesos de depuración de aguas residuales en los cuales se 

emplean métodos clásicos para limpiar el agua usada con el fin de ser devuelta al medio 

ambiente sin causar contaminación. En específico, se inicia el proceso con un pretratamiento 

encargado de eliminar sólidos grandes como trapos, plásticos, arena, grasas, aceites y otros; 

siendo posteriormente dirigidas a un proceso de sedimentación donde los sólidos suspendidos 

orgánicos e inorgánicos se asientan por gravedad; llevando la corriente de agua residual a un 

tratamiento biológico encargado de eliminar la materia orgánica que está disuelta y en 

suspensión en la matriz con el propósito de trasladar la corriente final a una última etapa 

previo a su liberación en el medio, que remueve contaminantes específicos residuales como 

nitrógeno, fósforo, sólidos finos, orgánicos, olores y otros (Salimul, 2025; Igere, et al.,2020). 

A pesar de lo anterior, se ha demostrado que estos métodos clásicos aplicados en las plantas 

de tratamiento de aguas residuales (PTAS) no son capaces de remover una serie de 

contaminantes, conocidos como contaminantes emergentes (CE) (Herrera et al., 2024); los 

cuales requieren una eliminación a escala micro en vez de macro (ng/L hasta ug/L); 

persistiendo en el recurso hídrico que es liberado al medio. Con ello, las aguas residuales se 

reconocen como fuentes de estos compuestos solubles que quedan retenidos en los suelos y/o 

sedimentos, producto de su ingreso por medio de aguas domésticas o industriales, residuos 

de plantas de tratamiento, efluentes hospitalarios, insumos aplicados a actividades ganaderas 

o agrícolas, vertederos y otros derivados (Rout et al., 2021; Wilkinson et. al., 2022). 

Los contaminantes emergentes se definen como aquellas sustancias químicas sintéticas o 

naturales de distinto origen que presentan una introducción continua en el medio ambiente 

sin control de su concentración bajo normativas ambientales, cuya presencia si bien no es 
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relativamente nueva; sí lo es los efectos adversos que pueden causar tanto el ecosistema como 

en la salud humana (Gil et al., 2012). De este modo, la descarga de aguas residuales, incluso 

si han sido tratadas, puede introducir contaminantes como productos farmacéuticos, y 

estimulantes en el medio ambiente (MacKeown et. al., 2024; Soriano et. al., 2024); donde su 

concentración va a depender de la eficiencia de remoción del tratamiento usado; pues, ésta 

varía según la persistencia de los CE, sus propiedades fisicoquímicas, las tecnologías 

empleadas y las condiciones operativas/ambientales (Grujić et. al., 2009). No obstante, 

existen rangos de eliminación características en cada etapa según la Figura 1adjunta: 

 

Figura 1: Mecanismo de sorción de CE en una PTAS típica. Rout et al., 2021. 

Según la Figura 1, la eficiencia de remoción de los CE en el tratamiento primario varía en un 

rango del 20-50% dado principalmente por la sorción (tanto absorción hidrofóbica en la 

fracción lipídica del lodo primario como adsorción electrostática en la superficie de las 

partículas de lodo). Asimismo, en el tratamiento secundario que incluye procesos biológicos, 

se logra una eliminación del 30-70% producto de la biodegradación y/o biotransformación 

generada con las enzimas. Por último, para los sistemas que utilizan una tercera parte del 

tratamiento se ha visto una remoción superior al 90%; llegando al 95% con procesos de lodos 

activados y desinfección con hipoclorito (Rout et al., 2021). 



 

17 
 

A pesar de la alta eficiencia de los tratamientos existentes, una porción del principio activo 

persiste, liberándose continuamente al medio ambiente. Su acumulación e introducción 

continua en los seres vivos ha llevado consigo efectos adversos en los mismos, lo que subraya 

la necesidad primordial de identificar y estudiar los productos que pertenecen a este tipo de 

contaminantes (Wilkinson et al., 2022). 

Se tiene que el mayor porcentaje de CE viene dado por los medicamentos, donde su continuo 

aumento en demanda y consumo los ha posicionado como unos de los compuestos más 

estudiados dado el envejecimiento de la población, la prevalencia de enfermedades crónicas 

y tratamientos para el bienestar de la salud humana y animales; y, la innovación en el 

desarrollo de nuevos productos. Así, se emiten al medio ambiente durante su elaboración, 

sus desechos de productos vencidos o no utilizados por la industria, su uso agrícola y su 

consumo; en donde una parte del principio activo se metaboliza y el resto se elimina a través 

de la orina o las heces (Barrios et al., 2018; Rout et al., 2021; Kumar et al., 2022; Wilkinson 

et. al., 2022; Singh et al., 2022).  

1.3 Productos farmacéuticos. 

Son compuestos de origen natural y/o sintético que tienen por objetivo principal el 

tratamiento o prevención de una enfermedad. Los medicamentos poseen principios activos 

diseñados para inducir una acción farmacológica, inmunológica o metabólica que busca 

restaurar, corregir o modificar las funciones fisiológicas del organismo; pudiendo ser 

biológicamente activos incluso a bajas concentraciones con un potencial riesgo a generar 

efectos no deseados o adversos en los organismos más allá de su función original (Tejada et 

al., 1014). Los productos farmacéuticos contienen diferentes propiedades fisicoquímicas que 

favorecen su persistencia en el medio ambiente; con estructuras y tiempos de degradación en 

función de su modo de acción y sus vías metabólicas (Bean et al., 2018; Huang et al., 2021; 

Giwa et al., 2021).  

Bajo este contexto, se prevé que los ingresos generados por el sector farmacéutico sigan 

creciendo a lo largo de los años, desde 1.099 billones de dólares en 2023 a 1.454 billones de 

dólares en 2029, lo cual corresponde a un aumento del 32% (Statista, 2025).  
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La venta de medicamentos en Chile está normada por las Leyes 20.724 y 21.331, que 

controlan su distribución según riesgos y uso. Esta regulación clasifica los fármacos en dos 

grandes grupos: prescripción médica como antibióticos, psicotrópicos, hormonas y 

tratamientos para enfermedades crónicas y; uso común como analgésicos, antigripales y 

medicamentos para trastornos digestivos, entre otros. 

El mercado farmacéutico chileno generará ingresos de 2.570 millones de dólares en 2025. 

Los medicamentos oncológicos serán la clase con mayor volumen de uso, alcanzando una 

cifra de 460.70 millones de dólares este año. Además, se espera que la industria mantenga 

una tasa de crecimiento anual constante del 4,71% entre 2025 y 2029, lo que resultará en un 

volumen de mercado total de 3.090 millones de dólares para 2029 (Statista, 2024). 

Debido a la gran diversidad de estos productos es imprescindible determinar los compuestos 

de mayor consumo para evaluar sus efectos toxicológicos y las estrategias de remoción 

(Parolini, 2020; Samal et al., 2022). A pesar de esta necesidad, la información existente sobre 

la acumulación de estos productos en suelos y sus riesgos para especies terrestres es 

insuficiente y limitada (Biel et al., 2018); por ende, se busca generar nuevas bases datos que 

puedan respaldar la implementación de futuras normativas y leyes orientadas a mitigar la 

constante interacción de estos compuestos con la salud de las personas y los ecosistemas. 

Conocer los medicamentos con mayor consumo, detección y predominancia en las aguas 

residuales es de vital importancia para priorizar el monitoreo, evaluar su impacto ecológico 

y desarrollar tecnologías avanzadas de degradación o remoción. Al establecer una base de 

datos de estos compuestos y sus características, será posible fijar límites máximos 

permisibles en aguas, generar nuevas regulaciones sobre su eliminación y lanzar campañas 

de concientización, mejorando así la seguridad hídrica. Esta labor se vuelve más imperativa 

dada la creciente necesidad de reutilizar aguas residuales tratadas como fuente de agua 

potable. La ingestión constante de estas sustancias, incluso a bajas concentraciones, conlleva 

efectos adversos a largo plazo en la salud humana, la flora y la fauna. Por ello, es fundamental 

garantizar la seguridad del agua potable obtenida de esta fuente no convencional, lo que exige 

la introducción de nuevos equipos y metodologías analíticas más sensibles y selectivas para 

detectar y cuantificar los CE, superando los desafíos que imponen sus bajas concentraciones, 

la complejidad de la matriz del agua residual y la diversidad de compuestos. 
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Capítulo 2: Pregunta de investigación, hipótesis y objetivos. 

Debido a que existe evidencia del efecto antropológico y la presencia de trazas de compuestos 

farmacéuticos en aguas residuales y naturales; donde la concentración y tipo de 

medicamentos encontrados variará según el alcance, la cultura y el consumo de los fármacos 

en cada nación, la presente investigación tiene como objetivo central identificar y cuantificar 

la prevalencia de diez fármacos en matrices acuosas, abordando el creciente problema de los 

contaminantes emergentes. Para ello, se seleccionaron los diez medicamentos de mayor 

consumo social, presencia y frecuencia de detección en diversos cuerpos de agua. Esta 

selección se complementa con una evaluación de los efectos toxicológicos que su continua 

liberación puede generar en el medio ambiente (flora y fauna) y en la salud humana. 

Una vez definidos los compuestos de interés, se desarrolló un método analítico de alta 

precisión para su detección y cuantificación, empleando un sistema de cromatografía líquida 

acoplada a espectrometría de masas (UHPLC/MS/MS). Este método se aplicó para evaluar 

el estado actual de contaminación en muestras representativas de agua residual y agua 

potable; característica fundamental en el contexto de la legislación ambiental vigente y la 

imperiosa necesidad de garantizar la seguridad del agua reutilizada para el consumo humano. 

La información derivada de esta investigación permitirá comprender el impacto real de la 

descarga de estos fármacos en los ecosistemas acuáticos, sirviendo como base científica para 

la futura regulación. Los resultados obtenidos serán esenciales para establecer límites 

permisibles y rigurosos que guíen el desarrollo de procesos de remoción eficientes en las 

plantas de tratamiento y, fundamentalmente, aseguren que el agua reutilizada sea segura para 

el consumo humano, cumpliendo con la doble misión de proteger la salud pública y el medio 

ambiente. Por lo anterior, es que se plantean los siguientes objetivos:  

2.1 Objetivos. 

Objetivo general 

• Establecer una técnica de manejo de muestras acuosas chilenas que permita identificar y 

cuantificar compuestos farmacológicos en aguas chilenas a través de extracción y 
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concentración en fase sólida y cuantificación en UHPLC/MS/MS. 

Objetivos específicos 

• Analizar el estado de arte de la presencia, consumo y frecuencia de detección a nivel local 

de compuestos farmacológicos en aguas. 

• Implementar una metodología analítica para la detección de analitos farmacológicos en 

aguas chilenas mediante UHPLC/MS/MS. 

• Monitorizar los compuestos elegidos en aguas problema considerando los límites de 

detección y cuantificación detectados en la metodología analítica desarrollada.  

• Reportar los desafíos enfrentados en el desarrollo de la técnica analítica para detectar 

fármacos en aguas y, basado en los resultados obtenidos, proponer políticas que mejoren 

la regulación ambiental.  

2.2 Pregunta de investigación e hipótesis. 

La investigación se centrará en responder la siguiente pregunta: ¿es factible diseñar y 

validar una técnica analítica que permita la determinación y cuantificación simultánea 

de los diez fármacos más prevalentes en consumo o detección en matrices acuosas a 

nivel nacional? 

Con ello, la hipótesis a responder corresponderá a: si se implementa una técnica analítica 

integrada basada en la tecnología de Ultra-Cromatografía Líquida de Alta Eficiencia 

acoplada a Espectrometría de Masas en tándem (UHPLC/MS/MS), que considere los 

efectos de interacción de los compuestos, será posible la cuantificación simultánea de 

los diez compuestos farmacéuticos más consumidos y/o detectados en matrices acuosas 

chilenas. 

Dicho esto, previo a la propuesta de desarrollo experimental, llevó a cabo un estudio 

bibliográfico exhaustivo para identificar los diez medicamentos a evaluar; y con ello, 

ver el efecto puede ocasionar en el medio ambiente a través de su monitoreo en matrices 

acuosas. 
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Capítulo 3: Estado del Arte 

3.1 Fármacos con mayor prevalencia en el Chile. 

El consumo de productos farmacéuticos experimenta un aumento significativo e incesante, 

impulsado por factores clave como la mejora del nivel de vida, el incremento de la inversión 

en el sector salud, los avances en investigación y desarrollo, la amplia disponibilidad de 

mercado y el envejecimiento de población (Hawash et al., 2023). Lo anterior, repercute 

directamente en la presencia generalizada de medicamentos y sus metabolitos en el medio 

ambiente, lo cual es un desafío globalmente reconocido y evaluado en diversas matrices 

ambientales que incluyen agua, sedimentos y biota. 

Para comprender la magnitud y especificidad del desafío que representan estos 

contaminantes en el contexto local, se procedió a un análisis de la literatura científica 

pertinente a través de la revisión de un total de nueve artículos que abordan los patrones de 

consumo, la detección y la prevalencia de estos compuestos en aguas chilenas. La literatura 

evaluada aborda un total de 714 medicamentos detectados en diferentes matrices acuosas 

chilenas según el Gráfico 1. 

 

Gráfico 1: Fármacos reportados en matrices acuosas. Villa, 2012; Jachero et al., 2013; Manzo et 

al., 2014; Moncada, 2015; Becerra et al., 2015; Wilkinson et al., 2022; MacKeown et al., 2024; 

Inostroza et al., 2024; Soriano et al., 2024. 

El Gráfico 1 demuestra que la detección de fármacos en matrices acuosas se rige por su 

persistencia y dinámica ambiental. La alta frecuencia de detección en sedimentos y aguas de 
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pozo se debe a la lipofilicidad de los compuestos que facilita su adsorción y acumulación en 

el material particulado y, a su lixiviación hacia los acuíferos subterráneos, respectivamente. 

Aunque las aguas residuales y servidas son el punto de origen primario, registran las 

detecciones más bajas, exceptuando el agua de mar que representa la matriz más lejana y 

diluida del ciclo hídrico. Esto se explica por la descarga y dilución inmediata de los 

compuestos en matrices receptoras como ríos y aguas superficiales, así como por su rápida 

transformación o transferencia a los sedimentos. Por lo tanto, el bajo reporte en las aguas 

residuales no minimiza su importancia, sino que subraya su rol como gatillo que amplifica la 

contaminación en matrices ambientales más persistentes. 

Complementando lo anterior se presentan los fármacos más detectados en aguas chilenas en 

cantidad en el Gráfico 2 y con mayor frecuencia de detección en el Gráfico 3. 

 

Gráfico 2: Cuenta de veces detectado por fármaco en aguas. Villa, 2012; Jachero et al., 2013; Manzo 

et al., 2014; Moncada, 2015; Becerra et al., 2015; Wilkinson et al., 2022; MacKeown et al., 2024; 

Inostroza et al., 2024; Soriano et al., 2024. 
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Gráfico 3: Frecuencia de detección de fármacos. Wilkinson et al., 2022; MacKeown et al., 2024. 
 

Los dos gráficos ofrecen un análisis complementario respecto a la cantidad de veces que un 

fármaco es detectado y su persistencia con posterior detección en el medio. El gráfico 2 sitúa 

a la carbamazepina como el compuesto más reportado, una evidencia directa de su conocida 

resistencia a la biodegradación, lo que facilita su acumulación. Le siguen la claritromicina, 

un antibiótico cuya prevalencia y acumulación generan preocupación por su potencial 

impacto en la resistencia microbiana; y, el ketoprofeno que combina un elevado consumo 

como antiinflamatorio con una marcada persistencia en el medio. 

Estas persistencias se ven plenamente confirmadas en el gráfico 3, el cual identifica un 

amplio grupo de contaminantes con una tasa de detección del 100%, donde se incluyen 

compuestos de consumo crónico masivo y persistente como ketoprofeno, carbamazepina, 
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naproxeno, antidiabético sitagliptina, y antibacterianos como trimetoprima y nevirapina. 
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procesos de degradación natural y el tratamiento en las plantas de depuración. 
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frecuencia de detección y la concentración encontrada. La frecuencia de un compuesto 

determina qué tan extendida está la exposición en los ecosistemas; siendo crucial para 

dimensionar el problema de la persistencia y el potencial de exposición crónica en la biota y 

los humanos dada la ineficacia de los tratamientos utilizados en la depuración. Por su parte, 

la concentración medida en el agua es la métrica clave para definir el riesgo toxicológico 

real, ya que es la dosis la que define el impacto o los efectos toxicológicos que se producen; 

siendo un criterio crucial en la prioridad sanitaria y regulatoria que se debe tener en relación 

a este tipo de contaminantes.  

Según lo expuesto, se presentan los promedios de las concentraciones encontradas en las 

distintas fuentes acuáticas  de Chile por medio de los Gráficos 4,5 6 y 7. 

 

Gráfico 4: Promedio de concentración encontrada en rangos de 60.000-5.000 ng/L. Villa, 2012; 

Jachero et al., 2013; Manzo et al., 2014; Moncada, 2015; Becerra et al., 2015; Wilkinson et al., 

2022; MacKeown et al., 2024; Inostroza et al., 2024; Soriano et al., 2024. 
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Gráfico 5: Promedio de concentración encontrada en rangos de 5.000-1.000 ng/L. Villa, 2012; 

Jachero et al., 2013; Manzo et al., 2014; Moncada, 2015; Becerra et al., 2015; Wilkinson et al., 

2022; MacKeown et al., 2024; Inostroza et al., 2024; Soriano et al., 2024.  

 

Gráfico 6: Promedio de concentración encontrada en rangos de 1.000-100 ng/L. Villa, 2012; Jachero 

et al., 2013; Manzo et al., 2014; Moncada, 2015; Becerra et al., 2015; Wilkinson et al., 2022; 

MacKeown et al., 2024; Inostroza et al., 2024; Soriano et al., 2024. 
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Gráfico 7: Promedio de concentración encontrada en rangos de 100-0 ng/L. Villa, 2012; Jachero et 

al., 2013; Manzo et al., 2014; Moncada, 2015; Becerra et al., 2015; Wilkinson et al., 2022; 

MacKeown et al., 2024; Inostroza et al., 2024; Soriano et al., 2024. 
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aguas residuales de Chile, especialmente cuando esta matriz se considera una fuente potencial 

para la reutilización en agua potable. Al representar la mayor carga inicial de estos 

contaminantes, el conocimiento preciso de su composición química es vital para diseñar e 

implementar tecnologías de tratamiento avanzado que garanticen la seguridad y eviten la 

exposición crónica de la población. Se visualiza la data encontrada en el agua residuales en 

el Gráfico 8. 

 

Gráfico 8: Promedio de concentración encontrada en aguas residuales. MacKeown et al., 2024. 

El gráfico confirma que las aguas residuales son un concentrador primario de contaminantes 
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(2.710.139) y clorfenamina (2.489.255) (Instituto de Salud Pública, 2021). 

El perfil de consumo de los compuestos farmacéuticos en Chile muestra una alta dependencia 

financiera, ya que hasta 2013, el 55% del gasto de bolsillo total en salud de las familias se 

destinaba a la adquisición de estos (CENAFAR, 2013). Las clases terapéuticas más 

consumidas en el país son: cardiovascular, tracto alimentario y metabolismo, sistema 

nervioso y, sangre y órganos hematopoyéticos (Ministerio de Asuntos Exteriores, 2024). 

A partir de la información recopilada, se escogen diez compuestos a partir de su frecuencia 

de uso y cuantificación en aguas; privilegiando las principales familias de medicamentos 

estudiadas y encontradas. Estos corresponden a: metformina, atenolol, paracetamol, cafeína, 

carbamazepina, claritromicina, ketoprofeno, diclofenaco, naproxeno e ibuprofeno. 

El conocimiento de la solubilidad, estabilidad, polaridad y persistencia ambiental de los 

fármacos elegidos es crucial para anticipar sus comportamientos en el medio acuático, 

predecir sus remociones en las plantas de tratamiento y evaluar sus potenciales impactos. 

Además, el conocimiento de estas características es primordial en la selección de la técnica 

analítica más adecuada para la detección en mezclas complejas, permitiendo una correcta 

interpretación de las concentraciones obtenidas con miras al desarrollo de estrategias de 

mitigación y regulación ambiental. 

3.2 Características de compuestos farmacológicos a evaluar. 

Se reportan las características principales de cada compuesto elegido en la Tabla 1 y 2 (Sigma 

Aldrich, 2025; PubChem, 2025; Cole-Parmer, 2025). 
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Tabla 1: Características de fármacos. 
Clase Log P Solubilidad en agua  PKa 

Metformina (antidiabético) 

C₄H₁₁N₅ y 129,15 g/mol 

-1,3 (muy 
bajo) 

Muy alta / soluble en 
agua, etanol y metanol. 
Hidrofílico. 

12,4 

Atenolol (betabloqueante) 

C!"H##N#O$ y 266,34 g/mol 

0,57 (bajo) Alta / soluble en agua, 
metanol, ácido acético y 
etanol. Hidrofílico. 

9,6 

Paracetamol (Analgésico/Anilida) 

C₈H₉NO₂ y 151,16 g/mol 

0,5 (bajo) Media-Alta / soluble en 
alcohol, agua e hidróxido 
de sodio, con polaridad 
moderada. 

9,5 

Cafeína (estimulante) 

C₈H₁₀N₄O₂ y 194,19 g/mol 

-0,07 (muy 
bajo) 

Alta / soluble en agua, 
etanol y metanol. 0,6-1,4 

Carbamazepina (anticonvulsivante) 

C!%H!#N#O	 y 236,27 g/mol 

2,5 
(moderado) 

Baja / soluble en alcohol, 
etanol y acetona. >12 

Claritromicina (antibiótico) 

C$&H'(NO!$ y 747,95 g/mol 

3,2 (alto) Baja / soluble en acetona, 
metanol y etanol 
Hidrofóbico. 

8,99 

Ketoprofeno (antiinflamatorio)  

 C!'H!"O$ y 254,3 g/mol 

3,2 (alto) Baja / soluble en 
cloroformo y metanol. 
Hidrofóbico. 

3,98 

Diclofenaco (antiinflamatorio) 

C!"H!)Cl#NN*O# y 296,15 g/mol 

4,1 (muy 
alto) 

Baja / soluble en metanol 
y etanol. Hidrofóbico. 4,15 

Naproxeno (antiinflamatorio)  

C!"H!$O$ y 230,3 g/mol 

3,3 (alto) Bajo / soluble en etanol y 
metanol. 4,15 

Ibuprofeno (antiinflamatorio) 

C!$H!&O# y 206,28 g/mol 

3,6 (alto) Bajo / soluble en alcohol y 
etanol. Hidrofóbico. 4,91 
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Tabla 2: Continuación de características de fármacos. 
Clase Comportamiento ambiental Excreción en medio 

Metformina (antidiabético) 

C₄H₁₁N₅ y 129,15 g/mol 

Alta Movilidad/ permanece en la fase 
acuosa con baja remoción por adsorción 
y tratamientos convencionales. 

90% del  fármaco sin 
cambios. 

Atenolol (betabloqueante) 

C!"H##N#O$ y 266,34 g/mol 

Alta Movilidad/ baja remoción por 
adsorción y persistencia en el efluente. 

Entre un 50% y 85% y 
40% por orina del 
fármaco sin cambios. 

Paracetamol (analgésico) 

C₈H₉NO₂ y 151,16 g/mol 

Baja tendencia a la adsorción en agua; 
aunque es más susceptible a la 
degradación que el grupo hidrofóbico. 
Alta estabilidad ambiental. 

5% del fármaco sin 
cambios. 

Cafeína (estimulante) 

C₈H₁₀N₄O₂ y 194,19 g/mol 

Uso Masivo: alta solubilidad y 
movilidad; su presencia es constante 
debido al consumo. 

86% del fármaco sin 
cambios. 

Carbamazepina 
(anticonvulsivante) 

C!%H!#N#O	 y 236,27 g/mol 

Persistencia extrema: resistencia notoria 
a la biodegradación y fotodegradación. 
Adsorción parcial a sedimentos. 

Entre 1% a 3% del 
fármaco sin cambios. 

Claritromicina (antibiótico) 

C$&H'(NO!$ y 747,95 g/mol 

Acumulación en sólidos: fuerte 
tendencia a adsorberse en la materia 
orgánica, lodos y sedimentos. 

Entre 20% a 40% del 
fármaco sin cambios. 

Ketoprofeno 
(antiinflamatorio)  

 C!'H!"O$ y 254,3 g/mol 

Adsorción moderada: Compuesto 
lipofílico que se ioniza en aguas 
residuales (aumentando su solubilidad). 
Persiste y se adsorbe en la forma no 
ionizada. 

Entre 50% a 90% del 
fármaco sin cambios. 

 

Diclofenaco 
(antiinflamatorio) 

C!"H!)Cl#NN*O# y 296,15 
g/mol 

Máxima adsorción: lipofílico con fuerte 
tendencia a adsorberse a sedimentos y 
lodos. Alta resistencia a la degradación 
en ambientes acuosos turbios. 

65% del fármaco sin 
cambios. 

Naproxeno (antiinflamatorio)  

C!"H!$O$ y 230,3 g/mol 

Adsorción moderada: lipofílico con 
potencial de adsorción en el material 
sólido. 

95% del fármaco sin 
cambios. 

Ibuprofeno (antiinflamatorio) 

C!$H!&O# y 206,28 g/mol 

Biodegradación inicial: Lipofílico con 
mayor remoción por biodegradación que 
otros, pero el remanente es altamente 
hidrofóbico y puede adsorberse. 

Entre 45% a 80% del 
fármaco sin cambios. 
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Los medicamentos se agrupan en dos categorías principales según su relación 

polaridad/solubilidad y su comportamiento en el ambiente. Aquellos compuestos hidrofílicos 

y polares con Log P < 1 son persistentes en la fase acuosa; siendo difíciles de retener en las 

columnas cromatográficas y los sorbentes de extracción en fase sólida (SPE). En contraste, 

se tienen los fármacos hidrofóbicos y resistentes con Log P ≥ 2, que muestran una tendencia 

a la adsorción en sedimentos y una alta resistencia a la degradación, lo que explica su alta 

documentación como contaminantes. 

1. Compuestos hidrofílicos y polares (baja retención analítica). 

• Metformina: representa el principal desafío analítico, puesto que su polaridad extrema 

hace que eluda rápidamente de los sorbentes C18 y HLB. Su alta excreción sin cambios 

(90%) y persistencia en el medio aseguran una carga constante en las aguas residuales. 

• Atenolol: tiene una baja remoción y alta persistencia en el efluente. Al ser una base, su 

extracción mediante SPE se optimiza utilizando sorbentes de intercambio iónico 

catiónico o controlando el pH de la muestra para favorecer la forma neutra. 

• Paracetamol: hidrofílico con una alta susceptibilidad a la degradación por biodegradación 

una vez liberado al ambiente. Analíticamente, es relativamente fácil de extraer con 

sorbentes HLB. Sin embargo, debido a su rápida degradación, la cuantificación precisa 

exige métodos con límites de detección muy bajos en muestras de agua superficial o 

efluentes tratados, donde las concentraciones suelen ser mínimas. 

• Cafeína: a pesar de su polaridad, su uso masivo y su alta excreción sin cambios (88%) 

resultan en concentraciones que facilitan su detección con límites estándar. 

2. Compuestos lipofílicos y moderados (buena retención analítica). 

• Claritromicina: posee una fuerte tendencia a la acumulación y adsorción en sólidos como 

materia orgánica, lodos y sedimentos; por ende, para una cuantificación total se debe 

tener una extracción de la muestra que incluya una fase sólida. 

• Carbamazepina: su Log de P favorece una extracción eficiente con C18 o HLB; no 

obstante, su estabilidad en la muestra y en el ambiente se traduce en concentraciones 

detectables y estables, facilitando su cuantificación. 

3. Compuestos ionizables (ácidos) y lipofílicos (antiinflamatorios no esteroideos). 

• Ketoprofeno: la muestra de agua debe ser acidificada antes de la SPE para asegurar que 
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la molécula se encuentre en su forma neutra y pueda ser retenida. 

• Naproxeno: su elevada carga en el medio de 95% sin cambios facilita la detección. Sin 

embargo, requiere una acidificación de la muestra antes de la SPE para garantizar la 

retención por C18 y HLB. 

• Ibuprofeno: presenta una significativa biodegradación inicial en las plantas de 

tratamiento; requiriendo una acidificación de la muestra. Su biodegradación implica que 

sus concentraciones en el efluente son generalmente menores que las de otros 

antiinflamatorios más persistentes, exigiendo mayor sensibilidad en la cuantificación. 

• Diclofenaco: muestra la máxima adsorción a sedimentos y lodos. Esta alta lipofília y su 

ionización a pH ambiental imponen un doble desafío: requiere la acidificación más 

estricta para la SPE y se debe considerar la extracción de la fracción adsorbida para 

reportar la concentración total en el medio; siendo altamente resistente a la degradación. 

Pero ¿Qué efectos toxicológicos y riesgo real implica el contacto de estos medicamentos con 

el medio?  

3.3 Ecotoxicidad de medicamentos seleccionados. 

La interacción ambiental sostenida de los compuestos seleccionados provoca cuatro efectos 

principales: la manifestación de efectos tóxicos y carcinogénicos directos, la restricción en 

el aprovechamiento de recursos hídricos con fines recreativos, atribuible a los elevados 

niveles de trazas contaminantes; la merma en su aplicabilidad para los sectores industrial y 

agropecuario debido a la inducción de efectos adversos en la flora y fauna y, la afectación 

adversa a la cadena trófica marina, comprometiendo la producción y seguridad alimentaria 

(Maasz et al., 2019). A continuación, se presentan en detalle los principales hallazgos 

toxicológicos encontrados en la Tabla 3 y 4. 
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Tabla 3: Efectos toxicológicos de fármacos seleccionados. 
Nombre Efecto Referencia 

Metformina Inhibición del crecimiento en Microalga P. subcapitata 
y V. fischeri y baja de bioluminiscencia en bacterias. 
Provoca diarrea, náusea, malestar estomacal en 
humanos, entre varios. 

(Cima, 2017; Jacob et 
al., 2021) 

Claritromicina Inducir resistencia a los antibióticos, alteración de 
microbios, incremento en tasa de mortalidad de algas, 
bacterias y nematodos. Puede ocasionar diarrea, 
náuseas, acidez, dolor de cabeza, dolor de pecho, 
urticaria, entre varios. 

(Yang et al., 2008; 
Alvo et al., 2016; 
Rout et al., 2021; 
Cima, 2021) 

Atenolol Afecta la reproducción y crecimiento de peces, daña las 
branquias, inhibe o altera la reproducción las truchas. 
Genera depresión miocárdica, bradicardia, impotencia, 
cansancio, vértigo, diarrea, náusea, debilidad e 
hipotensión. Reduce el efecto antihipertensivo. 

(Rodríguez, 2015; 
Rout et al., 2021) 

Cafeína Favorece el desarrollo de trastornos de dependencia, 
necesidad del consumo de la sustancia y pérdida de 
capacidad para controlar el cuerpo. Aumenta la 
liberación de ácido en el estómago, la presión arterial e 
interfiere en la absorción de calcio en el cuerpo. En 
exceso puede generar crisis asmáticas, alteraciones 
cardiovasculares, convulsiones, úlceras, entre otros. 

(Pardo et al., 2007; 
Carnevali de Falke & 
Degrossi, 2017; Cima, 
2020; OPS, 2023) 
 

Naproxeno Reducción en la reproducción y longitud corporal 
crustáceo Daphnia magna y Microcrustáceo Moina 
macrocopa. Paro cardíaco en humanos. Puede 
perjudicar la fertilidad o dañar al feto; junto con, ser 
nocivo en caso de ingestión.  

(Cooperativa, 2017; 
Kwak et al., 2018; 
Sigma-Aldrich, 2022) 
 

Ketoprofeno Puede generar edemas periféricos, dolor de cabeza, 
somnolencia, sensibilización de la piel, 
fotosensibilización en la piel, aumento enzimas 
hepáticas, vómitos, diarrea, úlceras, disfunción 
plaquetaria, asma, hemorragias, sudoración y urticaria. 

(Carbone et al., 2013) 

Ibuprofeno Alteraciones en sistema reproductivo femenino y 
masculino. Reducir el flujo de sangre en los riñones, 
úlceras, hemorragias e hipertensión arterial. Paro 
cardíaco en humanos. Úlceras, daño en branquias, 
gastrointestinales, enfermedades renales, y alteraciones 
en el crecimiento de la trucha arcoíris. 

(Marco et al., 2010; 
Sifakis et al., 2017; 
Cooperativa, 2017; 
Khalil et al., 2020; 
Rout et al., 2021) 

Paracetamol Daño hepático y renal. Alteración de genes y 
producción de hormonas. Provoca náuseas, vómitos, 
dolor epigástrico, somnolencia, ictericia, anemia 
hemolítica, neumonitis, erupciones cutáneas, daño renal 
y daño hepático, y metahemoglobinemia. 

(Gómez et al., 2021) 

Carbamazepina Alteraciones al sistema reproductivo femenino y el 
sistema nervioso central. Contribuye a la pérdida de 
coordinación muscular y produce mareos, somnolencia, 
cambios de comportamiento, picor, entre otros. 

(Jelic et al., 2012; 
Rout et al., 2021; 
Cima, 2021) 

 
 



 

34 
 

Tabla 4: Continuación de efectos toxicológicos de fármacos seleccionados. 
Nombre Efecto Referencia 

Diclofenaco Úlceras gastrointestinales, insuficiencia renal, daño en 
branquias y alteraciones en el crecimiento de la trucha 
arcoíris. Disminución de población de buitres por 
acumulación del fármaco, provocando insuficiencia 
renal (5-86%). Citotoxicidad para el hígado, el riñón, 
las células branquiales. Paros cardíacos y daños 
hepáticos en humanos. 

(Oaks et al., 2004; 
Haap et al., 2008; 
Marco et al., 2010; 
Roscher et al., 2016; 
Cooperativa, 2017; 
Rout et al., 2021) 
 

Carbamazepina 
y diclofenaco 

Degeneración de las células epiteliales tubulares, estrés 
oxidativo, necrosis y nefritis intersticial en Trucha 
arcoíris. 

(Schwaiger et al., 
2004; Triebkorn et al., 
2007; Li et al., 2010) 

Paracetamol y 
diclofenaco 

Baja el sistema defensivo y disminuye los contenidos 
de clorofila de los macrófitos en plantas Lemna minor 
y Lemna gibba 

(Alkimin et al., 2019) 
 

La información detallada en la Tabla 3 y 4 subraya que la exposición biológica continua de 

plantas, animales y humanos a estos compuestos farmacéuticos induce una variedad de 

efectos adversos. Estos incluyen: resistencia a antibióticos, alteraciones en el crecimiento, 

desarrollo, reproducción y comportamiento, variaciones en la expresión génica, la actividad 

enzimática y proteica; y, la manifestación de malformaciones, trastornos metabólicos, 

neurológicos, daños inmunológicos y disrupción de los sistemas endocrino-reproductivos 

(Barrios et al., 2018; Patel et al., 2019; Wilkinson et al., 2022). Dada la severidad de esta 

evidencia, la contaminación del agua por este tipo de productos se transforma en un desafío 

global que demanda una gestión multisectorial para reducir, prevenir y gestionar la entrada 

de estos medicamentos al medio ambiente.  

A pesar de que se existen una serie de tecnologías para el abatimiento de contaminantes 

convencionales como metales pesados, orgánicos, microorganismos, entre otros; éstas no han 

sido capaces de remover en su totalidad a los CE dados por concentraciones micro en vez de 

macro. Bajo esta premisa, el desarrollo de normas y directrices que regulen la presencia y 

remoción de CE es limitado por la falta de evidencias relacionas con la exposición 

prolongada de ellos en el medio (Patel et al, 2019). Para entender cómo se enfrenta esta 

situación en la actualidad, es que a continuación se detallará la normativa vigente y las 

estrategias de control de medicamentos en fuentes de agua tanto en Chile como en el mundo. 



 

35 
 

3.4 Normativa vigente para control de medicamentos en matrices acuosas. 

• Iniciativas y marcos globales/internacionales. 

Se impulsó la creación del Panel Científico-Político Intergubernamental (SPP) en 2022 para 

fortalecer la protección ecosistémica mediante evaluaciones científicas (Schäffer et al., 

2023). Entre los países que han implementado estrategias de control y mitigación de estos 

contaminantes se tiene (Branchet et al., 2021; Hawash et al., 2023): 

1. Unión Europea: lidera la regulación de medicamentos incluyendo una Lista de 

Vigilancia con ocho compuestos prioritarios (tres hormonas y cinco antibióticos, incluida 

la claritromicina). Además, cuentan con una Estrategia Marina (MSFD) que exige el 

monitoreo continuo de sustancias peligrosas para impulsar el desarrollo de fármacos más 

ecológicos, mejorar la gestión de residuos y aplicar tecnologías avanzadas de tratamiento. 

2. EE. UU. y China: establecieron directrices nacionales para la detección y monitoreo de 

hormonas y antibióticos; junto con listas prioritarias de control en sistemas de agua. 

3. Reino Unido: implementaron el Programa de Investigación Química (CIP) para estudiar 

contaminantes emergentes y reducir el uso de antibióticos en ganadería.  

4. Suiza y Alemania: incluyeron políticas de reducción de consumos de medicamentos e 

invirtieron en tratamientos avanzados en las plantas depuradoras, teniendo por objetivo 

reducir la concentración del contaminante en la matriz. 

5. Malasia, Suecia, Países Bajos, Corea del Sur y Australia: establecieron límites de 

concentración y medidas de control para la liberación de ingredientes farmacéuticos en 

instalaciones industriales y de agua potable. 

 

• Normativa vigente en Chile. 

En Chile se ha impulsado el cuidado del recurso hídrico por medio de la norma NCh 1.333 

que establece criterios de calidad fisicoquímica y biológica del agua según su uso (Ministerio 

de Agricultura, 2023); y, la ISO 46.001 que rige la gestión eficiente y sostenible del agua 

(ESGinnova, 2019). 
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A pesar lo anterior, en contrataste con los estándares internacionales, aún no existe una 

normativa o programa de control específico para la contaminación por medicinas en matrices 

acuosas (Goldstein, 2021). Dicha ausencia subraya la urgencia de establecer procesos 

rigurosos que permitan identificar y cuantificar los fármacos presentes en el recurso hídrico 

con el fin de contribuir en el desarrollo de una normativa basada en evidencia científica con 

conocimiento de las concentraciones y tipos de medicamentos circulantes en el medio. Así, 

se podrá reducir la disparidad con las prácticas globales y, simultáneamente, salvaguardar la 

salud pública y el ecosistema. 

3.5 Metodología analítica para el análisis de los contaminantes elegidos. 

La determinación de medicamentos en aguas bajo técnicas analíticas es dificultosa por las 

bajas concentraciones que se presentan de los analitos en el medio, requiriendo equipos de 

alta sensibilidad y eficiencia. Por lo tanto, es crucial innovar en el desarrollo de estrategias, 

materiales y procedimientos que satisfagan las exigencias de selectividad, sensibilidad, 

repetitividad, rapidez en la entrega de resultados y viabilidad económica (Raza, et al., 2017).  

Inicialmente se lleva a cabo la aislación del analito de interés donde se elimina la materia 

sólida que pueda tener la muestra y se aumenta la concentración del compuesto de interés 

hasta lograr su visibilidad bajo dos etapas fundamentales: el tratamiento de la muestra y el 

análisis de esta con la identificación y cuantificación de contaminantes (Robles et al., 2010; 

Patel et al., 2019); no obstante, no existe un único método de análisis debido a la diversidad 

de fármacos existentes y las características inherentes de la matriz acuática; teniendo que 

desarrollarlos y validarlos según criterios definidos por el experimentador como eficiencia 

de extracción, repetitividad y límites de detección y cuantificación (Ruiz et al., 2014). 

El desarrollo de una técnica conlleva sus dificultades dadas por las concentraciones traza 

(ng/L o mg/L) y la complejidad y variabilidad de la matriz acuática; la cual puede interferir 

en la detección de los fármacos, suprimiendo la señal de los analitos o generando resultados 

falsos; por ende, necesita de procesos de preparación de muestra robustos y selectivos (Białk 

et al.,2016; Barbosa et al., 2023). Contaminantes como los medicamentos abarcan una 

amplia gama de propiedades fisicoquímicas: varían en polaridad, volatilidad, estabilidad 

térmica, tamaño molecular y grupos funcionales; por ende, generar un método para una 
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mezcla multicomponente puede ser un desafío considerable ya que las condiciones óptimas 

para un compuesto pueden inadecuadas para otro (Barbosa et al., 2023). 

A partir de las consideraciones expuestas, a continuación se detallan las diferentes etapas 

desarolladas en una metodología de análisis para la detección y cuantificación de 

compuestos farmacéuticos en una matriz compleja. 

3.5.1 Tratamiento de muestras. 

La preparación de la muestra es un paso fundamental que precede al análisis instrumental. 

Sus etapas generales se describen en la Figura 2. 

 

Figura 2: Etapas de preparación de muestras. Almeida, 2021. 

El proceso comienza con la toma de la muestra, la cual implica seleccionar una porción 

representativa y homogénea del lote global, integrando varios puntos de recogida simultánea 

(para fuentes de agua extensas). Para asegurar la integridad del analito antes del análisis es 

crucial conservar las propiedades fisicoquímicas de la muestra para evitar la transformación 

o pérdida del analito por dilución, adsorción o reacción (Robles et al., 2010). 

Los aspectos fundamentales en la preservación de la muestra incluyen (Coquery et al., 2005; 

Madrid & Pedrero, 2007; Harris, 2016): 
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• Volumen: debe ser lo suficientemente grande para permitir una medición precisa. 

• Limpieza: se recomienda el uso de superficies limpias para minimizar partículas que 

puedan interferir con el analito. 

• Almacenamiento: es fundamental que el recipiente y su cierre no alteren la composición. 

Las muestras se suelen almacenar en botellas de vidrio o viales ámbar a 4 °C hasta su 

análisis. A menudo se congelan durante el transporte y se envuelven en papel de aluminio 

(Batley, 1999; Pazdro et al., 2016; MacKeown et al., 2024). 

• Conservantes químicos: se pueden añadir sustancias químicas para inhibir la 

descomposición, extraer el analito de matrices complejas, diluir la muestra o ajustar el 

pH con el propósito de aumentar la afinidad por un sorbente o mejorar la extracción 

(Batley, 1999; Ṡliwka et al., 2003; Robles et al., 2010; Harris, 2016). 

Tras la conservación, se lleva a cabo la extracción y preconcentración del analito. A menudo 

se requiere aumentar la concentración del analito para facilitar su identificación en 

tecnologías analíticas de alta precisión.  

La extracción consiste en la transferencia del analito a una matriz o condición compatible 

con el instrumento analítico; donde para muestras líquidas se emplean diversos 

procedimientos basados en la solubilización del analito mediante un disolvente, logrando la 

limpieza y preconcentración. Entre las técnicas más reportadas en la extracción de analitos y 

purificación de las matrices líquidas para los fármacos se incluye la extracción en fase sólida 

(SPE) (Zygler et al., 2010; Płotka et al., 2016; Harris, 2016; Archana et al., 2017; Pérez et 

al., 2017; Kovačević et al, 2017; Qin et al., 2023; MacKeown et al., 2024). 

• Extracción en fase sólida (SPE). 

Es una técnica que permite la extracción de analitos polares o semipolares de una muestra 

líquida. Su objetivo es limpiar, concentrar y acondicionar la muestra mediante un cambio de 

disolvente antes del análisis cromatográfico, logrando el aislamiento del compuesto de 

interés a través de la retención o separación del analito en una fase estacionaria sólida; donde 

el material de relleno, usualmente contenido en un cartucho con formato de jeringa, actúa 
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como adsorbente (Robles et al., 2010; Merck, 2023; MacKeown et al., 2024). 

Se destaca por su simple operación, gran rapidez, alta flexibilidad, alta selectividad y bajo 

consumo de reactivos (Sadutto & Picó, 2020); ofreciendo múltiples ventajas en el análisis 

químico (Arsenault, 2012): 

1. Simplificación y purificación: simplifica la matriz compleja y purifica el compuesto de 

interés. Esto elimina interferencias de la muestra, traduciendose en una mejora en la 

exactitud de su posterior cuantificación. 

2. Mitigación de la supresión de iones: reduce la supresión de iones generada por la 

interferencia de la matriz acuosa en la espectrometría de masas, minimizando la 

consecuente disminución de la señal. 

3. Fraccionamiento de muestras: provee la capacidad de fraccionar los componentes de 

la muestra permitiendo su análisis en función de propiedades como la polaridad o 

afinidad. 

4. Enriquecimiento de trazas: permite aumentar la concentración del compuesto cuando 

se encuentra en trazas. 

Generalmente, el método SPE se compone de cuatro etapas que se ilustran en la Figura 3. 

 

Figura 3: Etapas de extracción en fase sólida. Qin et al., 2023. 

El proceso se basa en la interacción selectiva del analito con un adsorbente sólido (sorbente), 

teniendo las siguientes etapas: 
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1. Acondicionamiento: usualmente se utiliza un solvente como metano seguido de agua 

ultrapura para activar el sorbente y asegurar que permanezca húmedo, eliminando el aire 

de la columna. 

2. Equilibrio: se trata el sorbente con una solución que imita las condiciones de la matriz 

de la muestra (ajuste de pH, polaridad). Esto prepara el cartucho para una retención 

óptima del analito de la muestra acuosa. 

3. Carga y lavado: se pasa la muestra a través del cartucho para retener selectivamente el 

analito en el sorbente. Posteriormente se lava con un solvente suave para eliminar las 

interferencias no deseadas de la matriz. 

4. Elución: se utiliza un volumen de solvente orgánico fuerte como metanol para liberar el 

analito retenido, donde normalemnte la capacidad de retención total de un cartucho o 

columna es aproxidamente el 5% del peso del adsorbente (Patel et al., 2019; Scpscience, 

2023). Aquí se logra la preconcentración al transferir el analito a un volumen final 

reducido. 

Adicionalmente el eluato se somete a secado (evaporación) y reconstitución en un volumen 

muy pequeño (típicamente 0,5 mL o 1 mL) de un solvente compatible con el instrumento de 

análisis como la fase móvil de HPLC, usando comunmente un flujo de nitrógeno o secado al 

vacío (Arsenault, 2012; Soriano et al., 2024; Inostroza et al., 2024). El extracto reconstituido 

generalmente se filtra (por ejemplo, a través de filtros de PTFE de 0,2 μm o 45 μm) para 

eliminar partículas y mejorar la limpieza de la muestra (Herrera et al., 2024). 

La selección del adsorbente es fundamental y depende de las propiedades del analito, siendo 

los cartuchos HLB ampliamente utilizados en mezclas multicompoentes por su equilibrio de 

hidrófilo y propiedades lipofílicas para analitos ácidos, neutros y básicos en un amplio rango 

de pH entre 1-14 (Buszewski & Szultka, 2012; Patel et al., 2019). El componente 

Divinilbenceno es hidrofóbico y proporciona un mecanismo de Fase Reversa (RP), similar 

al C18; garantizando la retención efectiva de medicamentos lipofílicos o no polares como los 

antiinflamatorios. Además, su composición con N-Vinilpirrolidona proporciona un carácter 

polar que permite la retención de fármacos como antibióticos o β-bloqueantes que se 

perderían fácilmente en un C18 simple. 



 

41 
 

Se ilustra cómo el cartucho HLB maneja los componentes de la investigación en la Tabla 5 

(Afonso, 2013; Cañas et al., 2014; Hernández et al., 2021; Munzhelele et al., 2025): 

Tabla 5: Interacción con HLB de fármacos seleccionados. 

Fármaco Ionizable 
Interacción 

Principal con HLB 

Retención / 
Condición Óptima 

Metformina Sí (Básico) 
Polar/Hidrofílica 
débil. Muy baja 

retención hidrofóbica. 

Débil. Retención baja 
si está cargada a pH 

bajo. 

Atenolol Sí (Básico) 
Hidrofóbica y Polar. 

Propiedades 
balanceadas. 

Moderada. Se retiene 
bien, mejor si está 
neutra a pH alto. 

Paracetamol Sí (Ácido) 
Hidrofóbica y Polar. 

Propiedades 
balanceadas. 

Moderada. Retención 
hidrofóbica óptima si 
está neutro a pH bajo. 

Cafeína Sí (Básico) 
Polar/Hidrofílica 

(Puentes de H). Baja 
retención hidrofóbica. 

Baja-Moderada. Se 
retiene principalmente 

por el grupo N-
vinilpirrolidona del 

HLB. 

Carbamazepina No 

Hidrofóbica 
(Dominante). 

Interacción polar 
complementaria. 

Buena. Retención 
estable y fuerte, 

independiente del pH 
de la muestra. 

Claritromicina Sí (Básico) 
Hidrofóbica 

(Dominante). Es un 
compuesto lipofílico. 

Fuerte. Retención 
alta, maximizada si 

está neutra a pH alto. 

Ketoprofeno Sí (Ácido) 
Hidrofóbica 

(Dominante). Es un 
compuesto lipofílico. 

Fuerte. Retención 
alta, maximizada si 

está neutra a pH bajo. 

Diclofenaco Sí (Ácido) 
Muy Hidrofóbica 

(Dominante). Es muy 
lipofílico. 

Muy Fuerte. 
Retención muy alta, 
maximizada si está 
neutra a pH bajo. 

Naproxeno Sí (Ácido) 
Hidrofóbica 

(Dominante). Es un 
compuesto lipofílico. 

Fuerte. Retención 
alta, maximizada si 

está neutra a pH bajo. 

Ibuprofeno Sí (Ácido) 
Hidrofóbica 

(Dominante). Es un 
compuesto lipofílico. 

Fuerte. Retención 
alta, maximizada si 

está neutra a pH bajo. 

El cartucho HLB es la solución ideal para extraer la compleja mezcla de fármacos (ácidos, 

bases y neutros) porque actúa como un adsorbente universal, donde a través de un único 

protocolo concentra y limpia toda la mezcla de contaminantes antes del análisis instrumental. 

Se recomienda: 



 

42 
 

• Para Ácidos (Ketoprofeno, Diclofenaco, Naproxeno, Ibuprofeno): cargar la muestra 

a un pH bajo (ej. pH 2-4) para asegurar que estén en su forma neutra (HA) y maximizar 

la retención por interacción hidrofóbica. pH < pKa 

• Para Bases (Metformina, Atenolol, Claritromicina): cargar la muestra a un pH 

alto (ej. pH 10-12) para asegurar que estén en su forma neutra (B) y maximizar la 

retención hidrofóbica. pH > pKa 

Aunque la SPE es la técnica más usada para preconcentrar medicamentos en muestras 

acuosas, es crucial considerar parámetros específicos para asegurar la optimización y el 

funcionamiento correcto de la extracción.  

3.5.2 Optimización del tratamiento de muestras. 

Existen diversas variables a controlar dentro del proceso de extracción en fase sólida como: 

tipo de fase sólida, tipo de eluyente, pH de la muestra, volumen del lecho, velocidad de carga 

de la muestra, porosidad de la fase sólida adsorbente y % de recuperación; detallándolos a 

continuación (Arsenault, 2012): 

• pH de la muestra: controla el estado de ionización de los analitos, impactando 

directamente su interacción con la fase sólida. Su rango típico en los fármacos 

seleccionados es entre 2-7 (Cañas et al., 2014; Munzhelele et al., 2025). 

• Temperatura: afecta la solubilidad y la cinética de difusión del analito (Bourdat et 

al.,2014; Jeong  et al., 2017; Munzhelele et al., 2025): 

1. Efecto en la elución: un eluyente más caliente aumenta la solubilidad del analito 

facilitando su liberación y potencialmente, aumentando la recuperación. 

2. Efecto en la carga: una temperatura elevada puede acelerar la difusión, pero también 

podría aumentar la solubilidad del analito en la fase acuosa; debilitando así las 

interacciones de retención y reduciendo la eficiencia de extracción. 

3. Práctica común: la mayoría de los métodos de SPE para fármacos en aguas residuales 

se realizan a temperatura ambiente (20-25 °C), buscando un equilibrio práctico y óptimo 

entre retención eficiente y minimización de interferentes. 
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• Volumen del lecho y velocidad de carga: dos factores relacionados con la dinámica del 

proceso de extracción: 
1. Volumen del lecho (masa de sorbente): se refiere a la cantidad de sorbente. Un lecho 

más grande (de 60 mg a 200 mg para aguas residuales) ofrece mayor capacidad de carga, 

esencial cuando se procesan grandes volúmenes de muestra (100-1000 mL) con bajas 

concentraciones (Munzhelele et al., 2025); sin embargo, requiere mayores volúmenes de 

elución, lo que podría disminuir el factor de preconcentración. 

2. Velocidad de carga de la muestra: una velocidad óptima asegura el equilibrio analito-

sorbente y una alta eficiencia de retención. 

i. Muy alta: reduce la eficiencia por tiempo de contacto insuficiente. 

ii. Muy baja: prolonga innecesariamente el tiempo de preparación. 

iii. Rango recomendado: generalmente entre 1-15 mL/min para obtener un flujo por 

goteo constante (Bourdat et al.,2014; Lalović et al., 2017; Miossec et al., 2019). 

• Porcentaje de Recuperación (%Re). 

El porcentaje de recuperación es el parámetro de desempeño clave que determina la 

efectividad del método de SPE. Corresponde a la proporción del analito que se recupera 

después de la extracción, dada por la Ecuación 1: 

%"# = %&'&	)#*+,#)&-&
%&'&	*&).&-& ∙ 100 

(1) 

Se presenta un rango aceptable típico entre 70-120%  (ICH, 2005). 

Ya descritos los parámetros de acondicionamiento de la muestra, se requiere identificar y 

cuantificar los compuestos farmacéuticos; siendo la cromatografía líquida acoplada a 

espectrometría de masas en tándem (LC/MS/MS) la técnica analítica más utilizada. Esto 

debido a que permite la separación, determinación y cuantificación selectiva de analitos en 

mezclas multicomponentes (Willard et al., 1991; Pérez et al., 2019; Wilkinson et al., 2022). 
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3.5.3 Separación de medicamentos por cromatografía. 

La cromatografía es la técnica de reparto fundamental y más extendida para la separación 

analítica, destacada por su capacidad para aislar una amplia gama de compuestos, incluyendo 

macromoléculas, especies iónicas y sustancias de alto peso molecular o poliméricas. El 

principio de la técnica se basa en la interacción diferencial de las moléculas de la muestra 

entre dos medios inmiscibles: una fase móvil (líquida o gaseosa) que transporta los analitos, 

y una fase estacionaria (contenida en una columna cromatográfica). El fraccionamiento de la 

mezcla ocurre a medida que los componentes se reparten entre ambas fases, logrando la 

separación de los analitos de interés según la Figura 4 adjunta. 

 

Figura 4: Separación cromatográfica en columna. CWS BROAD, 2023. 

La operación cromatográfica comienza con la introducción de la mezcla en la entrada de la 

columna, la cual alberga la fase estacionaria. A continuación, se ingresa el flujo continuo de 

la fase móvil a través del lecho cromatográfico. A medida que la fase móvil transporta los 

componentes, aquellos analitos con menor afinidad por la fase estacionaria y mayor afinidad 

por la fase móvil migrarán a una mayor velocidad a lo largo de la columna. Inversamente, 

los analitos que presentan una mayor adsorción o afinidad por la fase estacionaria 

experimentarán una menor velocidad de progresión, incrementando su tiempo de residencia 

en esta fase y, por lo tanto, eluyendo más tarde (CWS BROAD, 2023). 
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El estado físico de la fase móvil es el factor determinante en la clasificación del sistema 

cromatográfico: si el solvente portador es un gas, el sistema se define como cromatografía de 

gases (GC); caso contrario, si el solvente es un líquido, se denomina cromatografía líquida 

(LC). 

La elección de una técnica cromatográfica apropiada está determinada por las características 

fisicoquímicas de los analitos y la complejidad de la matriz de la muestra a evaluar. Para la 

identificación de fármacos, especialmente en matrices biológicas o complejas, es 

fundamental evaluar una serie de parámetros técnicos y de rendimiento; resumiendo las 

principales consideraciones en la Tabla 6 (Volonté & Quiroga, 2013; Farajzadeh et al., 2014; 

Qin et al., 2023). 

Tabla 6: Comparativa de técnicas cromatográficas para detección de medicamentos. 
Aspecto Cromatografía de gases Cromatografía Líquida 

Características 
de fármacos 

La mayoría de los antibióticos y 
fármacos neurológicos poseen fuerte 
polaridad, baja volatilidad e 
inestabilidad térmica. 

Ideal para compuestos polares, no 
volátiles y termolábiles, sin necesidad 
de volatilización. 

Preparación de 
la Muestra 

Necesidad de derivatización con 
alquilación, sililación o amidación 
para transformar grupos polares en 
apolares y aumentar la volatilidad. 

Requiere una mínima preparación 
química compleja, reduciendo el riesgo 
de contaminación o pérdida de la 
muestra. 

Selectividad y 
Optimización 

Selectividad inferior. Solo se puede 
modificar la temperatura del horno y 
la columna; la fase móvil (gas 
portador) es inalterable. 

Mayor versatilidad y selectividad al 
poder variar la composición de la fase 
móvil (gradiente de elución) para 
optimizar la separación. 

Recuperación 
de Analitos 

No se pueden recuperar los 
componentes individuales de la 
muestra después del análisis. 

Los componentes pueden ser 
recuperados para análisis posteriores o 
para purificación preparativa. 

Aplicabilidad 
General 

Solo aproximadamente el 20% de los 
compuestos pueden ser analizados 
eficazmente. 

Aplicada en la gran mayoría de estudios 
desarrollados en laboratorios con 
análisis farmacéuticos, bioquímicos y 
químicos. 

Según lo expuesto, la cromatografía líquida se posiciona como la herramienta analítica 

predilecta en el ámbito farmacéutico gracias a su capacidad inherente de manejar compuestos 

termolábiles y no volátiles sin necesidad de derivatización. A diferencia de la GC, la LC 
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permite una mayor versatilidad y control de la selectividad mediante la modificación de la 

fase móvil, lo cual es crucial para separar mezclas complejas y para la identificación de 

medicamentos en matrices acuosas. 

3.5.4 Cromatografía líquida de alta y ultra eficiencia (HPLC y UHPLC). 

La cromatografía líquida de alta eficiencia (HPLC) y su evolución, la cromatografía líquida 

de ultra eficiencia (UHPLC), emplean una fase móvil líquida impulsada a alta presión. Esta 

fase móvil requiere alta pureza, desgasificación meticulosa, baja viscosidad y, ser compatible 

con el detector; garantizando la integridad del sistema, la eficiencia en la separación y la 

estabilidad de la línea base. La separación ocurre en una columna empaquetada que contiene 

una fase estacionaria de partículas finas, típicamente sílica inerte con diámetros entre 3 y 10 

µm (Harris, 2016). 

Estas técnicas operan en dos configuraciones principales, siendo la fase inversa la más 

común. En este modo la fase móvil es polar (generalmente una mezcla acuosa con solvente 

orgánico) y la fase estacionaria es apolar (cadenas alquílicas como C18 o C8 ligadas a sílica). 

Bajo esta configuración, el orden de elución establece que los compuestos más polares eluyen 

inicialmente. Para facilitar la elución de los analitos de menor polaridad y mayor retención 

se suele emplear gradientes de fase, incrementando progresivamente la proporción del 

solvente orgánico para aumentar la fuerza eluyente (Harris, 2016). 

Así, la UHPLC representa una mejora sustancial sobre la HPLC convencional. Utiliza 

partículas de fase estacionaria de tamaño sub-2 µm (frente a 3-5 µm) y opera a presiones 

significativamente mayores (15.000–20.000 psi vs a 6.000-8.000 psi).  El avance confiere 

una resolución superior, una mayor eficiencia y una reducción drástica en el tiempo de 

análisis y consumo de solvente desde 40 minutos y 0,5–10 ml/min a 5-10 minutos y 0,001–

5 ml/min (Farhan et al., 2016; Cross, 2019; Dong 2019; Fabregat et al., 2023; MacKeown et 

al., 2024). Ofrece un amplio rango de aplicabilidad, manipulación sencilla y operación 

automatizada (Willard et al., 1991; Volonté y Quiroga, 2013). 
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El sistema UHPLC consta de módulos interconectados observados en la Figura 5: 

Figura 5: Equipo de UHPLC. Aryal, 2024. 

Acorde a la Figura 5 el sistema de cromatografía está compuesto por varios módulos 

interconectados, cada uno con una función específica en el proceso analítico: 

1. Bomba de alta presión: asegura un flujo uniforme, preciso y reproducible (isocrático o 

de gradiente) de la fase móvil, contrarrestando la alta contrapresión de la columna. 

2. Desgasificador: elimina gases disueltos de la fase móvil para prevenir la formación de 

burbujas que desestabilicen el flujo y la detección. 

3. Válvula de inyección: introduce un volumen exacto y definido de la muestra en el flujo 

de la fase móvil. 

4. Precolumna: protege la columna analítica principal de impurezas y material particulado. 

5. Horno de columna: mantiene una temperatura constante para garantizar la 

reproducibilidad de los tiempos de retención y optimizar la eficiencia. 

6. Columna cromatográfica: contiene la fase estacionaria. Es el lugar donde ocurre la 

separación de los componentes de la muestra. 
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7. Detector: localiza y registra la posición de cada componente al salir de la columna, 

generando una señal proporcional a su concentración. 

8. Sistema de adquisición de datos: registra, procesa y visualiza la señal del detector en 

forma de cromatograma, lo que permite el análisis cualitativo y cuantitativo.  

Para la determinación precisa de compuestos en matrices complejas, se han puesto a la 

vanguardia las tecnologías acopladas (Parys et al., 2022). La combinación de la 

cromatográfica líquida con la espectrometría de masas ofrece una alta sensibilidad, 

selectividad y robustez para la cuantificación de analitos farmacéuticos (Díaz  & Barceló, 

2005; Qin et al., 2023). 

El sistema de espectrometría es capaz de distinguir compuestos que coeluyen y presentan el 

mismo peso molecular mediante el análisis de sus iones de fragmentación. Específicamente, 

el espectrómetro de triple cuadrupolo es altamente valorado por su fuerte capacidad 

cualitativa, su sensibilidad cuantitativa y su excelente selectividad; convirtiéndolo en el 

instrumento más utilizado para el análisis de mezclas complejas (Gilart et al., 2013; Farhan 

et al., 2016; Belay et al., 2022; Fabregat et al., 2023), donde permite límites de detección 

cercanos a 10!"g y 10!#$ moles de un compuesto con peso molecular de 1000 dalton y 

concentraciones de una parte por billón (10#") (González, 2010).   

3.5.5 Espectrometría de masas (MS). 

Determina la composición y estructura de materiales orgánicos e inorgánicos midiendo la 

relación masa-carga (m/z) de iones. El proceso implica la ionización de la molécula para 

generar iones característicos, los cuales son posteriormente identificados por su relación m/z 

y su abundancia relativa. Esto proporciona información cualitativa (peso molecular e iones 

fragmentarios) y cuantitativa de la muestra (Willard et al., 1991; Harris, 2016; Merck, 2023). 

Este proceso necesita de una fuente de iones, un analizador de masa y un detector según lo 

visualizado en la Figura 6. 
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Figura 6: Funcionamiento de un espectrómetro de masas. Camacho, 2018. 

El análisis comienza cuando la muestra, previamente separada por cromatografía, ingresa a 

la fuente de iones. Aquí, las moléculas neutras son ionizadas para generar especies cargadas. 

Seguidamente los iones son acelerados por un campo eléctrico y dirigidos hacia un analizador 

de masas que los separa en función de su relación masa-carga. Finalmente, los iones 

separados son registrados por un detector. 

La ionización puede ser positiva (adición de un protón) o negativa (deprotonación). El ion 

molecular definido por el ion significativo de mayor m/z no atribuido al ruido de fondo, es 

clave para la identificación. La separación de los iones dentro del analizador depende de su 

momento, donde una menor masa resulta en una mayor velocidad; además de la aceleración 

que es proporcional a la carga del ión (Higson, 2007). 

Principalmente, para el acoplamiento con sistemas cromatográficos y la detección de 

medicamentos se emplean dos fuentes de ionización suaves y a presión atmosférica dadas en 

la Tabla 7 (Hoffmann & Strooban, 2007; Pérez et al., 2017): 
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Tabla 7: Comparativa de fuentes de ionización para detección de medicamentos. 
Fuente de iones Principio de funcionamiento Características y aplicación 

Ionización por 
electrospray (ESI) 

Aplica un alto voltaje a la solución 
de analito para generar microgotas 
cargadas. La evaporación del 
solvente lleva a la desorción iónica a 
fase gaseosa. 

Ideal para compuestos polares y 
térmicamente lábiles. Es la técnica 
más utilizada en el análisis 
farmacológico en matrices acuosas. 

Ionización química 
a presión 
atmosférica (APCI) 

Utiliza nebulización, calentamiento 
y una descarga corona para ionizar 
moléculas que ya están en fase 
gaseosa. 

Adecuada para compuestos de 
polaridad media a baja. Es menos 
susceptible a los efectos de matriz 
que ESI, aunque presenta menor 
sensibilidad. 

Se prefiere la ESI sobre la APCI en el análisis LC/MS por ser la técnica más adecuada para 

los fármacos, que son generalmente polares y termolábiles (sensibles al calor). Por su 

funcionamiento, la ESI permite ionizar compuestos polares y termolábiles sin necesidad de 

calor degradante; bajo una ionización suave que  minimiza la fragmentación y preserva el 

ión molecular para una mejor identificación. Además, ofrece una sensibilidad cuantitativa 

superior, caracterísitica crucial para la detección de trazas. 

Si bien la APCI puede ser menos susceptible a los efectos de matriz, su menor sensibilidad y 

el requerimiento de calor la hacen secundaria para la mayoría de las aplicaciones de rutina 

en farmacología con LC/MS/MS. 

• Ionización por electrospray (ESI). 

Técnica más usada para la identificación de compuestos farmacológicos en matrices acuosas. 

El eluyente de la LC se nebuliza a presión atmosférica mediante la aplicación de un campo 

eléctrico fuerte (entre 3-5 kV) y un gas de secado (nitrógeno); pudiendo ver su 

funcionamiento en la Figura 7. 
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Figura 7: Funcionamiento de ESI. Misal, 2008. 

Inicialmente se tiene un campo electrostático que genera gotas cargadas de solución analítica, 

donde posteriormente ocurre una desolvatación en la cual una corriente de gas de secado 

rodea el capilar y reduce el tamaño de las gotas evaporando el solvente. Las gotas disminuyen 

de tamaño hasta que las fuerzas de repulsión electrostática (Coulomb) superan las fuerzas de 

cohesión, liberando los analitos ionizados a la fase gaseosa. Una vez liberados los iones en 

las gotas, son transferidos al alto vacío del MS para analizar las masas encontradas 

(Hoffmann & Strooban, 2007; Harris, 2016). 

El analizador se encarga de separar los iones según su relación m/z. Esta separación se basa 

en la variación de la velocidad del ion (menor masa implica mayor velocidad) o en su 

interacción con campos eléctricos/magnéticos. La resolución del analizador mide su 

capacidad para distinguir iones con valores de m/z muy cercanos (Harris, 2016). 

El analizador másico de cuadrupolo (Q) es el más empleado debido a su robustez, costo-

efectividad y fácil operación; donde se filtran iones aplicando campos eléctricos oscilantes. 

Específicamente, se cuenta con un "triple cuadrupolo" (QQQ) como configuración en tándem 

que acopla dos analizadores cuadrupolares con una celda de colisión intermedia. Esto permite 

la selección y fragmentación controlada de iones precursores específicos, proporcionando 

una mayor selectividad y sensibilidad para el análisis de trazas en matrices complejas; por lo 

cual, es ideal para aplicaciones que requieren detectar y cuantificar medicamentos en aguas 
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bajo una cuantificación más robusta con alta capacidad de muestreo (Wille et al., 2012; 

Watson & Sparkman, 2015; Harris, 2016; Pérez et al., 2017). 

• Analizador de triple cuadrupolo. 

En el analizador cuadrupolar se combinan las capacidades de filtrado de tres cuadrupolos 

individuales en serie, donde se analizan los iones formados en la cámara de ionización, se 

fragmentan y se vuelven a analizar (Willard et al., 1991). Su configuración se ilustra en la 

Figura 8: 

 

Figura 8: Funcionamiento de un espectrómetro de masas tipo cuadrupolo. Harris, 2016. 

Se compone de cuatro varillas metálicas paralelas a las que se aplica una combinación de 

potencial de corriente continua y un voltaje de radiofrecuencia oscilante. Los iones 

inyectados longitudinalmente interactúan con este campo dinámico de manera tal que 

aquellos con una relación m/z específica logran atravesar el cuadrupolo hasta el detector; 

mientras el resto colisiona con las varillas y se neutraliza (Willard et al., 1991; Hoffmann & 

Strooban, 2007; Harris, 2016).  

La configuración opera con tres cuadrupolos en serie, cada uno con una función específica 

dada en la Figura 9: 
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Figura 9: Diagrama esquemático de triple cuadrupolo. Harris, 2016. 

El primer cuadrupolo (Q1) actúa como filtro de masas. Recibe todos los iones de la fuente y 

selecciona un único ion precursor (o padre) de interés con una m/z definida. Puede operar en 

modo de barrido (SCAN) para identificar todos los iones presentes o monitoreo de iones 

seleccionados (SIM) para detectar un ion específico con alta sensibilidad. 

El segundo cuadrupolo (Q2) es una celda de colisión que contiene un gas inerte a baja 

presión. El ion precursor de Q1 choca con este gas, fragmentándose en iones más pequeños 

llamados iones producto (o hijos).  

Por último, el tercer Cuadrupolo (Q3) vuelve a actuar como filtro de masas. Selecciona y 

aísla los iones producto específicos generados en Q2 para su detección utilizando el modo de 

monitoreo de reacciones múltiples (MRM). 

A pesar de lo anterior, toda técnica analítica en desarrollo debe ser validada para garantizar 

la calidad, exactitud y confiabilidad de las mediciones de los analitos en matrices complejas. 

3.5.6 Validación de método analítico. 

La validación proporciona evidencia objetiva de que un método es apto para un uso o 

aplicación específica, estableciendo un procedimiento trazable (Ministerio de Economía, 

Fomento y Turismo, 2018) . Para generar resultados fiables se evalúan características críticas 

como: selectividad, límites de detección y cuantificación, exactitud (veracidad y 

recuperación), precisión (repetibilidad y reproducibilidad), intervalo de trabajo y robustez. 
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La evaluación viene dada por la respuesta gráfica entregada por LC/MS/MS, siendo 

visualizada en dos formatos: 

1. Cromatograma (respuesta del detector vs. tiempo). 

La Figura 10 muestra la respuesta del detector en función del tiempo de elución del UHPLC: 

 
Figura 10: Ejemplo de cromatograma. Harris, 2016. 

Cada "montaña" o pico representa un componente diferente de la mezcla que ha sido separado 

y detectado. La posición del pico en el eje X indica el tiempo de retención (t%) definido como 

aquel que transcurre desde la inyección hasta que el analito llega al detector. Este parámetro 

es clave para la identificación cualitativa del compuesto. 

La altura o el área bajo el pico es directamente proporcional a la concentración de ese 

compuesto en la muestra (cuantificación) (Harris, 2016). 

2. Espectro de masas (abundancia vs. relación masa-carga). 

Muestra la distribución de las relaciones masa-carga de los iones producidos a partir de la 

muestra. La representación típica viene dada por la Figura 11: 
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Figura 11: Ejemplo de espectrómetro de masas. Harris, 2016. 

Cada línea vertical es un ion específico detectado, teniendo que el eje X representa la relación 

m/z de los mismos. Dado que la carga (z) es típicamente +1 (iones simples); este eje 

representa la masa del ion en unidades de masa atómica (Da).  

De igual modo, el eje Y corresponde a la intensidad o abundancia de cada ion. El pico más 

intenso en todo el espectro se normaliza a un valor de 100% de abundancia relativa; 

configurándose como el pico base donde las las demás intensidades se expresan como un 

porcentaje de este. 

Ya habiendo presentado los conceptos básicos de cromatografía y espectrómetro de masas, 

se detallarán una serie de medidas y parámetros necesarios para la validación de un método 

analítico (Compañó & Ríos , 2002; Magnusson & Örnemark, 2014; Olivieri & Escandar, 

2014; Ministerio de Economía, Fomento y Turismo, 2018):  

1. Control de materiales y muestras. 

• Blanco: evalúa la señal de fondo bajo: 

o Blanco de reactivos: utiliza todos los reactivos del proceso sin el analito. 

o Blanco de matriz: usa la matriz de la muestra sin el compuesto de interés. 

• Soluciones fortificadas: soluciones a las que se ha añadido una cantidad conocida de 
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analito para evaluar la respuesta del sistema. 

• Patrones de medida: sustancias de referencia con propiedades caracterizadas, utilizadas 

para identificación, calibración y trazabilidad metrológica. 

2. Parámetros de rendimiento cuantitativo. 

• Linealidad del método: capacidad de obtener una respuesta (señal) directamente 

proporcional a la concentración del analito dentro de un intervalo de trabajo definido 

(usualmente con un mínimo de 5 puntos de concentración). 

• Precisión: grado de coincidencia entre resultados de mediciones individuales de una 

muestra homogénea, esencial para determinar la variabilidad. 

o Repetibilidad: mide la variación mínima de resultados obtenidos por el mismo 

analista, con el mismo equipo, en un corto periodo de tiempo. 

o Reproducibilidad: mide la variación máxima de resultados entre diferentes 

laboratorios. 

• Efecto Matriz (ME): evaluación de cómo la presencia de otros componentes en la 

muestra afecta (disminuyendo o aumentando) la respuesta instrumental del analito. 

Ocurre cuando componentes de la muestra que co-eluyen con los medicamentos interfiriendo 

en el proceso de ionización en la fuente. Estos componentes "compiten" por la carga o por el 

espacio en la superficie de la gota del spray, provocando la supresión de la señal o su 

incremento (Harris, 2016). 

Para minimizar su efecto, la extracción en fase sólida es el primer paso fundamental debido 

a su objetivo de limpieza de la muestra. Para mezclas de fármacos en agua, el estándar es el 

HLB, un polímero universal que retiene compuestos polares y no polares, donde su uso se 

puede completar con medidas adiconales correspondientes a (Ternes, 2001; Matuszewski  et 

al., 2003; Wong & MacLeodb , 2009; Wille et al., 2012; Petrovíc et al., 2016): 

o Lavado selectivo: después de cargar la muestra, un paso de lavado con un bajo 
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porcentaje de solvente orgánico elimina sales, proteínas y ácidos húmicos que 

causan supresión, sin eluir los fármacos. 

o Limpieza de muestra de agua: si la matriz está muy cargada como lo es el caso de 

las aguas residuales, los sitios activos del cartucho SPE pueden saturarse con 

interferentes, impidiendo que los compuestos farmacéuticos se retengan. Para 

disminuir aquello, se propone filtrar la muestra previo a su paso por el cartucho.   

o Uso de estándares internos isotopizados: se añade ala muestra una versión del 

fármaco marcada con deuterio o carbono-13. Como el estándar marcado co-eluye 

exactamente igual que el fármaco natural, ambos sufren la misma supresión; por 

lo tanto, al calcular la relación de áreas, el efecto matriz se corrige 

automáticamente. 

o Optimización cromatográfica: ajustar los tiempos de retención para que los 

analitos eluyan en zonas del cromatograma libres de interferentes evitando el 

"volumen muerto" o el final del gradiente. 

o Calibración en matriz: en lugar de preparar la curva de calibración en solvente 

puro, se prepara en una "matriz blanca" (agua del mismo origen pero sin los 

medicamentos). Así, la curva ya compensa el error sistemático del efecto matriz, 

pudiendo realizar un control de calidad del método a través del porcentaje del 

efecto mediante la fórmula 1 (Matuszewski  et al., 2003):   

34 = (Á)#&	-#	7&	%+#'8)&	9:)8;9;*&-&	,:'8 − #=8)&**;ó?Á)#&	-#7	#'8á?-&)	#?	':7A#?8# ) ∙ 100 
(2) 

3. Límites de detección y cuantificación: definen los umbrales de sensibilidad del método: 

• Límite de Detección (LOD): es la menor concentración de analito en la muestra que 

puede ser distinguida de manera confiable de la señal de fondo. Se calcula a partir de la 

señal del límite de detección usando la Ecuación 3 (Olivieri & Escandar, 2014): 

C&' = C( + 3 ∙ F) (3) 
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Donde C&' es la señal entregada por el límite de detección, C( es el intercepto de la ecuación 

de la curva de calibración y F) es el error típico entregado en el análisis de datos. La 

concentración correspondiente al valor de la señal entregada se calcula a partir de la recta de 

calibración, reemplazando el valor de C&' encontrado como lo indica la Ecuación 4: 

GHI = 3 ∙ F)/% (4) 

Siendo m la pendiente de la recta. 

• Límite de Cuantificación (LOQ): es la concentración más baja de un analito que puede 

ser cuantificada (medida con una precisión y exactitud aceptables) de manera confiable 

por el instrumento. Se estima como:  

GHK = 10 ∙ F)%  (5) 

4. Precisión: se define como el grado de concordancia entre una serie de mediciones 

individuales obtenidas a partir de múltiples muestreos de una misma muestra. Para la 

validación del método multirresidual se utiliza la desviación estándar en los controles para la 

verificación de un analito en la mezcla de interés, donde su valor debe ser inferior al 20 y 15 

% para bajas y altas concentraciones, respectivamente (Naciones Unidas, 2010).  

5. Confirmación de identificación de analito: para asegurar la detección se requieren al 

menos 4 puntos de identificación correspondientes a dos transiciones por analito, es decir, un 

ion precursor y dos iones hijo o producto. El tiempo de retención de los iones identificados 

no debe desviarse más de 2,5%, donde la desviación permitida de la intensidad relativa de 

los iones debe cumplir con (Commission, 2002):  

o Q/q entre 1-2: ±20% 

o Q/q entre 2-5: ±25% 

o Q/q entre 5-10: ±30% 

o Q/q >10: ±50% 
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Capítulo 4: Metodología experimental. 

Se propuso una metodología que abarca desde la selección de los analitos de interés hasta la 

optimización de las condiciones de detección, cuantificación y el adecuado tratamiento de la 

muestra. 

4.1 Selección de compuestos farmacológicos. 

La selección de los medicamentos a estudiar se fundamentó en un análisis exhaustivo del 

estado del arte, priorizando criterios como el nivel de reporte, concentración y frecuencia de 

detección a nivel nacional. Se incluyeron fármacos que representan diversas familias 

terapéuticas, cubriendo usos frecuentes en la sociedad chilena, tales como el control de 

diabetes, hipertensión, alergias y, el uso de analgésicos, antiinflamatorios, antidepresivos y 

drogas psicoactivas. 

Para esta investigación, se seleccionaron los siguientes diez compuestos farmacológicos: 

Paracetamol (PA) (≥99% de pureza), ibuprofeno (IBU) (≥98% de pureza), naproxeno (NAP) 

(98-100% de pureza), atenolol (ATE) (≥99,3% de pureza), metformina (MET) (≥99,9% de 

pureza), cafeína (CAF) (≥99,96% de pureza), carbamazepina (CARB) (≥99,8% de pureza), 

claritromicina (CLAR) (≥98,7% de pureza), ketoprofeno (KET) (>99% de pureza) y 

diclofenaco (DICL) (≤100% de pureza).   

4.2 Recolección y conservación de muestras. 

La recolección de muestras se diseñó para obtener un volumen representativo que asegure la 

medición precisa de los fármacos en las diversas etapas de tratamiento de la planta de 

depuración. Se tomó 1L de cada muestra en tres puntos clave de una planta ubicada en la 

macrozona sur, proveniente de la región de Temuco: 

• Entrada del Tratamiento Primario. 

• Entrada del Tratamiento Secundario. 

• Salida del Tratamiento Secundario (corriente previa a la cloración). 
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Para prevenir la descomposición de los analitos por radiación UV, actividad microbiana, o 

tiempo, se utilizó un protocolo de conservación: las muestras se almacenaron en botellas de 

vidrio ámbar con superficies limpias y se mantuvieron refrigeradas a 4°C durante el traslado 

y hasta el momento de su análisis en el laboratorio. 

Adicionalmente, se evaluó 1L de agua potable de la zona central proveniente de la región de 

Valparaíso aplicando el mismo protocolo de conservación que las muestras de efluentes. 

4.3 Pre-tratamiento y extracción de muestras. 

Previo a la introducción en los equipos analíticos, las muestras de agua residual requieren un 

pre-tratamiento para eliminar sólidos suspendidos y posibles interferencias de la matriz. Este 

proceso se dividió en cinco etapas: 

• Filtrado de la muestra. 

Inicialmente las muestras se filtraron utilizando un embudo Buchner y papel filtro de 125 

mm. Si era necesario, previamente se empleaba algodón para retener residuos sólidos más 

grandes y evitar la rápida saturación del papel filtro. Seguidamente, la muestra se pasó por 

un filtro de de 0,45 µm asistido por una bomba de vacío. 

• Ajuste de pH. 

El pH de la muestra filtrada se ajustó a un valor cercano pH 2 mediante la adición de HCl 

concentrado. 

• Almacenamiento. 

Las muestras filtradas y con pH ajustado se almacenaron en refrigeración a 4°C hasta el día 

de la extracción por SPE. 

• Extracción en fase sólida. 

Para el preconcentrado de la muestra se empleó la técnica de extracción en fase Sólida 

utilizando cartuchos CHROMABOND HBL (60 µm) con un volumen de 6 mL y peso de 200 
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mg de una resina adsorbente a base de poli (divinilbenzol-co-N-vinilpirrolidona y 

divinilbenceno-co-N-vinilpirrolidona). 

El procedimiento de SPE incluyó las siguientes etapas: 

1. Acondicionamiento y equilibrio: los cartuchos se acondicionaron con 5 mL de metanol 

y se equilibraron con 5 mL de agua pura. 

2. Carga de muestra: cada muestra de 1 L se dividió en 4 porciones de 250 mL; pasando 

esta última cantidad por el cartucho a un flujo controlado de aproximadamente 20 

mL/min. Así, se obtuvieron 4 réplicas de cada muestra de agua evaluada. 

3. Elución: los analitos retenidos se eluyeron utilizando 5 mL de metanol. 

4. Secado y reconstitución: el eluato recolectado se secó bajo un flujo suave de nitrógeno 

a 25 °C hasta sequedad; reconstituyendo el residuo en 1mL de fase móvil. 

5. Filtración final: finalmente, la muestra reconstituida se filtró con filtros de jeringa de 

0,45 y 0,22 µm antes de su inyección en el sistema UHPLC/MS/MS. 

• Matriz sintética. 

Con el fin de evaluar el porcentaje de recuperación en la extracción por SPE, se preparó un 

mix de muestra con las concentraciones tabuladas en la Tabla 8. 

Tabla 8: concentraciones tomadas de cada compuesto farmacológico para matriz. 
Fármaco Concentración individual 

(ppb) 
Concentración en patrón 

para calibrado (ppb) 

Metformina 100 20 
Atenolol 50 20 
Paracetamol 200 20 
Cafeína 50 20 
Carbamazepina 500 200 
Claritromicina 200 50 
Ketoprofeno 200 50 
Diclofenaco 50 50 
Naproxeno 100 20 
Ibuprofeno 100 20 
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Se destaca que pata poder evaluar la efectiva interacción entre el cartucho y el analito de 

interés, se realizó el mismo proceso de extracción en fase sólida descrito, pero a pH 7. 

4.3 Desarrollo de técnica analítica. 

• Cromatografía líquida en separación. 

Se seleccionó la técnica de cromatografía líquida de alta eficiencia (UHPLC) como método 

de separación principal debido a su superior eficiencia y la reducción significativa del tiempo 

de análisis, logradas por el uso de partículas de fase estacionaria más pequeñas. Se 

implementó un sistema UHPLC Thermo Scientific Dionex modelo UltiMate 3000, controlado 

por el software Thermo Scientific™ Dionex™ Chromeleon™ 7.0, que integra la separación 

cromatográfica y la detección por espectrometría de masas (Thermo Scientific, 2023). 

Para la separación de los fármacos se utilizó una Columna Kinetex Evo C18 de 1,7 µm 100 

°A con dimensiones de 50×2,1 mm (Polycompany, 2017). Las condiciones operacionales 

iniciales fueron: 

• Flujo: 300 μL/min. 

• Volumen de inyección: 5 μL. 

• Temperatura de autosampler: 10°C 

Basándose en la literatura previa referenciada en el Anexo A, para desarrollar el método 

analítico se llevó a cabo la optimización de los siguientes parámetros del UHPLC: 

1. Estándares de compuestos: se prepararon stock de cada fármaco de 1.000 y 100 ppm 

en fase móvil y se almacenados en frascos ámbar. De ellos, se utilizaron concentraciones 

entre 1-10.000 ppb para el desarrollo de las curvas de calibración. 

2. Temperatura de columna: el rango de evaluación fue entre 30-40°C. 
3. Fases móviles: se probaron combinaciones de solventes: agua ultrapura (A), metanol 

hipergrado para LC-MS (Supelco, 2023) (B), acetonitrilo de grado HPLC (99,7%) 

(Sigma-Aldrich, 2023) (C) y ácido fórmico al 0,1%, (D) al 98-100% (Supelco, 2023). 

4. Gradiente de elución: se usaron gradientes segmentados (0-100%) y zonas isocráticas. 

5. Energía de fuente (detector): se varió la energía entre 2-4,5 kV para ionización negativa 
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y 3-5 kV para ionización positiva buscando la mejor relación señal/ruido. 
6. Tiempo de análisis: se investigaron tiempos de corrida entre 10-25 minutos. 

 

• Espectrometría de masas de triple cuadrupolo (MS/MS) en identificación y 

cuantificación. 

Se seleccionó la espectrometría de masas (MS) como detector para el análisis de compuestos 

farmacéuticos en aguas residuales dada su inherente capacidad para proporcionar 

información cualitativa y cuantitativa de alta sensibilidad. Específicamente, se optó por un 

sistema de triple cuadrupolo (MS/MS) operando en modo de Monitoreo de Reacción 

Seleccionada (SRM). Esta configuración es crítica para el análisis en matrices complejas ya 

que aumenta la selectividad al monitorear la transición específica de un ion precursor a un 

ion producto, reduciendo drásticamente el ruido de fondo y las interferencias de la matriz. 

Además, es capaz de separar e identificar analitos que coeluyen (salen simultáneamente de 

la columna cromatográfica) pero que poseen iones de fragmentación únicos, aumentando la 

confianza en la identificación. 

Se empleó una fuente de ionización por electropulverización calentada (HESI) para 

transformar eficientemente los iones de la solución en iones en fase gaseosa. Para maximizar 

la cobertura y la sensibilidad se evaluaron los modos de ionización positiva y negativa debido 

a que los fármacos con grupos funcionales básicos (aceptores de protones) se ionizan de 

manera más eficiente en modo positivo; mientras que, los medicamentos con grupos 

funcionales ácidos (donadores de protones) se ionizan de manera más eficiente en modo 

negativo. El objetivo fue determinar el modo de ionización que genera la señal más intensa 

y limpia (con menor ruido) para cada compuesto, garantizando la máxima sensibilidad del 

método. 

A continuación, se presenta la Tabla 9 de condiciones específicas del MS utilizadas. 
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Tabla 9: Parámetros utilizado en el MS. 
Parámetros Valor 

H-ESI 

Sheath gas (Arb) 60 
Aux gas (Arb) 15 
Sweep gas (Arb) 1 
Temperatura de tubo de transferencia de iones (°C) 300 
Temperatura de vaporización (°C) 375 

 SRM 

Tiempo de ciclo (s) 0,8 
Resolución Q1 yQ3 (FWHM) 0,7 
Gas de disociación inducida por colisión (mTorr) 2 
Ancho del pico cromatográfico (s) 6 

 

4.4 Estandarización de metodología y criterios cuantitativos. 

Se establecieron los siguientes criterios analíticos para evaluar la efectividad, calidad, y 

robustez del método de detección y cuantificación de fármacos por UHPLC-MS/MS: 

• Límites de detección y cuantificación: se calcularon a partir de las curvas de 

calibración, representando la mínima concentración detectable con una certeza razonable 

y cuantificada con precisión y exactitud. 

• % Recuperación: para asegurar que efectivamente el método de extracción, separación 

y cuantificación es representativo y efectivo para el análisis de la matriz, se debe tener 

un valor aproximado de recuperación entre 70-120%.  

• Precisión: se utilizó la desviación estándar en las réplicas de cada muesttra de agua de 

interés, donde su valor debe ser inferior al 20% para bajas concentraciones para su 

validación.  

• Confirmación de analito: para asegurar la  identifcación del analito de cada compuesto 

se detectó un ion precursor, un ion de cuantificación y un ion de confirmación. Además, 

se usó como criterio que el tiempo de retención de los iones identificados no variase más 

de 2,5%.  
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Capítulo 5: Resultados y discusión. 

5.1 Optimización de condiciones de separación. 

Para desarrollar un método analítico que permitiera la separación y cuantificación simultánea 

de una mezcla multicomponente que incluye metformina, atenolol, paracetamol, cafeína, 

carbamazepina, claritromicina, ketoprofeno, diclofenaco, naproxeno e ibuprofeno, se ejecutó 

un proceso exhaustivo de optimización que requirió más de 500 inyecciones experimentales. 

El objetivo primordial fue lograr una separación eficiente y resolutiva de la totalidad (o la 

mayor parte) de los compuestos en una muestra compleja. Esto es crucial para dos fines 

principales: 

1. Evitar la coelución: asegurar que cada analito presente su tiempo de retención 

característico debido a su interacción con la fase estacionaria. 

2. Caracterización inicial: definir el modo de ionización óptimo, ion precursor y peso 

molecular de cada compuesto. 

La experimentación se inició con la evaluación de la detección de cada analito utilizando 

diversas composiciones de fases móviles. La primera prueba consistió en una mezcla de 90% 

ácido fórmico al 0,1% (D) y 10% de acetonitrilo (C). Bajo las condiciones operacionales 

detalladas en la Tabla 10, esta composición permitió la detección inicial de 8 medicamentos 

en modo de ionización positiva, tal como se ilustra en el cromatograma de la Figura 12. 
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Figura 12: Elución en modo positivo con 90% de ácido fórmico al 0,1% y 10% de acetonitrilo. 
 

Tabla 10: Resultados de primera metodología de separación. 
Fármaco Ionización Peso Molecular 

(Da) 
Ion molecular Tiempo de retención 

(min) 

Metformina + 129,15 130,17 0,54 
Atenolol + 266,34 267,23 0,54 
Paracetamol + 151,16 152,13 0,8 
Cafeína + 194,19 195,14 1,08 
Carbamazepina + 236,27 237,14 6,16 
Claritromicina + 747,95 748,59 6,25 
Ketoprofeno + 254,3 255,14 7,73 
Diclofenaco + 296,15 296,09 9,54 
Condiciones de operación: 40°C / 3,5 kV positivo y 2,5 kV negativo.  

Gradiente: 90% D y 10% de C hasta 1 min, disminuyendo a 80% de D a 1,1 min; condición 

mantenida hasta 2 min; para posteriormente tener 40% de D a 6 min, 100% de C a 12 min y 90% 

de D a 15 min.  

Los resultados iniciales revelaron una separación parcial pero incompleta de la mezcla 

multicomponente, lo que indica la necesidad de ajustar las condiciones cromatográficas. Se 

observó la presencia de picos individuales y distintos para seis de los analitos: paracetamol, 

cafeína, claritromicina, carbamazepina, ketoprofeno y diclofenaco. Este hecho confirma que 

las condiciones establecidas logran inducir una selectividad y retención diferencial basada en 

la afinidad de estos compuestos con la fase estacionaria y su interacción con la fase móvil. 

Sin embargo, se identificaron limitaciones significativas donde las señales obtenidas se alejan 
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del comportamiento gaussiano ideal, indicando problemas en la eficiencia de la columna o 

en las interacciones cromatográficas.  

Igualmente, no se logró una separación resolutiva para todos los compuestos, destacando dos 

casos:  

• Metformina y atenolol: ambos medicamentos eluyen simultáneamente (coeluyen), 

impidiendo su cuantificación individual. Esto sugiere una selectividad insuficiente para 

diferenciar sus propiedades fisicoquímicas; o bien, que la señal de la metformina esté 

solapando la señal del atenolol, especialmente si este último se encuentra cerca del ruido 

de fondo. 

• Carbamazepina-claritromicina y cafeína: la separación entre la carbamazepina y 

claritromicina tampoco fue resolutiva bajo esta condición. Además, la señal de la cafeína 

apenas se distingue del nivel de ruido. 

Por otra parte, la detección de naproxeno e ibuprofeno requirió un modo de operación 

distinto. Estos compuestos fueron determinados en modo negativo o desionización del 

analito, confirmando su presencia con el sistema de arreglo de diodos (UV-Visible) del 

UHPLC, tal como se muestra en la Figura 13. 

Figura 13: UV-VIS en modo negativo con 90% de ácido fórmico al 0,1% y 10% de acetonitrilo. 

En la Figura 13, se identifica una marca de "Inyección" (resaltada en rojo) al inicio de cada 

cromatograma. Esta señal es la respuesta característica del detector al solvente de inyección 

y/o a las variaciones de presión que ocurren durante la introducción de la muestra en el 

sistema UHPLC. 

Un hallazgo importante fue que las masas detectadas en el detector UV del UHPLC no 
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coincidían con sus pesos moleculares esperados ni con los resultados de investigaciones 

previas; donde para el naproxeno se esperaban iones moleculares de aproximadamente 229 

y para ibuprofeno 205. Este fenómeno se atribuyó a la interacción específica de estos 

compuestos con la fase móvil de ácido fórmico, considerando sus valores de pKa y la 

presencia de un grupo carboxilo (-COOH) en su estructura química. 

El pH de la fase móvil (debido al ácido fórmico) es inferior al pKa de estos compuestos 

considerados ácidos débiles, generando que el equilibrio de disociación se desplace hacia la 

forma no ionizada (protonada) de sus grupos carboxilo (R-COOH) de carácter lipofílico; es 

decir, se suprime la formación del anión carboxilato (R-COO−) y con ello, al estar en un 

sistema de cromatografía de fase reversa donde la fase estacionaria es no polar, presentan 

una mayor retención en la columna cromatográfica. 

Con base en los problemas de selectividad y retención observados se efectuaron cambios en 

el gradiente de elución para la separación de los compuestos con respuesta positiva buscando 

aumentar la polaridad de la fase móvil. Como resultado, se observó una mejora significativa 

en la separación cromatográfica, tal como se evidencia en la Figura 14 que presenta las 

nuevas condiciones especificadas en la Tabla 11. 

 

 

 

 

 

 
Figura 14: Nueva respuesta en positivo con 90% de ácido fórmico al 0,1% y 10% de acetonitrilo. 

 
 
 
 
 



 

69 
 

Tabla 11: Nuevas condiciones de trabajo con 90% de ácido fórmico al 0,1% y 10% de acetonitrilo. 
Fármaco Ionización Peso Molecular 

(Da) 
Ion molecular Tiempo de detección 

(min) 

Metformina + 129,15 130,17 0,56 
Atenolol + 266,34 267,2 0,56 
Paracetamol + 151,16 152,12 1,23 
Cafeína + 194,19 195,13 2,85 
Claritromicina + 747,95 748,57 6,26 
Carbamazepina + 236,27 237,19 6,35 
Ketoprofeno + 254,3 255,16 7,39 
Diclofenaco + 296,15 296,06 8,58 
Condiciones de operación: 40°C y, 3,5 kV positivo y 2,5 kV negativo.  

Gradiente: 95% D y 5% de C hasta 0 min, disminuyendo a 50% de D a 5 min; presentando 40% 

de D a 10 min; para posteriormente tener 100% de C a 12 min, finalizando con 95% de D a 13 min. 

A pesar de la mejora cromatográfica observada, persistieron problemas críticos de resolución 

donde los picos de metformina y atenolol continuaron apareciendo como una única señal 

impidiendo su cuantificación individual. De manera similar, se mantuvo la coelución de 

carbamazepina y claritromicina; siendo un indicativo de que las modificaciones de gradiente 

no fueron suficientes para inducir una diferencia significativa en la interacción de estos pares 

de analitos, cuyas propiedades fisicoquímicas de polaridad y pKa son altamente similares 

bajo las condiciones de trabajo ensayadas. 

Aunque se logró una mejora en la separación de paracetamol y resolución de cafeína, la baja 

sensibilidad de la señal captada en el cromatograma afectó su posterior cuantificación (área 

bajo la curva). Sumado a ello, se observó una ligera asimetría en la cola del pico de 

paracetamol, posiblemente por el solapamiento con el frente de solvente o la coelución de 

metformina y atenolol. 

Producto de estas limitaciones, se utilizó una nueva fase móvil; llevando a cabo diversas 

modificaciones avanzadas en el gradiente de elución para la separación de los compuestos de 

iones positivos. 

La nueva fase móvil estuvo compuesta por 90% de ácido fórmico al 0,1% (D) y 10% de 

metanol (B), sustituyendo el acetonitrilo anterior. El objetivo de este cambio fue mejorar la 

separación de los iones positivos y facilitar la identificación adecuada de los fármacos con 

iones negativos. Así, se realizaron eluciones en gradiente donde la fuerza eluyente se 
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incrementó progresivamente y se implementaron zonas isocráticas controladas para aumentar 

el tiempo de análisis y mejorar la resolución de los compuestos con tiempos de retención 

similares. 

Mediante esta nueva estrategia se logró la determinación exitosa de los diez compuestos en 

la mezcla según: 

• Detección por MS/MS: ocho de los compuestos fueron identificados mediante sus iones 

moleculares, los cuales concordaron con sus respectivos pesos moleculares. 

• Detección Auxiliar: los dos compuestos restantes se identificaron a través de detección 

por UV-Visible. 

Los cromatogramas que demuestran la separación lograda se ilustran en la Figura 15 

(MS/MS) y Figura 16 (UV-Visible); donde los tiempos de retención finales y las condiciones 

de operación se resumen en la Tabla 12. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 15: Elución en modo positivo con 90% de ácido fórmica al 0,1% y 10% metanol. 
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Figura 16: Elución en modo negativo con 90% de ácido fórmico al 0,1% y 10% de metanol. 
 

Tabla 12: parámetros iniciales con 90% de ácido fórmico al 0,1% y 10% de metanol. 
Fármaco Ionización Peso Molecular 

(Da) 
Ion molecular Tiempo de retención 

(min) 

Metformina + 129,15 130,19 0,54 
Atenolol + 266,34 267,24 0,54 
Paracetamol + 151,16 152,12 1,24 
Cafeína + 194,19 195,15 3,49 
Carbamazepina + 236,27 237,16 8,28 
Claritromicina + 747,95 748,58 8,61 
Ketoprofeno + 254,3 255,15 9,3 
Diclofenaco + 296,15 296,10 10,68 
Naproxeno - 230,3 275,19 9,32 
Ibuprofeno - 206,28 265,20 10,70 
Condiciones de operación: 40°C y, 3,5 kV positivo y 2,5 kV negativo. 

Gradiente: 90% D y 10% de B hasta 1 min, disminuyendo a 80% de D a 1,1 min; condición 

mantenida hasta 2 min; para posteriormente tener 40% de D a 6 min, 100% de B a 12 min y 90% 

de D a 15 min. 

El cambio a una fase móvil con metanol demostró mejoras significativas en la selectividad, 

donde la mayoría de los compuestos con ionización positiva mostraron picos discretos, bien 

resueltos y con formas aceptables (simétricas o ligeramente asimétricas).  

A pesar de lo anterior, la separación de metformina y atenolol continuó siendo el principal 

desafío. La señal inicial se manifiesta como un pico único no resuelto, con solo una ligera 

indicación de hombro o base expandida para el atenolol. Esta resolución basal insuficiente 

impide la integración y cuantificación individual de ambos compuestos. 

Se observó un deterioro de la línea base (ruido) en la elución tardía, manifestado como una 

"joroba" o picos anchos. Esto indica una posible contaminación del sistema o la elución tardía 
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y fuerte retención de componentes de la matriz de la muestra; afectando la detección y 

cuantificación fiable de analitos como naproxeno e ibuprofeno, a pesar de que su presencia 

fue confirmada en inyecciones individuales. 

Finalmente, a partir de la respuesta generada por la espectrometría de masas, el ion molecular 

detectado para la mayoría de los compuestos positivos se mantuvo en concordancia con sus 

pesos moleculares y parámetros de la fase móvil anterior; no obstante, las masas identificadas 

para naproxeno e ibuprofeno nuevamente no concordaron con sus pesos moleculares, un 

fenómeno atribuido a la interacción con el ácido fórmico. A pesar de esto, se mantuvo la 

capacidad de identificación cualitativa de estos dos compuestos mediante el sistema de 

arreglo de diodos UV-Visible del UHPLC. 

Según los resultados expuestos, se determinó que la fase móvil de 90% ácido fórmico al 0,1% 

y 10% metanol será la utilizada para la identificación de los fármacos en modo positivo 

debido a que el metanol, al ser más polar que el acetonitrilo y con mayor capacidad de 

formación de puentes de hidrógeno, permite una modulación más fina en la retención y 

posterior resolución al interactuar de manera distinta con los grupos funcionales ionizables 

de los analitos y la fase estacionaria. El cambio contribuyó a un menor ruido en la respuesta 

del cromatograma (excepto en elución tardía), lo que posibilita la obtención de límites de 

detección más bajos y cercanos a los ng/L (rango esperado en la literatura). 

Dado que la coelución de metformina y atenolol persistió a pesar de la optimización de la 

fase móvil, se procedió a evaluar otros parámetros operacionales para la optimización del 

método. 

Se inició la evaluación de la temperatura de la columna y la energía de ionización, buscando 

el impacto en la separación. Los resultados comparativos en la respuesta cromatográfica para 

la temperatura se visualizan en la Figura 17. 
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Figura 17: Respuesta cromatográfica en separación de fármacos con variación temperatura. 

Manteniendo constantes la fase móvil, el gradiente y la energía de ionización, la evaluación 

de la temperatura de la columna a 30, 35 y 40°C se centró en lograr el mejor balance entre la 

eficiencia cromatográfica, la minimización del ruido de fondo y los tiempos de retención. 

Se observa que la respuesta a 30°C presenta la línea base más limpia al mitigar la pérdida de 

material de la fase estacionaria y la elución de impurezas termolábiles; sin embargo, posee 

tiempos de retención más largos para todos los analitos. Por su parte, a 40°C se podría obtener 

tiempos de retención más cortos, pero con un nivel de ruido significativamente más altos, 

afectando la detección a baja concentración. Por tanto, se determinó que 35°C ofrece la mejor 

respuesta global para el método analítico, ya que genera un ruido menor respecto a los 40°C, 

mejorando la cinética de transferencia de masa; además de disminuir los tiempos de retención 

respeto a los 30°C.  

La selección de 35°C ofrece ventajas analíticas con un nivel de ruido lo suficientemente bajo 

para ser aceptable en la detección de picos de baja concentración, permitiendo lograr límites 

de detección más pequeños. Si comparamos la correlación de la señal/ruido con la 

concentración detectada de cada analito, notamos que la temperatura de 35°C ofrece la 

alternativa con mejor balance ya que el ruido no alcanza a afectar la detección de la señal de 

cada analito.  

Igualmente, a 35°C  se mejora la cinética de transferencia de masa de los analitos, lo que se 

traduce en picos más estrechos y eficientes que facilitan la integración y posterior 
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cuantificación precisa del área bajo la curva; bajo una disminución de los tiempos de 

retención para todos los analitos sin comprometer significativamente la calidad de la señal. 

Una vez definida la temperatura a utilizar, se evaluaron energías que fuente entre 3,0-5,0 kV, 

ilustrando la comparativa en la Figura 18. 

 
Figura 18: Respuesta cromatográfica con variación de energía en ionización positiva. 

La evaluación de la energía de la fuente para la detección en modo de ionización positiva 

determinó que 3,0 kV establece el equilibrio óptimo para la eficiencia de ionización y la 

estabilidad del spray ESI. Este voltaje proporciona la mejor relación de señal/ ruido, siendo 

el parámetro fundamental para la sensibilidad y robustez de un método LC-MS. La línea de 

base es baja y el ruido en la zona final (círculo rojo) es mínimo en comparación con los 

voltajes más altos. 

Aunque voltajes más altos como 5 kV pueden generar una mayor intensidad absoluta de iones 

para los analitos, el incremento desproporcionado del ruido de fondo a esos voltajes 

compromete la capacidad de cuantificar compuestos a bajas concentraciones; por ende, a 3,0 

kV se maximiza la estabilidad de la línea base, se minimiza el ruido químico y el proceso de 

electrospray es más estable y reproducible; proporcionado un método con mayor fiabilidad 

y menores límites de detección y cuantificación. 

Ya establecidos los parámetros de temperatura, gradiente y energía de fuente para el modo 
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positivo, se procedió a optimizar la detección de los compuestos con respuesta en modo 

negativo. 

Se identificó que el ácido fórmico generaba una interferencia significativa en la detección de 

los iones moleculares de naproxeno e ibuprofeno. El pH ácido de la fase móvil suprime la 

ionización de estos ácidos débiles en el modo ESI, dificultando la formación del anión 

deseado y la detección en el MS. Para mitigar esta interferencia, se empleó una nueva fase 

móvil compuesta por 90% agua y 10% metanol. 

Mediante esta nueva composición se logró la identificación exitosa de naproxeno e 

ibuprofeno a través de sus iones característicos, los cuales concordaron con sus pesos 

moleculares tabulados en la Tabla 13. El orden de elución de estos analitos se presenta 

gráficamente en la Figura 19. 

Tabla 13: Elución compuestos negativos con 90% de agua y 10% de metanol. 
Fármaco Ionización Peso Molecular 

(Da) 
Ion molecular Tiempo de retención 

(min) 

Naproxeno - 230,3 229,13 10,85 
Ibuprofeno - 206,28 205,03 12,41 
Condiciones de operación: 35°C y, 3,0 kV positivo y 2,0 kV negativo. 

Gradiente: 90% A y 10% de B hasta 1 min, disminuyendo a 80% de A a 1,1 min; condición 

mantenida hasta 2 min; para posteriormente tener 40% de A a 6 min, 100% de B a 12 min y 90% 

de A a 15 min. 
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Figura 19: Respuesta cromatográfica en modo negativo con 90% de agua y 10% de metanol. 

Se encontraron iones moleculares consecuentes con sus pesos moleculares esperados, 

observando variaciones en los tiempos de retención de estos compuestos; un efecto directo 

del cambio a la nueva fase móvil.  Dado que naproxeno e ibuprofeno son ácidos carboxílicos 

débiles y relativamente lipofílicos; la fase móvil, al contener un 90% de agua (altamente 

polar), induce una retención alta en la columna cromatográfica de fase reversa. 

Aunque se incrementa la retención, se visualizan ventajas significativas para la detección por 

MS debido a su compatibilidad con el proceso de electrospray y su potencial para minimizar 

el ruido de fondo. Esto permite una detección sensible, siempre que el pH de la fase móvil 

sea el adecuado para la formación del ion deseado ([M-H]− en modo negativo). 

Para verificar la reproducibilidad y fiabilidad de la detección por UHPLC-MS se procedió a 

repetir la experimentación para la detección de naproxeno e ibuprofeno en triplicado. Los 

cromatogramas resultantes se visualizan en la Figura 20. 
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Figura 20: Respuesta cromatográfica en modo negativo con 90% de agua y 10% de metanol. 

La verificación en triplicado de la detección de naproxeno e ibuprofeno confirmó la alta 

resolución alcanzada bajo las condiciones de fase móvil 90% agua y 10% metanol, 

demostrando la eficacia de la separación. Sin embargo, reveló una falta de robustez en el 

método con un marcado desplazamiento (drift) en los tiempos de retención, indicando una 

falta de reproducibilidad. 

El naproxeno presentó un rango de elución de 10,85 a 11,59 minutos y el ibuprofeno de 12,41 

a 13,24 minutos. Esta variación de aproximadamente 1 minuto se atribuye a una posible 

evaporación del solvente orgánico (metanol) a lo largo del tiempo y/o ligeros cambios en el 

pH que alteran la ionización de los ácidos débiles y, por ende, su patrón de retención. 

A consecuencia de esta inestabilidad, no fue factible evaluar los límites de detección y 

cuantificación de naproxeno e ibuprofeno en una muestra compleja debido a la ausencia de 

un tiempo de elución suficientemente característico y reproducible que garantice la detección 

exclusiva de cada analito, comprometiendo la fiabilidad cuantitativa. En consecuencia, para 

solucionar la falta de robustez, se procedió a realizar un último cambio de fase móvil, optando 

por una mezcla de 25% de acetonitrilo y 75% de agua. 

Este ajuste condujo a los resultados ilustrados en la Tabla 14 y Figura 21, donde se 

establecieron las condiciones definitivas para la cuantificación en modo negativo. 
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Tabla 14: Variación de condiciones con 25% de agua y 75% de acetonitrilo. 
Fármaco Ionización Peso Molecular 

(Da) 
Ion molecular Tiempo de retención 

(min) 

Naproxeno - 230,3 229,11 4,68 
Ibuprofeno - 206,28 205,13 5,97 
Condiciones de operación: 30°C y, 4,0 kV negativo. 

Gradiente: 75% A y 25% de C hasta 1 min, disminuyendo a 5% de A a 5 min; condición mantenida 

hasta 9 min; para posteriormente tener 75% de A a 9,2 min, hasta a 15 min. 

 

 
 

Figura 21: Respuesta cromatográfica en modo negativo con 25% de agua y 75% de acetonitrilo. 

Los analitos lipofílicos (naproxeno e ibuprofeno) experimentaron una fuerte interacción 

hidrofóbica con la fase estacionaria, resultando en una alta retención. Se visualiza una buena 

resolución cromatográfica donde los picos están completamente separados hasta la línea 

base, permitiendo la integración y cuantificación individual. 

Análogo a la situación con modo de ionización positiva, se evaluó la respuesta de la matriz 

bajo distintas condiciones de temperatura, teniendo la Figura 22 ilustrada a continuación. 
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Figura 22: Respuesta con cambio de temperatura en modo negativo con 25% de agua y 75% de 

acetonitrilo. 

Al comparar las respuestas cromatográficas se determinó que 30°C es la temperatura de 

operación más adecuada para la columna, a pesar de que 35°C ofrece tiempos de retención 

marginalmente menores. La principal ventaja de operar a 30°C es la mayor estabilidad de la 

línea base, lo que resulta en una maximización de la relación señal/ruido al minimizar la 

interferencia química de fondo. Además, se destaca que el uso de 35°C genera un 

desplazamiento en el primer pico detectado correspondiente a naproxeno, lo que dificulta su 

posterior detección al requerir una ventana mayor para el tiempo de retención.  

Una menor temperatura contribuye a una mayor estabilidad general de las interacciones 

cromatográficas, reduciendo fluctuaciones sutiles en la afinidad de los analitos por la fase 

estacionaria. Esto ayuda a mitigar variaciones en los tiempos de retención y en la forma del 

pico. Dado que la diferencia en la respuesta cromatográfica entre 30 y 35°C no es 

significativa, se opta por 30°C como mejor alternativa para reducir el tiempo implementado 

en la puesta en marcha y estabilización del equipo, mejorando la eficiencia del laboratorio. 

Con las condiciones de separación cromatográfica ya establecidas, se procedió a la 

optimización de la energía de fuente implementada para la detección en modo de ionización 

negativa. La respuesta del cromatograma a diferentes energías se presenta en la Figura 23. 
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Figura 23: Respuesta con cambio de energía de fuente en modo negativo con 25% de agua y 75% 

de acetonitrilo. 

Al comparar los resultados obtenidos se determinó que 4.000 V es la condición óptima ya 

que permite maximizar la intensidad de señal para los analitos de interés (naproxeno e 

ibuprofeno) sin agregar ruido significativo a la línea base. Dado que la relación de señal/ruido 

es el parámetro más crítico en LC-MS, esta condición mejora directamente la capacidad del 

método para detectar y cuantificar analitos a bajas concentraciones. 

La optimización resulta en una mejora de los límites de detección y cuantificación, 

garantizando una mayor robustez del método de detección sin introducir inestabilidades 

significativas en el proceso de electrospray. Los 3.000 V ilustraron las intensidades de pico 

más bajas, indicando que el voltaje se encontraba por debajo del punto óptimo para la 

eficiencia de ionización y la formación de iones en fase gaseosa en ESI. 

La creación y validación de una técnica cromatográfica para la separación de fármacos en 

mezclas complejas es un proceso inherentemente iterativo que requiere de experimentación, 

prueba, error y un tiempo considerable de trabajo. 

5.2 Problemas de repetibilidad y reproducibilidad del método. 

Durante el desarrollo la técnica se enfrentaron múltiples desafíos técnicos. A continuación, 

se detallan los principales problemas observados durante la optimización del método: 
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1. Inestabilidad y variabilidad. 

La necesidad de identificar y cuantificar analitos en concentraciones extremadamente bajas 

de ng/L o µg/L hizo que el método fuera sensible a cualquier fluctuación en la preparación y 

composición de la fase móvil: 

• Fuentes de variabilidad: pequeñas diferencias en el pesaje o volumen de los 

componentes, variaciones de temperatura ambiental, presencia de burbujas de aire, 

impurezas en los solventes y la evaporación de componentes volátiles comprometieron 

la estabilidad de la fase móvil a largo plazo. 

Esta variabilidad dificultó el mantenimiento de resultados consistentes (tiempos de retención, 

áreas de pico y resolución) tanto en términos de repetibilidad (mismo analista, mismo día) 

como de reproducibilidad (diferentes analistas, diferentes días). 

• Contaminación de la columna: la presencia de contaminantes (como impurezas de la 

fase móvil, material de la muestra, o residuos de inyecciones anteriores) genera iones no 

deseados que llegan al espectrómetro de masas. Esto se traduce en un aumento del ruido 

de fondo y una disminución de la relación señal-ruido. Si la señal del fármaco es baja, la 

contaminación puede hacer que la señal del analito sea indistinguible del ruido, lo que 

lleva a un incremento en los límites de detección y cuantificación. 

Sumado a lo anterior, los contaminantes pueden adsorberse a la fase estacionaria de la 

columna, alterando las propiedades superficiales de la columna. Esto provoca cambios o 

inestabilidad en el tiempo de retención del fármaco, dificultando su identificación confiable, 

tal como se demostró anteriormente en el desarrollo del método analítico.  

Por último, la acumulación de impurezas puede causar ensanchamiento (ancho de pico) o 

colapso de picos. Una mala forma del pico dificulta la integración y, por lo tanto, la 

cuantificación, además de indicar una separación deficiente. 

• Problemas adicionales: se sumó la degradación de los analitos y la tasa de error 

intrínseca de los equipos. 
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2. Inconsistencias en la elución y falta de robustez temporal. 

• Contaminación cruzada: si los contaminantes (o el propio analito de una muestra 

concentrada) se adhieren a la columna y se liberan lentamente en inyecciones posteriores, 

pueden aparecer como una señal fantasma en blancos o muestras de baja concentración, 

disminuyendo la precisión de la cuantificación de estas muestras. 

A pesar de usar los mismos parámetros operacionales, se observaron inconsistencias notables 

en la elución de los fármacos a lo largo de diferentes fechas de análisis. 

Los tiempos de retención y la forma de los picos se desplazaron o alteraron 

significativamente entre corridas. Este fenómeno puede ser atribuido al deterioro gradual o 

contaminación de la columna, la acumulación de contaminantes dentro del sistema 

cromatográfico o cambios no controlados en las condiciones ambientales; generando la 

necesidad constante de realizar ajustes en el sistema o recalibraciones para mantener la 

validez del método. 

3. Dificultades en la separación multicomponente (coelución). 

El desarrollo del método fue desafiado por la dificultad para alcanzar una resolución 

adecuada entre todos los componentes, lo que resultó en picos solapados (coelución). 

La fase estacionaria y la fase móvil seleccionadas carecían de la capacidad de interactuar 

diferencialmente con todos los analitos de propiedades fisicoquímicas similares, impidiendo 

su separación efectiva bajo una única condición. 

4. Alteración química y factores ambientales externos. 

Se identificaron factores que comprometieron la integridad de los analitos y la estabilidad:  

• Degradación del analito: se observó la potencial alteración química de los fármacos (o 

sus metabolitos) durante el proceso analítico (en muestra, fase móvil, o columna) por 

inestabilidad inherente (sensibilidad a la luz, oxígeno, termo-degradación) o hidrólisis 

causada por pH extremos de la fase móvil. Esto puede generar degradación (nuevos 

picos) o disminución de la señal del analito original. 
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• Influencia externa: factores ambientales no controlados en el laboratorio, como la 

temperatura ambiente o la humedad, afectaron la temperatura de la fase móvil antes de 

entrar al horno de columna. Estas fluctuaciones influyeron en la eficiencia de la 

separación y el detector, causando variaciones sutiles en los tiempos de retención y la 

señal. 

5. Efecto matriz: es uno de los desafíos más críticos en el desarrollo de la metodología 

presentada, ya que los componentes de la matriz compitieron con los fármacos por la carga 

eléctrica o el espacio en la superficie de las gotas del aerosol en la fuente de 

electropulverización (ESI), provocando que la señal de los analitos fuese mucho más bajas 

de lo esperado, elevando artificialmente los límites de detección. De igual modo, debido al 

extenso tiempo de experimentación y la cantidad de inyecciones realizadas, la matriz 

acumulada en la columna pudo eluir en corridas posteriores, generando picos que no 

corresponden a la muestra actual. Para mitigar estos problemas, la técnica requirió del uso de 

gradientes que alcanzan el 100% de fase orgánica (B o C) al final de la corrida con el fin de 

asegurar que los componentes más retenidos de la matriz sean expulsados de la columna 

antes de la siguiente inyección; complementado con limpiezas recurrentes del equipo. 

6. Cambio en las condiciones de las metodologías referencias en Anexo A. 

El desarrollo del método optimizado representa un desafío analítico significativo frente a las 

metodologías preexistentes debido a la heterogeneidad química de los fármacos analizados.  

• Temperatura: a diferencia de estudios como los de Albergamo et al., 2018; Wilkinson 

et al., 2022 y Angeles et al., 2023, que estandarizan la temperatura de columna a 40°C 

para mejorar la transferencia de masa y reducir la viscosidad, el método propuesto 

identifica que temperaturas ligeramente inferiores son críticas para preservar la 

resolución de analitos que eluyen tempranamente, como metformina y atenolol. 

• Separación y selectividad: la principal dificultad radica en la coexistencia de 

compuestos con polaridades extremas y comportamientos de ionización opuestos, ya que 

mientras que métodos como el de Ashfaq et al., 2017 o Archana et al., 2017 utilizan 

eluciones isocráticas simples, la técnica desarrollada requiere un gradiente complejo que 

alterna entre ácido fórmico y metanol para el modo positivo, permitiendo separar la 
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carbamazepina de la claritromicina en una misma corrida. Sumado a ello, a diferencia de 

Sun et al., 2015 y Alygizakis et al., 2020 que dependen fuertemente del acetonitrilo para 

la elución de compuestos neutros, este método integra ácido fórmico y metanol de manera 

estratégica para maximizar la intensidad de señal de analitos difíciles como el 

ketoprofeno y diclofenaco. 

• Voltaje de fuente: el uso de 3,0 kV en modo positivo contrasta con los 4,5 kV sugeridos 

por Grujić et al., 2009 o Jacob et al., 2021 ya que dispara el ruido químico al final de la 

corrida para la ionización positiva, comprometiendo la detección de compuestos como 

claritromicina y diclofenaco. Por otro lado, para el modo negativo, en contraste con 

Matuszak et al., 2016, quienes utilizan solo 2,0 kV, se plantea la necesidad de subir a 4,0 

kV por la baja eficiencia de ionización intrínseca del naproxeno e ibuprofeno. Además, 

el uso de 2,0 kV podría limitar la detección de concentraciones bajas si el analito no se 

ioniza eficientemente. 

• Desarrollo de técnica: el desarrollo enfrentó obstáculos críticos que no se detallan en 

métodos simplificados como el de Guan et al., 2016 o Tiong et al., 2020, donde al trabajar 

con fases móviles de agua y metanol, se debe equilibrar la fuerza eluyente para evitar que 

las sales de la muestra en aguas residuales eluyan junto con los primeros fármacos, 

apagando su señal. 

• Heterogeneidad de los analitos: la técnica debe procesar una ventana de pesos 

moleculares sumamente amplia, desde la metformina (129,15 Da) hasta la claritromicina 

(747,95 Da); por lo cual, la decisión de operar a 35°C y 3,0 kV para el modo positivo, y 

30°C con 4,0 kV para el negativo, rompe con la tendencia de "método único" observada 

en la literatura.  

• Limitaciones de técnicas analíticas presentadas: desarrollar esta técnica a partir de los 

métodos de Castiglioni et al., 2018 o Hermes et al., 2018 presenta como dificultad el 

efecto matriz, teniendo que, en las muestras reales de agua residual, la alta concentración 

de sales y materia orgánica compite por la carga en la fuente ESI. El método optimizado 

mitiga esto mediante un reequilibrio final, limpiando la columna para la siguiente 

inyección. 

Desarrollar esta técnica a partir de los métodos mencionados fue una tarea de "micro-ajuste".  
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5.3 Selección de condición final de operación en la separación. 

A partir del proceso de optimización que incluyó la evaluación de fases móviles, temperatura 

de columna y energía de fuente, se lograron establecer dos metodologías analíticas distintas: 

una en modo positivo y otra en modo negativo. Esta segregación fue necesaria para 

maximizar la sensibilidad y selectividad en función de la naturaleza iónica de los 

medicamentos. Los parámetros encontrados se detallan a continuación. 

El método se desarrolló utilizando una columna de UHPLC de 50 cm de longitud, 2,1 mm 

de diámetro y 1,7 µm de tamaño de partícula. Estas dimensiones confieren una alta eficiencia 

y resolución al sistema al facilitar un flujo uniforme, minimizar los caminos múltiples y 

maximizar el número de sitios de intercambio analito/fase, promoviendo el equilibrio de 

reparto de los analitos presentes en la muestra. 

 
 

Figura 24: Respuesta en modo positivo con separación optimizada. 
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Tabla 15: Elución compuestos farmacológicos positivos con condición final. 
Fármaco Ionización Peso Molecular 

(Da) 
Ion molecular Tiempo de retención 

(min) 

Metformina + 129,15 130,18 0,49 
Atenolol + 266,34 267,23 0,67 
Paracetamol + 151,16 152,14 1,23 
Cafeína + 194,19 195,16 3,6 
Carbamazepina + 236,27 237,17 8,28 
Claritromicina + 747,95 748,61 8,58 
Ketoprofeno + 254,3 255,16 9,31 
Diclofenaco + 296,15 296,10 10,71 
Naproxeno - 230,4 229,11 3,57 
Ibuprofeno - 206,38 205,13 5,78 
Condiciones de operación: 35°C y 3,0 kV positivo. 30°C y 4,0 kV negativo. 

Gradiente positivo: 90% D y 10% de B hasta 1 min, disminuyendo a 80% de D a 1,1 min; condición 

mantenida hasta 2 min; para posteriormente tener 40% de D a 6 min, 100% de B a 12 min y 90% 

de D a 15 min. 

Gradiente negativo: 25% C y 75% de A hasta 1 min, aumentando a 95% de C a 5 min; condición 

mantenida hasta 9 min; para posteriormente tener 25% de C a 9,2 min, hasta 15 min. 

Si evaluamos la respuesta entregada para el modo de ionización positiva, se tiene una 

metodología con una alta capacidad de separación para la mayoría de los componentes de la 

mezcla, alcanzando una resolución satisfactoria. El único desafío persistente es la coelución 

de metformina y atenolol, en la cual se logró la separación; pero, la resolución basal sigue 

siendo insuficiente para una cuantificación individual satisfactoria. 

Los picos presentan formas agudas, estrechas y de simetría resolutiva, características que 

indican una alta eficiencia cromatográfica que permite una integración de área más fiable y 

una mejor resolución de picos adyacentes bajo una cuantificación precisa. 

Por su parte, la ausencia de ruido y la estabilidad de la línea base representan un logro 

metodológico crucial, mejorando significativamente la relación señal/ruido y reduciendo 

problemas como: degradación y contaminación de la columna, impurezas en la fase móvil o 

los efectos de la matriz en eluciones tardías. 
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Figura 25: Respuesta en modo negativo con separación optimizada. 

Se observa una clara resolución basal de naproxeno e ibuprofeno, demostrando la capacidad 

del método para separar estos dos compuestos de estructura química similar. No obstante, los 

picos, aunque resueltos, presentan una forma relativamente ancha y algo asimétrica, con una 

base dispersa; sugiriendo una eficiencia de columna mejorable o la existencia de 

interacciones secundarias no deseadas con la fase estacionaria; pudiendo afectar la precisión 

de la integración de área. 

La línea base es ruidosa y elevada, especialmente antes y entre los picos. Este alto nivel de 

ruido de fondo compromete la sensibilidad para estos analitos. Una baja relación dificulta la 

determinación precisa de los límites de detección y cuantificación, pudiendo resultar en 

valores que superen las concentraciones encontradas típicamente en aguas residuales. 

Los resultados demuestran un progreso sustancial al establecer dos metodologías 

cromatográficas específicas. Mientras que el método general para la mayoría de los fármacos 

ha alcanzado un nivel de madurez y calidad cromatográfica notable (excelente separación y 

línea base); la metodología para naproxeno e ibuprofeno, a pesar de lograr la separación, aún 

puede seguir mejorando para alcanzar una mayor sensibilidad y reducción del ruido. 
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5.4 Iones característicos de analitos farmacéuticos seleccionados por MS. 

Para determinar el ion precursor de cada compuesto se empleó el método de Monitoreo de 

Iones Seleccionados (SIM). Este método requirió establecer el tiempo de retención 

característico del analito, una ventana de tiempo definida, el centro de masa del ion molecular 

identificado y una ventana de escaneo de la relación masa/carga (m/z). Tras la detección 

individual de cada analito, se definieron dos secuencias de SIM separadas: una para el modo 

de ionización positiva y otra para el modo de ionización negativa. La Tabla 16 muestra las 

condiciones específicas de cada secuencia SIM y los iones resultantes. 

Tabla 16: Parámetros dispuestos en SIM. 
Fármaco Tiempo de 

retención 
(min) 

Ventana de 

tiempo 
(min) 

Centro de 

masa (m/z) 

Ventana de 

escaneo 
(m/z) 

Ion 

precursor 

Modo de ionización positiva 

Metformina 0,49 0,2 130,18   10 130,18 
Atenolol 0,67 0,2 267,23   10 267,23 
Paracetamol 1,23 0,5 152,14   10 152,13 
Cafeína 3,6 2,0 195,15   10 195,15 
Carbamazepina 8,28 0,3 237,17   10 237,17 
Claritromicina 8,58 0,5 748,62   10 748,60 
Ketoprofeno 9,31 0,5 255,16   10 255,16 
Diclofenaco 10,71 1,0 296,1   10 296,08 

Modo de ionización negativa 

Naproxeno 3,57 2,5 229,17   10 229,11 
Ibuprofeno 5,78 2,0 205,18   10 205,13 

Tras establecer los iones moleculares de cada compuesto, se determinaron sus iones producto 

mediante un barrido de iones con el método Product Ion Scan. Este proceso utilizó el sistema 

de triple cuadrupolo (Q1: barrido de iones; Q2: fragmentación; Q3: análisis de iones) para 

identificar los iones característicos de cuantificación y confirmación. Se optimizó la energía 

de colisión (CE) de fragmentación aplicada en Q2, variándola según lo descrito en el Anexo 

C; encontrando la condición óptima en la Tabla 17. 
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Tabla 17: Parámetros dados por Product Ion Scan. 
Fármaco Energía de 

colisión (V) 
Ion de 

cuantificación 

Ion de 
confirmación 

Parámetros de ion de 
bibliografía 
consultada 

Modo de ionización positiva 

Metformina 20 71,09 60,09 71,3 /60,3/ 60,1/ 71 

Atenolol 22 145,12 190,1 190/ 145/ 145,2/190,2 
Paracetamol 20 110,07 93,13 

110,1/93,1/93/ 
64,8 

Cafeína 25 138,11 110,13 137,9/ 110/ 
138/138,2/110,2 

Carbamazepina 30 194,14 192,12 194,1/192,1/194/ 
192/194,3 

Claritromicina 25 158,17 590,44 590,4/158,1/158/ 
590/158,4 

Ketoprofeno 20 209,12 105,08 209/104,9/209,2/ 
105,1 

Diclofenaco 15 215,08 250,02 214/250 
Modo de ionización negativa 

Naproxeno 10 185,1 170,08 184,9/170/153,1/185,1 
Ibuprofeno 10 161,1 161,1 161,2/ 161,13/ 162,14 

 

La detección de fármacos por medio de la espectrometría de masas depende de la energía de 

colisión, el ion de cuantificación y el ion de confirmación de cada analito. Particularmente, 

la energía de colisión fragmenta el ion precursor en iones producto, lo que afecta 

directamente la sensibilidad del método (mayor abundancia de iones producto) y la 

selectividad al generar fragmentos únicos. 

El ion de cuantificación es el ion producto más abundante y selectivo elegido para la 

medición. Es el utilizado en la construcción de las curvas de calibración, permitiendo 

alcanzar límites de detección y cuantificación bajos cuando existe alta interferencia. En 

paralelo, el ion de confirmación proporciona evidencia adicional de la identidad del analito; 

donde al monitorearse junto al ion de cuantificación, aporta fiabilidad cualitativa y reduce 

los falsos positivos en matrices complejas. Es el encargado de verificar la presencia del 

analito mediante la concordancia de las relaciones iónicas y los tiempos de retención. 

Los iones obtenidos para cada compuesto farmacéutico concuerdan con los parámetros 
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reportados en investigaciones previas, teniendo que la energía de colisión final seleccionada 

fue aquella que produjo la mayor señal cromatográfica. De este modo, una vez definido el 

tiempo de retención, ion precursor, ion de cuantificación e ion de confirmación, se puede 

establecer la curva de calibración, y con ello, determinar los límites de detección y de 

cuantificación de cada compuesto para su posterior evaluación en muestras complejas. 

5.5 Curvas de calibración de medicamentos. 

La calibración se llevó a cabo utilizando el método de Monitoreo de Reacciones Múltiples 

(SRM). Esta técnica permitió el monitoreo selectivo de cada transición iónica dentro de 

ventanas de tiempo de retención específicas, registrando la respuesta en el cromatograma 

mediante un barrido completo en el detector. Las condiciones experimentales se encuentran 

resumidas en la Tabla 18. 

Tabla 18: Parámetros finales por Producto Ion Scan. 
Fármaco Energía de 

colisión (V) 
Ion de 

cuantificación 
Ion de 

confirmación 
Tiempo de 
retención 

(min) 

Variación 
en tiempo 

(min) 

Metformina 20 71,09 60,09 0,49 0,2 
Atenolol 22 145,12 190,1 0,67 0,2 
Paracetamol 20 110,07 93,13 1,23 0,5 
Cafeína 25 138,11 110,13 3,6 2,0 
Carbamazepina 30 194,14 192,12 8,28 0,3 
Claritromicina 25 158,17 590,44 8,58 0,5 
Ketoprofeno 20 209,12 105,08 9,31 0,5 
Diclofenaco 15 215,08 250,02 10,71 1,0 
Naproxeno 10 185,1 170,08 3,57 2,5 
Ibuprofeno 10 161,1 161,1 5,78 2,0 
Condiciones de operación: 35°C y 3,0 kV positivo. 30°C y 4,0 kV negativo. 

Gradiente positivo: 90% D y 10% de B hasta 1 min, disminuyendo a 80% de D a 1,1 min; condición 

mantenida hasta 2 min; para posteriormente tener 40% de D a 6 min, 100% de B a 12 min y 90% 

de D a 15 min. 

Gradiente negativo: 25% C y 75% de A hasta 1 min, aumentando a 95% de C a 5 min; condición 

mantenida hasta 9 min; para posteriormente tener 25% de C a 9,2 min, hasta 15 min. 

Condiciones SRM: tiempo de ciclo 0,8 s, resolución de 0,7 FWHM en Q1 y Q3, CID gas 

de 2 mTorr, picos cromatográficos de 6 s. 
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Se realizan curvas de calibración considerando concentraciones entre 8-8.000 ppb 

presentando la respuesta cromatográfica en modo de ionización positiva y negativa en la 

Figura 24 y 25, respectivamente. 

 
Figura 24: Curva de calibración modo de ionización positiva. 

A medida que las concentraciones se incrementan, el área del pico y la altura aumentan 

progresivamente. Esto es un indicador de que el método está funcionando y tiene una 

respuesta lineal a lo largo del rango de calibración. Los picos de los analitos clave son 

estrechos y simétricos, lo que facilita la integración precisa del área y la cuantificación. 

Además, el nivel de ruido de fondo es muy bajo, lo cual contribuye a una alta relación 

señal/ruido y a límites de detección (LOD) bajos. 

 
Figura 25: Curva de calibración modo de ionización negativa. 

Ambos picos muestran una buena forma cromatográfica, son simétricos y estrechos, 
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indicando una buena eficiencia de la columna y ausencia de tailing significativo. 

Al igual que en el modo positivo, se observa una respuesta progresiva de la señal (área/altura) 

con el aumento de la concentración para ambos fármacos. Esto confirma que tienen un rango 

de calibración lineal adecuado. 

Se observa un grupo de picos anchos e irregulares entre 2,50 y 4,00 minutos en la elución del 

naproxeno. La forma y la altura de los picos sugieren que podría haber interferentes de matriz 

o contaminantes coeluyentes que no se separaron adecuadamente en la columna; no obstante, 

la ventana de tiempo implementada en el naproxeno logra su identificación exitosa en la 

muestra.  

Con el objetivo de descartar una posible contaminación en la columna que pudiera afectar 

las áreas de los picos de interés, se procedió a inyectar únicamente la fase móvil. El resultado 

de esta inyección de blanco se presenta en la Figura 26. 

Figura 26: Contaminación de columna para modo positivo (a) y negativo (b). 

El análisis del blanco de fase móvil reveló una contaminación basal en la columna con 

metformina, carbamazepina, claritromicina, ketoprofeno y diclofenaco. Para asegurar la 

exactitud de la cuantificación, las áreas de estos picos de interferencia deben ser sustraídas 

de las áreas obtenidas en las curvas de calibración, por tanto, se consideró un rango de 

calibración que no involucra la contaminación. La Tabla 19 presenta los valores de área de 

pico que serán utilizados para la corrección de cada analito de interés. 
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Tabla 19: Valores de contaminación de columna. 

Fármaco Área de pico 

(cuentas∙min) 

Metformina 60,456 
Carbamazepina 17592,327 
Claritromicina 1626,621 
Ketoprofeno 840,901 
Diclofenaco 252,674 

Sucesivamente, se aplicó un análisis de regresión lineal a estos datos con el fin de evaluar la 

correlación existente entre la concentración del analito y su respuesta del detector. La 

ecuación de la curva de calibración, su respectivo ajuste y el análisis de datos completo se 

presentan en la Tabla 20. 

Tabla 20: Curva de calibración de medicamentos seleccionados. 
Curva de calibración 

y (área)= m∙ x(concentración)+n 

Coef. 

()+) 

Error 

típico 

Fisher 

(F) 

Valor 

crítico de 
F 

Rango de 

concentración 
(ppb) 

Metformina bajo * = 20,26 ∙ / − 73,40 0,9989 26,35 7.129,02 4,32E-13 5-100 
Metformina alto * = 4,76 ∙ / + 5351,15 0,9806 2.347,14 605,47 1,23E-11 200-10.000 
Atenolol bajo * = 63,67 ∙ / − 144,87  0,9948 113,60 1.156,02 4,31E-08 8-64 
Atenolol alto * = 49,81 ∙ / + 1738,66 0,9969 1.958,85 3.200,33 7,23E-14 100-2.000 
Paracetamol bajo * = 45,0 ∙ / − 137,58 0,9926 279,64 1.348,92 5,33E-12 8-200 
Paracetamol alto * = 21,76 ∙ / + 10690,7 0,9937 5.009,41 1.586,67 2,38E-12 400-8.000 
Cafeína bajo * = 19,26 ∙ / − 77,10  0,9969 26,54 1.937,16 9,21E-09 8-64  
Cafeína alto * = 30,70 ∙ / − 6010,5 0,9930 7.021,72 1.981,29 1,76E-16 100-8.000 
Carbamazepina * = 59,79 ∙ / + 2274,86 0,9969 9.429,05 3.812,96 2,15E-16 200-8.000 
Claritromicina bajo * = 167,7 ∙ / − 3507,22 0,9959 787,06 1.445,16 2,21E-08 32-200 
Claritromicina alto * = 148,31 ∙ / + 291,17 0,9969 23.988,3 3.215,42 7,06E-14 400-8.000 
Ketoprofeno bajo * = 42,08 ∙ / − 990,14 0,9933 252,01 887,64 9,48E-08 32-200 
Ketoprofeno alto * = 45,08 ∙ / − 8075,93 0,9931 11.004,4 1.444,44 3,79E-12 400-8.000 
Diclofenaco bajo * = 34,15 ∙ / − 127,46 0,9956 55,91 1.373,05 2,58E-08 8-64 
Diclofenaco alto * = 41,87 ∙ / − 2221,41 0,9958 7.366,30 3.348,61 4,55E-18 100-8.000 
Naproxeno baja * = 0,63 ∙ / − 4,13 0,9986 0,92 4.332,41 8,27E-10 10-100 
Naproxeno alto * = 0,55 ∙ / − 13,87 0,9977 16,36 2.561,31 3,99E-09 200-1.600 
Ibuprofeno baja * = 0,26 ∙ / + 1,32 0,9847 1,26 385,02 1,14E-06 10-100 
Ibuprofeno alto * = 0,20 ∙ / + 5,24 0,9999 1,40 46.643,9 6,65E-13 200-1.600 
La unidad de “cuentas” implementada en el área es una medida de la intensidad de los peaks en el tiempo.  

Analizando los datos de la curva de calibración proporcionados, se evalúa la idoneidad del 

método analítico para la detección de medicamentos en aguas desde una perspectiva técnica, 
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considerando un intervalo del 95% de confianza: 

• Coeficiente de Determinación (R²). 

Todos los valores de R² son altos, oscilando entre 0,98 y 0,99. Un R² cercano a 1 indica que 

el modelo de regresión lineal es representativo para poder modelar la relación entre la 

concentración del analito y la respuesta del detector (área de pico) dentro del rango de 

calibración evaluado.  

• Error Típico (Standard Error). 

Los valores varían, pero son relativamente bajos en relación con la magnitud de las áreas de 

pico. El error típico mide la dispersión promedio de los puntos de datos alrededor de la línea 

de regresión, donde un valor bajo indica que los puntos de calibración se ajustan a la línea 

recta. 

Los compuestos como claritromicina, ketoprofeno y carbamazepina tienen valores de error 

típico muy altos. Esto sugiere que la medición de la señal (área) es más variable e imprecisa 

a altas concentraciones. En tanto, los errores típicos en los rangos bajos como naproxeno e 

ibuprofeno indica una mayor precisión a bajas concentraciones. 

• Fisher (F) y Valor Crítico de Fisher (F). 

El Test F de Fisher confirma la significancia estadística global de todos los modelos de 

regresión lineal. Dado que los valores F calculados superan ampliamente a los valores F 

críticos, se concluye que la relación lineal entre la concentración y la respuesta analítica es 

altamente significativa y no se debe al azar. 

Esta evidencia confiere una alta confianza en la validez del modelo lineal, demostrando que 

la metodología presenta una excelente linealidad y una elevada robustez estadística para la 

cuantificación de todos los compuestos. 

A pesar de la robustez del modelo, se identifican oportunidades de mejora relacionadas con 

la sensibilidad del método para el naproxeno y el ibuprofeno. Sus pendientes (sensibilidades) 

bajas indican que, aunque la relación es lineal, la señal generada por estos compuestos es 
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débil. Esta baja sensibilidad podría dificultar la consecución de los bajos límites de detección 

y cuantificación requeridos para la detección de trazas en matrices complejas como las aguas 

residuales, lo que refuerza la necesidad de optimizar las condiciones analíticas estos dos 

compuestos. 

Una vez validadas las curvas de calibración para cada analito, se procedió a determinar el 

límite de detección y, posteriormente, el límite de cuantificación. Estos valores son 

fundamentales para definir el rango útil de la metodología analítica implementada. 

5.6 Límite de detección y cuantificación de fármacos seleccionados. 

A partir de las ecuaciones tabuladas en el estado del arte, se obtuvieron los valores de límite 

de detección y cuantificación de cada medicamento, tabulando los datos encontrados en la 

Tabla 21. 

Tabla 21: Parámetros para límite de detección y cuantificación. 
Curva de calibración 

y (área)= m∙ x(concentración)+n 

Error 
típico 

Yld (señal 
entregada) 

Instrumental  
  

Metodología 

LOD 
(ppb) 

LOQ 
(ppb) 

LOD 
(ppb) 

LOQ 
(ppb) 

Metformina bajo * = 20,26 ∙ / − 73,40 26,35 79,05 3,90 13,01 0,016 0,052 
Metformina alto * = 4,76 ∙ / + 5351,15 2.347,14 7.041,43 1.477,94 4.926,47 5,912 19,706 
Atenolol bajo * = 63,67 ∙ / − 144,87  113,60 63,67 5,35 17,84 0,021 0,071 
Atenolol alto * = 49,81 ∙ / + 1738,66 1.958,85 49,81 117,98 393,28 0,472 1,573 
Paracetamol bajo * = 45,0 ∙ / − 137,58 279,64 838,91 18,64 62,14 0,075 0,249 
Paracetamol alto * = 21,76 ∙ / + 10690,7 5.009,41 15.028,2 690,76 2.302,54 2,763 9,210 
Cafeína bajo * = 19,26 ∙ / − 77,10  26,54 21.065,2 4,13  13,78 0,017 0,055 
Cafeína alto * = 30,70 ∙ / − 6010,5 7.021,72 21.065,16 686,13 2.287,10 2,745 9,148 
Carbamazepina * = 59,79 ∙ / + 2274,86 9.429,05 28.287,15 473,12 1.577,07 1,892 6,308 
Claritromicina bajo * = 167,7 ∙ / − 3507,22 787,06 2.361,18 14,08 46,93 0,056 0,188 
Claritromicina alto * = 148,31 ∙ / + 291,17 23.988,3 71.965,01 485,24 1.617,45 1,941 6,470 
Ketoprofeno bajo * = 42,08 ∙ / − 990,14 252,01 756,03 17,97 59,88 0,072 0,240 
Ketoprofeno alto * = 45,08 ∙ / − 8075,93 11.004,4 33.013,44 723,97 2.413,24 2,896 9,653 
Diclofenaco bajo * = 34,15 ∙ / − 127,46 55,91 167,72 4,91 16,37 0,020 0,065 
Diclofenaco alto * = 41,87 ∙ / − 2221,41 7.366,30 22.098,90 527,77 1.759,24 2,111 7,037 
Naproxeno baja * = 0,63 ∙ / − 4,13 0,92 2,77 4,40 14,68 0,018 0,059 
Naproxeno alto * = 0,55 ∙ / − 13,87 16,36 49,08 89,90 299,66 0,360 1,199 
Ibuprofeno baja * = 0,26 ∙ / + 1,32 1,26 3,78 14,77 49,25 0,059 0,197 
Ibuprofeno alto * = 0,20 ∙ / + 5,24 1,40 0,60 21,07 70,22 0,084 0,04 

El análisis de los límites de detección (LOD) y cuantificación (LOQ) presentados en la Tabla 
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21 revela una diferencia drástica entre la capacidad nominal del equipo (instrumental) y la 

sensibilidad real del método optimizado (metodología). Esta mejora se debe a la sintonía de 

las condiciones de operación detalladas en la Tabla 15, como el uso de temperaturas 

moderadas (30-35°C) y voltajes de fuente específicos (3,0-4,0 kV) para minimizar el ruido. 

Para la mayoría de los fármacos en su rango de concentración bajo, la metodología logra 

límites en el orden de ppb muy bajos, superando por órdenes de magnitud al ruido 

instrumental. La metformina es uno de los analitos más sensibles, con un LOD metodológico 

de 0,016 ppb, lo que representa una mejora masiva frente a los 3,90 ppb instrumentales. 

Seguidamente, viene la cafeína con el segundo límite más bajo (0,017 ppb), validando la 

eficacia del gradiente positivo de ácido fórmico y metanol para compuestos de baja masa. 

Existen fármacos que, debido a su estructura química o tiempo de elución, presentan límites 

levemente superiores, pero aún altamente competitivos frente a la literatura, como lo son el 

caso de claritromicina, ibuprofeno, ketoprofeno y paracetamol. 

La carbamazepina y los rangos altos de calibración muestran límites superiores, lo que indica 

una mayor variabilidad o saturación en la respuesta del detector para estas concentraciones. 

Igualmente, estos valores son más elevados debido a la contaminación existente de estos 

medicamentos en el sistema cromatográfico. 

La superioridad de los límites metodológicos sobre los instrumentales se explica por la 

optimización de los voltajes y temperaturas utilizados que, como se demostró en las gráficas 

de ruido, previenen la saturación del detector y mantienen la línea de base plana. Esto permite 

que la Señal Entregada (Yld) sea distinguible incluso a concentraciones mínimas, facilitando 

la cuantificación de trazas en matrices complejas. 

Una vez establecidos y confirmados los límites de detección y límites de cuantificación, se 

procedió a evaluar la matriz sintética con el fin de validar la metodología analítica y 

establecer para cada compuesto el factor de ajuste en la curva de calibración previo al análisis 

de muestras reales. 
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5.7 Análisis de muestras de agua sintética. 

Para validar la metodología analítica en la matriz, se realizó una muestra sintética. El 

propósito fue evidenciar la eficacia del proceso de extracción por solvente implementado, 

viendo la compatibilidad del cartucho elegido con cada una de los analitos y la mezcla 

multicomponente. Los resultados de esta prueba se detallan en la Tabla 22. 

Tabla 22: Resultados de evaluación muestra sintética. 
Fármaco Concentración 

individual (ppb) 
Concentración en mezcla 

(ppb) 
Porcentaje de 

recuperación (%) 
Factor de 

ajuste 

Reportada Conocida Reportada  Conocida Individual  Mezcla 

Metformina 5,17 100 N/D 100 5,17 N/D 1,07 
Atenolol 53,22 50 42,15 50 106,44 84,31 1,79 
Paracetamol 185,43 200 197,48 200 92,72 98,74 1,69 
Cafeína 65,89 50 47,20 50 131,77 94,40 2,43 
Carbamazepina 595,39 500 327,33 500 119,08 65,47 1,37 
Claritromicina 11,48 200 22,60 200 5,74 11,30 N/A 
Ketoprofeno 200,83 200 183,55 200 100,42 91,78 1,90 
Diclofenaco 11,60 50 8,41 50 23,21 16,83 1,11 
Naproxeno 116,45 100 80,46 100 116,45 80,46 1,67 
Ibuprofeno 81,83 100 264,18 100 81,83 264,18 1,31 

N/D: no detectado por el método; N/A: no identificado en la muestra patrón. 

El porcentaje de recuperación es un indicador directo de la exactitud del método analítico, 

indicando qué tan cercano es la medida en comparación a la acondiciona.  

La tabla de resultados revela que, si bien el diseño multi-modo del HLB funciona para 

muchos analitos, el método falla en robustez y precisión para los extremos químicos de la 

mezcla. 

El cartucho HLB es un copolímero de divinilbenceno (DVB) y N-vinilpirrolidona (NVP), lo 

que le confiere una retención dual: 

• Retención hidrofóbica (DVB): retiene compuestos no polares como carbamazepina, 

ibuprofeno, naproxeno y ketoprofeno, lo cual se confirma por sus buenas recuperaciones 

individuales iniciales. 

• Retención polar (NVP): el grupo carbonilo de la NVP permite la interacción por enlaces 
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de hidrógeno y dipolo-dipolo con compuestos polares que son donadores/aceptores de 

enlaces de hidrógeno como paracetamol y cafeína, justificando también su cuantificación 

individual efectiva. 

La baja recuperación en la muestra individual para compuestos con porcentajes menores al 

70% indica un sesgo negativo debido a una interacción fallida del analito con el sistema 

(antes de la competencia en mezcla). Particularmente, se tiene: 

1. Metformina (5,17%): bajo las condiciones abordadas demuestra una polaridad extrema 

al encontrarse totalmente ionizada con carga catiónica, haciendo que la afinidad 

hidrofóbica del HLB sea demasiado débil para retener el compuesto. Esto radica en una 

pérdida por no retención, donde el analito es arrastrado prematuramente en la etapa de 

lavado. 

2. Claritromicina (5,74%): al ser un macrólido de molécula grande y con propiedades 

básicas, puede adsorberse en el sistema cromatográfico (líneas de transferencia, viales de 

inyección, superficie de la columna LC), reduciendo la señal sin ser detectado en el 

LC/MS. También, en caso de ser retenido en el HLB, el solvente de elución no fue lo 

suficientemente básico para romper el fuerte enlace con el DVB. 

Sumado a lo anterior, la muestra patrón fue preparada y almacenada por un tiempo; por ende, 

pudo haberse degradado antes de la inyección.  

3. Diclofenaco (23,21%): se logró una recuperación muy baja tanto en formato individual 

como en mezcla atribuido a que se encuentra completamente ionizado (deprotonado) 

como un anión (carga negativa); logrando la pérdida prematura del analito. La matriz de 

la muestra o el sorbente pueden tener sitios con carga negativa (o ser demasiado polares), 

lo que resulta en una repulsión iónica que puede permitir el arrastre y perdida del 

compuesto durante la etapa de lavado. 

Por otro lado, al comparar los porcentajes individuales con los de la mezcla, se presentan dos 

fenómenos asociados a una sobresaturación del ibuprofeno y una competencia y/o fuga del 

naproxeno, atenolol y carbamazepina: 

1. Sobre-recuperación del ibuprofeno (264,18%): este valor es un error de 
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sobreestimación y no una recuperación real. Se justifica por la potenciación iónica en el 

LC/MS (componentes de la matriz amplifican desproporcionadamente la señal del 

ibuprofeno). 

El ibuprofeno es un compuesto de carácter ácido. Al emplear un pH neutro (7,0) durante la 

extracción, el analito se encuentra predominantemente en su forma ionizada (como 

carboxilato con carga negativa, siendo su retención menos estable que en condiciones ácidas. 

La ecuación del ibuprofeno bajo tiene la pendiente más baja de toda la tabla. Esto significa 

que pequeñas variaciones en el área causadas por interferencias de otros fármacos en la 

mezcla sintética provocan cambios desproporcionados en la concentración calculada. Con 

una señal analítica de 3,78, el ibuprofeno es el analito con menor respuesta instrumental en 

modo negativo. En una mezcla sintética, el ruido de fondo generado por el uso de 4,0 kV 

(necesarios para detectarlo) se suma a la señal de los otros compuestos, inflando el área del 

pico y resultando en la recuperación exacerbada de 264%. 

Mientras que el ibuprofeno individual reporta una recuperación de 81,83% (subestimación 

por falta de retención a pH neutro), al estar en mezcla sintética salta al 264,18%. Esto 

confirma que el problema es la interferencia por mejora de señal causada por los otros 

fármacos que eluyen cerca de él o afectan la química de la fuente de iones. 

2. Competencia y fuga de atenolol, carbamazepina y naproxeno (disminución del 

100%): la saturación de los sitios de retención por múltiples analitos hace que los 

compuestos con afinidad ligeramente menor sean desplazados y/o perdidos durante el 

lavado y la elución; por ende, no se puede extrapolar la afinidad del cartucho de forma 

individual y en mezcla debido a este fenómeno de competencia, porque la saturación y la 

competencia son fenómenos exclusivos y dependientes de los medicamentos utilizados, 

concentraciones y características de la matriz. 

Compuestos con recuperaciones entre 70-120% poseen un rango aceptable solo para ciertos 

métodos de trazas o impurezas en el extremo inferior del rango, en el cual se presenta una 

pérdida menor o modera debido a una extracción subóptima, pérdida durante la concentración 

o leve adsorción. Estos porcentajes, permiten la medición principal de la dosis del fármaco 
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presentes a bajos niveles cercanos del límite de cuantificación. Por lo anterior, se plantea en 

la Figura 27 pasos a seguir en un futura optimización y desarrollo de método: 

  

Figura 27: Propuesta para evaluación de compatibilidad de cartucho SPE. 

El método de extracción con el cartucho HLB demuestra una marcada falta de robustez, 

evidenciando que no se puede extrapolar la afinidad de los fármacos de forma individual a la 

mezcla. Este fallo se debe a la competencia por los sitios de retención, lo que conduce a 

pérdidas de analito y subestima la concentración. De manera crítica, la evaluación de la 

recuperación de la mezcla no va a ser un valor certero cuando hay sobre-recuperación porque 

puede haber otros compuestos que hagan ruido (potenciación iónica) en el detector, 

invalidando el resultado. Por lo tanto, en ningún caso se puede definir un límite de eluyente 

basado en datos erróneos, siendo fundamental aplicar el proceso detallado en la Figura 27.  

Para cumplir con el estándar internacional de validación entre el 70-120%, el método debe 

ser rediseñado y obligatoriamente corregirse con muestra patrón, idealmente utilizando un 

triplicado que mida parámetros de curva al inicio, al medio y al final de la curva; procurando 

un lavado previo de la columna. Sumado a ello, se recomienda incorporar patrones de 

medicamentos con calidad masa y no hplc, con el fin de disminuir el ruido de fondo; además 

de estándares internos para compensar la variabilidad introducida por la competencia y los 

efectos de matriz. Igualmente, se debe evaluar tanto la recuperación individual como en 
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multicomponente con el fin de asegurar la confiabilidad de concentración detectada en una 

futura muestra real. 

Para reducir el efecto matriz en el análisis de fármacos, especialmente considerando los 

desafíos observados en muestras sintéticas y complejas con el uso de cartuchos HLB, se 

deben implementar estrategias que mejoren tanto la selectividad de la extracción como la 

limpieza de la ionización. 

Preparar los estándares de la curva de calibración en una matriz similar a la muestra real 

ayuda a que el error sistemático sea el mismo en los estándares y en las muestras, 

compensando la supresión o mejora de señal. Asimismo, fortificar la muestra real con 

concentraciones conocidas del analito para determinar la respuesta exacta bajo la influencia 

de sus propios interferentes; o bien, si la sensibilidad del equipo lo permite, diluir la muestra 

antes de la inyección es la forma más sencilla de reducir la concentración de interferentes de 

la matriz sin perder la señal del analito. 

Si bien la detección inequívoca de un analito confirma su presencia en la muestra, la 

cuantificación precisa de su concentración absoluta es inherentemente desafiante. No es 

posible determinar la cantidad exacta del analito con un alto grado de certeza sin una 

validación rigurosa. La respuesta del sistema de detección no solo depende de la cantidad del 

analito de interés, sino también de la composición de la matriz, las interacciones 

fisicoquímicas entre los analitos presentes (competencia en la extracción o potenciación 

iónica) y la eficiencia variable del proceso de preparación de la muestra. Por lo tanto, el 

resultado es una concentración reportada, no una certeza analítica, hasta que se demuestre la 

robustez del método mediante el uso de estándares internos marcados isotópicamente que 

compensen estas variaciones sistemáticas. 

5.8 Análisis de muestras de agua. 

A continuación, se visualizan los resultados obtenidos para los diferentes puntos de medición 

en la planta de depuración y agua potable en la Figura 28,29, 30 y 31; bajo los parámetros 
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tabulados en la Tabla 23. 

Figura 28: respuesta para tratamiento primario. 

Figura 29: Respuesta para entrada de tratamiento secundario. 
 

Figura 30: Respuesta para salida de tratamiento secundario. 
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Figura 31: Respuesta para agua potable. 
 

Tabla 23: Detección y cuantificación de medicamentos en muestras de agua. 
Fármacos Agua 

potable 
(ppb) 

Porcentaje 
de 

desviación 
(%) 

Entrada 
primaria 

(ppb) 

Porcentaje 
de 

desviación 
(%) 

Entrada 
secundaria 

(ppb) 

Porcentaje 
de 

desviación 
(%) 

Salida 
secundaria 

(ppb) 

Porcentaje 
de 

desviación 
(%) 

Metformina 0,02 ±7,41 ∙ 10," 
(±3,51%) 

0,29 ±2,51 ∙ 10,# 
(±8,52%) 

0,06 ±3,49 ∙ 10,# 
(±59,05%) 

0,03 ±5,23 ∙ 10,$ 
(±15,30%) 

Atenolol 0,01 ±4,89 ∙ 10,% 
(±0,53%) 

0,02 ±8,12 ∙ 10,$ 
(±43,34%) 

0,06 ±8,11 ∙ 10,# 
(±144,43%) 

0,01 ±1,35 ∙ 10," 
(±1,43%) 

Paracetamol 0,02 ±2,20 ∙ 10,$ 
(±13,76%) 

25,21 ±1,17	 
(±4,64%) 

0,03 ±3,42 ∙ 10,$ 
(±10,17%) 

0,03 ±1,06 ∙ 10,# 
(±39,55%) 

Cafeína 0,06 ±2,05 ∙ 10,# 
(±32,72%) 

58,33 ±2,87  
(±4,93%) 

0,17 ±3,12 ∙ 10,$ 
(±1,86%) 

0,26 ±3,51 ∙ 10,# 
(±13,33%) 

Carbamazepina <LOD N/A 0,07 ±1,42 ∙ 10,# 
(±19,73%) 

<LOD N/A <LOD N/A 

Claritromicina 0,09 ±3,92 ∙ 10," 
(±0,46%) 

0,08 ±2,74 ∙ 10,% 
(±0,03%) 

0,08 ±5,08 ∙ 10,% 
(±0,06%) 

0,08 ±6,49 ∙ 10,% 
(±0,08%) 

Ketoprofeno 0,12 ±1,16 ∙ 10,$ 
(±0,96%) 

0,45 ±1,09 ∙ 10,# 
(±2,41%) 

0,16 ±5,14 ∙ 10,$ 
(±3,26%) 

0,12 ±2,76 ∙ 10,$ 
(±2,26%) 

Diclofenaco 0,04 ±9,95 ∙ 10," 
(±2,37%) 

0,03 ±4,10 ∙ 10,$ 
(±13,36%) 

0,04 ±3,95 ∙ 10,$ 
(±8,82%) 

0,04 ±2,83 ∙ 10,$ 
(±7,32%) 

Naproxeno N/D N/A 6,32 ±1,45  
(±22,87%) 

0,76 ±5,48 ∙ 10,! 
(±72,40%) 

0,38 ±1,42 ∙ 10,! 
(±37,26%) 

Ibuprofeno 0,13 ±3,71 ∙ 10,# 
(±29,05%) 

8,90 ±3,95  
(±44,36%) 

0,25 ±5,02 ∙ 10,# 
(±20,10%) 

0,43 ±5,25 ∙ 10,# 
(±12,24%) 

<LOD: Menor al límite de detección, N/D: No detectado, N/A: No aplica. 

El estudio expone resultados críticos sobre la presencia de diez fármacos esenciales en el 

ciclo del agua. La investigación no solo se limita a la cuantificación, sino que evalúa la 

confiabilidad del método analítico, concluyendo con un 95% de certeza la ubicuidad de estos 

contaminantes. Una premisa fundamental es que, si bien las concentraciones exactas pueden 
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ser difíciles de fijar debido a la complejidad de las muestras, es innegable el ingreso constante 

de estas sustancias al medio ambiente sin un marco regulatorio eficaz. 

Un hallazgo clave fue la influencia del efecto matriz en la validez de los resultados. Este 

fenómeno ocurre cuando los componentes co-extraídos de la muestra (materia orgánica, 

sales, proteínas, lípidos) interfieren en la ionización de los analitos durante el análisis 

cromatográfico, provocando supresiones y aumento artificiales de señal; explicando el por 

qué en etapas de alta complejidad orgánica (como la entrada secundaria), las desviaciones 

estándar superan los límites permitidos, restando exactitud a los valores en ppb. A medida 

que la matriz es más "sucia" (mayor carga de sólidos y materia orgánica), el efecto matriz se 

intensifica, lo que dificulta discernir entre la concentración real del fármaco y la interferencia 

química. 

A continuación, se detalla un análisis por etapa de muestreo: 

• Entrada del tratamiento primario: se confirmó la presencia de los diez compuestos. 

Las altas concentraciones de cafeína, paracetamol, naproxeno e ibuprofeno actúan como 

trazadores de la actividad humana, confirmando la excreción directa al alcantarillado 

como la fuente principal debido a su uso masivo en la sociedad. 

Aunque es una etapa de carga alta, la mayoría de los compuestos son validables, excepto el 

atenolol (43,34%), naproxeno (22,87%) e ibuprofeno (44,36%), cuyas desviaciones sugieren 

que el efecto matriz ya está presente desde el inicio del muestreo. Si bien no se puede validar 

a ciencia cierta la concentración real de los medicamentos; sí se puede confirmar su presencia 

en el medio. 

• Entrada del tratamiento secundario: esta es la etapa más problemática para el método 

analítico. Las desviaciones escalan drásticamente para atenolol (144,43%), naproxeno 

(72,40%) y metformina (59,05%). El efecto matriz en esta fase hace que la presencia de 

atenolol no pueda corroborarse con fiabilidad científica. Los procesos de decantación 

pueden haber liberado interferentes solubles que bloquean la detección precisa de estos 

compuestos específicos. 

La mayor remoción de medicamentos se obtuvo en la etapa inicial, teniendo que gran parte 
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de los compuestos queda retenido en el sólido.  Esto se debe principalmente a la adsorción 

del fármaco en las partículas de materia orgánica suspendida y a su eliminación física 

radicada por su posterior sedimentación en los decantadores primarios. 

• Salida del tratamiento secundario: esta etapa revela la ineficacia del sistema 

convencional para degradar moléculas complejas. Particularmente, se observa un 

aumento en la concentración de cafeína e ibuprofeno respecto a etapa anterior, causado 

por las condiciones enzimáticas y de pH en los lodos activados que hidrolizan o 

"desconjugan" los metabolitos (formas inactivas excretadas), revirtiéndolos a su forma 

farmacológicamente activa y detectable o bien, puede ser debido a su propia desorción, 

donde aquellos medicamentos que estaban "atrapados" en los sólidos del tratamiento 

primario se liberan nuevamente a la fase acuosa durante el proceso biológico. 

El efluente se convierte en un foco de descarga de medicamentos activos y refractarios al 

medio receptor, confirmando la presencia de todos los compuestos con rangos de desviación 

aceptables que aseguren su correcta detección. Para el caso de naproxeno y paracetamol, se 

puede decir que hay medicamento, pero sin confirmar su cantidad exacta en la muestra.  

• Agua potable: casi todos los compuestos están validados bajo el criterio del 20%, con 

excepciones menores en cafeína (32,72%) e ibuprofeno (29,05%). 

La detección de 9 de los 10 fármacos (todos excepto el naproxeno) subraya que los 

tratamientos de potabilización actuales no son suficientes y efectivos ante estos 

microcontaminantes, generando un riesgo sanitario por exposición crónica. 

A partir de los resultados obtenidos surge la necesidad de reconocer la importancia de un 

tratamiento de lodos para evitar un re-contaminación en el medio con medicamentos.  

La oxidación avanzada es una alternativa para destruir estructuras químicas con 

biodegradación controlada por medio de digestión anaerobia o biorreactores de membrana 

(MBR). También, es factible incorporar tratamientos térmicos de incineración o pirólisis, 

extracción química con cambios de pH o uso de solventes; y, tratamientos biológicos para 

mineralizar moléculas biodegradables como cafeína, paracetamol, ibuprofeno y naproxeno. 
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Por otro lado, la comparación entre las etapas del tratamiento revela la persistencia de 

medicamentos como atenolol, claritromicina, metformina y diclofenaco en la matriz acuática. 

Muestran cero remociones en algunas etapas, indicando que son altamente refractarios a la 

biodegradación, teniendo una eliminación limitada por el tratamiento convencional que 

genera su persistencia en el medio ambiente si el efluente se descarga directamente. 

Aunque la carbamazepina es conocida por ser persistente, su baja concentración inicial 

(<LOD en salida) sugiere que la carga es mínima o que la dilución es un factor importante a 

considerar, por ende, no se puede dar indicios concretos de su efectiva remoción en el proceso 

de depuración.  

Finalmente, el estudio demuestra que en las concentraciones trazas encontradas y con una 

acción combinada de múltiples fármacos, estos compuestos ejercen una presión en los 

ecosistemas que puede desencadenar efectos adversos sinérgicos o aditivos a largo plazo 

como: 

o Resistencia antimicrobiana: compuestos como la claritromicina y el diclofenaco son 

vectores de presión selectiva, favoreciendo el desarrollo de bacterias resistentes. 

o Toxicidad en flora acuática: el ibuprofeno y naproxeno generan estrés oxidativo y 

toxicidad en microalgas. 

o Daño en peces: el diclofenaco causa daños histopatológicos en riñones y branquias, 

afectando la supervivencia. 

o Fototoxicidad: el ketoprofeno presenta un riesgo único: bajo la luz solar, se transforma 

en metabolitos con mayor toxicidad que la molécula madre. 

o Efectos neuroactivos y endocrinos: la metformina, atenolol y carbamazepina alteran el 

metabolismo, el sistema cardiovascular y el comportamiento de organismos no objetivo. 

Si bien, no se puede establecer las concentraciones exactas de los medicamentos en aguas, sí 

se puede asegurar que existe cierta cantidad del fármaco que ingresa al medio ambiente sin 

control regulatorio.  
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Capítulo 6: Conclusiones y recomendaciones. 

Se logró implementar una metodología UHPLC/MS/MS para la detección cualitativa de 

compuestos farmacéuticos en niveles trazas. No obstante, la cuantificación precisa se ve 

comprometida por las interacciones complejas de los analitos en la mezcla y la matriz. Se 

destaca que este estudio presenta el primer acercamiento y base para seguir mejorando la 

identificación de analitos como metformina, carbamazepina, ibuprofeno y naproxeno en la 

separación; además de optimización necesaria en el proceso de extracción en fase sólida para 

la cuantificación donde los resultados demostraron que la afinidad del cartucho no es 

extrapolable de compuestos individuales a mezclas complejas en matrices reales. La 

divergencia en la recuperación sugiere que, para asegurar la cantidad exacta del analito, es 

necesario evaluar no solo la compatibilidad química de cada compuesto con el cartucho SPE, 

sino también su interacción específica con una mezcla compleja y la matriz de agua real; por 

ende, se establecieron las bases críticas para el monitoreo de contaminantes emergentes en el 

contexto hídrico chileno. A continuación, se detallan los hallazgos en relación con los 

objetivos propuestos: 

La revisión sistemática permitió identificar una brecha crítica entre el consumo masivo de 

fármacos y la capacidad de detección local. Se corroboró que compuestos de alto consumo 

en Chile, como la metformina, paracetamol, naproxeno e ibuprofeno, presentan una 

ubicuidad alarmante en las matrices acuosas. La literatura y el posterior análisis local 

confirman que los diez compuestos elegidos no solo son consumidos con alta frecuencia, sino 

que poseen una persistencia química (especialmente los recalcitrantes como claritromicina y 

diclofenaco) que los convierte en marcadores antropogénicos ideales para evaluar la 

eficiencia de los sistemas de saneamiento chilenos. 

Si bien la implementación de la metodología analítica desarrollada considerando los límites 

de detección y cuantificación fue exitosa para la detección cualitativa de compuestos 

farmacéuticos en niveles traza, el proceso reveló desafíos técnicos de alta complejidad dadas 

por la heterogeneidad química de los analitos (pesos moleculares desde 129,15 Da hasta 

747,95 Da), debiendo romper la tendencia de "método único" ilustradas en investigaciones 

anteriores. Así, se determinó que operar con fases móviles diferentes con gradientes y zonas 
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isocráticas a 35°C y 3,0 kV para modo positivo, y 30°C con 4,0 kV para modo negativo era 

esencial para balancear la ionización y la resolución sin comprometer la señal analítica de los 

compuestos. Sin embargo, la cuantificación precisa se vio comprometida por la coelución y 

el efecto matriz. La competencia por carga en la fuente ESI elevó artificialmente los límites 

de detección. Además, la falta de validación de los puntos de identificación (4 puntos 

requeridos: 1 precursor y 2 iones producto) con las desviaciones permitidas de la intensidad 

relativa, indican que el método actual es una base robusta para identificación, pero requiere 

optimización adicional para una cuantificación normativa estricta. 

La metodología analítica confirmó la ubicidad y transferencia de diez fármacos a lo largo del 

ciclo integral del agua, donde el análisis de la entrada primaria validó una descarga directa y 

constante al sistema, evidenciada por la detección de altas concentraciones de cafeína, 

paracetamol, naproxeno e ibuprofeno. A la vez, el hallazgo de nueve fármacos activos en el 

agua potable es un resultado crítico que genera una alerta para la salud pública. Esto 

demuestra que los tratamientos de potabilización existentes son insuficientes para eliminar 

completamente estos contaminantes traza, siendo el uso de aguas residuales como fuente de 

agua potable, bajo estas condiciones de remoción ineficaz, un riesgo para la ciudadanía 

debido a la exposición crónica a estos contaminantes en niveles detectables. 

El monitoreo de las distintas etapas diferenció la eficiencia de remoción según la naturaleza 

química de los compuestos, teniendo los biodegradables como cafeína, paracetamol, 

ibuprofeno y naproxeno con una remoción superior, haciéndolos sustratos viables para la 

comunidad microbiana de los lodos activados. Por el contrario, los fármacos recalcitrantes 

como carbamazepina, diclofenaco, claritromicina, atenolol, metformina y ketoprofeno 

mostraron una eliminación limitada o inferior, demostrando la ineficiencia del tratamiento 

secundario convencional para la completa eliminación de esta categoría de contaminantes y 

su persistencia en el medio. Finalmente, el monitoreo del proceso de depuración reveló un 

aumento en las concentraciones obtenidas de cafeína e ibuprofeno sugiriendo una 

desconjugación enzimática de sus metabolitos conjugados en el tratamiento biológico, 

liberando el fármaco activo original y reintroduciéndolo al efluente, lo que compromete la 

eficiencia de remoción aparente. 

El monitoreo confirmó la transferencia de diez fármacos a través de todo el ciclo integral del 
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agua, donde se observó que compuestos biodegradables (cafeína, paracetamol, ibuprofeno y 

naproxeno) tienen una remoción superior en lodos activados; sin embargo, fármacos 

recalcitrantes como diclofenaco y claritromicina mostraron una eliminación limitada por los 

tratamientos convencionales, persistiendo en el efluente. Ahora bien, el hallazgo de nueve 

fármacos activos en agua potable es un resultado crítico. Esto demuestra que los tratamientos 

de potabilización actuales son insuficientes frente a contaminantes traza, exponiendo a la 

población a una ingesta crónica cuyos efectos sinérgicos asociados a la toxicidad de mezcla 

aún no están regulados. 

La investigación identifica que el principal desafío es la inestabilidad y falta de robustez 

temporal del método ante concentraciones de ng/L. Las fluctuaciones en la fase móvil y la 

contaminación de la columna generan ruido químico que opaca la señal del analito, teniendo 

que ajustar las condiciones operacionales hasta lograr una respuesta resolutiva y confiable 

que permita límites de detección y cuantificación en concentraciones traza. Basado en esto, 

se concluye que es urgente transitar hacia una regulación que no solo considere compuestos 

individuales, sino límites de descarga basados en la persistencia y la reintroducción de 

fármacos activos por desconjugación.  A la luz de los resultados y las dificultades técnicas 

enfrentadas, se proponen las siguientes acciones para el fortalecimiento de futuras 

investigaciones y marcos regulatorios: 

• Refinamiento de la SPE: es imperativo mejorar la selectividad del cartucho para reducir 

recuperaciones anómalas superiores al 120%, evaluando las recuperaciones no solo de la 

muestra individual sino también en mezcla. Se recomienda realizar pruebas de "spiking" 

(fortificación) tanto en matriz sintética como real para calcular factores de corrección por 

efecto matriz específicos para cada punto de muestreo. 

• Reducción de contaminación: implementar limpiezas de matriz más rigurosas para 

reducir la contaminación del equipo. 

• Preservación de muestras: se propone sustituir la refrigeración simple por la 

congelación inmediata de las muestras. Esto es crucial para detener la actividad 

microbiana que facilita la desconjugación de metabolitos y para mantener un pH neutro 

constante que evite cambios en el estado de ionización de analitos sensibles. 

• Análisis de metabolitos: desarrollar metodologías que permitan la cuantificación 



 

110 
 

simultánea de fármacos y sus principales metabolitos conjugados. Esto permitirá realizar 

balances de masa reales y entender si una baja concentración se debe a remoción efectiva 

o simplemente a una transformación temporal del compuesto. 

• Aseguramiento de calidad: implementar estrictamente el uso de estándares internos 

isotópicamente marcados para corregir las pérdidas durante la SPE y la supresión de iones 

en la fuente ESI, asegurando que se cumplan los 4 puntos de identificación normativa 

que verifiquen el cumplimiento de desviación normado en las relaciones de intensidad 

relativa. 

• Implementación de tratamientos terciarios: ante la ineficacia de los lodos activados 

para eliminar compuestos recalcitrantes, se recomienda evaluar la viabilidad de procesos 

de oxidación avanzada o adsorción en carbón activado granular en las plantas de 

tratamiento de aguas servidas. 

• Gestión en la fuente: crear políticas de tratamiento y devolución para medicamentos 

vencidos o no usados en farmacias y hospitales. Reducir la carga de entrada al sistema de 

alcantarillado es más costo-efectivo que tratar de remover trazas de ng/L al final del 

proceso, atacando el problema desde su origen. 

• Establecimiento de rangos para límites máximos permitidos: proponer a la autoridad 

ambiental la creación de una norma secundaria de calidad ambiental que establezca 

rangos de remoción obligatorios para fármacos de alto riesgo sanitario en efluentes. La 

cantidad de compuesto encontrada dependerá de su interacción con la matriz evaluada y 

su respectiva caracterización. 

• Vigilancia de "puntos calientes": declarar las plantas de tratamiento de aguas servidas 

como zonas de vigilancia especial para la generación de resistencia antimicrobiana, 

integrando el monitoreo de antibióticos (como la claritromicina) en los planes de manejo 

de riesgos de las sanitarias. 

La relevancia y solidez técnica de esta investigación como primer acercamiento de la 

metodología fueron validadas mediante su selección y presentación como el mejor póster en 

el Congreso de la Asociación Interamericana de Ingeniería Sanitaria y Ambiental (AIDIS), 

uno de los foros más prestigiosos del sector a nivel regional. Este reconocimiento destaca la 

complejidad del desafío analítico enfrentado al cuantificar contaminantes en niveles de traza 

y la urgencia de los hallazgos reportados sobre la presencia de fármacos en agua potable 
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chilena. La distinción por parte de AIDIS subraya el valor estratégico de este estudio como 

un pilar científico para la actualización de normativas ambientales y la implementación de 

tecnologías de tratamiento avanzado, posicionando esta metodología como una referencia 

necesaria para la gestión hídrica y la protección de la salud pública en el país. 
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Anexos. 

Anexo A: Muestreo de métodos para la estandarización de la metodología. 

• Angeles et al., analizaron concentraciones de carbamazepina y diclofenaco en lodos de 

depuración por medio de un sistema de SPE con detección UHPLC/MS/MS con fuente 

de ionización por electropulverización electrospray. En ella, se utilizó una columna 

Waters® ACQUITY UHPLCC® HSS T3 C18 (100 mm × 2,1 mm, DI., tamaño de 

partícula de 1,8 µm), inyectando 10 µL a 40°C, a través de una fase móvil de acetonitrilo 

(A) y acetato de amonio 5mM con ácido fórmico al 0,1% (B). Se aplicó un gradiente con 

estructura: 5% de A hasta 0,3 min, 30% de A en 10 min, 65% de A en 13,3 min hasta 

100% de A entre 15,5 y 17,3 min (Angeles et al., 2023). 

• Fabregat et al., encontró claritromicina en aguas residuales con UHPLC acoplado a un 

espectrómetro de masas de triple cuadrupolo de ionización por electropulverización. Así, 

se llevó a cabo la experimentación en una columna Atlantis T3 (3,0 × 150 mm, DI., 3 

μm) a 40°C, un caudal de 0,4 mL/min y un volumen de inyección de 100 µL. Se usó una 

energía de fuente de 1kV y fases móviles de agua (A) y metanol (B), ambas con 2 mM 

de acetato de amonio y ácido fórmico al 0,1 %. El gradiente de fase móvil fue: 10% de B 

inicial, 99% de B desde 6 min a 8 min y 10% de B a 8,1 min; condición mantenida hasta 

10 min (Fabregat et al., 2023). 

• Wilkinson et al., lleva a cabo la experimentación con un espectrómetro de masas de triple 

cuadrupolo y una columna Phenomenex Zorbax Eclipse C18 Plus con fase móvil agua de 

grado LCMS (A) con ácido fórmico 0,01 M y formiato de amonio 0,01 M; y, metanol al 

100% (B). Se implementa una temperatura de 40°C y un gradiente inicial de 90% A, que 

a 5 min disminuye a 60%. Seguidamente, se redujo a 40% de A en 10 min hasta dejar un 

100% de B desde 15 hasta 23 min, volviendo a la condición inicial a 23,1 min para un 
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período de reequilibrio de 10 min. Se distinguen cafeína, paracetamol, atenolol, 

carbamazepina, metformina y naproxeno (Wilkinson et al., 2022). 

• Aydin et al., logró la identificación de ibuprofeno, naproxeno, diclofenaco, ketoprofeno 

paracetamol, claritromicina y carbamazepina en aguas de planta de tratamiento por medio 

de cromatografía líquida acoplada a espectrometría de masas de triple cuadrupolo. En 

ella, se utilizó una columna Poroshell 120 EC-C18 (100 mm × DI 3 mm, tamaño de 

partícula 2,7 μm), con un caudal de 0,5 mL/min y una temperatura de 35 °C. El volumen 

de inyección fue de 2 μL, realizando una elución en gradiente con ácido fórmico al 0,5% 

y formiato de amonio 2mM (A) y metanol (B) para ionización positiva. En paralelo, la 

ionización negativa incluye como fase móvil acetato de amonio 10 mM (A) y metanol 

(B) (Aydin et al., 2022). 

• Cao et al., hace uso de una columna de fase reversa Shim-pack GIST C18 (50 mm × 2,1 

mm, DI., 2,0 μm), con un caudal de 400 μL/min, una temperatura de columna de 30 °C 

y un volumen de inyección10 μL. Además, implementa una fase móvil de metanol (A) y 

agua ultrapura con ácido acético al 0,1 % (v/v) (B). El gradiente se mantuvo al 20% de 

A por 2 min y se incrementó al 70% de A en 0,5 min manteniéndolo por 5 min. Posterior 

a ello, se reestableció a las condiciones iniciales de 20% A durante 1,5 min. Se distingue 

diclofenaco, ketoprofeno, ibuprofeno y naproxeno (Cao et al., 2020). 

• Alygizakis et al., logró detectar ibuprofeno, carbamazepina, claritromicina, paracetamol 

y diclofenaco a través de una columna Atlantis T3 C18 (100 mm × 2,1 mm, DI., 3 μm) 

con un modo de ionización positiva que presenta una fase móvil A de agua y metanol en 

90:10 con 5mM de formato de amonio y ácido fórmico al 0,01 % y, fase B de metanol 

con 5mM de formato de amonio y ácido fórmico al 0,01%. El gradiente implementado 

es inicialmente de 1% de B por 1 min; luego 39% de B a 3 min hasta 14 min en donde se 

tiene 99,9% de B de forma isocrática hasta 6 min. En 16,1 min se vuelve a la condición 

inicial hasta 20 min. Para el modo negativo, se tiene una fase móvil de agua y metanol en 

90:10 con 5mM de acetato de amonio (A) y B con metanol y 5 mM de acetato de amonio. 

Éste, utiliza el mismo gradiente que el anterior (Alygizakis et al., 2020). 

• Tiong et al., detectaron claritromicina, carbamazepina y diclofenaco en aguas residuales 
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haciendo uso de cromatografía líquida con columna (5,0 × 3,0 mm, DI., 2,7 μm), acoplada 

a espectrometría de masas de triple cuadrupolo con fuente de ionización por electrospray. 

Se inyectó10 μL de muestra a 0,5 mL/min. Las fases móviles usadas son 0,1 % de ácido 

fórmico (A) y  ácido fórmico al 0,1 % en acetonitrilo:metanol (1:1, v/v) (B). Del mismo 

modo,  se implementó un gradiente inicial con 10 % durante 0,2 minutos, seguido de una 

elución isocrática con 60% de B desde 0,2 minutos a 3 minutos, finalizando con 100 % 

de B a  3 minutos; manteniéndolo por 1 minuto (Tiong et al., 2020). 

• Jacob et al.,  identificó metformina en un HPLC acoplado a un espectrómetro de masas 

con ionización por electrospray. Se aplicó una inyección de 20 mL en una columna C18 

de fase inversa 50× 2,1 mm (columna Shimpack XR-ODS). La fase móvil contenía ácido 

fórmico (A) y  metanol (B). La composición del solvente comenzó con 10 % de B para 

luego aumentar a 70 % de B en 3 min, a 95 % a 6 min, manteniéndolo hasta 7 min. 

Después, se redujo a 10% de B en 10 min, siendo una elución isocrática hasta 25 min. 

Con ello, se presenta una temperatura de 25°C y una energía de fuente de 4,5 kV (Jacob 

et al., 2021). 

• Wilkinson et al., determinó atenolol, cafeína, naproxeno, paracetamol, metformina, 

claritromicina y carbamazepina mediante un HPLC acoplado a un espectrómetro de 

masas de triple cuadrupolo mediante una ionización electrospray. En ella, se utiliza una 

columna ZORBAX Eclipse Plus C18 (3,0 × 100 mm, DI.,1,8 µm), una fase móvil de 0,01 

M de ácido fórmico y formiato de amonio (A) y, metanol (B), un caudal de 0,45 mL/min. 

El gradiente comenzó con 10 % de B , aumentándo a 40 % a 5 min, 60 % a 10 min, y 100 

% a 15 min, donde permaneció  constante hasta 23 min y luego se redujo al 10 % a 23,1 

min. La temperatura de la columna fue de 40°C (Wilkinson et al., 2019). 

• Sharma et al., estimó paracetamol, atenolol, cafeína, carbamazepina, diclofenaco, 

ibuprofeno, ketoprofeno y naproxeno en las muestras de río y agua subterráneas en una 

columna UHPLC C18 (100 × 2,1 mm, DI.,1,7 μm) con fases móviles con metanol (A) y 

agua (B), ambos con ácido fórmico al 0,01% y acetato de amonio 0,1 M para los primeros 

5 componentes. Se generó una elución en gradiente con un contenido inicial de 10% de 

B, alcanzando una condición de 90% de B a  5 minutos. Así, se inyectó un volumen de 

10 μL con un caudal de 0,4 mL/min. Seguidamente, los siguientes 4 compuestos son 
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determinados con metanol (A) y agua (B), ambos con ácido fórmico al 0,01% y acetato 

de amonio 0,1 M en una columna Xterra C18 (100 × 2,1 mm, DI., 3,5 μm)  se utilizó 

agua con 0,1 de ácido acético y 0,1% de acetato de amonio (A); y, metanol con 

acetonitrilo (50:50) (B). Se llevó a cabo una condición inicial de 40:60 orgánico:agua, 

incrementado la fase orgánica en 100% a los 10 minutos durante 2 min.  Para ello, se usó 

un caudal de 0,2 mL/min y un volumen de inyección de 10 µL (Sharma  et al., 2019). 

• Castiglioni et al., utilizó una columna C8 de (50 mm × 2 mm, DI., de 3 µm Phenomenex 

y un XTerra MS C18, 100 × 2,1 mm, DI., 3,5 µm). Para modo positivo, el eluyente A fue 

ácido fórmico al 0,1 % en agua y el eluyente B de acetonitrilo. La elución se inició con 

el 100% del eluyente A, bajado por un gradiente lineal de 10 min al 100% del eluyente 

B, teniendo una elución isocrática de 2 min y un gradiente lineal de 2 min al 100 % del 

eluyente A, que se mantuvo durante 6 min. En paralelo, el análisis en el modo de iones 

negativos con 0,05% en agua como eluyente A y acetonitrilo como eluyente B, se 

desarrolló son 100 % de eluyente A, seguido de un gradiente de 6 min al 70 % de eluyente 

A y 30% de eluyente B y un gradiente de 7 min al 100% de eluyente B, mantenido durante 

2 min y luego de vuelta a la condición inicial por 1 min. El caudal fue de 200 L/min, 

donde la columna se mantuvo a temperatura ambiente. Se detecta claritromicina, 

diclofenaco, ibuprofeno, ketoprofeno, naproxeno, paracetamol, atenolol, carbamazepina, 

y cafeína (Castiglioni et al., 2018). 

• Hermes et al., registra la presencia de naproxeno, ibuprofeno, atenolol, claritromicina, 

carbamazepina, cafeína y diclofenaco en muestras acuosas bajo HPLC acoplado a un 

espectrómetro de masas en tándem. Se utilizó una precolumna Zorbax EclipseXDB-C8 

(2,1 × 12,5 mm, DI., 5 µm) para ionización positiva y negativa.  La primera, posee una 

fase móvil de ácido fórmico al 0,1 % (A) y acetonitrilo (B), en la cual se  ejecuta un 

gradiente inicial con 100 % de A durante 1 min,  el cual se reduce al 80 % de A durante 

1 min y luego disminuye a 0% de A  a 14,5 min; condición mantenida por 5,5 min. 

Transcurrido 0,1 min, se incrementó el procentaje de A a 100% hasta 25 min. Por su 

parte, en negativo se emplea ácido acético al 0,1 % (A) y acetonitrilo (B) como fases 

móviles. El gradiente comenzó en 98% A, manteniendo la elución dada por el método 

positivo (Hermes et al., 2018). 
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• Albergamo et al., investigó la presencia de cafeína, ibuprofeno, paracetamol, diclofenaco 

y carbamazepina en aguas residuales bajo un UHPLC acoplado a un espectrómetro de 

masas con ESI. Se separaron los analitos en una columna de fase inversa C18 (100 × 2,1 

mm, DI., 2,6 µm) con fases móviles de agua (A) y metanol (B). El gradiente 

implementado se inició con 0% de B, variando a 50% de B a los 2,5 min; en donde se 

incrementa el solvente a 100% de B desde 5 min hasta 7 min, volviendo a 0% de B hasta 

los 11 min. Esto, se acompañó de un caudal de 0,3 mL/min y una temperatura de 40°C  

(Albergamo et al., 2018). 

• Campos et al., implementó un sistema UHPLC acoplado a un analizador de masas híbrido 

para determinar paracetamol, atenolol, ketoprofeno, claritromicina, carbamazepina 

cafeína, y naproxeno en una columna analítica ZORBAX Eclipse XDB C18 (50 mm × 

4,6 mm, DI.,1,8 µm), en el cual se utilizó como fases móviles ácido fórmico al 0,1% en 

agua (A) y acetonitrilo (B); aplicando un gradiente lineal que inicia con 10% B por 4 min,  

disminuyendo al 50% a 10 min, al 99 % a 14 min por 0,1 min; volviendo a la condición 

inicial a los 18 min. El volumen de inyección fue de 10 L, con un caudal de 0,4 mL/min 

(Campos et al., 2017). 

• Ashfaq et al., reportó en el año 2017 una recolección de las muestras de aguas residuales 

mediante una extración líquido-líquido con cloformo en botellas de vidrio de color ámbar 

refrigerados a 4°C, donde se utilizan dos HPLC con una columna Discovery C18 

(250×4,6 mm, DI., 5 µm) como fase estacionaria a temperatura ambiente. Para determinar 

paracetamol, naproxeno, diclofenaco e ibuprofeno se utilizó una fase móvil de 

acetonitrilo y acetato de amonio al 0,1 M en relación de 50:50 v/v. La detección se llevó 

a cabo a 254nm de forma isocrática a una velocidad de flujo de 1mL/min de fase móvil 

(Ashfaq et al.,2017). 

• Archana et al., tomaron muestras de lagos y aguas residuales en botellas de vidro ámbar 

de 5 L, evaluando paracetamol y cafeína en un HPLC modelo 2.545, equipado con una 

bomba de módulo de gradiente cuaternario y un detector de diodos. Así, se hace uso de 

una columna C18 sunfire™ 5 μm, (4,6 × 250 mm) y, se implementa una extracción en 

fase sólida que utiliza un colector de vacío de Supelco, Visiprep™. Con ello, se 
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implementó una elución isocrática a 1 mL haciendo uso de una fase móvil compuesta por 

metanol/ácido acético al 1% 80:20 (v/v) durante 15 min (Archana et al., 2017). 

• Kovačević et al., determinó concentraciones de carbamazepina y diclofenaco por medio 

de estándares individuales preparados en metanol a una concentración de 100 mg/L, 

siendo conservadas a 4°C. De este modo, se lleva a cabo la detección en un HPLC que 

presenta una columna Zorbax Eclipse® XDB–C18 de fase inversa (75 mm × 4,6 mm, 

DI., 3,5 μm) y una precolumna (12,5 mm × 4,6 mm, DI., 5 μm); junto con una 

espectrometría de masas que utiliza una configuración de ionización positiva e ionización 

por electropulverización. Para ello, se usó una fase móvil compuesta por metanol (A), 

agua desionizada (B) y ácido acético al 10 % (C) y un gradiente con la siguiente 

estructura: 0 min 30 % de B y 2% de C durante 5 min; a 30 min 80 % de B y 2% de C y, 

a 30,01 min 98% de B y 2 % de C siendo isocrático hasta 33 min. El caudal de la fase 

móvil fue de 0,3 mL/min, teniendo un volumen de inyección de 10 μL; con lo cual se 

encuentra carbamazepina y diclofenaco (Kovačević et al., 2017). 

• Alygizakis et al., cuantificó cafeína, naproxeno, carbamazepina, claritromicina, 

diclofenaco y paracetamol en aguas de mar basada en una extracción en fase sólida con  

UHPLC/MS/MS de triple cuadrupolo con ionización electrospray, la cual se llevó a cabo 

en  una columna Atlantis T3 C18 (100 mm × 2,1 mm, DI., 3 μm) bajo un caudal de 100 

μL/min. La fase móvil para modo positivo es de ácido fórmico al 0,01% (A) y metanol 

(B), con un grandiente incial de 2% de B hasta 3 min, 100% de B desde 20 a 29 min y, 

2% de B a 30 min bajo una condición isocrática hasta los 40 minutos, con una energía de 

fuente de 3,5 kV. Análogamente, en modo negativo se plantea una fase móvil de formato 

de amonio de 1mM (A), metanol (B) y acetonitrilo (C) constante al 5%. Así, se utiliza un 

voltaje de 2,5 kV y un gradiente inicia de 25% de B, 95% de B isocrático desde 10 min 

a 23 min; volviendo a la condición inicial a 24 min; manteniéndola hasta 37 min 

(Alygizakis et al., 2016). 

• Guan et al., distingue ketoprofeno y naproxeno en una Waters ACQUITY UPLC® BEH 

Fenilo (50 mm × 2,1 mm, DI.,1,7 μm) protegido por un prefiltro de columna de alta 

presión (2 μm). La fase consistía en ácido fórmico al 0,1 % en agua (A) y acetonitrilo 
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(B), con un gradiente de elución de 35% a 65 % B desde 0 a 4 min, manteniendo esta 

última condición por 1 min. Así, se disminuye B a 35% a 7 min, finalizando el gradiente 

a 9 min. El volumen de inyección fue de 5 μL, con una temperatura de columna de 35°C, 

un voltaje de 3,0 kV y un caudal de 0,3 mL/min (Guan et al., 2016). 

• Matuszak et al., identificó naproxeno, ibuprofeno y atenolol en aguas bajo un sistema de 

cromatrografía líquida acoplado a un triple cuadrupolo de masas en un Thermo 

Scientific™ EQuan MAX Plus™ C18 polar (2,1 mm × 100 mm, DI., 2,6 µm y 2,1 × 100 

mm, DI., 3,0 µm para iones positivos y negativos, respectivamente). Se efectuó un voltaje 

de 3,0 kV y 2,0 kV para iones positivos y negativos, respectivamente, con caudal de 0,4 

mL/min y fases móviles de: ácido fórmico al 0,1% en agua (A) y ácido fórmico al 0,1 % 

en metanol (B) para positivos; y, hidróxido de amonio al 0,1 % en agua (A) e hidróxido 

de amonio al 0,1 % en metanol (B) para negativos.  Ambos métodos implementaron un 

tiempo de retención de 8,5 min, con gradientes de elución dados por: 100% de A durante 

1 min, 0% de A isocrático desde 5 min a 6,5 min; volviendo a la condición inicial a 6,6 

min para modo positivo. En relación al modo negativo, se ejecuta 90% de A hasta 1 min, 

0% de A desde 3,5 min hasta los 6,5 min; manteniendo 90% de A contando desde 6,6 

min (Matuszak et al., 2016). 

• Oliveira et al., determinó paracetamol, atenolol, cafeína, naproxeno, ketoprofeno, 

diclofenaco, ibuprofeno, carbamazepina y claritromicina en aguas residuales usando 

LC/MS/MS con 40°C, 0,3 mL/min, 3,5 kV (Oliveira et al., 2015). 

• Sun et al., efectuó la determinación de ibuprofeno, naproxeno, paracetamol, 

carbamazepina y claritromicina en ríos con UHPLC acoplado a un espectrómetro de 

masas en tándem de triple cuadrupolo por electrospray. Lo anterior, se llevó a cabo en 

una C18 de fase inversa (100× 2,1 mm, DI., 1,7 μm), en donde los análisis positivos 

utilizaron formiato de amonio 4 mM (A) y acetonitrilo (B) a un caudal de 0,2 mL/min y 

un gradiente de elución inicial con 5% de B hasta 0,5 min, aumentado a 25% de B a 4 

min, 32% de B a 8 min, 60% de B a 11 min y 100% de B a 18,5 min teniendo un tiempo 

total de 20 min. Por otra parte, los iones negativos fueron analizados con una fase móvil 

de acetato de amonio 4mM (A) y acetonitrilo (B), un caudal de 0,25 mL/min y un tiempo 

de análisis de 6 min. El gradiente implementado fue de 30% inicial de B, cambiando a 
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80% de B a 4,5 min y 100% de B a 5 min (Sun et al., 2015). 

• Gros et al., detectó atenolol, ketoprofeno, naproxeno, ibuprofeno, diclofenaco y 

paracetamol haciendo uso de una Purospher Star RP-18 endcapped columna (125 mm × 

2,0 mm, DI., 5 µm) precedida por un protector C18 columna (4×4, 5 µm). Existía una 

fase móvil de acetonitrilo y metanol al 1:1 (v/v) (A) y agua de grado HPLC o bien, agua 

de grado HPLC con ácido fórmico al 0,1% (B). Se suministra un caudal de 0,2 mL/min 

y un gradiente inicial con 10 % de B que aumentó a 40 % a 5 min, 60 % a 10 min, y 100 

% a 15 min, donde permaneció hasta 23 min y luego se redujo al 10 % a 23,1 min antes 

de un tiempo de reequilibrio de 10 min. La temperatura de columna fue 40°C (Gros et 

al., 2010). 

• Grujić et al., investigó la aparición de carbamazepina, ibuprofeno, paracetamol y 

diclofenaco en aguas subterráneas y superficiales mediante estándares individuales 

corservados a 4°C. Se realiza una ionización por electrospray y espectrómetro de masas  

con trampa de iones de cuadrupolo, en modo de ionización positiva y negativa, probando 

concentraciones de 10, 25, 50, 100 y 250 ng/mL en una columna de fase inversa Zorbax 

Eclipse® XDB-C18 (4,6 mm × 75 mm, DI., 3,5 m) y una precolumna (4,6 mm × 12,5 

mm, DI., y 5 µm). La fase móvil implentnada corresponde a agua (A), metanol (B) y 

ácido acético al 10% (C), cambiando el gradiente de trabajo bajo la sigueinte 

configuración: 0 min, 33% de B y 2% de C; 12 min, 98% de B y 2% de C siendo isocrático 

hasta 15 min, reestableciendo las condiciones iniciales y, manteniéndolas durante 15 min. 

Cuando el análisis se realizó en  el modo de ionización negativa, la fase móvil consistió 

en agua (A) y metanol (B), cambiando la fase móvil según: 0 min, 40% de B; 7 min, 

100% de B hasta 10 min, reestableciendo las condiciones iniciales y manteniéndolas 

durante 15 min. Se utiliza un flujo de 0,6 mL/min bajo un volumen de 10 L y una tensión 

de la fuente  de 4,5 kV (Grujić et al., 2009). 

Anexo B: Variaciones de gradiente implementado. 

Resultados de algunas combinaciones de gradiente y zonas isocráticas aplicadas al estudio. 
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• Método 1 

Tabla 24: Elución de fármacos con 90% de ácido fórmico al 0,1% y 10% de acetonitrilo para 
método 1. 

Fármaco Ionización Peso Molecular 
(Da) 

Ion molecular Tiempo de detección 
(min) 

Metformina + 129,15 130,17 0,57 
Atenolol + 266,34 267,21 0,57 
Paracetamol + 151,16 152,11 0,81 
Cafeína + 194,19 195,04 1,04 
Carbamazepina + 236,27 237,13 8,37 
Claritromicina + 747,95 748,55 8,59 
Ketoprofeno + 254,3 255,15 9,97 
Diclofenaco + 296,15 296,06 11,53 
Condiciones de operación: 40°C y, 3,5 kV positivo y 2,5 kV negativo.  

Mezcla: 50 mg/L de paracetamol, cafeína, ketoprofeno y atenolol; y, 100 mg/L de diclofenaco, 

naproxeno e ibuprofeno. 

Gradiente: 90% D y 10% de C hasta 2 min, disminuyendo a 60% de D a 7 min; presentando 40% 

de D a 10 min; para posteriormente tener 100% de C desde 12 min hasta 16 min, finalizando con 

90% de D a 16,1 min; con un tiempo total de análisis de 16,5 min. 
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Figura 32: Respuesta cromatográfica en modo positivo con método 1. 

 
• Método 2 

 

Tabla 25: Elución de fármacos con 90% de ácido fórmico al 0,1% y 10% de acetonitrilo para 
método 2. 

Fármaco Ionización Peso Molecular 
(Da) 

Ion molecular Tiempo de detección 
(min) 

Metformina + 129,15 130,17 0,56 
Atenolol + 266,34 267,2 0,56 
Paracetamol + 151,16 152,12 1,23 
Cafeína + 194,19 195,13 2,85 
Claritromicina + 747,95 748,57 6,26 
Carbamazepina + 236,27 237,19 6,35 
Ketoprofeno + 254,3 255,16 7,39 
Diclofenaco + 296,15 296,06 8,58 
Condiciones de operación: 40°C y, 3,5 kV positivo y 2,5 kV negativo.  

Mezcla: 50 mg/L de paracetamol, cafeína, ketoprofeno y atenolol; y, 100 mg/L de diclofenaco, 

naproxeno e ibuprofeno. 

Gradiente: 95% D y 5% de C hasta 0 min, disminuyendo a 50% de D a 5 min; presentando 40% 

de D a 10 min; para posteriormente tener 100% de C a 12 min, finalizando con 95% de D a 13 min. 
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Figura 33: Respuesta cromatográfica en modo positivo con método 2. 

 
• Método 3 

 

 

 

Tabla 26: Elución de fármacos con 90% de ácido fórmico al 0,1% y 10% de acetonitrilo para 
método 3. 

Fármaco Ionización Peso Molecular 
(Da) 

Ion molecular Tiempo de detección 
(min) 

Metformina + 129,15 130,17 0,56 
Atenolol + 266,34 267,2 0,56 
Cafeína + 194,19 195,13 2,85 
Carbamazepina + 236,27 237,19 6,35 
Ketoprofeno + 254,3 255,16 7,39 
Diclofenaco + 296,15 296,06 8,58 
Condiciones de operación: 40°C y, 3,5 kV positivo y 2,5 kV negativo.  

Mezcla: 50 mg/L de paracetamol, cafeína, ketoprofeno y atenolol; y, 100 mg/L de diclofenaco, 

naproxeno e ibuprofeno. 

Gradiente: 80% D y 20% de C a 0 min, disminuyendo a 60% de D a 5 min; presentando 40% de 

D a 10 min; para posteriormente tener 100% de C a 12 min, finalizando con 95% de D a 13 min. 
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Figura 34: Respuesta cromatográfica en modo positivo con método 3. 

 
• Método 4 

 

 

 

 

Tabla 27: Elución de fármacos con 90% de ácido fórmico al 0,1% y 10% de acetonitrilo para 
método 4. 

Fármaco Ionización Peso Molecular 
(Da) 

Ion molecular Tiempo de detección 
(min) 

Metformina + 129,15 130,16 0,54 
Atenolol + 266,34 267,21 0,54 
Paracetamol + 151,16 152,12 0,81 
Cafeína + 194,19 195,13 1,02 
Carbamazepina + 236,27 237,15 5,97 
Claritromicina + 747,95 748,57 6,16 
Ketoprofeno + 254,3 255,15 7,67 
Diclofenaco + 296,15 296,08 9,58 
Condiciones de operación: 40°C y, 3,5 kV positivo y 2,5 kV negativo.  

Mezcla: 50 mg/L de paracetamol, cafeína, ketoprofeno y atenolol; y, 100 mg/L de diclofenaco, 

naproxeno e ibuprofeno. 

Gradiente: 90% D y 10% de C a 0 min, disminuyendo a 80% de D a 1 min; presentando 60% de 

D a 5 min; para posteriormente tener 40% de D a 10 min hasta llegar a 0% de D a 12 min; 

finalizando con 90% de D a 13 min. 
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Figura 35: Respuesta cromatográfica en modo positivo con método 4. 

 
• Método 5 

 

 

 

 

Tabla 28: Elución de fármacos con 90% de ácido fórmico al 0,1% y 10% de acetonitrilo para 
método 5. 

Fármaco Ionización Peso Molecular 

(Da) 

Ion molecular Tiempo de detección 

(min) 

Metformina + 129,15 130,17 0,55 
Atenolol + 266,34 267,22 0,55 
Paracetamol + 151,16 152,12 0,81 
Cafeína + 194,19 195,14 1,17 
Carbamazepina + 236,27 237,16 5,81 
Claritromicina + 747,95 748,56 6,01 
Ketoprofeno + 254,3 255,15 7,68 
Diclofenaco + 296,15 296,08 9,86 
Condiciones de operación: 40°C y, 3,5 kV positivo y 2,5 kV negativo.  

Mezcla: 50 mg/L de paracetamol, cafeína, ketoprofeno y atenolol; y, 100 mg/L de diclofenaco, 

naproxeno e ibuprofeno. 

Gradiente: 90% D y 10% de C a 0 min, disminuyendo a 80% de D a 0,5 min; presentando 60% de 

D a 5,5 min; para posteriormente tener 40% de D a 10 min hasta llegar a 0% de D a 12 min; 

finalizando con 90% de D a 13 min. 
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Figura 36: Respuesta cromatográfica en modo positivo con método 5. 

 

• Método 6 

 

 

 

Tabla 29: Elución de fármacos con 90% de ácido fórmico al 0,1% y 10% de acetonitrilo para 
método 6. 

Fármaco Ionización Peso Molecular 
(Da) 

Ion molecular Tiempo de detección 
(min) 

Metformina + 129,15 130,17 0,55 
Atenolol + 266,34 267,23 0,55 
Paracetamol + 151,16 152,14 0,82 
Cafeína + 194,19 195,13 1,16 
Carbamazepina + 236,27 237,16 6,01 
Claritromicina + 747,95 748,56 6,16 
Ketoprofeno + 254,3 255,16 7,3 
Diclofenaco + 296,15 296,06 8,71 
Condiciones de operación: 40°C y, 3,5 kV positivo y 2,5 kV negativo.  

Mezcla: 50 mg/L de paracetamol, cafeína, ketoprofeno y atenolol; y, 100 mg/L de diclofenaco, 

naproxeno e ibuprofeno. 

Gradiente: 90% D y 10% de C a 0 min, disminuyendo a 85% de D a 0,5 min; presentando 50% de 

D a 5,5 min; para posteriormente tener 40% de D a 10 min hasta llegar a 0% de D a 12 min; 

finalizando con 90% de D a 13 min. 
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Figura 37: Respuesta cromatográfica en modo positivo con método 6. 

 
• Método 7 

 

 

 

 

Tabla 30: Elución de fármacos con 90% de ácido fórmico al 0,1% y 10% de acetonitrilo para 
método 7. 

Fármaco Ionización Peso Molecular 

(Da) 

Ion molecular Tiempo de detección 

(min) 

Metformina + 129,15 130,18 0,55 
Atenolol + 266,34 267,2 0,55 
Paracetamol + 151,16 152,14 0,83 
Cafeína + 194,19 195,14 1,17 
Carbamazepina + 236,27 237,15 6,25 
Claritromicina + 747,95 748,57 6,48 
Ketoprofeno + 254,3 255,13 8,19 
Diclofenaco + 296,15 296,06 10,38 
Condiciones de operación: 40°C y, 3,5 kV positivo y 2,5 kV negativo.  

Mezcla: 50 mg/L de paracetamol, cafeína, ketoprofeno y atenolol; y, 100 mg/L de diclofenaco, 

naproxeno e ibuprofeno. 

Gradiente: 90% D y 10% de C a 0 min, disminuyendo a 80% de D a 1 min; presentando 60% de 

D a 6 min; para posteriormente tener 0% de D a 12 min; finalizando con 90% de D a 13 min. 
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Figura 38: Respuesta cromatográfica en modo positivo con método 7. 

 
Anexo C: Variaciones de energía de colisión aplicada en Q2. 
Para la variación de energías de colisión se utilizan estándares individuales de cada analito a 

una concentración de 10 mg/L disueltos en fase móvil de 90% de ácido fórmico al 0,1% y 

10% metanol para los medicamentos en modo positivo y, 100% de metanol para modo 

negativo. 

Se evalúa la aparición del ion precursor, ion de cuantificación e ion de confirmación. La 

visualización de los mismos viene dada por un ticket ( ); mientras que, si no se reconoce, 

se postula una “x”. 

El identificar el ion precursor en algunas de inyecciones implica que la energía de colisión 

aplicada no es suficiente para lograr fragmentar completamente el ion.  

Se privilegian las señales más altas presentadas para la elección de energía de colisión, 

probando mínimo dos energías de colisión. 

Tabla 31: Variaciones de energía de colisión aplicadas para cada fármaco. 
Fármaco Voltaje (V) Visualización 

ion precursor 
Visualización ion 
de cuantificación 

Visualización ion de 
confirmación 

Modo de ionización positivo 

Metformina 10 ü  X ü  
Metformina 20 X ü  ü  
Atenolol 20 ü  ü  ü  
Atenolol 22 ü  ü  ü  
Atenolol 25 ü  ü  ü  
Atenolol 30 X ü  X 
Atenolol 40 X ü  X 
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Paracetamol 10 ü  ü  X 
Paracetamol 20 X ü  ü  
Cafeína 20 ü  ü  ü  
Cafeína 25 X ü  ü  
Cafeína 30 X ü  ü  
Carbamazepina 20 X ü  ü  
Carbamazepina 30 X ü  ü  
Claritromicina 20 ü  ü  ü  
Claritromicina 25 ü  ü  ü  
Claritromicina 30 ü  ü  ü  
Ketoprofeno 10 ü  ü  ü  
Ketoprofeno 20 ü  ü  ü  
Diclofenaco 10 ü  ü  ü  
Diclofenaco 15 X ü  ü  
Diclofenaco 20 X ü  ü  

Modo de ionización negativo 

Naproxeno 10 X ü  ü  
Ibuprofeno 5 ü  ü  ü  
Ibuprofeno 6 ü  ü  ü  
Ibuprofeno 8 ü  ü  ü  
Ibuprofeno 10 X ü  ü  

 

Anexo D: Curvas de calibración de compuestos seleccionados. 

• Curvas de calibración de medicamentos. 

o Metformina curva baja: 

 
Gráfico 9: curva baja de metformina. 
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Gráfico 10: Probabilidad normal de metformina baja. 

 

 
Gráfico 11: Gráfico de residuales de metformina baja. 

 
Gráfico 12: Curva de regresión ajustada de metformina baja. 

 
o Metformina curva alta: 

0

500

1000

1500

2000

2500

0 20 40 60 80 100

Ár
ea

 b
aj

o 
la

 c
ur

va
 

(c
ue

nt
as

·m
in

)  
 

Porcentaje (%)

-60

-40

-20

0

20

40

60

80

0 20 40 60 80 100 120

Re
si

du
os

 d
e 

ár
ea

  
(c

ue
nt

as
·m

in
) 

Concentración (ppb)

0

500

1000

1500

2000

2500

0 20 40 60 80 100 120

Ár
ea

 b
aj

o 
la

 c
ur

va
 

(c
ue

nt
as

·m
in

) 

Concentración (ppb) 

Y
Pronóstico para Y



 

149 
 

 
Gráfico 13: Curva de calibración de metformina alta. 

 

 
Gráfico 14: Probabilidad normal de metformina alta. 

 

 
Gráfico 15: Gráfico de residuales de metformina alta. 
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Gráfico 16: Curva de regresión ajustada de metformina alta. 

 
 
o Atenolol curva baja: 

 
Gráfico 17: Curva de calibración de atenolol baja. 
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Gráfico 18: Probabilidad normal de atenolol baja. 

 

 
Gráfico 19: Curva de regresión ajustada de atenolol baja. 

 

 
Gráfico 20: Gráfico de residuales de atenolol baja. 
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Gráfico 21: Curva de calibración de atenolol alta. 

 

 
Gráfico 22: Probabilidad normal de atenolol alta. 

 

 
Gráfico 23: Curva de regresión ajustada de atenolol alta. 
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Gráfico 24: Gráfico de residuales de atenolol alta. 

 
 
o Paracetamol curva baja: 

 
Gráfico 25: Curva de calibración de paracetamol bajo. 

 

 
Gráfico 26: Probabilidad normal de paracetamol bajo. 
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Gráfico 27: Curva de regresión ajustada de paracetamol bajo. 

 

 
Gráfico 28: Gráfico de residuales de paracetamol bajo. 

 
o Paracetamol curva alta: 
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Gráfico 29: Curva de calibración de paracetamol alta. 

 

Gráfico 30: Probabilidad normal de paracetamol alta. 
 

 
Gráfico 31: Gráfico de residuos de paracetamol alta. 

 

 
Gráfico 32: Curva de calibración de paracetamol alta. 
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Gráfico 33: Curva de calibración de cafeína baja. 

 

 
Gráfico 34: Probabilidad normal de cafeína baja. 

 

y = 19.258x - 77.099
R² = 0.9969

0

200

400

600

800

1000

1200

1400

0 10 20 30 40 50 60 70Ár
ea

 b
aj

o 
la

 c
ur

va
 (c

ue
nt

as
·m

in
) 

Concentración (ppb)

0
200
400
600
800

1000
1200
1400

0 20 40 60 80 100

Ár
ea

 b
aj

o 
la

 c
ur

va
 

(c
ue

nt
as

·m
in

)

Porcentaje (%)

0

200

400

600

800

1000

1200

1400

0 10 20 30 40 50 60 70

Ár
ea

 b
aj

o 
la

 c
ur

va
 

(c
ue

nt
as

·m
in

) 

Concentración (ppb)

Y

Pronóstico para Y



 

157 
 

Gráfico 35: Curva de regresión ajustada de cafeína baja. 

 
Gráfico 36: Gráfico de residuales de cafeína baja. 

 
 
 
 
 
 
o Cafeína curva alta: 
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Gráfico 37: Curva de calibración de cafeína alta. 

 
Gráfico 38: Probabilidad normal de cafeína alta. 

 
Gráfico 39: Curva de regresión ajustada de cafeína alta. 

 

 
Gráfico 40: Gráfico de residuales de cafeína alta. 
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Gráfico 41: Curva de calibración de carbamazepina. 

 
Gráfico 42: Probabilidad normal de carbamazepina. 

 

 
Gráfico 43: Curva de regresión ajustada de carbamazepina. 
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Gráfico 44: Gráfico de residuales de carbamazepina. 

 
o Claritromicina curva baja: 

 
Gráfico 45: Curva de calibración de claritromicina baja. 

 

 
Gráfico 46: Probabilidad normal de claritromicina baja. 
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Gráfico 47: Curva de regresión ajustada de claritromicina baja. 

 
Gráfico 48: Gráfico de residuales de claritromicina baja. 

 
 
 
 
o Claritromicina curva alta: 
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Gráfico 49: Curva de calibración de claritromicina alta. 

 
Gráfico 50: Probabilidad normal de claritromicina alta. 

 

 
Gráfico 51: Curva de regresión ajustada de claritromicina alta. 
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Gráfico 52: Gráfico de residuales de claritromicina alta. 

 
o Ketoprofeno curva baja: 

 
Gráfico 53: Curva de calibración de ketoprofeno bajo. 

 

 
Gráfico 54: Probabilidad normal de ketoprofeno bajo. 
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Gráfico 55: Curva de regresión ajustada de ketoprofeno bajo. 

 

 
Gráfico 56: Gráfico de residuales de ketoprofeno bajo. 

 
o Ketoprofeno curva alta: 

 
Gráfico 57: Curva de calibración de ketoprofeno alto. 
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Gráfico 58: Probabilidad normal de ketoprofeno alto. 

 

 
Gráfico 59: Curva de regresión ajustada de ketoprofeno alto. 

 
Gráfico 60: Gráfico de residuales de ketoprofeno alto. 
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o Diclofenaco curva baja: 

 
Gráfico 61: Curva de calibración de diclofenaco bajo. 

 

 
Gráfico 62: Probabilidad normal de diclofenaco bajo. 

 

 
Gráfico 63: Curva de regresión ajustada de diclofenaco bajo. 
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Gráfico 64: Gráfico de residuales de diclofenaco bajo. 

 
o Diclofenaco curva alta: 

 
Gráfico 65: Curva de calibración de diclofenaco alto. 

 
Gráfico 66: Probabilidad normal de diclofenaco alto. 
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Gráfico 67: Curva de regresión ajustada de diclofenaco alto. 

 
Gráfico 68: Gráfico de residuales de diclofenaco alto. 

 
o Ibuprofeno curva baja: 

 
Gráfico 69: Curva de calibración de ibuprofeno bajo. 
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Gráfico 70: Probabilidad normal de ibuprofeno bajo. 

 

 
Gráfico 71: Curva de regresión ajustada de ibuprofeno bajo. 

 

 
Gráfico 72: Gráfico de residuales de ibuprofeno bajo. 
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o Ibuprofeno curva alta: 

 
Gráfico 73: Curva de calibración de ibuprofeno alto. 

 

 
Gráfico 74: Probabilidad normal de ibuprofeno alto. 

 
Gráfico 75: Curva de regresión ajustada de ibuprofeno alto. 
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Gráfico 76: Gráfico de residuales de ibuprofeno alto. 

 
o Naproxeno curva baja: 

 
Gráfico 77: Curva de calibración de naproxeno bajo. 

 
Gráfico 78: Probabilidad normal de naproxeno bajo. 
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Gráfico 79: Curva de regresión ajustada de naproxeno bajo. 

 

 
Gráfico 80: Gráfico de residuales de naproxeno bajo. 

 
o Naproxeno curva alta: 

 
Gráfico 81: Curva de calibración de naproxeno alto. 
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Gráfico 82: Probabilidad normal de naproxeno alto. 

 

 
Gráfico 83: Curva de regresión ajustada de naproxeno alto. 

 

 
Gráfico 84: Gráfico de residuales de naproxeno alto. 
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