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RESUMEN

La presencia de farmacos en aguas residuales constituye un reto ambiental y sanitario por su persistencia y efectos
ecotoxicos. En este estudio se desarrollé y validé un método por cromatografia liquida de alta eficiencia junto con
la optimizacion de la extraccién SPE para la determinacién de acetaminofén, naproxeno e ibuprofeno en muestras
de aguas residuales. El método HPLC mostré una linealidad aceptable (R? > 0,995), limites de detecciéon y
cuantificacion que aportaron buena sensibilidad; resultados de precision con %RSD <2% y porcentajes de
recuperacion mayores 80%. En la extraccion, se evaluaron variables como fase estacionaria de los cartuchos,
volumen de muestra, flujo y pH, identificandose como 6ptimas: cartucho C1s, 250 mL de muestra, flujo de 5 mL/min
y pH 7, debido a que arrojaron mayores valores de areas cromatograficas. La cuantificacion de las muestras
provenientes de las plantas de tratamiento de aguas, presentaron bajas concentraciones e incluso no detectables
para la mayoria de los analitos; sin embargo, para la muestra de agua hospitalaria, se obtuvo una concentracion
de acetaminofén de 582,1 ppb. Los resultados evidencian la utilidad del método SPE-HPLC para el monitoreo de
contaminantes emergentes y su aplicacién en gestién ambiental.

Palabras clave: Contaminantes emergentes; extraccion en fase sélida (SPE); farmacos; aguas residuales

DETERMINATION OF ACETAMINOPHEN, NAPROXEN AND IBUPROFEN IN WASTEWATER BY HIGH-
PERFORMANCE LIQUID CHROMATOGRAPHY (HPLC)

ABSTRACT

The presence of drugs in wastewater poses an environmental and health challenge due to their persistence and
ecotoxic effects. In this study, a high-performance liquid chromatography method was developed and validated,
together with the optimization of SPE extraction for the determination of acetaminophen, naproxen, and ibuprofen
in wastewater samples. The HPLC method showed acceptable linearity (R? > 0.995), detection and quantification
limits that provided good sensitivity, precision results with %RSD <2%, and recovery percentages greater than
80%. In the extraction, variables such as the stationary phase of the cartridges, sample volume, flow, and pH were
evaluated, and the following were identified as optimal: C1s cartridge, 250 mL sample, 5 mL/min flow, and pH 7, as
they yielded higher chromatographic area values. The quantification of samples from water treatment plants
showed low concentrations and even undetectable levels for most analytes; however, for the hospital water sample,
an acetaminophen concentration of 582.1 ppb was obtained. The results demonstrate the usefulness of the SPE-
HPLC method for monitoring emerging contaminants and its application in environmental management.

Keywords: Emerging contaminants; solid-phase extraction (SPE); HPLC; pharmaceuticals; wastewater.



1. INTRODUCCION

En la actualidad, la presencia de contaminantes emergentes en los cuerpos de agua constituye una preocupacion
creciente para la salud publica y el medio ambiente. Entre ellos, los productos farmacéuticos se destacan por su
uso masivo, persistencia y baja biodegradabilidad, lo que favorece su acumulacién en aguas residuales y
superficiales [1]. Estos compuestos, incluso en concentraciones de ppb o ppt, pueden ocasionar efectos adversos
en los ecosistemas acuaticos, como alteraciones genéticas, dafios celulares y afectaciones en procesos
fisioldgicos de organismos acuaticos [2], [3].

Los contaminantes emergentes abarcan una amplia gama de sustancias de origen antropogénico, entre ellos
hormonas, pesticidas, detergentes, nanoparticulas y, de manera destacada, los productos farmacéuticos [4]. El
consumo masivo de analgésicos y antiinflamatorios hace que sus residuos se encuentren en aguas residuales
domeésticas, descargas hospitalarias e incluso efluentes de plantas de tratamiento, donde no siempre se eliminan
de forma completa [5]. Debido a su persistencia y potencial de bioacumulacion, se han convertido en un problema
prioritario de investigacién ambiental [6].

En Colombia, la situaciéon es aun mas preocupante, dado que solo el 60,4% de las aguas residuales recibe un
tratamiento adecuado [7]. Esto implica que una fraccién importante de los residuos farmacéuticos es liberada
directamente a rios y quebradas, incrementando los riesgos ambientales y sanitarios asociados. Dentro de los
farmacos mas consumidos y detectados en aguas residuales se encuentran los analgésicos y antiinflamatorios no
esteroideos (AINEs), como el acetaminofén, naproxeno e ibuprofeno [8], [9].

El acetaminofén es uno de los medicamentos mas usados a nivel mundial por sus propiedades analgésicas y
antipiréticas. Su estructura quimica (Figura 1) presenta un anillo aromatico con un grupo hidroxilo (fenol) y un
grupo funcional amida, lo que le confiere una polaridad relativamente alta (logP = 0.46), facilitando su solubilidad
en agua (aproximadamente 14 g/L a 25°C). Aunque se considera de rapida biodegradacién, su presencia
recurrente en aguas residuales refleja su elevado consumo, y su polaridad permite interacciones hidrofilicas que
pueden influir en su comportamiento ambiental [10].
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Figura 1. Estructura quimica del acetaminofén (N-(4-hidroxifenil)acetamida).

El naproxeno, por su parte, es un antiinflamatorio no esteroideo (AINE) con una estructura que incluye un sistema
de anillos naftalénicos, un grupo metoxi (éter) y un acido carboxilico (Figura 2). Estas caracteristicas le otorgan
una polaridad moderada (logP = 3.18), con baja solubilidad en agua (alrededor de 16 mg/L a 25°C), pero mayor
afinidad por fases organicas debido a sus porciones hidrofébicas. Esto contribuye a su persistencia ambiental,
capacidad de acumularse en organismos acuaticos y generacion de alteraciones metabdlicas y hepaticas [11].
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Figura 2. Estructura quimica del naproxeno (acido (S)-6-metoxi-a-metil-2-naftalenacético).

Finalmente, el ibuprofeno se ha posicionado como uno de los AINEs mas consumidos globalmente, con
propiedades analgésicas y antiinflamatorias. Su estructura molecular (Figura 3) consta de un anillo aromatico, un
grupo acido carboxilico y cadenas alquil ramificadas, resultando en una polaridad baja (logP = 3.97) y solubilidad



limitada en agua (cerca de 21 mg/L a 25°C). Esta naturaleza lipofilica favorece su bioacumulacién en ecosistemas
acuaticos, donde puede inducir efectos toxicos como estrés oxidativo y alteraciones en el sistema endocrino de
organismos [12], [13]. La Comision Europea ha propuesto limites de 0,22 ppb en aguas continentales y 0,022 ppb
en aguas costeras para garantizar un buen estado ecoldgico [14].
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Figura 3. Estructura quimica del ibuprofeno (acido (RS)-2-(4-isobutilfenil) propanoico).

La deteccion de estos compuestos requiere técnicas de extraccion sensibles para preconcentrar analitos en trazas
dentro de matrices complejas. Entre las disponibles, la extraccion en fase solida (SPE) se destaca por su
adaptabilidad, bajo consumo de solventes, alta selectividad y compatibilidad con automatizacién, ideal para
muestras acuosas como efluentes [15], [16]. Técnicas competitivas incluyen la extraccion liquido-liquido (LLE),
versatil para volimenes grandes pero con alto uso de solventes organicos y riesgo de emulsiones [17]; la
microextraccion en fase sélida (SPME), que minimiza solventes y es portatil para analitos volatiles, aunque limitada
en capacidad de sorcion para matrices complejas [18]; y la microextraccion dispersiva liquido-liquido (DLLME),
rapida con bajo volumen de extractante y eficiente en trazas, pero sensible a interferencias en aguas residuales
[19].

Si bien las técnicas de extraccién como LLE, SPME y DLLME son cruciales para el pretratamiento, la cuantificacién
final exige una técnica instrumental de alta sensibilidad y selectividad. Para la deteccion de estos compuestos
farmacéuticos, existen diversas técnicas analiticas; una de ellas, la espectroscopia (p.ej., UV-Vis) la cual puede
ser accesible; sin embargo, a menudo carece de la selectividad y sensibilidad necesarias para cuantificar analitos
en trazas dentro de matrices tan complejas como las aguas residuales, donde las interferencias son numerosas
[1]. Por su parte, la cromatografia de gases (GC), aunque robusta, generalmente requiere procesos de
derivatizaciéon para analitos polares y no volatiles como los AINEs y el acetaminofén, lo que afade pasos,
complejidad y tiempo al analisis. En este contexto, la cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC) es una técnica
mas robusta para este tipo de contaminantes, ya que, ofrece alta selectividad y sensibilidad; volviéndola ideal para
la separacion de compuestos tanto polares como no polares, asimismo, en moléculas con propiedades
termolabiles, como los estudiados, sin necesidad de un proceso de derivatizacion [20]. Su compatibilidad directa
con la extraccion en fase sélida (SPE) permite un acoplamiento eficiente de la preconcentracién de la muestra con
la cuantificacion [21].

De acuerdo con la técnica SPE aplicada, para la extraccién de contaminantes farmacéuticos, se evaluaron
cartuchos C+s y HLB por su versatilidad en matrices acuosas complejas. El sorbente C1s, compuesto de silice
modificada con cadenas octadecilo, facilita interacciones hidrofébicas (Van der Waals) con grupos no polares,
como anillos aromaticos en naproxeno e ibuprofeno, logrando recuperaciones elevadas (>85%) en muestras con
interferentes [15], [16]. En contraste, el HLB, un copolimero de divinilbenceno y N-vinilpirrolidona, soporta
interacciones multifuncionales (hidrofébicas, -1, dipolo-dipolo y enlaces de hidrégeno), optimizando la retencién
de analitos polares como acetaminofén con mayor robustez a variaciones de pH [22]. Ambos permiten ajustes en
pH (4-10) y elucion con metanol para maximizar la eficiencia, seguido de cuantificacion por HPLC en fase reversa
isocratica, asegurando resolucién y sensibilidad para trazas en efluentes [16], [22].

Por esta razén, en el presente estudio se optimizé un método de extraccion por SPE evaluando variables como
tipo de fase estacionaria con los cartuchos, volumen de muestra, flujo de elucidn, y pH; seguido de la cuantificacién
por HPLC en fase reversa con elucion isocratica de los compuestos de acetaminofén, naproxeno e ibuprofeno en
muestras de aguas residuales. Se valid6 el método considerando linealidad, limites de detecciéon y cuantificacion,
precision y recuperacion, con el fin de proporcionar resultados fiables y que a su vez apoyen a las estrategias de
gestion ambiental y salud publica.



2. MATERIALES Y METODOS

2.1.Productos quimicos y reactivos

Los estandares de acetaminofén, naproxeno e ibuprofeno fueron adquiridos de Sigma Aldrich. Metanol grado
HPLC (lote 25447207) y acetonitrilo grado HPLC (lote 25459912) de marca Scharlau. Soluciones de hidréxido de
sodio 0,1N (lote HC3201474) y acido sulfarico 0,1N (lote HC20642274), se adquirieron de Sigma Aldrich. El agua
milli-Q se empled de un sistema de purificacion de agua Millipore.

2.2.Instrumentos y equipos

La separacion cromatografica se realizé en un equipo HPLC marca Hitachi modelo LaChrom Elite, equipado con
bomba cuaternaria (serie 18E11-041), automuestreador (serie 18E31-059), detector DAD (serie 18E06-008) y
horno (serie 141123). El procesamiento de los datos se realizé en el software EZChrom version 3,3,2. Se emple6
una columna Kromasil C1s de 50mm x 4,6mm x 5um (serie E130175). La optimizacién de la extraccion SPE se
llevd a cabo en cartuchos C1s marca Thermo Scientific y HLB marca Oasis. Balanza analitica marca Mettler Toledo
modelo AB204S. Potencidmetro modelo Seven Direct SD23 marca Mettler Toledo.

2.3.Preparacion de estandares de calibracion

Las soluciones madre de acetaminofén (ACE), naproxeno (NAP) e ibuprofeno (IBU), fueron preparadas a 250
mg/L. Para ello, se peso individualmente 12,5 mg de cada activo en balones volumétricos de 50 mL, se le adicion6
20 mL de diluente (agua milli-Q:Acetonitrilo 60:40) y se llevé a ultrasonido por 5 min. Se dejé atemperar y se
completdé a volumen con diluente. Se realizo dilucion a 5 mg/L; por lo cual, se tomé 1 mL de solucién madre y se
llevd a 50 mL con diluente. Finalmente, se preparé la curva individual del ACE en el rango de 60 ppb a 500 ppb.
La curva mix del NAP e IBU se realizd en el rango de 60 ppb a 500 ppb y 120 ppb a 560 ppb, respectivamente a
cada activo.

2.4.Implementacion y validacién de la técnica HPLC

El analisis cromatografico se dividié en dos sistemas independientes; el primero de ellos, para el ACE, y el segundo
para el mix de NAP-IBU. Ambas corridas, se trabajaron a flujo de 1,2 mL/min, volumen de inyeccién de 10 yL y
temperatura de columna de 25°C £ 2°C. Para el sistema del acetaminofén, se empled una fase movil de
agua:acetonitrilo (88:12), una longitud de onda de 240 nm y un tiempo de corrida de 5 min. Por otro lado, para el
sistema del mix de naproxeno e ibuprofeno, se utilizé una fase mévil agua:acetonitrilo (55:45), una longitud de
onda de 220 nm y un tiempo de corrida de 10 min.

En la validacion de la técnica analitica, se evalud la linealidad a cinco niveles de concentracién, analizados en
cuatros réplicas independientes; estos resultados fueron respaldados mediante prueba T para la pendiente,
intercepto y coeficiente de determinacion; asimismo, una prueba ANOVA para verificar existencia de regresién
lineal. Los limites de deteccién (LD) y cuantificacién (LC) se determinaron mediante los parametros establecido
por la IUPAC [23]; por lo cual, se evalu6 con un Kigual a 3 y 10, respectivamente a los limites. La precision, fue
estudiada como precision intermedia, evaluada en dos dias con un mix de los tres compuestos, preparado en el
nivel medio de cada curva de calibracién, con un niumero de inyecciones de n=6; los resultados fueron expresados
en porcentaje %RSD y contrastados con una prueba ANOVA para verificacion de diferencias significativas.
Finalmente, la recuperacion fue evaluada mediante los parametros optimizados en la extraccion SPE y una
solucion estandar, preparada a la concentracion media de cada curva de calibracién de los compuestos
estudiados. La extraccion se realizé por duplicado y con un niumero de inyecciones por vial de n=6.

2.5. Optimizacion de extraccion por SPE

Inicialmente, a los cartuchos se le realizé un acondicionamiento previo al uso; por lo cual, se hizo eluir 5 mL de
metanol, y posteriormente, 5 mL de agua milli-Q, ambos a flujo de 1 mL/min. En la optimizacion SPE se
contemplaron variables como cartucho, volumen de muestra, flujo y pH, los cuales fueron organizados de manera
descendiente al grado de relevancia en la extraccion de compuestos farmacéuticos; de este modo, se desarrollé
el disefo experimental observado en la tabla 1. En los dos primeros ensayos, se vario la fase estacionaria; el
primero, con cartucho C1s 6mL (1000 mg) compuesta de silice modificado con acido octadecanoico, y el segundo,
con una fase inversa de un copolimero de poliestireno-divinilbenceno en el cartucho HLB 20cc (1g); ambas, fueron
trabajadas de acuerdo con las condiciones reportadas en la literatura, dejando fijas las demas variables.
Seguidamente, se modificé el volumen de muestra a 250 mL y 500 mL, en la cual, se dopd el volumen de agua
milli-Q con cada solucién estandar a la concentracion del punto medio de cada curva de calibracién. Luego, se
cambié el flujo (mL/min) a 3 y 5; por ultimo, se ajusté la muestra a pH 4 con acido sulfurico 0,1N y a pH 10 con



hidréxido de sodio 0,1N. La elucién de los analitos de la fase estacionaria se llevé a cabo con 2 volimenes de 1
mL de metanol, los cuales fueron recolectado en balones de 5 mL y aforado con agua milli-Q; finalmente, cada
extraccion fue inyectada en el cromatdgrafo liquido con sus respectivas condiciones implementadas. Para la
secuenciacion de los ensayos con cada variable, se tuvo en cuenta la corrida cromatografica con la mayor area
obtenida para el ACE, NAP e IBU.

Tabla 1. Disefio experimental simple aplicado para la optimizacién de la extraccion en fase sélida

Variables
Ensayo Cartuchos Volumen muestra (mL) Flujo (mL/min) pH

Ci | HLB 100 250 500 3 5 10 4 7 10
1 X X . !
2 X X . X
3 X X s X
4 X X - 2
5 X X ~ 2
6 X X < .
7 X X < X
8 X X < .

2.6. Muestreo, preparacion y lectura de muestra

La validez de los resultados en el andlisis de contaminantes emergentes depende criticamente de un protocolo de
muestreo que refleja con precisién la carga contaminante real. Las concentraciones de farmacos en aguas
residuales (PTAR) no son estaticas; presentan una alta variabilidad diurna; es decir, fluctuan significativamente
durante el dia. Estas variaciones estan directamente relacionadas con los patrones de consumo humano, los
horarios de descarga (especialmente de hospitales) y los ciclos de uso del agua en la poblacién [24]. Las muestras
fueron recolectadas en la PTAR-Cali (3°28'13.0"N 76°28'43.5"W), del municipio de Santiago de Cali y la PTAR-
Hospital (5°03'26.8"N 75°31'45.8"W), de la ciudad de Manizales. El procedimiento fue el siguiente:

Se implementd un muestreo compuesto manual, tomando una alicuota de 250 mL cada hora, durante un periodo
de 8 horas (cubriendo un ciclo representativo de actividad diurna). Las alicuotas de cada sitio se mezclaron en un
contenedor ambar para formar una Unica muestra compuesta final por sitio (PTAR-Cali y PTAR-Hospital). Las
muestras compuestas finales se transportaron inmediatamente al laboratorio en refrigeracion aproximada a 4°C y
se almacenaron en oscuridad. Con base a los parametros optimizados en la extraccion SPE, correspondientes al
ensayo N° 6 de la tabla 1, se trabajaron dos muestras de aguas residuales. Una de ellas, proveniente de la PTAR
de Cali, y la segunda, de la PTAR de un hospital. Las muestras se filtraron al vacio a través de papel filtro Whatman
grado 42, para eliminar particulas suspendidas. Se ajusté el pH a 7 con acido sulfurico 0,1N. Luego de la extraccién
SPE, se inyectaron por triplicado las muestras en el HPLC con cada sistema cromatografico implementado.

3. RESULTADOS Y DISCUSIONES

3.1. Implementacién y validacién de la técnica HPLC

La implementacion de la metodologia por cromatografia liquida se inicié con inyecciones individuales de cada
principio activo; donde fue empleada una fase mévil de agua:acetonitrilo (60:40) bajo condicion isocratica. Fueron
empleados estandares a una concentracion de 5 ppm; de esta manera, con los cromatogramas obtenidos, se
logré establecer el orden de elucién ascendente correspondiente al acetaminofén (ACE), naproxeno (NAP) e
ibuprofeno (IBU). Este comportamiento es atribuible a las diferencias estructurales entre los analitos,
particularmente a la naturaleza y nimero de los grupos funcionales presentes, los cuales determinan su polaridad
relativa; por lo que, la retencion observada en fase reversa indica que la polaridad decrece en el siguiente orden:
ACE > NAP > IBU.



Seguidamente, se procedié a inyectar un mix de los tres farmacos con la misma proporcién de fase movil; sin
embargo, se evidencioé un factor de capacidad (K) por debajo de 1 para el acetaminofén, lo cual indicaba que, el
compuesto no estaba siendo retenido lo suficiente por la fase estacionaria, generando un solapamiento con la
sefal en el tiempo muerto, correspondiente a la elucién del diluente. Dicho esto, se aumenté la proporcion de agua
en la fase mévil a 80%, con el fin de obtener un K en el rango de 1 a 10 para todos los analitos, ya que es una
oscilacion ideal para las condiciones de separacion de solutos [25]. Con esta nueva modificacién, se favorecié el
acetaminofén; sin embargo, se obtuvo un K mucho mayor a 10 para el ibuprofeno, lo cual, provocaba un pico
demasiado ensanchado, lo que podria generar pérdidas de eficiencia al momento de la cuantificaciéon a
concentraciones bajas.

De acuerdo con lo anterior, se reemplazo el agua milli-Q de la fase movil por un buffer fosfato 15mM pH 7.0 con
el fin de estabilizar las cargas y mantener el pH del sistema. Para ello, se empled un gradiente de elucion,
aumentando con el tiempo la proporcion de acetonitrilo desde 20% hasta 60% v/v; sin embargo, se evidencio la
presencia de picos que no correspondian con los analitos a estudiar. Esto se pudo generar, debido a que los
grupos fosfato del buffer no son muy solubles con acetonitrilo, provocando precipitacién en la columna y aparicion
de picos adicionales en el cromatograma. Por ende, se llevo a cabo la separacién en dos sistemas cromatograficos
independientes, con fase movil isocratica y proporciones diferentes.

Para el sistema individual del acetaminofén, se inici6 el acondicionamiento de la columna con fase movil de
agua:acetonitrilo en proporcion 88:12. Al emplear un detector DAD, el cual tiene la ventaja de medir
espectralmente una muestra a diferentes longitudes de onda (A) al mismo tiempo; se opté por trabajar para este
sistema a A24onm Y @ un tiempo de corrida de 5 minutos. Se realizaron tres inyecciones del estandar ACE a 5 ppm,
donde se obtuvo un tiempo de retencion de 1,1 min (Ver figura 5A). Por otra parte, para el sistema dual de
naproxeno-ibuprofeno, se equilibré la fase estacionaria a una proporcién de eluyente 55:45, con un tiempo de
corrida de 10 minutos, y una longitud de onda de 220 nm. Al realizar las inyecciones del estandar mix a 5ppm, se
obtuvieron tiempos de retencion de 2,1 min y 4,6 min, respectivamente a cada compuesto. De acuerdo con la
implementacién de la técnica, los cromatogramas obtenidos para la solucién blanco arrojaron valores promedios
de areas de 47,6, 97,0 y 139,0, respectivamente al ACE, NAP e IBU; asimismo, como se evidencia en la figura 4,
no habia presencia de interferencias en los tiempos de retencién de cada principio activo, observando una linea
base estable, la cual no presentaba fluctuaciones significativas.

ACETAMMOREN 1.3

Name
Retention Time E

NAPROXENO 2.2
—~ = IBUPROFENO 4.6

Figura 4. Cromatogramas de la solucion blanco: A) Corrida de acetaminofén, B) Corrida del mix de naproxeno e
ibuprofeno.
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Figura 5. Cromatogramas de la soluciéh ésténdar: A) Corrida de acetaminofén, B) Corrida del mix de naproxeno
e ibuprofeno.

Estas condiciones cromatograficas experimentales, generaron resultados adecuados para una buena separacion
de cada compuesto; ya que, se encontré para el acetaminofén un tailing de 1,2, y para el caso del naproxeno e
ibuprofeno, se observaron picos gaussianos con valores de 1,0. Estos valores son aceptables, debido a que,
valores entre 0,8 a 1,8 son considerados aceptables [26]. En el caso del NAP e IBU, fue un resultado muy bueno,
evidenciando picos simétricos tanto del lado derecho como izquierdo, desde el punto mas alto; en comparaciéon
con el ACE, que presentd tailing, el cual, se pudo generar por la unidon de los grupos silanoles de la fase
estacionaria con el analito [27] y/o a las condiciones fisicas de la columna; no obstante, este valor se encuentra
dentro del rango asimétrico. Adicionalmente, como se observa en la figura 5B la separacion dual del naproxeno
e ibuprofeno presentd una resolucién (Rs) de 12,4 en el pico del IBU respecto al NAP, la cual fue muy buena;
puesto que, se obtuvo un resultado por encima de 1,5; lo cual indica que la columna proporciona una buena
capacidad para la separacion de dos o mas compuestos [25]. Asimismo, como se muestra en la tabla 2, se
obtuvieron valores de K dentro del rango ideal, por lo que, la eluciéon de las moléculas sobre la fase estacionaria
fue la indicada.

Tabla 2. Tiempos de retencion (Tr), factor de capacidad (k) y asimetria, de los picos de acetaminofén, naproxeno
e ibuprofeno.

Acetaminofén | Naproxeno Ibuprofeno
Tr (min) 1,1 2,1 4,6
k 1,5 3,7 9,2
Asimetria 1,2 1,0 1,0

En la validacion del método implementado, la linealidad fue evaluada mediante curvas de calibraciéon para cada
compuesto, utilizando estandares a cinco niveles de concentracién, tabuladas en la tabla 6 en la seccién de
anexos; se obtuvieron coeficientes de determinacion (R?) mayores a 0,995 (Figura 6) y su respectiva ecuacion de
la recta, determinada mediante el analisis de minimos cuadrados. Segun la USP los intervalos especificos minimos
aceptables para la determinacion de impurezas es de 50% a 120% respecto a la concentracion tedrica del
contenido [26]; por ende, de acuerdo con los diferentes estudios donde determinaron concentraciones a nivel de
trazas de estos farmacos en aguas residuales, se plante6 el rango de lineal propuesto para cada compuesto, el



cual abarcé el intervalo deseado para cubrir la necesidad de dichas concentraciones. Dicho esto, aun cuando se
amplio el intervalo lineal se obtuvo buena respuesta para la linealidad, dado que, los coeficientes de determinacion
obtenidos fueron mayores que el valor minimo segun la USP 42 [26], indicando que las curvas de calibracion se
ajustan a un modelo lineal; por ende, se obtienen resultados directamente proporcionales a las concentraciones
de los analitos.
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Figura 6. Curvas de calibracion correspondientes a los analitos de: A) Acetaminofén, B) Naproxeno y C)
Ibuprofeno.

Con el fin de respaldar y comprobar la linealidad, se plantearon dos tipos de hipétesis (tabla 7 en anexos); una
de ella, la hipdtesis nula (Ho) para evaluar el “b” donde se establece que el intercepto debe ser significativamente
igual a cero; por otro lado, con las hipotesis alternativas (Ha) se establecieron los siguientes casos: “Una pendiente
diferente de cero”, “Existe correlacion entre el eje Xy Y’y “Existe regresion lineal”, respectivamente a la evaluacién
de la pendiente, R? y analisis de varianza. La evaluacion de estas hipétesis fue realizada mediante una prueba T,
donde se hizo la comparacién independiente de cada curva sobre el valor calculado a partir de los datos
experimentales con respecto al valor tedrico (Ho= 0); en la prueba ANOVA se comparan los conjuntos de
variaciones de la regresion respecto al residual. En la tabla 3, se encuentran los valores calculados y criticos de
las pruebas T y F, estos fueron hallados a través de Excel con la herramienta de datos de regresion ( Ver tabla 8
en anexos). Dicho esto, se evidencié para el intercepto que se cumplié la hipétesis nula (Ho), por lo cual, no hay
presencia de un error sistematico; por su parte, la Ho se rechaza para la pendiente, ya que esta es diferente de
cero, por ende, se cumple la hipétesis alternativa (Ha), lo que indica que existe una respuesta lineal entre la
concentracion con respecto al area cromatografica. En el caso de R?, como no procede de una poblacién cuya
correlacion es cero, se acepta la Ha, por lo cual, hay correlacion entre el eje X y Y. Por ultimo, con la prueba
ANOVA se concluyd la linealidad de cada curva de calibracion, ya que en esta se evalu6 el cambio de la respuesta
debido al cambio de concentracion respecto a la dispersion generada alrededor del analisis de regresion. Se
evidencioé que para todos los casos planteados se aceptd el criterio; debido a que, en la Ho los valores de T
calculada fueron menores que la T critica; por el contrario, en las Ha con los resultados calculados de Ty F, se
evidenciaron valores por encima de los datos criticos. Por ende, se confirma que existe una buena linealidad en
el rango evaluado, de acuerdo con los requerimientos estadisticos.

Por otra parte, la sensibilidad de la técnica fue estudiada por medio de los limites de deteccion (LD) y cuantificacion
(LC) en unidades de ppb, los cuales fueron calculados de acuerdo con las ecuaciones 1y 2 en anexos, arrojando
valores bajos respecto al punto inicial de concentracion del rango lineal; los cuales dan respuesta a una buena
sensibilidad del método. Al realizar comparacién de los LD y LC de los compuestos estudiados, se evidencié una
mayor sensibilidad analitica para el naproxeno>acetaminofén>ibuprofeno. En el caso de la precisién, la cual fue
estudiada como precisién intermedia; se evalué en dos dias con una solucién estandar mix a concentraciones de
280 ppb para el acetaminofén y naproxeno y 340 ppb para el ibuprofeno, los cuales corresponden al punto medio
de cada curva de calibracion; este mix, fue inyectado seis veces, por lo cual, las concentraciones fueron calculadas
a partir de la ecuacién de la recta de cada compuesto, las cuales se tabularon en la tabla 9 (Ver anexos), donde
se obtuvieron %RSD inferiores a 2%, calculados a partir de la ecuacion 3 en anexos. La evaluacion de la precision



dio resultados satisfactorios, puesto que, en el estudio de precisiéon intermedia se obtuvieron porcentajes de
desviacién estandar relativa (%RSD) inferiores al establecido por la USP [26]. Asimismo, en el apartado de anexos
se encuentra tabla 10, que contiene el analisis de varianza de un factor determinado a través de Excel para la
evaluacion de diferencias significativas entre los resultados obtenidos en los dias distintos. Al igual que en la
linealidad, este parametro validado fue estudiado mediante un analisis de varianza, donde se establecié como
hipétesis nula que no hay diferencias significativas al analisis en dias diferentes; encontrando de este modo que,
el criterio planteado es aceptado, dado que, los valores de Fcaicuiado para los tres analitos fueron menores al Foritico.
Dicho esto, el método permite que los resultados tengan una baja variabilidad y asi mismo, obtener datos
consistentes dentro de las condiciones establecidas. Finalmente, para la evaluacion de la recuperacion se prepard
una solucién mix con los tres analitos a la concentracién media del rango lineal, la cual se hizo eluir en el cartucho
C1s con las condiciones de volumen, flujo y pH previamente optimizadas. En la tabla 11 (Ver anexos) se
encuentran los porcentajes de recuperacion obtenidos los cuales fueron determinados a partir de la ecuacion 4;
para ello, se observaron valores por encima del 80% (Tabla 3). Por ende, segun la ICH el rango aceptable de
recuperacion a nivel de trazas esta entre 70% a 130% [28]; donde se obtuvieron valores conformes para cada
compuesto. Se evidencidé que el mayor %Recuperacion lo tuvo el ibuprofeno, lo cual, puede atribuirse a que este
compuesto posee una polaridad relativa mas baja, siendo mas a fin con la fase estacionaria de los cartuchos C1s,
en comparacion con el NAP y ACE.

Tabla 3. Parametros de la regresion lineal y validacion de la técnica cromatografica.

Acetaminofén Naproxeno Ibuprofeno
Rango lineal (png/L) 60 — 500 60 — 500 120 — 560
Pendiente (m) 137,0 432,1 99,8
Intercepto (b) -355,4 924,7 -16,6
R? 0,9994 0,9997 0,9992
T critico 2,10 *
Tm) calculado 192,94 287,29 161,56
T(b) calculado 1,70 2,09 0,08
T(R? calculado 192,94 287,29 161,56
'F critica 4,41*
' F calculada 17,99 18,00 17,99
LD (ug/L) 1,3 1,2 1,7
LC (ug/L) 4.4 3,8 55
%RSD precision-dia 1 1,2 0,5 1,0
%RSD precision-Dia 2 1,2 0,5 1,2
2F critica 4,96 *
2F calculada 0,02 1,16 0,08
%Recuperacion 83,6 87,2 88,4

* Calculado a una significancia de 0,05 y un grado de libertad de n-2.
1 valores aplicado para evaluacioén de linealidad, 2 valores aplicados para evaluacién de precision.

3.2. Optimizacién de extraccion por SPE

La optimizacién de la extraccion en fase sélida (SPE) se realiz6 mediante el disefio experimental simple mostrado
en la tabla 1, con el objetivo de maximizar la recuperacion de los analitos acetaminofén (ACE), naproxeno (NAP)
e ibuprofeno (IBU) a partir de muestras acuosas; mediante el montaje evidenciado en la figura 7. Para cada
variable, se selecciond la condicion optima (Ver tabla 4) considerando el area cromatografica maxima promedio
obtenida para los tres analitos en las corridas HPLC correspondientes. Los valores obtenidos reflejan la eficiencia
de extraccién, ya que, areas mayores indican una mejor retencién y recuperacion de los analitos en la fase



estacionaria del cartucho y de acuerdo con las variables objeto de optimizacion. Para ilustrar el impacto de cada
variable en la eficiencia de extraccion, se elabor6 una grafica comparativa (grafica 1), que muestran los
porcentajes de areas de cada analito en funcidon de las variables evaluadas. Esta grafica permite identificar
tendencias y seleccionar las condiciones 6ptimas, considerando que un aumento en el area, indica una mayor
recuperacion de los compuestos farmacéuticos.
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Figura 7. Montaje empleado para la extraccion SPE.
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Grafica 1. Ensayos de optimizacion en la extraccién SPE en funcién del %Area respecto a la variable: A) Tipo de
cartucho (C1s y HLB), B) Volumen de muestra (mL), C) Flujo de muestra (mL/min), y D) El pH.




Con base a los resultados obtenidos de las inyecciones cromatograficas en los ensayos propuestos para la
optimizacion SPE (Ver tabla 12 en anexos), se planteé la siguiente grafica en funcion del %Area respecto a cada
variable a optimizar. Dicho esto, en la grafica 1A se compararon los porcentajes de areas obtenidas en los
ensayos 1 (C1s) y 2 (HLB), con las demas variables fijas (volumen de 100 mL, flujo de 10 mL/min y pH 7). Para el
ACE, NAP e IBU, se presentaron porcentajes mayores de 78,9%, 68,9% y 64,3%, respectivamente a cada analito,
los cuales son correspondiente a la fase estacionaria C1s. Para ACE, el cartucho Cis presentd un area
notablemente superior al HLB, lo que representa un incremento aproximado del 274%. De manera similar, para
NAP, un aumento del 121%; y para IBU, un incremento del 80%. Lo que indica que el cartucho C+s, basado en
silice modificada, ofrece una mejor afinidad por los analitos no polares 0 moderadamente polares como NAP e
IBU, posiblemente debido a interacciones hidrofébicas mas fuertes en comparacion con el copolimero del HLB,
que es mas adecuado para compuestos polares amplios [16].

Seguidamente, manteniendo flujo de 10 mL/min y pH 7, el grafico 1B compara los ensayos 1, 3 y 4, donde se
obtuvo un %Area mayor para el ACE de 37,9%, el NAP con 34,7% y el IBU con 37,2%, son correspondientes al
volumen de muestra de 250 mL. Para ACE, las areas aumentaron con volumen de muestra de 100 mL a 250 mL,
pero disminuyeron ligeramente a 500 mL, sugiriendo un volumen éptimo de 250 mL donde la saturacién del
cartucho es equilibrada con la cantidad de analito cargado. Para NAP, se observé un patron similar, con un maximo
en 250 mL (incremento del 11% respecto a 100 mL). Para IBU, con un pico en 250 mL (aumento del 29%). Esta
tendencia se atribuye a que volumenes mayores (500 mL) podrian causar sobrecarga del cartucho, reduciendo la
eficiencia de retencion por competencia con interferentes de la matriz, mientras que 100 mL subutiliza la capacidad
adsortiva. Asi, se mejora la preconcentracién sin comprometer la selectividad.

Posteriormente, con el cartucho C+s y volumen de 250 mL fijos, y con un pH 7, en el grafico 1C evalua los flujos
de 3 (ensayo 5), 5 (ensayo 6) y 10 mL/min (ensayo 3). Se evidenci6 que, para los tres analitos se obtuvo una
mayor area con un flujo de 5 mL/min dando porcentajes de 37,9%, 35,5% y 35,7%, respectivamente al
acetaminofén, naproxeno e ibuprofeno. Las areas para ACE fueron maximas en 5 mL/min (aumento del 3%
respecto al flujo de 3 y 50% frente a 10). Para NAP: con un maximo en 5 mL/min (incremento del 2% y 20%,
respectivamente). Para IBU: nuevamente éptimo en flujo de 5 (aumentando el 4% y 19%, correspondiente al flujo
3 y 10). Con esto, el flujo mas bajo permite mayor tiempo de contacto para adsorcién, pero 5 mL/min equilibra
eficiencia y tiempo de proceso; por otro lado, el flujo mayor analizado reduce la retencién por el paso rapido de la
muestra. De tal modo, se minimiza tiempos sin sacrificar recuperacion.

Finalmente, empleando las condiciones 6ptimas previas, en el grafico 1D se evalué la ultima variable comparando
el pH 4 (ensayo 7), 7 (ensayo 6) y 10 (ensayo 8); evidenciando con esta ultima variable que, a un pH 7 se obtiene
la mayor recuperacion, dando porcentajes para el ACE, NAP e IBU de 34,7%, 34,2% y 35,5%, respectivamente.
Para el pH como variable 6ptima, el acetaminofén presenté un maximo de area en pH 7 (aumentando el 1%
respecto al pH 4 y 11% a pH 10). Para el naproxeno, éptimo en pH 7 (aumento del 2% y 6%). En el caso del
ibuprofeno, maximo en pH 7 (aumento del 6% y 12%). Este comportamiento se explica por el estado de ionizacién
de los analitos en condiciones neutras (pH 7), donde NAP e IBU (acidos débiles con pKa ~4-5) estan
mayoritariamente deprotonados, pero aun mantienen interacciones suficientes con la fase Cis, posiblemente
favorecidas por un equilibrio 6ptimo entre hidrofobicidad y selectividad en matrices acuosas neutras [29]; a pH 4,
hay una mezcla de formas que podria reducir la retencion uniforme, mientras que a pH 10 (altamente basico), la
ionizacion completa aumenta el caracter hidrofilico, disminuyendo la afinidad por la fase estacionaria [30]. ACE
(pKa ~9,4) muestra variaciones menores, pero sigue la tendencia general.

Tabla 4. Variables éptimas para la extraccién SPE en matrices de aguas residuales.

Variable Valor éptimo
Cartucho (SPE) Cis
Volumen de muestra 250 mL
Flujo de muestra 5 mL/min
pH muestra 7




Tras evaluar el tipo de cartucho, volumen de muestra, flujo de carga y pH, se determiné que el cartucho C+1s, un
volumen de 250 mL, un flujo de 5 mL/min y un pH de 7 maximizan las areas cromatograficas, reflejando una mayor
eficiencia de extraccion para los tres analitos. Ademas, estas variables (Tabla 4) lograron un equilibrio 6ptimo
entre la retencién de los compuestos, la estabilidad de la matriz y la practicidad del procedimiento, minimizando
interferencias y optimizando la preconcentraciéon en matrices complejas como aguas residuales. Al mismo tiempo,
proporcionan una base robusta y reproducible para el andlisis de farmacos en aguas residuales, contribuyendo a
la fiabilidad del método analitico desarrollado y su aplicabilidad en estudios ambientales.

3.3. Determinacion de farmacos en muestras de aguas residuales

De acuerdo con la lectura de las muestras, en la figura 8 se evidencian los cromatogramas correspondientes a
las dos muestras de aguas residuales. Asimismo, en la siguiente tabla, se encuentran los resultados obtenidos de
la cuantificacion de cada principio activo en las muestras problema calculadas a partir de la ecuacioén de la recta.
El caso particular fue en el agua proveniente del hospital, ya que al inyectar esta solucién muestra inicial, se obtuvo
un pico con area cromatografica por fuera del rango lineal; por lo cual, se procedioé a realizar una diluciéon de 200
uL en 25 mL de la soluciéon muestra preconcentrada de la extraccion SPE, la cual, al realizar nuevamente la
inyeccion, la dilucién quedo dentro del rango de la curva de calibracion.

Name Name
Retention Time Retention Time
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Figura 8. Cromatogramas de las muestras de aguas residuales, correspondiente a la PTAR de Cali con linea
rosada (—) y PTAR del hospital con linea azul (—): A) Corrida de acetaminofén, B) Corrida del mix de naproxeno
e ibuprofeno.

De acuerdo con la tabla 5, la cuantificacion del naproxeno para ambas muestras fue calculada; sin embargo, estas
concentraciones son bajas, las cuales no alcanzan a estar dentro del rango lineal estudiado; por ende, la emisién
de un resultado a estas condiciones podria tener baja precision y una mayor incertidumbre, volviéndolo un dato
poco confiable. Para el caso del acetaminofén e ibuprofeno en la muestra de Cali, fueron detectados ambos
analitos; no obstante, su concentracion fue minima, encontrandose por debajo de los limites de cuantificacion. El
ibuprofeno en la muestra de agua hospitalaria no fue detectado; por lo cual, no hubo presencia de este compuesto
en esta matriz de agua. Por ultimo, la concentracién total de acetaminofén en la muestra de agua de la PTAR del



hospital dio un valor de 582,1 ppb la cual fue calculada a partir de la ecuacion 5 (Ver anexos); esta concentracion
se asemeja con un estudio realizado por la Universidad de Antioquia en conjunto con Universidad Jaume |, quienes
evaluaron aguas residuales hospitalarias, los cuales reportaron concentraciones de 651,80 ppb y 667,79 ppb [31].
Dicho esto, debido a los pocos estudios que se han realizado en América Latina y el Caribe frente al monitoreo de
contaminantes farmacéuticos en ambientes acuaticos [32], aun no se cuenta con regulaciones donde se
establezcan limites permitidos, generando la acumulacion en estas fuentes hidricas.

Tabla 5. Cuantificacion de acetaminofén, naproxeno e ibuprofeno en las soluciones muestras preconcentradas
por extraccion SPE, provenientes de las aguas residuales.

Concentracion (ppb)
Muestras Acetaminofén Naproxeno Ibuprofeno
PTAR del hospital 232,9* 5,4 N.D.
PTAR Cali <LC 4,0 <LC

N.D.: No detectado, * Valor calculado de la dilucion.

4. CONCLUSIONES

El método cromatografico desarrollado, demostré ser preciso y confiable para la separaciéon y determinacion de
acetaminofén, naproxeno e ibuprofeno. En la implementacion, se logré alcanzar valores adecuados frente al factor
de capacidad, simetria y resolucion. La validacion de la técnica reveld una buena linealidad (R?> 0,995), los bajos
limites de deteccioén y cuantificacion generaron alta sensibilidad, especialmente para el naproxeno; la evaluacion
de la precision presentd %RDS inferiores al limite establecido, asimismo, la hipotesis nula confirmé la ausencia
de diferencias significativas. Los porcentajes de recuperacion se encontraron dentro del rango permitido por la
ICH, particularmente para el ibuprofeno, que presenté una mayor retencién en la fase estacionaria del cartucho,
debido a su menor polaridad.

Las condiciones de optimizacion estudiadas para la extracciéon en fase sélida mostraron resultados reproducibles
y eficientes para la preconcentracion de ACE, NAP e IBU en matrices de agua. Los resultados evidenciaron que
la combinacion de un cartucho C1s con volumen de muestra de 250 mL, flujo de elucion de 5 mL/min y un pH
neutro, ofrecieron una mayor retencion de los analitos, generando de esta manera, una mayor recuperacion. Las
tendencias observadas para cada variable demostraron la importancia del equilibrio de adsorcion e interaccion
fase estacionaria-matriz frente a las condiciones fisicoquimicas; que, al ser integradas, generan una buena
sensibilidad analitica. Por ende, esta metodologia proporciona buenas bases para futuras aplicaciones en matrices
de aguas residuales.

Finalmente, la cuantificacién de las muestras de aguas residuales mediante el método de preconcentracion SPE
junto con HPLC, permitieron la detecciéon y cuantificacion de compuestos como acetaminofén, naproxeno e
ibuprofeno. EI ACE fue el unico compuesto cuantificable dentro del rango lineal en la muestra de la PTAR del
hospital, con una concentracion comparable a estudios previos en aguas residuales hospitalarias, o que confirma
su presencia en ambientes acuaticos. No obstante, el NAP y IBU presentaron concentraciones bajas o no
detectables, lo que compromete la confiabilidad de su cuantificacion. Se espera que los resultados obtenidos
sumen a las investigaciones de América Latina para lograr establecer regulaciones con limites permitidos de
contaminantes emergentes en ambientes acuaticos.

Con base a los resultados obtenidos y las conclusiones planteadas, se evidencié que el método desarrollado
constituy6 confiabilidad para la deteccion de acetaminofén, naproxeno e ibuprofeno en aguas residuales; sin
embargo, algunos aspectos metodolégicos y analiticos podrian ser optimizados con el fin de ampliar la sensibilidad
y asi mismo, lograr obtener mayor aplicabilidad en diferentes contaminantes farmacéuticos. Dicho esto, emplear
una columna cromatografica encapada con mayor longitud y menor tamafio de particula, podria aumentar la
selectividad de cada componente, ya que, habria una menor exposicion de grupos silanoles libre en la fase
estacionaria. Por otra parte, el uso de sales fosfato o acetato como soluciones reguladoras de pH para una elucién



en gradiente, no fueron muy adecuadas, debido a que estos iones tienden a ser poco solubles con solventes
organicos como lo es el acetonitrilo, lo que provoca precipitaciones y aparicién de picos inusuales en la corrida
cromatografica; por ende, emplear otro tipo de solucién buffer que tenga mayor compatibilidad con este tipo de
solventes, daria paso a establecer una corrida en un solo sistema cromatografico en gradiente, generando una
mayor eficiencia analitica.
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7. ANEXOS

Tabla 6. Concentraciones e intervalos correspondientes al rango lineal de las curvas de calibracion.

Acetaminofén | Naproxeno | Ibuprofeno
60 60 120
Concentraciones 160 160 220
(ng/L) de curvas de 280 280 340
calibracion 400 400 460
500 500 560
Intervalos del 21 21 35
rango lineal (%) 179 179 165

Tabla 7. Hipotesis planteadas para la evaluacion del intercepto (b), pendiente (m), coeficiente de determinacién
(R?) y linealidad.

Variable | Hipotesis | Prueba Criterio aceptacion Concepto
b Ho T Intercepto deil;eu :Ie; s(jgp;ficativamente Cumple
m Ha T Una pendiente diferente de cero Cumple
R2 Ha T Existe correlacion entre el eje Xy Y Cumple

Linealidad Ha ANOVA Existe regresion lineal Cumple




Tabla 8. Analisis de regresidon con nivel de confianza del 95% evaluado para parametro de linealidad en los
compuestos de acetaminofén, naproxeno e ibuprofeno. 6

Grados de Suma de Promedio de los
libertad cuadrados cuadrados Valor critico de F
.~ Regresion 1 14331129973 14331129973  37223,92377  5,13684E-37
) \<O Residuos 18 8469952,317 384997,8326
Total 19 14339599925
?SJQ’ Coeficientes  Error tipico Estadisticot  Probabilidad  Inferior 95%  Superior 95% Inferior 95,0% Superior 95,0%
Intercepcion -355,38 208,54 -1,70 0,10 -787,86 77,10 -787,86 77,10
Concentracion (ug/L) 136,98 0,71 192,94 0,00 135,51 138,46 135,51 138,46
Grados de Suma de Promedio de los
libertad cuadrados cuadrados Valor critico de F
Regresion 1 1,42592E+11 1,42592E+11  82533,31536  8,09659E-41
_‘gﬁo Residuos 18 38009096,19 1727686,19
&0 Total 19 1,4263E+11
< Coeficientes  Error tipico Estadisticot  Probabilidad Inferior 95%  Superior 95% Inferior 95,0% Superior 95,0%
Intercepcion 924,71 441,76 2,09 0,05 8,56 1840,85 8,56 1840,85
Concentracion (ug/L) 432,09 1,50 287,29 0,00 428,97 435,21 428,97 435,21
Grados de Suma de Promedio de los
libertad cuadrados cuadrados Valor critico de F
Regresion 1 8835482774,14  8835482774,14 26101,26 2,5428E-35
éo Residuos 18 7447175,20 338507,96
\Qé‘ Total 19 8842929949,33
A\ Coeficientes  Error tipico Estadisticot  Probabilidad  Inferior 95%  Superior 95% Inferior 95,0% Superior 95,0%
Intercepcion -16,63 211,46 0,08 0,94 455,18 421,91 455,18 421,91
Concentracion (ug/L) 99,76 0,62 161,56 0,00 98,48 101,04 98,48 101,04
El limite de deteccion (LD) viene dado por la ecuacién 1:
LD = 3xDesviacion estandar blanco (Spco) (1 )

Pendiente (uL—g)

El limite de cuantificacion (LC) viene dado por la ecuacién 2:

LC =

Pendiente (ﬁ)

10%Desviaciéon estandar blanco (Spco) (2)

Tabla 9. Evaluacion del parametro de precision intermedia estudiada en el punto medio de concentracion de las
curvas de calibracién de los analitos de acetaminofén, naproxeno e ibuprofeno.

Acetaminofén Naproxeno Ibuprofeno
. Concentracion (pg/L) | Concentracion (ug/L) Concentracién (ug/L)

#Inyeccion - - - - - .

Dia 1 Dia 2 Dia 1 Dia 2 Dia 1 Dia 2

1 277,5 275,6 277,6 276,7 334,3 329,5

2 273,9 2747 280,0 279,0 339,8 337,5

3 270,8 268,9 276,8 277,2 337,5 338,6

4 271,6 271,0 280,1 276,5 331,5 335,9

5 269,1 271,9 279,5 277,9 334,7 332,6

6 275,6 278,1 278,4 280,0 339,7 339,6

Promedio 273,1 273,4 278,7 277,9 336,2 335,6

%RSD 1,2 1,2 0,5 0,5 1,0 1,2




El porcentaje de desviacién estandar relativo (%RSD) viene dado por la ecuacion 3:

%RSD = (Desviacién esténdar‘ del conjunto de datos) %100 (3)
Promedio de datos
Tabla 10. Analisis de varianza de un factor con significancia al 0,05 evaluado para parametro de precision
intermedia en los compuestos de acetaminofén, naproxeno e ibuprofeno.
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
Dia 1 6 1638,43177 273,0719616 9,9455642
Dia 2 6 1640,176501 273,3627502 11,188461
o - - —
& Or/ggn 'de las Suma de Gr'ados de Promedio de los Feal Probabilidad Valor critico
&\\0 variaciones cuadrados libertad cuadrados para F
&‘@ Entre grupos 0,253673947 1 0,253673947 0,0240062 0,87995178 4,96460274
Ay Dentro de los
grupos 105,6701275 10 10,56701275
Total 105,9238014 11
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
Dia 1 6 1672,377193 278,7295321 1,8242354
Dia 2 6 1667,285684 277,8809474 1,8993892
o Origen de las Suma de Grados de Promedio de los . Valor critico
&oﬂ-é\ variaciones cuadrados libertad cuadrados Foal probabilidad para F
e& Entre grupos 2,160288275 1 2,160288275 1,1603147 0,30669936 4,96460274
Dentro de los
grupos 18,61812314 10 1,861812314
Total 20,77841141 11
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
Dia 1 6 2017,308831 336,2181385 10,981949
Dia 2 6 2013,800551 335,6334252 15,057978
B e Ceeee Pt roal  promanm Vo oI
©
\0\\? Entre grupos 1,02566866 1 1,02566866 0,0787766 0,78468333 4,96460274
Dentro de los
grupos 130,1996356 10 13,01996356
Total 131,2253043 11

Tabla 11. Evaluacion del parametro de precision intermedia estudiada en el punto medio de concentracién de las
curvas de calibracioén de los analitos de acetaminofén, naproxeno e ibuprofeno.

Acetaminofén Naproxeno Ibuprofeno
. %Recuperacion %Recuperacion %Recuperacion
#Inyeccion ——— T P_~r T P_~r P_~r
Réplica 1 Réplica 2 Réplica 1 Réplica 2 Réplica 1 Réplica 2
1 81,9 85,5 87,8 86,8 89,2 86,9
2 84,3 84,0 87,1 87,4 87,8 89,8
3 83,8 84,4 87,6 87,0 86,8 88,4
4 82,6 82,9 87,0 87,1 90,1 88,3
5 84,7 84,2 87,4 87,6 88,2 89,3
6 83,1 82,1 87,4 86,8 87,2 89,0
Promedio 83,4 83,9 87,4 87,1 88,2 88,6
%RSD 1,3 1,4 0,4 04 1,4 1,2




El porcentaje de recuperacion viene dado por la ecuacion 4.

., Concentracioén calculada
%Recuperacion = ( ———— ) * 100 (4)
Concentraciéon afiadida

Tabla 12. Resultados de areas obtenidas a partir de la doble inyeccién de los ensayos propuestos para la
optimizacién SPE.

Acetaminofén Naproxeno Ibuprofeno

Ensayo Area Area Area
1 13733 73522 19158
13872 73003 18711

3663 32779 10742

2 3709 33480 10320
19207 81495 24217

3 19489 81207 24751
4 18004 79161 22048
17896 79923 22793

28157 95604 27608

° 28491 96028 28166
5 29009 97993 28923
29168 97450 29179

7 28490 96045 27374
28933 95528 27111

26197 92001 25704

8 25861 91762 25589

La concentracion final de acetaminofén en la muestra de agua residual hospitalaria viene dada por la ecuacion 5:

25 mL (gitucién) N 5mL (Extraccién SPE) — 582,1 ppb (5)
0,2 mL (Extraccion SPE) 250 mL (Muestra)

Concentracion (ppb) = 232,9 ppb *



