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Resumen

El crecimiento de la poblacién urbana presenta una serie de retos técnicos, ecoldgicos y sociales
para asegurar la disponibilidad y calidad de las aguas superficiales por la presencia de
contaminantes emergentes, los mismos que en los Ultimos afios han despertado un interés
cientifico por su creciente presencia en medios acuosos. El objetivo de este estudio fue la
determinacion simultanea de seis antinflamatorios no esteroideos: aspirina (acido acetil
salicilico), diclofenaco, ibuprofeno, ketorolaco, meloxicam y naproxeno, mediante cromatografia
liquida de alta eficacia con un detector ultravioleta - visible multiespectral de arreglo de diodos
(HPLC-DAD). Se establecieron diferentes puntos de muestreo del agua a lo largo del rio
Portoviejo, cercanos a zonas de captaciéon de agua para consumo, asi como también se
recolectaron muestras de agua potable en las ciudades de Manta, Portoviejo y Rocafuerte. Los
primeros resultados revelaron que las concentraciones de estos contaminantes se encontraron
por debajo de los limites de deteccidn y cuantificacién de la técnica de andlisis, por lo que no fue
posible su cuantificaciéon en niveles por debajo de los pg/mL. Los resultados sugieren que para
la evaluacién de estos contaminantes se necesita de técnicas analiticas mas sensibles para
determinar concentraciones de estos farmacos a niveles de ng/L.

Palabras claves: Contaminantes emergentes; antinflamatorios no esteroideos; cromatografia
liguida de alta eficacia, detector UV-vis multiespectral.

Abstract

The growth of the urban population triggers a series of technical, ecological and social challenges
to ensure the availability and quality of surface water due to the presence of emerging
contaminants, which in recent years have aroused scientific interest due to their increasing
presence in agqueous media. The objective of this study was the simultaneous determination of
six non-steroidal anti-inflammatory drugs (aspirin, diclofenac, ibuprofen, keterolac, meloxicam
and naproxen) by high performance liquid chromatography coupled to a diode array detector
(HPLC-DAD). Different water sampling points were established along the Portoviejo River near
drinking water catchment areas, as well as drinking water samples were collected in the cities of
Manta, Portoviejo and Rocafuerte. Initial results revealed that the concentrations of these
contaminants were found to be below the analytical technique detection and quantification limits,
making impossible to quantify them at pg/L levels, both in surface water and drinking water
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samples. The results also suggest that more sensitive and accurate analytical techniques are
needed for the evaluation of these contaminants to determine concentrations of these drugs at

ng/L levels.

Keywords: Emerging pollutants; non-steroidal anti-inflammatory drugs; high performance liquid

chromatography, diode array detector.

1. Introduccién

La poblacion urbana del mundo ha
crecido rapidamente en los ultimos
afos. Segun Jensen & Wu (2018), el
54 % de la poblacion mundial vive en
zonas urbanas y se prevé gue esta
proporcion aumente al 66 % para el
afno 2050. El crecimiento de la
poblacién urbana presenta una serie
de retos técnicos, ecologicos y
sociales por ser un factor
significativo que afecta la
disponibilidad y calidad de las aguas
superficiales y subterrdneas por la
presencia de contaminantes
persistentes (Larsen & Gujer, 1997;
Pal et al., 2014).

Tradicionalmente el agua dulce se
ha extraido de cuerpos de aguas
superficiales y subterraneos locales
o se ha importado de cuencas
hidrogréaficas lejanas, sin embargo
con la creciente demanda de
recursos hidricos por parte de las

megaciudades, las instituciones

competentes de la gestion hidrica se
han visto obligadas a desarrollar
nuevos suministros de agua a partir
de fuentes deterioradas, como
pueden ser rios o lagos que reciben
descargas de efluentes residuales,
escorrentia de aguas pluviales, etc.
Este ciclo de procesos de captacion,
potabilizacion, distribucion y
saneamiento se conoce como Ciclo
Urbano del Agua o UWC (Urban
Water Cycle, por sus siglas en
inglés) (Jekel et al., 2013; Marsalek,

2014).

De acuerdo a Geissen et al. (2015),
el flujo de contaminantes presente
en el UWC incluye ciertos productos
guimicos sintéticos o naturales que
no se vigilan comunmente pero que
tienen el potencial de causar efectos
adversos en los ecosistemas
acuaticos y en la salud humana, a
estos se los denomina
contaminantes emergentes (CESs);
los cuales incluyen productos

farmacedticos, drogas ilegales o de
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abuso, productos de cuidado
personal, disruptores enddcrinos,
retardantes de fuego, etc. (Farré et

al., 2008).

Las investigaciones sobre estos
compuestos han revelado su
creciente presencia en los cuerpos
de agua superficiales, por ser
resistentes a la biodegradacion vy
altamente persistentes en el medio
acuoso; resultando en  una
exposicion croénica capaz de
producir  efectos ecotoxicologicos
como alteraciones en la
reproduccion 'y feminizacion en
peces (Fatta et al., 2007; Rivera et

al., 2013; Rubhi et al., 2016).

Los antiinflamatorios no esteroideos
(AINEs) son uno de los grupos de
farmacos mas  accesibles vy
prescritos a nivel mundial, son utiles
en el dolor reumatico, tanto en
enfermedades inflamatorias como
degenerativas por su  poder
analgésico (Rosas et al., 2013). De
acuerdo a Ortiz et al. (2014) segun

datos del Banco Central del Ecuador

el ibuprofeno, la aspirina, el
diclofenaco y el naproxeno se
encuentran entre la lista de los 10
medicamentos mas comercializados
sin receta médica en el pais durante
el periodo 2011-2012.

Los productos farmacéuticos pueden
ingresar en al ambiente como
productos originales o metabolitos,
principalmente a través de la
excrecion en la orina y su posterior
sistema
hidrosanitario (Ebele et al., 2017). La

eliminacion en el

principal fuente de contaminacion
puntual de compuestos
farmacéuticos en cuerpos de agua
son los efluentes procedentes de
hospitales, clinicas y centros
médicos, con contribuciones de
efluentes residuales industriales; asi
mismo la lixiviacibn en campos
agricolas por las practicas de
ganaderia intensiva aportan un flujo
considerable de farmacos de uso
veterinario (Houtman, 2010; Lin et

al., 2010) (figura 1).
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Figura 1. Fuentes y destino de los productos farmacéuticos en el ambiente.
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Fuente: Adaptado de “Occurrence patterns of pharmaceuticals in water and wastewater
environments” (p. 1227), por Nikolaou A., Meric S., Fatta D., 2007. Analytical and Bioanalytical
Chemistry.

Segun Jardim et al.

(2012) la

mayoria de procesos de las plantas
convencionales de tratamiento de
aguas residuales no estan diseflados
para eliminar totalmente estos
contaminantes, lo que supone un
desafio para el control y la gestion
del ciclo urbano del agua, resultando
imprescindible para asegurar
estandares de calidad en el agua

para consumo humano.

La investigacion cientifica sobre los
contaminantes emergentes se ha
mundial,

ampliado a escala

paralelamente, se estan dedicando

grandes esfuerzos a la parte
analitica, con el fin de desarrollar y
validar meétodos suficientemente
sensibles y especificos para la
identificacion 'y cuantificaciéon de
estos contaminantes (Fatta et al.,
2011; Kostopoulou & Nikolaou, 2008;

Pefia et al., 2019).

El objetivo de este estudio es
determinar seis farmacos a traves de
una técnica analitica para su
separaciéon simultdnea en muestras
acuosas bajo las condiciones
cromatograficas adecuadas para su

cuantificacion.
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2. Materiales y métodos
Area de estudio

Se seleccionaron seis puntos de
muestreo a lo largo del del rio
Portoviejo, el criterio de seleccién fue
la cercania a zonas de captacion de

agua para consumao.

El primer punto de muestreo (P1)
estaba situado cerca de la estacion
de bombeo “Caza Lagarto”, que
abastece de agua cruda a ciudades
como Manta. El punto de muestreo
(P2) esta situado en el rio Portoviejo,
entre los limites territoriales del
cantbn Santa Ana y Portoviejo,
sector Estancia Vieja. El punto de
muestreo (P3) esta situado cerca de
la estacion de captacion de la planta
potabilizadora de la ciudad de
Portoviejo. El cuarto punto de

muestreo (P4) se encuentra en el rio

Portoviejo, sector Picoaz4, se sabe
gue las aguas de este punto son de
mala calidad puesto que reciben
aguas residuales sin tratar de las
zonas urbanas adyacentes. El punto
de muestreo (P5) y (P6) estan
situados en el rio Portoviejo, sector
Mejia y Ceibal, respectivamente, las
aguas superficiales de estos puntos
reciben vertidos crudos y tratados de
las regiones urbanas vecinas y se
utilizan para abastecer parcialmente
de agua a la ciudad de Manta (figura
2).

En las ciudades de Manta, Portoviejo
y Rocafuerte, también se
establecieron sitios de muestreo de
agua potable. En este caso, las
muestras se recogieron
directamente de los grifos
conectados a la red de distribucion

principal de cada ciudad.

Figura 2. Ubicacion de los puntos de muestreo a lo largo de la cuenca hidrografica del rio
Portoviejo.

ECUADOR

Represa
Poza Honda

Fuente: Elaboracion propia.
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Materiales y reactivos

Se determinaron seis farmacos en
las muestras de agua: Aspirina
(ASP), Diclofenaco (DCF),
Ibuprofeno (IBF), Keterolaco (KTL),
Meloxicam (MLX) y Naproxeno
(NPX), todos estos estandares
analiticos se obtuvieron de Sigma-
Aldrich® (St. Louis, EE.UU.). Las
estructuras  quimicas de los
compuestos investigados se

presentan en la figura 3.

Todos los disolventes y reactivos
empleados durante el analisis
quimico eran de alta pureza. El
acetonitrilo y el agua ultra pura grado
HPLC, se obtuvieron de la marca
Merck®, ademéas se utilizé acido
aceético e hidroxido de amonio al 25%

de grado analitico.
Instrumentos y equipos

Los compuestos analizados se
determinaron mediante
cromatografia liquida de alta eficacia
acoplado a un detector de arreglo de
diodos (sistema Agilent® HP 1100
con detector de diodos Agilent®
1100 series) segun la literatura
consultada (Patel et al.,, 2013). En
resumen, la separacion

cromatografica se realizO en una

columna Hypersil Gold aQ (150 x 4,6
mm, 5 ym Thermo Scientific™) a 35
°C, la fase movil usada consistio en
dos mezclas de solventes; la mezcla
A estuvo constituida por acetonitrilo
con 2 % de acido acético y la mezcla
B por buffer de acetato de amonio pH
4,2 con 10 % de acetonitrilo y 2 % de
acido acético; se ejecutd un
gradiente elucion a una velocidad de
flujo de 0,9 mL/min. El programa del
gradiente se muestra en la tabla 1.
La deteccion mdultiple de los
componentes se realizé6 a 230 nm
(ASP, IBF, NPX), 254 nm (DCF,
KTL) y 360 nm (MLX).

Figura 3. Estructura quimica de los
farmacos estudiados.

T %

Aspirina Diclofenaco
0O
0 N OH
OH \ / 0
Ibuprofeno Keterolaco
N O OH H CH
/@ S8
CEL 908
N
s H3C\
O//\\O 0
Meloxicam Naproxeno

Fuente: Elaboracion propia.

20



Revista Cientifica Multidisciplinaria Arbitrada YACHASUN. Volumen 6, Nimero 10 (Ed. Esp. Feb. 2022) ISSN: 2697-3456

YACHASUN

Determinacion Simultdnea de antinflamatorios no esteroideos en agua para consumo humano mediante HPLC-DAD

Tabla 1. Programa de elucién de gradiente.

Tiempo (min)

Flujo (mL/min)

%A %B

3,0
16,0
20,0
25,0
30,0

o O WDN PP

0,9
0,9
0,9
0,9
0,9
0,9

35,0 65,0
35,0 65,0
55,0 45,0
75,0 25,0
75,0 25,0
35,0 65,0

Fuente: Elaboracion propia.

Muestreo y preparacion de las

muestras

Las muestras de agua superficial y
potable se recogieron utilizando
botellas de vidrio d&mbar de 1 L
previamente limpiadas con agua
destilada. La extraccion en fase
sélida de las aguas superficiales y
potables se llevé a cabo utilizando
de

Supelclean LC-18, 1g (6 mL), con la

cartuchos Octadecilsilano
finalidad de concentrar entre 100 a
200 veces cada muestra, luego se
pasaron por filtros de jeringa de 17
mm de nylon de 0,45 pm de tamafio
de poro; previo a su inyeccion en el
de HPLC. El

acondicionamiento de los cartuchos

sistema

y la elucion de los analitos se realizé

con acetonitrilo, tal y como se

describe en otros métodos

previamente validados (Leiva, 2019;
Patrolecco et al., 2013).

3. Resultados y discusion
Calibracion

La disolucion madre se preparé en
un matraz aforado de 100 mL
disolviendo 75 mg de cada farmaco
(NPX, ASP, DCF, KTL, MLX, IBF) en
30 mL de agua grado HPLC y 70 mL
de acetonitrilo, posteriormente se
pasaron alicuotas de 1 mL de
disolucion madre a matraces de 10
se  enrasaron

mL vy con

agua/acetonitrilo  (30:70 v/v), se
repitié el proceso hasta obtener seis
niveles de concentracion de cada
farmaco y se procedié a realizar las
tablas y las curvas de calibracion
(Singh, K.B., Waikar, S.B.,
Padmane, S.P., 2012). En la figura 4

se muestra el cromatograma tipico

and

de una disolucibn mixta con los

estandares en estudio.
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Figura 4. Cromatograma tipico de la solucidon mixta con los estandares en estudio.
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Fuente: Elaboracion propia.

Validacién del método

Se

determinar

realizaron experimentos para
los parametros
experimentales que afectan a la
separacion cromatografica de todos
los farmacos. Los experimentos

iniciales mostraron una mejor

resoluciéon y forma de los picos

utilizando acetonitrilo como
modificador organico para el
desarrollo del método, en

comparacion con el metanol; asi lo
indicaba Patel et al. (2013) en la

literatura.

Se probaron los efectos de la

composicién del acetato de amonio y

el fosfato como reguladores de pH
en la fase movil con vistas a mejorar
la resolucion y simetria de los picos.
Finalmente se utilizé el buffer de
acetato de amonio de pH 4,2, con el
cual se logré la mejor resolucion para
todos los analitos en un tiempo de

ejecuciéon de 30 min.

Los limites de deteccion (LOD) y
limites de cuantificacion (LOQ) se
determinaron a través de la relacion
sefal/ruido de los analitos, el valor
mas bajo de limite de deteccion fue
de 0,15 pyg/mL mientras que el de
cuantificacion mas alto fue de 6,52
Los

pg/mL respectivamente.

resultados se muestran en la tabla 2.

Tabla 2. LOD y LOQ de los farmacos estudiados.

Farmaco (ug/mL) ASP KTL MLX NPX DCF IBF
LOD 0,75 0,15 0,21 0,15 0,32 2,41
LOQ 2,31 0,62 0,74 0,58 1,10 6,52

Fuente: Elaboracion propia.
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Para la evaluacion de la linealidad se
prepararon disoluciones estandares
en el intervalo de concentraciones de
3,75 a 75,0 pg/mL para ASP, KTL,
NPX, DCF, IBF y de 2,62 a 52,5
pg/mL para MLX, con el fin de
obtener seis niveles de
concentracion para cada farmaco.
Las curvas de calibracion se
obtuvieron por regresion lineal de las
areas de los picos frente a su
concentracion respectiva (A.
Nikolaou, 2013; Nikolaou et al,
2007). La prueba de linealidad se
realiz6 con la mezcla estandar a
diferentes concentraciones, donde

el coeficiente de correlaciéon varié

en un intervalo estrecho desde R =
0,9900 para el keterolaco hasta R =
0,9999 para la aspirina; en la tabla 3

se resumen los resultados.

La repetibiidad se determind
inyectando cinco réplicas de cada
disolucién estandar que cubrieran
niveles de concentracion de bajo a
alto, todo esto en un mismo dia. Los
valores de desviacion estandar
relativa de la repetibilidad del método
estuvieron por debajo del 20 % (tabla
4). Con los resultados, se demostro
gue el método desarrollado es

preciso.

Tabla 3. Resultados de linealidad.

Coeficiente de

. Intervalo , Ecuacion de L
Farmacos (ug/mL) Longitud de regresion Correlacion
HY Onda (nm) (R)
ASP 3,75-75 230 y =22,053x + 2,37 0,99995
KTL 3,75-75 254 y =9,019x + 30,64 0,99009
MLX 2,62-525 360 y = 49,666x — 92,13 0,99121
NPX 3,75-75 230 y = 130,238x + 151,05 0,99954
DCF 3,75-75 230 y = 23,965x — 12,96 0,99799
IBF 3,75-75 254 y = 0,864x + 0,380 0,99980
Fuente: Elaboracion propia.
Tabla 4. Resultados de repetibilidad.
. Concentracion . 0
Farmacos (ng/mL) Media + SD (ug/mL) RSD (%)
3 3,90+0,4 10,26
ASP
73 73,78 £ 2,15 2,92
4 4,18 £ 0,53 12,79
KTL
92 92,07+ 7,41 8,05
2 2,58 £ 0,27 10,80
MLX
39 39,54+ 1,86 4,71
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+
NPX 4 4,04 +0,33 8,22
64 64,09 2,08 3,21

+
DCF 3 3,64 +0,47 13,07
67 67,10 +1,94 2,90
IBE 3 3,68 0,41 11,32
62 62,62+ 1,78 2,85

Fuente: Elaboracién propia.

Muestras de agua superficial

Las concentraciones de los
compuestos investigados en las
muestras de aguas superficiales del
rio Portoviejo se presentan en la
tabla 5. No se encontr6 ningun
contaminante en concentraciones
cuantificables a niveles de pg/mL en
ninguna de las muestras analizadas,
esto se puede justificar por ciertos
factores demogréaficos, como el
tamanfo poblacional de las
principales ciudades ubicadas a
orillas del rio Portoviejo; lo cual
influye significativamente en el
aporte per capita de contaminantes
emergentes a los cuerpos de agua
superficial (Gavrilescu et al., 2015).
En una investigacion  similar
realizada por Campanha et al.
(2015), en el rio Monjolinho, Sé&o
Paulo - Brasil, donde la poblacién
bordea alrededor de los 12,33
millones  de habitantes, las
concentraciones mas bajas en las

muestras de agua superficial fueron

para el diclofenaco sodico (0,04

ng/L) y el naproxeno (0,1 ng/L).

Ademas en un estudio realizado a
nivel local, (Voloshenko-Rossin et
al.,, 2015) analizaron muestras de
agua de los rios San Pedro,
Guayllabamba y Esmeraldas, los
cuales abastecen de liquido vital a la
provincia de Esmeraldas y en su
trayecto reciben las aguas residuales
del Distrito Metropolitano de Quito.
Aqui se encontraron
concentraciones de farmacos como
cafeina, sulfametoxazol y
venlafaxina por encima de los 2000
ng/L pero no fue posible detectar otro

tipo de farmacos en el rango de ng/L.

24



Revista Cientifica Multidisciplinaria Arbitrada YACHASUN. Volumen 6, Nimero 10 (Ed. Esp. Feb. 2022) ISSN: 2697-3456

YACHASUN

Determinacion Simultdnea de antinflamatorios no esteroideos en agua para consumo humano mediante HPLC-DAD

Tabla 5. Antiinflamatorios no esteroideos en muestras de agua superficial.

Puntos de Muestreo

Farmacos Unidades

P1 P2 P3 P4 P5 P6
ASP pg/mL nd <LOQ nd <LOQ nd <LOQ
KTL pg/mL nd nd nd nd nd nd
MLX pg/mL nd nd nd nd nd nd
NPX pg/mL nd nd nd nd nd <LOQ
DCF pg/mL nd nd nd nd nd nd
IBF pg/mL nd nd nd nd nd nd

* nd = No detectable
* LOQ = Limite de cuantificacién

Fuente: Elaboracion propia.

Muestras de agua potable

La tabla 6

concentraciones de los compuestos

muestra las
objeto de estudio en muestras de
agua potable, las cuales fueron
recolectadas en puntos de muestreo
de tres cantones diferentes de la
provincia de Manabi, cuya principal
fuente de agua es el rio Portoviejo.
No se encontrd ningln contaminante
concentraciones

emergente en

cuantificables a niveles de pg/mL en

importante sefialar que normalmente
solo se han determinado niveles
extremadamente bajos de farmacos
en muestras de agua potable de todo
el mundo (Mufioz et al., 2008). En un
estudio anterior realizado en la
region, Sodré et al. (2010) analizaron
muestras de agua potable de la
ciudad las Campinas, en Brasil y
seis

pudieron detectar

contaminantes de los cuales la

cafeina (0,22 + 0,06 pg/L) y el

bisfenol A (0,16 + 0,03 pg/L)
ninguna de las muestras analizadas, presentaron las concentraciones
y aunque no se pudo cuantificar mas alta
ningln analito de interés es
Tabla 7. Antiinflamatorios no esteroideos en muestras de agua potable.
3 . Puntos de Muestreo
Farmacos Unidades —
Manta Portoviejo Rocafuerte

ASP pg/mL nd nd nd

KTL pg/mL nd nd nd

MLX pg/mL nd nd nd

NPX pg/mL nd nd nd

DCF pg/mL nd nd nd

IBF pg/mL nd nd nd

* nd = No detectable

Fuente: Elaboracion propia.
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4. Conclusiones

La técnica analitica desarrollada
para la determinacion de
antinflamatorios no  esteroideos
mediante cromatografia liquida de
alta eficacia con un detector
ultravioleta — visible multiespectral
de arreglo de diodos, permitid la
determinacién simultanea de los seis
farmacos estudiados en muestras de
agua para consumo. Asi mismo de
acuerdo al procedimiento de
validacion realizado el método
presenta confiabilidad respecto a la
cuantificacion de contaminantes

emergentes de baja polaridad.

La evaluacién del impacto de las
descargas de efluentes residuales
urbanos, hospitalarios y centros
médicos sobre el rio Portoviejo
muestra que, aunque dicha
influencia ciertamente existe y varios
contaminantes emergentes
persisten, todos ellos se encuentran
en niveles significativamente bajos y
no es posible detectarlos a niveles
de concentracion en el orden de los

png/mL.

Ciertos factores demograficos, como
el tamafio de la poblacion, pudieron
haber incidido en el resultado de la

investigacion, ya que el aporte per

capita de contaminantes fue poco
significativo en comparacion con

otras ciudades del mundo.

Considerando que estos
compuestos se encuentran
diseminados en el ambiente y adn no
estan regulados por la legislacion
ambiental ecuatoriana, los

resultados  reportados  pueden
ayudar a componer una base de
datos para el monitoreo vy
seguimiento de  contaminantes
emergentes en cuerpos de agua
superficiales, lo cual es
extremadamente necesario para
garantizar la salud de la poblacién y
una gestion sostenible de los
recursos hidricos en el contexto

local.
Recomendaciones

Se recomienda desarrollar técnicas
analiticas mas sensibles para la
determinacion de farmacos en

muestras acuosas a niveles de ng/L.
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