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Resumen

La escasez hidrica en Chile estd impulsando la reutilizacion de aguas residuales como fuente
de agua dulce. El desafio principal del reuso debe considerar la ineficacia de remover
Contaminantes Emergentes (CE) mediante tratamientos convencionales, como farmacos que
persisten en concentraciones traza (ng/L a pg/L) en las aguas tratadas. Los CE conllevan
riesgos ecoldgicos y de salud publica, por lo que es necesario y urgente desarrollar e integrar
metodologias analiticas sensibles para el monitoreo de la calidad del agua dulce residual y
tratada, proporcionando base empirica para establecer normativas ambientales y tecnologias
avanzadas de tratamiento. El objetivo general de este trabajo fue desarrollar una técnica
analitica con cromatografia liquida acoplada a espectrometro de masas (UHPLC/MS/MS)
para la identificacion y cuantificacion de diez firmacos en matrices acuosas de forma
simultanea, elegidos seglin su tasa de consumo y deteccion en Chile. Estos medicamentos
fueron: metformina, atenolol, paracetamol, cafeina, carbamazepina, claritromicina,

ketoprofeno, diclofenaco, ibuprofeno y naproxeno.

La investigacion se bas6 en el uso de extraccién en fase solida (SPE) para limpiar y
preconcentrar las muestras de una planta de depuracion y una muestra de agua potable. Se
establecieron curvas de calibracion para determinar la linealidad, limites de deteccion y
cuantificacion, y, se evaluo el porcentaje de recuperacion utilizando una matriz sintética. Los
resultados obtenidos indicaron que el método posee una excelente linealidad (R? entre 0,98
y 0,99); sin embargo, la cuantificacion precisa se vio comprometida por la matriz y las
interacciones entre analitos, destacdndose una recuperacidon muy baja para metformina
(5,17%), claritromicina (5,74%) y diclofenaco (23,21%), donde se sugiere que la polaridad
extrema o la ionizacion impidieron su retencion. Asimismo, se reportd una sobre-
recuperacion de ibuprofeno (264,18%) en la mezcla sintética, lo que indica una potenciacion
ionica, invalidando la cuantificacién para este compuesto bajo la metodologia de mezcla
aplicada. A pesar de lo anterior, se confirmo la ubicidad y transferencia de los diez farmacos
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 farmacos activos en el agua potable, lo que subraya que
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los tratamientos convencionales de potabilizacion son insuficientes, generando una
exposicion cronica a la poblacion. Si bien los tratamientos bioldgicos fueron eficaces para la
remocion de farmacos biodegradables (cafeina, paracetamol, ibuprofeno, naproxeno), los
medicamentos recalcitrantes como carbamazepina, diclofenaco, claritromicina, atenolol,
metformina y ketoprofeno mostraron una eliminacion limitada o inferior. Se observo un
aumento aparente en la concentracién de algunos compuestos a lo largo del tratamiento, lo
que se atribuye a la desconjugacion enzimatica de sus metabolitos en el lodo activado,

revirtiendo al farmaco activo original y reintroduciéndolo al efluente.

Asi, se logré establecer una metodologia para la deteccion cualitativa de los diez compuestos
en niveles traza, pero la cuantificacion exacta se vio comprometida por la falta de robustez
en la extraccion SPE y la complejidad de la matriz. La persistencia de nueve fArmacos activos
en el agua potable genera una alerta sanitaria critica y confirma la necesidad urgente de
accion regulatoria. Por lo anterior, se destaca la urgencia de implementar tecnologias de
tratamiento terciario avanzado para degradar este tipo de contaminantes, definiendo rangos
de remocion de descarga obligatorios con un objetivo de recuperacion del 70-120% exigido
por estandares internacionales. Esto, debe ser complementado con politicas de recuperacion
de farmacos 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 investigacion fueron distinguidos
en el Congreso de Ingenieria Sanitaria y Ambiental de AIDIS como el mejor poster. Este
reconocimiento subraya la importancia de los hallazgos obtenidos y posiciona este estudio
como un referente critico para la futura regulacion de contaminantes emergentes en las aguas

de Chile.
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Capitulo 1: Introduccion.
1.1 Escasez Hidrica.

El agua representa el pilar fundamental de la vida y el desarrollo socioecondmico, esencial
para la bidsfera, la industria y el consumo humano. Sin embargo, producto del aumento de la
poblacion mundial, el avance tecnologico, y el incremento de procesos, suministros y
articulos disponibles; es existe una creciente escasez hidrica exacerbada por el cambio
climatico y la sobreexplotacion del recurso (Morales, 2021) que mantiene al 25% de la
poblacion mundial con una demanda de consumo de agua que supera la oferta disponible
(Naciones Unidas, 2018); proyectando que para el afo 2025 la mitad de la poblacion mundial

se encontrara en zonas de escasez (Organizaciéon Mundial de Salud, 2017).

Especificamente, Chile figura dentro de los 20 paises con mayor riesgo hidrico en el mundo,
de acuerdo al Instituto Mundial de Recursos (WRI). Segun el indicador de 2019, Chile se
encuentra en la posicion N°18 a nivel global (Morales, 2021), donde mas del 50% de las
comunas del pais se encuentra bajo sequia, abarcando el 47,5 % de la poblacion nacional
(Nunez, 2022); teniendo como principales causas de brecha y riesgo hidrico el déficit de
gestion del agua (44%), el aumento de la demanda del recurso (17%), la contaminacion del
agua (14%), la disminucién de oferta de este (12%), el dafio ambiental existente (6%) y el

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

La gestion del agua se encuentra en un punto critico, necesitando una estrategia de gestion e
institucionalidad del agua a nivel global que permita la conservacién y proteccion del
ecosistema hidrico con uso eficiente del recurso y una migracion e incorporacion de nuevas
fuentes de agua (Fundacion Chile, 2022) que consideren la contaminacion 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 reutilizaciéon de aguas residuales para la produccion de agua dulce
(Rodriguez et al., 2020) es una alternativa latente y comprometedora ya que cada afio a nivel
mundial se generan alrededor de 359 mil millones de metros ctibicos de aguas residuales,

donde so6lo 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 contaminacion de matrices
acuosas tanto por vias naturales como antropogénicas. Asi, el Informe de los Objetivos de
Desarrollo Sostenible publicado por las Naciones Unidas en el afio 2023, expresa que en el
2030 se debe reducir a la mitad el agua no tratada debiendo disminuir su contaminacién a
través del control en la descarga de materiales y productos quimicos peligrosos y la

eliminacion del vertimiento (Naciones Unidas, 2023);

En este escenario, Chile presenta una posicion 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 areas 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 cafieria, 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
sistematico, debiendo apuntar en una estrategia nacional que permita el reiso de aguas grises
y residuales para fines agricolas, industriales o de recarga de acuiferos que permitan mitigar
el estrés hidrico que afecta especialmente desde la region de Coquimbo hasta la
Metropolitana, donde la escorrentia per capita estd bajo el umbral de escasez severa de 500

m?/persona/afio (Baeza , 2025) .

Teniendo que el volumen de las aguas servidas tratadas en el afio 2022 llegé a los 1.225
millones de m* (Andess Chile, 2022), la institucionalidad chilena debe evolucionar para que
el porcentaje de aguas tratadas no sea solo una estadistica de saneamiento, sino una base de
seguridad hidrica mediante el refiso a gran escala, cerrando la brecha de desigualdad que atin
persiste en el mundo rural; pero ;Qué son las aguas residuales y cudl es la efectividad del

tratamiento de agua residual para su uso como fuente de agua potable?
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1.2 Utilizacion 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 bafio), agua de establecimientos comerciales e instituciones,
incluidos hospitales; efluentes industriales, aguas pluviales y otras escorrentias urbanas,

agricola, horticola y acuicola (UNESCO, 2017).

En la actualidad se llevan a cabo procesos de depuracion de aguas residuales en los cuales se
emplean métodos clasicos para limpiar el agua usada con el fin de ser devuelta al medio
ambiente sin causar contaminacion. En especifico, se inicia el proceso con un pretratamiento
encargado de eliminar solidos grandes como trapos, plasticos, arena, grasas, aceites y otros;
siendo posteriormente dirigidas a un proceso de sedimentacion donde los solidos suspendidos
organicos e inorganicos se asientan por gravedad; llevando la corriente de agua residual a un
tratamiento biologico encargado de eliminar la materia orgdnica que esta disuelta y en
suspension en la matriz con el proposito de trasladar la corriente final a una tltima etapa
previo a su liberacion en el medio, que remueve contaminantes especificos residuales como

nitrégeno, fosforo, solidos finos, orgdnicos, olores y otros (Salimul, 2025; Igere, et al.,2020).

A pesar de lo anterior, se ha demostrado que estos métodos clasicos 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 eliminaciéon a escala micro en vez de macro (ng/L hasta ug/L);
persistiendo en el recurso hidrico 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 agricolas, vertederos y otros derivados (Rout et al., 2021; Wilkinson et. al., 2022).

Los contaminantes emergentes se definen como aquellas sustancias quimicas sintéticas o
naturales de distinto origen que presentan una introduccion continua en el medio ambiente

sin control de su concentracion bajo normativas ambientales, cuya presencia si bien no es
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relativamente nueva; si 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
concentracion va a depender de la eficiencia de remocion del tratamiento usado; pues, ésta
varia segin la persistencia de los CE, sus propiedades fisicoquimicas, las tecnologias
empleadas y las condiciones operativas/ambientales (Gruji¢ et. al., 2009). No obstante,
existen rangos de eliminacion caracteristicas en cada etapa segln la Figura 1adjunta:

g
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Figura 1: Mecanismo de sorcion de CE en una PTAS tipica. Rout et al., 2021.

Segun la Figura 1, la eficiencia de remocion de los CE en el tratamiento primario varia en un
rango del 20-50% dado principalmente por la sorcion (tanto absorcion hidrofobica en la
fraccion lipidica del lodo primario como adsorcion electrostatica en la superficie de las
particulas de lodo). Asimismo, en el tratamiento secundario que incluye procesos bioldgicos,
se logra una eliminacion del 30-70% producto de la biodegradacion y/o biotransformacion
generada con las enzimas. Por ultimo, para los sistemas que utilizan una tercera parte del
tratamiento se ha visto una remocién superior al 90%; llegando al 95% con procesos de lodos

activados y desinfeccion con hipoclorito (Rout et al., 2021).
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A pesar de la alta eficiencia de los tratamientos existentes, una porcion del principio activo
persiste, liberandose continuamente al medio ambiente. Su acumulacion e introduccion
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 mas
estudiados dado el envejecimiento de la poblacidn, la prevalencia de enfermedades cronicas
y tratamientos para el bienestar de la salud humana y animales; y, la innovacion en el
desarrollo de nuevos productos. Asi, se emiten al medio ambiente durante su elaboracion,
sus desechos de productos vencidos o no utilizados por la industria, su uso agricola 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 prevencion de una enfermedad. Los medicamentos poseen principios activos
disefiados para inducir una accion farmacoldgica, inmunoldgica o metabdlica que busca
restaurar, corregir o modificar las funciones fisioldgicas del organismo; pudiendo ser
bioldgicamente activos incluso a bajas concentraciones con un potencial riesgo a generar
efectos no deseados o adversos en los organismos mas alla de su funcion original (Tejada et
al., 1014). Los productos farmacéuticos contienen diferentes propiedades fisicoquimicas que
favorecen su persistencia en el medio ambiente; con estructuras y tiempos de degradacion en
funcién de su modo de accion y sus vias metabolicas (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 afios, desde 1.099 billones de dolares en 2023 a 1.454 billones de

ddlares en 2029, lo cual corresponde a un aumento del 32% (Statista, 2025).
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La venta de medicamentos en Chile estd normada por las Leyes 20.724 y 21.331, que
controlan su distribucion segun riesgos y uso. Esta regulacion clasifica los farmacos en dos
grandes grupos: prescripcion médica como antibidticos, psicotropicos, hormonas y
tratamientos para enfermedades cronicas y; uso comin como analgésicos, antigripales y

medicamentos para trastornos digestivos, entre otros.

El mercado farmacéutico chileno generard ingresos de 2.570 millones de dolares en 2025.
Los medicamentos oncoldgicos seran la clase con mayor volumen de uso, alcanzando una
cifra de 460.70 millones de dolares este afio. Ademas, se espera que la industria mantenga
una tasa de crecimiento anual constante del 4,71% entre 2025 y 2029, lo que resultard en un

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

Debido a la gran diversidad de estos productos es imprescindible determinar los compuestos
de mayor consumo para evaluar sus efectos toxicologicos y las estrategias de remocion
(Parolini, 2020; Samal et al., 2022). A pesar de esta necesidad, la informacion existente sobre
la acumulacion de estos productos en suelos y sus riesgos para especies terrestres es
insuficiente y limitada (Biel ef al., 2018); por ende, se busca generar nuevas bases datos que
puedan respaldar la implementacion de futuras normativas y leyes orientadas a mitigar la

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

Conocer los medicamentos con mayor consumo, deteccion y predominancia en las aguas
residuales es de vital importancia para priorizar el monitoreo, evaluar su impacto ecolégico
y desarrollar tecnologias avanzadas de degradacion o remocion. Al establecer una base de
datos de estos compuestos y sus caracteristicas, sera posible fijar limites maximos
permisibles en aguas, generar nuevas regulaciones sobre su eliminacion y lanzar campafias
de concientizacion, mejorando asi la seguridad hidrica. Esta labor se vuelve més imperativa
dada la creciente necesidad de reutilizar aguas residuales tratadas como fuente de agua
potable. La ingestion 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 introduccion de nuevos equipos y metodologias analiticas mas sensibles y selectivas para
detectar y cuantificar los CE, superando los desafios que imponen sus bajas concentraciones,

la complejidad de la matriz del agua residual y la diversidad de compuestos.
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Capitulo 2: Pregunta de investigacion, hipotesis y objetivos.

Debido a que existe evidencia del efecto antropologico y la presencia de trazas de compuestos
farmacéuticos en aguas residuales y naturales; donde la concentracion y tipo de
medicamentos encontrados variard segun el alcance, la cultura y el consumo de los fairmacos
en cada nacion, la presente investigacion tiene como objetivo central identificar y cuantificar
la prevalencia de diez farmacos 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 deteccion en diversos cuerpos de agua. Esta
seleccion se complementa con una evaluacion de los efectos toxicoldgicos que su continua

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

Una vez definidos los compuestos de interés, se desarrolldé un método analitico de alta
precision para su deteccion y cuantificacion, empleando un sistema de cromatografia liquida
acoplada a espectrometria de masas (UHPLC/MS/MS). Este método se aplico para evaluar
el estado actual de contaminacion en muestras representativas de agua residual y agua
potable; caracteristica fundamental en el contexto de la legislacion ambiental vigente y la

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

La informacién derivada de esta investigacion permitird comprender el impacto real de la
descarga de estos fArmacos en los ecosistemas acuaticos, sirviendo como base cientifica para
la futura regulacion. Los resultados obtenidos seran esenciales para establecer limites
permisibles y rigurosos que guien el desarrollo de procesos de remocion eficientes en las
plantas de tratamiento y, fundamentalmente, aseguren que el agua reutilizada sea segura para
el consumo humano, cumpliendo con la doble mision de proteger la salud publica y el medio

ambiente. Por lo anterior, es que se plantean los siguientes objetivos:
2.1 Objetivos.
Objetivo general

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

cuantificar compuestos farmacologicos en aguas chilenas a través de extraccion y
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concentracion en fase solida y cuantificacion en UHPLC/MS/MS.
Objetivos especificos

e Analizar el estado de arte de la presencia, consumo y frecuencia de deteccion a nivel local

de compuestos farmacologicos en aguas.

e Implementar una metodologia analitica para la deteccién de analitos farmacologicos en

aguas chilenas mediante UHPLC/MS/MS.

e Monitorizar los compuestos elegidos en aguas problema considerando los limites de

deteccion y cuantificacion detectados en la metodologia analitica desarrollada.

e Reportar los desafios enfrentados en el desarrollo de la técnica analitica para detectar
farmacos en aguas y, basado en los resultados obtenidos, proponer politicas que mejoren

la regulacion ambiental.
2.2 Pregunta de investigacion e hipotesis.

La investigacion se centrara en responder la siguiente pregunta: jes factible disefar y
validar una técnica analitica que permita la determinacion y cuantificacion simultanea
de los diez farmacos mas prevalentes en consumo o deteccion en matrices acuosas a

nivel nacional?

Con ello, la hipotesis a responder correspondera a: si se implementa una técnica analitica
integrada basada en la tecnologia de Ultra-Cromatografia Liquida de Alta Eficiencia
acoplada a Espectrometria de Masas en tdandem (UHPLC/MS/MS), que considere los
efectos de interaccion de los compuestos, serd posible la cuantificacion simultdnea de
los diez compuestos farmacéuticos mas consumidos y/o detectados en matrices acuosas

chilenas.

Dicho esto, previo a la propuesta de desarrollo experimental, llevé a cabo un estudio
bibliografico 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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Capitulo 3: Estado del Arte

3.1 Farmacos 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 inversion
en el sector salud, los avances en investigacion y desarrollo, la amplia disponibilidad de
mercado y el envejecimiento de poblacion (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 desafio globalmente reconocido y evaluado en diversas matrices

ambientales que incluyen agua, sedimentos y biota.

Para comprender la magnitud y especificidad del desafio que representan estos
contaminantes en el contexto local, se procedid a un analisis de la literatura cientifica
pertinente a través de la revision de un total de nueve articulos que abordan los patrones de
consumo, la deteccion y la prevalencia de estos compuestos en aguas chilenas. La literatura
evaluada aborda un total de 714 medicamentos detectados en diferentes matrices acuosas

chilenas segtn el Grafico 1.

Distribucion de farmacos detectados en aguas
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Grdfico 1: Farmacos 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 Grafico 1 demuestra que la deteccion de fAirmacos en matrices acuosas se rige por su

persistencia y dindmica ambiental. La alta frecuencia de deteccion en sedimentos y aguas de
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pozo se debe a la lipofilicidad de los compuestos que facilita su adsorcion y acumulacion en

el material particulado y, a su lixiviacion hacia los acuiferos subterrdneos, respectivamente.

Aunque las aguas residuales y servidas son el punto de origen primario, registran las
detecciones mas bajas, exceptuando el agua de mar que representa la matriz mas lejana y
diluida del ciclo hidrico. Esto se explica por la descarga y dilucion inmediata de los
compuestos en matrices receptoras como rios y aguas superficiales, asi como por su rapida
transformacion 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

contaminacion en matrices ambientales mas persistentes.

Complementando lo anterior se presentan los farmacos mas detectados en aguas chilenas en

cantidad en el Grafico 2 y con mayor frecuencia de deteccion en el Grafico 3.

Cantidad de veces detectado por compuesto en
matrices acuosas
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Grdfico 2: Cuenta de veces detectado por farmaco 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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Frecuencia de deteccion de compuestos (%)
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Grafico 3: Frecuencia de deteccion de farmacos. Wilkinson et al., 2022; MacKeown et al., 2024.

Los dos graficos ofrecen un analisis complementario respecto a la cantidad de veces que un
farmaco es detectado y su persistencia con posterior deteccion en el medio. El grafico 2 situa
a la carbamazepina como el compuesto mas reportado, una evidencia directa de su conocida
resistencia a la biodegradacion, lo que facilita su acumulacion. Le siguen la claritromicina,
un antibidtico cuya prevalencia y acumulaciéon generan preocupaciéon 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 grafico 3, el cual identifica un
amplio grupo de contaminantes con una tasa de deteccion del 100%, donde se incluyen
compuestos de consumo cronico masivo y persistente como ketoprofeno, carbamazepina,
ibuprofeno, diclofenaco, metformina y paracetamol. Ademas, se suman sustancias como
nicotina (y su metabolito cotinina), cafeina, reguladores cardiacos como atenolol y
naproxeno, antidiabético sitagliptina, y antibacterianos como trimetoprima y nevirapina.
Estos resultados son justificados por el aporte constante que tienen en el sistema hidrico
debido a sus usos generalizados y sus capacidades para eludir o resistir eficientemente los

procesos de degradacion natural y el tratamiento en las plantas de depuracion.

Ahora bien, la evaluacion de los medicamentos en el agua requiere diferenciar entre la
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frecuencia de deteccion y la concentracion encontrada. La frecuencia de un compuesto
determina qué tan extendida esta la exposicion en los ecosistemas; siendo crucial para
dimensionar el problema de la persistencia y el potencial de exposicion crénica en la biota 'y
los humanos dada la ineficacia de los tratamientos utilizados en la depuracion. Por su parte,
la concentracion medida en el agua es la métrica clave para definir el riesgo toxicoldgico
real, ya que es la dosis la que define el impacto o los efectos toxicologicos que se producen;
siendo un criterio crucial en la prioridad sanitaria y regulatoria que se debe tener en relacion

a este tipo de contaminantes.

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

distintas fuentes acudticas de Chile por medio de los Graficos 4,56y 7.
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Grdfico 4: Promedio de concentracion 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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Grdfico 5: Promedio de concentracion 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.
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Grdfico 6: Promedio de concentracion 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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Grdfico 7: Promedio de concentracion 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.

El andlisis consolidado de todos los graficos de promedio de concentracion (ng/L) revela una
carga de contaminantes estratificada y no uniforme en las matrices acuosas chilenas, con
rangos que abarcan hasta cinco 6rdenes de magnitud. Los compuestos que lideran el riesgo
toxicologico mds critico son psicoestimulantes (1-bencilpiperazina), antiandrégenos
(flutamida) y estatinas (atorvastatina), cuyas concentraciones indican una resistencia extrema
y un aporte masivo. A continuaciéon, se encuentran los medicamentos de consumo
poblacional masivo y generalizado que, debido a los altos volumenes de excrecion, dominan
el siguiente rango de concentracion. En este grupo se encuentran esteroides (betametasona-
17-valerato), antiinflamatorios (ibuprofeno, ketoprofeno), antihipertensivos (nitrendipina) y
antidiabéticos (metformina). El resto de los compuestos se agrupan en rangos comunes de
identificacion de cientos y decenas de ng/L, como anestésicos (benzocaina), antiparasitarios
(ivermectina), antibidticos (sulfametoxazol, enrofloxacina, eritromicina), betabloqueadores
(atenolol), analgésicos (tramadol, paracetamol) y anti-convulsionantes (carbamazepina).
Adicionalmente se detectan otros de uso comun como diuréticos (hidroclorotiazida) e

inhibidores receptivos (citalopram, fluoxetina).

Es importante conocer cudles de estos medicamentos son detectados especificamente en las
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aguas residuales de Chile, especialmente cuando esta matriz se considera una fuente potencial
para la reutilizacion en agua potable. Al representar la mayor carga inicial de estos
contaminantes, el conocimiento preciso de su composicion quimica es vital para disefar e
implementar tecnologias de tratamiento avanzado que garanticen la seguridad y eviten la
exposicion cronica de la poblacion. Se visualiza la data encontrada en el agua residuales en

el Grafico .

Concentracion promedio de farmacos en aguas residuales
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Grdfico 8: Promedio de concentracion encontrada en aguas residuales. MacKeown et al., 2024.

El grafico confirma que las aguas residuales son un concentrador primario de contaminantes
con procesos de depuracion ineficientes que no permiten generar una matriz apta para el
consumo humano (Reichert et al,2019), dominado por estimulantes como cafeina,
reguladores como gemfibrozil y antiinflamatorios varios. El consumo de estos va ligado a la
disponibilidad de medicamentos en el pais, la cultura de automedicacion o cuidado de la
sociedad, enfermedades predominantes o tratamientos mas propensos en la mismay el estilo

de vida que tienen las personas que componen la nacion.

Una encuesta nacional de salud de 2017 reveld que el 58% de los chilenos consume al menos
un medicamento al dia, significando un fuerte repunte en comparacion con la medicion de
2010, cuando la cifra llegaba 53% (Leiva & Sandoval., 2018). Adicionalmente, segun un
informe realizado en el afio 2021, los firmacos mas vendidos en unidades son: paracetamol
(6.359.427), losartan (4.733.831), ibuprofeno (4.709.576), ketorolaco (4.313.806), anti-
jaqueca compuesto por cafeina, ergotamina y metamizol sodico (4.003.226), zopiclona

(2.890.661), 4acido mefendmico (2.847.599), naproxeno (2.710.259), ketoprofeno
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(2.710.139) y clorfenamina (2.489.255) (Instituto de Salud Publica, 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 adquisicion de estos (CENAFAR, 2013). Las clases terapéuticas mas
consumidas en el pais son: cardiovascular, tracto alimentario y metabolismo, sistema

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

A partir de la informacion recopilada, se escogen diez compuestos a partir de su frecuencia
de uso y cuantificacién en aguas; privilegiando las principales familias de medicamentos
estudiadas y encontradas. Estos corresponden a: metformina, atenolol, paracetamol, cafeina,

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

El conocimiento de la solubilidad, estabilidad, polaridad y persistencia ambiental de los
farmacos elegidos es crucial para anticipar sus comportamientos en el medio acuatico,
predecir sus remociones en las plantas de tratamiento y evaluar sus potenciales impactos.
Ademas, el conocimiento de estas caracteristicas es primordial en la seleccion de la técnica
analitica mas adecuada para la deteccion en mezclas complejas, permitiendo una correcta
interpretacion de las concentraciones obtenidas con miras al desarrollo de estrategias de

mitigacion y regulacién ambiental.
3.2 Caracteristicas de compuestos farmacologicos a evaluar.

Se reportan las caracteristicas 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: Caracteristicas de farmacos.
Clase Log P Solubilidad en agua PKa
Metformina (antidiabético) -1,3 (muy | Muy alta / soluble en
bajo) agua, etanol y metanol. 12,4
CsHuiNs y 129,15 g/mol Hidrofilico.
Atenolol (betabloqueante) 0,57 (bajo) | Alta / soluble en agua,
metanol, acido acético y 9,6
C14H22N,05 v 266,34 g/mol etanol. Hidrofilico.
Paracetamol (Analgésico/Anilida) 0,5 (bajo) | Media-Alta / soluble en
alcohol, agua e hidroxido 9.5
CsHoNO:2y 151,16 g/mol de sodio, con polaridad ’
moderada.
Cafeina (estimulante) -0,07 (muy | Alta / soluble en agua,
bajo) etanol y metanol. 0,6-1,4
CsH10N4O: y 194,19 g/rnol
Carbamazepina (anticonvulsivante) 2,5 Baja / soluble en alcohol,
(moderado) | etanol y acetona. >12
C15H12N20 y 236,27 g/mol
Claritromicina (antibidtico) 3,2 (alto) | Baja / soluble en acetona,
metanol y etanol 8,99
C38H69N013 y 747,95 g/mol Hidrofobico.
Ketoprofeno (antiinflamatorio) 3,2(alto) | Baja / soluble en
cloroformo y metanol. 3,98
C16H1403 y 254,3 g/mol Hidrofobico.
Diclofenaco (antiinflamatorio) 4,1 (muy | Baja/ soluble en metanol
alto) y etanol. Hidrofébico. 4,15
C14H10C12NN302 y 296,15 g/mol
Naproxeno (antiinflamatorio) 3,3 (alto) | Bajo / soluble en etanol y
metanol. 4,15
C14H1303 y 230,3 g/mol
Ibuprofeno (antiinflamatorio) 3,6 (alto) | Bajo/soluble en alcohol y
etanol. Hidrofébico. 491
C13H1802 y 206,28 g/mol

29




EX UMBRA SOLEM
G A

Tabla 2: Continuacion de caracteristicas de farmacos.

Clase

Comportamiento ambiental

Excrecion en medio

Metformina (antidiabético)

CsHuiNs y 129,15 g/rnol

Alta Movilidad/ permanece en la fase
acuosa con baja remocion por adsorcion
y tratamientos convencionales.

90% del farmaco sin
cambios.

Atenolol (betabloqueante)

C14H22N203 y 266,34 g/mol

Alta Movilidad/ baja remocion por
adsorcion y persistencia en el efluente.

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

Paracetamol (analgésico)

CsHoNO: y 151,16 g/mol

Baja tendencia a la adsorcion en agua;
aunque es mas susceptible a la
degradacion que el grupo hidrofébico.
Alta estabilidad ambiental.

5% del farmaco sin
cambios.

Cafeina (estimulante)

CsH10N4O: y 194,19 g/rnol

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

86% del farmaco sin
cambios.

Carbamazepina
(anticonvulsivante)

C15H12N20 y 236,27 g/mol

Persistencia extrema: resistencia notoria
a la biodegradacion y fotodegradacion.
Adsorcion parcial a sedimentos.

Entre 1% a 3% del
farmaco sin cambios.

Claritromicina (antibiotico)

C38H69N013 y 747,95 g/mol

Acumulacion en  séOlidos:  fuerte
tendencia a adsorberse en la materia
organica, lodos y sedimentos.

Entre 20% a 40% del
farmaco sin cambios.

Ketoprofeno
(antiinflamatorio)

C16H1403 y 254,3 g/mol

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

Entre 50% a 90% del
farmaco sin cambios.

Diclofenaco
(antiinflamatorio)

C14H1(CI;NN, O,
g/mol

y 296,15

Maxima adsorcion: lipofilico con fuerte
tendencia a adsorberse a sedimentos y
lodos. Alta resistencia a la degradacion
en ambientes acuosos turbios.

65% del farmaco sin
cambios.

Naproxeno (antiinflamatorio)

C14H1303 y 230,3 g/mol

Adsorcion moderada: lipofilico con
potencial de adsorcion en el material
solido.

95% del farmaco sin
cambios.

Ibuprofeno (antiinflamatorio)

C13H1802 y 206,28 g/mol

Biodegradacion inicial: Lipofilico con
mayor remocion por biodegradacion que
otros, pero el remanente es altamente
hidrofébico y puede adsorberse.

Entre 45% a 80% del
farmaco sin cambios.
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Los medicamentos se agrupan en dos categorias principales segiun su relacion

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

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

columnas cromatograficas y los sorbentes de extraccion en fase sélida (SPE). En contraste,

se tienen los farmacos hidrofébicos y resistentes con Log P > 2, que muestran una tendencia

a la adsorcion en sedimentos y una alta resistencia a la degradacion, lo que explica su alta

documentacién como contaminantes.

1.

Compuestos hidrofilicos y polares (baja retencion analitica).

Metformina: representa el principal desafio analitico, puesto que su polaridad extrema
hace que eluda rapidamente de los sorbentes C18 y HLB. Su alta excrecion sin cambios
(90%) y persistencia en el medio aseguran una carga constante en las aguas residuales.
Atenolol: tiene una baja remocion y alta persistencia en el efluente. Al ser una base, su
extraccion mediante SPE se optimiza utilizando sorbentes de intercambio i6nico
catidnico o controlando el pH de la muestra para favorecer la forma neutra.
Paracetamol: hidrofilico con una alta susceptibilidad a la degradacion por biodegradacion
una vez liberado al ambiente. Analiticamente, es relativamente facil de extraer con
sorbentes HLB. Sin embargo, debido a su rdpida degradacion, la cuantificacion precisa
exige métodos con limites de deteccidbn muy bajos en muestras de agua superficial o
efluentes tratados, donde las concentraciones suelen ser minimas.

Cafeina: a pesar de su polaridad, su uso masivo y su alta excrecion sin cambios (88%)
resultan en concentraciones que facilitan su deteccion con limites estandar.
Compuestos lipofilicos y moderados (buena retencion analitica).

Claritromicina: posee una fuerte tendencia a la acumulacion y adsorcion en s6lidos como
materia orgénica, lodos y sedimentos; por ende, para una cuantificacion total se debe
tener una extraccion de la muestra que incluya una fase solida.

Carbamazepina: su Log de P favorece una extraccion 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 cuantificacion.

Compuestos ionizables (acidos) y lipofilicos (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.

e Naproxeno: su elevada carga en el medio de 95% sin cambios facilita la deteccion. Sin
embargo, requiere una acidificacion de la muestra antes de la SPE para garantizar la
retencion por C18 y HLB.

e Ibuprofeno: presenta una significativa biodegradacion inicial en las plantas de
tratamiento; requiriendo una acidificacion de la muestra. Su biodegradacion implica que
sus concentraciones en el efluente son generalmente menores que las de otros
antiinflamatorios mas persistentes, exigiendo mayor sensibilidad en la cuantificacion.

¢ Diclofenaco: muestra la maxima adsorcion a sedimentos y lodos. Esta alta lipofilia y su
ionizacion a pH ambiental imponen un doble desafio: requiere la acidificacion mas
estricta para la SPE y se debe considerar la extraccion de la fraccion adsorbida para

reportar la concentracion total en el medio; siendo altamente resistente a la degradacion.

Pero ;Qué efectos toxicoldgicos y riesgo real implica el contacto de estos medicamentos con

el medio?

3.3 Ecotoxicidad de medicamentos seleccionados.

La interaccion ambiental sostenida de los compuestos seleccionados provoca cuatro efectos
principales: la manifestacion de efectos toxicos y carcinogénicos directos, la restriccion en
el aprovechamiento de recursos hidricos 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 induccion de efectos adversos en la flora y fauna y, la afectacion
adversa a la cadena trofica marina, comprometiendo la produccion y seguridad alimentaria
(Maasz et al., 2019). A continuacidn, se presentan en detalle los principales hallazgos

toxicologicos encontrados en la Tabla 3 y 4.

32



([ EXOVBRA SOLEM h

Tabla 3: Efectos toxicologicos de farmacos seleccionados.

Nombre Efecto Referencia

Metformina Inhibicion del crecimiento en Microalga P. subcapitata | (Cima, 2017; Jacob et
y V. fischeri y baja de bioluminiscencia en bacterias. | al., 2021)

Provoca diarrea, nausea, malestar estomacal en
humanos, entre varios.

Claritromicina | Inducir resistencia a los antibioticos, alteracion de | (Yang et al., 2008;
microbios, incremento en tasa de mortalidad de algas, | Alvo et al., 2016;
bacterias y nematodos. Puede ocasionar diarrea, | Rout et al., 2021;
nauseas, acidez, dolor de cabeza, dolor de pecho, | Cima, 2021)
urticaria, entre varios.

Atenolol Afecta la reproduccion y crecimiento de peces, dafia las | (Rodriguez, 2015;
branquias, inhibe o altera la reproduccion las truchas. | Rout ef al., 2021)
Genera depresion miocardica, bradicardia, impotencia,
cansancio, vértigo, diarrea, nausea, debilidad e
hipotension. Reduce el efecto antihipertensivo.

Cafeina Favorece el desarrollo de trastornos de dependencia, | (Pardo et al., 2007,
necesidad del consumo de la sustancia y pérdida de | Carnevali de Falke &
capacidad para controlar el cuerpo. Aumenta la | Degrossi, 2017; Cima,
liberacion de acido en el estdbmago, la presion arterial e | 2020; OPS, 2023)
interfiere en la absorcion de calcio en el cuerpo. En
exceso puede generar crisis asmaticas, alteraciones
cardiovasculares, convulsiones, Ulceras, entre otros.

Naproxeno Reduccion en la reproduccion y longitud corporal | (Cooperativa, 2017,
crustaceo Daphnia magna y Microcrustaiceo Moina | Kwak et al., 2018;
macrocopa. Paro cardiaco en humanos. Puede | Sigma-Aldrich, 2022)
perjudicar la fertilidad o dafiar al feto; junto con, ser
nocivo en caso de ingestion.

Ketoprofeno Puede generar edemas periféricos, dolor de cabeza, | (Carbone et al., 2013)
somnolencia, sensibilizacion de la piel,
fotosensibilizacion en la piel, aumento enzimas
hepaticas, vomitos, diarrea, Ttlceras, disfuncion
plaquetaria, asma, hemorragias, sudoracion y urticaria.

Ibuprofeno Alteraciones en sistema reproductivo femenino y | (Marco et al., 2010;
masculino. Reducir el flujo de sangre en los rifiones, | Sifakis et al., 2017,
ulceras, hemorragias e hipertension arterial. Paro | Cooperativa, 2017;
cardiaco en humanos. Ulceras, dafio en branquias, | Khalil et al., 2020;
gastrointestinales, enfermedades renales, y alteraciones | Rout et al., 2021)
en el crecimiento de la trucha arcoiris.

Paracetamol Dafio hepatico y renal. Alteracion de genes y | (Gomez et al., 2021)
produccion de hormonas. Provoca nduseas, vomitos,
dolor epigastrico, somnolencia, ictericia, anemia
hemolitica, neumonitis, erupciones cutaneas, dafio renal
y dafio hepatico, y metahemoglobinemia.

Carbamazepina | Alteraciones al sistema reproductivo femenino y el | (Jelic et al.,, 2012;
sistema nervioso central. Contribuye a la pérdida de | Rout et al., 2021;
coordinacion muscular y produce mareos, somnolencia, | Cima, 2021)

cambios de comportamiento, picor, entre otros.

33




EX UMBRA SOLEM
G A

Tabla 4: Continuacion de efectos toxicologicos de farmacos seleccionados.
Nombre Efecto Referencia

Diclofenaco Ulceras gastrointestinales, insuficiencia renal, dafio en | (Oaks et al., 2004;
branquias y alteraciones en el crecimiento de la trucha | Haap et al., 2008;
arcoiris. Disminucion de poblacion de buitres por | Marco et al, 2010;
acumulacion del farmaco, provocando insuficiencia | Roscher et al., 2016;
renal (5-86%). Citotoxicidad para el higado, el rifidn, | Cooperativa, 2017;
las células branquiales. Paros cardiacos y dafios | Rout ef al., 2021)

hepaticos en humanos.
Carbamazepina | Degeneracion de las células epiteliales tubulares, estrés | (Schwaiger et al.,
y diclofenaco oxidativo, necrosis y nefritis intersticial en Trucha | 2004; Triebkorn et al.,

arcoiris. 2007; Li et al., 2010)
Paracetamol y | Baja el sistema defensivo y disminuye los contenidos | (Alkimin et al., 2019)
diclofenaco de clorofila de los macroéfitos en plantas Lemna minor

y Lemna gibba

La informacion detallada en la Tabla 3 y 4 subraya que la exposicion bioldgica continua de
plantas, animales y humanos a estos compuestos farmacéuticos induce una variedad de
efectos adversos. Estos incluyen: resistencia a antibioticos, alteraciones en el crecimiento,
desarrollo, reproduccion y comportamiento, variaciones en la expresion génica, la actividad
enzimatica y proteica; y, la manifestacion de malformaciones, trastornos metabolicos,
neurologicos, dafios inmunologicos y disrupcion de los sistemas endocrino-reproductivos
(Barrios et al., 2018; Patel et al., 2019; Wilkinson et al., 2022). Dada la severidad de esta
evidencia, la contaminacion del agua por este tipo de productos se transforma en un desafio
global que demanda una gestion multisectorial para reducir, prevenir y gestionar la entrada

de estos medicamentos al medio ambiente.

A pesar de que se existen una serie de tecnologias para el abatimiento de contaminantes
convencionales como metales pesados, organicos, 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
remocion de CE es limitado por la falta de evidencias relacionas con la exposicion
prolongada de ellos en el medio (Patel ef al, 2019). Para entender como se enfrenta esta
situacion en la actualidad, es que a continuacion se detallard la normativa vigente y las

estrategias de control de medicamentos en fuentes de agua tanto en Chile como en el mundo.
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3.4 Normativa vigente para control de medicamentos en matrices acuosas.

e Iniciativas y marcos globales/internacionales.

Se impulso la creacion del Panel Cientifico-Politico Intergubernamental (SPP) en 2022 para
fortalecer la proteccion ecosistémica mediante evaluaciones cientificas (Schiffer et al.,
2023). Entre los paises que han implementado estrategias de control y mitigacion de estos

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

1. Unién Europea: lidera la regulacion de medicamentos incluyendo una Lista de
Vigilancia con ocho compuestos prioritarios (tres hormonas y cinco antibidticos, incluida
la claritromicina). Ademas, cuentan con una Estrategia Marina (MSFD) que exige el
monitoreo continuo de sustancias peligrosas para impulsar el desarrollo de farmacos mas
ecologicos, mejorar la gestion de residuos y aplicar tecnologias avanzadas de tratamiento.

2. EE. UU. y China: establecieron directrices nacionales para la deteccién y monitoreo de
hormonas y antibidticos; junto con listas prioritarias de control en sistemas de agua.

3. Reino Unido: implementaron el Programa de Investigacion Quimica (CIP) para estudiar
contaminantes emergentes y reducir el uso de antibioticos en ganaderia.

4. Suiza y Alemania: incluyeron politicas de reduccion de consumos de medicamentos e
invirtieron en tratamientos avanzados en las plantas depuradoras, teniendo por objetivo
reducir la concentracion del contaminante en la matriz.

5. Malasia, Suecia, Paises Bajos, Corea del Sur y Australia: establecieron limites de
concentracion y medidas de control para la liberacion de ingredientes farmacéuticos en

instalaciones industriales y de agua potable.

e Normativa vigente en Chile.

En Chile se ha impulsado el cuidado del recurso hidrico por medio de la norma NCh 1.333
que establece criterios de calidad fisicoquimica y biologica del agua segtin su uso (Ministerio
de Agricultura, 2023); y, la ISO 46.001 que rige la gestion eficiente y sostenible del agua
(ESGinnova, 2019).
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A pesar lo anterior, en contrataste con los estandares internacionales, aiin no existe una
normativa o programa de control especifico para la contaminacidon por medicinas en matrices
acuosas (Goldstein, 2021). Dicha ausencia subraya la urgencia de establecer procesos
rigurosos que permitan identificar y cuantificar los farmacos presentes en el recurso hidrico
con el fin de contribuir en el desarrollo de una normativa basada en evidencia cientifica con
conocimiento de las concentraciones y tipos de medicamentos circulantes en el medio. Ast,
se podra reducir la disparidad con las practicas globales y, simultdneamente, salvaguardar la

salud publica y el ecosistema.
3.5 Metodologia analitica para el analisis de los contaminantes elegidos.

La determinacion de medicamentos en aguas bajo técnicas analiticas 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 econdémica (Raza, et al., 2017).

Inicialmente se lleva a cabo la aislacion del analito de interés donde se elimina la materia
solida que pueda tener la muestra y se aumenta la concentracién del compuesto de interés
hasta lograr su visibilidad bajo dos etapas fundamentales: el tratamiento de la muestra y el
analisis de esta con la identificacion y cuantificacién de contaminantes (Robles et al., 2010;
Patel et al., 2019); no obstante, no existe un tnico método de analisis debido a la diversidad
de farmacos existentes y las caracteristicas inherentes de la matriz acuatica; teniendo que
desarrollarlos y validarlos segtn criterios definidos por el experimentador como eficiencia

de extraccion, repetitividad y limites de deteccion y cuantificacion (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 acuatica; la cual puede interferir
en la deteccion de los farmacos, suprimiendo la sefial de los analitos o generando resultados
falsos; por ende, necesita de procesos de preparacion de muestra robustos y selectivos (Biatk
et al.,2016; Barbosa et al., 2023). Contaminantes como los medicamentos abarcan una
amplia gama de propiedades fisicoquimicas: varian en polaridad, volatilidad, estabilidad

térmica, tamafio molecular y grupos funcionales; por ende, generar un método para una
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mezcla multicomponente puede ser un desafio considerable ya que las condiciones 6ptimas

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

A partir de las consideraciones expuestas, a continuacion se detallan las diferentes etapas
desarolladas en una metodologia de andlisis para la deteccion y cuantificacion de

compuestos farmacéuticos en una matriz compleja.

3.5.1 Tratamiento de muestras.

La preparacion de la muestra es un paso fundamental que precede al andlisis instrumental.

Sus etapas generales se describen en la Figura 2.

Pasos principales de preparacion
de muestras

Garantizar la estabilidad de la . . Concentracién
Eliminacién de - Disolvente compatible
muestra durante el muestreo . A oo éeni il de la muestra
con técnica a utilizar
y el transporte interferencias (limpieza)

- Método de preparaciéon
de la muestra
Conversion de los T
analitos (derivatizacién)

T

| Homogenizacion de la
| muestra
L

Método de conservacién | « Derivatizacién in situ
quimicay térmica | + Derivatizacién en columna
1

+ Derivatizacién en el eluido

Utilizar técnicas de
concentraciéon segin
cambios en la matriz

Sistemas de agitacion y
mezcla

+ Eliminacién de material en suspensién (filtracién,
centrifugacién)

+ Precipitacién de los principales componentes quimicos
(dureza)

+ Floculacién/coagulacién de la muestra

+ Eliminacién de oxigeno y otros oxidantes
(desinfectante residual)

+ Eliminacion de compuestos interferentes

= Extraccion de los analitos en la muestra:

v Extraccién liquido-liquido (LLE)

v Extraccion en fase sélida (SPE)

v Microextraccién en fase sélida (SPME)

v Extraccién sortiva con barra agitadora
(SBSE)

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

El proceso comienza con la toma de la muestra, la cual implica seleccionar una porcion
representativa y homogénea del lote global, integrando varios puntos de recogida simultanea
(para fuentes de agua extensas). Para asegurar la integridad del analito antes del analisis es
crucial conservar las propiedades fisicoquimicas de la muestra para evitar la transformacion

o pérdida del analito por dilucidn, adsorcion o reaccion (Robles et al., 2010).

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

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

e Limpieza: se recomienda el uso de superficies limpias para minimizar particulas que

puedan interferir con el analito.

e Almacenamiento: es fundamental que el recipiente y su cierre no alteren la composicion.
Las muestras se suelen almacenar en botellas de vidrio o viales ambar a 4 °C hasta su
analisis. A menudo se congelan durante el transporte y se envuelven en papel de aluminio

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

e Conservantes quimicos: se pueden afiadir sustancias quimicas para inhibir la
descomposicion, extraer el analito de matrices complejas, diluir la muestra o ajustar el
pH con el proposito de aumentar la afinidad por un sorbente o mejorar la extraccion

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

Tras la conservacion, se lleva a cabo la extraccion y preconcentracion del analito. A menudo
se requiere aumentar la concentracion del analito para facilitar su identificacion en

tecnologias analiticas de alta precision.

La extraccion consiste en la transferencia del analito a una matriz o condiciéon compatible
con el instrumento analitico; donde para muestras liquidas se emplean diversos
procedimientos basados en la solubilizacion del analito mediante un disolvente, logrando la
limpieza y preconcentracion. Entre las técnicas mas reportadas en la extraccion de analitos y
purificacion de las matrices liquidas para los farmacos se incluye la extraccion en fase solida
(SPE) (Zygler et al., 2010; Ptotka et al., 2016; Harris, 2016; Archana et al., 2017; Pérez et
al.,2017; Kovacevi¢ et al, 2017; Qin et al., 2023; MacKeown et al., 2024).

e Extraccion en fase sélida (SPE).

Es una técnica que permite la extraccion de analitos polares o semipolares de una muestra
liquida. Su objetivo es limpiar, concentrar y acondicionar la muestra mediante un cambio de
disolvente antes del andlisis cromatografico, logrando el aislamiento del compuesto de
interés a través de la retencion o separacion del analito en una fase estacionaria solida; donde

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

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

consumo de reactivos (Sadutto & Pico, 2020); ofreciendo multiples ventajas en el analisis

quimico (Arsenault, 2012):

1.

Simplificacién y purificacion: 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 cuantificacion.

Mitigacion de la supresion de iones: reduce la supresion de iones generada por la
interferencia de la matriz acuosa en la espectrometria de masas, minimizando la

consecuente disminucion de la sefial.

Fraccionamiento de muestras: provee la capacidad de fraccionar los componentes de
la muestra permitiendo su andlisis en funcion de propiedades como la polaridad o

afinidad.

Enriquecimiento de trazas: permite aumentar la concentracion del compuesto cuando

Se encuentra en trazas.

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

L]
= ..
v
0
o
Acondicionamiento Carga de muestra Lavado Elucién
@® Interferentes Analito

Figura 3: Etapas de extraccion en fase solida. Qin et al., 2023.

El proceso se basa en la interaccion selectiva del analito con un adsorbente solido (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 humedo, eliminando el aire
de la columna.

2. Equilibrio: se trata el sorbente con una solucion que imita las condiciones de la matriz
de la muestra (ajuste de pH, polaridad). Esto prepara el cartucho para una retencion
optima 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. Elucion: se utiliza un volumen de solvente organico fuerte como metanol para liberar el
analito retenido, donde normalemnte la capacidad de retencion total de un cartucho o
columna es aproxidamente el 5% del peso del adsorbente (Patel et al., 2019; Scpscience,
2023). Aqui se logra la preconcentracion al transferir el analito a un volumen final

reducido.

Adicionalmente el eluato se somete a secado (evaporacion) y reconstitucion en un volumen
muy pequeio (tipicamente 0,5 mL o 1 mL) de un solvente compatible con el instrumento de
analisis como la fase movil de HPLC, usando comunmente un flujo de nitrogeno o secado al
vacio (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 um o 45 pm) para

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

La seleccion del adsorbente es fundamental y depende de las propiedades del analito, siendo
los cartuchos HLB ampliamente utilizados en mezclas multicompoentes por su equilibrio de
hidréfilo y propiedades lipofilicas para analitos acidos, neutros y basicos en un amplio rango
de pH entre 1-14 (Buszewski & Szultka, 2012; Patel et al., 2019). El componente
Divinilbenceno es hidrofobico y proporciona un mecanismo de Fase Reversa (RP), similar
al C18; garantizando la retencion efectiva de medicamentos lipofilicos o no polares como los
antiinflamatorios. Ademas, su composicion con N-Vinilpirrolidona proporciona un caracter
polar que permite la retencion de farmacos como antibidticos o B-bloqueantes que se

perderian facilmente en un C18 simple.
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Se ilustra cémo el cartucho HLB maneja los componentes de la investigacion en la Tabla 5

(Afonso, 2013; Canas et al., 2014; Hernandez et al., 2021; Munzhelele et al., 2025):

Tabla 5: Interaccion con HLB de farmacos seleccionados.

Interaccion Retencion /
Farmaco Ionizable ,
Principal con HLB Condicion Optima
Polar/Hidrofilica Débil. Retencion baja
Metformina Si (Bésico) débil. Muy baja si esta cargada a pH
retencion hidrofobica. bajo.
Hidrofobica y Polar. | Moderada. Se retiene
Atenolol Si (Bésico) Propiedades bien, mejor si esta
balanceadas. neutra a pH alto.
Hidrofobica y Polar. | Moderada. Retencion
Paracetamol Si (Acido) Propiedades hidrofobica 6ptima si
balanceadas. estd neutro a pH bajo.
Baja-Moderada. Se
Polar/Hidrofilica retiene principalmente
Cafeina Si (Bésico) (Puentes de H). Baja por el grupo N-
retencion hidrofobica. vinilpirrolidona del
HLB.
Hidrofobica Buena. Retencion
) Dominante). estable y fuerte,
Carbamazepina No Ingceracci()n po)lar independieynte del pH
complementaria. de la muestra.
Hidrofobica Fuerte. Retencion
Claritromicina Si (Bésico) (Dominante). Es un alta, maximizada si
compuesto lipofilico. | esta neutra a pH alto.
Hidrofobica Fuerte. Retencion
Ketoprofeno Si (Acido) (Dominante). Es un alta, maximizada si
compuesto lipofilico. | estd neutra a pH bajo.
' Muy Hidrofobica Re té\l/lléli}éflrﬁrlteél ta
Diclofenaco Si (Acido) (Dominante). Es muy e yana,
lipofilico. maximizada si esta
neutra a pH bajo.
Hidrofobica Fuerte. Retencion
Naproxeno Si (Acido) (Dominante). Es un alta, maximizada si
compuesto lipofilico. | estd neutra a pH bajo.
Hidrofobica Fuerte. Retencion
Ibuprofeno Si (Acido) (Dominante). Es un alta, maximizada si
compuesto lipofilico. | estd neutra a pH bajo.

El cartucho HLB es la solucion ideal para extraer la compleja mezcla de farmacos (acidos,
bases y neutros) porque actlia como un adsorbente universal, donde a través de un tnico
protocolo concentra y limpia toda la mezcla de contaminantes antes del andlisis instrumental.

Se recomienda:
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Para Acidos (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 retencion por interaccion hidrofobica. 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

retencion hidrofobica. pH > pKa

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

acuosas, es crucial considerar parametros especificos para asegurar la optimizacion y el

funcionamiento correcto de la extraccion.

3.5.2 Optimizacion del tratamiento de muestras.

Existen diversas variables a controlar dentro del proceso de extraccion en fase sélida como:

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

de la muestra, porosidad de la fase s6lida adsorbente y % de recuperacion; detallandolos a

continuacion (Arsenault, 2012):

pH de la muestra: controla el estado de ionizacion de los analitos, impactando
directamente su interaccion con la fase solida. Su rango tipico en los farmacos
seleccionados es entre 2-7 (Cafias et al., 2014; Munzhelele et al., 2025).

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

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

Efecto en la elucion: un eluyente mas caliente aumenta la solubilidad del analito

facilitando su liberacion y potencialmente, aumentando la recuperacion.

Efecto en la carga: una temperatura elevada puede acelerar la difusion, pero también
podria aumentar la solubilidad del analito en la fase acuosa; debilitando asi las

interacciones de retencion y reduciendo la eficiencia de extraccion.

Practica comun: la mayoria de los métodos de SPE para farmacos en aguas residuales
se realizan a temperatura ambiente (20-25 °C), buscando un equilibrio practico y 6ptimo

entre retencion eficiente y minimizacion de interferentes.
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e Volumen del lecho y velocidad de carga: dos factores relacionados con la dindmica del
proceso de extraccion:

1. Volumen del lecho (masa de sorbente): se refiere a la cantidad de sorbente. Un lecho
mas grande (de 60 mg a 200 mg para aguas residuales) ofrece mayor capacidad de carga,
esencial cuando se procesan grandes volimenes de muestra (100-1000 mL) con bajas
concentraciones (Munzhelele ef al., 2025); sin embargo, requiere mayores volumenes de
elucion, lo que podria disminuir el factor de preconcentracion.

2. Velocidad de carga de la muestra: una velocidad 6ptima asegura el equilibrio analito-

sorbente y una alta eficiencia de retencion.
i. Muy alta: reduce la eficiencia por tiempo de contacto insuficiente.
ii. Muy baja: prolonga innecesariamente el tiempo de preparacion.

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

goteo constante (Bourdat et al.,2014; Lalovi¢ et al., 2017; Miossec et al., 2019).
e Porcentaje de Recuperacion (%Re).

El porcentaje de recuperacion es el parametro de desempefio clave que determina la
efectividad del método de SPE. Corresponde a la proporcion del analito que se recupera

después de la extraccion, dada por la Ecuacion 1:

masa recuperada (1)

%Re = 100

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

Ya descritos los parametros de acondicionamiento de la muestra, se requiere identificar y
cuantificar los compuestos farmacéuticos; siendo la cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de masas en tandem (LC/MS/MS) la técnica analitica mas utilizada. Esto
debido a que permite la separacion, determinacion y cuantificacion 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 Separacion de medicamentos por cromatografia.

La cromatografia es la técnica de reparto fundamental y mas extendida para la separacion
analitica, destacada por su capacidad para aislar una amplia gama de compuestos, incluyendo
macromoléculas, especies idnicas y sustancias de alto peso molecular o poliméricas. El
principio de la técnica se basa en la interaccion diferencial de las moléculas de la muestra
entre dos medios inmiscibles: una fase movil (liquida o gaseosa) que transporta los analitos,
y una fase estacionaria (contenida en una columna cromatografica). El fraccionamiento de la
mezcla ocurre a medida que los componentes se reparten entre ambas fases, logrando la

separacion de los analitos de interés segun la Figura 4 adjunta.

O, ® ® ®

| Fase movil

Cargade
~ | muestra
— | Separacién
|~ de muestra | Interaccién
mas fuertes
Fase
-} estacionaria .
Interacciones
mas débiles
d Recoleccion d ) M;Ec;l:,l:s d
defracciones — ¥ [o)

Figura 4: Separacion cromatogrdfica en columna. CWS BROAD, 2023.

La operacidon cromatografica comienza con la introduccion de la mezcla en la entrada de la
columna, la cual alberga la fase estacionaria. A continuacion, se ingresa el flujo continuo de
la fase movil a través del lecho cromatografico. A medida que la fase movil transporta los
componentes, aquellos analitos con menor afinidad por la fase estacionaria y mayor afinidad
por la fase mévil migrardn a una mayor velocidad a lo largo de la columna. Inversamente,
los analitos que presentan una mayor adsorcion o afinidad por la fase estacionaria
experimentaran una menor velocidad de progresion, incrementando su tiempo de residencia

en esta fase y, por lo tanto, eluyendo mas tarde (CWS BROAD, 2023).
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El estado fisico de la fase movil es el factor determinante en la clasificacion del sistema
cromatografico: si el solvente portador es un gas, el sistema se define como cromatografia de

gases (GC); caso contrario, si el solvente es un liquido, se denomina cromatografia liquida

(LO).

La eleccion de una técnica cromatografica apropiada estd determinada por las caracteristicas
fisicoquimicas de los analitos y la complejidad de la matriz de la muestra a evaluar. Para la
identificacion de farmacos, especialmente en matrices biologicas o complejas, es
fundamental evaluar una serie de parametros 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 cromatogrdficas para deteccion de medicamentos.

polaridad, baja  volatilidad e

inestabilidad térmica.

Aspecto Cromatografia de gases Cromatografia Liquida
Caracteristicas | La mayoria de los antibioticos y | Ideal para compuestos polares, no
de farmacos farmacos neurologicos poseen fuerte | volatiles y termolabiles, sin necesidad

de volatilizacion.

Preparacion de
la Muestra

Necesidad de derivatizacion con
alquilacion, sililacion o amidacion
para transformar grupos polares en
apolares y aumentar la volatilidad.

Requiere una minima preparacion
quimica compleja, reduciendo el riesgo
de contaminacion o pérdida de la
muestra.

Selectividad 'y

Selectividad inferior. Solo se puede
modificar la temperatura del horno y

Mayor versatilidad y selectividad al
poder variar la composicion de la fase

eficazmente.

Optimizacion la columna; la fase movil (gas | movil (gradiente de elucidon) para
portador) es inalterable. optimizar la separacion.
., No se pueden recuperar los | Los  componentes pueden  ser
Recuperacion T e .
de Analitos componentes individuales de la | recuperados para andlisis posteriores o
muestra después del analisis. para purificacion preparativa.
. Aplicada en la gran mayoria de estudios
N Solo aproximadamente el 20% de los P & Y .
Aplicabilidad . desarrollados en laboratorios con
compuestos pueden ser analizados S L N
General analisis farmacéuticos, bioquimicos y

quimicos.

Segun lo expuesto, la cromatografia liquida se posiciona como la herramienta analitica
predilecta en el ambito farmacéutico gracias a su capacidad inherente de manejar compuestos

termolabiles y no volatiles sin necesidad de derivatizacion. A diferencia de la GC, la LC
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permite una mayor versatilidad y control de la selectividad mediante la modificacion de la
fase movil, lo cual es crucial para separar mezclas complejas y para la identificacion de

medicamentos en matrices acuosas.
3.5.4 Cromatografia liquida de alta y ultra eficiencia (HPLC y UHPLC).

La cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC) y su evolucion, la cromatografia liquida
de ultra eficiencia (UHPLC), emplean una fase moévil liquida impulsada a alta presion. Esta
fase movil requiere alta pureza, desgasificacion meticulosa, baja viscosidad y, ser compatible
con el detector; garantizando la integridad del sistema, la eficiencia en la separacion y la
estabilidad de la linea base. La separacion ocurre en una columna empaquetada que contiene
una fase estacionaria de particulas finas, tipicamente silica inerte con diametros entre 3 y 10

um (Harris, 2016).

Estas técnicas operan en dos configuraciones principales, siendo la fase inversa la mas
comun. En este modo la fase movil es polar (generalmente una mezcla acuosa con solvente
orgéanico) y la fase estacionaria es apolar (cadenas alquilicas como C18 o C8 ligadas a silica).
Bajo esta configuracion, el orden de elucion establece que los compuestos mas polares eluyen
inicialmente. Para facilitar la elucion de los analitos de menor polaridad y mayor retencién
se suele emplear gradientes de fase, incrementando progresivamente la proporcion del

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

Asi, la UHPLC representa una mejora sustancial sobre la HPLC convencional. Utiliza
particulas de fase estacionaria de tamafio sub-2 pm (frente a 3-5 um) y opera a presiones
significativamente mayores (15.000-20.000 psi vs a 6.000-8.000 psi). EI avance confiere
una resolucion superior, una mayor eficiencia y una reduccioén dréstica en el tiempo de
analisis 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, manipulacion sencilla y operacion

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

La elucién en gradiente es una técnica que 1172 T3 T4 T5
. : un io enla icion de los mrm mrm r

T6 17 T8
r
disolventes (A Y B) a lo largo del tiempo. E=EnN I I =
Mejora la ilidad de los comp
objetivo y reduce la duracion del andlisis —
por HPLC.
Fase estacionaria 5 um

Tl = T8 = gradiente de eluciéon de los
disolventes A y B en diferentes puntos de
tiempo.
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Adquisicion de Recogida de Detector UV-VIS Columna analitica
) datos residuos de separacién
Muestreador automdtico

Figura 5: Equipo de UHPLC. Aryal, 2024.

Acorde a la Figura 5 el sistema de cromatografia estd compuesto por varios modulos

interconectados, cada uno con una funcion especifica en el proceso analitico:

1. Bomba de alta presion: asegura un flujo uniforme, preciso y reproducible (isocratico o
de gradiente) de la fase movil, contrarrestando la alta contrapresion de la columna.

2. Desgasificador: elimina gases disueltos de la fase movil para prevenir la formacion de
burbujas que desestabilicen el flujo y la deteccion.

3. Vilvula de inyeccion: introduce un volumen exacto y definido de la muestra en el flujo
de la fase movil.

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

5. Horno de columna: mantiene una temperatura constante para garantizar la
reproducibilidad de los tiempos de retencion y optimizar la eficiencia.

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

separacion de los componentes de la muestra.
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7. Detector: localiza y registra la posicion de cada componente al salir de la columna,
generando una sefial proporcional a su concentracion.
8. Sistema de adquisicion de datos: registra, procesa y visualiza la sefial del detector en

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

Para la determinacion precisa de compuestos en matrices complejas, se han puesto a la
vanguardia las tecnologias acopladas (Parys et al., 2022). La combinacion de la
cromatografica liquida con la espectrometria de masas ofrece una alta sensibilidad,
selectividad y robustez para la cuantificacion de analitos farmacéuticos (Diaz & Barcelo,

2005; Qin et al., 2023).

El sistema de espectrometria es capaz de distinguir compuestos que coeluyen y presentan el
mismo peso molecular mediante el analisis de sus iones de fragmentacion. Especificamente,
el espectrometro de triple cuadrupolo es altamente valorado por su fuerte capacidad
cualitativa, su sensibilidad cuantitativa y su excelente selectividad; convirtiéndolo en el
instrumento mas utilizado para el andlisis de mezclas complejas (Gilart et al., 2013; Farhan
et al., 2016; Belay et al., 2022; Fabregat et al., 2023), donde permite limites de deteccion
cercanos a 1072g y 107!°> moles de un compuesto con peso molecular de 1000 dalton y

concentraciones de una parte por billon (1012) (Gonzalez, 2010).
3.5.5 Espectrometria de masas (MS).

Determina la composicion y estructura de materiales orgdnicos e inorganicos midiendo la
relacion masa-carga (m/z) de iones. El proceso implica la ionizaciéon de la molécula para
generar iones caracteristicos, los cuales son posteriormente identificados por su relacion m/z
y su abundancia relativa. Esto proporciona informacion cualitativa (peso molecular e iones

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

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

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

El analisis comienza cuando la muestra, previamente separada por cromatografia, ingresa a
la fuente de iones. Aqui, 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 funcion de su relacion masa-carga. Finalmente, los iones

separados son registrados por un detector.

La ionizacion puede ser positiva (adicion de un protéon) o negativa (deprotonacion). El ion
molecular definido por el ion significativo de mayor m/z no atribuido al ruido de fondo, es
clave para la identificacion. La separacion de los iones dentro del analizador depende de su
momento, donde una menor masa resulta en una mayor velocidad; ademas de la aceleracion

que es proporcional a la carga del i6n (Higson, 2007).

Principalmente, para el acoplamiento con sistemas cromatograficos y la deteccion de
medicamentos se emplean dos fuentes de ionizacion suaves y a presion atmosférica dadas en

la Tabla 7 (Hoffmann & Strooban, 2007; Pérez et al., 2017):
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Tabla 7: Comparativa de fuentes de ionizacion para deteccion de medicamentos.
Fuente de iones Principio de funcionamiento Caracteristicas y aplicacién

Ionizacién por Aplica un alto voltaje a la solucion | Ideal para compuestos polares y
electrospray (ESI) | de analito para generar microgotas | térmicamente labiles. Es la técnica
cargadas. La evaporacion del | mas utilizada en el analisis
solvente lleva a la desorcion i6nica a | farmacoldgico en matrices acuosas.
fase gaseosa.
Ionizacion quimica - ., . Adecuada para compuestos de
., Utiliza nebulizacion, calentamiento . . .
a presion una descarea corona bara ionizar polaridad media a baja. Es menos
atmosférica (APCI) y un & P susceptible a los efectos de matriz
moléculas que ya estin en fase

que ESI, aunque presenta menor
gaseosa. o age

sensibilidad.

Se prefiere la ESI sobre la APCI en el analisis LC/MS por ser la técnica mas adecuada para
los farmacos, que son generalmente polares y termoléabiles (sensibles al calor). Por su
funcionamiento, la ESI permite ionizar compuestos polares y termolabiles sin necesidad de
calor degradante; bajo una ionizacidén suave que minimiza la fragmentacion y preserva el
i6n molecular para una mejor identificacion. Ademads, ofrece una sensibilidad cuantitativa

superior, caracterisitica crucial para la deteccion 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 mayoria de las aplicaciones de rutina

en farmacologia con LC/MS/MS.
e lonizacion por electrospray (ESI).

Técnica mas usada para la identificacion de compuestos farmacoldgicos en matrices acuosas.
El eluyente de la LC se nebuliza a presion atmosférica mediante la aplicacion de un campo
eléctrico fuerte (entre 3-5 kV) y un gas de secado (nitrogeno); pudiendo ver su

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

Inicialmente se tiene un campo electrostatico que genera gotas cargadas de solucion analitica,
donde posteriormente ocurre una desolvatacion en la cual una corriente de gas de secado
rodea el capilar y reduce el tamafio de las gotas evaporando el solvente. Las gotas disminuyen
de tamafio hasta que las fuerzas de repulsion electrostatica (Coulomb) superan las fuerzas de
cohesion, liberando los analitos ionizados a la fase gaseosa. Una vez liberados los iones en
las gotas, son transferidos al alto vacio del MS para analizar las masas encontradas

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

El analizador se encarga de separar los iones segun su relacion m/z. Esta separacion se basa
en la variacion de la velocidad del ion (menor masa implica mayor velocidad) o en su
interaccion con campos eléctricos/magnéticos. La resolucion del analizador mide su

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

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

efectividad y facil operacion; donde se filtran iones aplicando campos eléctricos oscilantes.

Especificamente, se cuenta con un "triple cuadrupolo” (QQQ) como configuracién en tandem
que acopla dos analizadores cuadrupolares con una celda de colision intermedia. Esto permite
la seleccion y fragmentacion controlada de iones precursores especificos, proporcionando
una mayor selectividad y sensibilidad para el analisis 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 cuantificacion mas robusta con alta capacidad de muestreo (Wille et al., 2012;

Watson & Sparkman, 2015; Harris, 2016; Pérez et al., 2017).
e 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 camara de ionizacion, se
fragmentan y se vuelven a analizar (Willard et al., 1991). Su configuracién se ilustra en la

Figura 8:

Separador de masas cuadrupolo

lon no resonante
Filamento caliente

Detector de iones

70V

Céamara de ionizaciéon \

lon resonante

Varillas conductoras

Voltaje constante y alterno

Colector de electrones

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

Se compone de cuatro varillas metalicas paralelas a las que se aplica una combinacion de
potencial de corriente continua y un voltaje de radiofrecuencia oscilante. Los iones
inyectados longitudinalmente interactian con este campo dindmico de manera tal que
aquellos con una relacion m/z especifica 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 configuracion opera con tres cuadrupolos en serie, cada uno con una funcion especifica

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

El primer cuadrupolo (Q1) actiia como filtro de masas. Recibe todos los iones de la fuente y
selecciona un unico 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 especifico con alta sensibilidad.

El segundo cuadrupolo (Q2) es una celda de colision que contiene un gas inerte a baja
presion. El ion precursor de Q1 choca con este gas, fragmentandose en iones mas pequeios

llamados iones producto (o hijos).

Por ultimo, el tercer Cuadrupolo (Q3) vuelve a actuar como filtro de masas. Selecciona y
aisla los iones producto especificos generados en Q2 para su deteccion utilizando el modo de

monitoreo de reacciones multiples (MRM).

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

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

3.5.6 Validacion de método analitico.

La validacion proporciona evidencia objetiva de que un método es apto para un uso o
aplicacion especifica, estableciendo un procedimiento trazable (Ministerio de Economia,
Fomento y Turismo, 2018) . Para generar resultados fiables se evallian caracteristicas criticas
como: selectividad, limites de deteccion y cuantificacion, exactitud (veracidad y

recuperacion), precision (repetibilidad y reproducibilidad), intervalo de trabajo y robustez.
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La evaluacion viene dada por la respuesta grafica 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 funcion del tiempo de elucion del UHPLC:
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Figura 10: Ejemplo de cromatograma. Harris, 2016.

Cada "montafa" o pico representa un componente diferente de la mezcla que ha sido separado
y detectado. La posicion del pico en el eje X indica el tiempo de retencion (t,) definido como
aquel que transcurre desde la inyeccion hasta que el analito llega al detector. Este pardametro

es clave para la identificacion cualitativa del compuesto.

La altura o el area bajo el pico es directamente proporcional a la concentracion de ese

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

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

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

muestra. La representacion tipica viene dada por la Figura 11:
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Figura 11: Ejemplo de espectrometro de masas. Harris, 2016.

Cada linea vertical es un ion especifico detectado, teniendo que el eje X representa la relacion
m/z de los mismos. Dado que la carga (z) es tipicamente +1 (iones simples); este eje

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

De igual modo, el eje Y corresponde a la intensidad o abundancia de cada ion. El pico mas
intenso en todo el espectro se normaliza a un valor de 100% de abundancia relativa;
configurandose como el pico base donde las las demés intensidades se expresan como un

porcentaje de este.

Ya habiendo presentado los conceptos basicos de cromatografia y espectrometro de masas,
se detallaran una serie de medidas y pardmetros necesarios para la validacion de un método
analitico (Compafié & Rios , 2002; Magnusson & Ornemark, 2014; Olivieri & Escandar,

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

1. Control de materiales y muestras.

e Blanco: evalua la sefial 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.

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

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

para identificacion, calibracion y trazabilidad metrologica.
2. Parametros de rendimiento cuantitativo.

e Linealidad del método: capacidad de obtener una respuesta (sefial) directamente
proporcional a la concentracion del analito dentro de un intervalo de trabajo definido

(usualmente con un minimo de 5 puntos de concentracion).

e Precision: grado de coincidencia entre resultados de mediciones individuales de una

muestra homogénea, esencial para determinar la variabilidad.

o Repetibilidad: mide la variacion minima de resultados obtenidos por el mismo

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

o Reproducibilidad: mide la variacion médxima de resultados entre diferentes

laboratorios.

o Efecto Matriz (ME): evaluacion de como 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 ionizacion en la fuente. Estos componentes "compiten" por la carga o por el
espacio en la superficie de la gota del spray, provocando la supresion de la sefial o su

incremento (Harris, 2016).

Para minimizar su efecto, la extraccion en fase solida es el primer paso fundamental debido
a su objetivo de limpieza de la muestra. Para mezclas de firmacos en agua, el estandar es el
HLB, un polimero 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; Petrovic 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 organico elimina sales, proteinas y acidos humicos que
causan supresion, sin eluir los farmacos.

o Limpieza de muestra de agua: si la matriz estd 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 estandares internos isotopizados: se afiade ala muestra una version del
farmaco marcada con deuterio o carbono-13. Como el estandar marcado co-eluye
exactamente igual que el firmaco natural, ambos sufren la misma supresion; por
lo tanto, al calcular la relacion de areas, el efecto matriz se corrige
automaticamente.

o Optimizacion cromatografica: ajustar los tiempos de retencion para que los
analitos eluyan en zonas del cromatograma libres de interferentes evitando el
"volumen muerto" o el final del gradiente.

o Calibracion en matriz: en lugar de preparar la curva de calibracion en solvente
puro, se prepara en una "matriz blanca" (agua del mismo origen pero sin los
medicamentos). Asi, la curva ya compensa el error sistematico del efecto matriz,
pudiendo realizar un control de calidad del método a través del porcentaje del

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

Area de la muestra fortificada post — extracciéon ()
ME = ( _ _ )-100
Area del estandar en solvente

3. Limites de deteccion y cuantificacion: definen los umbrales de sensibilidad del método:

e Limite de Deteccion (LOD): es la menor concentracion de analito en la muestra que
puede ser distinguida de manera confiable de la sefial de fondo. Se calcula a partir de la

sefial del limite de deteccion usando la Ecuacion 3 (Olivieri & Escandar, 2014):

YLD:YO+3.SB (3)
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Donde Y; ;, es la sefial entregada por el limite de deteccion, Y; es el intercepto de la ecuacion
de la curva de calibracién y Sp es el error tipico entregado en el andlisis de datos. La
concentracion correspondiente al valor de la sefial entregada se calcula a partir de la recta de

calibracion, reemplazando el valor de Y, , encontrado como lo indica la Ecuacion 4:
LOD =3-Sz/m 4)

Siendo m la pendiente de la recta.

e Limite de Cuantificacion (LOQ): es la concentraciéon mas baja de un analito que puede
ser cuantificada (medida con una precision y exactitud aceptables) de manera confiable

por el instrumento. Se estima como:

_ 1.8 (5)
LOQ =10 -

4. Precision: se define como el grado de concordancia entre una serie de mediciones
individuales obtenidas a partir de multiples muestreos de una misma muestra. Para la
validacion del método multirresidual se utiliza la desviacion estandar en los controles para la
verificacion 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. Confirmacion de identificacion de analito: para asegurar la deteccion se requieren al
menos 4 puntos de identificacidon correspondientes a dos transiciones por analito, es decir, un
ion precursor y dos iones hijo o producto. El tiempo de retencion de los iones identificados
no debe desviarse mas de 2,5%, donde la desviacion permitida de la intensidad relativa de

los iones debe cumplir con (Commission, 2002):

o Q/qentre 1-2: +20%
o Q/qentre 2-5: +25%
o Q/qentre 5-10: £30%
o Q/q>10: £50%
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Capitulo 4: Metodologia experimental.

Se propuso una metodologia que abarca desde la seleccion de los analitos de interés hasta la
optimizacion de las condiciones de deteccion, cuantificacion y el adecuado tratamiento de la

muestra.
4.1 Seleccion de compuestos farmacologicos.

La seleccion de los medicamentos a estudiar se fundament6 en un analisis exhaustivo del
estado del arte, priorizando criterios como el nivel de reporte, concentracion y frecuencia de
deteccién a nivel nacional. Se incluyeron farmacos que representan diversas familias
terapéuticas, cubriendo usos frecuentes en la sociedad chilena, tales como el control de
diabetes, hipertension, alergias y, el uso de analgésicos, antiinflamatorios, antidepresivos y

drogas psicoactivas.

Para esta investigacion, se seleccionaron los siguientes diez compuestos farmacologicos:
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), cafeina (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 Recoleccion y conservacion de muestras.

La recoleccion de muestras se disefio para obtener un volumen representativo que asegure la
medicion precisa de los fdrmacos en las diversas etapas de tratamiento de la planta de
depuracion. Se tom6 1L de cada muestra en tres puntos clave de una planta ubicada en la

macrozona sur, proveniente de la region de Temuco:
e FEntrada del Tratamiento Primario.
e Entrada del Tratamiento Secundario.

e Salida del Tratamiento Secundario (corriente previa a la cloracion).
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Para prevenir la descomposicion de los analitos por radiacion UV, actividad microbiana, o
tiempo, se utilizé un protocolo de conservacion: las muestras se almacenaron en botellas de
vidrio &mbar con superficies limpias y se mantuvieron refrigeradas a 4°C durante el traslado

y hasta el momento de su analisis en el laboratorio.

Adicionalmente, se evalud 1L de agua potable de la zona central proveniente de la region de

Valparaiso aplicando el mismo protocolo de conservacion que las muestras de efluentes.
4.3 Pre-tratamiento y extraccion de muestras.

Previo a la introduccion en los equipos analiticos, las muestras de agua residual requieren un
pre-tratamiento para eliminar solidos suspendidos y posibles interferencias de la matriz. Este

proceso se dividio en cinco etapas:
e Filtrado de 1a muestra.

Inicialmente las muestras se filtraron utilizando un embudo Buchner y papel filtro de 125
mm. Si era necesario, previamente se empleaba algodon para retener residuos solidos mas
grandes y evitar la rapida saturacion del papel filtro. Seguidamente, la muestra se pasé por

un filtro de de 0,45 pm asistido por una bomba de vacio.
e Ajuste de pH.

El pH de la muestra filtrada se ajust6 a un valor cercano pH 2 mediante la adicion de HCI1

concentrado.
e Almacenamiento.

Las muestras filtradas y con pH ajustado se almacenaron en refrigeracion a 4°C hasta el dia

de la extraccion por SPE.
e Extraccion en fase solida.

Para el preconcentrado de la muestra se empled la técnica de extraccion en fase Solida

utilizando cartuchos CHROMABOND HBL (60 um) 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 incluy¢ 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 dividi6 en 4 porciones de 250 mL; pasando
esta ultima cantidad por el cartucho a un flujo controlado de aproximadamente 20

mL/min. Asi, se obtuvieron 4 réplicas de cada muestra de agua evaluada.
3. Elucidn: los analitos retenidos se eluyeron utilizando 5 mL de metanol.

4. Secado y reconstitucion: el eluato recolectado se seco bajo un flujo suave de nitrogeno

a 25 °C hasta sequedad; reconstituyendo el residuo en 1mL de fase movil.

5. Filtracion final: finalmente, la muestra reconstituida se filtr6 con filtros de jeringa de

0,45y 0,22 um antes de su inyeccion en el sistema UHPLC/MS/MS.
e Matriz sintética.

Con el fin de evaluar el porcentaje de recuperacion en la extraccion por SPE, se prepar6 un

mix de muestra con las concentraciones tabuladas en la Tabla 8.

Tabla 8: concentraciones tomadas de cada compuesto farmacologico para matriz.

Farmaco Concentracion individual Concentracion en patrén
(ppb) para calibrado (ppb)
Metformina 100 20
Atenolol 50 20
Paracetamol 200 20
Cafeina 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 interaccion entre el cartucho y el analito de

interés, se realiz6 el mismo proceso de extraccion en fase sélida descrito, pero a pH 7.

4.3 Desarrollo de técnica analitica.

e Cromatografia liquida en separacion.

Se selecciono la técnica de cromatografia liquida de alta eficiencia (UHPLC) como método
de separacion principal debido a su superior eficiencia y la reduccion significativa del tiempo
de analisis, logradas por el uso de particulas de fase estacionaria mas pequefias. Se
implemento un sistema UHPLC Thermo Scientific Dionex modelo UltiMate 3000, controlado
por el software Thermo Scientific™ Dionex™ Chromeleon™ 7.0, que integra la separacion

cromatografica y la deteccion por espectrometria de masas (Thermo Scientific, 2023).

Para la separacion de los fArmacos se utiliz6 una Columna Kinetex Evo C18 de 1,7 um 100
°A con dimensiones de 50x2,1 mm (Polycompany, 2017). Las condiciones operacionales

iniciales fueron:

e Flujo: 300 pL/min.
e Volumen de inyeccion: 5 pL.

e Temperatura de autosampler: 10°C

Basandose en la literatura previa referenciada en el Anexo A, para desarrollar el método

analitico se llevd a cabo la optimizacion de los siguientes parametros del UHPLC:

1. Estindares de compuestos: se prepararon stock de cada farmaco de 1.000 y 100 ppm
en fase movil y se almacenados en frascos ambar. De ellos, se utilizaron concentraciones
entre 1-10.000 ppb para el desarrollo de las curvas de calibracion.

2. Temperatura de columna: el rango de evaluacion fue entre 30-40°C.

3. Fases moviles: 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 acido foérmico al 0,1%, (D) al 98-100% (Supelco, 2023).

4. Gradiente de elucién: se usaron gradientes segmentados (0-100%) y zonas isocraticas.

5. Energia de fuente (detector): se vario la energia entre 2-4,5 kV para ionizacidon negativa
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y 3-5 kV para ionizacién positiva buscando la mejor relacion senal/ruido.

6. Tiempo de analisis: se investigaron tiempos de corrida entre 10-25 minutos.

e Espectrometria de masas de triple cuadrupolo (MS/MS) en identificacion y

cuantificacion.

Se selecciond la espectrometria de masas (MS) como detector para el andlisis de compuestos
farmacéuticos en aguas residuales dada su inherente capacidad para proporcionar
informacion cualitativa y cuantitativa de alta sensibilidad. Especificamente, se optd por un
sistema de triple cuadrupolo (MS/MS) operando en modo de Monitoreo de Reaccion
Seleccionada (SRM). Esta configuracion es critica para el analisis en matrices complejas ya
que aumenta la selectividad al monitorear la transicion especifica de un ion precursor a un
ion producto, reduciendo dréasticamente el ruido de fondo y las interferencias de la matriz.
Ademas, es capaz de separar e identificar analitos que coeluyen (salen simultdneamente de
la columna cromatografica) pero que poseen iones de fragmentacion Unicos, aumentando la

confianza en la identificacion.

Se empled una fuente de ionizaciéon por electropulverizacion calentada (HESI) para
transformar eficientemente los iones de la solucion en iones en fase gaseosa. Para maximizar
la cobertura y la sensibilidad se evaluaron los modos de ionizacion positiva y negativa debido
a que los farmacos con grupos funcionales basicos (aceptores de protones) se ionizan de
manera mas eficiente en modo positivo; mientras que, los medicamentos con grupos
funcionales 4cidos (donadores de protones) se ionizan de manera mas eficiente en modo
negativo. El objetivo fue determinar el modo de ionizacion que genera la sefial mas intensa
y limpia (con menor ruido) para cada compuesto, garantizando la méxima sensibilidad del

método.

A continuacion, se presenta la Tabla 9 de condiciones especificas del MS utilizadas.
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Tabla 9: Parametros utilizado en el MS.

Parametros 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 vaporizacion (°C) 375
SRM
Tiempo de ciclo (s) 0,8
Resolucion Qi yQs; (FWHM) 0,7
Gas de disociacion inducida por colision (mTorr) 2
Ancho del pico cromatografico (s) 6

4.4 Estandarizacion de metodologia y criterios cuantitativos.

Se establecieron los siguientes criterios analiticos para evaluar la efectividad, calidad, y

robustez del método de deteccion y cuantificacion de fArmacos por UHPLC-MS/MS:

Limites de deteccion y cuantificacion: se calcularon a partir de las curvas de
calibracion, representando la minima concentracion detectable con una certeza razonable
y cuantificada con precision y exactitud.

% Recuperacion: para asegurar que efectivamente el método de extraccion, separacion
y cuantificacion es representativo y efectivo para el andlisis de la matriz, se debe tener
un valor aproximado de recuperacion entre 70-120%.

Precision: se utilizo la desviacion estandar en las réplicas de cada muesttra de agua de
interés, donde su valor debe ser inferior al 20% para bajas concentraciones para su
validacion.

Confirmacion de analito: para asegurar la identifcacion del analito de cada compuesto
se detectd un ion precursor, un ion de cuantificacion y un ion de confirmacion. Ademas,
se usé como criterio que el tiempo de retencion de los iones identificados no variase mas

de 2,5%.
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Capitulo 5: Resultados y discusion.

5.1 Optimizacion de condiciones de separacion.

Para desarrollar un método analitico que permitiera la separacion y cuantificacion simultanea
de una mezcla multicomponente que incluye metformina, atenolol, paracetamol, cafeina,
carbamazepina, claritromicina, ketoprofeno, diclofenaco, naproxeno e ibuprofeno, se ejecutd

un proceso exhaustivo de optimizacion que requiridé mas de 500 inyecciones experimentales.

El objetivo primordial fue lograr una separacion 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 coelucién: asegurar que cada analito presente su tiempo de retencion

caracteristico debido a su interaccidon con la fase estacionaria.

2. Caracterizacion inicial: definir el modo de ionizacién Optimo, ion precursor y peso

molecular de cada compuesto.

La experimentacién se inicid con la evaluacion de la deteccion de cada analito utilizando
diversas composiciones de fases moviles. La primera prueba consistié en una mezcla de 90%
acido formico al 0,1% (D) y 10% de acetonitrilo (C). Bajo las condiciones operacionales
detalladas en la Tabla 10, esta composicion permiti6 la deteccion inicial de 8 medicamentos

en modo de ionizacion positiva, tal como se ilustra en el cromatograma de la Figura 12.
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Figura 12: Elucion en modo positivo con 90% de dacido formico al 0,1% y 10% de acetonitrilo.

Tabla 10: Resultados de primera metodologia de separacion.

Farmaco Ionizacion | Peso Molecular | Ion molecular | Tiempo de retencion
(Da) (min)

Metformina + 129,15 130,17 0,54
Atenolol + 266,34 267,23 0,54
Paracetamol + 151,16 152,13 0,8
Cafeina + 194,19 195,14 1,08
Carbamazepina + 236,27 237,14 6,16
Claritromicina + 747,95 748,59 6,25
Ketoprofeno + 2543 255,14 7,73
Diclofenaco + 296,15 296,09 9,54
Condiciones de operacion: 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; condicion
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 separacion parcial pero incompleta de la mezcla

multicomponente, lo que indica la necesidad de ajustar las condiciones cromatograficas. Se

observd la presencia de picos individuales y distintos para seis de los analitos: paracetamol,

cafeina, claritromicina, carbamazepina, ketoprofeno y diclofenaco. Este hecho confirma que

las condiciones establecidas logran inducir una selectividad y retencion diferencial basada en

la afinidad de estos compuestos con la fase estacionaria y su interaccion con la fase moévil.

Sin embargo, se identificaron limitaciones significativas donde las sefiales obtenidas se alejan
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del comportamiento gaussiano ideal, indicando problemas en la eficiencia de la columna o

en las interacciones cromatograficas.

Igualmente, no se logrd una separacion resolutiva para todos los compuestos, destacando dos

casos:

e Metformina y atenolol: ambos medicamentos eluyen simultdneamente (coeluyen),
impidiendo su cuantificacion individual. Esto sugiere una selectividad insuficiente para
diferenciar sus propiedades fisicoquimicas; o bien, que la sefial de la metformina esté
solapando la sefial del atenolol, especialmente si este tltimo se encuentra cerca del ruido
de fondo.

e Carbamazepina-claritromicina y cafeina: la separacion entre la carbamazepina y
claritromicina tampoco fue resolutiva bajo esta condicion. Ademas, la sefial de la cafeina

apenas se distingue del nivel de ruido.

Por otra parte, la deteccion de naproxeno e ibuprofeno requirié6 un modo de operacion
distinto. Estos compuestos fueron determinados en modo negativo o desionizacion del
analito, confirmando su presencia con el sistema de arreglo de diodos (UV-Visible) del

UHPLC, tal como se muestra en la Figura 13.
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Figura 13: UV-VIS en modo negativo con 90% de dacido formico al 0,1% y 10% de acetonitrilo.

En la Figura 13, se identifica una marca de "Inyeccion" (resaltada en rojo) al inicio de cada
cromatograma. Esta sefial es la respuesta caracteristica del detector al solvente de inyeccion
y/o a las variaciones de presion que ocurren durante la introduccién 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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coincidian 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 fenomeno se atribuyd a la interaccion especifica de estos
compuestos con la fase movil de acido férmico, considerando sus valores de pKa y la

presencia de un grupo carboxilo (-COOH) en su estructura quimica.

El pH de la fase moévil (debido al acido férmico) es inferior al pKa de estos compuestos
considerados acidos débiles, generando que el equilibrio de disociacion se desplace hacia la
forma no ionizada (protonada) de sus grupos carboxilo (R-COOH) de caracter lipofilico; es
decir, se suprime la formacién del anion carboxilato (R-COO—) y con ello, al estar en un
sistema de cromatografia de fase reversa donde la fase estacionaria es no polar, presentan

una mayor retencion en la columna cromatografica.

Con base en los problemas de selectividad y retencion observados se efectuaron cambios en
el gradiente de elucion para la separacion de los compuestos con respuesta positiva buscando
aumentar la polaridad de la fase mévil. Como resultado, se observo una mejora significativa
en la separacion cromatografica, tal como se evidencia en la Figura 14 que presenta las

nuevas condiciones especificadas en la Tabla 11.
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Figura 14: Nueva respuesta en positivo con 90% de acido formico al 0,1% y 10% de acetonitrilo.
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Tabla 11: Nuevas condiciones de trabajo con 90% de dacido formico al 0,1% y 10% de acetonitrilo.

Farmaco Ionizacion | Peso Molecular | Ion molecular | Tiempo de deteccion
(Da) (min)

Metformina + 129,15 130,17 0,56
Atenolol + 266,34 267,2 0,56
Paracetamol + 151,16 152,12 1,23
Cafeina + 194,19 195,13 2,85
Claritromicina + 747,95 748,57 6,26
Carbamazepina + 236,27 237,19 6,35
Ketoprofeno + 2543 255,16 7,39
Diclofenaco + 296,15 296,06 8,58
Condiciones de operacion: 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 cromatografica observada, persistieron problemas criticos de resolucion
donde los picos de metformina y atenolol continuaron apareciendo como una unica sefial
impidiendo su cuantificacion individual. De manera similar, se mantuvo la coelucion de
carbamazepina y claritromicina; siendo un indicativo de que las modificaciones de gradiente
no fueron suficientes para inducir una diferencia significativa en la interaccion de estos pares
de analitos, cuyas propiedades fisicoquimicas de polaridad y pKa son altamente similares

bajo las condiciones de trabajo ensayadas.

Aunque se logrd una mejora en la separacion de paracetamol y resolucion de cafeina, la baja
sensibilidad de la sefal captada en el cromatograma afect6 su posterior cuantificacion (area
bajo la curva). Sumado a ello, se observd una ligera asimetria en la cola del pico de
paracetamol, posiblemente por el solapamiento con el frente de solvente o la coelucion de

metformina y atenolol.

Producto de estas limitaciones, se utilizdé una nueva fase movil; llevando a cabo diversas
modificaciones avanzadas en el gradiente de elucion para la separacion de los compuestos de

iones positivos.

La nueva fase moévil estuvo compuesta por 90% de acido formico al 0,1% (D) y 10% de
metanol (B), sustituyendo el acetonitrilo anterior. El objetivo de este cambio fue mejorar la
separacion de los iones positivos y facilitar la identificacion adecuada de los farmacos con

iones negativos. Asi, se realizaron eluciones en gradiente donde la fuerza eluyente se
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incrementod progresivamente y se implementaron zonas isocraticas controladas para aumentar
el tiempo de andlisis y mejorar la resolucion de los compuestos con tiempos de retencion

similares.

Mediante esta nueva estrategia se logr6 la determinacion exitosa de los diez compuestos en

la mezcla segun:

e Deteccion por MS/MS: ocho de los compuestos fueron identificados mediante sus iones

moleculares, los cuales concordaron con sus respectivos pesos moleculares.

e Deteccion Auxiliar: los dos compuestos restantes se identificaron a través de deteccion

por UV-Visible.

Los cromatogramas que demuestran la separacion lograda se ilustran en la Figura 15
(MS/MS) y Figura 16 (UV-Visible); donde los tiempos de retencion finales y las condiciones

de operacion se resumen en la Tabla 12.
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Figura 15: Elucion en modo positivo con 90% de dacido formica al 0,1% y 10% metanol.
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Figura 16: Elucion en modo negativo con 90% de acido formico al 0,1% y 10% de metanol.

Tabla 12: parametros iniciales con 90% de acido formico al 0,1% y 10% de metanol.

Farmaco Ionizacion | Peso Molecular | Ion molecular | Tiempo de retencion
(Da) (min)

Metformina + 129,15 130,19 0,54
Atenolol + 266,34 267,24 0,54
Paracetamol + 151,16 152,12 1,24
Cafeina + 194,19 195,15 3,49
Carbamazepina + 236,27 237,16 8,28
Claritromicina + 747,95 748,58 8,61
Ketoprofeno + 2543 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 operacion: 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; condicion
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 mévil con metanol demostrd mejoras significativas en la selectividad,
donde la mayoria de los compuestos con ionizacion positiva mostraron picos discretos, bien

resueltos y con formas aceptables (simétricas o ligeramente asimétricas).

A pesar de lo anterior, la separacion de metformina y atenolol continué siendo el principal
desafio. La sefial inicial se manifiesta como un pico unico no resuelto, con solo una ligera
indicacion de hombro o base expandida para el atenolol. Esta resolucion basal insuficiente

impide la integracion y cuantificacion individual de ambos compuestos.

Se observo un deterioro de la linea base (ruido) en la elucion tardia, manifestado como una

"joroba" o picos anchos. Esto indica una posible contaminacion del sistema o la elucion tardia
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y fuerte retencion de componentes de la matriz de la muestra; afectando la deteccion y
cuantificacion 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 espectrometria de masas, el ion molecular
detectado para la mayoria de los compuestos positivos se mantuvo en concordancia con sus
pesos moleculares y pardmetros de la fase movil anterior; no obstante, las masas identificadas
para naproxeno e ibuprofeno nuevamente no concordaron con sus pesos moleculares, un
fendomeno atribuido a la interaccion con el 4cido formico. A pesar de esto, se mantuvo la
capacidad de identificacion cualitativa de estos dos compuestos mediante el sistema de

arreglo de diodos UV-Visible del UHPLC.

Segun los resultados expuestos, se determin6 que la fase movil de 90% acido férmico al 0,1%
y 10% metanol sera la utilizada para la identificacion de los farmacos en modo positivo
debido a que el metanol, al ser mas polar que el acetonitrilo y con mayor capacidad de
formacion de puentes de hidrogeno, permite una modulacién mas fina en la retencion y
posterior resolucion al interactuar de manera distinta con los grupos funcionales ionizables
de los analitos y la fase estacionaria. El cambio contribuy6 a un menor ruido en la respuesta
del cromatograma (excepto en elucion tardia), lo que posibilita la obtencion de limites de

deteccion mas bajos y cercanos a los ng/L (rango esperado en la literatura).

Dado que la coelucion de metformina y atenolol persistio a pesar de la optimizacion de la
fase movil, se procedid a evaluar otros parametros operacionales para la optimizacion del

método.

Se inicio la evaluacion de la temperatura de la columna y la energia de ionizacion, buscando
el impacto en la separacion. Los resultados comparativos en la respuesta cromatografica para

la temperatura se visualizan en la Figura 17.
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Figura 17: Respuesta cromatogrdfica en separacion de farmacos con variacion temperatura.

Manteniendo constantes la fase movil, el gradiente y la energia de ionizacion, la evaluacion
de la temperatura de la columna a 30, 35 y 40°C se centr6 en lograr el mejor balance entre la

eficiencia cromatografica, la minimizacion del ruido de fondo y los tiempos de retencion.

Se observa que la respuesta a 30°C presenta la linea base mas limpia al mitigar la pérdida de
material de la fase estacionaria y la elucion de impurezas termolébiles; sin embargo, posee
tiempos de retencidn mas largos para todos los analitos. Por su parte, a 40°C se podria obtener
tiempos de retencidn mas cortos, pero con un nivel de ruido significativamente mas altos,
afectando la deteccion a baja concentracion. Por tanto, se determiné que 35°C ofrece la mejor
respuesta global para el método analitico, ya que genera un ruido menor respecto a los 40°C,
mejorando la cinética de transferencia de masa; ademas de disminuir los tiempos de retencion

respeto a los 30°C.

La seleccion de 35°C ofrece ventajas analiticas con un nivel de ruido lo suficientemente bajo
para ser aceptable en la deteccion de picos de baja concentracion, permitiendo lograr limites
de deteccion mas pequefios. Si comparamos la correlacion de la sefial/ruido con la
concentracion 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 deteccion de la senal de

cada analito.

Igualmente, a 35°C se mejora la cinética de transferencia de masa de los analitos, lo que se

traduce en picos mas estrechos y eficientes que facilitan la integracion y posterior
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cuantificacion precisa del area bajo la curva; bajo una disminucién de los tiempos de

retencion para todos los analitos sin comprometer significativamente la calidad de la sefial.

Una vez definida la temperatura a utilizar, se evaluaron energias que fuente entre 3,0-5,0 kV,

ilustrando la comparativa en la Figura 18.
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Figura 18: Respuesta cromatogrdfica con variacion de energia en ionizacion positiva.

La evaluacion de la energia de la fuente para la deteccion en modo de ionizaciéon positiva
determind que 3,0 kV establece el equilibrio 6ptimo para la eficiencia de ionizaciéon y la
estabilidad del spray ESI. Este voltaje proporciona la mejor relacion de sefal/ ruido, siendo
el parametro fundamental para la sensibilidad y robustez de un método LC-MS. La linea de
base es baja y el ruido en la zona final (circulo rojo) es minimo en comparaciéon con los

voltajes mas altos.

Aunque voltajes mas 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 linea base, se minimiza el ruido quimico y el proceso de
electrospray es mas estable y reproducible; proporcionado un método con mayor fiabilidad

y menores limites de deteccion y cuantificacion.

Ya establecidos los parametros de temperatura, gradiente y energia de fuente para el modo

74



(OB () soLev_h

positivo, se procedi6é a optimizar la deteccion de los compuestos con respuesta en modo

negativo.

Se identificod que el acido formico generaba una interferencia significativa en la deteccion de
los iones moleculares de naproxeno e ibuprofeno. El pH é4cido de la fase mévil suprime la
ionizacion de estos acidos débiles en el modo ESI, dificultando la formacion del anion
deseado y la deteccion en el MS. Para mitigar esta interferencia, se emple6 una nueva fase

movil compuesta por 90% agua y 10% metanol.

Mediante esta nueva composicion se logré la identificacion exitosa de naproxeno e
ibuprofeno a través de sus iones caracteristicos, los cuales concordaron con sus pesos
moleculares tabulados en la Tabla 13. El orden de elucion de estos analitos se presenta

graficamente en la Figura 19.

Tabla 13: Elucion compuestos negativos con 90% de agua y 10% de metanol.

Farmaco Ionizacion | Peso Molecular | Ion molecular | Tiempo de retencion
(Da) (min)
Naproxeno - 230,3 229,13 10,85
Ibuprofeno - 206,28 205,03 12,41

Condiciones de operacion: 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; condicion
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 cromatogrdfica 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 retencion de estos compuestos; un efecto directo
del cambio a la nueva fase movil. Dado que naproxeno e ibuprofeno son acidos carboxilicos
débiles y relativamente lipofilicos; la fase modvil, al contener un 90% de agua (altamente

polar), induce una retencion alta en la columna cromatografica de fase reversa.

Aunque se incrementa la retencion, se visualizan ventajas significativas para la deteccion por
MS debido a su compatibilidad con el proceso de electrospray y su potencial para minimizar
el ruido de fondo. Esto permite una deteccion sensible, siempre que el pH de la fase movil

sea el adecuado para la formacion del ion deseado ([M-H]— en modo negativo).

Para verificar la reproducibilidad y fiabilidad de la deteccion por UHPLC-MS se procedi6 a
repetir la experimentacion para la deteccion de naproxeno e ibuprofeno en triplicado. Los

cromatogramas resultantes se visualizan en la Figura 20.
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Figura 20: Respuesta cromatogrdfica en modo negativo con 90% de agua y 10% de metanol.

La verificacion en triplicado de la deteccion de naproxeno e ibuprofeno confirmé la alta
resolucion alcanzada bajo las condiciones de fase movil 90% agua y 10% metanol,
demostrando la eficacia de la separacion. Sin embargo, reveld una falta de robustez en el
método con un marcado desplazamiento (drift) en los tiempos de retencion, indicando una

falta de reproducibilidad.

El naproxeno presentd un rango de elucion de 10,85 a 11,59 minutos y el ibuprofeno de 12,41
a 13,24 minutos. Esta variacion de aproximadamente 1 minuto se atribuye a una posible
evaporacion del solvente organico (metanol) a lo largo del tiempo y/o ligeros cambios en el

pH que alteran la ionizacion de los 4cidos débiles y, por ende, su patron de retencion.

A consecuencia de esta inestabilidad, no fue factible evaluar los limites de deteccion y
cuantificacién de naproxeno e ibuprofeno en una muestra compleja debido a la ausencia de
un tiempo de elucion suficientemente caracteristico y reproducible que garantice la deteccion
exclusiva de cada analito, comprometiendo la fiabilidad cuantitativa. En consecuencia, para
solucionar la falta de robustez, se procedi6 a realizar un ultimo cambio de fase mévil, 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 cuantificacion en modo negativo.
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Tabla 14: Variacion de condiciones con 25% de agua y 75% de acetonitrilo.

Farmaco Ionizacion | Peso Molecular | Ion molecular | Tiempo de retencion
(Da) (min)
Naproxeno - 230,3 229,11 4,68
Ibuprofeno - 206,28 205,13 5,97

Condiciones de operacion: 30°C y, 4,0 kV negativo.

hasta 9 min; para posteriormente tener 75% de A a 9,2 min, hasta a 15 min.

Gradiente: 75% Ay 25% de C hasta 1 min, disminuyendo a 5% de A a 5 min; condicion mantenida

~ 1 Curva de calibracion Ibuprofeno y Naproxeno #94 [manually integrated]
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Figura 21: Respuesta cromatogrdfica en modo negativo con 25% de agua y 75% de acetonitrilo.

Los analitos lipofilicos (naproxeno e ibuprofeno) experimentaron una fuerte interaccion

hidrofobica con la fase estacionaria, resultando en una alta retencion. Se visualiza una buena

resolucion cromatografica donde los picos estdn completamente separados hasta la linea

base, permitiendo la integracion y cuantificacion individual.

Andlogo a la situaciéon con modo de ionizacidn positiva, se evaluo la respuesta de la matriz

bajo distintas condiciones de temperatura, teniendo la Figura 22 ilustrada a continuacion.
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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 cromatograficas se determind que 30°C es la temperatura de
operacion mas adecuada para la columna, a pesar de que 35°C ofrece tiempos de retencion
marginalmente menores. La principal ventaja de operar a 30°C es la mayor estabilidad de la
linea base, lo que resulta en una maximizacion de la relacion sefial/ruido al minimizar la
interferencia quimica de fondo. Ademas, se destaca que el uso de 35°C genera un
desplazamiento en el primer pico detectado correspondiente a naproxeno, lo que dificulta su

posterior deteccion al requerir una ventana mayor para el tiempo de retencion.

Una menor temperatura contribuye a una mayor estabilidad general de las interacciones
cromatograficas, reduciendo fluctuaciones sutiles en la afinidad de los analitos por la fase
estacionaria. Esto ayuda a mitigar variaciones en los tiempos de retencion y en la forma del
pico. Dado que la diferencia en la respuesta cromatografica 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 estabilizacion del equipo, mejorando la eficiencia del laboratorio.

Con las condiciones de separacion cromatografica ya establecidas, se procedido a la
optimizacion de la energia de fuente implementada para la deteccién en modo de ionizacion

negativa. La respuesta del cromatograma a diferentes energias se presenta en la Figura 23.
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Figura 23: Respuesta con cambio de energia de fuente en modo negativo con 25% de aguay 75%
de acetonitrilo.

Al comparar los resultados obtenidos se determind que 4.000 V es la condicion Optima ya
que permite maximizar la intensidad de sefial para los analitos de interés (naproxeno e
ibuprofeno) sin agregar ruido significativo a la linea base. Dado que la relacion de sefial/ruido
es el parametro mas critico en LC-MS, esta condiciéon mejora directamente la capacidad del

método para detectar y cuantificar analitos a bajas concentraciones.

La optimizacion resulta en una mejora de los limites de deteccion y cuantificacion,
garantizando una mayor robustez del método de deteccion sin introducir inestabilidades
significativas en el proceso de electrospray. Los 3.000 V ilustraron las intensidades de pico
mas bajas, indicando que el voltaje se encontraba por debajo del punto 6ptimo para la

eficiencia de ionizacion y la formacion de iones en fase gaseosa en ESI.

La creacion y validacion de una técnica cromatografica para la separacion de farmacos en
mezclas complejas es un proceso inherentemente iterativo que requiere de experimentacion,

prueba, error y un tiempo considerable de trabajo.
5.2 Problemas de repetibilidad y reproducibilidad del método.

Durante el desarrollo la técnica se enfrentaron multiples desafios técnicos. A continuacion,

se detallan los principales problemas observados durante la optimizacioén 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 ng/L hizo que el método fuera sensible a cualquier fluctuacion en la preparacion y

composicion de la fase movil:

e Fuentes de variabilidad: pequenas diferencias en el pesaje o volumen de los
componentes, variaciones de temperatura ambiental, presencia de burbujas de aire,
impurezas en los solventes y la evaporacion de componentes volatiles comprometieron

la estabilidad de la fase movil a largo plazo.

Esta variabilidad dificulté el mantenimiento de resultados consistentes (tiempos de retencion,
areas de pico y resolucion) tanto en términos de repetibilidad (mismo analista, mismo dia)

como de reproducibilidad (diferentes analistas, diferentes dias).

e Contaminacion de la columna: la presencia de contaminantes (como impurezas de la
fase movil, material de la muestra, o residuos de inyecciones anteriores) genera iones no
deseados que llegan al espectrometro de masas. Esto se traduce en un aumento del ruido
de fondo y una disminucion de la relacion sefial-ruido. Si la sefial del fairmaco es baja, la
contaminacion puede hacer que la sefial del analito sea indistinguible del ruido, lo que

lleva a un incremento en los limites de deteccion y cuantificacion.

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 retencion del farmaco, dificultando su identificacion confiable,

tal como se demostrd anteriormente en el desarrollo del método analitico.

Por tltimo, la acumulacion de impurezas puede causar ensanchamiento (ancho de pico) o
colapso de picos. Una mala forma del pico dificulta la integracion y, por lo tanto, la

cuantificacion, ademas de indicar una separacion deficiente.

e Problemas adicionales: se sum6 la degradacion de los analitos y la tasa de error

intrinseca de los equipos.
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2. Inconsistencias en la elucion y falta de robustez temporal.

e Contaminacion 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 sefial fantasma en blancos o muestras de baja concentracion,

disminuyendo la precision de la cuantificacion de estas muestras.

A pesar de usar los mismos pardmetros operacionales, se observaron inconsistencias notables

en la elucion de los farmacos a lo largo de diferentes fechas de anélisis.

Los tiempos de retencion y la forma de los picos se desplazaron o alteraron
significativamente entre corridas. Este fenomeno puede ser atribuido al deterioro gradual o
contaminaciéon de la columna, la acumulaciéon de contaminantes dentro del sistema
cromatografico 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 separacion multicomponente (coelucion).

El desarrollo del método fue desafiado por la dificultad para alcanzar una resolucion

adecuada entre todos los componentes, lo que resultd en picos solapados (coelucion).

La fase estacionaria y la fase movil seleccionadas carecian de la capacidad de interactuar
diferencialmente con todos los analitos de propiedades fisicoquimicas similares, impidiendo

su separacion efectiva bajo una inica condicion.
4. Alteracion quimica y factores ambientales externos.
Se identificaron factores que comprometieron la integridad de los analitos y la estabilidad:

o Degradacion del analito: se observo la potencial alteracion quimica de los farmacos (o
sus metabolitos) durante el proceso analitico (en muestra, fase movil, o columna) por
inestabilidad inherente (sensibilidad a la luz, oxigeno, termo-degradacion) o hidrélisis
causada por pH extremos de la fase mévil. Esto puede generar degradacion (nuevos

picos) o disminucidn de la sefial del analito original.
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o Influencia externa: factores ambientales no controlados en el laboratorio, como la
temperatura ambiente o la humedad, afectaron la temperatura de la fase movil antes de
entrar al horno de columna. Estas fluctuaciones influyeron en la eficiencia de la
separacion y el detector, causando variaciones sutiles en los tiempos de retencion y la

sefial.

5. Efecto matriz: es uno de los desafios mas criticos en el desarrollo de la metodologia
presentada, ya que los componentes de la matriz compitieron con los fAirmacos por la carga
eléctrica o el espacio en la superficie de las gotas del aerosol en la fuente de
electropulverizacion (ESI), provocando que la sefial de los analitos fuese mucho mas bajas
de lo esperado, elevando artificialmente los limites de deteccion. De igual modo, debido al
extenso tiempo de experimentacion 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 requiri6 del uso de
gradientes que alcanzan el 100% de fase organica (B o C) al final de la corrida con el fin de
asegurar que los componentes mas retenidos de la matriz sean expulsados de la columna

antes de la siguiente inyeccion; complementado con limpiezas recurrentes del equipo.
6. Cambio en las condiciones de las metodologias referencias en Anexo A.

El desarrollo del método optimizado representa un desafio analitico significativo frente a las

metodologias preexistentes debido a la heterogeneidad quimica de los fArmacos analizados.

o 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 criticas para preservar la
resolucion de analitos que eluyen tempranamente, como metformina y atenolol.

e Separacién y selectividad: la principal dificultad radica en la coexistencia de
compuestos con polaridades extremas y comportamientos de ionizacidén opuestos, ya que
mientras que métodos como el de Ashfaq et al., 2017 o Archana et al., 2017 utilizan
eluciones isocraticas simples, la técnica desarrollada requiere un gradiente complejo que

alterna entre 4cido féormico 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 elucion de compuestos neutros, este método integra acido férmico y metanol de manera
estratégica para maximizar la intensidad de sefial de analitos dificiles como el

ketoprofeno y diclofenaco.

e Voltaje de fuente: el uso de 3,0 kV en modo positivo contrasta con los 4,5 kV sugeridos
por Gruji¢ et al., 2009 o Jacob et al., 2021 ya que dispara el ruido quimico al final de la
corrida para la ionizacidon positiva, comprometiendo la deteccion 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 ionizacion intrinseca del naproxeno e ibuprofeno. Ademas,
el uso de 2,0 kV podria limitar la deteccion de concentraciones bajas si el analito no se

1oniza eficientemente.

e Desarrollo de técnica: el desarrollo enfrentd obstaculos criticos que no se detallan en
métodos simplificados como el de Guan et al., 2016 o Tiong et al., 2020, donde al trabajar
con fases moéviles 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 farmacos,
apagando su sefial.

o 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 decision 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 tnico" observada
en la literatura.

o Limitaciones de técnicas analiticas 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 concentracion
de sales y materia organica compite por la carga en la fuente ESI. El método optimizado
mitiga esto mediante un reequilibrio final, limpiando la columna para la siguiente

inyeccion.

Desarrollar esta técnica a partir de los métodos mencionados fue una tarea de "micro-ajuste".
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5.3 Seleccion de condicion final de operacion en la separacion.

A partir del proceso de optimizacion que incluyd la evaluacion de fases moéviles, temperatura
de columna y energia de fuente, se lograron establecer dos metodologias analiticas distintas:
una en modo positivo y otra en modo negativo. Esta segregacion fue necesaria para
maximizar la sensibilidad y selectividad en funcion de la naturaleza idnica de los

medicamentos. Los parametros encontrados se detallan a continuacion.

El método se desarrolld utilizando una columna de UHPLC de 50 cm de longitud, 2,1 mm
de didmetro y 1,7 um de tamafio de particula. Estas dimensiones confieren una alta eficiencia
y resolucion al sistema al facilitar un flujo uniforme, minimizar los caminos multiples y
maximizar el nimero de sitios de intercambio analito/fase, promoviendo el equilibrio de

reparto de los analitos presentes en la muestra.

6.0e5- ZCurva de calibracion Enero 2025 #16 [manually integrated] TICTIC

Claritromicina

5.0e5

4.0e5

Carbamazepina

3.0e5+

2.0e5

Intensity [counts]

Atenolol
| Paracetamol
.

s Ketoprofeno  piclofenaco

1.0e54 Metformina

R VI - |

-1.0e5 - : . : : : : ; : .
0.39 1.25 2.50 375 5.00 6.25 7.50 8.75 10.00 11.20|
Time [min]

Figura 24: Respuesta en modo positivo con separacion optimizada.
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Tabla 15: Elucion compuestos farmacologicos positivos con condicion final.

Farmaco Ionizacion | Peso Molecular | Ion molecular | Tiempo de retencion
(Da) (min)
Metformina + 129,15 130,18 0,49
Atenolol + 266,34 267,23 0,67
Paracetamol + 151,16 152,14 1,23
Cafeina + 194,19 195,16 3,6
Carbamazepina + 236,27 237,17 8,28
Claritromicina + 747,95 748,61 8,58
Ketoprofeno + 2543 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 operacion: 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; condicion
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% Cy 75% de A hasta 1 min, aumentando a 95% de C a 5 min; condicion

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 ionizacidén positiva, se tiene una
metodologia con una alta capacidad de separacion para la mayoria de los componentes de la
mezcla, alcanzando una resolucion satisfactoria. El inico desafio persistente es la coelucion
de metformina y atenolol, en la cual se logré la separacion; pero, la resolucion basal sigue

siendo insuficiente para una cuantificacion individual satisfactoria.

Los picos presentan formas agudas, estrechas y de simetria resolutiva, caracteristicas que
indican una alta eficiencia cromatografica que permite una integracion de area mas fiable y

una mejor resolucion de picos adyacentes bajo una cuantificacion precisa.

Por su parte, la ausencia de ruido y la estabilidad de la linea base representan un logro
metodoldgico crucial, mejorando significativamente la relacion sefial/ruido y reduciendo
problemas como: degradacion y contaminacion de la columna, impurezas en la fase movil o

los efectos de la matriz en eluciones tardias.
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Figura 25: Respuesta en modo negativo con separacion optimizada.

Se observa una clara resolucion basal de naproxeno e ibuprofeno, demostrando la capacidad
del método para separar estos dos compuestos de estructura quimica 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 precision

de la integracion de area.

La linea 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 relacion dificulta la
determinacion precisa de los limites de deteccion y cuantificacion, pudiendo resultar en

valores que superen las concentraciones encontradas tipicamente en aguas residuales.

Los resultados demuestran un progreso sustancial al establecer dos metodologias
cromatograficas especificas. Mientras que el método general para la mayoria de los farmacos
ha alcanzado un nivel de madurez y calidad cromatografica notable (excelente separacion y
linea base); la metodologia para naproxeno e ibuprofeno, a pesar de lograr la separacion, atin

puede seguir mejorando para alcanzar una mayor sensibilidad y reduccion del ruido.
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5.4 Iones caracteristicos de analitos farmacéuticos seleccionados por MS.

Para determinar el ion precursor de cada compuesto se empled el método de Monitoreo de
Iones Seleccionados (SIM). Este método requirid establecer el tiempo de retencion
caracteristico del analito, una ventana de tiempo definida, el centro de masa del ion molecular
identificado y una ventana de escaneo de la relacion masa/carga (m/z). Tras la deteccion
individual de cada analito, se definieron dos secuencias de SIM separadas: una para el modo
de ionizacién positiva y otra para el modo de ionizacion negativa. La Tabla 16 muestra las

condiciones especificas de cada secuencia SIM y los iones resultantes.

Tabla 16: Parametros dispuestos en SIM.

Farmaco Tiempo de | Ventanade | Centrode | Ventana de Ion
retencion tiempo masa (m/z) escaneo precursor
(min) (min) (m/z)
Modo de ionizacion 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
Cafeina 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 ionizacion 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 utilizo el sistema
de triple cuadrupolo (Q1: barrido de iones; Q2: fragmentacion; Q3: andlisis de iones) para
identificar los iones caracteristicos de cuantificacion y confirmacion. Se optimizo la energia
de colision (CE) de fragmentacion aplicada en Q2, varidndola segun lo descrito en el Anexo

C; encontrando la condicion 6ptima en la Tabla 17.
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Tabla 17: Parametros dados por Product lon Scan.

Farmaco Energia de Ion de Ion de Parametros de ion de
colision (V) cuantificacion confirmacion bibliografia
consultada

Modo de ionizacion 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
Cafeina 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 ionizacion 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 deteccion de farmacos por medio de la espectrometria de masas depende de la energia de
colision, el ion de cuantificacion y el ion de confirmacion de cada analito. Particularmente,
la energia de colision 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 tnicos.

El ion de cuantificacion es el ion producto mas abundante y selectivo elegido para la
medicion. Es el utilizado en la construccion de las curvas de calibracion, permitiendo
alcanzar limites de deteccion y cuantificacion bajos cuando existe alta interferencia. En
paralelo, el ion de confirmacion proporciona evidencia adicional de la identidad del analito;
donde al monitorearse junto al ion de cuantificacion, 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 idnicas y los tiempos de retencion.

Los iones obtenidos para cada compuesto farmacéutico concuerdan con los pardmetros
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reportados en investigaciones previas, teniendo que la energia de colision final seleccionada
fue aquella que produjo la mayor sefal cromatografica. De este modo, una vez definido el
tiempo de retencion, ion precursor, ion de cuantificacion e ion de confirmacion, se puede
establecer la curva de calibracion, y con ello, determinar los limites de deteccion y de

cuantificacion de cada compuesto para su posterior evaluacion en muestras complejas.

5.5 Curvas de calibracion de medicamentos.

La calibracion se llevo a cabo utilizando el método de Monitoreo de Reacciones Multiples
(SRM). Esta técnica permitié el monitoreo selectivo de cada transicion idnica dentro de
ventanas de tiempo de retencion especificas, 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: Parametros finales por Producto lon Scan.

Farmaco Energia de Ion de Ion de Tiempo de | Variacion
colision (V) | cuantificacién | confirmacién | retencion en tiempo
(min) (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
Cafeina 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 operacion: 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; condicion
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% Cy 75% de A hasta 1 min, aumentando a 95% de C a 5 min; condicion
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, resolucion de 0,7 FWHM en Q; y Qs, CID gas

de 2 mTorr, picos cromatograficos de 6 s.

90



» LY RN
AAr‘u
s

s »

(OB () soLev_h

Se realizan curvas de calibraciéon considerando concentraciones entre 8-8.000 ppb
presentando la respuesta cromatografica en modo de ionizacion positiva y negativa en la

Figura 24 y 25, respectivamente.

counts

5.0e6

7.0¢6

6.0e6

4.0e8

2,068

1.0e6

Figura 24: Curva de calibracion modo de ionizacion positiva.

A medida que las concentraciones se incrementan, el area del pico y la altura aumentan
progresivamente. Esto es un indicador de que el método estd funcionando y tiene una
respuesta lineal a lo largo del rango de calibracion. Los picos de los analitos clave son
estrechos y simétricos, lo que facilita la integracion precisa del area y la cuantificacion.
Ademas, el nivel de ruido de fondo es muy bajo, lo cual contribuye a una alta relacion

senal/ruido y a limites de deteccion (LOD) bajos.
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Figura 25: Curva de calibracion modo de ionizacion negativa.

Ambos picos muestran una buena forma cromatografica, son simétricos y estrechos,
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indicando una buena eficiencia de la columna y ausencia de tailing significativo.

Aligual que en el modo positivo, se observa una respuesta progresiva de la sefial (area/altura)
con el aumento de la concentracion para ambos farmacos. Esto confirma que tienen un rango

de calibracion lineal adecuado.

Se observa un grupo de picos anchos e irregulares entre 2,50 y 4,00 minutos en la elucion del
naproxeno. La forma y la altura de los picos sugieren que podria 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 identificacion exitosa en la

muestra.

Con el objetivo de descartar una posible contaminacion en la columna que pudiera afectar
las areas de los picos de interés, se procedio a inyectar unicamente la fase mévil. El resultado

de esta inyeccion de blanco se presenta en la Figura 26.

[Chromatogram (Chromatogram
1 204 AL Curva de calibracion Enero 2025 #1 Fase movil TIC TIC 7001 L Cunva de Y 7] Fase Movil TIC TIC
12 - Carbamazepina - 8.130
1.0e4 (a) Moda de ionizacién positiva 43 - Claritromicina - 8 264 (b) Moda de ionizacion negativa
6.0e1
8.0e3
- 5.0e1
€ 6.0e3
=
z S 4.0e1
5 4.0e3 8
3
2.0e3 'S 3.0e1
=
11 - Metformina - 0.583 B
0050 20e1
2 Oe:
0.39 125 2.50 3.75 5.00 6.25 7.50 8.75 10.00 1120 1.0e1
Time [min
I ation Results
No. [Peak Name Retention Time Area Height Relative Area | Relative Height | Amount
min counts*min counts % % ppb. 0.0e0:
i Metformina 0.583 60.456 656.653 0.30 262 n.a. 232250 3.00 3.50 4.00 4.50 5.00 5.50 6.00 650 6.7
na. |Atenolol na. na. na na. na. na. Time [min]
na. |Paracetamol na na. na. na. na na.
na [cateina na. na na. na na na. L ion Results
2 Carbamazepina 8.130 17592.327 9696.371 86.35 38.72 116.2616 No. |Peak Name Retention Time Area Height Relative Area Relative Height Amount
3 Ciaritromicina 8.264 1626621 9090.983 7.98 36.31 7.6174 min counts*min counts % % ppb
4 Ketoprofeno 9.207 840.901 3878.193 4.13 15.49 76.6581 e
s 0.487 0.195 60.728 0.00 024 = = Ir;umr:;m na. na. na. na. na. na.
6 D 10.597 252 674 1656.157 1.24 661 330338 — eno. na. na 0.3, na, .. na.
Total: 20373.174 25039.086 100.00 100.00 Total: 0.000 0.000 0.00 0.00

Figura 26: Contaminacion de columna para modo positivo (a) y negativo (b).

El andlisis del blanco de fase moévil revelé una contaminacién basal en la columna con
metformina, carbamazepina, claritromicina, ketoprofeno y diclofenaco. Para asegurar la
exactitud de la cuantificacion, las areas de estos picos de interferencia deben ser sustraidas
de las areas obtenidas en las curvas de calibracion, por tanto, se consider6 un rango de
calibraciéon que no involucra la contaminacion. La Tabla 19 presenta los valores de area de

pico que seran utilizados para la correccion de cada analito de interés.
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Tabla 19: Valores de contaminacion de columna.

Farmaco Area de pico
(cuentas-min)
Metformina 60,456
Carbamazepina 17592,327
Claritromicina 1626,621
Ketoprofeno 840,901
Diclofenaco 252,674

Sucesivamente, se aplicé un andlisis de regresion lineal a estos datos con el fin de evaluar la
correlacién existente entre la concentracion del analito y su respuesta del detector. La
ecuacion de la curva de calibracion, su respectivo ajuste y el andlisis de datos completo se

presentan en la Tabla 20.

Tabla 20: Curva de calibracion de medicamentos seleccionados.

Curva de calibracion Coef. Error Fisher Valor Rango de
y (drea)= m- x(concentracion)+n (R?) tipico &F) critico de | concentraciéon
F (ppb)
Metformina bajo y =20,26-m—73,40 | 0,9989 26,35 7.129,02 | 4,32E-13 5-100
Metformina alto y=476-m+5351,15 | 0,9806 | 2.347,14 | 60547 1,23E-11 200-10.000
Atenolol bajo y=63,67-m—14487 | 09948 | 113,60 | 1.156,02 | 4,31E-08 8-64
Atenolol alto y=49,81-m+ 1738,66 | 0,9969 | 1.958,85 | 3.200,33 | 7,23E-14 100-2.000
Paracetamol bajo y=450-m—137,58 0,9926 | 279,64 1.348,92 | 5,33E-12 8-200
Paracetamol alto y=21,76-m+10690,7 | 0,9937 | 5.009,41 | 1.586,67 | 2,38E-12 400-8.000
Cafeina bajo y=1926-m—77,10 | 0,9969 26,54 1.937,16 | 9,21E-09 8-64
Cafeina alto y =30,70-m—6010,5 | 0,9930 | 7.021,72 | 1.981,29 | 1,76E-16 100-8.000
Carbamazepina y =59,79-m+ 2274,86 | 0,9969 | 9.429,05 | 3.812,96 | 2,15E-16 200-8.000
Claritromicina bajo | y = 167,7-m — 3507,22 | 0,9959 | 787,06 1.445,16 | 2,21E-08 32-200
Claritromicina alto | y = 148,31 -m 4+ 291,17 | 0,9969 | 23.988,3 | 3.215,42 | 7,06E-14 400-8.000
Ketoprofeno bajo y=42,08-m—990,14 | 0,9933 | 252,01 887,64 9,48E-08 32-200
Ketoprofeno alto y =45,08-m—2807593 | 0,9931 | 11.004,4 | 1.444,44 | 3,79E-12 400-8.000
Diclofenaco bajo y=3415-m—127,46 | 0,9956 55,91 1.373,05 | 2,58E-08 8-64
Diclofenaco alto y =41,87-m—2221,41 | 0,9958 | 7.366,30 | 3.348,61 | 4,55E-18 100-8.000
Naproxeno baja y=0,63-m—4,13 0,9986 0,92 4.332,41 | 8,27E-10 10-100
Naproxeno alto y=055-m—-13,_87 0,9977 16,36 2.561,31 | 3,99E-09 200-1.600
Ibuprofeno baja y=0,26-m+1,32 0,9847 1,26 385,02 1,14E-06 10-100
Ibuprofeno alto y=0,20-m+5,24 0,9999 1,40 46.643,9 | 6,65E-13 200-1.600

Launidad de “cuentas” implementada en el area es una medida de la intensidad de los peaks en el tiempo.

Analizando los datos de la curva de calibracion proporcionados, se evalta la idoneidad del

método analitico para la deteccién de medicamentos en aguas desde una perspectiva técnica,
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considerando un intervalo del 95% de confianza:
e Coeficiente de Determinacion (R?).

Todos los valores de R? son altos, oscilando entre 0,98 y 0,99. Un R? cercano a 1 indica que
el modelo de regresion lineal es representativo para poder modelar la relacion entre la
concentracion del analito y la respuesta del detector (area de pico) dentro del rango de

calibracion evaluado.
o Error Tipico (Standard Error).

Los valores varian, pero son relativamente bajos en relacion con la magnitud de las areas de
pico. El error tipico mide la dispersion promedio de los puntos de datos alrededor de la linea
de regresion, donde un valor bajo indica que los puntos de calibracion se ajustan a la linea

recta.

Los compuestos como claritromicina, ketoprofeno y carbamazepina tienen valores de error
tipico muy altos. Esto sugiere que la medicion de la sefial (drea) es mds variable e imprecisa
a altas concentraciones. En tanto, los errores tipicos en los rangos bajos como naproxeno e

ibuprofeno indica una mayor precision a bajas concentraciones.
o Fisher (F) y Valor Critico de Fisher (F).

El Test F de Fisher confirma la significancia estadistica global de todos los modelos de
regresion lineal. Dado que los valores F calculados superan ampliamente a los valores F
criticos, se concluye que la relacion lineal entre la concentracion y la respuesta analitica es

altamente significativa y no se debe al azar.

Esta evidencia confiere una alta confianza en la validez del modelo lineal, demostrando que
la metodologia presenta una excelente linealidad y una elevada robustez estadistica para la

cuantificacion 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 relacion es lineal, la sefial generada por estos compuestos es
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débil. Esta baja sensibilidad podria dificultar la consecucion de los bajos limites de deteccion
y cuantificacion requeridos para la deteccion de trazas en matrices complejas como las aguas
residuales, lo que refuerza la necesidad de optimizar las condiciones analiticas estos dos

compuestos.

Una vez validadas las curvas de calibracion para cada analito, se procedi6 a determinar el
limite de deteccion y, posteriormente, el limite de cuantificacién. Estos valores son

fundamentales para definir el rango util de la metodologia analitica implementada.

5.6 Limite de deteccion y cuantificacion de farmacos seleccionados.

A partir de las ecuaciones tabuladas en el estado del arte, se obtuvieron los valores de limite
de deteccion y cuantificacion de cada medicamento, tabulando los datos encontrados en la

Tabla 21.

Tabla 21: Parametros para limite de deteccion y cuantificacion.

Curva de calibraciéon Error Yld (sefial Instrumental Metodologia
y (area)= m- x(concentracién)+n tipico entregada)

LOD LOQ LOD LOQ

(ppb) (ppb) (ppb) (ppb)
Metformina bajo y =20,26 -m — 73,40 26,35 79,05 3,90 13,01 0,016 0,052
Metformina alto y=4,76-m+5351,15 | 2.347,14 7.041,43 1.477,94 4.926,47 5,912 19,706
Atenolol bajo y =63,67 -m— 144,87 113,60 63,67 5,35 17,84 0,021 0,071
Atenolol alto y=49,81-m+ 1738,66 | 1.958,85 49,81 117,98 393,28 0,472 1,573
Paracetamol bajo y =450-m—137,58 279,64 838.91 18,64 62,14 0,075 0,249
Paracetamol alto y=2176-m+10690,7 | 5.009,41 15.028,2 690,76 2.302,54 2,763 9,210
Cafeina bajo y=1926-m—77,10 26,54 21.065,2 4,13 13,78 0,017 0,055
Cafeina alto y=30,70-m—6010,5 | 7.021,72 | 21.065,16 686,13 2.287,10 2,745 9,148
Carbamazepina y=59,79-m+ 227486 | 9.429,05 | 28.287,15 473,12 1.577,07 1,892 6,308
Claritromicina bajo | y = 167,7 -m — 3507,22 | 787,06 2.361,18 14,08 46,93 0,056 0,188
Claritromicina alto | y = 148,31 -m 4+ 291,17 | 23.988,3 | 71.965,01 485,24 1.617,45 1,941 6,470
Ketoprofeno bajo y =42,08-m—990,14 252,01 756,03 17,97 59,88 0,072 0,240
Ketoprofeno alto y =45,08-m—2807593 | 11.004,4 | 33.013.44 723,97 241324 2,896 9,653
Diclofenaco bajo y=34,15-m—127,46 55,91 167,72 491 16,37 0,020 0,065
Diclofenaco alto y=4187-m—2221,41 | 7.366,30 | 22.098,90 527,77 1.759,24 2,111 7,037
Naproxeno baja y=10,63-m—4,13 0,92 2,77 4,40 14,68 0,018 0,059
Naproxeno alto y=0,55-m—1387 16,36 49,08 89,90 299,66 0,360 1,199
Ibuprofeno baja y=026-m+1,32 1,26 3,78 14,77 49,25 0,059 0,197
Ibuprofeno alto y=0,20-m+5,24 1,40 0,60 21,07 70,22 0,084 0,04

El analisis de los limites de deteccion (LOD) y cuantificacion (LOQ) presentados en la Tabla
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21 revela una diferencia drastica entre la capacidad nominal del equipo (instrumental) y la
sensibilidad real del método optimizado (metodologia). Esta mejora se debe a la sintonia de
las condiciones de operacion detalladas en la Tabla 15, como el uso de temperaturas

moderadas (30-35°C) y voltajes de fuente especificos (3,0-4,0 kV) para minimizar el ruido.

Para la mayoria de los farmacos en su rango de concentracidon bajo, la metodologia logra
limites en el orden de ppb muy bajos, superando por o6rdenes de magnitud al ruido
instrumental. La metformina es uno de los analitos mas sensibles, con un LOD metodoldégico
de 0,016 ppb, lo que representa una mejora masiva frente a los 3,90 ppb instrumentales.
Seguidamente, viene la cafeina con el segundo limite mas bajo (0,017 ppb), validando la

eficacia del gradiente positivo de 4acido féormico y metanol para compuestos de baja masa.

Existen fArmacos que, debido a su estructura quimica o tiempo de elucion, presentan limites
levemente superiores, pero ain altamente competitivos frente a la literatura, como lo son el

caso de claritromicina, ibuprofeno, ketoprofeno y paracetamol.

La carbamazepina y los rangos altos de calibracion muestran limites superiores, lo que indica
una mayor variabilidad o saturacion en la respuesta del detector para estas concentraciones.
Igualmente, estos valores son mas elevados debido a la contaminacion existente de estos

medicamentos en el sistema cromatografico.

La superioridad de los limites metodoldgicos sobre los instrumentales se explica por la
optimizacién de los voltajes y temperaturas utilizados que, como se demostrd en las graficas
de ruido, previenen la saturacion del detector y mantienen la linea de base plana. Esto permite
que la Senal Entregada (Y1d) sea distinguible incluso a concentraciones minimas, facilitando

la cuantificacion de trazas en matrices complejas.

Una vez establecidos y confirmados los limites de deteccion y limites de cuantificacion, se
procedi6 a evaluar la matriz sintética con el fin de validar la metodologia analitica y
establecer para cada compuesto el factor de ajuste en la curva de calibracion previo al analisis

de muestras reales.
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5.7 Analisis de muestras de agua sintética.
Para validar la metodologia analitica en la matriz, se realizd6 una muestra sintética. El
proposito fue evidenciar la eficacia del proceso de extraccion 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 evaluacion muestra sintética.

Farmaco Concentracion Concentracion en mezcla Porcentaje de Factor de
individual (ppb) (ppb) recuperacion (%) 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
Cafeina 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 patron.

El porcentaje de recuperacion es un indicador directo de la exactitud del método analitico,

indicando qué tan cercano es la medida en comparacion a la acondiciona.

La tabla de resultados revela que, si bien el disefio multi-modo del HLB funciona para
muchos analitos, el método falla en robustez y precision para los extremos quimicos de la

mezcla.

El cartucho HLB es un copolimero de divinilbenceno (DVB) y N-vinilpirrolidona (NVP), lo

que le confiere una retencion dual:

e Retencion hidrofébica (DVB): retiene compuestos no polares como carbamazepina,
ibuprofeno, naproxeno y ketoprofeno, lo cual se confirma por sus buenas recuperaciones

individuales iniciales.

e Retencion polar (NVP): el grupo carbonilo de la NVP permite la interaccion por enlaces
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de hidrogeno y dipolo-dipolo con compuestos polares que son donadores/aceptores de
enlaces de hidrogeno como paracetamol y cafeina, justificando también su cuantificacion

individual efectiva.

La baja recuperacion en la muestra individual para compuestos con porcentajes menores al

70% indica un sesgo negativo debido a una interaccion 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 catidnica, haciendo que la afinidad
hidrofébica del HLB sea demasiado débil para retener el compuesto. Esto radica en una
pérdida por no retencion, donde el analito es arrastrado prematuramente en la etapa de
lavado.

Claritromicina (5,74%): al ser un macrélido de molécula grande y con propiedades
basicas, puede adsorberse en el sistema cromatografico (lineas de transferencia, viales de
inyeccion, superficie de la columna LC), reduciendo la sefial sin ser detectado en el
LC/MS. También, en caso de ser retenido en el HLB, el solvente de elucion no fue lo

suficientemente basico para romper el fuerte enlace con el DVB.

Sumado a lo anterior, la muestra patrén fue preparada y almacenada por un tiempo; por ende,

pudo haberse degradado antes de la inyeccion.

3.

Diclofenaco (23,21%): se logr6 una recuperacion muy baja tanto en formato individual
como en mezcla atribuido a que se encuentra completamente ionizado (deprotonado)
como un anién (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 repulsién idnica 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

fendémenos asociados a una sobresaturacion del ibuprofeno y una competencia y/o fuga del

naproxeno, atenolol y carbamazepina:

1.

Sobre-recuperacion del ibuprofeno (264,18%): este valor es un error de
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sobreestimacion y no una recuperacion real. Se justifica por la potenciacion idnica en el
LC/MS (componentes de la matriz amplifican desproporcionadamente la sefal del

ibuprofeno).

El ibuprofeno es un compuesto de caracter acido. Al emplear un pH neutro (7,0) durante la
extraccion, el analito se encuentra predominantemente en su forma ionizada (como

carboxilato con carga negativa, siendo su retencién menos estable que en condiciones 4cidas.

La ecuacion del ibuprofeno bajo tiene la pendiente mas baja de toda la tabla. Esto significa
que pequefias variaciones en el area causadas por interferencias de otros farmacos en la
mezcla sintética provocan cambios desproporcionados en la concentracion calculada. Con
una sefial analitica 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 sefial de los otros compuestos, inflando el area del

pico y resultando en la recuperacion exacerbada de 264%.

Mientras que el ibuprofeno individual reporta una recuperacion de 81,83% (subestimacion
por falta de retencion a pH neutro), al estar en mezcla sintética salta al 264,18%. Esto
confirma que el problema es la interferencia por mejora de sefial causada por los otros

farmacos que eluyen cerca de ¢l o afectan la quimica de la fuente de iones.

2. Competencia y fuga de atenolol, carbamazepina y naproxeno (disminucion del
100%): la saturacion de los sitios de retencion por multiples analitos hace que los
compuestos con afinidad ligeramente menor sean desplazados y/o perdidos durante el
lavado y la elucion; por ende, no se puede extrapolar la afinidad del cartucho de forma
individual y en mezcla debido a este fendmeno de competencia, porque la saturacion y la
competencia son fendémenos exclusivos y dependientes de los medicamentos utilizados,

concentraciones y caracteristicas 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 extraccion suboptima, pérdida durante la concentracion

o leve adsorcion. Estos porcentajes, permiten la medicion principal de la dosis del farmaco
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presentes a bajos niveles cercanos del limite de cuantificacion. Por lo anterior, se plantea en

la Figura 27 pasos a seguir en un futura optimizacion y desarrollo de método:

P ron: i i6 Correccion de cuantificacion:
o Limpieza de columna Muestra patron: inyeccion de
dchllmcmn dk.' . para eliminar directa sin SPE con > sc cvalua‘ si sc detecta
> .m'c‘.'llca:jmzrggs, Ti‘t?MOS interferencias concentracioncs conocidas concentracion correcta en

micia . GI:I }t/ . . h (trlpllcado) LC/MS

pH ncutr

r
Recuperacion
70-120%?
NO
SI | Comparacién de METODO OPTIMO PARA
g anal‘?lsd?‘} (‘lncfda LA CUANTIFICACION. FIN
Recuperacion ¢ indrvicua
70-120%?
Analisis en mezcla con SPE:
aplicar protocolo con mezcla
multicomponente para ver
efectos matriz y competencia
SI
Recuperacion
Optimizar la quimica del cartucho NO 70-120%? Andlisis individual con SPE:
(aplicar modo mixto MCX/MAX, [* aplicar protocolo a cada
ajuste de pH u otro) farmaco por separado
|

Figura 27: Propuesta para evaluacion de compatibilidad de cartucho SPE.

El método de extraccidén con el cartucho HLB demuestra una marcada falta de robustez,
evidenciando que no se puede extrapolar la afinidad de los fArmacos de forma individual a la
mezcla. Este fallo se debe a la competencia por los sitios de retencion, lo que conduce a
pérdidas de analito y subestima la concentracion. De manera critica, la evaluacion de la
recuperacion de la mezcla no va a ser un valor certero cuando hay sobre-recuperacion porque
puede haber otros compuestos que hagan ruido (potenciaciéon idnica) en el detector,
invalidando el resultado. Por lo tanto, en ninglin caso se puede definir un limite de eluyente

basado en datos erroneos, siendo fundamental aplicar el proceso detallado en la Figura 27.

Para cumplir con el estdndar internacional de validacion entre el 70-120%, el método debe
ser redisefiado y obligatoriamente corregirse con muestra patron, idealmente utilizando un
triplicado que mida parametros 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; ademas
de estandares internos para compensar la variabilidad introducida por la competencia y los

efectos de matriz. Igualmente, se debe evaluar tanto la recuperacion individual como en
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multicomponente con el fin de asegurar la confiabilidad de concentracion detectada en una

futura muestra real.

Para reducir el efecto matriz en el andlisis de fairmacos, especialmente considerando los
desafios observados en muestras sintéticas y complejas con el uso de cartuchos HLB, se
deben implementar estrategias que mejoren tanto la selectividad de la extraccion como la

limpieza de la ionizacion.

Preparar los estandares de la curva de calibracion en una matriz similar a la muestra real
ayuda a que el error sistemdtico sea el mismo en los estandares y en las muestras,
compensando la supresiéon o mejora de sefal. 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 inyeccion es la forma mas sencilla de reducir la concentracion de interferentes de

la matriz sin perder la sefial del analito.

Si bien la deteccion inequivoca de un analito confirma su presencia en la muestra, la
cuantificacién precisa de su concentracion absoluta es inherentemente desafiante. No es
posible determinar la cantidad exacta del analito con un alto grado de certeza sin una
validacion rigurosa. La respuesta del sistema de deteccion no solo depende de la cantidad del
analito de interés, sino también de la composicion de la matriz, las interacciones
fisicoquimicas entre los analitos presentes (competencia en la extraccidon o potenciacion
i6nica) y la eficiencia variable del proceso de preparacion de la muestra. Por lo tanto, el
resultado es una concentracion reportada, no una certeza analitica, hasta que se demuestre la
robustez del método mediante el uso de estdndares internos marcados isotOpicamente que

compensen estas variaciones sistematicas.

5.8 Analisis de muestras de agua.

A continuacion, se visualizan los resultados obtenidos para los diferentes puntos de medicion

en la planta de depuracion y agua potable en la Figura 28,29, 30 y 31; bajo los pardmetros
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tabulados en la Tabla 23.
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Figura 28: respuesta para tratamiento primario.
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Figura 29: Respuesta para entrada de tratamiento secundario.
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Figura 30: Respuesta para salida de tratamiento secundario.
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Figura 31: Respuesta para agua potable.
Tabla 23: Deteccion y cuantificacion de medicamentos en muestras de agua.
Farmacos Agua Porcentaje | Entrada | Porcentaje Entrada Porcentaje Salida Porcentaje
potable de primaria de secundaria de secundaria de
(ppb) desviacion (ppb) desviacion (ppb) desviacion (ppb) desviacion
(%) (%) (%) (%)
Metformina 0,02 +7,41-107* 0,29 +2,51-1072 0,06 +3,49-1072 0,03 +5,23-1073
(£3,51%) (£8,52%) (£59,05%) (£15,30%)
Atenolol 0,01 +4,89-107° 0,02 +8,12-1073 0,06 +8,11-1072 0,01 +1,35-107*
(£0,53%) (£43,34%) (£144,43%) (£1,43%)
Paracetamol 0,02 +2,20-1073 25,21 +1,17 0,03 +3,42-1073 0,03 +1,06- 1072
(£13,76%) (£4,64%) (£10,17%) (£39,55%)
Cafeina 0,06 | +2,05-1072 58,33 +2,87 0,17 +3,12-1073 0,26 +3,51-1072
(£32,72%) (£4,93%) (£1,86%) (£13,33%)
Carbamazepina | <LOD N/A 0,07 +1,42-1072 <LOD N/A <LOD N/A
(£19,73%)
Claritromicina 0,09 | +£3,92-107* 0,08 +2,74-107° 0,08 +5,08-107° 0,08 46,49 -107°
(£0,46%) (£0,03%) (£0,06%) (£0,08%)
Ketoprofeno 0,12 +1,16-1073 0,45 +1,09-1072 0,16 +5,14-1073 0,12 +2,76-1073
(£0,96%) (£2,41%) (£3,26%) (£2,26%)
Diclofenaco 0,04 +9,95-10~* 0,03 +4,10-1073 0,04 +3,95-1073 0,04 +2,83-1073
(£2,37%) (£13,36%) (£8,82%) (£7,32%)
Naproxeno N/D N/A 6,32 +1,45 0,76 +5,48- 1071 0,38 +1,42-1071
(£22,87%) (£72,40%) (£37,26%)
Ibuprofeno 0,13 | +£3,71-1072 8,90 +3,95 0,25 +5,02-1072 0,43 +5,25-1072
(£29,05%) (£44,36%) (£20,10%) (£12,24%)

<LOD: Menor al limite de deteccion, N/D

: No detectado, N/A: No aplica.

El estudio expone resultados criticos sobre la presencia de diez farmacos esenciales en el

ciclo del agua. La investigacion no solo se limita a la cuantificacion, sino que evalua la

confiabilidad del método analitico, 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 dificiles 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
fendmeno ocurre cuando los componentes co-extraidos de la muestra (materia organica,
sales, proteinas, lipidos) interfieren en la ionizacion de los analitos durante el andlisis
cromatografico, provocando supresiones y aumento artificiales de sefal; explicando el por
qué en etapas de alta complejidad organica (como la entrada secundaria), las desviaciones
estandar superan los limites permitidos, restando exactitud a los valores en ppb. A medida
que la matriz es mas "sucia" (mayor carga de s6lidos y materia organica), el efecto matriz se
intensifica, lo que dificulta discernir entre la concentracion real del fairmaco y la interferencia

quimica.
A continuacion, se detalla un andlisis por etapa de muestreo:

¢ Entrada del tratamiento primario: se confirm¢ la presencia de los diez compuestos.
Las altas concentraciones de cafeina, paracetamol, naproxeno e ibuprofeno actuan como
trazadores de la actividad humana, confirmando la excrecion directa al alcantarillado

como la fuente principal debido a su uso masivo en la sociedad.

Aunque es una etapa de carga alta, la mayoria 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 esta presente desde el inicio del muestreo. Si bien no se puede validar
a ciencia cierta la concentracion real de los medicamentos; si se puede confirmar su presencia

en el medio.

¢ Entrada del tratamiento secundario: esta es la etapa mas problematica para el método
analitico. Las desviaciones escalan drasticamente 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 cientifica. Los procesos de decantacion
pueden haber liberado interferentes solubles que bloquean la deteccion precisa de estos

compuestos especificos.

La mayor remocion de medicamentos se obtuvo en la etapa inicial, teniendo que gran parte
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de los compuestos queda retenido en el solido. Esto se debe principalmente a la adsorcion
del farmaco en las particulas de materia organica suspendida y a su eliminacion fisica

radicada por su posterior sedimentacion en los decantadores primarios.

e Salida del tratamiento secundario: esta etapa revela la ineficacia del sistema
convencional para degradar moléculas complejas. Particularmente, se observa un
aumento en la concentracion de cafeina e ibuprofeno respecto a etapa anterior, causado
por las condiciones enzimaticas y de pH en los lodos activados que hidrolizan o
"desconjugan" los metabolitos (formas inactivas excretadas), revirtiéndolos a su forma
farmacologicamente activa y detectable o bien, puede ser debido a su propia desorcion,
donde aquellos medicamentos que estaban "atrapados" en los solidos del tratamiento

primario se liberan nuevamente a la fase acuosa durante el proceso biologico.

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 desviacion
aceptables que aseguren su correcta deteccion. Para el caso de naproxeno y paracetamol, se

puede decir que hay medicamento, pero sin confirmar su cantidad exacta en la muestra.

e Agua potable: casi todos los compuestos estan validados bajo el criterio del 20%, con

excepciones menores en cafeina (32,72%) e ibuprofeno (29,05%).

La deteccion de 9 de los 10 farmacos (todos excepto el naproxeno) subraya que los
tratamientos de potabilizaciébn actuales no son suficientes y efectivos ante estos

microcontaminantes, generando un riesgo sanitario por exposicion cronica.

A partir de los resultados obtenidos surge la necesidad de reconocer la importancia de un

tratamiento de lodos para evitar un re-contaminacion en el medio con medicamentos.

La oxidaciéon avanzada es una alternativa para destruir estructuras quimicas con
biodegradacion controlada por medio de digestion anaerobia o biorreactores de membrana
(MBR). También, es factible incorporar tratamientos térmicos de incineracion o pirdlisis,
extraccion quimica con cambios de pH o uso de solventes; y, tratamientos biologicos para

mineralizar moléculas biodegradables como cafeina, paracetamol, ibuprofeno y naproxeno.
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Por otro lado, la comparacion entre las etapas del tratamiento revela la persistencia de
medicamentos como atenolol, claritromicina, metformina y diclofenaco en la matriz acuética.
Muestran cero remociones en algunas etapas, indicando que son altamente refractarios a la
biodegradacion, teniendo una eliminacion 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 concentracion inicial
(<LOD en salida) sugiere que la carga es minima o que la dilucién es un factor importante a
considerar, por ende, no se puede dar indicios concretos de su efectiva remocion en el proceso

de depuracion.

Finalmente, el estudio demuestra que en las concentraciones trazas encontradas y con una
accion combinada de multiples farmacos, estos compuestos ejercen una presion 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 presion selectiva, favoreciendo el desarrollo de bacterias resistentes.

o Toxicidad en flora acuatica: el ibuprofeno y naproxeno generan estrés oxidativo y

toxicidad en microalgas.

o Daifio en peces: el diclofenaco causa dafios histopatologicos en rifiones y branquias,

afectando la supervivencia.

o Fototoxicidad: el ketoprofeno presenta un riesgo Uinico: 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, si
se puede asegurar que existe cierta cantidad del fArmaco que ingresa al medio ambiente sin

control regulatorio.
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Capitulo 6: Conclusiones y recomendaciones.

Se logré implementar una metodologia UHPLC/MS/MS para la deteccion cualitativa de
compuestos farmacéuticos en niveles trazas. No obstante, la cuantificacion 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
identificacion de analitos como metformina, carbamazepina, ibuprofeno y naproxeno en la
separacion; ademas de optimizacion necesaria en el proceso de extraccion en fase solida para
la cuantificacion 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 recuperacion sugiere que, para asegurar la cantidad exacta del analito, es
necesario evaluar no solo la compatibilidad quimica de cada compuesto con el cartucho SPE,
sino también su interaccion especifica con una mezcla compleja y la matriz de agua real; por
ende, se establecieron las bases criticas para el monitoreo de contaminantes emergentes en el
contexto hidrico chileno. A continuacidn, se detallan los hallazgos en relacion con los

objetivos propuestos:

La revision sistematica permitio identificar una brecha critica entre el consumo masivo de
farmacos y la capacidad de deteccion local. Se corrobord 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 andlisis local
confirman que los diez compuestos elegidos no solo son consumidos con alta frecuencia, sino
que poseen una persistencia quimica (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 implementacion de la metodologia analitica desarrollada considerando los limites
de deteccion y cuantificacion fue exitosa para la deteccion cualitativa de compuestos
farmacéuticos en niveles traza, el proceso reveld desafios técnicos de alta complejidad dadas
por la heterogeneidad quimica de los analitos (pesos moleculares desde 129,15 Da hasta
747,95 Da), debiendo romper la tendencia de "método unico" ilustradas en investigaciones

anteriores. Asi, se determind que operar con fases moviles diferentes con gradientes y zonas
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isocraticas 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 ionizacion y la resolucion sin comprometer la sefial analitica de los
compuestos. Sin embargo, la cuantificacion precisa se vio comprometida por la coelucion y
el efecto matriz. La competencia por carga en la fuente ESI elev¢ artificialmente los limites
de deteccion. Ademads, la falta de validaciéon de los puntos de identificacion (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 identificacion, pero requiere

optimizacion adicional para una cuantificacion normativa estricta.

La metodologia analitica confirm¢ la ubicidad y transferencia de diez farmacos a lo largo del
ciclo integral del agua, donde el analisis de la entrada primaria validé una descarga directa 'y
constante al sistema, evidenciada por la deteccion de altas concentraciones de cafeina,
paracetamol, naproxeno e ibuprofeno. A la vez, el hallazgo de nueve farmacos activos en el
agua potable es un resultado critico que genera una alerta para la salud publica. Esto
demuestra que los tratamientos de potabilizacion existentes son insuficientes para eliminar
completamente estos contaminantes traza, siendo el uso de aguas residuales como fuente de
agua potable, bajo estas condiciones de remocion ineficaz, un riesgo para la ciudadania

debido a la exposicidn cronica a estos contaminantes en niveles detectables.

El monitoreo de las distintas etapas diferencio la eficiencia de remocion segun la naturaleza
quimica de los compuestos, teniendo los biodegradables como cafeina, paracetamol,
ibuprofeno y naproxeno con una remocion superior, haciéndolos sustratos viables para la
comunidad microbiana de los lodos activados. Por el contrario, los farmacos recalcitrantes
como carbamazepina, diclofenaco, claritromicina, atenolol, metformina y ketoprofeno
mostraron una eliminacion limitada o inferior, demostrando la ineficiencia del tratamiento
secundario convencional para la completa eliminacion de esta categoria de contaminantes y
su persistencia en el medio. Finalmente, el monitoreo del proceso de depuracion reveld un
aumento en las concentraciones obtenidas de cafeina e ibuprofeno sugiriendo una
desconjugacion enzimatica de sus metabolitos conjugados en el tratamiento bioldgico,
liberando el farmaco activo original y reintroduciéndolo al efluente, lo que compromete la

eficiencia de remocion aparente.

El monitoreo confirm¢ la transferencia de diez farmacos a través de todo el ciclo integral del
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agua, donde se observo que compuestos biodegradables (cafeina, paracetamol, ibuprofeno y
naproxeno) tienen una remocion superior en lodos activados; sin embargo, farmacos
recalcitrantes como diclofenaco y claritromicina mostraron una eliminacion limitada por los
tratamientos convencionales, persistiendo en el efluente. Ahora bien, el hallazgo de nueve
farmacos activos en agua potable es un resultado critico. Esto demuestra que los tratamientos
de potabilizacion actuales son insuficientes frente a contaminantes traza, exponiendo a la
poblacion a una ingesta cronica cuyos efectos sinérgicos asociados a la toxicidad de mezcla

aun no estan regulados.

La investigacion identifica que el principal desafio es la inestabilidad y falta de robustez
temporal del método ante concentraciones de ng/L. Las fluctuaciones en la fase movil y la
contaminacion de la columna generan ruido quimico que opaca la sefial del analito, teniendo
que ajustar las condiciones operacionales hasta lograr una respuesta resolutiva y confiable
que permita limites de deteccion y cuantificacion en concentraciones traza. Basado en esto,
se concluye que es urgente transitar hacia una regulacion que no solo considere compuestos
individuales, sino limites de descarga basados en la persistencia y la reintroduccion de
farmacos activos por desconjugacion. 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:

e Refinamiento de la SPE: es imperativo mejorar la selectividad del cartucho para reducir
recuperaciones anomalas superiores al 120%, evaluando las recuperaciones no solo de la
muestra individual sino también en mezcla. Se recomienda realizar pruebas de "spiking"
(fortificacion) tanto en matriz sintética como real para calcular factores de correccion por
efecto matriz especificos para cada punto de muestreo.

e Reduccion de contaminacion: implementar limpiezas de matriz mas rigurosas para
reducir la contaminacion del equipo.

e Preservacion de muestras: se propone sustituir la refrigeracion simple por la
congelacion inmediata de las muestras. Esto es crucial para detener la actividad
microbiana que facilita la desconjugacion de metabolitos y para mantener un pH neutro
constante que evite cambios en el estado de ionizacion de analitos sensibles.

e Andlisis de metabolitos: desarrollar metodologias que permitan la cuantificacion
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simultanea de fArmacos y sus principales metabolitos conjugados. Esto permitira realizar
balances de masa reales y entender si una baja concentracion se debe a remocion efectiva
o simplemente a una transformacion temporal del compuesto.

Aseguramiento de calidad: implementar estrictamente el uso de estandares internos
isotopicamente marcados para corregir las pérdidas durante la SPE y la supresion de iones
en la fuente ESI, asegurando que se cumplan los 4 puntos de identificacion normativa
que verifiquen el cumplimiento de desviacion normado en las relaciones de intensidad
relativa.

Implementacion de tratamientos terciarios: ante la ineficacia de los lodos activados
para eliminar compuestos recalcitrantes, se recomienda evaluar la viabilidad de procesos
de oxidacién avanzada o adsorciéon en carbon activado granular en las plantas de
tratamiento de aguas servidas.

Gestion en la fuente: crear politicas de tratamiento y devolucién para medicamentos
vencidos o no usados en farmacias y hospitales. Reducir la carga de entrada al sistema de
alcantarillado es mas costo-efectivo que tratar de remover trazas de ng/L al final del
proceso, atacando el problema desde su origen.

Establecimiento de rangos para limites maximos permitidos: proponer a la autoridad
ambiental la creaciéon de una norma secundaria de calidad ambiental que establezca
rangos de remocion obligatorios para farmacos de alto riesgo sanitario en efluentes. La
cantidad de compuesto encontrada dependera de su interaccion con la matriz evaluada y
su respectiva caracterizacion.

Vigilancia de "puntos calientes': declarar las plantas de tratamiento de aguas servidas
como zonas de vigilancia especial para la generacion de resistencia antimicrobiana,
integrando el monitoreo de antibidticos (como la claritromicina) en los planes de manejo

de riesgos de las sanitarias.

La relevancia y solidez técnica de esta investigacion como primer acercamiento de la

metodologia fueron validadas mediante su seleccion y presentacion como el mejor pdster en

el Congreso de la Asociacion Interamericana de Ingenieria Sanitaria y Ambiental (AIDIS),

uno de los foros més prestigiosos del sector a nivel regional. Este reconocimiento destaca la

complejidad del desafio analitico enfrentado al cuantificar contaminantes en niveles de traza

y la urgencia de los hallazgos reportados sobre la presencia de farmacos en agua potable
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chilena. La distincion por parte de AIDIS subraya el valor estratégico de este estudio como
un pilar cientifico para la actualizacion de normativas ambientales y la implementacion de
tecnologias de tratamiento avanzado, posicionando esta metodologia como una referencia

necesaria para la gestion hidrica y la proteccion de la salud publica en el pais.
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Anexos.

Anexo A: Muestreo de métodos para la estandarizacion de la metodologia.

Angeles et al., analizaron concentraciones de carbamazepina y diclofenaco en lodos de
depuracion por medio de un sistema de SPE con deteccion UHPLC/MS/MS con fuente
de ionizacion por electropulverizacion electrospray. En ella, se utiliz6 una columna
Waters® ACQUITY UHPLCC® HSS T3 C18 (100 mm x 2,1 mm, DI., tamafio de
particula de 1,8 um), inyectando 10 pL a 40°C, a través de una fase mévil de acetonitrilo
(A) y acetato de amonio SmM con 4cido férmico al 0,1% (B). Se aplicéd 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 15,5y 17,3 min (Angeles et al., 2023).

Fabregat et al., encontr6 claritromicina en aguas residuales con UHPLC acoplado a un
espectrometro de masas de triple cuadrupolo de ionizacion por electropulverizacion. Asi,
se llevo a cabo la experimentacion en una columna Atlantis T3 (3,0 X 150 mm, DI., 3
um) a 40°C, un caudal de 0,4 mL/min y un volumen de inyeccion de 100 pL. Se us6 una
energia de fuente de 1kV y fases moviles de agua (A) y metanol (B), ambas con 2 mM
de acetato de amonio y acido férmico al 0,1 %. El gradiente de fase movil fue: 10% de B
inicial, 99% de B desde 6 min a 8 min'y 10% de B a 8,1 min; condicién mantenida hasta

10 min (Fabregat et al., 2023).

Wilkinson et al., lleva a cabo la experimentacion con un espectrometro de masas de triple
cuadrupolo y una columna Phenomenex Zorbax Eclipse C18 Plus con fase movil agua de
grado LCMS (A) con 4cido férmico 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 condicion inicial a 23,1 min para un
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periodo de reequilibrio de 10 min. Se distinguen cafeina, paracetamol, atenolol,

carbamazepina, metformina y naproxeno (Wilkinson et al., 2022).

Aydin et al., logro la identificacion de ibuprofeno, naproxeno, diclofenaco, ketoprofeno
paracetamol, claritromicina y carbamazepina en aguas de planta de tratamiento por medio
de cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas de triple cuadrupolo. En
ella, se utilizd una columna Poroshell 120 EC-C18 (100 mm x DI 3 mm, tamafio de
particula 2,7 um), con un caudal de 0,5 mL/min y una temperatura de 35 °C. El volumen
de inyeccion fue de 2 pL, realizando una elucion en gradiente con 4cido féormico al 0,5%
y formiato de amonio 2mM (A) y metanol (B) para ionizacién positiva. En paralelo, la
ionizacion negativa incluye como fase moévil 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 x 2,1
mm, DI., 2,0 um), con un caudal de 400 pL/min, una temperatura de columna de 30 °C
y un volumen de inyeccion10 pL. Ademas, implementa una fase mévil de metanol (A) y
agua ultrapura con acido acético al 0,1 % (v/v) (B). El gradiente se mantuvo al 20% de
A por 2 min y se increment6 al 70% de A en 0,5 min manteniéndolo por 5 min. Posterior
a ello, se reestablecio 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., logrd detectar ibuprofeno, carbamazepina, claritromicina, paracetamol
y diclofenaco a través de una columna Atlantis T3 C18 (100 mm % 2,1 mm, DI., 3 pum)
con un modo de ionizacion positiva que presenta una fase movil A de agua y metanol en
90:10 con SmM de formato de amonio y acido férmico al 0,01 % vy, fase B de metanol
con SmM de formato de amonio y acido formico 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 isocratica hasta 6 min. En 16,1 min se vuelve a la condicion
inicial hasta 20 min. Para el modo negativo, se tiene una fase movil de agua y metanol en
90:10 con SmM de acetato de amonio (A) y B con metanol y 5 mM de acetato de amonio.

Este, 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 cromatografia liquida con columna (5,0 x 3,0 mm, DI., 2,7 um), acoplada
a espectrometria de masas de triple cuadrupolo con fuente de ionizacidn por electrospray.
Se inyect610 pL de muestra a 0,5 mL/min. Las fases moviles usadas son 0,1 % de 4cido
formico (A) y acido formico al 0,1 % en acetonitrilo:metanol (1:1, v/v) (B). Del mismo
modo, se implemento un gradiente inicial con 10 % durante 0,2 minutos, seguido de una
elucidn isocratica 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., identific6 metformina en un HPLC acoplado a un espectrometro de masas
con ionizacion por electrospray. Se aplico una inyeccién de 20 mL en una columna C18
de fase inversa 50% 2,1 mm (columna Shimpack XR-ODS). La fase mévil contenia 4cido
formico (A) y metanol (B). La composicion del solvente comenzé 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 elucion isocratica hasta 25 min.
Con ello, se presenta una temperatura de 25°C y una energia de fuente de 4,5 kV (Jacob

etal., 2021).

Wilkinson et al., determind atenolol, cafeina, naproxeno, paracetamol, metformina,
claritromicina y carbamazepina mediante un HPLC acoplado a un espectrometro de
masas de triple cuadrupolo mediante una ionizacion electrospray. En ella, se utiliza una
columna ZORBAX Eclipse Plus C18 (3,0 x 100 mm, DI.,1,8 um), una fase moévil de 0,01
M de 4cido férmico y formiato de amonio (A) y, metanol (B), un caudal de 0,45 mL/min.
El gradiente comenz6 con 10 % de B , aumentando a 40 % a 5 min, 60 % a 10 min, y 100
% a 15 min, donde permanecid 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., estimd paracetamol, atenolol, cafeina, carbamazepina, diclofenaco,
ibuprofeno, ketoprofeno y naproxeno en las muestras de rio y agua subterraneas en una
columna UHPLC C18 (100 x 2,1 mm, DI.,1,7 um) con fases mdviles con metanol (A) y
agua (B), ambos con acido férmico al 0,01% y acetato de amonio 0,1 M para los primeros
5 componentes. Se gener6 una elucion en gradiente con un contenido inicial de 10% de
B, alcanzando una condicion de 90% de B a 5 minutos. Asi, se inyecté un volumen de

10 puL 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 acido férmico al 0,01% y acetato
de amonio 0,1 M en una columna Xterra C18 (100 x 2,1 mm, DI., 3,5 um) se utiliz6
agua con 0,1 de &cido acético y 0,1% de acetato de amonio (A); y, metanol con
acetonitrilo (50:50) (B). Se llevo a cabo una condicién inicial de 40:60 organico:agua,
incrementado la fase organica en 100% a los 10 minutos durante 2 min. Para ello, se us6

un caudal de 0,2 mL/min y un volumen de inyeccion de 10 uL (Sharma et al., 2019).

Castiglioni et al., utiliz6 una columna C8 de (50 mm x 2 mm, DI., de 3 pm Phenomenex
y un XTerra MS C18, 100 x 2,1 mm, DI., 3,5 pm). Para modo positivo, el eluyente A fue
acido formico al 0,1 % en agua y el eluyente B de acetonitrilo. La elucidn se inici6 con
el 100% del eluyente A, bajado por un gradiente lineal de 10 min al 100% del eluyente
B, teniendo una elucién isocratica de 2 min y un gradiente lineal de 2 min al 100 % del
eluyente A, que se mantuvo durante 6 min. En paralelo, el analisis en el modo de iones
negativos con 0,05% en agua como eluyente A y acetonitrilo como eluyente B, se
desarroll6 son 100 % de eluyente A, seguido de un gradiente de 6 min al 70 % de eluyente
Ay 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 condicion 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 cafeina (Castiglioni ef al., 2018).

Hermes et al., registra la presencia de naproxeno, ibuprofeno, atenolol, claritromicina,
carbamazepina, cafeina y diclofenaco en muestras acuosas bajo HPLC acoplado a un
espectrometro de masas en tdndem. Se utiliz6 una precolumna Zorbax EclipseXDB-C8
(2,1 x 12,5 mm, DI., 5 pm) para ionizacion positiva y negativa. La primera, posee una
fase movil de acido formico 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
I min y luego disminuye a 0% de A a 14,5 min; condicion mantenida por 5,5 min.
Transcurrido 0,1 min, se incrementd el procentaje de A a 100% hasta 25 min. Por su
parte, en negativo se emplea acido acético al 0,1 % (A) y acetonitrilo (B) como fases
moviles. El gradiente comenz6 en 98% A, manteniendo la elucién dada por el método

positivo (Hermes et al., 2018).
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Albergamo et al., investigé la presencia de cafeina, ibuprofeno, paracetamol, diclofenaco
y carbamazepina en aguas residuales bajo un UHPLC acoplado a un espectrometro de
masas con ESI. Se separaron los analitos en una columna de fase inversa C18 (100 x 2,1
mm, DI., 2,6 um) con fases moviles de agua (A) y metanol (B). El gradiente
implementado se inicié 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 acompafi6 de un caudal de 0,3 mL/min y una temperatura de 40°C

(Albergamo et al., 2018).

Campos et al., implementd un sistema UHPLC acoplado a un analizador de masas hibrido
para determinar paracetamol, atenolol, ketoprofeno, claritromicina, carbamazepina
cafeina, y naproxeno en una columna analitica ZORBAX Eclipse XDB C18 (50 mm X
4,6 mm, DI.,1,8 pm), en el cual se utilizé6 como fases moviles acido formico 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 condicion
inicial a los 18 min. El volumen de inyeccion fue de 10 L, con un caudal de 0,4 mL/min

(Campos et al., 2017).

Ashfaq et al., reportd en el afio 2017 una recoleccion de las muestras de aguas residuales
mediante una extracion liquido-liquido con cloformo en botellas de vidrio de color &mbar
refrigerados a 4°C, donde se utilizan dos HPLC con una columna Discovery C18
(250%4,6 mm, DI., 5 um) como fase estacionaria a temperatura ambiente. Para determinar
paracetamol, naproxeno, diclofenaco e ibuprofeno se utiliz6 una fase movil de
acetonitrilo y acetato de amonio al 0,1 M en relacion de 50:50 v/v. La deteccion se llevo
a cabo a 254nm de forma isocratica a una velocidad de flujo de ImL/min de fase movil

(Ashfaq et al.,2017).

Archana et al., tomaron muestras de lagos y aguas residuales en botellas de vidro &mbar
de 5 L, evaluando paracetamol y cafeina en un HPLC modelo 2.545, equipado con una
bomba de modulo de gradiente cuaternario y un detector de diodos. Asi, se hace uso de
una columna C18 sunfire™ 5 um, (4,6 x 250 mm) y, se implementa una extraccion en

fase solida que utiliza un colector de vacio de Supelco, Visiprep™. Con ello, se
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implementod una elucidn isocratica a 1 mL haciendo uso de una fase moévil compuesta por

metanol/acido acético al 1% 80:20 (v/v) durante 15 min (Archana et al., 2017).

Kovacevi¢ et al., determind concentraciones de carbamazepina y diclofenaco por medio
de estdndares individuales preparados en metanol a una concentracion de 100 mg/L,
siendo conservadas a 4°C. De este modo, se lleva a cabo la deteccion en un HPLC que
presenta una columna Zorbax Eclipse® XDB-C18 de fase inversa (75 mm % 4,6 mm,
DI, 3,5 um) y una precolumna (12,5 mm x 4,6 mm, DI, 5 pum); junto con una
espectrometria de masas que utiliza una configuracion de ionizacion positiva e ionizacion
por electropulverizacion. Para ello, se usé una fase movil compuesta por metanol (A),
agua desionizada (B) y acido 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 By 2% de Cy,
a 30,01 min 98% de B y 2 % de C siendo isocratico hasta 33 min. El caudal de la fase
movil fue de 0,3 mL/min, teniendo un volumen de inyeccion de 10 pL; con lo cual se

encuentra carbamazepina y diclofenaco (Kovacevi¢ et al., 2017).

Alygizakis et al., cuantificd cafeina, naproxeno, carbamazepina, claritromicina,
diclofenaco y paracetamol en aguas de mar basada en una extraccion en fase solida con
UHPLC/MS/MS de triple cuadrupolo con ionizacion electrospray, la cual se llevo a cabo
en una columna Atlantis T3 C18 (100 mm x 2,1 mm, DI., 3 um) bajo un caudal de 100
puL/min. La fase mdvil para modo positivo es de acido formico 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 condicion isocratica hasta los 40 minutos, con una energia de
fuente de 3,5 kV. Andlogamente, en modo negativo se plantea una fase movil de formato
de amonio de ImM (A), metanol (B) y acetonitrilo (C) constante al 5%. Asi, se utiliza un
voltaje de 2,5 kV y un gradiente inicia de 25% de B, 95% de B isocratico desde 10 min
a 23 min; volviendo a la condicion 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 x 2,1 mm, DI.,1,7 um) protegido por un prefiltro de columna de alta

presion (2 um). La fase consistia en acido formico al 0,1 % en agua (A) y acetonitrilo
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(B), con un gradiente de elucion de 35% a 65 % B desde 0 a 4 min, manteniendo esta
ultima condicion por 1 min. Asi, se disminuye B a 35% a 7 min, finalizando el gradiente
a 9 min. El volumen de inyeccion fue de 5 uL, 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., identificd naproxeno, ibuprofeno y atenolol en aguas bajo un sistema de
cromatrografia liquida acoplado a un triple cuadrupolo de masas en un Thermo
Scientific™ EQuan MAX Plus™ C18 polar (2,1 mm x 100 mm, DI., 2,6 pmy 2,1 x 100
mm, DI., 3,0 um para iones positivos y negativos, respectivamente). Se efectu6 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 méviles de: 4cido férmico al 0,1% en agua (A) y acido férmico al 0,1 %
en metanol (B) para positivos; y, hidroxido de amonio al 0,1 % en agua (A) e hidroxido
de amonio al 0,1 % en metanol (B) para negativos. Ambos métodos implementaron un
tiempo de retencion de 8,5 min, con gradientes de elucion dados por: 100% de A durante
1 min, 0% de A isocratico desde 5 min a 6,5 min; volviendo a la condicion inicial a 6,6
min para modo positivo. En relacion 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 ef al., 2016).

Oliveira et al., determind paracetamol, atenolol, cafeina, 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., efectu6 la determinacion de ibuprofeno, naproxeno, paracetamol,
carbamazepina y claritromicina en rios con UHPLC acoplado a un espectrometro de
masas en tandem de triple cuadrupolo por electrospray. Lo anterior, se llevo a cabo en
una C18 de fase inversa (100x 2,1 mm, DI., 1,7 um), en donde los analisis positivos
utilizaron formiato de amonio 4 mM (A) y acetonitrilo (B) a un caudal de 0,2 mL/miny
un gradiente de elucion 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 miny 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 movil
de acetato de amonio 4mM (A) y acetonitrilo (B), un caudal de 0,25 mL/min y un tiempo

de andlisis de 6 min. El gradiente implementado fue de 30% inicial de B, cambiando a
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80% de B a4,5 miny 100% de B a 5 min (Sun et al., 2015).

e Gros et al., detectd atenolol, ketoprofeno, naproxeno, ibuprofeno, diclofenaco y
paracetamol haciendo uso de una Purospher Star RP-18 endcapped columna (125 mm x
2,0 mm, DI., 5 pm) precedida por un protector C18 columna (4x4, 5 um). Existia una
fase movil de acetonitrilo y metanol al 1:1 (v/v) (A) y agua de grado HPLC o bien, agua
de grado HPLC con 4cido formico al 0,1% (B). Se suministra un caudal de 0,2 mL/min
y un gradiente inicial con 10 % de B que aument6 a 40 % a 5 min, 60 % a 10 min, y 100
% a 15 min, donde permaneci6 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).

e Gruyji¢ et al., investigd la aparicion de carbamazepina, ibuprofeno, paracetamol y
diclofenaco en aguas subterraneas y superficiales mediante estindares individuales
corservados a 4°C. Se realiza una ionizacion por electrospray y espectrometro de masas
con trampa de iones de cuadrupolo, en modo de ionizacidn 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 x 75 mm, DI., 3,5 m) y una precolumna (4,6 mm x 12,5
mm, DI., y 5 um). La fase movil implentnada corresponde a agua (A), metanol (B) y
acido acético al 10% (C), cambiando el gradiente de trabajo bajo la sigueinte
configuracion: 0 min, 33% de B y 2% de C; 12 min, 98% de B y 2% de C siendo isocratico
hasta 15 min, reestableciendo las condiciones iniciales y, manteniéndolas durante 15 min.
Cuando el analisis se realizé en el modo de ionizacion negativa, la fase movil consistio
en agua (A) y metanol (B), cambiando la fase movil segin: 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 tension

de la fuente de 4,5 kV (Gruji¢ et al., 2009).
Anexo B: Variaciones de gradiente implementado.

Resultados de algunas combinaciones de gradiente y zonas isocraticas aplicadas al estudio.
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Método 1

EX UMBRA SOLEM
G A

Tabla 24: Elucion de farmacos con 90% de acido formico al 0,1% y 10% de acetonitrilo para

método 1.
Farmaco Ionizacion | Peso Molecular | Ion molecular | Tiempo de deteccion

(Da) (min)
Metformina + 129,15 130,17 0,57
Atenolol + 266,34 267,21 0,57
Paracetamol + 151,16 152,11 0,81
Cafeina + 194,19 195,04 1,04
Carbamazepina + 236,27 237,13 8,37
Claritromicina + 747,95 748,55 8,59
Ketoprofeno + 2543 255,15 9,97
Diclofenaco + 296,15 296,06 11,53

Condiciones de operacion: 40°C y, 3,5 kV positivo y 2,5 kV negativo.

Mezcla: 50 mg/L de paracetamol, cafeina, 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 analisis de 16,5 min.
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Método 2

Tabla 25: Elucion de farmacos con 90% de acido formico al 0,1% y 10% de acetonitrilo para

método 2.
Farmaco Ionizacion | Peso Molecular Ion molecular Tiempo de deteccion

(Da) (min)
Metformina + 129,15 130,17 0,56
Atenolol + 266,34 267,2 0,56
Paracetamol + 151,16 152,12 1,23
Cafeina + 194,19 195,13 2,85
Claritromicina + 747,95 748,57 6,26
Carbamazepina + 236,27 237,19 6,35
Ketoprofeno + 2543 255,16 7,39
Diclofenaco + 296,15 296,06 8,58

Condiciones de operacion: 40°C y, 3,5 kV positivo y 2,5 kV negativo.

Mezcla: 50 mg/L de paracetamol, cafeina, 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 cromatogrdfica en modo positivo con método 2.

Método 3

Tabla 26: Elucion de farmacos con 90% de acido formico al 0,1% y 10% de acetonitrilo para

método 3.
Farmaco Ionizacion | Peso Molecular Ion molecular Tiempo de deteccion

(Da) (min)
Metformina + 129,15 130,17 0,56
Atenolol + 266,34 267,2 0,56
Cafeina + 194,19 195,13 2,85
Carbamazepina + 236,27 237,19 6,35
Ketoprofeno + 2543 255,16 7,39
Diclofenaco + 296,15 296,06 8,58

Condiciones de operacion: 40°C y, 3,5 kV positivo y 2,5 kV negativo.

Mezcla: 50 mg/L de paracetamol, cafeina, 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 cromatogrdfica en modo positivo con método 3.
Meétodo 4

Tabla 27: Elucion de farmacos con 90% de acido formico al 0,1% y 10% de acetonitrilo para

método 4.
Farmaco Ionizacion | Peso Molecular | Ion molecular | Tiempo de deteccion

(Da) (min)
Metformina + 129,15 130,16 0,54
Atenolol + 266,34 267,21 0,54
Paracetamol + 151,16 152,12 0,81
Cafeina + 194,19 195,13 1,02
Carbamazepina + 236,27 237,15 5,97
Claritromicina + 747,95 748,57 6,16
Ketoprofeno + 2543 255,15 7,67
Diclofenaco + 296,15 296,08 9,58

Condiciones de operacion: 40°C y, 3,5 kV positivo y 2,5 kV negativo.

Mezcla: 50 mg/L de paracetamol, cafeina, 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 cromatogrdfica en modo positivo con método 4.

e Me¢étodo 5

Tabla 28: Elucion de farmacos con 90% de acido formico al 0,1% y 10% de acetonitrilo para

método 5.
Farmaco Ionizacion | Peso Molecular Ion molecular Tiempo de deteccion

(Da) (min)
Metformina + 129,15 130,17 0,55
Atenolol + 266,34 267,22 0,55
Paracetamol + 151,16 152,12 0,81
Cafeina + 194,19 195,14 1,17
Carbamazepina + 236,27 237,16 5,81
Claritromicina + 747,95 748,56 6,01
Ketoprofeno + 2543 255,15 7,68
Diclofenaco + 296,15 296,08 9,86

Condiciones de operacion: 40°C y, 3,5 kV positivo y 2,5 kV negativo.

Mezcla: 50 mg/L de paracetamol, cafeina, 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 cromatogrdfica en modo positivo con método 5.

Método 6

Tabla 29: Elucion de farmacos con 90% de acido formico al 0,1% y 10% de acetonitrilo para

método 6.
Farmaco Ionizacion | Peso Molecular Ion molecular Tiempo de deteccion

(Da) (min)
Metformina + 129,15 130,17 0,55
Atenolol + 266,34 267,23 0,55
Paracetamol + 151,16 152,14 0,82
Cafeina + 194,19 195,13 1,16
Carbamazepina + 236,27 237,16 6,01
Claritromicina + 747,95 748,56 6,16
Ketoprofeno + 2543 255,16 7,3
Diclofenaco + 296,15 296,06 8,71

Condiciones de operacion: 40°C y, 3,5 kV positivo y 2,5 kV negativo.

Mezcla: 50 mg/L de paracetamol, cafeina, 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 cromatogrdfica en modo positivo con método 6.

e Meétodo 7

Tabla 30: Elucion de farmacos con 90% de acido formico al 0,1% y 10% de acetonitrilo para

método 7.
Farmaco Ionizacion | Peso Molecular Ion molecular Tiempo de deteccion

(Da) (min)
Metformina + 129,15 130,18 0,55
Atenolol + 266,34 267,2 0,55
Paracetamol + 151,16 152,14 0,83
Cafeina + 194,19 195,14 1,17
Carbamazepina + 236,27 237,15 6,25
Claritromicina + 747,95 748,57 6,48
Ketoprofeno + 2543 255,13 8,19
Diclofenaco + 296,15 296,06 10,38

Condiciones de operacion: 40°C y, 3,5 kV positivo y 2,5 kV negativo.
Mezcla: 50 mg/L de paracetamol, cafeina, 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 cromatogrdfica en modo positivo con método 7.

Anexo C: Variaciones de energia de colision aplicada en Q2.

Para la variacion de energias de colision se utilizan estdndares individuales de cada analito a
una concentracion de 10 mg/L disueltos en fase mévil de 90% de 4cido formico al 0,1% y
10% metanol para los medicamentos en modo positivo y, 100% de metanol para modo
negativo.

Se evalua la aparicion del ion precursor, ion de cuantificacion e ion de confirmacion. La

visualizacion de los mismos viene dada por un ticket ( v ); mientras que, si no se reconoce,
se postula una “x”.

El identificar el ion precursor en algunas de inyecciones implica que la energia de colision
aplicada no es suficiente para lograr fragmentar completamente el ion.

Se privilegian las sefiales mas altas presentadas para la eleccion de energia de colision,

probando minimo dos energias de colision.

Tabla 31: Variaciones de energia de colision aplicadas para cada farmaco.
Farmaco Voltaje (V) Visualizacion | Visualizacion ion | Visualizacion ion de

ion precursor | de cuantificacion confirmacién

Modo de ionizacion positivo

Metformina 10 v X v
Metformina 20 X v v
Atenolol 20 v v v
Atenolol 22 v v v
Atenolol 25 v v v
Atenolol 30 X v X

Atenolol 40 X v X
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Paracetamol 10 v v X
Paracetamol 20 X v v
Cafeina 20 v v v
Cafeina 25 X v v
Cafeina 30 X v v
Carbamazepina 20 X v v
Carbamazepina 30 X v v
Claritromicina 20 v v v
Claritromicina 25 v v v
Claritromicina 30 v v v
Ketoprofeno 10 v v v
Ketoprofeno 20 v v v
Diclofenaco 10 v v v
Diclofenaco 15 X v v
Diclofenaco 20 X v v
Modo de ionizacion negativo
Naproxeno 10 X v v
Ibuprofeno 5 v v v
Ibuprofeno 6 v v v
Ibuprofeno 8 v v v
Ibuprofeno 10 X v v
Anexo D: Curvas de calibracion de compuestos seleccionados.
e Curvas de calibracion de medicamentos.
o Metformina curva baja:
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Grdfico 9: curva baja de metformina.
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Grdfico 12: Curva de regresion ajustada de metformina baja.

o Metformina curva alta:
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Grdfico 11: Grafico de residuales de metformina baja.
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Grdfico 13: Curva de calibracion de metformina alta.
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Grdfico 14: Probabilidad normal de metformina alta.
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Grdfico 15: Grdfico de residuales de metformina alta.
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Grdfico 16: Curva de regresion ajustada de metformina alta.

o Atenolol curva baja:
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Grdfico 17: Curva de calibracion de atenolol baja.
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Grdfico 18: Probabilidad normal de atenolol baja.
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Grdfico 19: Curva de regresion ajustada de atenolol baja.
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Grdfico 20: Grafico de residuales de atenolol baja.

o Atenolol curva alta:
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Grdfico 21: Curva de calibracion de atenolol alta.
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Grdfico 22: Probabilidad normal de atenolol alta.
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Grdfico 23: Curva de regresion ajustada de atenolol alta.
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Grdfico 24: Grdfico de residuales de atenolol alta.
o Paracetamol curva baja:
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Grdfico 25: Curva de calibracion de paracetamol bajo.
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Grdfico 26: Probabilidad normal de paracetamol bajo.
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Grdfico 27: Curva de regresion ajustada de paracetamol bajo.

600 -
400 - . L 4
200 - .
0 | T T T 1
o“ 50 100 150 2?0 250
200
-400 - $

Concentracion (ppb)

Grdfico 28: Grdfico de residuales de paracetamol bajo.

o Paracetamol curva alta:
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Grdfico 29: Curva de calibracion de paracetamol alta.
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Grdfico 30: Probabilidad normal de paracetamol alta.
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Grdfico 31: Grafico de residuos de paracetamol alta.
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Grdfico 32: Curva de calibracion de paracetamol alta.

o Cafeina curva baja:
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Grdfico 33: Curva de calibracion de cafeina baja.
1400 -
1200 - ¢ 'S
T 1000 -
€ g00 |
(2]
£ 600 - *
s 4
3’ 400 -
200 - V'S 'S
¢ 4
0 T T T
0 20 40 60 80 100
Porcentaje (%)
Grdfico 34: Probabilidad normal de cafeina baja.
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Grdfico 35: Curva de regresion ajustada de cafeina baja.
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Grdfico 36: Grdfico de residuales de cafeina baja.

o Cafeina curva alta:
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Grdfico 37: Curva de calibracion de cafeina alta.
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Grdfico 38: Probabilidad normal de cafeina alta.
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Grdfico 39: Curva de regresion ajustada de cafeina alta.
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Grdfico 40: Grafico de residuales de cafeina alta.

o Carbamazepina:
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Grdfico 41: Curva de calibracion de carbamazepina.
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Grdfico 42: Probabilidad normal de carbamazepina.

*Y

120

M Prondstico paraY

Concentracion (ppb)

Grdfico 43: Curva de regresion ajustada de carbamazepina.
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Grdfico 44: Grdfico de residuales de carbamazepina.

o Claritromicina curva baja:
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Grdfico 45: Curva de calibracion de claritromicina baja.
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Grdfico 46: Probabilidad normal de claritromicina baja.
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Grdfico 47: Curva de regresion ajustada de claritromicina baja.
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Grdfico 48: Grafico de residuales de claritromicina baja.

o Claritromicina curva alta:
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Grdfico 49: Curva de calibracion de claritromicina alta.
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Grdfico 50: Probabilidad normal de claritromicina alta.
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Grdfico 51: Curva de regresion ajustada de claritromicina alta.
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Grdfico 52: Grdfico de residuales de claritromicina alta.

o Ketoprofeno curva baja:
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Grdfico 53: Curva de calibracion de ketoprofeno bajo.

8000 -
7000 - ¢ o
6000 -
5000 -
4000 -
3000 -

2000 -
1000 - * o

PO S S

0 20 40 60 80 100
Porcentaje (%)

Grdfico 54: Probabilidad normal de ketoprofeno bajo.
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Grdfico 55: Curva de regresion ajustada de ketoprofeno bajo.
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Grdfico 56: Grafico de residuales de ketoprofeno bajo.

o Ketoprofeno curva alta:

Area bajo la curva (cuentas-min)

400000

350000

300000

250000

200000

150000

100000

50000

0

0 2000

y = 45.6x - 8075.9 3
R*=0.9931

2
.

4000 6000 8000 10000

Concentracion (ppb)

Grdfico 57: Curva de calibracion de ketoprofeno alto.
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Grdfico 58: Probabilidad normal de ketoprofeno alto.
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Grdfico 59: Curva de regresion ajustada de ketoprofeno alto.
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Grdfico 60: Grdfico de residuales de ketoprofeno alto.
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Grdfico 61: Curva de calibracion de diclofenaco bajo.
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Grdfico 62: Probabilidad normal de diclofenaco bajo.
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Grdfico 63: Curva de regresion ajustada de diclofenaco bajo.
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Grdfico 64: Grdfico de residuales de diclofenaco bajo.

o Diclofenaco curva alta:
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Grdfico 65: Curva de calibracion de diclofenaco alto.
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Grdfico 66: Probabilidad normal de diclofenaco alto.
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Grdfico 67: Curva de regresion ajustada de diclofenaco alto.
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Grdfico 68: Grdfico de residuales de diclofenaco alto.

o Ibuprofeno curva baja:
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Grdfico 69: Curva de calibracion de ibuprofeno bajo.
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Grdfico 70: Probabilidad normal de ibuprofeno bajo.
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Grdfico 71: Curva de regresion ajustada de ibuprofeno bajo.
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Grdfico 72: Grdfico de residuales de ibuprofeno bajo.
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Grdfico 73: Curva de calibracion de ibuprofeno alto.

350 +
300
250 -

200 -
150 L4 L4

100 - ¢ ¢
5 1 ¢ X 3
0 ‘ T

0 20 40 60 80 100
Porcentaje (%)

4 4

Area bajo la curva
(cuentas-min)

Grdfico 74: Probabilidad normal de ibuprofeno alto.
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Grdfico 75: Curva de regresion ajustada de ibuprofeno alto.
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Grdfico 76: Grdfico de residuales de ibuprofeno alto.
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Grdfico 77: Curva de calibracion de naproxeno bajo.
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Grdfico 78: Probabilidad normal de naproxeno bajo.
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Grdfico 79: Curva de regresion ajustada de naproxeno bajo.
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Grdfico 80: Grdfico de residuales de naproxeno bajo.
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Grdfico 81: Curva de calibracion de naproxeno alto.
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Grdfico 82: Probabilidad normal de naproxeno alto.
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Grdfico 83: Curva de regresion ajustada de naproxeno alto.
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Grdfico 84: Grdfico de residuales de naproxeno alto.
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