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RESUMEN

Los contaminantes emergentes corresponden en la mayoria de los casos a sustancias no
reguladas. La caracteristica de estos grupos de contaminantes es que no necesitan persistir
en el ambiente para causar efectos negativos. En este trabajo, nos centramos en los
farmacos antiinflamatorios no esteroideos (AINE) porque hasta el momento en México
existen pocos estudios de toda la gama de contaminantes emergentes en alimentos.

Dado que se ha reportado la presencia de algunos AINE como el diclofenaco en los
sistemas acuaticos de la Ciudad de México, con una concentracion de 5 ng/L (Cafiedo,
2010), alimentos como la lechuga y otros vegetales podrian contener estos farmacos.
Partiendo de esta premisa, se desarrolld y optimizd un método para determinar seis
farmacos pertenecientes a esta familia de uso comun y no regulado en México: Ibuprofeno,
ketoprofeno, naproxeno, diclofenaco, flurbiprofeno y fenilbutazona en lechuga fresca,
mediante Dispersion de Matriz en Fase Solida (DMFS) y Cromatografia de Liquidos de
Alta Eficiencia con deteccion UV (HPLC-UV).

Se optimizd una separacion cromatografica y se valido el sistema, obteniendo
coeficientes de variacion para ensayos intra-dia e inter-dia aceptables, 0.53-2.27 y 0.95 —
2.68 respectivamente. Se demostrd con buenos coeficientes de correlacion (%) que la
respuesta de los analitos presentan un comportamiento lineal en un intervalo de
concentracion de 0.05 a 10.0 mg/L También se obtuvieron los limites instrumentales de
deteccion (0.007-0.015 mg/L) y los limites de cuantificacion (0.021-0.051 mg/L)

Se optimizo y valido el método de preparacion de muestra, basado en la técnica de
la DMFS, con el adsorbente C18 previamente acondicionado y con muestra fortificada en
una relacion 1:1, logrando obtener una secuencia de elucion que elimina a los interferentes
que afectan a la deteccion de los analitos en la muestra y obteniendo porcentajes de
recuperacion mayores al 80 % de los compuestos de interés. Respecto a la validacion del
método DMFS-HPLC-UV, los coeficientes de variacion para la repetibilidad y la precision
intermedia fueron aceptables, menores al 5 %; se obtuvo un comportamiento lineal en un
intervalo de concentracién de 0.25 a 50 ng/mg. Los limites de deteccion (0.014-0.027
ng/mg) y los limites de cuantificacion (0.026-0.081 ng/mg) son considerados bajos para el
sistema de deteccion UV. También se evalu6 la robustez del método, aplicandolo a otras

muestras vegetales de tipo hoja y en una microalga, la Spirulina, utilizada como
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suplemento alimenticio obteniendo resultados similares, por lo que se puede decir que el
método propuesto fue robusto y cumple con las tendencias modernas de la Quimica
Analitica. Finalmente, se aplicé la metodologia analitica a veinte lechugas diferentes
adquiridas en distintos mercados representativos de la Ciudad de México, donde se

determino6 que dichas muestras estaban ausentes de los AINE de estudio.
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INTRODUCCION

Los contaminantes emergentes corresponden en la mayoria de los casos a compuestos no
regulados, que pueden ser candidatos a regulacion futura dependiendo de investigaciones
sobre sus efectos potenciales en la salud y los datos de monitoreo con respecto a su
incidencia. Ejemplos de los compuestos que han emergido recientemente, como
particularmente relevantes, son: surfactantes, productos farmacéuticos, productos para el
cuidado personal, aditivos de las gasolinas, retardantes de fuego, antisépticos, aditivos
industriales, esteroides, hormonas y subproductos de la desinfeccion del agua. La
caracteristica de estos grupos de contaminantes es que no necesitan persistir en el ambiente
para causar efectos negativos, puesto que sus altas tasas de transformacion/remocion se
pueden compensar por su introduccion continua en el ambiente. Para la mayoria de estos
contaminantes emergentes, la incidencia, la contribucion de riesgo y los datos
ecotoxicoldgicos no estan disponibles, asi que es dificil predecir qué efectos de salud
pueden tener en seres humanos y organismos acudticos (Barceld, 2003).

Este trabajo se centra en los contaminantes emergentes conocidos como los
farmacos antiinflamatorios no esteroideos (abreviados AINE), los cuales son un grupo
variado y quimicamente heterogéneo de farmacos principalmente antiinflamatorios,
analgésicos y antipirético (Page et al., 1998). EIl consumo de AINE en el mundo se estima
en torno a 216 millones de dosis al dia, con una media de consumo de 100 comprimidos de
aspirina por persona al afio en EE.UU (Buer, 2014). El consumo desmedido de este tipo de
farmacos, y por ende la demanda para las farmacéuticas en la sintesis de dichos
compuestos, asi como la nula regulacion en el manejo de residuos farmacéuticos ha
generado interés en la comunidad cientifica sobre su existencia y persistencia de este tipo
de compuestos en la naturaleza (Barcelo, 2003).

Existe evidencia cientifica que estos contaminantes emergentes ya se encuentran
presentes en los sistemas efluentes de México, tales como rios, lagos y mares. Ademas se
sabe que los sistemas actuales de tratamiento de agua no son lo suficientemente efectivos
para removerlos, ya que su disefio no fue realizado para la remocion de este tipo de
compuestos (Jiménez, 2001). Por esta razon la preocupacion de su incidencia y persistencia
en alimentos que estan en frecuente contacto con el agua y la tierra es de mayor

importancia.
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Asi, alimentos como las frutas y verduras son de interés dado su gran contenido en
agua en el mismo, lo que hace probable la existencia de los AINE en este tipo de matrices.

Dado lo novedoso y lo especifico del tema, en la literatura cientifica no se cuenta
con demasiada informacion acerca de la presencia de AINE en alimentos susceptibles de
contaminacion, esto se debe a que este grupo de contaminantes en México apenas se estan
estudiando, y no se cuentan con suficientes metodologias involucradas en la preparacion de
muestras de tipo alimenticio para el posterior andlisis cromatografico de los analitos de
interés.

La Dispersion de Matriz en Fase Solida (DMFS) es un técnica de extraccion que se
caracteriza por su eficiencia para la separacion de una amplia gama de farmacos, pesticidas
y otros compuestos de diversos tipos de muestras sélidas o semisolidas, ya sean vegetales o
animales. La técnica consiste en dispersar la muestra en los adsorbentes convencionales
utilizados en la Extraccion en Fase Solida (EFS), formando una columna con caricter
cromatografico unico donde los componentes de la muestra a su vez son fraccionados por
eluentes apropiados (Steven, 2007).

Si la cantidad de la muestra disponible es muy pequefia, existe la posibilidad de
miniaturizar los métodos basados en DMFS, disminuyendo la cantidad de fase dispersante a
utilizar y los disolventes de limpieza y elucion (Kristenson, 2001). Considerando las
caracteristicas de la DMFS, es de notarse que puede ser aplicada a la extraccion de los

AINE en muestras solidas de tipo alimenticio.
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OBJETIVOS

1. Desarrollar y validar un método analitico basado en la Dispersion de Matriz en Fase
Solida (DMFS) y a la Cromatografia de Liquidos de Alta Eficiencia (HPLC por sus siglas
en inglés) con detecciéon por ultravioleta (UV) para la determinacion de ibuprofeno,

ketoprofeno, naproxeno, diclofenaco, flurbiprofeno y fenilbutazona en vegetales de hoja.

2. Efectuar la aplicacion de este método analitico a la busqueda de estos AINE en distintos
vegetales de hoja como lo son: lechugas, acelgas, perejil, espinaca, col blanca, germen de
trigo, epazote, apio, cilantro y la Spirulina una alga que se comercializa como capsulas,

adquiridos en mercados distribuidos en diferentes zonas de la Ciudad de México.
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HIPOTESIS

Dada la presencia de los farmacos antiinflamatorios (AINE) no esteroideos en los sistemas
acuaticos de México, y conociendo que los sistemas actuales de purificacion de la misma
tanto del agua de riego como potable no eliminan a los AINE. Alimentos de hoja como la
lechuga, al estar en contacto con esta agua de riego, y al ser una matriz que absorbe
cantidades apreciables de agua, se encontrardn AINE en un orden de magnitud de una parte
por millon, segin reportes encontrados (Dodgen, 2013). Por lo que la metodologia que se

proponga permitira identificar estos compuestos en dichas matrices alrededor 1 ng/mg.
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CAPITULO 1

ANTECEDENTES

1.1 Contaminacion del agua

1.1.1 Panorama general

El agua es un recurso natural escaso, indispensable para la vida humana y el sostenimiento
del medio ambiente, que como consecuencia del rapido desarrollo humano y econémico y
del uso inadecuado que se ha hecho de ella como medio de eliminacion de sustancias, ha
sufrido un alarmante deterioro. Durante décadas, toneladas de sustancias biologicamente
activas, sintetizadas para su uso en la agricultura, la industria, la medicina, etc., han sido
vertidas al medio ambiente sin reparar en las posibles consecuencias. Al problema de la
contaminacion, que comenzd a hacerse notable ya a principios del siglo XIX, cabe afadir el
problema de escasez del agua. (Daughton, 2004)

Las medidas legislativas que se han ido adoptando progresivamente para evitar la
contaminacion quimica del agua y los riesgos que se derivan de ella han contribuido a
paliar parcialmente esta situacion. Sin embargo, la creciente demanda de agua y el
descubrimiento continuo de nuevos contaminantes potencialmente peligrosos dejan clara la
necesidad de seguir investigando en todas aquellas areas que puedan contribuir a proteger
la salud humana y la del medio ambiente, conseguir un uso sostenible del agua y atenuar
los efectos de la sequias y el cambio climaético.

La aparicion de elementos no deseables y toxicos, y la variacion en las
concentraciones de los constituyentes comunes, tiene su origen en el denominado "ciclo del
agua". En alguna parte de este ciclo, en el cual confluyen distintos compartimentos
ambientales y actividades humanas, es donde se produce la contaminacion del agua, o
mejor dicho, la alteracion de su calidad. De acuerdo con este ciclo, las principales vias de
entrada de contaminantes en el medio ambiente acudtico son las aguas residuales, entre las
que se incluyen las urbanas, industriales, y las de origen agricola o ganadero. La
prevalencia de una u otra depende en gran medida del tipo de contaminacion de que se trate

y del nivel de depuracion o atenuacion natural que experimentan (Sole et al, 2012).
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1.1.2. Contaminantes emergentes

Durante décadas, la comunidad cientifica ha centrado sus esfuerzos en el estudio de los
contaminantes quimicos cuya presencia en el medio ambiente ha estado o esta regulada en
las distintas legislaciones, contaminantes en su mayoria apolares, toxicos, persistentes y
bioacumulables, como los hidrocarburos aromadticos policiclicos, los policlorobifenilos
(PCBs) o las dioxinas (Calderon-Preciado et al, 2011).

Sin embargo, en los Ultimos afios, el desarrollo de nuevos y més sensibles métodos
de anadlisis ha permitido alertar de la presencia de otros contaminantes, potencialmente
peligrosos, denominados globalmente como emergentes, donde estudios en México
(Cafiedo F, 2010) ha reportado concentracion del orden de ppb para algunos analitos como
el diclofenaco, ketoprofeno y naproxeno en agua potable.

Los contaminantes emergentes, cuyo estudio se encuentra entre las lineas de
investigacion prioritarias de los principales organismos dedicados a la proteccion de la
salud publica y medioambiental, tales como la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), la
Agencia para la Proteccion del Medio Ambiente (EPA), o la Comision Europea, se definen
como contaminantes previamente desconocidos o no reconocidos como tales cuya
presencia en el medio ambiente no es necesariamente nueva, pero si la preocupacion por las
posibles consecuencias de la misma (Daugton, 2004).

Los contaminantes emergentes son compuestos de los cuales se sabe relativamente
poco o nada acerca de su presencia e impacto en los distintos compartimentos ambientales,
razon por la cual y a su vez consecuencia de que no hayan sido regulados, y de que la
disponibilidad de métodos para su analisis sea nula o limitada. Otra particularidad de estos
compuestos, es que debido a su elevada produccion y consumo, y a la continua
introduccion de los mismos en el medio ambiente, no necesitan ser persistentes para
ocasionar efectos negativos (Petrovic et al., 2003).

La lista de contaminantes emergentes incluye una amplia variedad de productos de
uso diario con aplicaciones tanto industriales como domésticas. Algunos de ellos, a raiz de
las intensas investigaciones llevadas a cabo en los ultimos afios, han sido incluidos en la
lista de sustancias prioritarias en el agua. Este es el caso de los retardantes de llama difenil

éteres polibromados, los detergentes de tipo alquilfenol etoxilado y sus derivados y las
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parafinas cloradas. Otros compuestos, como los pesticidas, ya estaban sujetos a legislacion
en el agua, pero el descubrimiento de productos de degradacion téxicos, ha renovado el
interés por los mismos. Por ultimo, en otros casos, como en el de los detergentes
perfluorados, o los farmacos, la toma de conciencia del riesgo que ocasiona su presencia en
el medio ambiente es relativamente reciente, y no se tienen ain datos suficientes para una
valoracion apropiada de su impacto. Ademas, muchos de ellos, como por ejemplo los
retardantes de llama bromados, los detergentes de tipo alquilfenol etoxilado y algunos
farmacos, son disruptores enddcrinos, lo que implica que una exposicion a los mismos
puede dar lugar a alteraciones en el crecimiento, desarrollo, reproduccién y
comportamiento de los organismos vivos, de las mas alarmantes y mejor documentadas es
la feminizacidn en organismos acuaticos superiores (Barcelo, 2003).

De acuerdo con las revisiones bibliograficas realizadas en los ultimos afos
(Daughton, 2011) tanto por el autor de este trabajo como por otros grupos cientificos
internacionales, entre las clases de contaminantes emergentes que demandan una mayor y
mas urgente atencion (debido a la escasez de datos ambientales, datos ecotoxicologicos, de
métodos para su andlisis, y a las posibles consecuencias de su presencia en el medio
ambiente) se encuentran:

# Los retardantes de llama bromados
Los cloroalcanos
Pesticidas polares
Los compuestos perfluorados
Los farmacos

Drogas de abuso, y

- F £ £+ &

Metabolitos y/o productos de degradacion de las clases de sustancias

anteriores

1.1.3. Fuentes de produccién de los contaminantes emergentes

Dentro de las principales fuentes de produccion hacia el medio ambiente de este tipo de
contaminantes tenemos las siguientes: 1. La ineficiente disposicion de residuos so6lidos
(incineracion continua y los numerosos tiraderos de basura), 2. Los derrames de productos

peligrosos, 3. La aplicacion masiva de pesticidas en la agricultura, 4. La recarga artificial
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del agua subterranea, 5. La disposicion en el suelo de los lodos de las plantas de tratamiento
de aguas residuales y 6. Las actividades de consumo humano, que incluye la excrecion y la
disposicion natural de una amplia gama de productos quimicos tales como los productos de
cuidado personal (PCPs). Las actividades de consumo se han reconocido recientemente

como una fuente potencialmente importante de contaminacion dispersa no controlada

(Farré, 2002).

1.1.4. Farmacos como contaminantes emergentes

De todos los contaminantes emergentes, los que probablemente suscitan mayor
preocupacion y estudio en los ultimos afios son los farmacos y, en particular, los
antibioticos. El consumo de farmacos en los paises de la Union Europea (UE) se cifra en
toneladas por afio, y muchos de los mas usados, entre ellos los antibidticos, se emplean en
cantidades similares a la de los pesticidas (Castiglioni, 2005).

Las primeras evidencias de la presencia de farmacos en el medio acuatico se
produjeron en los afios 70 con la identificacion en aguas residuales en EEUU del 4cido
clofibrico, que es el metabolito activo de varios reguladores de lipidos en sangre
(clofibrato, etofilin clofibrato, y etofibrato). Sin embargo, no ha sido hasta principios de la
década de los 90 que el tema de los farmacos en el medio ambiente ha surgido con fuerza,
como demuestran los numerosos articulos publicados desde entonces, los cuales han
despertado un gran interés cientifico y social (Gross et al., 2006).

Entre los farmacos mas prescritos destacan los analgésicos/antiinflamatorios como
el ibuprofeno y el diclofenaco, los antiepilépticos como la carbamazepina, antibioticos
como la amoxicilina y el sulfametoxazol, y los - bloqueantes como el metoprolol (Buser et
al., 1999). Seglin las propiedades fisico-quimicas de los farmacos y sus metabolitos y
productos de degradacion, y las caracteristicas de los suelos, estas sustancias pueden llegar
a alcanzar las aguas subterraneas y contaminar los acuiferos o bien quedar retenidas en el
suelo y acumularse pudiendo afectar al ecosistema y a los humanos a través de la cadena
trofica. En consecuencia, para una evaluacion realista del medio acuatico es necesario un
estudio integrado agua subterranea-suelo/sedimento-agua superficial-suelo.

Los farmacos que se han detectado en el medio ambiente acudtico, ya sea
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directamente o sus metabolitos, incluyen analgésicos/antiinflamatorios, antibioticos,
antiepilépticos, PB-bloqueantes, reguladores de lipidos, medios de contraste en rayos X,
anticonceptivos orales, esteroides y otros, como broncodilatadores, tranquilizantes, etc.
(Hernando et al., 2006).

Las concentraciones a las que se han encontrado en aguas superficiales (como
consecuencia de una eliminacidon incompleta en las plantas de depuracién de aguas) o en
aguas subterraneas (debido a la escasa atenuacién que experimentan algunos compuestos
durante la filtracion a través de suelos) se sitian normalmente en el intervalo de ng/L o
ug/L, mientras que en suelos y sedimentos, en donde pueden persistir durante largos
periodos de tiempo (la vida media del acido clofibrico, por ejemplo, se estima en 21 afios),
alcanzan concentraciones de hasta g/Kg (Hernando et al., 2006; Fent et. al., 2006). Pero lo
que ha despertado una mayor preocupacion ha sido el hallazgo de algunos de ellos (como el
ibuprofeno, el diclofenaco, la carbamazepina, o el 4cido clofibrico) en aguas potables
(Hullman, 2009).

En muchos casos, las consecuencias de su presencia en el medio ambiente no estan
aun claras, pero en otros el riesgo parece evidente, y alarmante. Por ejemplo, el
diclofenaco, aparte de afectar a los rifiones en los mamiferos, se ha asociado (como
consecuencia de su uso en veterinaria) con la desaparicion de los buitres blancos en la India
y Pakistan, lo que supone, segun el autor de este estudio (Fent et al., 2006), un desastre

ecoldgico comparable al acontecido en el pasado con el DDT.

1.1.5 Regulacion y panorama actual en la investigacion

Como resultado de las investigaciones llevadas a cabo hasta ahora, algunos farmacos estan
siendo considerados por la US EPA como posibles candidatos a ser incluidos en la lista de
los contaminantes organicos prioritarios en el agua potable, como es el caso del diclofenaco
(antiinflamatorio), la carbamazepina (antiepiléptico), y el cloranfenicol (antibidtico). En la
UE, por el momento, no se han fijado limites maximos en el agua potable, y por tanto, no
es necesario el seguimiento de tales compuestos, sin embargo, lo mas probable es que en un
futuro proximo sean regulados.

Como es de esperar al no existir regulacion alguna en la Unidén Europea, asi como

en los Estados Unidos de Norteamérica; México se encuentra con muchos afios de atraso en
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este topico, mientras que para el 2000 ya habia articulos publicados sobre contaminantes
emergentes en los sistema fluviales, en México apenas se estaba informando a la
comunidad cientifica de estos nuevos contaminantes y por ende abriendo nuevas lineas de
investigacion. Esto conlleva a que no hay regulacion alguna para los farmacos en los
sistemas acuaticos en la Republica Mexicana.

Por el momento el nimero de articulos dedicados al andlisis de farmacos en aguas
es muy superior al del andlisis en matrices solidas (Hernando et al., 2006). Ello
probablemente es debido a la falta de metodologias analiticas para el estudio de estos
compuestos en tales matrices complejas. Sin embargo, los avances tecnologicos habidos en
el campo de la Quimica Analitica permiten afrontar hoy por hoy este reto con grandes
probabilidades de éxito.

Para el andlisis de fArmacos se han empleado fundamentalmente la cromatografia de
gases y la de liquidos con espectrometria de masas, pero la tendencia es a emplear, tanto en
una como en otra, la espectrometria de masas en tandem para poder diferenciar entre
posibles isomeros (Barceld, 2003; Petrovic et al., 2003; Petrovic et al., 2013). En la seccién

1.3 (métodos de analisis) se profundizara sobre este aspecto.

1.2. Farmacos antiinflamatorios no esteroideos (AINE)

1.2.1. Modo de accién

Los antiinflamatorios no esteroideos disponibles en el mercado inhiben la actividad tanto de
la ciclooxigenasa-1 (COX-1) como a la ciclooxigenasa-2 (COX-2) y, por lo tanto, la
sintesis de prostaglandinas y tromboxanos. Se piensa que es la inhibicion de la COX-2 la
que en parte conlleva a la accidon antiinflamatoria, analgésica y antipirética de los AINE, sin
embargo, aquellos que simultineamente inhiben a la COX-1 tienen la capacidad de causar
hemorragias digestivas y Ulceras, por ejemplo el 4cido acetil salicilico. Por lo tanto, se
enfatizan las ventajas de inhibidores selectivos para la COX-2 (Hardman, 1996).

El AINE prototipo es la aspirina® y le acompafian una gran variedad de 4cidos
organicos, incluyendo derivados del 4cido propilico (como el ibuprofeno y naproxeno),
derivados del acido acético (como la indometacina) y acidos enolicos (como el piroxicam),

todos competidores con el 4cido araquidonico por el sitio activo de la ciclooxigenasa. A
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partir del afio 2012 en los consensos internacionales el paracetamol se excluye de los

AINE's, por su poca/nula accion antiinflamatoria.

1.2.2. Clasificacion

La tendencia actual en las clasificaciones es a agruparlos segun su capacidad de inhibir el
50% de la COX-2 en comparacion con la concentracion necesaria para inhibir el 50% de la
COX-1. De ahi que resumiendo todos los datos obtenidos se ha intentado agrupar a los

AINE segun (Castells et al., 2007):

1. La equipotencia inhibidora de COX-2 versus COX-1
2. El porcentaje de inhibicion de COX-1 cuando se inhibe el 80% de la COX-2, que
corresponderia a la concentracion necesaria de un AINE para lograr efectos terapéuticos

relevantes

De otras clasificaciones posibles para los AINE, quizéas la mas utilizada sea la que
se basa en su estructura molecular.
En la tabla 1.1 se puede observar la clasificacion en funcion de la estructura

quimica basica sobre la que se desarrolla cada farmacos.

Tabla 1.1 Clasificacion de los AINE segun su estructura molecular

Clasificacion Ejemplo
Salicilatos Acido acetilsalicilico
Farmacos antiinflamatorios Oy, OH
no esteroideos 071/
8]
Derivados indol-acéticos Acemetacina
0
SSye t
i | — ) } OH
W / o]
CI/\/ N/
8]
!

24




Farmacos antiinflamatorios

no esteroideos

Clasificacion Ejemplo
Derivados arilos-acéticos Diclofenaco
cl
NH
Cl OH
o)
Acidos endlicos Piroxicam

T

L-*""“'TL 0 OH
"q-N,- R T
H

- M. . "e.._m‘__.
A

Pirazolonas Fenilbutazona
ﬁ-ﬁﬁ o
\\.:F-’F'\N 4
|
= N? \_\
IIILH / O
Derivados arilpropionicos Ibuprofeno
OH
(0]
Fenematos Acido mefenamico
NH ;OH
o}
HsC CHg
Coxibes Celecoxib

o}
HZN\..”

N"N\

—

CFa
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1.2.3. Quiralidad

La mayoria de los AINE, especialmente los derivados del 4acido propidnico, son moléculas
que tienen un centro de asimetria, por lo que pueden existir en dos isdmeros Opticos o
enantiomeros, el diclofenaco es una notable excepcion. Para algunos de estos casos,
existen enzimas isomerasas en el organismo que convierten al enantiémero inactivo a su
forma opuesta activa. Por ejemplo, el ibuprofeno y el ketoprofeno existen en preparaciones
compuestas s6lo por el enantidmero activo: el dexibuprofeno y dexketoprofeno
respectivamente, que son los enantiomeros de configuracion (S). Por su parte, el naproxeno
siempre ha sido preparado en su forma enantiomera inactiva; ambos enantiomeros son
activos y tienen efectos antiinflamatorios equiparables. El resto de los AINE con quiralidad
vienen en presentaciones mixtas de enantiomeros, es decir, la misma cantidad del

enantiomero R que del S (mezcla racémica).

1.2.4. Analitos de estudio: ibuprofeno, naproxeno, diclofenaco, fenilbutazona,

flurbiprofeno y ketoprofeno.

1.2.4.1. Estructuras quimicas

En la figura 1.1 se pueden observar las estructuras quimicas de los analitos que se

trabajaron en este proyecto.

OH £ (Y »
“_-OH A
0 A
HaC- OO 0 't ‘i \
O L
Ibuprofeno Naproxeno Fenilbutazona

cl
X -
NH 3 OH
Cl OH
o} 0]

Flurbiprofeno Diclofenaco Ketoprofeno

Figura 1.1 Estructuras de los AINE seleccionados para este trabajo
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Como se puede observar en las estructuras de la figura 1.1 cinco compuestos de los seis de
estudio presentan el grupo funcional acido carboxilico, por lo que es logico esperar que
dichos farmacos tenga asociado un valor de pKa.

El diclofenaco es un AINE de tipo arilo-acéticos. El ibuprofeno, naproxeno,
ketoprofeno y el flurbiprofeno por la cadena de tres atomos de carbono del lado del 4cido
carboxilico pertenecen a la familia de los derivados de arilpropidnicos. En cuanto a la
fenilbutazona, pertenece a la familia de los &cidos endlicos, especificamente a las
pirazolonas, por ende también presentard propiedades acido-base. Por sus estructuras
también se puede observar que son compuestos relativamente estables por la presencia de
los electrones 7 conjugados, lo que con lleva que sean sélidos a temperatura ambiente y su
volatilidad sea pequena. Son solubles en varios disolventes organicos, pero muy poco

solubles en agua en su forma molecular.

1.2.4.2. Propiedades fisico-quimicas de los analitos

La solubilidad, estabilidad, propiedades acido-base, volatilidad y la hidrofobicidad (log
ko) son propiedades que se deben conocer y entender de los analitos antes de realizar
cualquier procedimiento experimental. En la tabla 1.2 a modo de resumen se encuentran

las propiedades citadas con anterioridad para los seis farmacos de estudio.

Tabla 1.2. Propiedades fisico-quimicas de los AINE de interés. (Costas, 2013).

Analito PM Pfus | Solubilidad en pKa | Logky’
(g/mol) (°C) | agua (25°C)en
mg/L
Ketoprofeno 254.28 94 51 4.50 3.12
Naproxeno 230.26 153 15.9 4.15 3.18
Fenilbutazona 308.15 105 34 4.45 3.16
Flurbiprofeno 244.26 117 8 4.42 4.16
Diclofenaco 296.18 158 2.37 4.15 4.51
Ibuprofeno 206.13 77 21 4.91 3.97

1 Log k,," = logaritmo del factor de retencién en agua pura extrapolado mediante una curva con diferentes
fases moviles hidrometandlicas a, pH= 2.0 y fase estacionaria C18..
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Existen constantes que es util conocer antes de comenzar con el trabajo de
desarrollo en el laboratorio de quimica analitica y también para poder realizar una eficiente
experimentacion, una de ellas es el coeficiente de reparto octanol/agua (log Po), este es un
parametro que caracteriza la hidrofobicidad de los analitos y por ende es un reflejo de la
polaridad de los mismos. Este parametro también se puede relacionar con el logaritmo del
factor de retencion cuando es agua pura (log k'y,), este parametro es dificil de encontrar en
la literatura cientifica, ya que existe pocas publicaciones que lo reportan. Se sabe que
cuando el log de Po: ¢ log k'y es mayor a 3.0 unidades se puede asumir un
comportamiento apolar de los analitos, cuando estd entre 1 y 3 decimos que son
medianamente polares y menores a 1.0 son polares (Pawel et. al., 2008).

En la tabla 1.2 se observa el log ky  para los seis farmacos, esta constante se
encuentra entre 3.1 y 4.16, lo que nos indica que la mayoria de los compuestos presentan un
caracter medianamente polar, siendo el menos polar o el mas hidroéfobo el diclofenaco

El valor de kyw" de una sustancia esta relacionado con su capacidad de adsorcion o
su potencial de bioconcentracion en tejidos grasos. Un valor bajo de ky indica la probable
movilidad y transporte de ese material por su buena solubilidad, y facil metabolizacion y
biodegradacion, es decir, hay que esperar una escasa bioacumulacion. Por el contrario, un
valor alto de ky " indica posible adsorcion en tejidos grasos, suelo y sedimentos. Por tanto,
es probable la bioconcentracion o bioacumulacion. Su escasa movilidad favorece la
toxicidad de estas sustancias (Gert-Jande de Maagd et al., 1997).

Otra constante muy usada en el andlisis de matrices ambientales como el aire, es la
constante de Henry, esta nos dice que tan fécil es que un analito que se asume tiene
volatilidad apreciable pase a la fase gaseosa. Dada la matriz que se trabajo en este proyecto,
esta constante no se reportd, sin embargo en la literatura se encontr6 para algunos de estos
farmacos una constante de Henry con un orden de magnitud de 10®. Es sabido que
conforme la constante de Henry aumenta, la volatilidad del compuesto es mayor, en este
caso ¢éstas son muy pequefas, es decir, la volatilidad de estos farmacos puede ser
despreciable lo que hard que en matrices gaseosas sea muy dificil encontrar este tipo de
analitos.

También se observa que los valores de pKa oscilan entre 4.1 y 4.9, esto nos dice que

se tratan de acidos que estan totalmente disociados en medio acuoso natural y que para una
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extraccion y separacion de los mismos en una muestra el pH tendra un papel importante.
Por debajo del valor de pKa los analitos se encontraran en su forma molecular, mientras
que un pH por arriba del valor de pKa los compuestos se encontrardn en su forma
disociada.

Al tratarse de compuestos orgdnicos aromaticos de peso molecular arriba de 200
unidades de masa atomica, su solubilidad en agua es baja, sin embargo dado el grupo acido
carboxilico que presenta estos compuestos son solubles en disolventes polares proticos,
como son el metanol o etanol, ya que los farmacos se asociaran por puentes de hidrogeno
con alguno de los disolventes mencionados, formando fuerzas intermoleculares de la misma

magnitud, logrando una solubilidad total del farmaco solido.

1.3. Técnicas de analisis instrumentales usadas para AINE

1.3.1 Cromatografia de gases (CG)

Esta técnica se ha utilizado para realizar analisis de AINE en diversas matrices, sin
embargo no es la técnica cromatografica que se utiliza con frecuencia para este tipo de
analitos, ya que estos son analitos presentan presiones de vapor mas bajas que los
compuestos que se suelen cominmente analizar por cromatografia de gases.

En la tabla 1.3 se muestran las publicaciones reportadas en los ltimos afos para el
analisis de los farmacos antiinflamatorios no esteroideos en diversas matrices utilizando la
cromatografia de gases. Para realizar la discusion de manera mas sencilla, solo se presentan
los AINE que se utilizaron, la matriz de las que se extrajo, si se tuvo que hacer alguna
reaccion de derivatizacion y el autor de la referencia. Mas adelante, en las tablas de la
seccion 1.5 titulada aplicaciones de las técnicas y métodos de preparacion de muestra para
el aislamiento y cuantificacion de AINE en diversas matrices, se encuentra descrito las
condiciones del anélisis (tipo de columna, gradientes, limites de deteccion etc) asi mismo se
encuentra descrita la metodologia de extraccidon utilizada para cada caso particular

reportado.
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Tabla 1.3. Anélisis publicados para los AINE utilizando cromatografia de gases

AINE’s Matriz Observaciones Referencia
Ibuprofeno, acido Orina y plasma Derivatizacion con | Cardenas et al, 1996
flufenamico, 1oduro de metilo
diclofenaco
Ibuprofeno y acido Derivatizacion con
flufenamico Aguas residuales sulfato de dimetilo. Araujo et al, 2008
Detector de masas
Acido clofibrico, Aguas residuales Derivatizacion con | Grueiro-Noche et al,
ibuprofeno y una carbodiimida. 2011
naproxeno Detector masas
Ibuprofeno Agua residuales Derivatizacion con | Casas-Ferreira et al,
trifluoroetilamina. 2011
Detector de masas
Ibuprofeno, Derivatizacion con
naproxeno y Agua residual un derivado del Hu et al, 2011
diclofenaco diazometano.
Detector de masas.
Ibuprofeno, Derivatizacion con
naproxeno, Agua residual agentes sililantes. Sebok et al, 2008
ketoprofeno y Detector masas
diclofenaco
Acido salicilico, Tejidos animales Derivatizacion con
Ibuprofeno, Sangre y orina trifluoroacetamida. Azzous et al, 2011
diclofenaco, Suelos y sedimentos Detector masas
paracetamol y
fenilbutazona
Ibuprofeno, Derivatizacion con Arroyo et al, 2011
naproxeno, acido Leche de bovinos un clorofomato.
meclofendmico Detector masas.
Ibuprofeno, Aguas de rios y Derivatizacion con Hashim et al, 2011
ketoprofeno y lagos feniletilamina
naproxeno
Paracetamol y acido Sangre y plasma Detector de masas. Meyer et al, 2011
salicilico humano
Naproxeno, Sarafraz-Yazdi et al,
diclofenaco e Agua de rios y lagos Detector FID 2012
ibuprofeno
Naproxeno, Agua de rios y lagos | Derivatizacion con
ibuprofeno y sulfato de Eshaghi et al. 2009
ketoprofeno tetrabutilamonio.
Detector FID
Naproxeno e sangre Detector FID y Engelhart et al, 2007
ibuprofeno confirmacion de
masas
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Como se puede observar en la tabla, la mayoria de los andlisis para este tipo de analitos
requieren una previa derivatizacion, lo que hace que el andlisis sea mas tardado, ademads de
tener un paso mas que necesita ser optimizado, también el andlisis se limita a mezcla de
pocos farmacos, ya que al tener presiones de vapor similares, la separacion no es tan
eficiente, lo que limita también el nimero de analitos a cuantificar.

Por lo anterior, la técnica cromatografica que se utiliza con mayor frecuencia en el
analisis de los fArmacos antiinflamatorios no esteroideos es la cromatografia de liquidos de

alta eficiencia, cuyas aplicaciones para AINE se describen en el siguiente apartado.

1.3.2. Cromatografia de liquidos

En la tabla 1.4 se muestran de la misma forma a modo de resumen las publicaciones mas
recientes para el andlisis de los AINE, haciendo uso de la cromatografia de liquidos de alta
eficiencia para diversas matrices. Como ya se menciond, y de la misma forma que en el
apartado anterior, esta tabla sélo tiene como finalidad presentar el nimero de publicaciones
que se han realizado en los ultimos afios para la identificacion de AINE haciendo uso de
HPLC, las caracteristicas del analisis y la preparacion de muestra se encuentran en la

seccion de aplicaciones (seccion 1.5).

Tabla 1.4. Analisis publicados para los AINE utilizando cromatografia de liquidos de alta eficiencia

AINE’s Matriz Condiciones Referencia
Ibuprofeno, acido
flufenamico, Preparaciones
piroxicam, homeopaticas HPLC-ESI-MS Panusa et al, 2007
diclofenaco y fraudulentas
paracetamol
Firocoxibe Orina y plasma de Comparacion de Letendre et al, 2007

caballo y perro HPLC-UV (254 nm)
con HPLC-MS/MS.

Diclofenaco Plasma humano Deteccion UV (276 | Rigato et al, 2009
nm).

Aspirina, tenoxicam,
ketorolaco, tolmetin,

naproxeno, Sangre, plasma y Comparacion en Sultan et al, 2005
flurbiprofeno, eritrocitos HPLC-UV-MS
diclofenaco e Con UHPLC

ibuprofeno
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Tabla 1.4. (Continuacién

AINE’s

Matriz

Condiciones

Referencia

Aspirina,
paracetamol,
diclofenaco e

ibuprofeno

Suelos y sedimentos

LC-MS/MS

Pérez-Carrera et al,
2010

Ketoprofeno,
naproxeno,
diclofenaco e
ibuprofeno

Lodo

LC-ESI-MS/MS

Sagristra et al, 2010

Meloxicam, flunixin
acido tolfenamico y
fenilbutazona

Plasma y leche de
bovino

LC-ESI-MS/MS

Dowling et al, 2010

Meloxicam,
carprofeno, acido
tolfenamico y acido
clofibrico

Muestras de higado

HPLC-MS

Igualada et al, 2007

Firocoxib,
propilfenazona,
ramifenazona y

piroxicam

Plama de bovino

LC-ESI-MS/MS

Dowling et al, 2011

Flunixin,
diclofenaco,
meloxicam,

carprofeno y acido
tolfenamico

Musculo animal

LC-MS/MS

Jedziniak et al, 2010

Acido mefenamico,
indometacina,
etodolaco y
ketoprofeno

Agua de rio

LC-MS/MS

Hoshina et al, 2011

Aspirina,
diclofenaco,
ibuprofeno,

naproxeno, acido
mefenamico,
paracetamol

Agua tratada de
hospitales

LC-ESI-MS/MS

Sim et al, 2011

Ibuprofeno,
ketoprofeno y
naproxeno

Orina

LC-ESI-MS/MS
Con derivatizacion
tipo carbodiimida

Kretschmer et al,
2011

Ketoprofeno,
fenbufeno,
ibuprofeno y
naproxeno

Muestras acuosas
ambientales

Detector UV (276
nm). Columna
monolitica C18

Luo et al, 2011
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Tabla 1.4. (Continuacién

AINE’s

Matriz Condiciones Referencia
Aceclofenaco Suero humano Detector UV (258 Ohja et al, 2009
nm)
Meloxicam Plasma humano Detector UV (355 Bae et al, 2007
nm)
Flurbiprofeno, Detector UV (254
naproxeno, nm) Cruz-Vera et al,
ketoprofeno e Orina Fase movil: 2009
indometacina Metanol/agua/acido
acético
Separacion
Celecoxibe Plasma humano (nucleosil-NO;) Rose et al, 2000
Detector UV 260 nm
Firocoxibe Plasma de caballo y | Detector UV 290 nm Kvaternick et al,
perro 2007.
Detector DAD (272
Diclofenaco Aguas residuales nm) comparacion Dai et al, 2011
con detector de
masas
Diflunisal,
fenoprofeno,
flurbiprofeno,
diclofenaco, Aguas residuales HPLC -DAD Shaaban et al, 2011
indometacina,
aspirina y
paracetamol
UHPLC-MS/MS.
Ketorolaco Plasma de ratas Gradiente con Radwan et al, 2010
acetonitrilo: buffer
Paracetamol,
ketoprofeno, Orina de humano y UHPLC, Columna Baranowska et al,

aspirina y sus
metabolitos mas

agua potable

monolitica C18

2010

comunes
Multi-residuo Musculo de cerdo UHPLC-ESI- Hu et al, 2011
AINE’s MS/MS
Ketoprofeno Piel de humano UHPLC-ESI- Tettey-Amlalo et al,
MS/MS 2009
Naproxeno, Derivatizacion. Sakaguchi et al,
felbinaco y acido Plasma humano Deteccion 2011
clofibrico Fluorescencia
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Tabla 1.4. (Continuacién

AINE’s Matriz Condiciones Referencia
Flurbiprofeno,
carprofeno, Leche de bovino Deteccion Gallo, et al, 2010
naproxeno, acidos fluorescencia
flimicos
Naproxeno Lodos Deteccion Larsson et al, 2009
fluorescencia
Ketoprofeno, Reaccion de
flurbiprofeno y - derivatizacion quiral Jin et al, 2008
etodolaco

MS: Espectrometria de masas. HPLC: Cromatografia de liquidos por sus siglas en inglés. DAD: Arreglo de

diodos. UV: Ultravioleta. ESI: Ionizacion por electrospray

Como se puede observar los andlisis realizados con HPLC son mas numerosos que con la
cromatografia de gases, ademas de que en la mayoria de los casos no se requiere derivatizar
los analitos, lo que hace que el analisis sea mas econdmico y con un paso menos, lo que se
traduce en una fuente de incertidumbre menor al analisis, y mayor reproducibilidad en el
mismo.

Haciendo una comparacion en las tablas 1.3 y 1.4, se puede observar que los
articulos mas recientes, tienden a presentar trabajos en donde se tienen acoplados los
cromatografos a detectores muy sensibles, como lo es un espectrometro de masas, motivo

por el cual la siguiente seccidn se trata un poco de las ventajas de estos equipos.

1.3.3. Nuevas tecnologias y sistemas acoplados a los sistemas cromatograficos

Actualmente dada la necesidad de alcanzar métodos mas sensibles, la espectrometria de
masas ha tomado gran importancia en las técnicas analiticas. La espectrometria de masas
(MS) es una de las técnicas analiticas mas completas que existen. Recientemente, esta
técnica se utiliza no sélo en investigacion, sino también en andlisis de rutina de los procesos

industriales, en control de calidad, etc. Sus principales cualidades son:
- Capacidad de identificacion de forma practicamente inequivoca, ya que proporciona un

espectro caracteristico de cada molécula.

- Cuantitativa: permite medir la concentracion de las sustancias.
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- Gran sensibilidad: habitualmente se detectan concentraciones del orden de ppm o ppb y

en casos especificos se puede llegar hasta ppt.

Universal y especifica.

Proporciona informacion estructural sobre la molécula analizada.

Suministra informacién isotopica.

Es una técnica rapida: se puede realizar un espectro en décimas de segundo, por lo que
puede monitorizarse para obtener informacion en tiempo real sobre la composicion de una

mezcla de compuestos.

Dentro del espectrometro de masas, se procede a la ionizacién de la muestra
mediante diferentes métodos. El sistema de ionizacién mas frecuente es el de impacto
electronico que bombardea las moléculas con electrones de una cierta energia, capaces de
provocar la emision estimulada de un electron de las moléculas y asi ionizarlas.

La cromatografia de gases y liquidos como ya se mencion6 son técnicas separativas
que tiene la cualidad de conseguir la separacion de mezclas muy complejas. Pero una vez
separados, detectados, e incluso cuantificados todos los componentes individuales de una
muestra problema, el Uinico dato de que disponemos para la identificacion de cada uno de
ellos es el tiempo de retencion o volumen de retencion de los correspondientes picos
cromatograficos. Este dato no es suficiente para una identificacion inequivoca, sobre todo
cuando analizamos muestras con un nimero elevado de componentes, como es frecuente en
la mayoria de los analisis de rutina e investigaciones.

Por otra parte, la espectrometria de masas puede identificar de manera casi
inequivoca cualquier sustancia pura, pero normalmente no es capaz de identificar los
componentes individuales de una mezcla sin separar previamente sus componentes, debido
a la extrema complejidad del espectro obtenido por superposicion de los espectros
particulares de cada componente.

Por lo tanto, la asociacion de la técnica cromatografica y el espectrometro de masas,
da lugar a técnicas combinadas GC-MS y HPLC-MS que permiten la separacion e
identificacion de mezclas complejas. Por ejemplo: la utilizacion de la cromatografia de
gases acoplada a un espectrometro de masas requiere sistemas especiales de conexion. En

principio, se trata de dos técnicas que trabajan en fase gaseosa y necesitan una muy

35



pequeiia cantidad de muestra para su andlisis, por lo que son muy compatibles.

De la misma forma si se combina la cromatografia de liquidos con la espectrometria
de masas el resultado puede proporcionar una metodologia analitica de elevada selectividad
y sensibilidad. Por este motivo, cada vez son mas numerosas las publicaciones que aplican
técnicas basadas en el acoplamiento LC-MS.

También dentro de las nuevas tendencias analiticas estd la miniaturizacion y la
cromatografia no estd exenta de esto. Los métodos que se tenian para el andlisis de
farmacos y otros compuestos por HPLC se le adapté al uso de columnas de diametro
interno menor y longitudes mucho mas pequefias, de esta manera se logran velocidades de
flujo mayores, con presiones mas elevadas, lo que implica analisis mucho mejor resueltos
y mas rapidos, esta técnica se le conoce como Ultrahigh-pressure Liquid Chromatography
(UHPLC). Como se podra ver en la parte de aplicaciones, efectivamente los articulos mas
recientes utilizan la UHPLC para separacion de AINE en diversas matrices.

Finalmente existen en la actualidad multiples investigaciones sobre nuevas fases
estacionarias para la cromatografia de liquidos, que sean econdémicas, selectivas y de alta
estabilidad, materiales que se ha reportado ya su uso: Polimeros enlazados a las cadenas
alquilicas, materiales magnéticos, polimeros molecularmente impresos (MIP’s por sus
siglas en inglés), nanomateriales, inmunoadsorbentes por mencionar algunos. En la seccion

1.4.2.4 se discutirdn con mayor profundidad las caracteristicas de estas fases estacionarias.

1.4. Preparacion de muestra para el andlisis cromatogréafico
1.4.1. Generalidades y caracteristicas en la preparacién de muestra

Cuando se recibe una muestra para analizar en un laboratorio de rutina, el paso que
involucra mayor tiempo del analista es la preparacion de la misma, y por ende estd asociada
al 66% de la incertidumbre total del andlisis; por este motivo es que se han realizado
multiples estudios relacionados a este tema. (Ramos, 2012)

El objetivo general de la preparacion de muestra, es obtener un extracto que
contenga a los compuestos de interés, el cual debe estar lo mas depurado posible de

compuestos co-extraidos que interfieran en el andlisis o deteccion.
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También las necesidades actuales de los analistas, han hecho que sus métodos de
preparacion de muestra sean cada vez mejores, es decir: con el mayor namero de analitos
de interés, recobros cercanos al 100%, selectivos, precisos, robustos, de bajo costo, alta
velocidad, de facil manejo y seguros para el usuario y el medio ambiente. Esto por el
incremento notorio de contaminantes en matrices con las cuales los seres humanos estamos
en contacto: agua, aire, suelo, biota y alimentos.

El analisis de los contaminantes orgénicos, los que en la actualidad generalmente se
encuentra a nivel de trazas (componente de interés menor a 0.01 % del total de matriz),
efectian la concentracion de los analitos por diferentes procedimientos (evaporacion o
extraccion), para que los equipos utilizados en los analisis puedan detectar a los mismos.

Las etapas generales del proceso de preparacion de muestra, son 1. disolucion de la
muestra, 2. extraccion o aislamiento, 3. remocion de interferencias (“clean-up” )y 4.
enriquecimiento de las trazas o la concentracion de los analitos. Salta a la vista que un
factor importante a considerar, cuando se va a preparar la muestra son las propiedades del
analito; las que principalmente tenemos que tener en cuenta son la solubilidad, estabilidad,
propiedades acido-base, volatilidad e hidrofobicidad.

Dadas las tendencias actuales en el modo de preparar una muestra: miniaturizacion,
amigables con el ambiente, rapidez, menos laboriosidad, mayor precision, altos recobros, y
posibilidad de automatizar; la extraccion de los analitos se realiza actualmente en dos
formas: en modo diferido (off-line) y en linea (on-line).

El modo off-line es cuando la preparacion de la muestra y el analisis se realiza por
separado. Cuando la extraccidon es on-line esta conectada directamente al analisis, en su

mayoria de casos a un cromatografo.

1.4.2. Técnicas de extracciéon

1.4.2.1. Objetivo de la extraccion

El principal objetivo de la extraccion es separar selectivamente el producto de una reaccion,

o bien eliminar las impurezas que lo acompafian en la mezcla de reaccion, gracias a sus
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diferencias de solubilidad, o propiedades especificas del analito en el disolvente o
adsorbente de extraccion elegido.

En este trabajo se utilizd como técnica preparativa la Dispersion de Matriz en Fase
Solida (DMFS), una técnica que hace uso de adsorbentes. Esta técnica de extraccion es
parecida a la extraccion en fase solida (EFS), por lo que a continuacion se describen ambas
técnicas, sus principios, fundamentos, asi como los factores a optimizar, caracteristicas,

ventajas y desventajas de las mismas.

1.4.2.2. Extraccion en fase solida (EFS)

La EFS tuvo sus inicios con el grupo de investigadores de la US Public Health Service
(Cincinnati, EU), éstos usaban un tubo de acero relleno con carbon granulado para la
retencion de compuestos presentes en muestras de agua de lluvia y superficial. En este
trabajo se logré demostrar la presencia de contaminantes provenientes del petrdleo en
concentraciones de ppm (Braus et. al., 1951); pero no fue sino hasta la década de 1990 que
tuvo su mayor crecimiento, cuando investigadores y proveedores realizaron grandes
avances en la fabricacion y busqueda de nuevos materiales para la separacion de mezclas de
diferentes compuestos tanto organicos como inorganicos. (Liska, 2000)

Los fundamentos de esta técnica de extraccion son los mismos que operan en la
cromatografia de liquidos de alta resolucion, por ejemplo los mecanismos de retencion,
entre éstos se pueden tener retencion fisica, idnica, hidrofobica y por afinidad (Hennion,
1999). Los adsorbentes utilizados son de caracter hidréfobo (fase reversa), hidrofilos (fase
normal), i6nicos, mixtos o de exclusion. Se utiliza para la separacion selectiva de los
analitos en una muestra liquida, cominmente mediante el uso de cartuchos de extraccion

mostrados en la figura 1.2.
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Cartucho de EFS
—— | B
Reservorio tipo
jeringa (cominmente g,
de polipropileno y
algunas veces de
vidrio)

Filtros, poros de
20 pm de
didmetro
{usualmente de
polietileno,
algunas veces de
teflén o acero
inoxidable)

b Fase solida empacada

- Punta de salida del
efluente

Figura 1.2. (A) Cartuchos comerciales para la extraccion en fase solida. (B) Esquema general de los

componentes de un cartucho de EFS (Sigma Aldrich, 1998).

El proceso de extraccion en fase solida consiste principalmente en cinco pasos, estos

son:

1. Eleccién del cartucho de extraccidn: La seleccion del tamafio del cartucho, el tipo de fase

solida empacada, asi como la cantidad depende de la naturaleza de la muestra, el volumen
de la muestra, el nivel de contaminacion y el disolvente de la muestra. Los proveedores de
este tipo de materia en sus manuales manejan tablas, para que el cliente realice la mejor
compra. En la tabla 1.5 se puede observar recomendaciones generales para hacer la

eleccion del cartucho de EFS.

39



Tabla 1.5. Recomendaciones generales para la eleccion de cartuchos de EFS (Sigma-Aldrich Co., 1998)

Eleccién del tamano del cartucho de extraccion

Si el tamario de la muestra es:

El cartucho recomendado sera:

Menos de un 1 mL

1 mL

1 mL a 250 mL 3mL
1 mL a 250 mL (velocidad de extraccion rapida) | 6 mL
10 mL a 250 mL (alta capacidad de retencion) 12,20 6 60 mL
250mLallL 12,20 6 60 mL

Eleccién del didmetro de poros de los filtros (frits)

Si el tamano de la muestra es:

Fl cartucho recomendado sera:

Menos de 100 mL 20 um
Del0OOmLalL 47 pm
Mayoral L 90 pm

Eleccién del contenido del adsorbente empacad

0

Tipo de separacion:

Cantidad de adsorbente recomendada

Fase reversa, fase normal, adsorcion

La masa de los compuestos a extraer no
debe ser mayor al 5% del contenido de
fase solida, por ejemplo: a 100 mg de
fase solida no se le deben cargar mas
de 5 mg de los compuestos a extraer

Intercambio 16nico

La capacidad de las resinas de
intercambio idnico debe ser evaluado
para cada ensayo

Eleccién del tipo de adsorbente

Si la muestra es Carga del analito

Fase recomendada

Acuosa Polar Intercambio i6nico
Neutra Fase reversa
Disolvente organico Polar Evaporar a  sequedad.
Reconstituir con disolvente
acuoso y aplicar EFS de
intercambio i6nico.
Neutro Evaporar a sequedad vy
reconstituir con el
disolvente  adecuado para

aplicar EFS en fase normal.
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En el caso particular de los farmacos antiinflamatorios no esteroideos (AINE), se utilizan
adsorbentes de fase reversa como las silices enlazadas y fases poliméricas, dentro de los
adsorbentes mas utilizados se encuentra la C18 que permite una buena retencion de los

analitos y una eficiente recuperacion de los mismos.

2. Acondicionamiento del cartucho: Una vez empacado el cartucho, se suele pasar una

secuencia de disolventes de diferente fuerza eluente para dejar en Optimas condiciones el
cartucho que recibira a la muestra. De esta forma, se hace pasar cierto volumen de un
disolvente de fuerza eluente alta para retirar del cartucho impurezas que estén retenidas en
la fase y puedan ser recuperadas junto con los analitos de interés. Después se aplica un
disolvente de fuerza eluente baja, regularmente igual al de la muestra, para permitir que la

muestra se distribuya homogéneamente sobre el adsorbente durante la extraccion.

3. Carga de la muestra a través del cartucho de extraccién: La muestra se hace pasar por el
cartucho a flujo constante. Para los cartuchos de intercambio i6nico, se recomienda un flujo
menor a 2 mL/min, para una fase normal, reversa, o de adsorcion se recomienda un flujo

menor a 5 mL/min.

4. Lavado del cartucho: Después de cargar la muestra, es posible aplicar al cartucho

disolventes de fuerza eluente creciente, que permitan la salida de interferentes presentes
en la muestra que son retenidos con una fuerza menor en el cartucho sin provocar la
elucion de los analitos de interés. Los disolventes empleados en la EFS, son los que se
utilizan cominmente en la cromatografia de liquidos de alta eficiencia y la fuerza eluente
de los disolventes varian de la misma forma que se comportan para una cromatografia en
fase reversa y normal. Por ejemplo, en fase reversa, la fuerza de elucion aumenta al
aumentar la proporcion del disolvente menos polar.

En el caso particular de la EFS en fase reversa, los disolventes de limpieza suelen
ser agua y mezclas de agua con diferentes disolventes organico miscibles con el agua, como

lo son el metanol, isopropanol y acetonitrilo.
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5. Elucidén de los analitos de interés (recuperacion): Finalmente, se aplica al cartucho un

disolvente de fuerza eluente fuerte, mas fuerte que los utilizados en los lavados, logrando
recuperar asi los analitos de interés, dejando en el cartucho interferentes provenientes de la
muestra que son retenidos con mayor fuerza en el adsorbente.

En la figura 1.3 se puede observar un esquema donde se ilustra el proceso general

de la extraccion en fase solida (EFS)

MeO od ¢ [TAvADO | SECADO

1 2 3 5
- d —_— - — —1 -
" I!ctlva.clon e cm | Carga L Lavado b :-‘_'._ ELUCION

T T 7 FTW TT ¥

Figura 1.3. Proceso general en extraccion en fase solida, EFS. (Cromlab, 2014)

1.4.2.2.1 Parametros que afectan a la EFS en fase reversa

Al pensar en la EFS como un proceso cromatografico, existen varios pardmetros que se
deben tener en cuenta para tener un proceso con altos recobros, entre los mas importantes
estan el volumen de fuga y el factor de recuperacion o recobro. La EFS es una
cromatografia de liquidos simple y para comprender mejor sus principios se deben

relacionar sus parametros con los cromatograficos, los cuales a continuacion se describen:

-Factor de retencion (k’y): Es una medida de la hidrofobicidad de los analitos, la cual
influye en la retencion que éstos tendran en los adsorbentes de tipo fase reversa. Se pueden
medir utilizando cromatografia de liquidos de alta eficiencia con una fase movil compuesta
solo de agua pura. En la mayoria de los casos, sobre todo con compuestos no polares, no
es tan facil medirlo experimentalmente con estas condiciones por lo que se suelen hacer
extrapolaciones de las curvas de log k = f(% MeOH en mezclas con agua), a este valor
extrapolado en agua pura se le conoce como ky,” (Hennion et. al, 1999). Este valor ayuda a

poder predecir tedricamente el volumen méximo de muestra que se puede cargar a un
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cartucho. Se sabe que el ky" guarda una relacién lineal con el cociente de reparto

octanol/agua (Koy).

-Volumen de retencion (Vr): Nos indica el volumen de disolvente necesario, para recuperar
del cartucho el 50 % de los analitos retenidos. Este valor se puede predecir con el valor de

ky’, a partir de la siguiente ecuacion

Vi=Vo (1 +ky')

Donde:

V; es el volumen de retencion

ky" es el factor de retencion en agua pura

Vo es el volumen muerto, es un pardmetro que depende de la porosidad del adsorbente (¢)

y del volumen geométrico de la columna (V.). La relacion es la siguiente, Vo =gV,

Para la silice C18 se considera que la porosidad estd entre 0.67 y 0.70, siendo la
densidad promedio de la C18 0.6 g/mL, con estos datos se ha determinado que la silice C18

tiene un Vy de 0.12 mL por cada 100 mg del adsorbente.

-Volumen de fuga (V, del inglés breakthrough volumen): De los pardmetros mas
importantes a conocer. Se define como el volumen necesario de disolvente para obtener el 1
% de la cantidad de analito retenida en el cartucho o precolumna. De esta forma, cuando el
eluente aplicado al cartucho, comienza a eluir el analito del mismo, V}, nos indica el
volumen maximo de muestra que podemos aplicar al cartucho sin que comiencen a fugarse
los analitos del cartucho.
El volumen de fuga, se puede predecir con la siguiente ecuacion
Vy=V,;-23 oy
Donde:
oy es la dispersion estandar del volumen del pico cromatografico. Este valor puede

calcularse a través de la siguiente ecuacion.
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o, = Z(1+ky)
Dénde:

N es el numero de platos tedricos que tiene el cartucho, se han realizado mediciones y se ha

determinado un numero de 20 platos tedricos por cada 500 mg de C18.
1.4.2.2.2. Ventajas y limitaciones de la EFS

Dentro de las principales ventajas que presenta esta técnica de preparacion de muestra,
respecto a las técnicas clasicas son: menor riesgo a la ruptura de materiales, menor
consumo de disolventes de extraccion; por ende la generacion de residuos es menor,
permite la separacion selectiva de los analitos de estudio, se requiere menor cantidad de
muestra y las manipulaciones realizadas por el analista son sencillas de efectuar.

Dentro de sus principales limitaciones es que no se puede aplicar para muestras
solidas o liquidas que sean muy viscosas, los compuestos con elevados K, tienden a
presentar bajos recobros Esto se debe a que los compuestos tienden a adherirse a las
paredes del recipiente que contiene a la muestra y al trasvasar la muestra al cartucho se
tienen pérdidas considerables. Sin embargo, esto se puede subsanar agregando a la muestra
diferentes sustancias como tensioactivos y disolventes organicos miscibles en agua para
mejorar la solubilidad de los analitos en la muestra acuosa.

La EFS en una técnica que se aplica de manera frecuente en analisis on-line, en la
seccion 1.5 se pueden observar las publicaciones de los ultimos afios donde se hace uso de

esta modalidad de extraccion y analisis.
1.4.2.3. Dispersion de Matriz en Fase Solida (DMFS)

La DMFS es una técnica que desde sus inicios en 1990 ha sido muy utilizada en la
separacion de una gran variedad de farmacos, pesticidas y otros compuestos de diversos
tipos de muestras solidas o semisolidas, ya sean vegetales o animales.

La técnica es muy parecida a la EFS, la diferencia es que existe un paso adicional a

la activacion del soporte; el adsorbente se combina con la matriz y se homogeniza en un
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mortero de dgata; los adsorbentes que se utilizan frecuentemente son los que se utilizan
para la EFS; las proporciones utilizadas generalmente son de 1:4 matriz animal:adsorbente
y en matrices vegetales 1:2 (Steven, 2007) . La funcion de realizar este triturado es romper
las cadenas lipidicas de las matrices, es decir el adsorbente sirve como abrasivo,
disgregante y dispersante, de aqui el nombre de la técnica

Una vez teniendo la mezcla homogenizada se traspasa a un cartucho de EFS,
formando una columna de caricter cromatografico unico donde los componentes de la
muestra son a su vez fraccionados por eluentes apropiados. Ya empacado el adsorbente con
la matriz se realiza el mismo procedimiento que la extraccion en fase solida. Un diagrama
general del procedimiento se muestra en la figura 1.4.

Es importante mencionar que se usan diferentes tipos de adsorbentes que se pueden

dispersar con la muestra, entre los principales se tienen:

- Adsorbentes en fase reversa (silices enlazadas C18 y C8): Son adsorbentes de tipo
lipofilico que favorecen la ruptura de membranas celulares y solubilizar los
compuestos organicos poco polares, favoreciendo asi la extraccion y separacion de

los componentes de la muestra.

E. Recuperacion

C. Transferir de los analitos
. lamezcla aun A
I cartucho de %
@ EFSy D. Limpieza ,

B. Homogenizar A empacar del cartucho }
\ P —— g
— —
\ \ |
A. Muestra + %
adsorbente []
4 é
i
2 frits lC © cglumna de Residuos |
impieza !
(opcional) Extracto con los

analitos de interés

Figura 1.4. Proceso general en la dispersion de matriz en fase solida (DMFS).

45



- Materiales que no tienen propiedades de retencion (tierras de diatomeas y arenas):
Se utiliza frecuentemente para la extraccion de analitos polares, su principal ventaja
es que se puede utilizar agua caliente para la extraccion, sin embargo los volimenes
de extracto son elevados, siendo €sta su principal desventaja.

- Materiales altamente selectivos (polimeros molecularmente impresos e
inmunoadsorbentes): Actilan como las enzimas y anticuerpos, reteniendo a un solo
tipo de compuesto o familia de compuestos. Como ventaja presentan la selectividad,
pero esto a la vez puede verse como desventaja, no sirve para analisis multi-
residuos, ademas del costo elevado comparado con los adsorbentes habituales.

- Nanoparticulas (nanotubos de carbono): Debido a la estructura y elevada area
superficial, se consideran buena opcion para la retencion de diferentes compuestos,

su ventaja es la selectividad y que se pueden usar para analisis multi-residuos.

En general los mecanismos de retencion ain no son muy entendidos por la comunidad
cientifica, dado el primer paso ain no se ha podido automatizar completamente (Chable,

2012).

1.4.2.3.1. Parametros que afectan a la DMFS

Al tratarse de una técnica similar a la extraccion en fase solida, los pardmetros que el
analista debe tener en cuenta son los mismos que ya se describieron con anterioridad. Sin
embargo, existen otros factores que son criticos en el desarrollo de métodos basados en la
técnica, estos son el tiempo de fortificacion de la muestra es importante dejar que las
interacciones matriz analito ocurran, teniendo esto en cuenta se recomienda dejar un tiempo
de 15 min a 2 horas (Kristenson et.al, 2007). La relacion adsorbente:muestra es otro
parametro importante a considerar, la adicion de sustancias que mejoren la extraccion, entre
la sustancias que mas se suelen usar con este fin son acidos, bases, agentes quelatantes y
surfactantes, el material de fabricacion del mortero, éste debe ser inerte, deben evitarse

materiales porosos ya que se generan pérdidas considerables en los recobros.
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1.4.2.3.2. Ventajasy limitaciones de la DMFS

Como se puede inferir entre las principales ventajas que presenta la Dispersion de Matriz en
Fase Solida respecto a las técnicas clasicas de extraccion se encuentran la pequena cantidad
de muestra que se requiere, que es un proceso rapido, que no requiere una instrumentacion
especial ni costosa, que se obtienen recuperaciones eficientes de los analitos de estudio, que
es una técnica versatil y se puede miniaturizar.

Dado el primer paso, la homogenizacion de la matriz con el adsorbente, atin no se
ha podido automatizar completamente, siendo ésta la limitante mas importante de la DMFS.

De esta forma la DMFS es una técnica idonea para ser aplicada en la extraccion de
los AINE en diversas matrices (so6lidas, semi-solidas o viscosas). Debido al caracter poco
polar que presentan los AINE, presentaran una buena retencion en adsorbentes como la
C18. Sin embargo dado el grupo funcional acido presente, tienen cierta polaridad, lo que
hard que la retencion no sea tan fuerte, traduciéndose en analisis con uso de pequenas
cantidades de disolventes, lo que puede permitir una miniaturizacion de la técnica,
obteniendo extractos con poco disolvente, evitando asi la necesidad de evaporar y

reconstituir.

1.4.2.4. Nuevos adsorbentes

Dada la complejidad de las mezclas de analitos en las matrices bioldgicas, han surgido
investigaciones buscando nuevos adsorbentes, los mas reportados en la literatura han sido:
las nanoparticulas de carbono, los inmunoadsorbentes (IA) y los polimeros molecularmente
impresos (MIP’s).

Los MIP’s poseen propiedades de reconocimiento molecular selectivo debido a que
los sitios de reconocimiento dentro de la matriz del polimero son complementarios al
analito en la forma y posicion de los grupos funcionales. Algunos de estos polimeros tienen
altas selectividades y constantes de afinidad elevadas, comparables con los sistemas de
reconocimiento que ocurren naturalmente tales como anticuerpos monoclonales o
receptores, los cuales los hacen especialmente adecuados como constituyentes en sensores

quimicos (biomiméticos) para la quimica analitica (Beltran et. al., 2010)
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El reconocimiento molecular entre un receptor (anfitrion) y un sustrato (invitado) en
una matriz conteniendo moléculas relacionadas estructuralmente requiere discriminacion y
enlazamiento; esto puede ocurrir solamente si los sitios enlazantes del anfitrion y las
moléculas invitadas se complementan unas con otras en tamaio, forma, y funcionalidad
quimica. Los sistemas biologicos, tales como enzima-sustrato, anticuerpo-antigeno, y
sistemas de hormona-receptor, demuestran propiedades de reconocimiento molecular que
se han desarrollado por seleccion natural (inmunoadsorbentes).

Estos materiales se han utilizado ampliamente en la EFS y DMFS, cabe mencionar

que las investigaciones para nuevos materiales siguen latentes (Muioz et. al., 2011).

1.5. Aplicaciones de las técnicas para el aislamiento y cuantificacion de AINE en diversas

matrices.

En esta seccion se muestran a modo de resumen, las ltimas investigaciones relacionadas
con el tema de extraccion y andlisis de los AINE en diversas matrices. En esta seccion las
tablas se encuentran separadas por matriz, es decir, en muestras ambientales, muestras
bioldgicas, en alimentos y muestras bioldgicas tipo vegetal, que fue lo que se uso en este
trabajo. Asi mismo se presentan las condiciones del analisis efectuado (columnas,
gradientes, fases moviles, etc), la técnica y método empleado para la extraccion de los
analitos, asi como algunos parametros de desempefio como lo son limites de deteccion,
cuantificacion y/o recobros.

En la tabla 1.6 se pueden observar los articulos publicados referentes a las muestras

acuosas y sedimentos que se han estudiado mas ampliamente con los AINE.
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Tabla 1.6. Inicio. Trabajos recientes que realizan analisis de AINE en muestras ambientales

Matriz AINE | Técnicade Caracteristicas de la Técnica de En linea Recobros Limites de Referencia
extraccion extraccion analisis y o diferido deteccion y
y cantidad deteccidn cuantificacion
de muestra
Muestras ambientales
NH,OH 0.1 M/ MeOH (1:1 V/V) 1500 psi, 5
ciclos, 5 min, 80 °C
Acondicionamiento:
5 mL de heptano + 5 mL de acetato de etilo LC-MS/MS
- Diclofenaco + 5 mL de MeOH + 2x 5mL H,O (pH 7) 60 % (Ac.
-Acido Lavado: 5 mL de heptano Fase reversa (XTerra Acetilsalicilico), 108
Suelos y Acetilsalicilico | PLE/ EFS Elucién: MAX: 1 mL de acetato de etilo +2 | MS-C18, 2.1 x100 mm, Diferido % (diclofenaco) y LC:0.3-7.1 ng/g Pérez- Carrera
sedimentos -Ibuprofeno mL MeOH + 2 mL 2 % ac. Acético/MeOH 3.5 um). 13 °C 121 % (ibuprofeno) et.al., 2010
(multiresiduos | 20 g HLB: 3 mL de acetato de etilo + 4 mL
de 32 MeOH Fase movil: Gradiente
farmacos) pH=4
Evaporacion hasta 5 mL y se redisolvio: 30
mL buffer + 25 mL EDTA (pH 7)
Reconstitucion con 0.2 mL de fase movil
antes de SPE.
NaOH 0.01 M, 100 bar, 5 ciclos, 5 min, 120 Polipropileno HF:
°C. Accurel Q3/2 (600 um
Lodos de -Ketoprofeno PHWE / HF- Vextracto = 90 mL ajustado a pH 1.5 y llevado D.I., 200 pum espesor de Factor de
aguas -Ibuprofeno LPME a 100 mL. la pared, 0.2 um de Diferido enriquecimiento: LC: 1.5-12.2 ng/g Saleh, 2011
residuales -Naproxeno Disolvente organico: DHE tamaio de poro, Vierior = 947-1213 veces
-Ibuprofeno 05¢g Disolvente aceptor: (NH4),CO; 0.1 M (pH 25 uL)
9.5)
LC-ESI-MS
Flujo de la muestra: 100
mL/min. Polipropileno
HEF: Celgard Q3/2 (600
um D.L, 200 pm
espesor de la pared, 0.2
-Ketoprofeno pH ajustado 1.5-1.9 pum de tamaiio de poro,
Aguas -Ibuprofeno HF-LPME Disolvente organico: DHE Vinterior = 25 uL). Diferido 94 % LD: 10 pg/L Larsson, 2009
residuales -Naproxeno Disolvente acceptor: (NH4)COs 0.1 M (pH LC: 33 pg/L
-Ibuprofeno 9.5 LC-ESI-MS
ODS-2 hypersil (5 pm,
100 x 2.1mm)
Precolumna C8
Fase movil: Isocratico 65
% MeOH 35 % agua. pH
4
Eluato + buffer de
Agua de rio, -Diclofenaco boratos (pH 8, 27.5 mM,
aguas -Ketoprofeno EFS Acondicionamiento: 6 mL MeOH + 6 mL 10 % CAN 1:9 viv) Factor de
subterraneas -Ibuprofeno H,0 + 3 mL HCI (pH =2) MEEKC On-line enriquecimiento: LD: 0.03 to 0.3 pg/L Kuo, 2010
y agua de -Indometacina | 300 mL de Elucién: 3x 0.5 mL MeOH 250
grifo -Naproxeno muestra (pH 2.6) | Cartucho C18 Columna C18. pH=5
-Flurbiprofeno Fase movil. Isocratico.
-Piroxicam 15 % ACN-85 % agua
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Tabla 1.6. (Continuacion)

Matriz | AINE Técnica de | Caracteristicas de la Técnica de Enlinea | Recobros Limites de Referencia
extraccion | extraccion analisis y o diferido deteccion y
y cantidad deteccion cuantificacion
de muestra
Muestras ambientales
Acondicionamiento: 1.5 mL MeOH + 1.5
-Ibuprofeno EFS HCI1 (pH =2.6) GC-MS
Aguas -Ketoprofeno Elucién: 3x 0.5 mL MeOH Columna polar LD: 2-6 ng/L Wu, 2008
residuales -Naproxeno 1 L de muestra Strata X (60 mg/3 mL) Gas acarreador: He Diferido Recobros: > 84 % LC:21 ng/L
-Diclofenaco filtrado (pH 2.6) EFS antes de derivatizacion Programa de temperatura
Reconstitucion: 0.5 mL H,O + 0.1 mL
tolueno
Acondicionamiento: 3 mL ACN + 3 mL
H,O (pH 2.5, H,SO4 1 M)
Lavados: 2x 10 mL H,O
Acondicionamiento: 1 mL de acetato de GC-MS/MS
etilo + 1 mL MeOH + 1 mL H,O (pH 9.5,
-Ibuprofeno EFS /EFS NaOH IM) HP5-MS
Agua -Ketoprofeno Lavados: 2x 1 mL H,O (pH 9.5) Elucién: 30 mx 025 mmid. x Diferido _ LC:0.2-3.3 ng/L Hashim, 2011
residual de -Naproxeno 500 mL de 1 mL de acetato de etilo 0.25 mm
grifo y agua y muestra (filtrada Gas acarreador: He
superficial enantiomeros y centrifugada) Oasis HLB (60 mg, 3 mL) 0.8 mL/min
PH 2.5 (H:80,1 Se evaporo hasta 300 pL, derivatizacion + Programa de temperatura
M).
segunda EFS.
3 mL de solucion acuosa derivatizada Oasis
HLB (10 mg, 1 mL)
Acondicionamiento: ACN + MeOH + 10
mM fosfato de amonio pH 3.
Agua de Lavados: 1 mL ACN/H,O (4:6, v:v) + 1 LC-MS/MS: LC-UV
grifo, agua -Ibuprofeno mL toluene / heptano (4:6, v:v)
residual y -Naproxeno MISPE Elucién: 2x 0.9 mL acido acético en acetona | Fase movil: Gradiente
agua de -Diclofenaco / MeOH (2:8, v:v) pH=3.0 Diferido 84-116 % LC:3.5-8ng/L Zorita, 2008
estanque 230 nm
Cartucho MISPE: Supel MIP XDB-C8 (150 mm x 2.1
AINES 825 mg/3 mL) mm, 3.5 pm)
Reconstitucion: 0.15 mL MeOH/H,0 (2:8,
Viv)
Acondicionamiento: 6 mL MeOH + 6 mL
de H,0. UHPLC-UV
-Acido Lavados: 5 % MeOH / H;0
Agua de acetilsalicilico | EFS Elucién: 2 mL MeOH Columna C18 Diferido 75.2-90.2% LD: 0.36-0.40 pg/mL Baranowska, 2010
grigo -Ketoprofeno 50 mm x 2 mm LC: 0.42-0.62 pg/mL
y sus 1 L de muestra Cartucho Oasis HLB (500 mg, 6 mL) 20 °C. Gradiente de

metabolitos

filtrado

Reconstitucion: 1 mL MeOH / H,O (1:9,
Viv)

elucion. pH =4, 227 nm
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Tabla 1.6. (Continuacion)

Matriz | AINE Técnica de | Caracteristicas de la Técnica de Enlinea | Recobros Limites de Referencia
extraccion | extraccion analisis y o diferido deteccion y
y cantidad deteccion cuantificacion
de muestra
Muestras ambientales
Acondicionamiento: 5 mL MeOH + 5 mL FR-HPLC-DAD
Agua de H,O 272 nm+ SHIMADZU
grifo, agua de MISPE Lavados: 2 mL ACN / H,O (4:6, v:v) C18(250 mm x LD: 10 pg/L
rio y agua -Diclofenaco Elucién: 2 mL acido acético / MeOH (1:9, 4.6 mmid.5 pm) Diferido > 95% Dai, 2011
residual 3 mL de muestra | v:v) Fase movil isocratico LD: 5Sng/L
60 % MeOH- 40% ACN
Cartucho MISPE: 35 mg pH=4.0
Reconstitucion: 1 mL MeOH LC- MS/MS
-Diclofenaco 5 mL MeOH + 2 mL MeOH + 2 mI_J, HPLC-DAD: HPLC
-Ibupofeno acetona (en cada paso de la extraccion: fluorescencia
-Ketoproefeno | UAE / EFS ultrasonicado y centrifugacion)
Compostay | -Naproxeno EFS Clean-Up C18. 50 mm x 2 mm Diferido 413-115% LD: 040355 ug/g | Martin, 2010
sedimentos -Acido 2 g muestra. o
S 20 °C. LC: 0.45-531 pglg
acetilsalicilico Extracto evaporado hasta 0.2 mL y Fase movil. Gradiente
Analisis reconstituido a 250 mL (pH 2). :
multiresiduos Cartucho Oasis HLB (60 mg).
Evaporado a 150 uL. MeOH
40 mL (MeOH/acetona)
1200 W, 170 °C, 40 min
MAE / EFS Acondicionamiento: 3 mL hexano + 3 mL
acetona +2x 3 mL MeOH +2X3 mL 1 % GC-MS
Sedimentos -Diclofenaco 5 gde sedimento | MeOH / H,O (pH menor a 3)
de rios y -Ibuprofeno (sec_a, molida y Elucién: acetato de etilo ZB-5. Columna capilar Diferido > 80 %, excepto LD: 0.1 -0.25 pg/g Antonic, 2007
lagos -Ketoprofeno tamizada a un . diclofenaco
~ . Gas acarreador: He
-Naproxeno tamaiio de Disuelto en 3 mL MeOH y llevado a un .
. Flujo: 37 cr/s
particula de 0.2 volumen de 500 mL H,O (pH menor a 3). Proorama de temperatura
mm). Cartucho Strata X (60 mg, 3 mL). Evaporado g P
a 0.5 mL en toluene.
SFE antes de derivatizar
-Diclofenaco 10 mL MeOH / H,O (3:2, v:v) 500 W, 6 min
-Flunixina
-Iburprofeno MAE / EFS Acondicionamiento: 1 mL de acetato de
-Ketoprofeno (Automatizado etilo + 1 mL H,O GC-MS
-Acido EFS) Elucién: acetato de etilo.
Suelos, mefenamico DB-5 silice fundida
sedimentos y | -Naproxeno 1 g de muestra Extractos de MAE evaporados hasta 200 pL (30mx0.25mm ID, 0.25 On-line 91-101 % LD: 0.8 - 5.1 ng/Kg Azzouz, 2012
lodos -Acido seco y congelado | + 10 mL H,O pm).
niflimico (2 mmde (pH 7). Gas acarreador: Helio
-Fenilbutazona | tamafio de Derivatizacion in-situ en EFS. Programa de temperatura
-Acido acetil particular) Cartucho Oasis HLB (60 mg)
salicilico
Analisis
multiresiduos
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Tabla 1.6. (Continuacion)

Matriz | AINE Técnica de | Caracteristicas de la Técnica de Enlinea | Recobros Limites de Referencia
extraccion | extraccion analisis y o diferido deteccion y
y cantidad deteccion cuantificacion
de muestra
Muestras ambientales
-Diclofenaco Acondicionamiento: fase movil 30 min. o
-Piroxicam SPME-LC-DAD Extraccion: Inmersion directa 44 min y LC-DAD Zal.6z; dl 2r218)/§3 B
Agua de rios -Naproxeno desorcion térmica estatica. RP-Amida On-line 1 4%u[y (f; Oa’ LD: 1.0-4.0 ug/L Gil Garcia, 2009
Y aguas -Indometacina | 3 mL de muestra | ACN/KH,PO4 0.025 M buffer (pH 3) (5:5, ) 7o lagu LC:5.0-10 pg/L
. N . . C16 (150mmx4.6mm, 5 residual)
residuales Analisis de (pH 3) V:v), 5 min. m)
multiresiduos g H=3
Fibra de PDMS/DVB (60 pum de espesor) Fase mévil: Gradiente
Agua -Ibuprofeno GC-MS
residual y -Fenilbutazona | SPME Extraccion: Inmersion directa durante 30 Columna: HP-5 MS(30
agua -Naproxeno min mx 0.25 mm LD., 0.25
subterranea -Indometacina | 4 mL muestra + 1 pm) Diferido 70 % LD: 0.2 -50 ug/L Moeder, 2000
Analisis g de NaCl (pH 2) | Fibra de poliacrilato (85 um de espesor): Modo Splitless LC:0.5-123 pg/L
multiresiduos Carbowax-DVB ( 65 pm de espesor) Flujo Helio.
Programa de temperatura
Columna monolitica:
En tubo SPME poli(VP-co-EDMA).
Agua -Ketoprofeno (automatizado) Acondicionamiento y lavado: Solucién Monolitica-LC-MS
superficial -Fenbufeno acarreadora (acetato de sodio 0.01 M, pH 6) pH=5 On-line 88.2-112.5% LC:0.65-1.87ng/mL | Yu, 2012
-Ibuprofeno 5 mL de muestra | Desorcion: Fase movil, 6 min. Fase movil. Isocratico 65
(filtrada, pH 6) % MeOH - 35 % Agua
LC-MS (Q-TOF)
. . (4.6 X150 mmx5 pm, .
-Naproxeno HF-LPME La fibra hueca es polipropileno 280 um x 20 7 % carbono) LD:89.3,7.1,35.8y
-Diclofenaco cm de largo y 0.3 mm de didmetro. ’ Diferido 16.8 ppb Larsson E. 2009
Agua -Ketoprofeno Precolumna: C18 - LC:197.4,23.6,119.2 ’
residuales -Ibuprofeno 50 mL de Se adiciona 1 mL de dietileter y se deja en Fase mévil: ' Isocratica y 55.9 ppb
Metabolitos muestra contacto la fibra 1 min en agitacion 660 ’

rpm. Desorcion en 2 mL de ACN

pH 4 (acido acético y
acetato de amonio) 100
% MeOH.
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Como se puede obervar en la tabla 1.6, la técnica de extraccion que ha sido mas utilizada
para el manejo de muestras liquidas es la EFS, esto por lo que ya se mencion6 es una
técnica econdmica comparada con las técnicas clasicas de extraccion, requiere poca
manipulacion ademas de presentar en la mayoria de los articulos limites de deteccion bajos,
asi como recobros aceptables. Ademas también se observa que esta técnica (EFS) es la que
en los ultimos afios, por el numero de publicaciones tiende mas a utilizarse en sistemas
automatizados y/o on-line.

Dentro de las técnicas que hacen uso de adsorbente, también se ha utilizado de
forma amplia la microextracion en fase solida, SPME por sus siglas en inglés. Esta técnica
aprovecha la volatilidad de los analitos y su afinidad por dicho adsorbente para lograr la
extraccion de los analitos, como se puede ver en las ultimas plublicaciones dicha técnica
suele ser automatizada y en algunos caso se utiliza en modo on-line.

Cabe destacar que las microtécnicas de reciente aplicacion, como lo es la
microextraccion en fase liquida (LPME, por su siglas en inglés) también se estan utilizando
para la extraccion de AINE es matrices ambientales, el cual logra la miniaturizacion de las
nuevas metodologias analiticas propuestas, ademds de ser mucho mas amigables con el
ambiente, econdmicas y que requieren poca muestra.

En cuanto a las técnicas que se han utilizado para la extraccion de dichos analitos en
las matrices solidas ambientales, como suelen ser los sedimentos, se encuentra la extraccion
asistida por microondas, por sonicacion e inclusive el uso de la microextraccion liquida
haciendo uso de fibras huecas. Sin embargo independientemente de la técnica empleada, es
muy notorio que la mayoria de las metodologias aqui presentadas requirieron adicionar un
paso de clean-up con el objetivo de obtener extractos con menos interferentes, lo que se
traduce en un mayor nimero de pasos, aumentando el costo del analisis y disminuyendo la
reproducibilidad del método.

En la tabla 1.7 se puede apreciar una recopilacion de referencias clasificada con los
mismos rubros que en la tabla anterior, pero acotada a muestras biologicas, excluyendo las

muestras vegetales y los alimentos, las cuales se presentan en tablas posteriores.
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Tabla 1.7. Inicio. Trabajos recientes que realizan analisis de AINE en muestras bioldgicas

Matriz AINE Técnica de Caracteristicas de la Técnica de Enlinea | Recobros Limites de Referencia
extraccion extraccion analisis y o diferido deteccion y
y cantidad deteccién cuantificacion
de muestra
Muestras bioldgicas
Plasma de -Firocoxibe ELL LC-MS
bovino -Piroxicam 5mL ACN + 2 g NaCl + 5 mL hexano. Columna C18 (3.0 mm Dowling, 2010
-Propilfenazona 5 mL plasma + Reconstituido: 0.2 mL H,O:ACN (9:1, v:v) x 50 mm), 55 °C Diferido 1.14 -2.31 ng/mL ?
-Ramifenazona 0.5mLHCI1M Fase movil: 90:10 93-102 %
ACN:Agua pH=4.7
ELL convencional usando poco disolventey | FR-HPLC-UV
ELL muestra. Columna C18 (Sum,
Plasma Meloxicam 150mmx4.6 mm) Diferido 77.2-86.7 % LC: 10.0 ng/mL Bae, 2007
humano 0.5 mL plasma 0.1 mL HC15 M + 6 mL dietil éter. 355 nm, 30 °C
Reconstitucion: 0.5 mL fase movil. Fase movil: 60:40
Acetonitrilo:agua, pH=
3.5
-Ibuprofeno ELL convencional usando poco disolventey | GC- FID
Sangre, -Naproxeno ELL muestra. Confirmacion: GC-MS
fluido Analisis 0.5 mL (NH4),SO4 1.5 M + 0.25 mL HCI 3M | Columna RTX-5 (30.0 m
cerebral multiresiduo 0.5 mL muestra + 7 mL CH,ClL. x 0.32 mm, 0.25 pm) Diferido 84-96 % LD: 41-145 ng/mL Engelhart, 2007
Se reconstituyo en: 2x 0.1 mL ACN +2 mL Gas acarreador: He, 1.2 LC: 51 -213 ng/mL
hexano. Se evaporo0 y reconstituy6 en 50 pL mL/min
MeOH Programa de temperatura
LC-MS/MS
Plasma ELL en un paso 1.5 mL acetato de butilo. Reconstituido: 1.5 Columna C18 (50 mm x
humano Etodolaco Miniaturizado mL ACN:H,O 1:1 viv 2.0 mm, 3 um), 35 °C, Diferido 90 % LD: 0.09 mg/mL Lee, 2008
pH2.5. LC: 0.1 mg/mL
20 pL plasma Fase movil. Isocratico 65
% ACN-35 % Agua
ELL convencional usando poco disolventey | FR-HPLC-UV
ELL muestra. Columna C18 (250mm x
Plasma Aceclofenaco 4.6mm, 5 pum) Diferido 70 % LD:0.10 pg/mL Ojha, 2009
humano 0.5 mL plasma. 50 uL HCIO4 3.5 % + 4 mL acetato de etilo. | Fase movil. Isocratico. LC: 0.5 pg/mL
Reconstituido en 0.1 mL de fase mévil 74 %-26 % ACN-Agua,
pH=5.75
ELL UPLC-MS-MS
Plasma de | Ketorolaco 0.8 mL CAN. Reconstituido en 0.1 mL H,O | C8 column (50 mm x LD: 2.5 ng/mL Radwan, 2010
rata 0.2 mL de plasma | : CAN (1:1, viv) 2.1mm, 1.7 um), 40 °C. Diferido 93.5% LC: 5 ng/mL
Fase movil. 80 %-20 %,
ACN-agua, pH=3
FR-HPLC-UV
FR-HPLC-MS, p-HPLC
ELL Columna: Wakopak
Plasma -Felbinaco 90 uL THF Fluofix-II 120E
humano -Naproxeno 10 pL muestra Centrifugado y filtrado. (150°x4.6mm, 5 um) Diferido 75.32-99.5 % - Sakaguchi, 2011
40 °C.
Fase movil. Isocratico.
70:20:10
MeOH:Agua:ACN
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Tabla 1.7. (Continuacion)

Matriz | AINE Tecnica de | Caracteristicas de la Técnica de Enlinea | Recobros | Limites de Referencia
extraccion | extraccion analisis y o diferido deteccion y
y cantidad deteccion cuantificacion
de muestra
Muestras bioldgicas
Fluorescencia.
-Acido Acetato de etilo Columna C8 101 % (acido
Suero mefenamico ELL Reconstituido en medio alcalino, en soluciéon | Fase movil: 90:10 Diferido mefenamico) y LD: 2.5 mol/L Ioannou, 1998
humano -Acido tolfenamico metandlica de terbio. MeOH/agua, pH alcalino 98 % (acido LC: 10 mo/L
tolfenamico)
Sangre, -Acido salicilico ELL FR-HPLC-UV, FR-
plasmay -Naproxeno HC13 M + CH,CL. HPLC-MS Diferido 75.32-99.58 % | Solo se tuvo acceso al Sultan, 2005
eritrocitos -Diclofenaco 0.5 mL muestra. Reconstituido en 50 pL de fase movil. p-HPLC abstract.
FR-HPLC-UV
230 nm
Suero, -Diclofenaco ELL Columna XDB-C18, 5
plasmay -Naproxeno . . pm, 250 mm x 4.6 mm
-Indometacina suero/plasma Fase movil Isocratico
0.5 g de tejido 85:15:5
(MeOH:ACN:agua)
50 uL MeOH + 1 mL Genapol X-080 + 0.2 HPLC-UV
mL HCI2M
CPE T =50 °C, centrifugacion. Columna C18 (4.6mm x
Plasma de Flurbiprofeno 250mm, 10 pm) Diferido 84.5% LC: 0.1 pg/mL Han, 2008
rata 0.2 mL plasma Proteina hidrofobicas y surfactantes fueron Fase movil. Isocratico.
removidas con 0.2 mL de ACN en 60:40, ACN:agua, pH=
centrifugacion. 3.0
-Flurbiprofeno DLLME en jeringa (un paso) HPLC-UV Factor de
-Naproxeno IL-DLLME 280 uL BmimPFs Columna: C18 enriquecimiento: | LD: 8.3 — 32 ng/mL Cruz-Vera, 2009
Orina -Ketoprofeno 10 mL orina 720 nL MeOH Fase movil. Gradiente, Diferido 144 — 156 veces. | LC:11.8—-50 ng/mL
-Indometacina 35°C, 267 nm Recobro: 62 %
Disolvente donador: 5 mL HCI 10 mM HPLC-UV
Plasma Disolvente organico: DHE
humano Nimesulida HF-LPME Disolvente aceptor: NaOH 20 mM pH 9.5 Columna C18 Factor de
Fase movil. Isocratico. Diferido enriquecimiento: | LC: 50 ng/mL Yang, 2011
0.2 mL plasma Polipropileno HF: Accurel Q3/2 (600 pm 65:5:30, 144— 156 veces
D.I1, 200 pm espesor de la pared, 0.2 pm ACN:MeOH:Agua Recobro: 41.2 %
tamafo de poro).
-Indometacina Ajustado a pH 3 (HCI) HPLC - UV Factor de
-Naproxeno SLM: 1-octanol Columna: C8 (4.6mm x enriquecimeinto:
Orina -Flurbiprofeno SM-LLME Disolvente acceptor: 50 uL 250mm, 10 um) 35—72.5 veces LD: 50 ng/mL Riafio, 2012
-Ketoproefeno 20 mL orina NaOH 10 mM (pH 12) Fase movil. Gradiente. Diferido Recobros: 41-57
-Fenfubeno Membrana PTFE (100 pm espesor, 10 um pH basico %
-Tolmetin tamafo de poro, Vinerior= 50 uL
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Tabla 1.7. (Continuacion)

Matriz | AINE Técnica de | Caracteristicas de la Técnica de Enlinea | Recobros | Limites de Referencia
extraccion | extraccion analisis y o diferido deteccion y
y cantidad deteccion cuantificacion
de muestra
Muestras bioldgicas
Desconjugacion de proteinas: 0. 36 g de
(NH4),SO4, centrifugado y acidificado con 3 HPLC-UV
Acondicionamiento: 1 mL MeOH + 1 mL Columna: Chirex 500
0.1 M de buffer de fosfatos (pH 7.4) (quiral)
Plasma Enantiémeros del EFS Lavados: 2x 750 uL MeOH / 0.1 M de Fase movil. Isocratico. Diferido 85 % LD: 0.2 pg/mL Boisvert, 1997
humano ketoprofeno buffer de acetatos pH 7.4 (2:8, v:v) 55:45, metanol:agua. pH LC: 0.4 ug/mL
Elucion: 2x 500 puL 75 % MeOH/ 0.05 M de | 6.0. 35 °C.
buffer de acetatos pH 7.4. Deteccion 210 nm
Cartucho C18 (100 mg/mL)
No evaporacion ni reconstitucion
Acondicionamiento: 2x 3 mL MeOH + 3 Derivatizacion-LC-DAD
mL acetato de etilo 0.1 M pH 4 Deteccion 400 nm
Orina -Metotrexato EFS Lavados: 2x 1 mL solucién buffer de Columna SB-C8, Diferido LD: 0.03 pg/mL Michail, 2011
-Indometacina acetatos 0.1 M pH 4 5 pm, 4mmx4.6mm 93 % LC: 1.5 pg/mL
1 mL orina Elucion: 2x 500 pL MeOH Fase movil: 60:40
0.3 mL buffer de acetatos 0.1 M pH 4. MeOH:agua, pH = 4.0,
Cartucho C18 (100 mg/mL). 25 °C.
Acondicionamiento: 5 mL MeOH + DCM LC-ESI-MS-MS
EFS (1:1, viv) + 5 mL 30 % MeOH/H,O Columna: C18 (100
Orina -Ibuprofeno Lavados: 3 mL 30 % MeOH/H,O x2.1mm, 3 pum).
analisis I mL orina (pH 3 | Elucién: 2 mL MeOH + DCM (1:1, v:v) Precolumna. C18 (4 x 2 On-line >90 % LD: 8§-28nM Kretchmer, 2011
multiresiduos + Acido Cartucho C18 (100 mg/mL) mm). 20 °C LC: 13.3-95.5nM
formico). Reconstitucion: 0.3 mL MeOH, EFS antes Fase movil. Gradiente,
derivatizacion pHS
Acondicionamiento: 3 mL n-hexano/éter
-Cz}rprofeno EFS dietilico (5:5, v:v) + 3 mL MeOH + 5 mL LC-MS/MS
-Diclofenaco AA
-Ibuprofeno 5 mL muestra + Lavados: 3 mL MeOH/H,O (1:9, v:v) Columna: C18 (4.6mm x
Plasma de -Ketoprofeno 0.5mLHCI1M Elucion: 2x 1.5 mL n-hexano/éter : ' e o . .
bovino -Acido +SmLACN+ | dictilico/éter/ ACN/McOH (454573, viv) | oo™ 19 “G“r‘z ot Diferido 76-90 % LD: 0.58 - 1.80 ng/mL | Dowling, 2011
mefenamico 15mL AA 10 Cartucho: Isolute Evolute ABN ’ '
-Fenilbutazona mM (pH 3). (100 mg, 10 mL)
Reconstituido: 150 uLL. H,O/CAN (9:1, viv)
EFS UHPLC-UV
Acondicionamiento: 6 mL MeOH + 6 mL
-Acido salicilico 1 mL muestra H,O pH 7 Columna monolitica C18
Orina -Ketoprofeno (pH2,HCI1 M, Lavados: 5 % MeOH / H,O (50 x 2 mm) Diferido 78.1 -99.6 % LD: 0.36 —0.40 pg/mL | Baranowska,
y metabolitos centrifugacion. Elucion: 2 mL MeOH Fase movil. Gradiente LC: 0.69-1.40 pg/mL 2010
El sobrenadante Cartucho Oasis HLB (500 mg, 6 mL) pH 3.0
se diluyo 10 Reconstituido: 1 mL MeOH / H,O (1:9, v:iv)
veces (pH 7)
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Tabla 1.7. (Continuacion)

Matriz | AINE Técnica de | Caracteristicas de la Técnica de Enlinea | Recobros | Limites de Referencia
extraccion | extraccion analisis y o diferido deteccion y
y cantidad deteccion cuantificacion
de muestra
Muestras bioldgicas
FR-HPLC-UV
Acondicionamiento: 2 mL ACN Columna: ODS-3
Plasma de EFS Lavados: 5% ACN/H,O (150mm x 4.6 mm, 5 LD: 25 ng/mL
caballoy | Firocoxibe 1 mL plasma + Elucion: 2 mL ACN pm) o o LC: 50 ng/mL .
perro 2.0 mL H,0 Cartucho: Oasis HLB (60 mg, 3 mL) Fase movil: 45:55, Diferido 88-103% Kvatemick, 2007
Reconstituido: 0.25 mL 40 % ACN/H,O ACN:Agua, pH 3.0
Deteccion 290 nm
EFS / Pre- Acondicionamiento: 3 mL MTBE + 3 mL
columna MeOH Pre-columna: Aquasil
10 mL orina Lavados: 3 mL solucion de acetatos 50 mM CIs u S Aqu
Orina Ibuprofeno (azida de sodio 1 +4 mL MeOH . On-line 98 % LD: 1.5 ng/L Djokovic, 2008
% m/v, Elucion: 4 mL MTBE / MeOH / TFA HPLC ~ RMN (mejora
. . . la sefal 90 veces)
centrifugacion) + | (89:10:1) .
. Columna: Zorbax (2.1
10 mL H,O; pH2 | Cartucho: Oasis MAX (150 mg, 6 mL). mm x 50 mm, 1.8 ym)
Reconstituido: 0.4 mL ACN/H,0 (3:7, v:v) oW
Acondicionamiento: 1 mL MeOH + 1 mL
50 mM de buffer de fosfatos (pH 7.4)
Lavados: 1 mL 50 mM de buffer de fosfatos
(pH 7.4) + 1 mL MeOH Electroforesis capilar no
Enatiomeros del EFS Elucion: 1 mL 2 % acido acético / MeOH acuosa - UV o o ]
Plasma flurbiprofeno Automatizado 220 nm Diferido 98-99 % LC: 0.2 pg/mL Rousseau, 2008
Cartucho de extraccion Oasis MAX (30
1.5 mL plasma mg/mL)
Reconstituido en 1.0 mL MeOH
-Tenoxicam FR-HPLC-UV; p-
-Acido salicilico Acondicionamiento:2 mL MeOH HPLC-UV
-Ketrorolaco EFS Lavados: 2 mL H,O Deteccion 255 nm LD: 5-7.6 ng/mL
Plasma -Piroxicam Elucién: 1 mL MeOH Columna C18 Diferido 76 -90 % LC:7.0-10.1 pg/mL Sultan , 2005
-Naproxeno 2 mL plasma (150mmx4.6mm, 5 pum)
-Flurbiprofeno Cartuchos Oasis HLB (70 mg, 1 mL) Fase movil. Gradiente.
-DiclofenacO Reconstituido en 500 pL fase movil pH4
Ultracentrifugacion: Microcon 3000 nominal | LVSS /MEKC
molecular weight limit. (large-volume stacking
with polarity switching )
-Ketoprofeno Ultracentrifu- Acondicionamiento:1 mL MeOH + 1 mL (micellar electrokinetic
Saliva -Fenbufeno gacion / EFS H,O capillary o .
-Indometacina Lavados: 1 mL H,O chromatography) Diferido Farft?gi?iz 4500 LD: 1 pg/ L Almeda, 2008
1 mL saliva Elucién: 0.1 mL MeOH Columna capilar: Silica f/eech 2
fundida (60.2 cm x 375
Cartucho C18 (4 mg) pm, 75 pm)
Reconstituido: 20 uL. H,O pH9, 20 kV
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Tabla 1.7. (Continuacion)

Matriz | AINE Técnica de | Caracteristicas de la Técnica de Enlinea | Recobros | Limites de Referencia
extraccion | extraccion analisis y o diferido deteccion y
y cantidad deteccion cuantificacion
de muestra
Muestras bioldgicas
-Diclofenaco Acondicionamiento:1 mL acetatO de etilo + | GC-MS
-Tbuprofeno EES | mL H:0 . . _ LD: 0.2 1.3 ng/L
-Ketoprofeno Automatizado Elucion: Acetato de etilo 350 W, 3 min Columna: DB-5 (30 m x .
o . . 85-102 % (orina)
Sangre y -Acido nefenamico 0.25 mm, 0.25 pm) On-line LD: 0.8 — 5.6 no/L Azzous, 2012
orina de -Acido niflimico 5 mL muestra Cartucho Oasis HLB (60 mg) Gas acarreador: Helio (sar.lgr.e) Ong
humano -Fenilbutazona (pPH7) Extractos eva'porados hasta 35 pL. 1 mL/min. Split (1:20)
-Acido acetil EFS-MAE derivatizacion in-situ Programa de temperatura
salicilico
Acondicionamiento:1 mL MeOH + 1 mL LC-MS/MS
EFS H,0 Lavados: 1 mL 5 % Acido acético + Columna: Fenil hexil
Plasma y Automatizado ImL MeOH / H,O (25:75, vv) (Luna ®)
orina de Firocoxibe Elucién: 2x 0.5 mL ACN Fase movil. Isocratica, Diferido 93 % LC: 1 ng/mL (plasma) | Letendre, 2007
caballo y 0.2 mL muestra + | BIOMEK 2000 Laboratoy Automated 45:55 ACN:agua pH 4.7 y 5 ng/mL (orina)
perro 0.4 mL 5 % acido | Workstation 30°C
acético / H,O Oasis HLB 96 well SPE
Reconstituido: 200 pL en fase movil
-Acetaminofén Precolumna Oasis HLB
-Aspirina (30 pm)
-Ketoprofeno
-Indometacina EFS Capilar-LC-MS
o -Fenoprofeno Acondicionamiento: 0.1 mL ACN/ 0.1 mL Columna. Silice fundida On-line 56.7-96.9 % LD: 1-75 ng/mL Suenami, 2007
asma -Flurbiprofeno 0.5 mL plasma+ | H,O (150mm x 0.53mm) LC: 2.5 100 ne/mL
humano -Diclofenaco 30 pL acido Lavados: 60 pL H,O Fase movil. 40:60 T g
-Fenilbutazona fosforico + 0.5 Elucién: 10 mM de formiato de amonio (pH | (ACN:Agua) pH 3.25
-Ibuprofeno mL H,O 3.3)/ ACN (4:6, v:v) Tiempo de analisis: 15
-4cido mefendmico min
-Ketoprofeno Acondicionamiento: H,O + MeOH Electroforesis capilar
-Ibuprofeno Lavados: H,O MEKC .
Suero y -Indometacina EFS Elucién: 75 % MeOH Tiempo de analisis 10 Iig 823 ;12'751 K g//r:q]i Mardones, 2001
orina -Aspirina min On-line 71.1-109.7 5 e > He
Multi residuos Cartucho C18 (500 mg) pH 9.0, 20 kV, 20 °C
-Ibuprofeno GC-MS
-Phenazona SPME Extraccion inmersion directa durante 30 min | Columna: Carbowax — Diferido 85.6-91.2 % LD:0.2-5.0 pg/L
-Naproxeno 4 mL muestra + 1 DVB (65 pum de espesor) LC:0.54-86 pg/L Moeder. 2000
Orina -Indometacina g NaCl (pH 2) Fibra de poliacrilato (85 um de espesor); Splitless (1 min). T ' ’
Multiresiduo Programa de temperatura
In-tube SPME Monolitica-LC-MS
Automatizado Columna monolitica:
Plasma -Ketoprofeno 5 mL de plasma Acondicionamiento y lavado: Solucién de Poli(VP-co-EDMA).
humano -Fenbufeno diluido en ACN, acetatos 0.01 M pH 6. 50 mm x 2.1mm, 1.7 On-line 88.2-112.5% LC: 6.7-15.9 ng/mL Yu, 2012
-Ibuprofeno pH6. Desorcion con fase movil, 5 min um), 40 °C.
Fase movil. Gradiente
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En la tabla 1.7 se observa que el estudio de este tipo de analitos en matrices biologicas va
en aumento, sin embargo, se nota que la mayoria de las muestras se tratan de fluidos
bioldgicos, el andlisis de AINE en muestras biologicas solidas no se ha reportado con
mucha frecuencia, esto se puede deber a la dificultad en la matriz y por ende la disposicion
de pocas metodologias de extraccion y analisis. De cualquier forma se sigue apreciando que
la técnica que se utiliza con mayor frecuencia es la EFS, por las razones ya mencionadas
con anterioridad, donde se observa que los adsorbentes usados por excelencia en la mayoria
de los casos, son las silices enlazadas (C18), y los disolventes son de fuerza eluente
elevada, pensando en un caracter de fase reversa.

Comparando los andlisis de AINE realizados con uso de extraccion con disolventes,
se observa que los articulos que realizaron EFS, no requieren evaporar a cierto volumen, y
su posterior reconstitucion con algun disolvente, lo que hace que las técnicas de extraccion
que hacen uso de adsorbente tomen mayor preferencia por los analistas.

Asi mismo es importante recalcar que la técnica que se utiliza con mayor frecuencia
para la cuantificacion de AINE es la cromatografia de liquidos de alta eficiencia, ya que
como se pudo ver en las tablas anteriores, no se requiere derivatizar los analitos como se
haria para un analisis mediante cromatografia de gases. Dada la polaridad de los analitos, el
tipo de cromatografia de liquidos que se suele utilizar es la cromatografia en fase reversa,
utilizando columnas analiticas C18 en la mayoria de los analisis. También se observa que
en dichos analisis se tiene controlada la acidez, como ya se describi6 con anterioridad el pH
preferente para tener dichos analitos en su forma molecular es a valor de pH écido.

Dado que el proyecto del presente trabajo, consistid en la determinacion de AINE
en alimentos como lo son diferentes tipos de lechuga y otros vegetales de hojas (matriz
solida), en la tabla 1.8 se muestran los articulos publicados en los ultimos afos sobre
extraccion y determinacion de éstos analitos en matrices alimenticias, excluyendo de dicha

tabla las matrices vegetales, ya que éstas se presentan la tabla 1.9.
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Tabla 1.8. Trabajos recientes que realizan la extraccion de AINE en alimentos

Matriz AINE Técnica de Caracteristicas de la Técnica de Enlinea | Recobros Limites de Referencia
extraccion extraccion analisis y o diferido deteccion y
y cantidad deteccién cuantificacion
de muestra
Muestras bioldgicas. Alimentos
Se precipito la proteina
ELL antes de EFS (Cartucho: Insolute
Evolute ABN)
Reconstituido a 150 mL H,0O: CAN (9:1, FR-HPLC-MS/MS
v:v) después EFS.
ELL /EFS C18 (250 mm x
Leche de Firocoxibe 4.6 mm, 5 pm) diferido 83 % LD: 0.05 ng/mL Dowling, 2009
bovino 5 mL de leche 10mL CAN Fase movil isocratico LC: 2.2 ng/mL
20 mL AA +0.2mL HCl 1 M (pH 3) 60 % ACN. 40% Awaa C e
Acondicionamiento: 3 mL MeOH + 3 mL - g
AA pH=4.0
Lavados: 2 mL MeOH / H,O (1:9, v:v)
Elucion: 2x 2 mL n-hexano: éter dietilico
(5:5, viv)
Leche + 2x 5 mL ACN +20 mL AA + 0.2
-Carprofeno mL HCI (pH 3)
-Diclofenaco Cartucho Isolute Evolute ABN (100 mg, 10 LC-MS/MS
Leche de -Ibuprofeno EFS mL)
bovino -Ketoprofeno Reconstituido en 150 mL H,O / ACN (9:1, Columna C18 (5 pm, 73 -101 % . .
-Acido mefenanico | 5 mL leche Viv) 250 mm x 4.6 mm) diferido LD/' (};74 -33.76 Dowling, 2010
-Fenilbutazona Acondicionamiento: 3 mL n-hexano / éter pH=3.0 ne/m
-Flunixin dietilico (5:5, viv) + 3 mL MeOH + 5 mL Fase movil Isocratico
AA 85:15
Lavados: 3 mL MeOH / H,O (1:9, v:v) (MeOH:agua)
Elucion: 2x 1.5 mL n-hexano: éter dietilico/
ACN/ MeOH (45:45:7:3, viv)
-Carprofeno muestra (higado, leche y huevo) + 20 mL de
Alirpento -Diclofenaco ACN se,ag‘itc') durante 15 min. Y se extrajo la LC-MS (ESI)
animal -Ketoprofeno ELL fase organica Columna: C18 (150 x
Higado -Meloxicam 21 7 ) diferido 83-95% LD: 0.05-1.56 ng/mL | Robert, 2012
Leche y -Fenilbutazona 10 g de muestra El extracto se centrifugd durante 10 min, se Lmm, 7.1 K m). LC:1.0-3.21 ng/mL
huevo Analisis evapor6 a sequedad y se reconstituy6 con 1 Gradiente. Tiempo del
p q y y Jr .
Micl multiresiduos mL ACN/H,0 (25:75 v/v) andlisis 12 min. pH 4.1
30°C
(156)
Pretratamiento: Se lava con 2 L de agua
desionizada y jabon, y luego con MeOH.
Se determin6 la humedad 65 %. Se tomaron
150 mg de muestra himeda + 10 mL HPLC CI8 FR (4.6 x
ELL-EFS MeOH., se centrifugd 250 mm), 35 °C. Fase
Col -Diclofenaco El extracto se pasa a una columna HLB (150 | mévil: Gradiente.
-Naproxeno 150 mg masa mg, 6 cm®) + 50 mL agua desionizada, se Detector: UV diferido 75 % -80 % LC: 0.1 - 1.0 mg/Kg Dodgen, 2013

himeda

secaron los cartuchos con N,.
Lavados: MeOH:MTBE (10:90)
Elucién: 5 mL MeOH

Se evapora hasta 100 pL

Deteccion 215 nm
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Tabla 1.8. (continuacion)

Matriz | AINE Tecnica de | Caracteristicas de la Técnica de Enlinea | Recobros | Limites de Referencia
extraccion | extraccion analisis y o diferido deteccion y
y cantidad deteccion cuantificacion
de muestra
Muestras bioldgicas. Alimentos
Muestra secado en centrifuga + 8 mL
MeOH. Y se agit6 en un vortex (10 min, 100
rpm), centrifugd (5 min, 14 000 °)
-Ketoprofeno HPLC-MS (ESI)
-Carprofeno ELL 5 mL del sobrenadan]te.se transfirié en 12 C18 (150 mm x 2 mm ; - 99.1,99.6, 98, LD: 1.29-62.98 ppb Dubreil-Chéneau, 2011
-Naproxeno mL de un tubo de plastico, se evaporo a 5 pum) diferido 97.9,98.4.101.7 | LC: 1.61-75.92 ppb
Leche -Fenilbutazona 2 gramos sequedad. Reconstituy6 0.5 mL (80:20) Fase moévil (90:10 v/v) % RS o ’
-Oxofenilbutazona acido acético:acetonitrilo acido ’
-Meloxicam acético:acetonitrilo.
-Diclofenaco El extracto se agit6 en vortex y se centrifugd | Gradiente
(5 min, 14 000 °)
Se filtr6 el extracto (0.45 um) y se transfirio
a un automuestreador
Muestra se centrifugé 60 min, después 5 mL
acido formico al 1% + 10 mL de Tris 0.1 M
-Naproxeno y 10 mL CaCl,0.2 M-Y se digiri6 con 400
-Meloxicam pL de proteasa.
-Ketoprofeno
-Flunixin Después dela digestion enzimatica 15 mL de
Tejido -Acido niflamico ELL-EFS isopropanol y centrifugé 15 min a 20° . El
animal -Carprofeno sobrenadante se tomo y se afiadiéo 10 mL .
-Etodolaco 2 g muestra H,O + 3 mL Hexano yyse realiza de nuevo la Iécl- MS/Msh diferido - Iig 8 gg ; ng//g Chrusch, 2008
-Acido centrifugacion. onmna PICnomenex. e nge
. (2.1 x 150 mm)
mefendmico El sobrenadante de pasa a un cartucho C18 Fluio: 0.2 uL/min
-Acido tofenamico Acondicionado: 3 mL ACN + 3 mL agua G ; ene K
Elucion: 3 mL MeOH
Se seca y es reconstituido con 0.4 mL de
MeOH + 0.6 H,O. Fue agitado y filtrado (0.2
pm).
-Acido Pretratamiento: Se homogeniza y licua
a}c)etilsalicilico 2 g muestra es secado en centrifuga. + 2 mL LC-MS/MS (ESI)
-Paracetamol ACN + 0.1 mL de formiato de amonio + 3
o . UPLC BEH C18 (2.1 x
-Acio tolfenamico ELL-EFS mL agua.
-Carprofeno 100 m, .1'7 Y m): 0
Higado de | -Ketoprofeno 2 gramos Se extrae la fase organica, y centrifugado (10 l,:a.s c m9v1l_: Gradiente, diferido 2-90% ED" ?'5 ~ 10ng/g Kang JeonWoo, 2014
vacuno, -Meloxicam 000 rpm, 10 min). dcido ijI'.I‘IlICO y C:1-30ng/g
. ) acetonitrilo.
porcinoy | -Fenilbutazona o .
pollo -Diclofenaco EFS: C18, el eluato es reconstituido con 1 Flujo: 0.5 mL/min
- Oxofenilbutazona mL de agua destilado, filtrado con 0.2 pm
Multiresiduos
Huevo y -Acido Muestra + 25 mL agua. Centrifugd con una
miel acetilsalicilico mezcla ACH:agua (3:1) a 4500 rpm. Se filtra | GC-MS
-Paracetamol ELL-EFS y se hace pasar por un cartucho EFS. Columna DB-5. Fase
-Diclofenaco Columna: Oasis HLB. movil: Helio On-line 86 -95% LD: 0.5-2.4 ng/Kg Azzouz, 2015
-Ibuprofeno 2 gramos 30 m x0.25 mm LD, 0.25 LC: 1.4-10.0 ng/Kg
-Ketoprofeno Derivatizacion In-situ con fase movil, Programa de temperatura
-Naproxeno AcOEt + trifenilfosfato
-Fenilbutazona
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Comparando el namero de publicaciones reportadas para la extraccion y determinacion de
AINE en muestras alimenticias, comparadas con el niimero de publicaciones de las
matrices bioldgicas y ambientales, es mucho menor. Esto se debe a la poca disposicion de
metodologias necesarias para manipular una matriz compleja y heterogénea, como lo es un
alimento s6lido.

También es importante destacar que en la tabla 1.8 la técnica de extraccion mas
utilizada en los articulos aqui citados, es la extraccion liquido-liquido, auxiliado de la EFS
como un paso posterior de clean-up, lo que hace que el procedimiento completo de
determinacion tenga un mayor numero de pasos, lo que se traduce en un analisis mas
costoso, mas tardado, menos amigable con el ambiente por las cantidades de disolventes
que son utilizados.

En este trabajo se realiz6 el aislamiento e identificacion de seis AINE, como
contaminantes emergentes, en algunas matrices vegetales haciendo uso de la Dispersion de
Matriz en Fase en Solida (DMFS), que como es notable el estudio de estos analitos se
realiza con mayor frecuencia en tejidos animales, sin embargo dado el ritmo de vida actual
de los seres humanos y los sistemas de tratamiento de agua actuales, hacen que este tipo de
compuestos puedan estar presentes en otro tipo de matrices, como contaminantes
emergentes. Ademas de aportar el estudio de un método de extraccion por DMFS que en
las matrices alimenticias no se ha aplicado para determinar AINE. Por estos motivos la
contribucion de este trabajo, aporta mucho al estudio de estos analitos a la Quimica
Analitica, ya que se provee de un método simplificado que no utiliza grandes cantidades de
muestra y volumenes de disolventes, ademas de no requerir reacciones de derivatizacion
para la deteccion de los mismos.

Finalmente en la tabla 1.9 se observan algunas publicaciones en las que se
hizo s6lo uso de la DMFS para el andlisis de diferentes analitos, como los pesticidas,
fungicidas, etc., en matrices alimenticias de tipo vegetal. Es importante destacar que no se
ha encontrado alguna publicacion donde se realice la extraccion de los AINE mediante esta
técnica en matrices vegetales como las lechugas, por lo que la metodologia aqui

desarrollada es novedosa.
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Tabla 1.9. Trabajos recientes para la extraccion de diferentes analitos mediante DMFS.

Matriz | Analitos | Cantidad de Caracteristicas de la Técnica de analisis | Enlinea | Recobros Limitesde | Referencia
muestray extraccion (DMFS) y deteccion o diferido deteccion y
pre- cuantificacion
tratamiento
Muestras bioldgicas. Vegetales
LC-MSD
0.5 g de muestra + 0.5 gde CX (X =18, 8, C8 (1503 X4.6 mmD.I, 3
Frutay ciano y amino). pm)
vegetales Carbamatos 200 g de fruta se Columna de vidrio 100 x 9 mm Precolumna: LiChrosorb RP-8 Diferido 62-103 % _ Fernandez, 2014
homogenizo 10 mL de CH,Cl, /ACN (60:40, v:v). (103 X 4.6 mm, 5 3 um)
Evaporado a 0.5 mL Gradiente
Muestra + 8 g de silica gel acidficada (HCI
M) . : HPLC-DAD A =279 nm
Columna de polipropileno Alltima C18. 250 4.6
Plantas Carbendazima 100 g molidos y se | Elucion MeOH/CH,Cl, (1:5, v:v). Evaporado ma > £OUMM X4 OMM | 1y forido 70 % LD: 0.02 pg/g Michel, 2004
tomaron 5 g a sequedad y reconstituido con fase movil D.I and 5 um
MeOH / H,O (45:55, v:v)
Clean-up: Supelcosil LC-8-DB, 150mm x 4.
6mm i.d. and 5 um
LC-MS. C18 (150 mm x 6 mm,
5 pum).
Precolumna: C18 ODS, 4 mm x
2 mm; Agilent
0.5 g de fruta + 0.5 g de C18. Triturado en un Fase movil: Metanol:agua + 5 100 0 ) .
Frutas y 250 g de muestra agata durante 5 min. mM de acido formico. Flujo 0.8 | Diferido 80-102% LD:2- 20 ug/Kg Suli, 2007
vegetales Fungicidas homogenizado Cartucho de vidrio 100 mm x10 mm D.L mL/min.
Elucién: 10 mL acetato de etilo ImL / min. Gradiente: 20 % MeOH a 90 %
Evaporado y reconstituido en 0.5 mL MeOH MeOH 10 min.
GC- MS split/splitless. Gas
) Muestra + 0.5 g de C18 acarreador Helio.
Lechuga Eteres 0.5 gynoreportan | elucion 10 mL DCM / Hexano, 75:25 viv Columna: DB-5HT 15 m x
y zanahoria | polibromados pretratamiento (PBDEO) y después con 30 mL de DCM 0.25 mm, 0.1 pm. Flujo: 1 Diferido 95-105 % LD:0.02-0.33 Iparraguirre,
difenilos (OH-PBDEO). mL/min ng/mL 2014
(PBDE’s) Programa de temperatura
10 g de muestra + 20 mL acetona (100
Se molieron en un ng/mL). La muestra se dejo secar al aire
Molino eléctrico y durante dos dias en oscuridad. GC-MS split/splitless
se almacenaron en 1 g de algas + 4 g sulfato de sodio anhidro Columna: HP-5MS (30 m x
Microalgas | Pesticidas refrigeracion fqerf)n homogenizados en un mortero de 0.25 mm, 0.25 pm). o LD:0.5-29ng/g | 85-105% Garcia-
Las muestras vidrio Programa de temperatura. Diferido

congeladas se
secaron en un
horno durante 24 h
a50°C

10 gramos

Columna de polipropileno: 1 frit abajo 0.4 g
de GCB + 3.6 g de fluorisil + frit arriba y se
comprime con el émbolo de la rejinga.
Elucién a gravedad con Hexano:acetato de
etilo (6:4, v:v), se recogieron 14 mL y se
evaporé hasta 0.5 mL

Gas acarreador helio
Flujo: 1.5 mL/min

Rodriguez, 2012

63




Tabla 1.9. (Continuacion)

Matriz AINE Cantidad de Caracteristicas de la Técnica de anélisis | Enlinea | Recobros Limitesde | Referencia
muestray extraccion (DMFS) y deteccion o diferido deteccion y
pre- cuantificacion
tratamiento

Muestras bioldgicas. Vegetales

Vegetales S g de muestra + 1.5 g de silice. Esta mezcla . o

(lechuga, Pesticidas 200 g de muestra se introdujo a una columna de vidrio (100 mm (C}CI_ECD DSBpllstle3s(s) (200 %) 55

naranja, en un procesador X 9 mm). 0 umnz; - (30 mm x 0. diferido 95 -101 % LD:0.012 - 0.024 Torres, 1995
limon, etc) de alimentos. Elucién 6 mL acetato de etilo, la elucion se mm x 0.25 pm)

dejo gota a gota. Se evapor6 a 0.5 mL

Programa de temperatura

mg/Kg

AA: Acido ascérbico

DCM: diclorometano

FID: Detector de llama (por sus siglas en inglés)
MTBE: metil terbutiléter

TFA: acido trifuoroacético

LD: limite de deteccion

FR: Fase reversa

CG: Cromatografia de gases

ELL: Extraccion liquido-liquido

DAD: Detector de arreglo de diodos
MAE: Extraccion asistida por microondas
PLE: Extraccion con liquidos presurizados
SFE: Extraccion con fluidos supercriticos

ACN: acetonitrilo
DVB: divinilbenceno

MEEKC: microemulsion electrokinetic chromatography
PDMS/DVB: polidimetilsiloxano/polidivinilbenceno

THEF: Tetrahidrofurano

LC: limite de cuantificacion
CL: Cromatografia de liquidos
MS: Espectrometria de masas

DLLME: Microextraccion liquido-liquido dispersiva (por sus siglas de inglés)

HF-LPME: Microextraccion liquido con fibra hueca

MIP: Polimero molecularmente impreso (por sus siglas en inglés)
PHWE: Extraccion con agua caliente presurizada (por sus siglas en inglés)
SPME: Microextraccion en fase solida (por sus siglas en inglés)
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Es importante hacer notar que a diferencia de la Extraccion en Fase Solida, la Dispersion de
Matriz en Fase Solida no es posible automatizarla y hacerla completamente on-line, ya que
al requerir el paso de disgregar la muestra en el adsorbente y empacar la mezcla en un
cartucho hace que la técnica al dia de hoy sea ain un paso mecanico, sin embargo lo
anterior no implica que la DMFS sea una técnica no reproducible y poco exhaustiva, al
contrario si se realiza con el debido cuidado los porcentajes de recuperacion aplicando
DMEFS son comparables con casi cualquier técnica que haga uso de adsorbentes.

El tratamiento que requiere la muestra haciendo uso de la DMFS comparado con
los procedimientos de los analisis de la tabla 1.8, es menor ¢l nimero de manipulaciones,
ademas de no requerir pasos adicionales de clean-up en la mayoria de los casos, lo que hace
que sea una técnica eficiente al realizar limpieza de interferentes in-situ. Solo se debe tener
en cuenta las variables que ya se discutieron en la seccion de DMFS (seccion 1.4.2.3),
variables como: relacion matriz:adsorbente, tiempo de exposicion, caracter del adsorbente,

fuerza eluente de los disolventes utilizados para los lavados y la recuperacion, entre otros.
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CAPITULO 2
METODOLOGIA EXPERIMENTAL
2.1 Materiales y equipos
2.1.1. Disolventes y reactivos

+ Disolventes grado cromatografico J. T. Baker (Phillipsburg, NJ, USA): metanol y
acetonitrilo.

+ Agua grado cromatografico obtenida con un desionizador marca Millipore modelo
Simplicity UV (Bedford, MA, USA).

+ Estandares de fArmacos antiinflamatorios no esteroideos, marca Sigma Aldrich (San
Luis, Misuri, USA) con pureza mayor al 99 9%: naproxeno, diclofenaco,
fenilbutazona, ibuprofeno, ketoprofeno y flurbiprofeno.

+ Acido perclérico concentrado (70 % m/m y densidad = 1.668 g/mL) marca J. T.
Baker (Phillipsburg, NJ, USA).

2.1.2. Sistema cromatogréafico

e Cromatografo de liquidos de alta resolucion constituido por dos bombas isocraticas
Lab Alliance Serie II.

e Vilvula de inyecciéon manual Rheodyne (Berkeley, CA, EUA) 71251 con rizo (loop)
de 20 pL.

e Detector espectrofotométrico UV de longitud de onda variable modelo 200 y marca
Linear Instruments.

e C(Calentador de columnas Phenomenex TS-130 con temperatura fijada a 30 C.

e La adquisicion de datos y tratamiento de los mismo se realizé mediante el software
Clarity version 2.8.1.584.

e Jeringa cromatografica marca Hamilton (Reno, NV, EUA) de 100 pL.
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Columna de guarda de acero inoxidable de 20 x 2.0 mm de didmetro interno
UPCHURCH SCIENTIFIC (Oak, WA, EUA), empacada en el laboratorio con silice
fase reversa, Nucleosil C18 Phenomenex (Torrance, CA, EUA) tamafio de particula
de 10 um.

Columna analitica de fase reversa HICHROM C-18 (150 x 4.6 mm, d.i., Sum),
empacada con silice fase reversa SPHERISORB ODS, tamaio de particula 5 pm.
Espectrofotometro ThermoFisher (Madison, USA) modelo GENESYS 10S Vis.

Celdas de cuarzo de 2 mlL..

2.1.3. Sistema de extraccion

vV V V V ¥V V VYV V

vV VY

Microbalanza analitica Mettler Toledo, Ohio, EUA, modelo AG245.

Balanza analitica con capacidad de 210 g y precision 0.1 mg, OHAUS AP210S.
Viales ambar y transparentes con tapon de rosca de 1 mL y 40 mL

Mortero de 4gata de 30 mL con pistilo.

Reservorios de polipropileno de 1 mL para EFS, VARIAN, EUA.

Filtros para reservorio de 1 mL, Macherey-Nagel.

Silice C18 Supelco, marca Sigma y tamafio de particula 40 pum.

Matraz kitazato con tapon mono horadado con aguja de 5 mL, unida al sistema de
vacio del edificio.

Matraz aforado de 50 mL para la preparacion de la disolucion estandar de farmacos.
Micropipetas Eppendorf de 1-20 pL, 25-250 pL y 250 a 1000 pL, con puntas
Transferpette, (Wertheim Alemania).

Material de vidrio comun: Probetas de 10 y 100 mL, pipetas Pasteur, vasos de
precipitados, matraz aforado de 10 mL, vidrio de reloj, espatula y etc.

Procesador de alimentos marca Oster modelo 2609
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2.1.4. Muestras vegetales

% Se utiliz6 la lechuga tipo orejona para la validacion del sistema, la cual fue
comprada en una tienda de autoservicio y se almacend después de su
procesamiento, bajo refrigeracion a 4 °C en viales ambar.

¢ Se usaron diferentes tipos de lechuga, entre ellas, la romana, la francesa, la orejona,
la escarola, para evaluar el método y la calidad de los productos, las diferentes
muestras fueron adquiridas de diferentes mercados de la Ciudad de México.

«» Para evaluar la robustez del método se adquirieron otras muestras vegetales de hojas
verdes, entre ellas: la espinaca, el germen de trigo, el apio, las acelgas, col blanca,
perejil y epazote; todas ellas se compraron en diferentes supermercados de

autoservicio en la Ciudad de México.

2.2. Preparacion de disoluciones estandar de AINE

Todas las disoluciones fueron preparadas con metanol como disolvente y mantenidas en
viales &mbar bajo refrigeracion a 4 °C.

Se prepararon disoluciones individuales (disoluciones madre) de cada analito a una
concentracion de 100 mg/L.

También se prepard una disolucion de mezcla de farmacos, para ello se pesaron 5 mg
de cada uno de los AINE y se llevaron a un volumen de 50.0 mL, obteniendo una
concentracion de 100 mg/L para cada analito en la disolucion estandar. Con esta ultima
disolucidn se realizaron las diluciones correspondientes usadas para realizar la curva de
calibracion del sistema y el desarrollo del método de extraccion de los analitos.

Se estudio la estabilidad de la disolucién de la mezcla de farmacos, esto se realizo
inyectando en el equipo cromatografico 20 puL de una disolucion de 2.5 mg/L preparada a
partir de la disolucion madre. La mezcla de los AINE resulté tener un tiempo de estabilidad
de un mes, por lo que cada treinta dias se preparaba una nueva disolucién madre. El criterio
utilizado para determinar la estabilidad de dicha disolucion fue el perfil cromatografico, es
decir, el nimero y forma de los picos presentes, asi como también el valor del area bajo la

curva de cada pico, tomando como criterio una disminucion en el 15 % del area del analito.
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2.3. Experimentacion

A modo de resumen, en la figura 2.1 se presenta un esquema de los pasos que se siguieron
para desarrollar la metodologia analitica, su validacion y su aplicacion a diversas matrices

tipo vegetal.

2.3.1 Optimizacion de la
2.3.2. Optimizacion de la separacion deteccion con los espectros

cromatografica de los AINE UV de los farmacos

— 2.3.4.1. Evaluacion de los
2.3.3. Validacién instrumental para los frentes de elucion de los

diferentes analitos en cuestion analitos

}

2.3.4.2. Evaluacion de

2.3.4 Desarrollo del método de interferentes e
extraccion de los AINE mediante implementacion de una
Dispersion de Matriz en Fase Solida — secuencia de elucion
(DMFS)
\L 2.3.4.3. Estudio del efecto
2.3.5. Validacién del método DMFS- matriz ylsu mtel?:‘c‘“"“
HPLC-UV con los analitos
- 2.3.4.4. Estudios de
Parametros evaluados: estabilidad de la muestra
-Linealidad —

da almacenada y del
-Repe.tl"talhflad ' extracto, la humedad de la
-Precision intermedia muestra y las relaciones

-Limijte de Fletecci('?n y muestra:adsorbente en la
cuantificacion tedrico y DMFS

experimental

2.3.6. Aplicacion de la metodologia propuesta para la extraccion y
determinacion de AINE en diferentes tipos de lechuga

v

2.3.7. Busqueda de los AINE en diferentes matrices vegetales

Figura 2.1. Esquema general de la metodologia experimental para el desarrollo del método
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2.3.1 Optimizacion de la deteccion con los espectros UV de los farmacos

Dado que el sistema de deteccion que se utilizo fue detector ultravioleta (UV), fue
necesario conocer los espectros de absorcion para determinar la longitud de onda maxima
donde absorben los AINE, para asi asegurar su mayor respuesta en el detector. Para ello se
colocaron aproximadamente 2 mL de disolucioén de cada farmaco (100 mg/L) en diferentes
celdas de cuarzo y se realizo el ajuste del equipo con un blanco de metanol grado HPLC

Después se realizd un barrido de 210 a 420 nm, midiendo cada 0.5 nm en el
espectrofotometro, para cada uno de los farmacos.

Una vez obtenido los espectros y analizado cada uno, se obtuvo el maximo de
absorcion para cada farmaco, el cual result6 ser cercano para los seis AINES, esta longitud
de onda (215 nm) fue la que se utilizd para la deteccion de los analitos en el detector del

cromatografo.

2.3.2. Optimizacion de la separacion cromatogréafica de los AINE

Para efectuar la optimizacion de la separacion cromatografica se midieron los tiempos de
retencion (t;) en corridas isocraticas de cada uno de los analitos, inyectando 20 pL. de una
mezcla de dichos farmacos con una concentracion de 10.0 mg/L de cada uno, utilizando
una columna analitica de fase reversa.

Para encontrar las condiciones 6ptimas de resolucion de los analitos, se vari6 la fase
movil utilizando diferentes mezclas metanol (MeOH) / agua (H,O): 60/40, 65/35, 70/30 y
75/25, cada una de las fases modviles se acidularon con 4cido perclérico 0.1 M, de tal modo
que se tenian fases moviles con un valor de pH de 2.5.

La medicién del tiempo muerto se llevo a cabo con la inyeccion de 20 pL de una
disolucion de una sal inerte no retenida en el sistema cromatografico, como lo es el nitrato
de sodio, a una concentracion de 100 mg/L.

Con los tiempos de retencion de los farmacos se obtuvieron los factores de
capacidad (k") para cada uno de ellos en las diferentes proporciones de fase mévil. Los

valores de k” se calcularon con la ecuacién 1.
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’ tr—t -z
kK="= (ecuacién 1)

Donde k” es el factor de capacidad, t; tiempo de retencion y ty es el tiempo muerto,
tanto el tiempo de retencidn y el tiempo muerto se obtienen del cromatograma. Una vez

obtenidos los factores de capacidad de cada analito, se traz6 la grafica log k'= (% MeOH).
2.3.3. Validacion instrumental para los diferentes analitos en cuestion

Los parametros que se evaluaron para validar el sistema cromatografico fueron: linealidad,
repetibilidad, precision intermedia, limites de deteccion, cuantificacién, asi como la
especificidad del sistema. Se utiliz6 la guia de validacion de métodos analiticos editada por
el colegio nacional de quimicos farmacetticos bidlogos de México A.C; la cual esta basada
principalmente en la farmacopea de los Estados Unidos Mexicanos.

Para evaluar la linealidad se inyectaron 20 pL de disoluciones de los analitos a seis
diferentes concentraciones: 0.05 mg/L, 0.5 mg/L, 1.0 mg/L, 2.5 mg/L, 5.0 mg/L y 10.0
mg/L.

El estudio de linealidad se realizé por triplicado, obteniendo la variacion en la
respuesta del detector (area) en funcion de la concentracion de cada uno de los analitos.

Después se realizd una prueba estadistica, prueba de Cochran (ver Anexo ), para
ver si los datos eran homocedasticos, y considerando que en el eje de las x no existe
variacion, mediante el ajuste de minimos cuadrados se evalu¢ la linealidad del sistema con
el coeficiente de correlacién (r*), donde se utilizo un criterio de aceptacion cuando r* > 0.99
(USP 31).

Por otra parte se determinaron los limites de deteccion y cuantificacion, tanto el
experimental como el estadistico, para cada analito.

Para la determinacion experimental del limite de deteccion se inyect6 la disolucion
de concentracion mas baja, y se fueron realizando diluciones hasta que el “software” del
equipo determiné que la relacion sefial/ruido era de 3; en esa condicidn, la concentracion de

la mezcla de farmacos inyectada fue el limite de deteccion. Lo anterior se realizd por
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triplicado. Para el limite de cuantificacion experimental se obtuvo cuando la sefial/ruido del
equipo era 10 veces. Los anteriores criterios basados en la USP 31 (1225).
Para obtener el limite de deteccidon y cuantificacion estadistico, se realizé con base

en la curva de calibracion ya descrita con anterioridad y utilizando las ecuaciones 2 y 3.

3.35b .,
LD = =2 ecuacion 2
m
10 Sb .,
LC = TO ecuacion 3

Donde LD es el limite de deteccion, LC el limite de cuantificacion, Sby la
desviacion estandar de la ordenada al origen y m la pendiente obtenida mediante el ajuste
de regresion por minimos cuadrados.

La repetibilidad se evalu6, calculando el coeficiente de variacion (% CV) obtenido
en los tiempos de retencion de los analitos en cinco inyecciones de una disolucion de la
mezcla de fArmacos a 5.0 mg/L.

Finalmente se evaltio la precision intermedia del sistema en 3 dias diferentes, ésta se
obtuvo con la disolucion de la mezcla de farmacos de 5.0 mg/L y calculando los
coeficientes de variacion.

Los coeficientes de variacion se calcularon con la ecuacion 4.

%CV = % x100  ecuacion 4

Donde % CV es el coeficiente de variacion expresado en porcentaje, ¢ es la

desviacion estandar relativa y x el promedio de las medidas.

2.3.4. Desarrollo y optimizacién del método de extraccion de los AINE

mediante Dispersion de Matriz en Fase Sélida (DMFS)

2.3.4.1. Evaluacion de los frentes de elucién de los analitos
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El desarrollo de la metodologia de extraccion comenzd con el estudio de retencion y
elucion de los analitos fortificando el adsorbente correspondiente a 200 mg de silice C18
(previamente activada, por cada gramo de C18 se hizo pasar 2 mL de metanol), con 25 puL
de la mezcla de farmacos de 100.0 mg/L en un mortero de 4agata, teniendo una
concentracion para cada farmaco de 12.5 ng/mg de adsorbente. Una vez fortificada la silice
se dejo secar durante 10 minutos y se homogenizo con ayuda del pistilo. Posteriormente,
¢ésta se transfirié a un cartucho de extraccion en fase solida de 1 mL, una vez empacado
todo el adsorbente, éste se compactd dando unos ligeros golpes al cartucho de extraccion.

Es importante mencionar que previamente al empaque de la silice fortificada al
cartucho de extraccion, se le coloco en la parte inferior del cartucho de polipropileno dos
filtros (frits). La silice fue previamente acondicionada un dia antes para asegurar que
estuviera seca, por cada gramo de silice C18 se aplicaron 2 mL de metanol.

En el cartucho empacado con el adsorbente fortificado con los AINE se pasaron 2.0
mL de metanol puro, los cuales fueron recolectados en viales de color transparente cada 0.5
mL. Estos eluatos se inyectaron en el equipo cromatogréafico. El procedimiento anterior se
repitié cambiando la fuerza eluyente, es decir, al adsorbente fortificado y empacado se le
aplicaron diferentes mezclas MeOH:H,O, en las proporciones: 80:20, 70:30, 60:40, 50:50,
40:60, 30:60; se efectud por triplicado la elucion de los AINE con fracciones de 0.5 x 4 mL
de cada mezcla y se inyectaron las fracciones al cromatdgrafo . De la misma forma que se
hizo con metanol y sus mezclas hidrometanoélicas, se realizo el estudio de retencion y
elucion de los analitos con acetonitrilo.

Para cada inyeccion cromatografica se evaluaron los recobros o porcentaje de
recuperacion de cada AINE, haciendo uso de la ecuacion 5, donde se conocio el area de
cada analito en la disolucion estdndar, preparando un vial con la concentracion de los
analitos esperadas en el extracto. Se realizaron las graficas de recobro acumulado en
funcion del volumen del eluente, lo que representa el frente de elucion para cada

compuesto.

Area del analito de interés en el extracto -z
% recobro = x 100 Ecuacion 5

Area del analito de interés en la disolucién estandar
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2.3.4.2. Evaluacion de los interferentes e implementacion de la secuencia

de elucién

Para poder determinar la secuencia de lavados y posterior recuperacion de los analitos, se
realizo la evaluacion de los interferentes de la matriz, para ello se utilizé lechuga orejona.

El pre-tratamiento que se le realizo a la lechuga orejona fue picarla en su totalidad
en pequenos trozos y mediante un procesador de alimentos se trituraron todos los pequefios
pedazos hasta obtener una pasta homogénea del vegetal. De la pasta anterior de lechuga se
pesaron 200 mg del vegetal con 200 mg de la silice C18 previamente activada (relacion
1:1). Mediante un pistilo se triturd la muestra hasta obtener una pasta homogénea, ésta se
transfirio a un cartucho de 1 mL de polipropileno y se empacd. Una vez empacado y
compactado el cartucho se le pas6 1 mL de metanol y el extracto se recuper6 en un vial,
este extracto se inyectd al cromatografo de liquidos obteniendo asi un cromatograma de la
matriz sin fortificar (blanco).

Analizando el cromatograma del extracto de la lechuga orejona y observando los
interferentes de la matriz, se decidié implementar un secuencia de elucion que incluyera
lavados para poder removerlos. Esta secuencia se implement6 considerando el pKa de los
analitos, la afinidad hacia la silice, asi como del volumen de fuga de los mismos
determinados anteriormente con los frentes de elucion de los AINE.

Se realiz6 con otros 200 mg de la misma lechuga y 200 mg de adsorbente el proceso
ya descrito con anterioridad (DMFS); la diferencia estuvo en que antes de hacer pasar el
mililitro de metanol en donde se recuperan los analitos, se fueron aplicando previamente
una secuencia de lavados con diferentes mezclas hidrometanolicas de fuerza eluente débil,
las cuales se enlistan a continuacidn, junto con el eluente de desorcion de los AINE

(metanol puro):

1. Cuatro mililitros de agua desionizada acidificada con acido perclérico (pH 2.5).
2. Dos mililitros de una mezcla metanol / agua 10/90.

3. Un mililitro de una mezcla metanol / agua 30/70

4. Medio mililitro de una mezcla metanol / agua 40/60

5. Un mililitro de metanol
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Es importante mencionar que los lavados numero 1 y 2 se hicieron con ayuda del vacio,
mientras que los lavados 3, 4 y la recuperacion de los analitos (5) se realizaron por
gravedad. La razén que los primeros dos lavados de realizaron con vacio, es la cantidad de
volumen que se le hizo pasar al cartucho de extraccion, y el ultimo con la fuerza de la
gravedad, para promover s6lo la desorcion de los analitos debido a la fuerza eluente de la
mezcla.

El extracto obtenido con la secuencia de elucidon anterior, se inyectd en el equipo
cromatografico, logrando asi comparar los cromatogramas del blanco de la matriz con los
lavados y sin los lavados que se habian efectuado previamente al disolvente de elucion de
los analitos.

En funcion de lo anterior y considerando los volumenes de fuga de los AINE, se
realizd una modificacion al volumen de recuperacion de los analitos que hasta el momento
se habia aplicado. Entonces, se decidié desorberlos con 0.5 mL de metanol puro en lugar de
1 mL.

Una vez fijadas las condiciones de lavado de interferencias de la matriz y
recuperacion de los AINE, se realizaron extracciones por triplicados con la secuencia de
elucion ya descrita, para evaluar reproducibilidad en los recobros de los compuestos de

interés. La reproducibilidad se evalu6 con los coeficientes de variacion.

2.3.4.3. Estudio del efecto matriz y su interaccion con los analitos

Una vez determinada la secuencia de lavados y recuperacion de los AINE, se prosiguid a
evaluar la interaccion que pudiera existir de los analitos con la matriz, es decir el efecto
matriz, para ello se coloco en un mortero de agata 200 mg de la misma lechuga orejona, y
se fortifico con 25 pL de la disolucion estandar de la mezcla de farmacos de concentracion
100 mg/L, teniendo una concentracion de 12.5 ng/mg de muestra para cada farmaco. A la
lechuga fortificada, se le adiciono6 al mortero agata 200 mg de adsorbente C18, y con ayuda
del pistilo la muestra se disgregd y homogenizo hasta la obtencién de una pasta, esta pasta
se transfirié al cartucho de extraccion y se empacod. En seguida se continud con la

secuencia de elucion ya descrita, inyectando al cromatégrafo y midiendo el porcentaje de
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recuperacion para cada analito, como se describid en la ecuacion 5. Esto se realizd por

quintuplicado, evaluando la repetibilidad del método con el coeficiente de variacion.

2.3.4.4. Estudios acerca de la estabilidad de la muestra almacenada y del
extracto, la humedad de la muestra y las relaciones muestra:adsorbente
en la DMFS

Se hizo un estudio de estabilidad de la muestra almacenada en donde cada semana se
prepar6é un blanco de la lechuga sin fortificar siguiendo el proceso ya descrito, para asi
determinar si al trascurrir el tiempo del que se pretratd la muestra, existia un cambio en los
componentes de la matriz.

También se realizé un estudio de estabilidad de los extractos, sin fortificacion de la
muestra. Se realizé la Dispersion de Matriz en Fase So6lida, como ya se ha mencionado con
anterioridad, se inyectd el extracto de un vial inmediatamente terminado el proceso de
extraccion, estas extracciones fueron efectuadas por triplicado. Al dia siguiente se
inyectaron los mismos tres extractos. Con este experimento se determind que los extractos
deberian ser inyectados inmediatamente al terminar la extraccién, ya que habia
modificacion en el perfil cromatografico del blanco de la matriz.

También se realiz6 un estudio para determinar si la matriz debia utilizarse con o sin
humedad; este experimento se realiz6 por quintuplicado y consistié en pesar 200 mg de un
molido de la lechuga orejona y colocado en un portaobjetos limpio y seco, hasta evaporar la
humedad en una camara cerrada durante un dia, pesando por diferencias la masa del vegetal
al dia siguiente, esto se realizo durante tres dias hasta masa constante. Con la masa seca de
un portaobjetos se decidid hacer la Dispersion de Matriz en Fase Solida, colocando dicha
masa en un mortero de dgata y 200 mg de C18. De igual manera se efectué la DMFS con
la masa humeda y se compararon resultados. Sin embargo, dada las diferentes consistencias
observadas al homogenizar la lechuga humeda con el adsorbente, también se realizé un
estudio del tiempo de secado de la matriz, se peso6 los 200 mg de la lechuga orejona, con los
200 mg del adsorbente, se dejo secar a la intemperie durante 15, 20, 30, 60 y 120 minutos

antes de homogenizar con el pistilo, realizando finalmente el proceso de extraccion
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Se probaron relaciones de adsorbente:matriz 1:1, 2:1 y 4:1, con un tiempo de secado
de 30 minutos. En la seccion de resultados se discute mas detalladamente las observaciones
realizadas, con dichas relaciones; la relacion adsorbente:matriz que se utilizo para todos los
experimentos subsecuentes fue de 1:1. Con cada diferente relacion se realizoé la DMFS por

triplicado.

2.3.5. Validacién del método por Dispersion de Matriz en Fase Sélida 'y HPLC-
uv

Una vez optimizada las condiciones de la metodologia de extraccion, se procedio a validar
el protocolo completo de extraccion y analisis. En primera instancia se evalu6 la linealidad
del método, para ello experimentalmente se fortificaron 200 mg de la lechuga orejona, con
diferentes volimenes de la disolucion estandar de farmacos de 10 mg/L, en la tabla 2.1 se
pueden observar los niveles de concentracion utilizados para el estudio de la linealidad.

Para la validacién del método se prepar6 una disolucion de 20 mg/L a partir de la de
100 mg/L, y con esta disolucion se prepararon los primeros dos niveles de concentracion
para la curva de calibracion. Se decidio utilizar este intervalo de concentraciones ya que en
un articulo (Dodgen, 2013) que realizan el andlisis de diclofenaco y naproxeno en col,
obtuvieron un limite de concentracion de 1.0 mg/Kg, por lo que se partio de la premisa de
que en dado caso de existir este tipo de compuestos en las lechugas podrian estar en una
concentracion similar, dada la similitud entre las matrices.

La linealidad del método de extraccion y andlisis, asi como la recuperacion de los
analitos del mismo, fue evaluada con las graficas de la cantidad recuperada en el analisis en
funcién de la cantidad adicionada de los analitos en los distintos niveles de concentracion.

Se inyect6 20 pL de cada extracto obtenido con cada nivel de concentracion en el
cromatégrafo de liquidos, logrando tener una curva de calibracion al dia. Se realizd por
triplicado la curva de calibracion en tres diferentes dias. De la misma forma que se realizo
en la validacion instrumental, se verifico la homocedasticidad de los datos, y
posteriormente se realizé el andlisis por ajuste de minimos cuadrados, evaluando la

linealidad con el coeficiente de determinacion (rz). Se utilizaron los mismos criterios de
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aceptacion mencionados en la seccion de la validacion del sistema, asi como el uso de la

mismas guia de validacion de métodos analiticos.

Tabla 2.1. Niveles de concentracion utilizadas para la evaluacion de la linealidad del método

Nivel de VVolumen adicionado Cantidad Concentracion
concentracion (uL) adicionada de la fortificada
mezcla de farmacos (ng/mg)

1 2.5 uL de 20.0 mg/L 50 ng 0.25
2 25.0 uL de 20.0 mg/L 200 ng 2.5
3 10.0 pL de 100.0 mg/L 100 ng 5.0
4 25.0 uL de 100.0 mg/L 2500 ng 12.5

50.0 uL de 100.0 mg/L 5000 ng 25.0
6 100.0 pL de 100.0 mg/L 10 000 ng 50.0

Para evaluar la repetibilidad y la precision intermedia del método, DMFS-HPLC-
UV, se efectuaron en un dia tres extracciones con muestra fortificada en el nivel de
concentracion 4 y se inyectaron los extractos obtenidos por separado, esto se realizo
durante cinco dias diferentes. Evaluando los recobros obtenidos para cada analito y el
coeficiente de variacidon en un ensayo intra-dia e inter-dia.

Se determinaron los limites de deteccion y cuantificacion experimentales y los
tedricos. Para la determinacion experimental del limite de deteccion y cuantificacion, se
realizo la metodologia completa ya descrita con anterioridad, solo que se fue disminuyendo
el volumen de alicuota con el que se fortificd la matriz en factores de dilucion de dos, esto
se hizo hasta que el software del equipo midiera una relacion sefial:ruido de tres. Para el
limite de cuantificacion se midio la relacion sefal:ruido cuando tenia un valor de 10.

Finalmente para el limite de deteccion y cuantificacion estadistico, se obtuvieron de
la misma manera que la validacion del instrumento, es decir, con ayuda del andlisis de
regresion de minimos cuadrados y usando las ecuaciones 2 y 3, mencionadas con

anterioridad.
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2.3.6. Aplicacion de la metodologia propuesta para la extraccion y

determinacion de AINE en diferentes tipos de lechuga

Teniendo una vez montada la metodologia de extraccion por DMFS vy analisis por HPLC-
UV de AINE en lechuga orejona, se verifico el método con diferentes tipos de lechuga,
entre las que se probaron estuvieron: romana, italiana, francesa y escarola. En la figura 2.2
se pueden observar imagenes de los diferentes tipos de lechugas utilizadas para la

verificacion de la metodologia.

(c) (d)
Figura 2.2. Diferentes tipos de lechugas utilizadas frecuentemente por la poblacion mexicana. (a) lechuga

romana. (b) lechuga italiana. (c) lechuga francesa y (d) lechuga escarola.

La seleccion de las diferentes lechugas para la verificacion de la metodologia fue en
funcion de la accesibilidad y uso comun en la dieta de la poblacion mexicana. Es
importante mencionar que no se realizo un lavado de los vegetales adquiridos.

Para evaluar el protocolo completo se realizd el método de extraccion por la
Dispersion de Matriz en Fase Soélida por triplicado para cada lechuga con adicion y sin
adicion de estandares. Los extractos se inyectaron en el equipo HPLC, obteniendo para

cada lechuga dos cromatogramas: la matriz sin fortificar (blanco) y la matriz fortificada.
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Para aplicar la metodologia desarrollada para la determinacion de AINE, se realizé
una recolecta de 20 diferentes lechugas, sin importar el tipo, en lugares de venta comunes y
de variadas ubicaciones en la Ciudad de México y zona conurbada. Entre los lugares en los

que se adquirio el vegetal estuvieron los siguientes:

. Central de Abasto

. Mercado de Sonora

. Mercado de la Merced

. Mercado de las plantas en Cuemanco

. Mercado del centro de Xochimilco

. Mercado de Jamaica

. Mercado Nifios Héroes ubicado en Cuatitlan Izcalli

. Mercado de San Juan

O 0 9 N U K~ W N =

. Mercado de las antigiiedades (La Lagunilla)

10. Mercado la Ciudadela.

11. Mercado de Medellin

12. Mercado de la Noria, Xochimilco

13. Mercado del centro Coyoacéan

14. Recauderias simples de algunas delegaciones del Distrito Federal como Tlalpan,

Coyoacan, Tlahuac, Alvaro Obregon, Cuauhtémoc y Azcapotzalco.

En la tabla 2.2 se relaciona los ntimeros de los lugares de procedencia de las lechugas con

el tipo de la misma.

Tabla 2.2. Tipo y procedencia de las diferentes lechugas para la evaluacion de la aplicabilidad del método

Tipo de lechuga Procedencia
Romana 2,5,8,9,13y 14
Italiana 1,4y 11
Francesa 3,6,7,12
Escarola 10
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Una vez recolectada las muestras, éstas se trataron de la misma manera que se tratd la
lechuga orejona que se utiliz6 para la validacion, s6lo que no se le adicionaron los
farmacos, ya que el objetivo de estos experimentos fue poder determinar si estos analitos se

encontraban en estas muestras.

2.3.7. Busqueda de los AINE en otras muestras vegetales de tipo hoja

Se aplicéd la metodologia desarrollada y validada, DMFS-HPLC-UV con las lechugas a
diferentes vegetales de tipo hoja y similares que se compraron en tiendas de autoservicio de
la Ciudad de México. Los vegetales: espinacas, germen de trigo, col blanca, epazote, apio,
cilantro, acelga y perejil, se probaron con la metodologia propuesta y asi se logro tener un
criterio de robustez del método, teniendo que un estudio formal de robustez implicaria
pequefios cambios a la metodologia y que estadisticamente se obtengan respuestas
significativamente equivalentes.

De la misma forma se evalu6 el método completo con capsulas pulverizadas de la
microalga Spirulina (suplemento alimenticio), una matriz diferente a las ya mencionadas,
pero que comparten la similitud de estar cargadas de pigmentos y que el crecimiento de la
misma se da en contacto con agua.

Para cada vegetal se le realiz6 el mismo tratamiento de muestra que a las lechugas,
una vez obtenido los diferentes extractos, éstos se inyectaron en el cromatdgrafo de liquidos
logrando evaluar asi los posibles interferentes de cada matriz. Paralelamente a la evaluacion
de los interferentes de las diferentes matrices, se realizd con los mismos vegetales el
procedimiento de extraccion con las matrices adicionadas con la disolucion estandar de
farmacos, y de la misma forma se procedi6 a inyectar los extractos en el equipo de andlisis,
con el fin de evaluar la co-elucion (efecto matriz) que pudieran tener los AINE con

diferentes componentes de matrices vegetales ademas de la lechuga.
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CAPITULO 3

RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Optimizacion de la deteccion con los espectros UV de los farmacos

Como ya se mencion6 con anterioridad, el detector utilizado con el equipo cromatografico
fue un espectrofotométrico UV de onda variable, por lo que fue importante conocer la
longitud de onda en las que los AINE tienen su médxima respuesta, ya que el limite de
deteccion y cuantificacion serdn afectados por la seleccion de la longitud de onda de
trabajo. En la figura 3.1 se pueden observar los espectros UV obtenidos para los seis

AINE.

Espectros de absorcion UV de los AINE de estudio

0.8

. h

04

—

Unidades de Absorbancia

e

185 200 215 230 245 260 275 250 305 320 335

Longitud de onda (nm)

= Naproxeno  ===Diclofenaco Ketoprofeno ~ =—=Fenilbutazona ==Flurbiprofeno  ==—Ibuprofeno

Figura 3.1. Espectros UV para los analitos de estudio. Medidas a una concentracion de 5.0 mg/L

En la figura anterior se observa que de los seis AINE en estudio, cinco de ellos:

ketoprofeno, flurbiprofeno, fenilbutazona, diclofenaco y naproxeno tienen dos maximos de
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absorcion, el valor de longitud de onda del primer maximo presenta valores cercanos entre
si para los cinco AINE ya mencionados, sin embargo para el ibuprofeno sélo se puede
observar un méaximo de absorcién (232 nm) y éste se encuentra entre los dos maximos de
los otros cinco farmacos, donde su absorptividad no es muy favorable, por lo que la
longitud de trabajo se tuvo que seleccionar en funcién de la respuesta aceptable que
tuvieran todos los compuestos hacia el detector, lo anterior a longitudes de onda bajas. Se
escogid una longitud de trabajo para el detector espectrofotométrico de 215 nm, ya que en
esta longitud de onda se encuentra muy cerca del primer maximo para el naproxeno,
ketoprofeno, flurbiprofeno, fenilbutazona y diclofenaco, y al mismo tiempo aseguramos
que exista respuesta del ibuprofeno, ya que como se puede observar en los espectros de
absorcion a dicho valor de longitud de onda el ibuprofeno comienza a tener una respuesta
ascendente.

Cabe mencionar que no se seleccion6 una longitud de trabajo mayor a 245 nm,
porque no todos los analitos tienen respuesta a dichos valores de longitud de onda, o la
respuesta es mucho menor que en 215 nm y entre 220 y 254 nm, la respuesta es maxima
para el ibuprofeno pero de la misma forma la absorcion de los otros cinco AINE es inferior
que a 215 nm. Finalmente no se selecciond por debajo de 215 nm, ya que la mayoria de los
compuestos organicos absorben en dichas regiones, y asi podiamos asegurar un poco mas la
selectividad del detector hacia los analitos y no hacia los posibles contaminantes que
pudiera contener la matriz, ademas de esta razon, la longitud de onda del ibuprofeno se

encuentra en un minimo, aunque la respuesta no sea muy diferente de 210 nm.

3.2. Optimizacion de la separacion cromatografica de los AINE

Como ya se ha discutido la polaridad de estos farmacos va de intermedia a baja, por lo que
la columna de analisis se seleccion6 de tal forma que los analitos tengan cierta afinidad por
la fase estacionaria, pero que dicha afinidad no sea tan alta, para asi evitar tener tiempos de
analisis muy largos. La columna que se decidi6 utilizar para la separacion de los AINE de
estudio, fue una con fase estacionaria C18 (no polar) con una fase mévil polar, es decir en
modo cromatografia en fase reversa, esto también con el fin de tener una buena resolucion

entre los analitos de la mezcla de farmacos.
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Igualmente se considerd que el pH en la separacion tenia un papel importante dado
que se trataba de compuestos con funcionalidad de acido carboxilico y/o acido endlico. El
pKa aproximado que presentan los seis farmacos de estudio es de 4.0, por lo que se decidid
controlar el pH con un acido nivelador en la fase movil, este acido fue el acido perclérico,
se adiciond de tal forma que el pH de la fase movil fuera de 2.5, con esto se asegurd que el
99.9 % de cada uno de los analitos se encontraran en su forma molecular y no la ionizada, y
asi asegurar que existan interacciones con la fase estacionaria..

La optimizacion de la separacion cromatografica para el analisis de los compuestos
de estudio se basé en los resultados de la variacion del factor de capacidad k’, el cual se
calculd con el tiempo muerto (t,) y el tiempo de retencion (t;) de los analitos con las

diferentes composiciones de la fase movil que se presentan en la tabla 3.1.

Tabla 3.1. Logaritmo del factor de capacidad de los AINE en estudio utilizando diferentes proporciones de

metanol / agua en la fase movil, t,,= 1.28 min.

Porcentaje de MeOH en la mezcla MeOH / H,0
AINE 60 65 70 75
log k’
Ketoprofeno 0.72 0.5 0.27 0.12
Naproxeno 0.81 0.59 0.36 0.2
Fenilbutazona 1.04 0.78 0.5 0.31
Flurbiprofeno 1.15 0.9 0.6 0.4
Diclofenaco 1.25 0.98 0.68 0.48
Ibuprofeno 1.31 1.05 0.74 0.53

Se obtuvieron los valores de log k™ para los analitos en cada una de las fases moviles

utilizadas. En la figura 3.2 se presenta el grafico de log k'=f ( % MeOH en fase movil).
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Figura 3.2. Variacion del log del factor de capacidad (k") de los AINE de estudio

Se puede observar que las curvas entre los AINE son casi paralelas, lo que indica que la
separacion resulta posible con cualquiera de las fases moviles probadas. Por lo tanto, se
realiz6 el andlisis con una mezcla de 70 % metanol, aunque los log k™ sean pequefios
porque se obtiene una separacion mas rapida y se observo que la resolucion no seria mucho
mejor que con otras composiciones de la fase movil.

Para corroborar la decision, se calcularon algunos parametros cromatograficos como
lo son la selectividad (o), el nimero de platos tedricos (N) y la resolucion entres dos picos
(Rs), los resultados se encuentran sintetizados en la tabla 3.2 y 3.3. Las ecuaciones

utilizadas para los calculos se encuentran a continuacion.

2
(nimero platos tedricos) N = 5.545 (V;r ) ecuacion 6

0.5

ko

. tra—t .z
(Selectividad) a = t”—tm = - ecuacion 7
ri—tm 1
., . tra—tr1 .,
(Resolucion entre dos picos) Rg = ecuacion 8

0.5 (Why + Why)
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Tabla 3.2. Parametros cromatograficos para 60 % y 65 % de MeOH en fase movil. Dénde N fue calculado

por columna
Porcentaje de MeOH en la mezcla MeOH / H,0
Analito 60 % 65 %
N o Rs N o Rs
Ketoprofeno 3267.90 i 16 4073.88 127 30
Naproxeno 4238.74 ' 5070.02
Fenilbutazona | 5508.12 5921.44
193 5.83 1.31 3.99
Flurbiprofeno | 6230.98 ’ 6421.11
Diclofenaco 5876.23 6082.15
114 3.18 117 2.44
Ibuprofeno 6998.99 ' 7341.39

Tabla 3.3. Parametros cromatograficos para 70 %y 75 % de MeOH en fase mévil. Donde N fue calculado

por columna

Porcentaje de MeOH en la mezcla MeOH / H,0
Analito 70 % 75 %
N o Rs N o Rs
Ketoprofeno 4990.5 5143.89
1.23 2.03 130 1.58
Naproxeno 5654.44 6089.23 '
Fenilbutazona | 6222.87 6589.02
1.26 2.94 1.29 2.09
Flurbiprofeno | 6482.07 6513.07 '
Diclofenaco 6141.41 6286.86
Ibuprofeno 7623.96 7983.71 '

En la tabla 3.2 y 3.3 se observa que los valores de la selectividad (o) son casi similares
para 65 y 70 % de fase movil, lo cual es logico de esperar dado que la variacion de su
retencion se refleja en curvas paralelas. El tener una selectividad entre picos mayor a 1.0
indica que se tiene una buena separacion de los solutos.

En cuanto a los platos teoricos, para los seis AINE se tienen platos tedricos
elevados, esto indica el numero de equilibrios entre fase estacionaria y fase movil, este

valor se optimiza principalmente cambiando el empaque de la fase estacionaria o la
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longitud de la columna, dado la poca practicidad para optimizar este parametro, éste solo se
calculd para poder observar la magnitud de dicho valor.

Un pardmetro importante a considerar es la resolucion entre dos picos, observando
la figura 3.2 y la tabla 3.2 y 3.3 se aprecia que los compuestos mas retenidos, diclofenaco
e ibuprofeno, son los que presentan mayor problema para la separacion. Para los demas
picos la resolucidon que se gana con 65 % y 70 % no es mucha, ya que para ambas fases
moviles la resolucion es mayor a 2.0, lo que indica que la separacion es buena, sin embargo
cuando se usa la mezcla con 75 % MeOH la resolucion obtenida para dichos analitos no se
considera aceptable. Cabe recalcar que la resolucion entre dos picos no se maximiza, ya que
implica un analisis mas costoso y tardados, este valor se optimiza buscando tener 1.5 entre
dos picos.

Con 65 % de MeOH se tiene la mejor resolucion entre el ketoprofeno y el
naproxeno de la mezcla de farmacos, pero el tiempo de analisis casi es el doble; mientras
que la resolucion entre los mismos dos picos con 70 % MeOH disminuye, pero no a al
grado de afectar la separacion y se gana tiempo, casi la mitad, para el analisis.

Por lo tanto se tomo la fase de 70 % MeOH / 30 % agua a un pH de 2.5 para el
analisis de los seis AINE mediante cromatografia de liquidos de alta resolucion. Para
finalizar este apartado en la figura 3.3 se muestra un cromatograma obtenido con las

condiciones Optimas para el analisis de los analitos.
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Figura 3.3. Cromatograma obtenido con la mezcla de fArmacos a 1.0 mg/L. HPLC Series I Puma. Detector
UV Linear Instruments. Columna: ODS 150 mm x 4.6 mm x Spum. Fase mévil: 70% MeOH-30% Agua (pH
=2.5). Flujo: 1 mL/min Presion: 2700 psi. Longitud de onda: 215 nm. Temperatura 30 °C.
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3.3. Validacion instrumental para los diferentes analitos en cuestion

En primera instancia se muestran los resultados obtenidos del estudio de linealidad, para
ello se muestran las curvas de calibracion obtenidas para cada uno de los seis analitos, con

su respectivas barras de error (figura 3.4).

Estudio de linealidad instrumental para los seis AINE

1600
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-

. _—
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o 2 4 6 ) 10
Concentracion (mg/L)

# lbuprofeno W Dicofenaco  &Flurhiprofeno  *Fenilbutazona *Naproxeno @ Ketoprofeno

Figura 3.4. Curvas de calibracion para los seis AINE obtenidas del estudio de la linealidad

instrumental

Como se menciond en la metodologia, se realizo la prueba de Cochran para evaluar
la homocedasticidad de los datos, se realizo este estadistico, ya que el algoritmo del célculo
es mas sencillo que con otras pruebas como Bartlett, Fligner-Killen, ademas de que al tener
muestras del mismo tamafio (n) la prueba de Cochran es viable.

La prueba de Cochran arrojo que para los seis AINE, las curvas contenian datos
homocedasticos. Después se realizd el ajuste de regresion lineal por minimos cuadrados; en
la tabla 3.4 se presenta las ecuaciones de calibracion para cada AINE con su respectivo

. ., 2
coeficiente de correlacion (r7).
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Tabla 3.4. Estudio de linealidad del instrumento para los seis compuestos de interés

Analito Ecuacion de calibracion Coeficiente dj

correlacion (r)
Ketoprofeno y =98.093x + 2.3245 0.99978
Naproxeno y=155.96x +19.51 0.99598
Fenilbutazona y=76.234x +4.7443 0.99796
Flurbiprofeno y=102.37x + 14.123 0.99903
Diclofenaco y=93.157x - 1.7101 0.99957
Ibuprofeno y=57.018x + 3.5485 0.99985

Como se pudo observar en las curvas de calibracion la dispersion de los datos,
ejemplificadas con barras de error, son similares a lo largo de toda la curva lo que nos
confirma a simple inspeccidon que efectivamente sobre el eje de las x la variacion es minima
y la principal razén de cambio se debe a la respuesta del equipo, por tanto los datos son
homocedasticos.

Sobre el coeficiente de correlacion () para los seis analitos se encontrd por arriba
de 0.99, lo que indica que la respuesta del equipo es lineal en el intervalo de trabajo, en este

caso de 0.05 mg/L a 10.0 mg/L.

[mAu]

1004

50

Absorbance

12 [min.]

Figura 3.5. Cromatogramas a diferentes concentraciones, 0.05 (morado), 0.5 (amarillo), 1.0 (rosa), 2.5

(verde), 5.0 (azul) y 10.0 mg/L (rojo) para el estudio de la linealidad del equipo cromatografico.
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Dentro de la validacion se obtuvieron parametros como el limite de deteccion, de
cuantificacion, la repetibilidad y la precision intermedia. Los resultados obtenidos se

recopilaron en la tabla 3.5.

Tabla 3.5. Resultados de los parametros de validacion instrumental para el anélisis de AINE

Paradmetros de Limites Limites estadisticos
validacion experimentales
Repetibi | Preci- Limite Limite de Limite Limite de
Analito -lidad sion de dete- | cuantifica- | de dete- | cuantifica-
(% CV) | inter-dia | ccion cion (LC) ccion cion (LC)
n=5*% | (% CV) (LD) mg/L (LD) mg/L
n=3* mg/L mg/L
Ketoprofeno 0.537 0.950 0.006 0.020 0.011 0.034
Naproxeno 1.687 2.340 0.006 0.020 0.007 0.021
Fenilbutazona 1.987 2.241 0.012 0.041 0.015 0.044
Flurbiprofeno 2.276 2.689 0.012 0.041 0.011 0.033
Diclofenaco 1.103 1.097 0.012 0.041 0.012 0.036
Ibuprofeno 1.134 1.449 0.025 0.075 0.018 0.041

*Determinada para un nivel de concentracion de 2.5 mg/L

Analizando los resultados de la tabla 3.5 se puede observar que los coeficientes de
variacion de la repetibilidad y la precision inter-dia son buenos, ya que en la literatura
(AEFI 2011) se reporta que un coeficiente de variacion bueno es maximo del 5 % para un
ensayo con disoluciones estandares, y para los seis analitos de estudio se tienen coeficientes
de variacion menores al 5 %. Es importante mencionar que el coeficiente de variacion
depende la dispersion de los datos respecto a la media poblacional, entre mayor sea el
coeficiente de variacion los datos presentan una mayor heterogeneidad.

Para los limites de deteccion y cuantificacion experimentales, se obtuvieron valores
relativamente bajos considerando la sensibilidad del detector de UV. En la literatura para
estos compuestos se reportan limites de deteccion y cuantificacion que van de 0.0060 a
0.0330 mg/L (Calderon-Preciado et al., 2011) para nivel de contaminantes emergentes, lo
cual indica que los limites estadisticos y experimentales del LD y LC en este trabajo, se
encuentran dentro de lo esperado segln las publicaciones mas actuales, lo que conlleva a
que se tenga la certeza de poder discriminar la identificaciéon de estos contaminantes en

estos niveles de validacion.
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En la metodologia, se describieron las ecuaciones utilizadas para el calculo del
limite de deteccidon y cuantificacion. Estas ecuaciones pueden ser utilizadas si se tiene la
certeza de que los datos son homocedasticos y que la variacion en el eje de las x es
despreciable, dado que los datos obtenidos en la validacion del método cumple con los
requisitos anteriores, y ademas que el nivel mas bajo del intervalo de trabajo en el que se
verifico la linealidad de cada sistema se encuentran muy cerca del limite de cuantificacion,
lo que conlleva a que la incertidumbre asociada en la determinacion de los limites de
deteccion y cuantificacion es minima, es que se tiene la certeza de que se realiz6 una
correcta eleccion de las ecuaciones para los calculos de los limites de deteccion y
cuantificaciéon Lo anterior se puede constatar al tener valores experimentales de dichos

limites similares a los estadisticos, lo que nos confirma lo anteriormente descrito.

3.4. Desarrollo y optimizacion del método de extraccion de los AINE mediante Dispersion de
Matriz en Fase S6lida (DMFS)

3.4.1. Evaluacion de los frentes de elucién de los analitos

Dada la naturaleza de la matriz en la que se aplicé la metodologia desarrollada, fue que se
decidi¢ utilizar una técnica como la Dispersion de Matriz en Fase solida (DMFS) que
permite trabajar con las muestras solidas, ademds que se trata de una técnica robusta,
eficiente, selectiva, economica y de sencilla manipulacion.

Esta técnica presenta mucha similitud con la Extraccion en Fase Solida (EFS), sin
embargo su principal diferencia es que la muestra se disgrega con el adsorbente,
funcionando éste ademas de fase estacionaria como abrasivo de las paredes celulares de la
matriz vegetal, formando una columna de caracter cromatografico tnico dado que combina
las propiedades del adsorbente con las de la matriz. Considerando que los principios de la
cromatografia se pueden aplicar en la técnica de extraccion; lo primero que se evaluo fue la
afinidad de los analitos a dicho adsorbente y asi mismo la recuperacion de los farmacos.
Para ello se utilizaron dos disolventes comunes en la cromatografia de liquidos en fase

reversa: el acetonitrilo y el metanol.
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Desafortunadamente cuanto se probo6 el acetonitrilo se observaron extractos turbios,
esto se debe a la baja solubilidad de los AINE en dicho disolvente, por tanto se descarto el
acetonitrilo para efectuar los estudios de recuperacion de los farmacos.

En la figura 3.6 se observan los frentes de elucion determinados para los seis AINE
de estudio en una mezcla 30 % MeOH y 70 % agua. Esta mezcla es considerada de fuerza

eluente débil, dado que s6lo permite la recuperacion de los analitos en porcentajes bajos,

menores al 50 %.
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Figura 3.6. Elucion para los seis AINE en cuestion utilizando una mezcla 30 % MeOH / Agua. Evaluados

para una concentracion de fortificacion de 12.5 ng/mg de adsorbente
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Se trazaron los frentes de elucion de los analitos con diferentes proporciones de MeOH en
diferentes mezclas acuosas con el fin de evaluar el volumen y concentracion de disolvente
en el cual los analitos son recuperados obteniendo recobros altos y de la misma forma se
determin6 qué cantidad de dicho disolvente podia aplicarse al cartucho como lavado, y sin
presentar una pérdida importante de los firmacos (menor al 5 %).

Como se puede observar en las graficas de la figura 3.6 la fuerza eluente de la
mezcla metanol / agua, no es lo suficientemente fuerte para eluir con buenos porcentajes de
recuperacion a los analitos, ya que el % de recobro mas alto (aproximadamente 50 %) se
alcanza con aproximadamente 3.5 mL de la mezcla y solo para el ketoprofeno y el
naproxeno, ademas el volumen en el que se logra dicha recuperacion es muy alto, lo que se
traduciria a tener en el extracto a los analitos muy diluidos, lo que requeriria de un paso de
evaporacion para poder estar cerca del limite de cuantificacion instrumental. Por el
contario, las curvas muestran que el uso de 1 mL de este eluente podria servir para eliminar
algunas interferencias sin desorber a los compuestos de interés, esto se sabe ya que el
volumen de fuga de los analitos cuando se utiliza esta mezcla hidrometandlica es muy
pequeno.

Por lo anteriormente dicho, se decidid evaluar la recuperacion de los analitos con
otros eluentes de fuerza mayor como lo fue una mezcla con agua y metanol al 40 % y 50 %.

En la figura 3.7 se pueden apreciar los inicios de los frentes de elucion hasta 2.5
mL obtenidos para los analitos con dichas mezclas. Como se puede analizar en la figura el
porcentaje de recuperacion aumenta al incrementar la fuerza eluente de la mezcla, sin
embargo aun con dichas mezclas, 40 % y 50 % MeOH, no se alcanzaron recobros altos
(mayores al 80 %) con volimenes menores a 2 mL, ya que el alcanzar porcentajes de
recuperacion altos con dichas mezclas, implicaria un uso mayor de disolvente (mayor a 2
mL), lo cual se evitd ya que se quiso desarrollar un método con el menor uso de disolventes

y reactivos, logrando asi evitar evaporar los extractos.
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Figura 3.7. Elucion de los analitos de estudio utilizando dos mezclas diferentes 40 % MeOH y 50 % MeOH.

Evaluados para una concentracion de 12.5 ng/mg de adsorbente

Es importante notar que cuando se utiliza una mezcla acuosa con 40 % metanol la
fuga de los analitos es minima aun aplicando volimenes mayores, como lo es 1.0 mL,
situacioén contraria cuando se hizo pasar la mezcla con 50 % MeOH, a dicho volumen la
fuga de los analitos ya es considerable con ese volumen..

Por ejemplo; para la fenilbutazona aplicando un volumen de 1.0 mL de una mezcla

40 % MeOH y 60 % agua, la fuga de dicho analito es aproximadamente el 1.0 %, en
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cambio, para el mismo fdrmaco y haciendo pasar por el cartucho el mismo volumen sélo
que de una mezcla metanol / agua 50%/50%, la fuga de la fenilbutazona es del 8.5 %.

Como se puede apreciar la fuerza eluente de la mezcla que se aplica en el cartucho
de extraccion es primordial, ya sea para efectuar un lavado de interferencias o para realizar
la elucién y recuperacion de los analitos. Analizando los respectivos graficos de las figuras
3.6 y 3.7 se pudo deducir que en caso de emplear dichas proporciones (30, 40 y 50 %
MeOH) para recuperar los farmacos, los volumenes para obtener cerca del 80 % de recobro
deben ser muy altos (mayores a 2 mL), que como ya se dijo es poco practico.

Es por lo anterior que se probaron dos mezclas acuosas de mayor poder de elucion,
60 % y 70 % metanol. En la figura 3.8 se muestran los promedios de los frentes de elucion
obtenidos por triplicado para dichas mezclas de fase movil, en ésta se observa que el
porcentaje de recuperacion de los AINE aument6 notablemente logrando alcanzar casi el 80
% para los seis farmacos cuando se utilizé la mezcla 70 % MeOH, para la mayoria de los
AINE con 1.0 mL de la mezcla hidroorganica al 70 % MeOH se obtienen recobros cercanos
al 80 %.

También se puede observar que el ibuprofeno es el que presenta una mayor afinidad
hacia la fase estacionaria dado que es el mds lento en eluir, siendo el ketoprofeno y el
naproxeno los que presentan una menor afinidad hacia la fase estacionaria, esto se ve en los
volimenes necesarios para eluir dichos compuestos. Para el ibuprofeno haciendo pasar 2.0
mL de la mezcla acuosa al 70 % de MeOH se logra recuperar el 45 %, mientras que con 1.0
mL de la misma mezcla se encuentran recobros del 80 % para el ketoprofeno y naproxeno.
Esto es congruente con el orden de elucion de los farmacos en la columna analitica del

HPLC
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Figura 3.8. Frentes de elucion de los analitos de estudio utilizando dos mezclas diferentes 60 % MeOH y 70

% MeOH. Evaluados para una concentracion de 12.5 ng/mg de adsorbente

Finalmente, con el apoyo del estudio de los frentes de elucidon, se probo la
metodologia ya descrita con una mezcla acuosa 80 % MeOH y por separado utilizando
solamente metanol para recuperar los analitos.

Para simplificar los resultados obtenidos, en la tabla 3.6 se muestran los recobros

calculados utilizando 0.5 mL de la mezcla acuosa con 80 % metanol y 100 % metanol.
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Tabla 3.6. Recobros para los seis AINE. Utilizando s6lo metanol y una mezcla metanol /agua 80 /20

Analito 80 % metanol y 20 % agua 100 % metanol

% R (0.5 mL)* % R acumulado (1.0 mL)* % R (0.5 mL)*
Ketoprofeno 74.8 75.8 81.3
Naproxeno 80.1 80.8 82.3
Fenilbutazona 75.1 76.1 81.6
Flurbiprofeno 79.4 84.1 86.3
Diclofenaco 78.0 86.4 80.6
Ibuprofeno 70.5 84.1 82.4

*Evaluados para una concentracion de fortificacion de 12.5 ng/mg de adsorbente

Es posible notar que lo recobros obtenidos aplicando 1.0 mL de la mezcla con 80 % MeOH
y los recobros con 0.5 mL aplicando metanol 100% son similares, ademas de ser recobros
aceptables (mayores al 80 %) para un analisis a nivel de trazas.

A modo de resumen en la figura 3.9 se presenta un grafico de barras donde se
comparan para todas la mezclas hidrometandlicas que se utilizaron en los estudios de
retencion de los analitos hacia el adsorbente el porciento de recuperacion para un mililitro
de fase movil aplicado al cartucho de extraccion. En dicho grafico se observa notoriamente
el papel de la fuerza eluente de la fase movil en el cartucho de extraccion, a mayor
porcentaje de disolvente organico mayor poder de elucion (cromatografia en fase reversa),
y por lo tanto los analitos tendran una mayor afinidad hacia la fase moévil y tenderan a
fugarse, caso contrario cuando se utilizan proporciones de mezclas con bajo poder de
elucion, los analitos tendran mayor afinidad al adsorbente, lo que implica volimenes de
fuga pequefios, gran afinidad hacia el adsorbente lo que se traduce en altos volimenes de
disolvente en el caso de querer utilizar dichas proporciones para la recuperacion de los

farmacos.
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Recobros acumulados para los seis analitos de estudio con 1.0 mL de
diferentes mezclas hidrometandlicas

100
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Figura 3.9. Gréfico de barras de los recobros acumulados obtenidos tras aplicar 1 mL de diferentes

composiciones de eluente

Con todo lo analizado en este apartado se tomo la decision de llevar a cabo la
elucion de los analitos con 0.5 mL de metanol puro, logrando asi tener la mayor

concentracion de los farmacos en el menor volumen posible.

3.4.2. Evaluacion de interferentes e implementacion de la secuencia de elucion

Se evaluo el blanco de la matriz, el cual consistié de lechuga orejona, para ello se aplico la
metodologia descrita en la seccion 2.3.4.2. En la figura 3.10 se puede observar el
cromatograma obtenido del extracto de la matriz que se realiz6é por la DMFS y aplicando
0.5 mL de metanol para lograr la desorcion de los analitos en la columna de extraccion. En
el cromatograma se pueden observar algunas impurezas que pudieron haber afectado en la
identificacion de los analitos de interés, por esta razdn, previo a la elucion de los analitos
del cartucho de DMFS, y con base en los resultados de las curvas de elucion y teniendo

como criterior que cualquier lavado aplicado al cartucho la fuga de los analitos no debia
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sobrepasar el 5 %, con esto es que se implementé una serie de lavados que se cita a

continuacion, una vez empacado el adsorbente con la matriz:

1. Cuatro mililitros de agua desionizada acidificada con acido perclérico (pH 2.5).
2. Dos mililitros de una mezcla metanol / agua 10/90.

3. Un mililitro de una mezcla metanol / agua 30/70

4. Medio mililitro de una mezcla metanol / agua 40/60

5. Medio mililitro de metanol
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Figura 3.10. Perfil cromatografico del extracto de la lechuga orejona sin aplicar secuencia de lavados

Para tener una vision mas amplia de la matriz se encontré6 que los componentes de las
lechugas puede variar en proporcion dependiendo del tipo del que se trate, pero eso no
incluye que la componentes en esta hortaliza sean los mismos. Las sustancias que
componen esta matriz se encuentran 1 mg de hierro, 1.37 g de proteinas, 34.70 mg de
calcio, 1.50 g de fibra, 220 mg de potasio, 3 mg de yodo, 0.23 mg de zinc, 1.40 g de
carbohidratos, 8.70 mg de magnesio, 3 mg de sodio, 187 pg de vitamina A, 0.06 mg de
vitamina B1, 0.07 mg de vitamina B2, 0.80 mg de vitamina B3, 0.11 pg de vitamina BS5,
0.06 mg de vitamina B6, 1.90 pg. de vitamina B7, 33.60 pg de vitamina B9, 0.1 pg de
vitamina B12, 13 mg de vitamina C, 0.60 mg. de vitamina E, 28 mg. de fosforo, 0 mg. de
colesterol, 0.60 g de grasa, 1.36 g de azicar y 13 mg de purinas (URL:

http://alimentos.org.es/lechuga consultada por Gltima vez el dia 12-marzo-2016).
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El primer lavado con agua se aplico con la finalidad de eliminar componentes
altamente polares de la muestra y la degradacion de carbohidratos que pudiera contener la
matriz, ya que los azucares y carbohidratos se hidrolizan en medios acidos generando los
monosacaridos correspondientes, los cuales son solubles en agua. Los lavados 2, 3 y 4 se
seleccionaron para ir eliminando gradualmente interferencias como lo pueden ser las
vitaminas liposolubles. Teniendo esta idea, los lavados para eliminar dichas interferencias
tenian que ir aumentando su fuerza eluente sin llegar a fugar los analitos, de esta forma se
decidi6 lavar solo con 0.5 mL de la mezcla hidroorganica al 40 % MeOH, considerando la
informacion que proporcionaron los frentes de elucion antes descritos. Esta secuencia nos
asegur6 un volumen efectivo de lavado, sin llegar a perder mas del 5 % de los AINE.

Finalmente la recuperacion de los farmacos de interés se realizé con 0.5 mL de
metanol, por lo discutido en la seccion anterior y el extracto obtenido se llevo al equipo de
analisis. En la figura 3.11 se aprecia el cromatograma obtenido tras aplicar dicha secuencia
de lavados y se observa que es adecuada, ya que dentro del intervalo del tiempo de
retencion en el que se encuentran los AINE (4.0 — 10.0 min) no se observaron interferentes
notables, por lo que la discriminacion en la ausencia o presencia de dichos analitos se pudo

llevar a cabo con dicha metodologia DMFS-HPLC-UV.
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Figura 3.11. Cromatograma obtenido de la lechuga orejona tras aplicar la secuencia de lavados
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3.4.3. Estudio del efecto matriz y su interaccion con los analitos

Una vez determinada la secuencia de elucion de los AINE en las muestras de lechuga, se
prosiguid a evaluar la interaccion que pudiera existir de los analitos con la matriz, es decir
observar si el comportamiento que tienen los farmacos en la DMFS con los estandares y
solo el adsorbente, es el mismo comportamiento con la muestra. Se realizé la DMFS como
se describi6 en la metodologia (ver seccion 2.3.4.3).

En la figura 3.12 se puede observar el cromatograma obtenido del extracto de la
lechuga orejona fortificada con los AINE, para un nivel de concentracion 12.5 ng/mg de

muestra para cada farmaco.
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Figura 3.12. Cromatograma de un extracto obtenido tras adicionar la mezcla de farmacos (12.5 ng /mg) a la

lechuga orejona

En la tabla 3.7 se observan los recobros obtenidos para cada AINE con la muestra
fortificada, asi como sus coeficientes de variacion obtenidos de un quintuplicado. En ésta se
puede observar que los coeficientes de variacion son bajos, considerando la complejidad de
la matriz lo que indica que la metodologia de preparacion de muestra es repetible y viable
para el aislamiento de los analitos de estudio. Ademés cabe resaltar que los recobros
obtenidos en el ensayo con estandares fueron similares a los obtenidos con la matriz
fortificada para cinco analitos: ketoprofeno, naproxeno, flurbiprofeno, diclofenaco e

ibuprofeno; lo que indica que no existe efecto matriz hacia estos farmacos, es decir la
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metodologia que se propuso permite la identificacion de los AINE en esta matriz sin tener

interferencias por la misma.

Tabla 3.6. Recobros y coeficientes de variacion para los AINE de estudio a un nivel de concentracion de 12.5

ng/mg.
Analito Recobro (%) % CV
Ketoprofeno 90 7.4
Naproxeno 86.3 1.2
Fenilbutazona - -
Flurbiprofeno 85.9 0.85
Diclofenaco 83.1 4.45
Ibuprofeno 82.8 7.9

Sin embargo, en el cromatograma del extracto con la muestra fortificada con
estandares (figura 3.12) se observa que el pico asociado a la fenilbutazona, 6.28 min, se ve
disminuido notoriamente comparado con el pico obtenido en el cromatograma de la
disolucion estandar (figura 3.3), esto se debe a que existe una interaccion de la matriz con
este analito en la muestra.

Se realizaron varios ensayos de DMFS con el objetivo de comparar los diferentes
cromatogramas obtenidos del extracto de la lechuga orejona, como resultados se obtuvo
que para el ketoprofeno, naproxeno, flurbiprofeno, diclofenaco e ibuprofeno siempre se
obtenian porcentajes de recuperacion reproducibles; sin embargo, para la fenilbutazona se
aprecid una gran heterogeneidad en los resultados, para todos los ensayos realizados se
obtuvieron recobros por debajo del 50 %, so0lo que este porciento de recobro no era
repetible, en algunos ensayos se obtenia el 45 %, otras veces 20 %, 35 % de recobros y en
algunas ocasiones ausencia del pico cromatografico asociado a este analito; por lo que
investigando en la literatura se conocid que la fenilbutazona interaccionaba con la matriz y
¢ésta se degradaba.

En la literatura (Kennet et al.,1986) se encontré que la fenilbutazona dentro de los
AINE es de los compuestos menos estables por tratarse de un derivado de acido endlico.

Las dos principales reacciones de degradacion que puede sufrir la fenilbutazona es una
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reaccion de hidrolisis y una reaccion de oxidacion. La oxidacion de la fenilbutazona
principalmente es fotocatalitica, pero su cinética de reaccidon es lenta, por lo que la
oxidacion de la misma en el tratamiento de la muestra no es factible ya que el proceso de
extraccion es rapido, ademas de que al inicio de la investigacion se realizd un estudio de la
estabilidad de la mezcla de farmacos y la descomposicion de dicha mezcla se apreciaba
después de un mes de elaborada la disolucion.

La hidrdlisis de la fenilbutazona da principalmente dos productos de degradacion un
alcohol y una cetona (Min Li 2012), en la figura 3.13 se muestra un esquema de reaccion,
en la cual se pueden ver los principales metabolitos de este analito. Los compuestos
endlicos pueden sufrir una hidrélisis espontaneas seguidas de auto-oxidaciones como lo es

el caso de la fenilbutazona.
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Figura 3.13. Esquema de reaccion de los principales productos de degradacion de la fenilbutazona

Los productos de degradacion de la fenilbutazona son muy solubles en agua, sin
embargo, la velocidad de la hidrélisis de este AINE se ve afectada por el pH, temperatura,
y el medio o disolvente en el que se encuentre. Se ha reportado que la fenilbutazona en
disolventes con alta constante dieléctrica, como lo es el agua la desprotonacion es
favorecida, favoreciendo el equilibrio endlico en lugar de la estructura ceto, terminando asi
de degradarse (Fabre et al., 1984). Asi mismo el papel que juega la acidez en la

degradacion es que a pH 4acidos la transformacién se ve favorecida (Grippa et al., 2000),
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siendo el pH mas estable ligeramente bésico, de hecho la farmacopea de los Estados Unidos
Mexicanos reporta que las disoluciones de dicho farmaco se realizan a pH 7.9.

Con la informacion previamente mencionada, fue que se dedujo que con el agua
ligeramente acida que contiene la lechuga y el tiempo que se deja interaccionar una vez
fortificada la matriz es suficiente para lograr la degradacion de la fenilbutazona, de hecho la
mayoria de las articulos reportados analizan e identifican los productos de degradacion en
lugar de la fenilbutazona, y aquellas publicaciones en donde se estudia este farmaco se
evita el uso de adsorbentes como la silice, o disolventes proticos.

Dadas las caracteristicas estructurales tan diferentes de los productos de
degradacion de la fenilbutazona, la identificacion de éstos mediante la metodologia que
hasta el momento se habia planteado hubiera resultado dificil, ya que al tratarse de
alcoholes y compuestos ceto-enolicos su solubilidad en agua es elevada, lo que indica que
se deberia de cambiar la metodologia completa. Ademas de que las condiciones
cromatograficas se hubieran tenido que cambiar totalmente, también siendo indispensable
el uso de un gradiente y otra columna mas selectiva, lo cual aumentaria el costo de la
metodologia, por un solo analito. Sin embargo en un posterior trabajo no se descarta el
analisis de estos metabolitos con otro tipo de farmacos de polaridad similar como lo podria
ser el acetaminofén.

Cabe mencionar que la degradacion que sufre la fenilbutazona representa también el
mecanismo de eliminacion de ésta en el cuerpo humano. Una vez que se oxida, los
compuestos se conjugan con el acido glucorénico (4cido carboxilico similar a la glucosa
pero que presenta un grupo carboxilo en el carbono numero seis), lo cual hace que sea mas
hidrosoluble, eliminado asi el farmaco por la orina, a este proceso se le conoce como
glucoronidacion.

Finalmente por todo lo anteriormente discutido se descarté que lechugas pudieran
contener fenilbutazona, ya que en caso de existir el firmaco al momento de estar en

contacto con esta matriz acuosa, la degradacion del mismo seria inevitable.

104



3.4.4. Estudios de estabilidad de la muestra almacenada y del extracto, la

humedad de la muestra y las relaciones muestra:adsorbente en la DMFS

En la optimizacion de las condiciones del método de extraccion de los AINE por la técnica
de Dispersion de Matriz en Fase Solida, se realizd un estudio de estabilidad tanto de la
matriz como de los extractos obtenidos al aplicar el método de extraccion.

Durante cuatro meses, una vez a la semana se preparaba y se inyectaba un extracto
del blanco de la matriz, como resultado se obtuvo que en los cromatogramas
correspondientes no se observaron cambios significativos en el perfil del mismo, es decir
no se observaron la presencia de picos nuevos, por lo que se dedujo que la matriz presentd
elevada estabilidad. La lechuga molida y triturada fue resguardada en congelacion y en
viales dmbar, con esto se disminuyod la foto-oxidacion de la lechuga, lo que explicaria el
porque se pudo utilizar la misma matriz para toda la validacion, ya que si existia una
descomposicion de la lechuga ésta no era perceptible para la deteccion usada.

Pero la situacion fue diferente con los extractos de la matriz (blanco) almacenados
durante 24 horas, se observo que si habia diferencia notoria en un extracto de la matriz sin
adicionar la mezcla de farmacos inyectada en el momento en que se realizé la metodologia
de extraccion, y el mismo extracto inyectado al dia siguiente, los perfiles cromatograficos
eran totalmente distintos, en el cromatograma que se obtuvo del extracto que se inyect6 al
dia siguiente de realizada la metodologia se observaron varios interferentes en el tiempo de
retencion de los analitos de estudio, que en un extracto recién obtenido no se observaban;
por esta razon se inyectaron todos lo extractos en el mismo dia en el que se obtenian y es
recomendado que la metodologia propuesta se aplique asi.

Dada la observacion experimental que se realizé al momento de dispersar la muestra
en el adsorbente con ayuda del pistilo en el mortero de 4gata, se aprecid que éste se
humedecia por el alto contenido de agua que contenia la lechuga, por lo que se realizé un
experimento por quintuplicado donde se dejo secar en 200 mg de lechuga en un portaobjeto
hasta masa constante (ver seccion 2.3.4.4), y asi realizar el método por DMFS en masa
seca.

Los resultados que se obtuvieron fueron mas que nada observaciones

experimentales, ya que los cromatogramas obtenidos usando masa seca y humeda no
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diferian entre si, se siguian obteniendo recobros parecidos con coeficientes de variacion
similares. Sin embargo, al utilizar la masa seca, se encontrd que se perdia mucha biomasa
por raspado del portaobjeto, ya que al no tratarse de una muestra homogénea se generaban
conglomerados de matriz que eran muy dificiles de despegar. También una vez despegada
la matriz y colocada en el mortero de agata con el adsorbente, se tenian dos opciones: si se
queria homogenizar el adsorbente con la matriz, ésta se tenia que triturar demasiado para
destrozar dicho grumos, porque de lo contrario al momento de realizar los lavados y la
elucion, al estar muy empacado, la aplicaciéon de la secuencia de eluentes tardaba
demasiado tiempo; la segunda opcion era no disgregar dichos grumos pero la matriz
realmente no se dispersaba con el adsorbente, logrando observar en el cartucho de
extraccion el adsorbente abajo y la muestra seca arriba, lo cual indica que no se estaba
realizado adecuadamente la dispersion de la matriz. Por estas razones fue que se decidid
preparar y pesar la muestra en masa himeda, ya que al final fue mas practico y el perfil de
cromatograma no se vio modificado.

Otro factor que se consider6d importante para el desarrollo del método, fue el tiempo
que se dejaba la muestra en contacto con el adsorbente antes de disgregar y empacar. Se
observd que cuando la muestra se pesaba y se dispersaba inmediatamente se volvia una
pasta viscosa por el contenido de agua, pero si se pesaba y transcurrido un tiempo se molia
con ayuda del pistilo, la cantidad de agua era menor y se obtenia una pasta mas solida. Por
lo anterior es que se decidid controlar dicho factor, ésta también podria ser la razon de los
recobros tan variantes en la degradacion de la fenilbutazona, si se homogenizaba
inmediatamente se tenia mas contenido de agua, lo que se traduce a una mayor degradacion
y por ende en menor recuperacion. Para poder controlar dicho tiempo, una vez pesada la
lechuga orejona se dejo 15, 20, 30, 60 y 120 minutos en contacto con el adsorbente antes de
dispersar la matriz.

Los resultados obtenidos fueron importantes; cuando no se dejaba tiempo de secado
o se dejaba 15 minutos a la intemperie y se preparaba inmediatamente la muestra, se
obtenian perfiles cromatograficos ligeramente diferentes al ya presentado con anterioridad,
en el caso de haber seleccionado dichos tiempos de secado para la metodologia que se
desarrollo, la identificacion y/o cuantificacion de los analitos a concentraciones muy bajas

de los mismos hubiera sido dificil de realizar por la existencia de pequefio picos. Pero a
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tiempos de 60 y 120 minutos se obtenia un grumo enorme de biomasa lo cual no era
practico por lo ya explicado con anterioridad. Estos resultados fueron determinantes para
fijar un tiempo de espera o tiempo de secado a la intemperie, previo al disgregado de la
muestra con el adsorbente. El tiempo que se utilizé para el fin de la metodologia fue de 30
minutos, con este tiempo se asegurd que cierta cantidad de agua se evapore de la muestra
arrastrando componentes que pudieran ser volatiles y pudieran interferir con la
identificacién de los AINE, pero dejando al mismo tiempo la suficientemente humedad
para poder realizar una manipulacion sencilla de la matriz y del empacado.

Un factor que se considera importante en la Dispersion de Matriz en Fase Solida es
la relacion adsorbente:matriz (Steven, 2007). Hasta el momento se habia realizado todo el
disefio de la metodologia con una relacion 1:1, aunque también se probaron las relaciones
2:1 y 4:1 para saber si habia dependencia de esta relacion, al estudiar los perfiles
cromatograficos no se observaron cambios significativos en ellos, por lo que se decidio
dejar la relacion 1:1 y asi tener una mayor cantidad de muestra, asi se asegur6d que en el

pesado de la muestra una parte fuera biomasa con la parte acuosa de misma matriz.

3.5. Validaciéon del método DMFS-HPLC-UV

Se evaluaron los mismos pardmetros que en la validacion instrumental: la linealidad para
cada AINE, la repetibilidad, la precision intermedia, el limite de deteccion y cuantificacion
experimental y el estadistico.

En la figura 3.14 se encuentran las curvas de linealidad, area = f(ng/mg de
muestra), para el ketoprofeno, naproxeno, flurbiprofeno, diclofenaco e ibuprofeno. Al
analizar cada curva se observa que las barras de error son muy pequefias, y son de magnitud
similar, lo que nos podria dar una idea de que se tratan de datos homocedéasticos por simple
inspeccion, de cualquier forma se realizd la prueba de Cochran para confirmar; la prueba

arrojo que para los cinco analitos, las curvas estan construidas con datos homocedasticos.
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Curvas de linealidad del método
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Figura 3.14. Curvas de calibracion del ketoprofeno., naproxeno, flurbiprofeno, diclofenaco e ibuprofeno. En

un intervalo de 0.25 a 50 ng /mg de muestra

En la tabla 3.8 se encuentran sintetizados las ecuaciones de regresion y los
coeficientes de determinacion para cada analito, se puede notar que estos coeficientes son
mayores a 0.99, lo que indica que la respuesta en el intervalo evaluado es lineal. Ademas de
que la ordenada al origen es muy pequefia considerando la escala de la curva de calibracion,
esto nos confirma los estudios anteriormente realizados y discutidos que el efecto matriz es
minimo, y que en dado cado de tener ausencia de los analitos el método es capaz de
discriminar esto.

Con los valores de la pendiente, la ordenada al origen y sus respectivas desviaciones
estandar obtenidos mediante del analisis de regresion por minimos cuadrados, se calcularon
los limites de deteccion y cuantificacion del método. En la tabla 3.9 se encuentran los
resultados de los parametros de validacion evaluados. Respecto a la repetibilidad y la
precision intermedia del método, medida con un ensayo intra-dia e inter-dia
respectivamente. Los porcentajes del coeficiente de variacion fueron menores al 5 %, lo

que indica que el método es repetible y reproducible.
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Tabla 3.8. Estudio de linealidad del método para los cinco compuestos de interés

Analito Ecuacion de calibracion Coeficiente de )
determinacion (r°)
Ketoprofeno y=10.049x + 10.577 0.99385
Naproxeno y=25.237x-9.1294 0.99587
Fenilbutazona Sufre degradacion
Flurbiprofeno y =13.124x - 10.045 0.99917
Diclofenaco y =16.632x - 3.1509 0.99932
Ibuprofeno y=8.7493x - 13.12 0.99723

Tabla 3.9. Parametros de la validacion del método para los cinco AINE.

Parametros de Limites Limite tedricos
validacién experimentales
Analito Repetibilidad }.’recisic")n Limite' (’16 Limite de.zr Limite. fle Limite d@ ’

(% CV) inter-dia | deteccion | cuantificacion | deteccion | cuantificacion
_ 5 (% CV) (LD) (LO) (LD) (LO)
I n=3* ng /mg ng /mg ng /mg ng /mg
Ketoprofeno 2.26 2.47 0.062 0.206 0.023 0.070
Naproxeno 0.17 0.30 0.031 0.103 0.008 0.026

Fenilbutazona - - - - - -

Flurbiprofeno 0.57 0.92 0.062 0.206 0.017 0.052
Diclofenaco 2.53 2.17 0.062 0.206 0.014 0.041
Ibuprofeno 0.99 1.42 0.062 0.206 0.027 0.081

*Evaluados para una concentracion de 12.5 ng/mg de adsorbente

De los limites de deteccion y cuantificacion experimentales podemos decir que son
niveles realmente bajos para un detector de UV, al no existir ain norma para este tipo de
contaminantes las respectivas curvas se trazaron lo mas cercano al limite de cuantificacion
instrumental, para asi tener la mejor deteccion y poder asi discriminar la presencia de estos
farmacos en matrices vegetales. De la misma forma que se dijo en la validacion
instrumental los limites de deteccion experimentales estuvieron cercanos a los teoricos, esto
se debe a que no existe realmente variacion en el eje de las x, por lo que la pendiente y la
ordenada al origen, asi como sus respectivas desviaciones estandar estdn asociadas
solamente a la variabilidad de la respuesta del equipo.

Por otra parte, un tipo de grafico importante a estudiar es el de la figura 3.15 que

representa la concentracion recuperada en funcion de la concentracion anadida, donde se
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puede corroborar que el método efectivamente presenta una respuesta lineal, ya que los

coeficientes de correlacion son mayores a 0.99. El valor de la pendiente multiplicado por

cien, es el porcentaje de recuperacion de los analitos, por ende para esta metodologia los

recobros para los cinco analitos se encuentran por arriba del 80 %, lo cual se considera

aceptable para un analisis de trazas.
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Figura 3.15. Grafico de concentracion recuperada en funcion de la concentracion adicionada para los AINE

de estudio
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Como se pueden ver en los valores de la pendiente de cada grafico de la figura anterior, lo
recobros obtenidos para el proceso total son similares a los obtenidos cuando se evaluo la
elucion de los analitos con 100 % metanol (tabla 3.6), esto nos indica que el porcentaje de

recuperacion no estd en funcion del nivel de concentracion.

3.6. Aplicacion de la metodologia propuesta para la extraccion y determinacion de

AINE en diferentes tipos de lechuga

Se evaluo la metodologia propuesta en diferentes tipos de lechuga: la romana, la italiana, la
francesa y la escarola. En la figura 3.16 se muestran a modo de ejemplo los cromatogramas
de los extractos obtenidos aplicando el método optimizado a diferentes lechugas sin
adicionar la mezcla de farmacos.

En los perfiles cromatograficos de los extractos provenientes de las diferentes
lechugas, se observa que se obtenian extractos libres de interferentes, lo que indica que la
metodologia propuesta sirve para la identificacion de los AINE en cualquier tipo de

lechuga, siempre ey cuando se encuentren por arriba del limite de deteccion.
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Después se fortificaron las lechugas con un nivel de concentracion de 12.5 ng/mg de
muestra con el fin de comparar si la interaccion de los analitos con las diferentes lechugas
era la misma que presentd la lechuga orejona (utilizada para el desarrollo del método). A
manera de ejemplo se observan dos cromatogramas (figura 3.17), obtenidos de los

extractos fortificados de la lechuga francesa e italiana, el comportamiento de la lechuga

escarola y la romana fue similar.
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Figura 3.17. Cromatogramas de dos diferentes lechugas adicionadas a un nivel de concentracién de 12.5

ng/mg de muestra. (a) francesa. (b) italiana.
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Se puede apreciar que el comportamiento de los analitos en estas lechugas es parecido, sin
mostrar interferentes en los tiempos de retencion de los compuestos de interés. Ademas se
obtuvieron recobros similares al 80 % para el ketoprofeno, naproxeno, flurbiprofeno,
diclofenaco e ibuprofeno y se siguié observando disminucion en el area o como se puede
apreciar en la figura 3.17-b hasta la casi ausencia del pico de la fenilbutazona.

Finalmente se aplicoé el método DMFS-HPLC-UV propuesto para identificar a los
AINE en 20 lechugas provenientes de diferentes mercados populares de la Ciudad de
México. Quedd en manifiesto que no se detectaron los cinco farmacos en cuestion en las
diferentes lechugas, esto no implica que no estén presentes estos compuestos en las
lechugas a concentraciones por debajo del limite de deteccion del método, probablemente
usando un detector mas sensible como lo es el del fluorescencia o uno de masas, se podrian
detectar algunos farmacos, si se encontraran a concentraciones mas bajas. Pero con estos
resultados se puede tener la tranquilidad de que al ingerir cualquier lechuga de los
mercados muestreados en este trabajo, éstas estan libres a estos niveles de concentracion de
estos farmacos, lo cual si estdn a mas bajas concentraciones que los delimitados en este
trabajo no afectarian en el organismo, sin embargo se debe tener cuidado que con el ritmo
de vida actual efectivamente este grupo de farmacos se sigan considerando como
contaminantes emergentes y que no dentro de unos afios ya sean detectables a mayores
concentraciones, ya que en altas concentraciones algunos AINE si tienen efectos
toxicologicos y en algunos caso embriotdxicos como es el caso del ketoprofeno (hoja
médica de seguridad emitida por la Facultad de Medicina de la UNAM).

La dosis letal media (DL50) para este tipo de farmacos es muy elevada,
aproximadamente es de 486 mg/Kg, el estudio realizado en este trabajo demuestra que por
lo menos en lechugas se encuentra muy por debajo de la dosis letal, pero esto no es para
relajarse si no para tomar precauciones y concientizar a la poblacion sobre la ingesta
desmedida de este tipo de medicamentos, asi como mejores regulaciones para la
disposicion de este tipo de compuestos, ya que este grupo de farmacos estdn presentes en

las aguas potables a concentraciones mas apreciables.
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3.7. Busqueda de los AINE en diferentes matrices vegetales

Se aplic6 la metodologia en otras matrices tipo vegetal, semejantes a la lechuga dado que

estan constituidas por hojas, como una forma de evaluar la robustez del método. Las

matrices que se evaluaron fueron: espinacas, germen de trigo, col blanca, epazote, apio,

cilantro, acelga, perejil y ademdas una alga comercializada en tabletas usadas como

suplementos alimenticios con la microalga Spirulina.
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(6.39 min), flurbiprofeno (7.74 min), diclofenaco (9.03 min) e Ibuprofeno (10.21 min) y los extractos de los blancos del apio, la col
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Figura 3.19. Cromatogramas de la inyeccion de la disolucion estandar. Ketoprofeno (4.33 min), Naproxeno (4.98 min), Fenilbutazona
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En las figuras 3.18 y 3.19 se observan los cromatogramas obtenidos para estas muestras sin
adicionar la mezcla de farmacos, con el fin de comparar los blancos de diferentes matrices
con la disolucién estandar de los fArmacos es que se presentan en una misma figura.

Se puede observar que la metodologia de extraccion propuesta para las lechugas se
puede aplicar a otras matrices como lo son: las acelgas, el apio, la col blanca y la alga
Spirulina y también se podria utilizar con el germen de trigo y la espinaca teniendo en
mente que existen interferentes que podrian afectar en andlisis para niveles de
concentracion bajos. El epazote y el cilantro si presentaron interferencias cercanas a los
tiempos de retencion de los dos primeros analitos, por lo que se debe de optimizar otra
secuencia de elucidn si se quisieran eliminarlas.

A modo de ejemplo en la figura 3.20 se presentan dos cromatogramas de las
muestras adicionadas; uno corresponde a una matriz en la cual si se puede utilizar el
método (a) col blanca y el segundo cromatograma el de un extracto de espinaca (b) donde
se puede aplicar la metodologia de extraccidn, para niveles de concentracion concentracion
altas (arriba de 5.0 ng/mg), ya que la matriz presenta interferentes que podrian afectar la
cuantificaciéon en concentraciones bajas de los analitos, principalmente para los analitos
menos retenidos, ketoprofeno y naproxeno.

En cuanto al perfil del cromatograma para la col blanca se encuentra bien definido,
lo que permitiria una buena cuantificacion, en cambio para la espinaca el primer pico co-
eluye con la matriz lo que afectaria la cuantificacion, sin embargo es posible identificar a
los demas AINE.

Con las figuras presentadas en esta seccion se puede decir que la metodologia
propuesta es robusta, ya que al ser aplicada a otros vegetales tipo hoja, se obtuvieron
resultados similares a las lechugas. Asi mismo la metodologia DMFS-HPLC-UV, sirvio
para la extraccion, e identificacion de los analitos en una alga, Spirulina, la cual de manera
similar a la lechuga es una matriz vegetal, presenta alta concentracion en pigmentos verdes,

y clorofilas.
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CAPITULO 4

CONCLUSIONES

1. Con base en los objetivos se desarrolld una metodologia analitica fiable y robusta para la
extraccion y andlisis de cinco farmacos antiinflamatorios no esteroideos (AINE) de uso
comun en la poblacién mexicana: ketoprofeno, naproxeno, flurbiprofeno, diclofenaco e

ibuprofeno.

2. Para la extraccion de los analitos se utilizo la técnica de Dispersion de Matriz en Fase
Solida (DMFS), optimizando y validando el método DMFS-HPLC-UV de los mismos. Se
obtuvieron parametros de validacion confiables de acuerdo con los criterios de aceptacion

de la USP 31.

3. Los limites de deteccion y cuantificacion obtenidos fueron bajos para un sistema de
deteccion UV, estuvieron en el orden de ng/mg de muestra, que era el orden de magnitud
esperado en el que se podrian encontrar en esta matriz los farmacos, lo que indica que el
método propuesto permite la identificacion de dichos AINE por arriba del limite de

deteccion del método.

4. Se obtuvo una respuesta lineal de los farmacos de un intervalo de 0.25 a 50 ng/mg,

obteniendo recobros superiores al 80 %, valor aceptable para un analisis a nivel de trazas.

5. Se aplicéd la metodologia desarrollada, DMFS-HPLC-UV, a diversos tipos de lechugas
provenientes de los mercados mas populares de la Ciudad de México, donde no se

detectaron los AINE de interés en dichas matrices.

6. Se evalud el método en otras matrices vegetales tipo hoja y similares, que tienen en
comun con la lechuga la presencia de pigmentos y clorofilas, se probo en: perejil, espinaca,
germen de trigo, col blanca, epazote, apio, cilantro, acelgas y una alga que se comercializa
en capsulas la Spirulina. De las distintas matrices evaluadas se determiné que la

metodologia propuesta para la identificacion y determinacion de los cinco AINE se puede
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aplicar ademas de lechugas en las acelgas, el apio, la col blanca y las capsulas de la alga

Spirulina; para las demas matrices se tendria que realiza un paso adicional de clean-up.
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ANEXO |
Estadistico de Cochran

La prueba introducida por Cochran (1941) era considerablemente de méas facil computo que
las otras pruebas en ese tiempo

Cuando todas las muestras son de igual tamafio, la hipdtesis de igualdad de
varianzas (homocedasticidad) se rechaza si g > g, n «; donde el valor de g, ,  se obtiene de

la tabla de valores criticos para la prueba de Cochran (Walpole & Myers 1989).

o {52 ., -
g= W;‘x {z;} Ecuacion del estadistico de Cochran
i=1°i

A continuacion se muestra a modo de resumen un ejemplo del calculo que se realiz6
para asegurar la homocedasticidad de los datos de las curvas de calibracion tanto del
sistema como del método, por simplicidad s6lo se muestra un ejemplo, para todos los

analitos y todas las curvas se realizé de la misma manera

Nivel de concentracion Desviacion estandar
(mg/mL)
0.05 1.92
0.5 1.72
1.0 1.26
2.5 1.24
5.0 1.88
10.0 1.50

Tabla I. Varianzas asociadas a diferentes niveles de concentracion para el ketoprofeno en la validacion del

sistema
Las hipdtesis planteadas fueron

Ho : Se tratan de datos homocedasticos

Hi : Existe diferencias en al menos una varianza, y se tratan de datos heterocedasticos
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En primera instancia a partir de las desviaciones estandar se obtuvieron las varianzas, esto

se hizo sacando el cuadrado de la desviacion estandar para cada nivel de concentracion,

después estos valores se sumaron teniendo asi el denominador del estadistico. Para el

numerador se selecciond la varianza mas grande, finalmente se realizo el cociente.

méax {s}} _ 3.6864

k

i

s2  15.5544

= 0.2370

Para obtener el valor critico de la prueba de Cochran se utiliza el estadistico ji-cuadrada, se

selecciond en primera instancia la confianza (95 %), es decir a = 0.05 y cinco grados de

libertad (n-1). Por ende el valor critico revisando en la tabla II 11.070.

El valor de g (0.2370) es menor que > g4 » k (11.070), lo que implica que la serie de

datos son de varianzas iguales, es decir homocedasticos.

a
o

0,001

10,828
13,816
16,266
18,467
20,515

22,458
24,322
26,124
27,877
29,588

31,264
32,509
34,528
36,123
37,697

33,252
40,750
42,312
43,820
45,315

46,797
48,268
43,728
51,179
52,620

54,052
55,476
55,892
58,301
55,703

61,098
62,487
£3,870
65,247
66,619

73,402

98,607
124,839
137,208
145,443
173,617
197.451

0,005

7,879
10,597
12,838
14,860
16,750

18,548
20,278
21,955
23,589
25,188

26,757
28,300
23,819
31,319
32,801

34,267
35,718
37,156
38,582
33,997

41,401
42,796
44,181
45,559
45,928

48,290
43,645
50,993
52,336
53,672

55,003
56,328
57,648
58,064
50,275

56,766

51,952
116,321
128,299
140,169
163,648
1RA.R4T7

0,01

6,635
9,210
11,345
13,277
15,086

16,812
18,475
20,090
21,666
23,209

24,725
26,217
27,688
29,141
30,578

32,000
33,409
34,805
36,191
37,566

38,932
40,289
41,638
42,980
44,314

45,642
465,963
48,278
49,588
50,892

52,191
53,486
54,776
56,061
57,342

63,691

88,379
112,329
124,116
135,607
158,950
181.84n

0,02

5,412
7,824
9,837
11,668
13,388

15,033
16,622
18,168
19,679
21,161

22,618
24,054
25,472
26,873
28,259

29,633
30,595
32,346
33,687
35,020

36,343
37,659
38,968
40,270
41,566

42,856
44,140
45,419
46,693
47,962

48,226
50,487
51,743
52,935
54,244

50,436

84,580
108,069
119,548
131,142
153,918
176.471

0,025

5,024
7,378
9,343
11,143
12,833

14,449
16,013
17,535
19,023
20,483

21,520
23,337
24,736
26,119
27,488

28,845
30,191
31,526
32,852
34,170

35,479
36,781
38,076
33,364
40,646

41,523
43,195
24,461
45,722
46,579

48,232
43,480
50,725
51,966
53,203

59,342
83,298
106,629
118,136
129,561
152,211
174 /48

0,03

4,709
7,013
8,047
10,712
12,375

13,968
15,509
17,010
18,480
19,922

21,342
22,742
24,125
25,493
26,848

28,191
29,523
30,845
32,158
33,462

34,759
36,049
37,332
38,609
39,880

41,146
42,407
43,662
44,913
45,160

47,402
48,641
48,876
51,107
52,335

58,428

82,225
105,422
116,869
128,237
150,780
1732118

0,04

4,218
6,438
8,311
10,026
11,644

13,198
14,703
16,171
17,608
19,021

20,412
21,785
23,142
24,485
25,516

27,136
28,445
29,745
31,037
32,321

33,597
34,867
36,131
37,389
38,642

39,589
41,132
42,370
43,604
44,634

46,059
47,282
48,500
49,716
50,928

56,946

80,482
103,459
114,806
126,079
148,447
170.A24

0,05

3,841
5,931
7,815
5,488
11,070

12,592
14,067
15,507
16,919
18,307

18,675
21,026
22,362
23,685
24,596

26,296
27,587
28,869
30,144
31,410

32,671
33,524
35,172
36,415
37,652

38,885
40,113
41,337
42,557
43,773

44,585
46,194
47,400
48,602
49,802

55,758

78,082
101,879
113,145
124,342
146,567
1AR.A13

0,10

2,706
4,605
5,251
7,779
9,236

10,645
12,017
13,362
14,684
15,987

17,275
18,549
19,812
21,064
22,307

23,542
24,768
25,989
27,204
28,412

23,615
30,813
32,007
33,196
34,382

35,563
36,741
37,916
33,087
40,256

41,422
42,585
43,745
24,903
45,059

51,805
74,397
96,578

107,565

118,498

140,233

1A1.R27

0,15

2,072
3,794
5,317
6,745
8,115

9,446
10,748
12,027
13,288
14,534

15,767
16,989
18,202
19,406
20,603

21,793
22,977
24,155
25,329
26,498

27,662
28,822
29,973
31,132
32,282

33,429
34,574
35,715
36,854
37,950

39,124
40,256
41,386
42,514
43,640

49,244
71,341
93,106
103,904
114,659
136,062
157.3572

Tabla Il. Estadistico ji-cuadrada

0,20

1,642
3,213
4,642
5,989
7,289

8,558

9,803
11,030
12,242
13,442

14,631
15,812
16,985
18,151
19,311

20,465
21,615
22,760
23,900
25,038

26,171
27,301
28,429
29,553
30,675

31,795
32,912
34,027
35,138
36,250

37,358
38,466
39,572
40,676
41,778

47,269
68,572
20,405

101,054

111,667

132,806

153 .R54

0,25

1,323
2,773
4,108
5,385
5,626

7,841

5,037
10,219
11,389
12,549

13,701
14,845
15,984
17,117
18,245

18,369
20,489
21,605
22,718
23,828

24,535
26,039
27,141
28,241
29,339

30,435
31,528
32,620
33,711
34,800

35,887
36,073
38,058
39,141
40,223

45,616
66,581
88,130
98,650

109,141

130,055

150.8G4

0,30

1,074
2,408
3,665
4,878
5,064

7,231
8,383
5,524

10,656

11,761

12,899
14,011
15,119
16,222
17,322

18,418
19,511
20,601
21,689
22,775

23,858
24,939
26,018
27,096
28,172

29,246
30,319
31,391
32,461
33,530

34,598
35,665
36,731
37,795
38,859

44,165
65,227
86,120
96,524

106,906

127,616

14R.2/9

0,35

0,873
2,100
3,283
4,438
5,573

6,695
7,806
8,508

10,006

11,097

12,184
13,266
14,345
15,421
16,494

17,565
18,633
19,692
20,764
21,826

22,588
23,947
25,006
26,063
27,118

28,173
29,227
30,272
31,331
32,382

33,431
34,480
35,528
36,576
37,623

42,848
63,628
84,284
04,581

104,862

125,383

145 RA3

0,40

0,708
1,633
2,946
4,045
5,132

6,211
7,283
8,351
9,414
10,473

11,530
12,584
13,636
14,685
15,733

16,780
17,524
18,868
19,910
20,951

21,891
23,031
24,069
25,106
26,143

27,178
28,214
29,249
30,283
31,316

32,348
33,381
34,413
35,444
36,475

41,622
62,135
82,566
92,761
102,946
123,289

143,604
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