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1. Introduccion

La epidemiologia basada en agua residual (WBE, por sus siglas en inglés) se basa en el
monitoreo de marcadores quimicos y bioldgicos en agua residual para rastrear patrones de
diseminacion de enfermedades y tendencias de salud publica en una poblacion determinada
[1]. Con ello, se pueden realizar evaluaciones a nivel comunitario sobre el consumo, uso o
liberacion per cépita de sustancias farmacéuticamente activas, asi como monitorear la
propagacion de enfermedades infecciosas y otras condiciones de salud que pueden reflejarse
en las aguas residuales, como el uso de drogas ilicitas o la exposicion a toxinas [1-3].

Al monitorear los niveles de material genético en las aguas residuales, se puede obtener una
alerta temprana de brotes de enfermedades y rastrear la propagacion de los agentes
etioloégicos en una comunidad determinada [4]. Por ejemplo, en el estado de Hidalgo se
midieron los residuos de ARN del virus SARS-CoV-2 (0-197 655 copias/L) en aguas
residuales, con el fin de determinar la prevalencia de contagio y obtener un intervalo de casos
de COVID-19. Se encontrd que la poblacion infectada oscil6 entre el 1.4 % y el 41.7 %, en
contraste con los datos oficiales que reportaron entre el 0.1 % y el 0.3 %. Esto puede estar
indicando la subestimacion de contagios basado solo en los reportes de nuevos casos
positivos, y por ello, la WBE puede ser empleada como una herramienta complementaria de
seguimiento epidemiologico [5]. Al monitorear los niveles de los medicamentos usados para
el tratamiento de enfermedades especificas en las aguas residuales, los funcionarios de salud
publica pueden obtener informacion sobre la prevalencia y los patrones de consumo en una
poblacion determinada, lo que convierte a la WBE en una herramienta prometedora para
monitorear la salud publica y proporcionar una alerta temprana de brotes de enfermedades
[6-8].

Durante la emergencia sanitaria por COVID-19, no se especificoO ningun tratamiento
profilactico o preventivo con evidencia demostrada por parte de la Secretaria de Salud
(Instituto Mexicano del Seguro Social 2020). Fue hasta agosto de 2021 cuando se publico la
guia clinica para su tratamiento, en la que se aprobo el uso de los firmacos dexametasona,
remdesivir y tocilizumab [10]. A continuacion, se enlistan algunos medicamentos para el
tratamiento del COVID-19 y la evidencia que lo sustenta.

En junio de 2020, el ensayo RECOVERY (Randomized Evaluation of COVID-19 Therapy),
realizado en el Reino Unido mostréd que el corticosteroide dexametasona tuvo un efecto
beneficioso en la reduccion de la mortalidad entre los pacientes gravemente enfermos con
COVID-19 que requerian asistencia respiratoria. El estudio encontr6 la reduccion en un tercio
de la mortalidad en pacientes con ventiladores y en una quinta parte en pacientes que
recibieron oxigenoterapia [11].

Asi mismo, el uso del agente antiulceroso famotidina se asocidé con un menor riesgo de
mortalidad e intubacion en pacientes graves de COVID-19 [12,13]. En el caso de metformina,
principal medicamento para el tratamiento de la diabetes tipo 2, se observaron casos de
reduccion de la mortalidad en pacientes con uso previo de éste, ya que coadyuva a aliviar la
inflamacion severa y el dafio al tejido pulmonar; ello debido a sus propiedades anti-
hiperglucémicas e inmunomoduladoras [14,15].



La indometacina, antinflamatorio no esteroideo se ha administrado, en dosis bajas, como
tratamiento para la COVID-19, debido a su actividad antinflamatoria y antiviral, reduciendo
los sintomas como fiebre, tos y dolor muscular de manera eficiente [16,17]. El antibiotico
azitromicina también se usé como una terapia el tratamiento de la COVID-19 e infecciones
bacterianas secundarias dado su actividad antiviral e inmunomoduladora con un perfil de
seguridad bien conocido [18].

Aunque a mediados del 2021 se determind que el uso de azitromicina en combinacion con el
antiparasitario ivermectina no mostré evidencia positiva en el tratamiento de los sintomas
por COVID-19 [10]. Durante 2021, el IMSS recomendd su uso en combinacidon con
ivermectina, como profildctico en personal de salud y en pacientes con atencion ambulatoria,
observando que con un manejo temprano y seguimiento estrecho se lograba limitar la
progresion de la enfermedad y disminuir potencialmente la necesidad de servicios
hospitalarios, ademas de ser un tratamiento econémico y seguro [19].

En la siguiente tabla se enlistan algunas de las propiedades fisicas y quimicas de los analitos
previamente mencionados.

Tabla 1.1. Propiedades fisicoquimicas de los fArmacos previamente mencionados.

Azitromicina|Dexametasong Famotidina | Indometacina | Ivermectina Metformina

[24] [23] [21] [22] [25] [20]

Masa 478.98 392.46 337.44 357.79 g/mol 875.1 129.16
molecular g/mol g/mol g/mol g/mol
S 0.514 1.38

Solubilidad 0.89 mg/mL | 1.0 mg/mL | 0.937 mg/mL | Insoluble

mg/mL mg/mL
pKa 8.5 12.42 ggg 45 12.47 12.4
logP 3.03 1.83 -0.64 4.27 4.37 -2.6

*Solubilidad en agua a 25 °C.
2. Objetivos

2.1 Objetivo general

Desarrollar y wvalidar un método analitico basado en EFS-HPLC-MS/MS para la
preconcentracion, purificacion y cuantificacion de los farmacos metformina, famotidina,
indometacina, dexametasona, azitromicina e ivermectina en muestras de agua residual cruda.

2.2 Metas
o Desarrollar y optimizar un método analitico basado en HPLC-MS/MS mediante
disefio de experimentos para seis analitos.
. Optimizar una metodologia de extraccion en fase solida (EFS) para la extraccion,

purificacion y preconcentracion de los seis farmacos propuestos.

o Validar la metodologia analitica desarrollada (EFS-HPLC-MS/MS) en muestras
de agua residual cruda.

° Evaluar la robustez del método en otras matrices acuosas ambientales, tal como
son agua de pozo, lixiviado de agua residual y efluente de planta de tratamiento
de agua residual.




3. Metodologia

3.1 Desarrollo y optimizacion de la metodologia HPLC-MS/MS

3.1.1 Optimizacion de la deteccion mediante espectrometria de masas

La deteccion de los analitos se llevo a cabo usando un espectrometro de masas con triple
cuadrupolo (Agilent Technologies 6400, modelo 6420). El modo de adquisicion de datos fue
el MRM (Multiple Reaction Monitoring). Primero fue necesario identificar las
fragmentaciones a monitorear de cada uno de los analitos (ion precursor y ion producto, m/z),
asi como las condiciones Optimas de la ionizacion por electrospray (ESI, electrospray
ionization). La optimizacion se llevo a cabo mediante inyecciones individuales de 10 puL de
una disolucion estandar de 500 pg/L de los analitos en metanol. Con el fin de favorecer la
ionizacion, se adicion6 4acido formico a la fase movil, la cual se compuso por 60 %
acetonitrilo, 30 % metanol y 10 % agua destilada con 0.1 % &cido férmico y 10 mmol/L
acetato de amonio

A través del empleo del modo de adquisicion de datos SCAN, se obtuvo el perfil de masas
caracteristico de cada analito, de donde se identifico el ion molecular, los iones de mayor
abundancia y, en algunos casos, los aductos estables. Posteriormente, se procedié a buscar
dos fragmentaciones estables y caracteristicas para cada analito y mediante el modo Product-
ion, se selecciond un ion precursor (i6n molecular o aducto) del cual se buscaron sus iones
producto. En este paso se optimizaron las variables voltaje del fragmentador (V, Frag.),
energia de colision (eV, CE) y CAV (V).

Por tultimo, se realiz6 la optimizaciéon individual de los parametros espectrométricos para
cada transicion, con el fin alcanzar una mayor sensibilidad en la deteccion. En este paso se
utilizo el modo de andlisis MRM, en modo de ionizacion positivo, se eligio una de las dos
transiciones determinadas previamente para cada uno de los analitos y uno por uno se
comenzo a variar el voltaje del fragmentador (Frag), seguido por la energia de colision (CE),
el Dwell (mediciones de sefial por muestreo) y el voltaje del acelerador de la celda de colision
(CAV, en Volts). Tras cada variacion de las condiciones de ionizacion, en el software Agilent
MassHunter Qualitative Data Analysis, los cromatogramas obtenidos se superpusieron para
elegir la condicidn que resultara en mayor sensibilidad.

3.1.2 Optimizacion de las condiciones cromatograficas para la separacion de los
analitos

Una vez determinadas las transiciones por monitorear en modo MRM, se establecio el

gradiente Optimo para la separacion de los seis analitos, lo cual se llevd a cabo con un

cromatografo de liquidos Agilent Technologies 1260 Infinity, constituido por una bomba

cuaternaria y una columna ZORBAX SB-C18 (4.6 x 150 mm) de 5 um de tamafio de

particula (Agilent Technologies).

Primero se determinaron las composiciones adecuadas para la elucion individual de los
analitos en la columna, para lo cual se inyectaron 10 pL de un estandar individual (500.0
ng/L) y se variaron los porcentajes de la composicion de la fase movil, compuesta por A:
Acetonitrilo, B: Metanol y C: 10 mmol/L de acetato de amonio y 0.1 % de acido férmico en
agua. Con base en lo encontrado, se busco el gradiente y flujo adecuado para mejorar la
separacion de los seis analitos en un solo método con la mayor resolucion posible.



3.1.3 Optimizacion de los parametros instrumentales mediante disefio de
experimentos

Para la determinacion de los parametros instrumentales que influyen en la respuesta analitica

se realiz6 un disefio de experimento de cribado, con el fin de determinar cudles factores tienen

el mayor impacto en dicha respuesta. Una vez identificados los parametros, se realiz6 un

disefio de experimentos de superficie de respuesta para optimizar la respuesta analitica y con

ello obtener la mayor sensibilidad.

Ambos disefios de experimentos, asi como el analisis estadistico se realizaron usando el
software STATGRAPHICS (Centurion XVIII), haciendo uso de la herramienta «asistente de
disefio de experimentos». La obtencion de las areas de pico de los cromatogramas se realizo
mediante el software Agilent MassHunter Quantitative Data Analysis.

El disefio de experimento (DDE) de cribado se realizo usando el modelo Plackett-Burman
(DPB), con el cual se ignoran las interacciones y se pueden determinar los factores
principales que afectan a la variable de respuesta. Se establecieron seis variables respuesta, a
saber, el area de pico de los analitos (metformina, famotidina, indometacina, dexametasona,
azitromicina e ivermectina) y 8 factores experimentales: Temperatura del gas de secado (250
— 350 °C), flujo del gas de secado (7 — 11 mL/min), presion del nebulizador (7 — 15 psi),
voltaje del capilar (2000 — 6000 V), temperatura de columna (20 — 40 °C), volumen de
inyeccion (3 — 10 pL), concentracion de NH4HCO; (1.0 — 10 mmol/L) y concentracion de
HCOOH (0.1 — 0.5 % v/v). Las condiciones frontera del intervalo sefialado se codificaron
como -1, limite inferior, y 1 para el limite superior, en tanto 0 fue el intermedio.

Se plante6 un disefio de 39 ejecuciones, 3 bloques de 13 experimentos, considerando un
punto central. En la Tabla 3.1 se muestran las condiciones del bloque 1 para cada
experimento, siendo los bloques 2 y 3 réplicas del 1. Estos fueron realizados con una
disolucion multi-estandar de 1000 pg/L, utilizando el gradiente previamente optimizado, asi
como las condiciones 0ptimas del andlisis por MRM.

Tabla 3.1. Condiciones experimentales codificadas para el DPB para la seleccién de efectos
principales en la deteccidn de los seis analitos en el método HPLC-MS/MS.

T.gas Flujogas  Presion Voltaje Temp. Volumen Conc. Conc.
Bloque | secado secado nebulizador capilar Column inyeccion NHiCH;CO, HCOOH
(°C) (mL/min) (psi) V) a (°C) (uL) (mmol) (% v/v)
1 -1 1 1 -1 1 -1 -1
1 1 -1 1 -1 -1 -1 1
1 -1 1 -1 -1 -1 1 1
-1 1 -1 -1 -1 1 1 1
1 1 -1 1 1 -1 1 -1
-1 1 1 -1 1 -1 -1 -1
1 0 0 0 0 0 0 0 0
-1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1
1 1 1 -1 1 1 -1 1
-1 -1 1 1 1 -1 1 1
1 -1 -1 -1 1 1 1 -1
-1 -1 -1 1 1 1 -1 1
-1 1 1 1 -1 1 1 -1




Una vez que los factores mas significativos se identificaron, se realiz6 un DDE de superficie
de respuesta para determinar el escenario Optimo. Se especificaron las mismas seis variables
de respuesta y tres factores experimentales: presion del nebulizador (psi), voltaje del capilar
(V) y temperatura del gas de secado (°C), en el mismo intervalo. El disefio de Box-Benhken
(DBB) tuvo 45 ejecuciones, 15 ejecuciones por bloque, con dos réplicas. Se obtuvo un
modelo cuadratico con 10 coeficientes. En la tabla 3.2 se muestran las condiciones de cada
uno de los experimentos para el disefio. Estos experimentos se realizaron con las misma
condiciones cromatograficas que aquellos realizados para el DPB.

Tabla 3.2. Condiciones experimentales codificadas para el bloque 1
del disefio de superficie de respuesta de Box-Behnken

Bloque Presion nepulizador Voltaje capilar  T. gas de secado
(psi) (V) °C)
-1 1 0
1 0 -1
-1 0 1
0 -1 1
-1 1 0
0 -1 -1
1 -1 0
-1 0 1
0 1 -1

3.2 Validacion instrumental del método HPLC-MS/MS

Tras optimizar el método cromatografico, se evalu6 su desempefio. Los pardmetros evaluados

en la validacion instrumental se basaron en los recomendados por la CCAYAC en 2017 [26],

asi como por la EURACHEM [27]. A continuacion, se enlistan los parametros de desempeio

evaluados, seguido de una breve descripcion del procedimiento realizado.

e Intervalo lineal: Intervalo de concentraciones en el cual los analitos presentan una
respuesta lineal de 4area en funcion de la concentracion. Se prepararon curvas de
calibracion con los seis farmacos, por triplicado y de manera independiente, cada una con
17 niveles de concentracion (1.0, 3.0, 5.0, 8.0, 10.0, 30.0, 50.0, 80.0, 100.0, 300.0, 500.0
800.0, 1 000.0, 1 300.0, 1 500.0, 1 800.0 y 2 000.0 pg/L), en metanol grado HPLC. Se
realiz6 la inspeccion visual de la linealidad, y con el grafico de residuales se evalud el
ajuste de los datos al modelo lineal.

e Intervalo de trabajo: Se considera aceptable cuando el valor del coeficiente de HorRat
es menor a 2 en cada uno de los niveles de concentracion que lo conforman. Asi también,
cuando el valor de coeficiente de correlacion del grafico de concentracion recuperada vs
concentracion adicionada se encuentre entre 0.98 y 1.00 y el intervalo de confianza de la
pendiente incluya el valor de la unidad [26].



¢ Sensibilidad analitica: Se reporta como el valor de la pendiente obtenida para el intervalo
de trabajo.

e Recuperacion y sesgo: Se determind el % de recobro y su intervalo de confianza para
cada uno de los niveles evaluados en el intervalo de trabajo. Dichos valores se compararon
con los valores de referencia establecidos en la guia de la CCAYAC de 2017 y por
Taverniers et al [28]. Ademas, éste debe de incluir al 100 % para establecer que el método
no presenta sesgo.

e Limite de deteccion (LDD): Se prepararon de manera independiente 11 réplicas de
estandares a siete niveles de concentracion (0.08, 0.09, 0.1, 1.0, 2.0, 3.0 y 6.0 pg/L) para
cada analito. Se determino el area de pico y el valor de la relacion sefal/ruido (S/N), siendo
el LDD la concentracion donde el valor promedio de S/N > 3.

e Limite de cuantificacion (LDC): Se determin6 como el nivel mas bajo del intervalo de
trabajo, siguiendo la recomendacion en la guia CCAYAC-CR-03/1 [26].

e Repetibilidad y precision intermedia: Se prepararon por triplicado multi-estdndares
correspondientes a los niveles inferior, medio y superior del intervalo de trabajo. Se
obtuvo el % recobro, y mediante una prueba ANOVA se determino si existia diferencia
significativa entre ambos dias de medicion (prueba F), asi como su significancia
estadistica (p-valor), ademas de determinar las desviaciones estandar relativas de
repetibilidad (DER;) y de precision intermedia (DERp).

3.3 Desarrollo y optimizacion del protocolo de extracciéon en fase sélida

En un experimento tipico de extraccion en fase solida se siguen los siguientes pasos:
acondicionamiento, equilibramiento, carga, lavado, elucion y regeneracion. Con la finalidad
de conseguir la maxima cuantitatividad en el proceso de extraccion de los analitos en la
muestra, los pasos anteriores deben ser cuidadosamente optimizados, asi como seleccionar
el cartucho de extraccion mas adecuado.

En los experimentos descritos a continuacion, los cartuchos de extraccion en fase solida
fueron acondicionados con 6.0 mL de metanol y equilibrados con 6.0 mL de agua destilada,
como lo reporta el fabricante [29]. En ambos pasos, el percolado fue por gravedad.

Para la seleccion del cartucho se probaron 4 productos comerciales, con fases solidas de
caracteristicas diferentes, a saber, Sep-Pak® Diol de 66 cc y 1 g de sorbente, Sep-Pak®
Floirisil de 6 cc y 1 g de sorbente, Oasis® HLB de 6 cc con 500 mg de sorbente (todos de
Waters®) y los cartuchos Supelclean™ ENVI™-18 de 6 cc y 1 g de sorbente, de Supelco
(C18). Los cartuchos se acondicionaron y equilibraron, posteriormente se cargaron por
triplicado con 100.0 mL de agua destilada fortificada a 100.0 pg/L con los seis farmacos
(10.0 pg de cada uno). En este paso se vario el pH de la disolucion a valores de 2.0, 5.0 y
9.0, asi mismo se percold usando una bomba de vacio. Del eluato resultante se tomo 1.0 mL.
El andlisis se realiz6 usando el método cromatografico optimizado y se calculo el porcentaje

de fuga: % Fuga = %xlOO, donde c. es la concentracion recuperada en los eluatos de la carga

y c¢i es la concentracion con la que se fortifico la muestra.

Para determinar el volumen de carga adecuado, se cargaron cuatro diferentes volumenes de
muestra (100.0, 250.0, 500.0 y 1 000.0 mL), en los cartuchos que mostraron el mayor
desempefio de extraccion, a pH = 9.0, conservando 10.0 pg de cada farmaco, y se determind
el % de fuga, para cada volumen por triplicado.



Con el objetivo de determinar la capacidad de retencion del cartucho durante el lavado, se
analizaron los lixiviados recolectados en dicha etapa. Previo al lavado, se cargaron por
triplicado 250.0 mL de agua destilada fortificada con 40.0 ug/L de cada analito a pH = 9.0.
Las condiciones evaluadas fueron: lavado con 5.0 mL de agua destilada o con 5.0 mL de agua
5 % metanol, con el % de fuga como parametro de respuesta.

En la extraccion en fase solida, el eluyente adecuado es capaz de eluir a los analitos con el
menor volumen posible. Se propusieron seis diferentes disoluciones para el paso de elucion,
a saber, metanol (MeOH), MeOH 4cido formico al 0.5, 1.0 y 2.0 %, MeOH con acido acético
al 1.0 % [30-32] y acetonitrilo (AcN). Los cartuchos fueron cargados como se describid

previamente y se eluyeron con 10.0 mL de cada disolvente, por triplicado. Una vez
CRecuperada
~Recuperada .1 (),

Inicial

determinado el % de recuperacion utilizando la ecuacion % Recuperacion =

se selecciono la fase con la que se obtuvo el mejor desempefio.

Para determinar el volumen 6ptimo con el cual se obtiene un mayor factor de concentracion
se eluyeron, por triplicado, cartuchos cargados con las condiciones de carga descritas
previamente. Para ello se probaron 5.0, 6.0, 7.0, 8.0, 9.0 y 10.0 mL de metanol al 2 % con
acido formico. El eluato resultante se analizé para determinar el % recuperacion.

Para aumentar el factor de concentraciéon y disminuir los limites de cuantificacion del
método, se evalud el paso de evaporacion y reconstitucion de los eluatos. En esta etapa se
prepararon 6.0 mL de disolucion fortificada a 160.0 pg/L de cada analito en MeOH 2 % écido
formico (FA, n =5). Se evaporaron a sequedad en una parrilla a 25 °C, asistido con campana
de extraccion por aproximadamente 8 horas. Luego, se adicion6 1.0 mL de MeOH 2 % FA,
se homogeniz6 con un vortex y se sumergio en un bafo ultrasoénico por = 10 s. Se determin6
la concentracion final de cada analito y su % de recuperacion.

3.4 Validacion del método EFS-HPLC-MS/MS en agua residual cruda

Una vez optimizado el protocolo de extraccion en fase sélida, y con el método instrumental
HPLC-MS/MS optimizado y validado para los seis analitos, se procedio a la validacion del
método completo EFS-HPLC-MS/MS para matrices acuosas. Se comenz6 con la matriz mas
compleja, siguiendo lo recomendado por las guias de validacion de métodos analiticos
[26,27]; agua residual cruda procedente del canal Tlamaco en Tlalhuelilpan, Hidalgo.

La validacion del método se realiz6 de manera analoga a lo descrito en el apartado 3.2, pero
utilizando agua residual cruda y agregando el paso de extraccion en fase soélida para evaluar
cada uno de los parametros de desempefio. A continuacion, se describe brevemente la
metodologia seguida en cada parametro.

e Intervalo lineal: Para evaluar la respuesta de los analitos en la matriz agua residual, se
cargaron, por triplicado, 250.0 mL de muestra previamente filtrada, modificada a pH =9.0
con NaOH = 2 mol/L, y se siguio el protocolo de extraccion en fase solida previamente
optimizado. Una vez obtenidos los eluatos, se fortificaron en 11 niveles (1.0, 3.0, 5.0, 8.0,
10.0, 30.0, 50.0, 80.0, 100.0, 300.0, 500.0 pg/L). Se realiz6 la inspeccion visual de la
curva de calibracion y el grafico de residuales para cada analito. Adicionalmente, también
se verifico la linealidad en un intervalo de concentraciones menor, evaluado para la
recuperacion del método (0.05 — 1.0 pg/L), esto de manera andloga al intervalo superior,
en el grafico de concentracion recuperada en funcion de concentracion afadida.



e Intervalo de trabajo: Se sigui6 el mismo procedimiento del apartado 3.2, considerando
el intervalo evaluado para la recuperacion del método (0.05 — 1.0 pg/L). Se siguieron los
criterios de aceptacion antes descritos.

e Sensibilidad analitica: Se reportd como el valor de pendiente obtenido para el intervalo
de trabajo.

e Recuperacion: Se cargaron, por triplicado y de manera independiente, muestras de agua
residual cruda fortificadas (250.0 mL, pH =9.0) en 7 niveles de concentracion (0.05, 0.08,
0.1,0.3,0.5, 0.8 y 1.0 png/L) para los seis analitos, ademas del blanco. Se determiné el %
de recobro y su intervalo de confianza. Dichos valores se compararon con los valores de
referencia establecidos en las referencias [26,28].

De igual manera, se determiné la recuperacion total del método, al obtener el valor de la
pendiente de la recta del grafico masa recuperada en funcion de la masa cargada.

e Limite de deteccion (LDD): Se estim6 a partir del limite de deteccién instrumental,
considerando el factor de concentracion para cada analito tras agregar el paso de EFS
[26,33].

¢ Limite de cuantificacion (LDC): Se determin6 como el nivel més bajo del intervalo de
trabajo, siguiendo la recomendacion en la guia CCAYAC-CR-03/1 [26].

¢ Repetibilidad y precision intermedia: Se cargaron 250.0 mL de agua residual cruda (pH
=9.0) fortificada a 0.05, 0.3 y 1.0 pg/L (niveles inferior, medio y superior). Se obtuvo el
% recobro, y se realizaron las pruebas ANOVA y F, y se determinaron los valores de p,
DER; y DERpj para cada analito.

3.5 Evaluacion del método EFS-HPLC-MS/MS en otras matrices acuosas ambientales
Se comprob¢ el desempefio del método EFS-HPLC-MS/MS validado en agua residual cruda
para matrices ambientales mas sencillas, tales como efluente de planta de tratamiento de agua
residual (PTAR), agua de pozo, asi como el lixiviado de agua residual proveniente de la
estacion de lisimetros del Instituto de Geologia. Estos lisimetros son monolitos de suelo, con
un volumen de entre 1y 2 m?, extraidos de un campo agricola del Valle del Mezquital. Siendo
herramientas experimentales metodologicas para estudiar los flujos de agua y quimicos
disueltos en la zona vadosa y establecer su destino ambiental [34].

Las muestras se filtraron y se fortificaron a tres niveles, el nivel inferior para agua de pozo y
lixiviado de agua residual fue de 50 ng/L, mientras que para el efluente fue de 80 ng/L. Para
todos los casos, los niveles medio y superior coincidieron en 300 y 1 000 ng/L,
respectivamente. Se modifico el pH de las muestras a 8.0 y se sometieron al protocolo EFS
optimizado. Los extractos se evaporaron a sequedad y se reconstituyeron en 1.0 mL de
metanol 2 % FA. Se determin6 el % de recobro promedio y la desviacion estandar para cada
matriz.

3.6 Aplicacion del método EFS-HPLC-MS/MS en matrices acuosas ambientales

Se colectaron 30 muestras provenientes de la estacion de lisimetros de la UNAM entre los
meses de enero y febrero de 2023. Los lixiviados se obtuvieron tras regar a los lisimetros con
agua residual cruda proveniente del Valle del Mezquital. Las muestras se colocaron en frascos
ambar de vidrio y se almacenaron en refrigeracion (4 °C) hasta la preparacion de muestra.
Cada muestra se preparo siguiendo el protocolo de extraccion en fase solida optimizado y se
determin6d la concentracion para los 6 farmacos mediante la técnica HPLC-MS/MS
desarrollada en el presente trabajo. Para cada muestra, el procedimiento se realizé de manera
independiente y por triplicado.



4. Resultados y analisis de resultados

4.1 Desarrollo y optimizacion de la metodologia HPLC-MS/MS

4.1.1 Optimizacion de la deteccion mediante espectrometria de masas

En la detecciéon mediante espectrometria de masas en modo MRM, se monitorean dos
reacciones caracteristicas para cada analito, lo que hace que esta técnica sea muy especifica
para la deteccion. Tras obtener los espectros de masas de cada analito (andlisis SCAN), se
determinaron los iones precursores, iones moleculares [M+H]", y en el caso de ivermectina
el aducto [M+NH4]". A partir de éstos, se determinaron los iones productos mas abundantes
(modo product-ion) y asi se seleccionaron las transiciones por monitorear (Tabla 4.1).

Con la finalidad de obtener la mayor respuesta analitica, se optimizaron las condiciones
espectrométricas. De manera individual para cada una de las transiciones, se optimizaron el
voltaje del fragmentador (Frag, V), la energia de colision (CE, eV), el Dwell (mediciones de
sefal por muestreo) y el voltaje del acelerador de la celda de colision (CAV, en V).

El método de optimizacion univariable impide conocer si existen interacciones positivas o
negativas entre los pardmetros evaluados. Ello puede corregirse mediante un disefio de
experimentos de superficie de respuesta, con la cual se optimiza la sensibilidad para cada
analito.

Tabla 4.1. Parametros optimizados del espectrometro de masas para la deteccion de los analitos por
MRM

. lon precursor lon producto Fra CE CAV
Analito ?m 12) (pm 12) Dwell (V)g (eV) V)
Metformina 130.1 85.2 200 80 10 4
130.1 71.2 200 60 20 2
Famotidina 338.1 259.1 200 80 8 4
338.1 189.1 200 70 19 3
Indometacina 358.1 174.2 200 100 8 7
358.1 139.0 200 80 15 7
Dexametasona 393.2 373.2 200 100 3 5
393.2 355.2 200 110 7 5
Azitromicina 749.6 591.4 200 160 30 1
749.6 158.2 200 135 40 3
lvermectina 892.5 569.3 200 100 10 1
892.5 307.2 200 100 20 4

4.1.2 Optimizacion de las condiciones cromatograficas para la separacion de los
analitos
Una vez determinadas condiciones de ionizacion para la deteccion por MRM, fue necesario
establecer el gradiente 6ptimo para la separacion de los seis analitos. Primero, se determind
la composicion con la que se logro eluir a los analitos de la columna ZORBAX C18-SB,
individualmente en fase reversa. Tras una revision bibliografica, se encontré que los analitos
se eluyen con distintas proporciones de A: Acetonitrilo, B: Metanol y una fase acuosa, a la
cual fue necesario adicionar acetato de amonio, con el fin de visualizar el aducto [M+NH4]"
de ivermectina [35-37], pues la determinacion de este farmaco por HPLC-MS/MS suele
hacerse en modo de ionizacidon negativo [38]. Ademads, se adiciond un porcentaje de acido



formico para favorecer las ionizaciones positivas de las moléculas, por lo cual C se compone
por 10 mmol/L de acetato de amonio y 0.1 % acido féormico en agua.

Metformina, famotidina, indometacina y dexametasona se eluyen con una mayor proporcion
de acetonitrilo, a diferencia de azitromicina e ivermectina que necesitan de mayor proporcion
de metanol para su elucion en fase reversa. Esto puede deberse a que el metanol, a diferencia
del acetonitrilo, es un disolvente polar prético, lo que lo hace capaz de formar puentes de
hidrogeno con las moléculas como ivermectina y azitromicina, que poseen gran cantidad de
grupos funcionales alcohol, cetona y éter.

Se optimizo el gradiente adecuado para integrar a los 6 analitos en un solo método, mediante
la modificacion de los porcentajes de disolvente en la fase movil hasta lograr mejorar la
visualizacion de los seis picos. El reto mas importante fue encontrar la composicion con la
que se separasen metformina, famotidina, indometacina y dexametasona, que eluyen con
mayor proporcion de acetonitrilo. Es importante mencionar que con la deteccién por
espectrometria de masas es posible diferenciar a los analitos en los cromatogramas, aunque
¢éstos no se encuentren resueltos cromatograficamente.

Durante la optimizacion, metformina co-eluia con indometacina, en tanto que famotidina no
se resolvia con dexametasona. Al disminuir el flujo y hacer un ligero cambio en el gradiente
(figura 4.1) se logrd visualizar a los cuatro picos. A pesar de no contar con una buena
resolucion, es posible diferenciar a los analitos mediante la selectividad que proporciona el
espectrometro de masas. Para eluir a azitromicina e ivermectina, se aumento la proporcion
de acetonitrilo y el porcentaje de metanol, sin dejar de lado que el sistema debe regresar a las
condiciones iniciales una vez eluidos los analitos. La tabla 4.2, muestra el gradiente 6ptimo,
en tanto que la figura 4.1 presenta el cromatograma correspondiente.

Tabla 4.2. Gradiente optimizado para la cuantificacion de metformina, famotidina,
indometacina, dexametasona, azitromicina e ivermectina mediante HPLC-MS/MS.

Tiempo A B C Flujo
(min) (%) (%) (%) (mL/min)
0.00 60.0 30.0 10.0 0.500
3.80 60.0 30.0 10.0 0.500
3.90 60.0 30.0 10.0 0.300
4.50 60.0 30.0 10.0 0.300
5.50 80.0 5.0 15.0 0.500
11.00 80.0 5.0 15.0 0.500
11.50 15.0 80.0 5.0 0.550
12.00 15.0 80.0 5.0 0.600
18.00 15.0 80.0 5.0 0.500
21.50 15.0 80.0 5.0 0.500
22.50 60.0 30.0 10.0 0.500
27.00 60.0 30.0 10.0 0.500

*A: Acetonitrilo, B: Metanol y C: 0.1 % acido férmico 10 mmol/L acetato de amonio en agua.

10



x10 2 |Cpd 6: Metformina: +ESI MRM Frag=80.0V CID@10.0 (130.1000 -> 85.2000) C1 009.d
114
1

TR
m t .
0.9 SRR (min)
084 Famotidina 3.287
07 Dexametasona 3.437
Metformina 3.755
0.6+
Indometacina 4.295
0.5
Azitromicina 8.178
0.4+
Ivermectina 19.680
0.3
0.2 5

Y | A | A

-0.14

i 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26
Counts (%) vs. Acquisition Time (min)

Figura 4.1. Cromatograma obtenido al emplear las condiciones dptimas de separacion para un
estandar (500.0 pg/L) de metformina, famotidina, indometacina, dexametasona, azitromicina e
ivermectina.

4.1.3 Optimizacion de los parametros instrumentales mediante disefio de

experimentos
En los métodos cromatograficos acoplados a espectrometria de masas, la sensibilidad de los
analitos puede verse afectada, tanto por las condiciones cromatograficas, como por las
espectrométricas. Con la finalidad de optimizar ambos aspectos, y con ello ahorrar tiempo y
recursos, se realizaron dos disefios de experimentos. El primero fue uno de cribado para
determinar los factores principales, el segundo fue uno de superficie de respuesta, con los
factores principales para optimizar la respuesta analitica.

El diseno de experimentos de Placket-Burmann es un método eficaz que se utiliza para
seleccionar los factores significativos de entre un gran niimero de factores que afectan al
proceso [39]. Se evaluaron ocho factores experimentales, incluida la temperatura del gas de
secado (A), el flujo del gas de secado (B), la presion del nebulizador (C), el voltaje del capilar
(D); todos ellos corresponden a condiciones en la ionizacion por electro-spray. Por otro lado,
se evaluo la temperatura de la columna (E), el volumen de inyeccion (F), la concentracion de
acetato de amonio (NH4CH3CO», G) y la concentracion de acido formico (HCOOH) en la
fase movil (H).

El analisis estadistico de los datos experimentales se llevod a cabo utilizando la prueba de
Fisher para el analisis de la varianza (ANOVA). La tabla 4.3 presenta los valores p para cada
variable, los factores con p < 0.05 (niveles de confianza > 95 %) se consideraron como
significativos. También, se muestra el estadistico 12, el cual representa el grado de ajuste del
modelo a la variable de respuesta.

Los valores del coeficiente de determinacion (r?) para cada analito se encontraron entre
0.8023 y 0.9584, lo que indica que el modelo aplicado es capaz de explicar més del 80 % de
la variabilidad. En lo que respecta a los factores cromatograficos, F resulto significativo para
todos los analitos (volumen de inyeccion), pues el andlisis de los diagramas de Pareto indic6
que existe una relacion directamente proporcional entre éste y el area de pico. Ello indica que
no ocurre saturacion del sistema al inyectar el volumen méaximo evaluado, por lo que se eligi6
10 uL como volumen de inyeccion.
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Tabla 4.3. Resultados del analisis estadistico de ocho factores utilizando el disefio de experimentos
de Plackett-Burman para el area de pico de cada analito.

Valor-p
A B C D E F G H

r2

Metformina | 0.0000 0.8355 0.0000 0.0000 0.0300 0.0000 0.0000 0.0987 | 0.9584

Famotidina | 0.0037 0.0564 0.0000 0.0007 0.0674 0.0000 0.0000 0.9528 | 0.9447

Indometacina | 0.0001 0.0892 0.0009 0.0038 0.0001 0.0000 0.0100 0.0012 | 0.8023

Dexametasona | 0.0269 0.0177 0.0000 0.0038 0.0000 0.0000 0.5957 0.0000 | 0.8279

Azitromicina | 0.0000 0.1744 0.2408 0.0870 0.0001 0.0000 0.0000 0.0000 | 0.8933

Ivermectina | 0.0005 0.5086 0.0000 0.0001 0.0002 0.0002 0.0000 0.0002 | 0.8337

El factor temperatura de columna (E) fue significativo para todos los analitos, con excepcion
de famotidina, y mostré6 un efecto negativo para casi todos los casos, excepto para
metformina, que aument6. Dado que la metformina es el analito que presenta mayor
sensibilidad de los seis (figura 4.1), se eligio T =20 °C para el método analitico.

En la composicion de la fase movil, la concentracion de acetato de amonio (G) resultd
significativamente negativa para metformina, famotidina e indometacina y positiva para
azitromicina e ivermectina, el cual es el analito con la menor sensibilidad, debido a que se
encuentra condicionado por la presencia de este ion para la formacion del aducto en su
deteccion. Al priorizar la detecciéon de ivermectina, se eligi6 10 mmol/L como la
concentracion de acetato de amonio en la fase acuosa. Por otro lado, el porcentaje de acido
formico (H) en la fase resultd significativo para indometacina, dexametasona, azitromicina e
ivermectina, pues tuvo un efecto negativo en todos los casos. Por esta razon, se eligio la
proporcion mas baja evaluada, a saber, 0.1 % v/v.

Los factores del A al D se incluyeron al disefio de experimentos, pues intervienen en el
funcionamiento general de una fuente de elctrospray (ESI). El gas de secado (nitrogeno) se
encarga de que las gotas producidas en la fuente se evaporen, reduciendo su tamafio y
aumentando su carga superficial [40]. El flujo de gas de secado (B), solo resulto significativo
para la dexametasona, para la cual el area de pico presentd una relacidn inversamente
proporcional. Por esta razon se eligieron 7 mL/min como el flujo del gas de secado. La
temperatura del gas de secado (A) fue significativa para todos los casos, influyendo de
manera positiva para metformina, famotidina, indometacina y dexametasona y
negativamente para azitromicina e ivermectina. Azitromicina fue el unico analito para el que
la presion del nebulizador (C) y el voltaje capilar (D) no resultaron significativos, variando
su influencia positiva o negativamente. A diferencia de los factores anteriores, no se logro
discriminar entre las condiciones con base en solo estos resultados, razon por la cual su
optimizacion se realizd mediante un disefio de experimentos de superficie de respuesta.

Se selecciond un disefio de experimentos de superficie de respuesta, de tipo Box-Benhken
(DBB). Este consiste en un disefio giratorio e independiente, con un conjunto de variables
que se encuentran en el punto medio de cada superficie y variables replicadas en el punto
central del cubo [41]. Estos son disefios de 3 niveles por factor, lo que los hace eficientes al
estimar los coeficientes de primer y segundo orden (interacciones entre factores).

Se especificaron seis variables de respuesta (area de pico de cada analito) y 3 factores
experimentales, a saber, A: presion del nebulizador (7-15 psi), B: voltaje capilar y C:
temperatura del gas de secado. Los resultados de la prueba de Fisher para el analisis de la
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varianza (ANOVA) se presentan en la tabla 4.4, asi como los valores p y el estadistico 2. El
DBB puede estimar las interacciones entre factores denotadas en la tabla como AA, AB, AC,

BB, BC, etc.

Tabla 4.4. Resultados del analisis estadistico de tres factores utilizando el disefio de experimentos
de Box-Benhken para el &rea de pico de cada uno de los analitos.

Valor- p 2
A B C AA AB AC BB BC CC
Metformina | 0.0000 0.0000 0.6568 0.0700 0.0000 0.8756 0.0000 0.4456 0.8247 | 0.9666
Famotidina | 0.0000 0.6600 0.1311 0.4769 0.7159 0.7427 0.0090 0.0056 0.8257 | 0.9036
Indometacina | 0.0000 0.0083 0.0000 0.0591 0.0014 0.6044 0.0010 0.9229 0.0000 | 0.9883
Dexametasona | 0.0000 0.4096 0.0922 0.0530 0.0001 0.4883 0.0308 0.6420 0.0067 | 0.7999
Azitromicina | 0.0004 0.0000 0.0000 0.0078 0.2957 0.0051 0.3112 0.0000 0.4189 | 0.9234
Ivermectina | 0.0000 0.3674 0.0000 0.0001 0.0000 0.0030 0.0114 0.0491 0.0001 | 0.8874

Los valores de 1 de la tabla 4.4 se encuentran entre 0.80 y 0.98, lo que indica una buena
relacioén entre los datos experimentales y el modelo ajustado, ilustrando la idoneidad del
modelo. El factor A (Presion del nebulizador) result6 significativo para todos los analitos,
mientras que los factores B y C lo hicieron solo en algunos casos. Las interacciones y factores
cuadraticos resultaron significativos para algunos analitos, mostrando que no existe una
relacion lineal simple entre los factores experimentales y los factores de respuesta.

El software STATGRAPHICS permitié determinar las configuraciones de los factores
experimentales para alcanzar caracteristicas deseadas para mds de una respuesta
simultaneamente, a través de la construccion de una funciéon de deseabilidad basada en
valores de las variables de respuesta, misma que después es maximizada a partir de los
resultados de un DBB. Los valores 6ptimos para maximizar la respuesta analitica se muestran
en la tabla 4.5. Dichas condiciones permiten que el método HPLC-MS/MS tenga un
porcentaje de deseabilidad de 70.31 % para el andlisis de los seis analitos.

Deseabilidad
. N 0.0
s . 0.1
: ] 0.2
1f 0.3

] 0.4
0.6 0.5
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Figura 4.2. Gréfico de deseabilidad obtenido de los resultados
del disefio de experimentos de superficie de respuesta (DBB).

La distribucion de deseabilidad en funcién de la presion del nebulizador, el voltaje capilar y
la temperatura del gas de secado se muestra en la figura 4.2. Es evidente que al acercarse a
los maximos de presion y voltaje la deseabilidad aumenta. La tonalidad verde se hace mas
clara en el punto medio del voltaje capilar, lo que indica el 70 % de deseabilidad.
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Tabla 4.5. Factores experimentales éptimos resultados del disefio de
experimentos de Box-Benhken.

Factor experimental Condicién 6ptima experimental
A: Presidn del nebulizador 15.0 psi
B: Voltaje capilar 4100.0 V
C: Temperatura del gas de secado 350.0 °C

4.2 Validacion instrumental del método HPLC-MS/MS

La validacion instrumental del método se inicid con la determinacion del intervalo lineal. Se
midieron 17 estandares en el intervalo de 1.0 a 2000.0 png/L. El valor del area bajo la curva
se graficd en funcion de la concentracion y se consideré como intervalo lineal la zona donde
la respuesta del analito fue directamente proporcional a la concentraciéon [26].

Metformina y famotidina cuentan con intervalos dindmicos de linealidad, pues la tendencia
cambia drasticamente en 500.0 nug/L, por lo que este punto fue el limite superior del intervalo
de trabajo y 1.0 pg/L el inferior. Para los demés farmacos se encontr6 adecuada linealidad en
todo el intervalo propuesto, pero se decidi6 acortar el intervalo de trabajo hasta 1000.0 ng/L,
respetando el nivel mas bajo de concentracion determinado en cada caso.

Para evaluar el intervalo lineal se realizo el grafico de residuales, en los que no se encontrd
una clara tendencia que indique que el modelo lineal no es adecuado para describir a los datos
obtenidos, pues en todos los casos los residuales se encontraron distribuidos entre negativos
y positivos. Mediante regresion lineal se determiné la ecuacion de la recta, asi como el error
asociado para la ordenada al origen y la pendiente. Se obtuvieron los coeficientes de
determinacion y de correlacion (tabla 4.6).

Adicionalmente, se calcularon los coeficientes HorRat, para cada nivel de concentracion, y
en todos los casos se cumplid el criterio establecido en la guia CCAYAC-CR-03/1, (menor a
2) [26]. También se cumplio, para todos los fArmacos, el criterio para el intervalo de confianza
de la pendiente del grafico concentracion recuperada promedio en funcion de la
concentracion adicionada. Ello incluye obtener un valor de 1.0, ademas de un valor del
coeficiente de correlacion entre 0.98 y 1.0.

Se determind el % de recobro para cada nivel del intervalo de trabajo (promedio y desviacion
estandar), a partir de los cuales se logro determinar el intervalo de confianza. El criterio de
aceptacion que establece la guia CCAYAC-CR-03/1 [26] se cumpli6 para todos los analitos;
debido a que el intervalo de concentraciones es muy amplio se tomd como referencia el
criterio de aceptacion mas estricto, el cual es para los niveles de concentracion del orden de
0.1 pg/L, donde el porcentaje de recuperacion debe permanecer dentro del intervalo de 75 a
120 %. La recuperacion evaluada de manera instrumental se encontrd por arriba del 80 %.
De manera particular, éstos estuvieron entre 82.8 y 118.8 % para metformina, para famotidina
entre 83.1 y 116.1 %, para indometacina de 91.8 a 115.3 %, para dexametasona de 82.8 a
110.3 %, para azitromicina de 87.9 a 118.5 % y para ivermectina de 87.1 a 111.8 %.

Para determinar si el método analitico presentaba sesgo, se comprobd que el 100 % se
encontraba dentro del intervalo de confianza del % de recuperacion, condicion que también
se cumple para todos los niveles de concentracion y para todos los analitos.
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Tabla 4.6. Parametros estadisticos de las regresiones lineales de las curvas de calibracion, limites de deteccion (LDD) y limites de cuantificacion
(LDC) obtenidos para cada uno de los seis farmacos mediante la técnica HPLC-MS/MS.

Analito Metformina Famotidina Indometacina Dexametasona Azitromicina lvermectina
'“ter(‘l’lZ'/OL')'“ea' 1.0 - 500.0 1.0 - 495.1 3.0-1997.4 3.0-1957.0 3.0-1893.0 9.0-1798.0
Intervalo de 1.0 —500.0 1.0 — 495.0 3.0 — 998.70 3.0-979.0 3.0 - 947.0 9.0 —899.0

trabajo(ug/L)
Pendiente 1356.1+2.9 826.4+ 1.4 74.6 +0.08 39.7 + 0.05 4137+ 1.0 8.2 +0.01
(UA L/pg)
Ordenada al 8161.6 + 531.4 4586.9 + 254.6 261.3+33.2 13.2+21.6 -1915.1 + 373.8 3.6+5.0
origen (UA)
Ecuacion de la A = 1356.1*C + A = 826.4*C + A= 74.6%C — A =39.7*C + A=4137%C- | | _oouc o
recta 8161.6 4586.9 261.3 13.2 1915.1 - ¢ :
Coeficiente de 0.9983 0.9989 0.9995 0.9992 0.9975 0.9992
determinacion (r?)
Coeficiente de 0.9992 0.9995 0.9997 0.9996 0.9988 0.9996
correlacion (r)
N 33 33 36 36 36 27
LDD (ug/L) 0.08 0.08 1.99 1.00 1.89 1.89
LDC (ug/L) 1.00 1.00 3.0 2.94 2.84 8.99

*El error asociado se determiné considerando el estadistico t-Student al 95 % de confianza con n-2 grados de libertad.
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Tras medir con el método cromatografico optimizado cada uno de los siete niveles de
concentracion (0.08, 0.09, 0.1, 1.0, 2.0, 3.0 y 6.0 ug/L), se determino el area bajo la curva,
asi como el valor de la relacion sefial/ruido (S/N). Donde el limite de deteccion (LDD) se
determind cuando el valor promedio result6 ser mayor o igual a 3. En la tabla 4.6, se muestra
la concentraciéon a la cual dicho criterio se cumplid, ademas del limite de cuantificacion
préctico (LDC), el cual se establecié como el nivel mas bajo de la curva de calibracion.

La repetibilidad es una medida de la variabilidad en los resultados cuando una medicion se
realiza en un corto periodo, en tanto que la precision intermedia ofrece una estimacion de la
variacion en los resultados cuando las mediciones se realizan en un solo laboratorio [27].
Mediante el ANOVA de un factor, la repetibilidad puede calcularse como la precision dentro
del grupo, mientras que la precision intermedia se obtiene como la raiz cuadrada de la suma
de los cuadrados de la precision dentro del grupo y entre grupos. Del anélisis de varianza, se
obtuvieron los cuadrados medios intra y entre dias, con los que se determinaron las
desviaciones estandar relativas para repetibilidad y precision intermedia. La precision del
método analitico puede evaluarse usando como criterio de aceptacion un valor de DER < 10
% [42,43]. Cuando el valor de F de Fisher calculada es menor o igual al valor critico de F, no
existe diferencia estadisticamente significativa entre los dias de medicion, lo que se
comprueba con el valor de p > 0.05 (tabla 4.7).

Tabla 4.7. Parametros para evaluar la reptibilidad y precisién intermedia de los seis
analitos con la técnica HPLC-MS/MS.

DER, (%) DER pi (%) p-Vanr Fcalculada Frablas
Metformina 6.22 6.66 0.074 3.64
Famotidina 5.36 5.50 0.927 0.009
Indometacina 5.41 5.55 0.185 1.923 4.494
Dexametasona 5.01 5.39 0.067 3.851
Azitromicina 9.75 9.77 0.317 1.067
lvermectina 9.74 9.91 0.386 0.543

Partiendo de lo antes expuesto, y con base en los resultados mostrados en la tabla 4.7, se
puede afirmar que el método analitico instrumental es preciso en condiciones de repetibilidad
y precision intermedia, debido a que ambas desviaciones estdndar se encuentran por debajo
del 10 % para todos los casos. Respecto a azitromicina e ivermectina, el porcentaje aumenta,
lo que puede deberse a que el perfil del pico resulta un poco mas irregular en comparacion
con los otros cinco analitos, lo que genera mayor diferencia al comparar el area bajo la curva.
En el caso del valor de p, todos los valores se encuentran por arriba de 0.05, mientras que el
valor de F calculado es menor al valor critico, lo que indica que no hay diferencia
estadisticamente significativa en la medicion de los estandares utilizando la técnica HPLC-
MS/MS optimizada.

4.3 Optimizacion del protocolo de Extraccion en Fase Solida (EFS)

Para la seleccion del cartucho de extraccion y el pH de carga de la muestra, se evaluaron los
cartuchos comercialmente disponibles, asi como valores de pH en un amplio intervalo. Lo
anterior considerando que los analitos contienen grupos funcionales ionizables y el estado de
ionizacion de un compuesto puede cambiar sus caracteristicas de retencion y elucion para un
adsorbente dado. En estos ensayos se obtuvo el % fuga promedio y la desviacion estandar,
con el fin de elegir las condiciones de mayor retencion de los analitos (figura 4.3).
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Figura 4.3. % de fuga 100.0 mL de una disolucién 100.0 pg/L de los seis analitos a pH = 2.0,
5.0y 9.0 en cartuchos Diol, Florisil, HLB y C18.

La completa retencion de los analitos se logro con el cartucho HLB a pH =9.0 y con el florisil
a pH de 2.0. Los cartuchos florisil tienen un adsorbente de gel de silice adherido a 6xido de
magnesio (MgO-Si02), lo que los hace altamente polares [23, 36]. Con estos cartuchos se
obtuvo una buena retencion para los analitos en todo el intervalo de pH, debido a que todas
las moléculas poseen grupos funcionales polares (cetonas, alcoholes, aminas y éteres) en su
estructura, los cuales tienen afinidad por la resina funcionalizada del cartucho.

La resina de los cartuchos HLB se compone de un copolimero macroporoso hecho de una
proporcion equilibrada de dos mondmeros, el divinilbenceno (lipofilico) y la N-
vinilpirrolidona (hidrofilica) [44]. Este es considerado como un cartucho universal por la
naturaleza no selectiva de su fase estacionaria. Al modificar a 9.0 el valor de pH en la
disolucion, se esperaba que los grupos funcionales amino y sulfonamida de metformina y
famotidina se encontraran neutros (pka = 12.4 y 9.29, respectivamente), lo que favoreceria su
afinidad, pues ambas son moléculas muy pequefias. Para las otras moléculas, la interaccioén
lipofilica gobernod su retencion, ya que no hubo diferencia significativa en la retencion al
variar el pH.

Los cartuchos diol presentan polaridad media, debido a los grupos diol con los que esta
funcionalizada la resina. Se esperaba que con estos cartuchos se lograra retener a los analitos
polares, como metformina y famotidina; sin embargo, a los tres niveles de pH hubo fuga de
todos los analitos. Las interacciones entre los grupos funcionales de metformina y famotidina
con los grupos diol de la fase del cartucho no fueron lo suficientemente fuertes para lograr
su retencion. En el caso de los otros compuestos, la interaccion no polar con la cadena
alifatica y la silica tampoco logrd una retencion cuantitativa, con excepcion de la ivermectina.

Con los cartuchos C18 se observd un buen desempeino en general. Estos cartuchos utilizan
octadecil silice como adsorbente [44], siendo adecuada para compuestos no polares mediante
una fuerte interaccion hidréfoba. Ello se observa en los resultados mostrados previamente,
pues se determind una buena retencion para todos los analitos, salvo a valores de pH acido,
cuando los grupos polares se encuentran protonados.
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Los cartuchos con mejor desempefio en la retencion al pH adecuado se eluyeron adicionando
3.0 mL de MeOH, seguido por 3.0 mL de AcN. Los porcentajes de recuperacion para el
cartucho florisil fueron menores al 4 %, para todos los analitos con ambos disolventes, lo que
indica una fuerte interaccion entre los analitos y la resina. Por otro lado, para el HLB se
obtuvieron tasas de recuperacion de entre 20 y 53 %, con metanol, y 3 y 60 %, con
acetonitrilo. Debido a lo expuesto anteriormente, se selecciono al cartucho HLB, con un pH
inicial de la muestra de 9.0, como el cartucho 6ptimo para el protocolo de extraccion en fase
solida. Lo anterior fue considerando que se debe optimizar el paso de elucion.

La seleccion del volumen de carga se realizo tras medir a los eluatos resultantes de cargar
100.0, 250.0, 500.0 y 1 000.0 mL, en los que se conservo una masa de 10.0 ug de los analitos.
Se determind el % de fuga, y se obtuvo el promedio y desviacion estandar (Tabla 4.8).

Tabla 4.8. Porcentaje de fuga y desviacién estandar, al cargar 10.0 pug de masa de cada analito
contenidos en diferentes volimenes de muestra a pH = 9.0 en cartuchos HLB (6 cc,500 mg).

Disolucién de carga 100.0 mL 250.0 mL 500.0 mL 1 000.0 mL
100.0 pg/L 40.0 po/L 20.0 pg/L 10.0 pg/L
Analitos Mcarga % %DE| % %DE| % %DE % % DE
(Mg) Fuga (n=3) | Fuga (n=3) | Fuga (n=3) Fuga (n=3)
Metformina 0.0 00 | 158 44 | 67.1 3.8 94.4 4.6
Famotidina 0.0 0.0 7.1 1.0 | 105 1.8 16.3 2.1
Indometacina 10.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 6.5 4.2
Dexametasona ' 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
Azitromicina 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 65.3 35
lvermectina 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0

Con los resultados mostrados en la tabla anterior se puede inferir que un mayor volumen de
muestra cargada resulta en un mayor porcentaje de fuga de los analitos, sobre todo para el
caso de la metformina. Con la finalidad de tener un mayor factor de concentracion al finalizar
el protocolo de extraccion en fase solida, es necesario cargar la mayor cantidad de volumen
posible, por lo que se eligieron 250.0 mL como volumen de carga de la muestra.

Para determinar la capacidad de retencion del cartucho de extraccion durante la etapa de
lavado, se analizaron los lixiviados recolectados en dicha etapa, empleando como disolucién
de lavado 3.0 mL de agua destilada y 3.0 mL de agua destilada con 5 % de MeOH. En la
tabla 4.9, se presenta el valor de % de fuga y la desviacion estandar tras evaluar las dos
disoluciones de lavado, después de cargar 250.0 mL de agua destilada fortificada a 100.0
ug/L de cada uno de los farmacos a pH = 9.0, de manera independiente y por triplicado.

Tabla 4.9 Volumen de fuga para las disoluciones de lavado para el protocolo de EFS tras cargar
100.0 mL de agua destilada a 10.0 pg/L de cada fArmaco a pH = 9.0 en cartucho HLB

Disolucion de lavado 3.0 mL de agua destilada | 3.0 mL de agua destilada 5 % MeOH
Analito % Fuga %D.E. % Fuga %D.E.
Metformina 2.6 2.8 7.3 6.1
Famotidina 0.0 0.0 0.0 0.0
Indometacina 0.0 0.0 0.0 0.0
Dexametasona 0.0 0.0 0.0 0.0
Azitromicina 0.0 0.0 0.0 0.0
lvermectina 0.0 0.0 0.0 0.0
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No se encontré una respuesta asociada a los analitos, a excepcion de metformina, con
porcentajes menores al 10 %. Esto indica que los farmacos retenidos durante la etapa de carga
no son extraidos por ninguna de las dos disoluciones de lavado. Por ello, se decidié utilizar
agua destilada con 5 % MeOH para el lavado de los cartuchos HLB, pues la fracciéon de
metanol permite retirar interferentes organicos retenidos en la etapa de carga.

Para la seleccion del disolvente capaz de eluir a los analitos de la manera mas eficiente, se
cargaron 250.0 mL de agua fortificada a 40.0 pg/L (pH = 9.0) en cartuchos HLB, y se
eluyeron con 10.0 mL de metanol, metanol al 0.5 %, 1.0 % y 2.0 % de acido férmico, también
con metanol 1.0 % 4cido acético y acetonitrilo puro. Se obtuvo el porcentaje de recuperacion
promedio y su desviacion estandar (n = 3). En la figura 4.4 se muestran los resultados
obtenidos tras estas pruebas.

En la figura 4.4 se observa como el acetonitrilo resulta ser el eluyente menos adecuado para
todos los analitos, en tanto que el metanol puro mostréo porcentajes de recuperacion
superiores al 40 % para todos los analitos. Al utilizar los eluyentes basados en metanol,
indometacina y dexametasona se recuperaron en su totalidad, lo cual ocurre de manera
opuesta para los demas analitos, pues su recuperacion aumenta al incrementar el porcentaje
de 4cido formico y de manera independiente disminuye cuando el dcido cambia de formico
a acético.
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Figura 4.4. Porcentaje promedio de recuperacion tras la elucién con 10.0 mL de acetonitrilo (AcN),
metanol (MeOH), metanol al 0.5 %, 1.0 % y 2.0 % de acido férmico y MeOH 1.0 % de acido
acético.

De acuerdo con las observaciones previas, la acidificacion del eluyente mejora la extraccion,
ya que puede mejorar la solubilidad de los compuestos. El caso mas evidente de ello fue la
famotidina, pues en medios acidos se protona la guanidina presente en la molécula,
produciendo una sal, lo que incrementa su afinidad con el metanol [45]. Al utilizar 4cido
acético, el desempeinio disminuye debido a que el valor de pka es mayor (4.7) al del acido
formico (pka = 3.75), el cual puede no ser suficiente para protonar a las moléculas.

Con base en lo anterior, se seleccion6 al metanol con 2 % de &cido féormico para la elucion
de metformina, famotidina, indometacina, dexametasona, azitromicina e ivermectina de
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cartuchos HLB. Una vez seleccionado el eluyente, se determin6 el menor volumen con el
que se logra eluir a los seis analitos. Se evaluaron seis volimenes de elucion: 5.0, 6.0, 7.0,
8.0, 9.0 y 10.0 mL de metanol al 2 % de acido férmico, y se obtuvo el porcentaje promedio
de recuperacion y desviacion estandar. Los resultados se muestran en la figura 4.5.

No se observaron diferencias importantes en el porcentaje de recuperacion de los analitos al
aumentar el volumen del eluyente a partir de 6.0 mL, por lo que este volumen se selecciond
para el paso de elucion en el protocolo de extraccion en fase sélida, ademas de permitir un
mayor factor de concentracion de los analitos. Los contaminantes emergentes se encuentran
en concentraciones traza en matrices ambientales, por ello es necesario obtener un mayor
factor de concentracion, el cual puede alcanzarse al evaporar los eluatos hasta la sequedad y
reconstituirlos antes del analisis cromatografico. En este sentido, cuando se cargan 250.0 mL
de muestra y se eluyen con 6.0 mL se obtiene un factor de concentracion de 41.67 veces;
luego entonces, si esos 6.0 mL recuperados se evaporan y se reconstituyen en 1.0 mL, el
factor de concentracion incrementa hasta 250. Esto disminuye de manera importante los
limites de cuantificacion del método analitico.
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Figura 4.5. Porcentajes promedio de recuperacién mediante la elucion con 5.0, 6.0, 7.0, 8.0,
9.0 y 10.0 mL de metanol con 2 % de 4cido férmico.

Una vez evaporados los eluatos, provenientes de disoluciones estandar, hasta la sequedad y
reconstituidos con 1.0 mL de metanol, se determiné su concentracion, el % de recuperacion,
y la desviacion estandar (n = 5), con el fin de evaluar si durante la evaporacion y
reconstitucion habia pérdida de los analitos. Para metformina se obtuvieron recuperaciones
promedio de 90.0 £ 9.1 %, mientras que para famotidina los valores fueron de 100.1 = 12.3
%, de 99.9 + 5.5 % para indometacina, 110.0 + 2.5 % para dexametasona, 105.0 + 8.1 % para
azitromicina 'y 87.2 + 5.2 % para ivermectina.

Tras analizar los resultados, se puede concluir que el proceso de evaporacion y reconstitucion
de las muestras no afecta de manera significativa la recuperacion de los analitos, pues en
todos los casos se obtiene una recuperacion mayor al 85 %, lo cual se compensa con el gran
factor de concentracion que se obtiene al incluir este paso en la preparacion de la muestra.
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4.4 Validacion del método EFS-HPLC-MS/MS en agua residual cruda

El agua residual usada en la validacion del método analitico se recolectd entre los meses de
abril y mayo de 2022, en el canal de riego Tlamaco, en la comunidad de Tlahuelilpan,
Hidalgo. Este canal deriva del Gran Canal de Desagiie, en la Ciudad de México. El protocolo
de toma de muestra se baséd en lo sefialado por la norma mexicana NMX-AA-003-1980-
Aguas Residuales Muestreo [46], asi como en los procedimientos para recoleccion de
muestras de aguas residuales de la US EPA [47].

Los resultados mostrados en la tabla 4.10 provienen de fortificar los extractos procedentes
del protocolo de EFS para 250.0 mL de agua residual cruda en un intervalo de concentracion
entre 1.0 y 50 pg/L. Esto con el fin de garantizar que los extractos provenientes de la
preconcentracion de las muestras se encuentren dentro del intervalo lineal. Al graficar el area
obtenida en funcion de la concentracion se determiné el intervalo lineal, el intervalo de
trabajo, la pendiente de la recta, el coeficiente de correlacion y el coeficiente de
determinacion. Se observo la linealidad para cada analito, asi como el grafico de residuales,
en los que no se encontr6d alguna tendencia que denotara que el modelo lineal no es el
adecuado. Adicional a las pruebas realizadas para evaluar el intervalo de trabajo (intervalo
de confianza de la pendiente, HorRat < 2), se contempl6 el intervalo de concentraciones
evaluado en la recuperacion (0.05 — 1.0 pg/L).

El limite de cuantificacion practico para el método analitico se establecid como el nivel méas
bajo de la curva de calibracion, considerando la EFS (Tabla 4.10). El LDD se determina
cuando existe una sefal asociada con un valor de S/N > 3 [26]. Debido a que la matriz
seleccionada contiene a los analitos, no es posible determinar dicha concentracion, sin
embargo, éste se estimo a partir del valor del LDD instrumental, considerando el factor de
concentracion que se obtiene con la adicion del método de EFS.

La recuperacion del método EFS-HPLC-MS/MS se evalué a través de los porcentajes
obtenidos tras cargar, por triplicado, muestras de agua residual fortificadas entre 0.05 — 1.0
ng/L, siguiendo el protocolo optimizado de EFS. Dichos valores de concentracion se
eligieron a partir del nivel de concentracion mas bajo cuantificable, sin un método de
preparacion de muestra previo. En la tabla 4.11 se muestran los valores de recuperacion para
cada nivel de concentracion y su desviacion estandar (n = 3). La guia de la CCAYAC del
2017 [26] establece que el criterio de aceptacion para niveles de concentracion de 1.0 pg/L
es una recuperacion entre 40 y 120 %. Los niveles evaluados son menores, sin embargo, el
criterio de aceptacion se relaja en niveles mas bajos, dado que este criterio es el mas flexible
en la guia, y por ello se acepta la recuperacion del método.

En la tabla 4.11, también se muestra el valor del porcentaje de recuperacion global del
método, el cual se obtuvo como el valor de la pendiente de la recta en el grafico de masa
recuperada (tras el protocolo de EFS) en funcion de la masa cargada. Estos valores resultaron
comparables con los obtenidos para cada nivel de concentracién y se encuentran dentro de
los parametros de aceptacion establecidos por CCAYAC [26].
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Tabla 4.10. Parametros estadisticos de las regresiones lineales de las curvas de calibracion, limites de deteccion (LDD) y limites de cuantificacion
(LDC) obtenidos para cada uno de los seis fArmacos para el método EFS-HPLC-MS/MS.

Analito Metformina Famotidina Indometacina Dexametasona Azitromicina lvermectina
'“ter(‘l’lZ'/oL')'“ea' 3.0 - 500.0 3.0-495.1 3.0-499.3 3.0 - 489.3 4.7-473.3 7.1-4495
Intervalo de 0.050 — 500.0 0.050 — 495.1 0.050 — 499.3 0.049 — 489.3 0.047 — 473.3 0.047 — 449.5
trabajo (pg/L)
Pendiente + + + + + +
(UA Lijig)* 2150.77 + 4.17 198.42 + 0.23 151.43 + 0.25 78.63+0.24 618.53 + 1.99 17.67 = 0.09
Ordenada a,! 4359.08 + 790.48 | -118.68 + 43.76 874.50 + 46.62 7.40 + 44.22 -3924.98 £ 25.32 + 16.66
origen (UA) 376.08
Ecuacion de la A=2150.77*C+ | A=198.42*C - A = 151.43*C A=7863*C+ | A=61853*C- | A=17.67*C—
recta* 4359.08 118.68 +874.50 7.40 3924.98 25.32
Coeficiente de 0.9989 0.9996 0.9992 0.9973 0.9976 0.9956
determinacion (r?)
Coeficiente de 0.9995 0.9998 0.9996 0.9987 0.9988 0.9978
correlacion (r)
N 30 30 30 30 27 24
LDD (ug/L) 0.0005 0.0005 0.0080 0.0040 0.0070 0.0104
LDC (pg/L) 0.050 0.050 0.050 0.049 0.047 0.047

*El error asociado se determino considerando el estadistico t-Student al 95 % de confianza con n-2 grados de libertad.
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El factor de concentracion (F. C.) experimental, mostrado también en la tabla 4.11, y su
intervalo de confianza, se obtuvieron como el valor de la pendiente de la recta tras graficar
la concentracion recuperada en funcion de la concentracion adicionada. Solo para
indometacina y dexametasona se obtuvo el valor tedrico esperado (250 veces), lo cual es
similar a lo obtenido en la optimizacion del método. Sin embargo, para azitromicina se
obtuvo un factor superior al esperado, lo que indica que hay un efecto matriz positivo para
este analito. Adicionalmente se muestra el valor de r? el cual establece que existe un
comportamiento lineal.

Tabla 4.11. Porcentaje de recuperacion (Rec.) promedio en el intervalo 50 — 1 000 ng/L
para el método EFS-HPLC-MS/MS en agua residual cruda.

Metformina | Famotidina | Indometacina | Dexametasona | Azitromicina | lvermectina
C(uo/L) | Rec. D.E.| Rec. DE.| Rec. D.E.| Rec. D.E.| Rec. D.E.| Rec. D.E.
() ()| (%) ()| () (%) | () (%) | () ()| (%) (%)
0.05 500 3.1 |621 21 | 1007 5.2 | 1152 4.4 1076 6.5 | 84.0 1.9
0.08 559 35 | 609 21 | 9838 24 | 101.8 0.6 1128 98 | 799 54
0.10 605 9.1 | 617 23 | 994 20 | 1015 2.4 1095 6.3 | 814 87
0.30 60.7 23 | 623 48 | 952 53 | 1074 108 | 1096 5.0 | 772 4.0
0.50 58.2 45 | 646 29 | 1031 34 98.8 0.1 110.3 46 | 797 45
0.80 532 3.1 | 614 34 | 989 3.7 99.3 1.5 1085 28 | 737 18
1.00 614 6.6 | 634 24 | 98.6 3.1 | 1014 1.9 1132 11 | 724 71
Rec((?/:;’ba' 586+08 | 630£04 | 99.0+04 100.0+04 | 1078203 | 723+06
146.54 + 157.40 + 180.81 +
F.C~* 188 0.88 24754 +1.09 | 249.96+0.96 | 269.54 +0.87 163
r2 0.9786 0.9958 0.9974 0.9980 0.9986 0.9893

* El error asociado se determind considerando el estadistico t-Student al 95 % de confianza con n-2 grados de libertad.

La repetibilidad y precision intermedia se determinaron de manera analoga a la validacion
instrumental, pero afiadiendo el paso de EFS. En la tabla 4.12 se muestran los resultados
obtenidos del analisis de varianza, asi como las deviaciones estandar de repetibilidad y
reproducibilidad.

Tabla 4.12. Pardmetros para evaluar la repetibilidad y precision intermedia de los seis
analitos con el método HPLC-MS/MS.

DER, (%) DER pi (%) p-Valor Fcalculada Frablas
Metformina 9.03 9.27 0.885 0.021
Famotidina 4,99 5.02 0.378 0.823
Indometacina 4,93 5.04 0.196 1.818 4.494
Dexametasona 6.25 6.319 0.257 1.383
Azitromicina 5.00 5.05 0.261 1.356
lvermectina 6.76 6.78 0.307 1.113

El criterio de aceptacion utilizado fue que el valor de la desviacion estandar relativa (DER)
fuese menor o igual al 10 % [34, 35], asi como que el valor de Fcalculada < Frablas, ¥ que p >
0.05, lo que indica que para ninguno de los analitos existe diferencia significativa entre los
dias de medicion. Dado que dichos criterios se cumplieron para todos los analitos, el método
SPE-HPLC-MS/MS es preciso en condiciones de repetibilidad y precision intermedia.
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Con base en lo anterior, el método EFS-HPLC-MS/MS desarrollado y optimizado demostro,
a través de los parametros de desempefio evaluados, ser apto para la cuantificacion de
metformina, famotidina, indometacina, dexametasona, azitromicina en agua residual cruda,
en niveles de concentracion por arriba de 10 ng/L.

4.5 Evaluacion de la robustez de la metodologia EFS-HPLC-MS/MS en diferentes
matrices acuosas ambientales

El método completo se evalud en otras matrices de interés ambiental, esto tras determinar el

recobro para los niveles inferior, medio y superior y compararlos con los resultados obtenidos

para la validacion de agua residual. En la tabla 4.13 se muestran dichos resultados.

Tabla 4.12. Porcentaje de recuperacion promedio para los seis analitos en 250.0 mL de agua de
pozo, lixiviado de agua residual y efluente de planta de tratamiento de agua residual cargados en

cartuchos HLB y fortificados hasta 50, 80, 300 y 1 000 ng/L.
Matriz Agua de pozo L'X'V'ad.o de agua Efluente de PTAR
residual
Analitos Ccarga % D.E. % D.E. % D.E.
(ng/L) Rec. (%) (n=3) Rec. (%) (n=3) | Rec. (%) (n=3)
50 49.7 5.1 58.6 5.0 N/A N/A
Metformina 80 N/A N/A N/A N/A 51.3 7.7
300 53.9 1.6 57.6 1.1 60.9 1.1
1000 57.8 0.9 51.3 5.1 61.7 2.4
50 61.5 5.3 64.9 4.0 N/A N/A
Famotidina 80 N/A N/A N/A N/A 51.7 1.8
300 60.8 3.9 65.7 1.2 59.3 1.4
1000 62.7 4.9 60.9 1.5 61.7 0.3
50 98.6 2.9 102.0 5.7 N/A N/A
Indometacina 80 N/A N/A N/A N/A 90.6 4.1
300 103.4 7.9 103.8 3.7 95.2 5.8
1000 102.9 2.0 98.1 2.7 93.9 1.6
50 96.6 2.6 106.6 2.1 N/A N/A
Dexametasona 80 N/A N/A N/A N/A 88.4 2.1
300 105.1 2.2 99.3 4.2 91.2 4.0
1000 101.8 6.8 105.0 4.8 89.9 4.6
50 98.3 4.0 91.7 0.4 N/A N/A
Azitromicina 80 N/A N/A N/A N/A 81.1 2.5
300 97.3 4.3 91.1 2.3 92.2 4.2
1000 95.6 5.7 91.9 1.2 90.2 3.6
50 70.4 9.2 75.4 6.3 N/A N/A
Ivermectina 80 N/A N/A N/A N/A 75.1 2.2
300 72.4 3.1 75.2 7.1 78.7 6.2
1000 72.8 0.4 69.0 3.4 75.0 7.2

*N/A: No aplica.

Dado que la validacion inicialmente se realizo con agua residual, se esperaba que en matrices
mas sencillas se tuvieran resultados similares a los mostrados en la tabla 4.10, lo cual se
cumple para el agua de pozo y los lixiviados de agua residual. En contraste, con el agua
proveniente de la PTAR no se logro obtener una respuesta repetible para el nivel de
fortificacion de 50 ng/L, y fue hasta 80 ng/L donde se establecio el nivel inferior. Lo anterior
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puede deberse a que el agua residual pasa por el proceso de floculacion, resultando en un alto
nivel de turbidez que la hace dificil de percolar a través de los cartuchos de extraccion en
fase solida. Ello puede evitar que los analitos interaccionen lo suficiente con la resina del
cartucho, evitando asi su retencion.

Para las tres matrices se tuvieron resultados repetibles y aceptables, de acuerdo con los
criterios establecidos por la CCAYAC en 2017 [26], pues en todos los casos se cumple el
intervalo de recuperacion entre 40 y120 %.

4.6  Aplicacion del método EFS-HPLC-MS/MS en matrices acuosas ambientales

Se determiné la concentracion de los seis analitos evaluados en 30 muestras de lixiviado de
agua residual provenientes de la estacion de lisimetros de la UNAM, siendo dexametasona
el farmaco del cual se encontré6 mayor concentracion. la concentracion de dexametasona
oscilo entre 0.1 y 15.7 pg/L, seguido por azitromicina entre 0.05 y 4.6 png/L e indometacina
en un intervalo de 0.05 a 1.15 pg/L. En particular, para estos dos ultimos analitos, se
encontraron sefales asociadas por debajo de los limites de cuantificacion del método
validado, por lo que es necesario validar el método para abarcar un intervalo de
concentraciones mas bajo.

Por otro lado, no se encontr6 una sefal asociada para famotidina en ninguna de las muestras,
mientras que metformina se encontr6 en el intervalo de 0.05 a 2.3 pg/L, teniendo un
comportamiento opuesto a lo esperado, pues al ser los analitos con mayor polaridad se
esperaba encontrarlos en los lixiviados debido a que no se retienen por el suelo. Por altimo,
para ivermectina se reportan concentraciones entre 0.05 y 1.0 ug/L.

5. Conclusiones

Se desarrolld, optimizd y validé una metodologia de extraccion en fase sélida acoplada a
HPLC-MS/MS para la cuantificacion de metformina, famotidina, indometacina,
dexametasona, azitromicina e ivermectina en muestras de agua residual. El método fue capaz
de concentrar a los analitos en promedio 208 veces, con porcentajes de recuperacion entre 50
y 113 %, dentro de intervalo de concentracion de 12 a 500 000 ng/L. Asi mismo, con la
evidencia mostrada, este método puede emplearse en otras matrices ambientales, como agua
de pozo, lixiviado de agua residual y efluente de planta de tratamiento.

Mediante disefio de experimentos se logro alcanzar una deseabilidad del 70.31 % para el
método HPLC-MS/MS, siendo la presion del nebulizador, el voltaje capilar y la temperatura
del gas de secado los factores significativos. Por otro lado, la retencion en cartuchos HLB de
moléculas polares como metformina y famotidina, solo se logra al subir el valor de pH de las
muestras a 9.0, pues se encuentran en su forma neutra, lo que favorece la interaccion con la
resina de los cartuchos.

A través del seguimiento de los farmacos usados para el tratamiento de la sintomatologia de
la COVID-19 en agua residual es posible tener un trazador en tiempo real de la poblacion
infectada y posiblemente lograr una alerta temprana de nuevos brotes, como se senala en la
literatura. El presente trabajo es un paso para comenzar de manera adecuada, el uso de la
herramienta de la epidemiologia basada en agua residual.
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