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Resumen

Titulo: Determinacion de farmacos anti-inflamatorios no esteroideos y sus metabolitos posterior

a su interaccion con la planta Salvinia adnata en el medio acuoso *
Autor: Stefhanny Carolina Luna Sanabria*
Palabras claves: AINE, SPE, UHPLC-ESI-Q-Orbitrap-HRMS, analisis de agua.

En Colombia, los medicamentos mas consumidos son los antiinflamatorios no esteroideos
(AINE). Algunos de estos compuestos pueden ingresar al medio ambiente a través de los
efluentes del tratamiento de aguas residuales, que los transportan a las fuentes de abastecimiento,

utilizados para el consumo o para el riego de cultivos agricolas.

En este trabajo se evalud la transformacion de farmacos AINE (ibuprofeno, diclofenaco,
naproxeno y piroxicam) en medio acuoso durante su interaccion con la planta Salvinia adnata
(salvinaceae) durante 25 dias, divididos en dos periodos: 1) absorcion (15 dias), y 2) excrecion
(10 dias); y durante 25 dias, se evalud interaccién de los AINE en solucion con y sin exposicion

a la radiacién natural.

La extraccion de los AINE y sus metabolitos del agua se realizd mediante la extraccién en fase
sdlida (SPE) con cartucho Strata X® (100 mg). Se obtuvieron eficiencias de extraccion de 94-
99%, con ajuste de muestra a pH 6, elucion con metanol (12 mL) y sin saturacion del cartucho en
tres niveles de concentracion (2, 10 y 100 pg L™). El anélisis de los extractos de SPE se realizd
mediante UHPLC-ESI-Q-Orbitrap-HRMS utilizando agua y metanol como fase mavil, ambos
con acido férmico (0,1%) y formiato de amonio (5 mM) y con tension capilar de interfaz ESI
fijada en £3,5 kV. Los metabolitos hidroxilados y los productos de degradacion fotoquimica de

los AINE fueron los principales compuestos detectados y semicuantificados en las muestras
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acuosas analizadas. Este estudio podria ser Util para monitorear el proceso de captacion y

excrecion de metabolitos en aguas contaminadas con farmacos AINE.
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Abstract
Title: Determination of non-steroidal anti-inflammatory drugs and their metabolites after their

interaction with the Salvinia adnata plant in the aqueous medium*
Authors: Stefhanny Luna Sanabria*
Keywords: NSAID, SPE, UHPLC-ESI-Q-Orbitrap-HRMS, water analysis.

In Colombia, the most frequently consumed drugs are non-steroidal anti-inflammatory medicines
(NSAIDs). Some of these compounds can enter to the environment through wastewater treatment
effluents, which transport them to supply sources, used for consumption or for irrigation of

agricultural crops.

In this work, the transformation of NSAIDs compounds (ibuprofen, diclofenac, naproxen and
piroxicam) was evaluated in the aqueous medium during their interaction with the Salvinia
adnata (salvinaceae) plant for 25 days, divided into two periods: 1) up-take (15 days), and 2)
excretion (10 days), and for 25 days, the interaction of NSAIDs in solution with and without

exposure to natural sunlight was evaluated.

The extraction of the NSAIDs and their metabolites from the water was carried out using the
solid-phase extraction (SPE) with Strata X® cartridge (100 mg). Extraction efficiencies of 94-
99% were obtained, with sample adjustment at pH 6, elution with methanol (12 mL) and without
cartridge saturation at three concentration levels (2, 10 and 100 pg L™?). The analysis of the SPE
extracts was carried out by UHPLC-ESI-Q-Orbitrap-HRMS using water and methanol as mobile
phase, both with formic acid (0.1%) and ammonium formate (5 mM) and with ESI interface
capillary voltage set at £3.5 kV. The hydroxylated metabolites and photochemical degradation

product of the NSAIDs were the main compounds detected and semi-quantified in the aqueous
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samples analyzed. This study could be useful to monitor the process of up-take and excretion of

metabolites in water, contaminated with NSAIDs.
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Introduccion

El consumo de agua a nivel mundial estd determinado mayoritariamente por la actividad
agropecuaria que los paises realizan. Segun el informe de la ONU-Agua (WWAP) de 2019, con
base en los datos de FAO-Aquastat, se estima que aproximadamente el 69% del consumo
mundial promedio est4 destinado para la agricultura, y se espera que la demanda de agua
contine aumentando a un ritmo similar hasta el 2050, con un crecimiento del 20 al 30% del

nivel actual de uso (Houngbo y col., 2019).

Una creciente degradacion de los recursos hidricos y desabastecimiento de las reservas
naturales de agua es inminente, en medio de la alta demanda, por lo cual se requiere la busqueda
de alternativas de reutilizacion, siendo las aguas residuales tratadas una de las principales
soluciones (Licciardello y col., 2018), debido a la gran cantidad de nutrientes encontrados
indispensables en la absorcion elemental para las plantas (Dube y col., 2018; Ben Hassena y col.,
2018), pero la presencia de contaminantes, denominados contaminantes emergentes (CE) hace
inadecuada su reutilizacion. Los CE, son generalmente sustancias provenientes de la actividad
humana, que tienen potencial amenaza para la salud y el medio ambiente. Entre los principales
CE se encuentran los antibidticos y los anti-inflamatorios no esteroideos, AINE (Tejada y col.,

2014).

Los AINE, son farmacos ampliamente usados debido a su capacidad antipirética y anti-
inflamatoria. En el afio 2020, el mercado para estos productos farmacéuticos fue de 48,2 mil
millones de dolares (IMARC, 2021), mostrando que el incremento en el tamafio de su mercado
tiene un factor directo en el consumo y posterior presencia de estos en el medio ambiente, los

cuales llegan a través de diferentes vias (e.g., fabricacion, eliminacion directa, efluentes
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hospitalarios y, principalmente por plantas de tratamiento de aguas residuales, PTAR), y la
subsecuente disposicion en las aguas superficiales (Baker y col., 2013; Botero-Coy y col., 2018).

Los AINE se consideran compuestos persistentes, encontrandose en el rango de ng/L a
ug/L en rios, lagos y aguas potables en todo el mundo (Amos Sibeko y col., 2019; Rabiet y col.,
2006). Debido a la presencia de estos contaminantes en el medio ambiente, en las ultimas
décadas, numerosos estudios acerca de métodos de remocion y degradacion han sido
desarrollados, entre ellos figuran, procesos oxidativos avanzados, filtracion por membrana, uso
de carbon activado, fotodegradacion, biorreactores y combinacion de ellos (Benner y col., 2008;
Snyder y col., 2007). A pesar de la alta eficiencia y remocion que se puede alcanzar, estas
estrategias no son ampliamente utilizadas, principalmente, por su alto costo. En consecuencia,
existe la creciente necesidad de implementar procesos alternativos para tratamientos
complementarios, que puedan mitigar estos contaminantes de los suelos y cuerpos de aguas, de
manera eficiente y con costos de operacidon y mantenimiento mas bajos (Dordio y col., 2013).

La fitorremediacion es uno de los procesos que cada vez es mas utilizado para
proporcionar un tratamiento secundario a las aguas residuales, ya que se ha demostrado con éxito
la disminucion de la concentracién de varios contaminantes (e.g., metales pesados, colorantes,
farmacos), con menos inversion respecto a las otras alternativas tecnoldgicas (Susarla y col.,
2002; Zhang y col., 2010).

Estas metodologias evidencian la capacidad de las plantas para adsorber, absorber y
metabolizar estos contaminantes, asi como de liberar exudados por su raiz que mejoran la
biotransformacién y degradacion microbiana de los compuestos organicos en las fuentes de agua

(Dordio y col., 2013).
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La planta Salvinia adnata, evidencia potencial uso en biorremediacion (Dhir., 2009) y
como indicador de calidad del agua de los humedales (Dhivyay col., 2016).

En el presente proyecto, se estudid el medio acuoso enriquecido con los AINE
(diclofenaco, ibuprofeno, naproxeno y piroxicam) que interactud con la planta Salvinia adnata.
Adicionalmente, también se plantearon controles correspondientes a las interacciones de los
AINE en el medio acuoso con y sin exposicion a la radiacion natural del sol.

Los farmacos adicionados inicialmente y los metabolitos generados por las condiciones
experimentales en el medio acuoso se aislaron con el método de extraccion en fase solida, SPE

(Babi¢ y col., 2010) y los extractos se analizaron por UHPLC-ESI- Orbitrap-MS.
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1. Marco referencial.

1.1. Contaminantes emergentes.

Los contaminantes emergentes son compuestos considerados amenaza potencial para los
ecosistemas ambientales, salud y seguridad humana, que actualmente no estan cubiertos por las
regulaciones de calidad del agua existentes (Farré y col., 2018; Field y col., 2006), que abarcan
diversos tipos de moléculas como drogas de abuso, productos de cuidado personal (PCP) ,
hormonas, tensoactivos, productos farmacéuticos entre otros (Yan y col., 2010). Actualmente,

son foco de interés cientifico por su potencial toxicoldgico o toxicidad cronica.

1.1.1. Productos farmacéuticos.

Es aquel producto de origen natural, semi-sintético o sintético, destinado como medicina
de uso humano o veterinario que tiene un componente bioldgicamente activo para el tratamiento
de enfermedades (Clive y col., 1998), que se administra bajo cierta dosificacion y esta sujeto a

controles por la legislacion del pais de importacién y exportacion (Resolucién 003619, 2013).

1.1.2. Anti-inflamatorio esteroideo

Son corticoides naturales (hormonas producidas por la corteza adrenal) o semisintéticos
analogos estructuralmente. Los esteroides sintéticos mas usados son la dexametasona,
prednisona, entre otros usados generalmente como inmunodepresores o antialergenicos (Ingianna
1963).
1.1.3. Anti-inflamatorio no esteroideo.

Son un grupo variado quimicamente heterogéneo de farmacos compuesto principalmente
por anti-inflamatorios, antipiréticos y analgésicos que reducen la inflamacion, fiebre y dolor. Los

AINE inhiben la actividad de la ciclooxigenasa (COX o PGH sintetasa) y sus dos isoformas
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diferentes: COX-1 (enzima constitutiva, e.g., control del flujo vascular) y COX-2 (se sintetiza en
determinadas células inflamatorias como neutréfilos). Los AINE de mayor consumo
generalmente no muestran selectividad de inhibicion entre las dos isoformas, por lo cual son
comercializados libremente (Clive y col., 1998).

En algunos paises de América Latina, segun un estudio realizado por IQVIA (Quintiles e
IMS Health, Inc), actualmente existen 204 categorias de analgésicos que poseen como
componente principal uno de los tres farmacos (acetaminofén, aspirina o ibuprofeno) siendo las
ventas de ibuprofeno tres veces mas altas en comparacion con las de otros dos farmacos
(Quintiles and IMS Health, 2018).

En Colombia, la venta durante los afios 2016-2018 fue de més de 45 millones de unidades
de analgésicos en sus diferentes presentaciones con estos principios activos, segun datos
proporcionados por el DANE, aungque también se evidencia la comercializacion de

antiinflamatorios como diclofenaco, naproxeno entre otros (Vianneth y col., 2013).

1.2. Presencia, persistencia de los AINE en el medio ambiente

Las concentraciones de los farmacos AINE en cuerpos de agua y plantas de tratamiento
de aguas residuales se han registrado alrededor del mundo en el orden de ng/L a pg/L (Radovic¢ y
col., 2014; Amos Sibeko y col., 2019; Paiga y col., 2016).

La Unidn Europea considera a los AINE diclofenaco, ibuprofeno y naproxeno entre otras
sustancias farmacéuticas de alta prioridad en funcion de factores como: persistencia, aparicion
toxicidad, etc. (Sousa y col., 2018).

La persistencia, como medida cuantitativa se expresa en funcion la vida media de

transformacion para una sustancia quimica en el medio ambiente, estos cambios se pueden
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atribuir a diversos procesos y combinacion de ellos como: hidrdlisis, biodegradacion, fotdlisis
directa o indirecta y reacciones redox, los cuales dependen en gran medida de las condiciones
ambientales (e.g. temperatura, pH, actividad de microorganismos y exposicion a la radiacion
natural) (Bu, y col., 2016). Diversos estudios han reportado la persistencia de diclofenaco e
ibuprofeno en fuentes de agua, en un rango de 8 a 30 y 4,6 a 32 dias, respectivamente (Bu, y col.,
2016), sin embargo, como la degradacion depende de muchos factores, es inevitable observar
variabilidad, en este mismo estudio, se reportd debido a procesos de fotolisis el menor tiempo de
degradacion para el diclofenaco en 0.008 dias, y para el ibuprofeno bajo estas mismas
condiciones, se observd su persistencia hasta de 413 dias (Yamamoto y col., 2009). Para el
naproxeno el rango de vida media estuvo entre 9,6 a 18,5 dias en el agua de lagos y embalses, y

la informacion de vida media mas alta estuvo en 27 dias en rios (Araujo y col., 2011).

1.3. Procesos de degradacion y transformacion de farmacos en el medio acuoso.

Las transformaciones en el medio ambiente se producen por multiples factores como:
fotolisis directa o indirecta, biodegradacion, hidrolisis, y reacciones redox, las cuales a su vez
dependen de condiciones ambientales. Como se sabe estos procesos no ocurren de manera
aislada, sino estan ocurriendo de manera simultanea en el medio ambiente (Bu, y col., 2016).

En las aguas superficiales, los contaminantes pueden ser susceptibles a degradacién
fotoquimica de manera directa (absorcion de radiacion por la molécula) o por multiples vias
indirectas que incluyen reacciones con oxigeno singlete (*O.), radical hidroxilo (+OH), radicales
peroxi (*OOR), reacciones con materia organica y otras especies reactivas (Moore y Chappuis,

1988; Zepp y col., 1981; Zepp y col., 1987).
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En procesos de biodegradacion, las principales acciones reportadas se encuentran para
microrganismos, hongos y plantas (Stylianou y col., 2018; Moreira y col., 2018; Marco-urrea y
col., 2010; Klampfl., 2019) Las principales transformaciones de metabolizacion que ocurren
mediante este mecanismo son procesos de oxidacion, hidroxilacién, perdida del grupo funcional
acido carboxilico y la conjugacion del farmaco con hexosas, acido maldnico, acido glutamico,

entre otras (Stylianou y col., 2018; Lu y col., 2019; Fu y col., 2017).

1.4. Impacto ambiental de los farmacos AINE en el medio acuoso.

La preocupacion por la presencia de los farmacos AINE en el medio acuoso se evidencia
en la literatura desde la década de 1990. En numerosos estudios se ha informado la presencia de
estos compuestos y sus metabolitos en los efluentes de tratamiento de aguas residuales (Nakada y
col., 2005; Tauxe-Wuersch y col., 2005), que son los principales transportadores hacia fuentes
receptoras como lagos, rios, acuiferos subterraneos que se utilizan para el suministro de aguas
para consumo Yy riego (Heberer, 2002; Mompelat y col.,2009).

Estos compuestos con actividad bioldgica y asociados con una alta estabilidad implican un
potencial impacto en la biota acudtica. Segun estudios realizados por Ginebreda (2009), la
afectacion de comunidades de diatomeas e invertebrados bentonicos (Chironomus spp., Tubifex
tubifex y Daphnia magna) en rios del noreste de Espafia, es notoria, en donde se encontré el
ibuprofeno en concentraciones de 20 pg L™ (Ginebreda y col., 2009). Asi como en un estudio
realizado sobre los efectos de diclofenaco sobre trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss),
provocados por la exposicion prolongada en concentraciones de 1-50 pg L™ durante 28 dias, se
evidencié la degeneracion de células epiteliales, aparicion de nefritis intersticial en branquias y

acumulacién en el higado, rifion y tejido muscular, asi como un deterioro en el estado de salud de
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los peces (Schwaiger y col., 2004). También, se realizd un estudio de bioacumulacion de
ibuprofeno, naproxeno y diclofenaco en la bilis de peces silvestres capturados aguas abajo de una
planta de tratamiento de aguas residuales en Finlandia, y las concentraciones estuvieron entre 15

y 34 ng mL?, 6-103 ng mL*' y 6-148 ng mL™%, respectivamente (Brozinski et al., 2013).

1.5. Sistemas biol6gicos acuéticos.

Los humedales han demostrado un potencial en la mitigacion de CE y se destacan como
alternativa eficiente de bajo costo, que proporciona una zona de transicion controlada entre los

ecosistemas terrestres y acuaticos (Dordio y col., 2008).

El uso de macrdfitas flotantes de rapido crecimiento, e.g., Eichhornia crassipes (jacinto
de agua), Lemna spp. (Lenteja de agua), Spirodella spp., se asocia con el tratamiento secundario
de efluentes de aguas residuales, asi como de eliminacion de contaminantes puntuales, e.g.,

antibidticos, herbicidas, policlorados y farmacos (Dordio y col., 2011; Matamoros y col., 2012).

1.5.1. Salvinia adnata

Figura 1. Salvinia adnata. Foto tomada por la autora el 11 enero 2020, CENIVAM -UIS.
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Salvinia adnata (Figura 1), también conocida como Salvinia molesta (Pérez-Consuegra y
col., 2017), es un helecho flotante acuatico, considerado especie invasora, perteneciente a la
familia Salvinaceae, con un amplio potencial en fitorremediacion (Dhir 2009). En la industria de
la produccion de biodiesel, la extraccién en peso muerto obtuvo un rendimiento de 19.97%
(Mubarak y col., 2016).

En los sistemas de tratamiento de aguas, estas plantas flotantes se han utilizado en el
estanque de maduracion para mejorar los efluentes de los estanques de estabilizacién en
tratamientos secundarios del efluente primario de aguas residuales (Ng y Chang., 2017). Sin
embargo, la adsorcion de los farmacos AINE y de sus metabolitos en el medio acuoso no han

sido evaluada en esta planta.

1.6. Método de extraccion y analisis para la identificacion de los AINE y sus metabolitos en

el medio acuoso.

La determinacién de anti-inflamatorios en matrices acuosas presenta un problema que se
origina en la diversidad de sustancias quimicas y la baja concentracion (trazas), en las que
normalmente se encuentran estos compuestos, ademas de las interferencias que dificultan su

identificacion y cuantificacion.

1.6.1. Técnicas de extraccion.

Entre las alternativas para solucionar estas dificultades en el proceso de deteccion, esta el
pretratamiento de la muestra, que asegura la concentracion y purificacion de los compuestos de
interés que estén presentes en la matriz. SPE es una técnica utilizada ampliamente en la quimica

ambiental para el aislamiento y concentracion de compuestos organicos en soluciones acuosas.
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Su principio se basa en la adsorciéon o la absorcidn de ciertos compuestos organicos en algun
soporte sélido inorganico u organico, que se selecciona, segun la naturaleza de la interaccion
analito-soporte durante el proceso de extraccion; SPE puede ser acoplada a diferentes técnicas de

analisis, especialmente, cromatografia liquida (Fontanals y col., 2010).

La ventaja de esta técnica consiste en que se pueden pasar volimenes grandes de
muestra (e.g. 1L), para concentrar los compuestos de interés en el sorbente, ademés de la
utilizacion de poco solvente en la elucion de los analitos, lo que disminuye su costo, en

comparacion con la técnica “clasica” de extraccion liquido — liquido (Das y col., 2012).

Sin embargo, para la extraccion de compuestos organicos también se ha reportado la
implementacién de la técnica de extraccion liquido-liquido, con la variante de agregar sal, que
permite obtener porcentajes de recuperacion de los compuestos superior al 80% (Noche y col.,

2011).

1.6.2. Método de anélisis instrumental

La cromatografia es esencialmente un método fisico de separacion de los componentes de
una mezcla. La distribucion en dos fases, una mévil y una estacionaria permite que, dependiendo
de la naturaleza quimica de los componentes y algunas propiedades fisicoquimicas, suceda la

elucion de la columna a diferentes tiempos de retencion (Poole y Poole., 1991).

La cromatografia liquida (LC) debe su nombre a la naturaleza de la fase mévil empleada
en el método. Esta fase puede prepararse haciendo uso de una mezcla de diferentes solventes que
son escogidos de acuerdo con la naturaleza de los componentes de la mezcla y la columna
cromatografica. La composicién de la fase movil puede mantenerse constante (modo isocratico)

o variarse (modo gradiente) durante el anélisis. La muestra previamente preparada es llevada al
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puerto de inyeccion, donde se eluye con la fase movil para ingresar a la columna cromatogréfica,
en donde los componentes de la muestra se distribuyen entre las dos fases (mdvil y estacionaria),
separandose en bandas cromatograficas, que eluyen de la columna en orden creciente de factor

de retencidn de las sustancias que componen la mezcla (Robert., 2003; Niessen., 1999).

Algunos detectores usados en LC son arreglo de diodos (DAD), UV-Vis (ultravioleta
visible), ya que permiten el andlisis de moléculas de baja volatilidad, con electrones m en sus
estructuras que, al ser excitados por la radiacion ultravioleta, absorben a longitudes de onda
especificas, generando una respuesta en el detector, proporcional a la concentracion de la

sustancia analizada e.g., farmacos (Huber y col., 2009; luliani y col., 2010; Payan y col., 2011).

La técnica de cromatografia liquida acoplada a detectores de masas (LC-MS), como
cromatografia liquida de ultra-alta resolucion, UHPLC- MS, utiliza diversas interfaz para la
generacion de los iones en fase gaseosa, una de las més utilizadas es ionizacion por electrospray
(ESI), que se ha utilizado ampliamente en el desarrollo de métodos de andlisis para matrices
complejas de multi-residuos farmacolégicos (Guillarme y col., 2010; Aristizabal-Ciro y col.,

2017).

Cuando la investigacion es dirigida a la identificacion de metabolitos formados en los
diferentes procesos de transformacion del farmaco original, se usan detectores de masas, MS de
alta resolucion como Orbitrap- MS y configuraciones tandem, debido a su alta especificad y

sensibilidad (Herklotz y col., 2010; Pietrini y col., 2015).
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2. Antecedentes
Con el objetivo de analizar el estado actual de las investigaciones sobre la presencia de
AINE en el medio ambiente, técnicas de extraccién y metodologias de analisis, se realiz6 un
estudio de los antecedentes en la produccion cientifica existente utilizando las bases de datos

Elsevier (Scopus) y Web of Science

2.1 AINE en el medio ambiente

Los estudios sobre la presencia de los AINE en el medio ambiente han sido desarrollados
principalmente en Estados Unidos, China, Reino Unido e India, centrando las investigaciones en
el area de medicina, ciencias del medio ambiente, quimica, farmacologia, toxicologia y
bioquimica en editoriales especializadas como Elsevier, Springer Nature, Wiley, MDPI, Taylor
& Francis entre otras. En la

Figura 2, se presenta un resumen comparativo del nidmero de publicaciones sobre la
presencia de los AINE en el medio ambiente. El interés en la investigacion por estos compuestos
ha ido en aumento, con una tendencia casi exponencial, debido al registro de estos contaminantes
en la bidsfera.

Dentro de los productos farmacéuticos mas consumidos a nivel mundial se encuentran los
analgésicos, pertenecientes a los AINE: diclofenaco, naproxeno, ibuprofeno y piroxicam. El
consumo de productos farmacéuticos adquiridos ya sea por prescripcién médica o de libre venta,
es uno de los principales focos de atencidon puesto que los farmacos ingresan a las aguas
superficiales y al medio ambiente por varias rutas, que incluyen la excrecién humana o animal,
efluentes de aguas residuales, lodos de depuracion y desechos antropogénicos, que son

encontrados eventualmente en aguas superficiales (Petrovi¢ y col., 2003; Botero-Coy y col.,
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2018; Moreno-Gonzalez y col., 2014; Murray y col., 2010), en concentraciones del orden de ng

LtapgL™

Figura 2. Relacién del nimero de publicaciones por afio. Periodo de observacion: 2000 al 2022.
Palabras clave: “NsAIDs & environment”. Bases de datos: Scopus (Elsevier) y Web of Science .

Fecha de consulta: 10 de septiembre del 2022.
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2.2. Procesos de tratamiento para remocion de AINE

El tratamiento precario y poco eficiente que reciben las aguas residuales a nivel mundial
es objeto de preocupacién y la reutilizacion de estas aguas es vital para cubrir la demanda de
consumo del recurso hidrico. Por lo cual, el desarrollo y el uso de metodologias que permitan la
extraccion, eliminacion y analisis de estos compuestos farmaceuticos en los cuerpos de agua de
manera confiable son muy importes (Lavén y col., 2009).

La remocion de sustancias anti-inflamatorias se ha realizado bajo diferentes técnicas:

oxidacion electroquimica, procesos de coagulacion-floculacion y principalmente extraccion en
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fase solida (SPE), a escala laboratorio. En la Tabla 1, se observan algunas de las metodologias
implementadas para la eliminacion de diferentes productos farmacéuticos en aguas

Tabla 1. Técnicas de remocion de sustancias anti-inflamatorias en aguas residuales.

Compuestos analizados Técnica de extraccion Referencias
AINE, estatinas y el agente SPE Leey col., 2003
antibacteriano triclosan.
AINE, genfibrozil, carbamazepina, SPE Paxéus, 2004
B-bloqueadores, trimetoprima vy
triclosan.
AINE y antibioticos Oxidacion electroquimica Weichgrebe y col., 2004
PCP, antidepresivos y AINE Procesos fisicoquimicos, Carballa y col., 2005
coagulacion-floculacion y
flotacion
AINE, antisepticos fenolicos, SPE Nakada y col., 2006

productos farmacéuticos de amida,
disruptores endocrinos fenolicos vy
estrogenos naturales

Estaminas y AINE SPE impreso molecularmente  Zorita y col., 2008

AINE SPE Larsson y col., 2009

2.3. Metodologias de analisis de los farmacos AINE mediante HPLC y UHPLC

Con base en el andlisis de antecedentes sobre la determinacion de AINE por HPLC y
UHPLC, se observo un numero relativamente alto de publicaciones en los ultimos 22 afios sobre
estudios que emplean la técnica HPLC para el andlisis de los AINE. Las areas destacadas en el
desarrollo de las investigaciones son: farmacologia, quimica, bioguimica, medicina y medio
ambiente. Y las publicaciones se realizan principalmente en revistas reconocidas a nivel
mundial: Elsevier, Springer Nature, Wiley entre otras (Figura 3A). Mientras para el desarrollo
del andlisis por UHPLC solo se cuenta con publicaciones de los Gltimos 12 afios y destacan las
mismas areas de investigacion y revistas de publicacion que con la implementacién de HPLC

(Figura 3B).
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Figura 3. A. Relacién del nimero de publicaciones por afio. Periodo de observacion 2000 al
2022. Palabras clave: “NSAIDs & HPLC”. Bases de datos: Scopus (Elsevier) y Web of Science .
Fecha de consulta: 10 de septiembre del 2022. B. Relacion del nimero de publicaciones por afio.
Periodo de observacion 2000 al 2022. Palabras clave: “NSAIDs & UHPLC”. Bases de datos:

Scopus (Elsevier) y Web of Science . Fecha de consulta: 10 de septiembre del 2022.
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3. Objetivos

Objetivo general

Evaluar los anti-inflamatorios diclofenaco, ibuprofeno, naproxeno, piroxicam y sus
posibles metabolitos de biotransformacién en el medio acuoso como resultado de su interaccion
con la planta acuédtica Salvinia adnata, mediante la técnica de extraccion SPE y analisis por

cromatografia y espectrometria de masas.

Objetivo especificos
Determinar las condiciones de extraccion de diclofenaco, ibuprofeno, naproxeno y

piroxicam en el medio acuoso, mediante la técnica de extraccion en fase sélida (SPE).

Establecer las condiciones de analisis por cromatografia liquida (LC) acoplada a
espectrometria de masas (Orbitrap) que permitan la identificacion y cuantificacién de los cuatro

anti-inflamatorios no esteroideos y/o sus metabolitos respectivamente, de manera confiable.

Establecer las figuras de mérito para el método de determinacion de los farmacos

diclofenaco, ibuprofeno, naproxeno y piroxicam, en muestras acuosas.

Identificar y cuantificar algunos de los metabolitos producto de la interaccion de la planta

Salvinia adnata con diclofenaco, ibuprofeno, naproxeno y piroxicam en el medio acuoso.
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4. Metodologia y desarrollo experimental
La metodologia para el desarrollo de esta investigacion se realizd en tres etapas, como se

muestra en el siguiente esquema, véase Figura 4.

Figura 4. Metodologia implementada en el desarrollo de la investigacion.

Propagacion, identificacion y
seleccién del material vegetal

l

Etapa 1 Etapa 2 Etapa 3

l i l

Extraccion de AINE en

Analisis instrumental de los Interaccion
muestras acuosas .
AINE l planta-farmacos
Extraccion en fase sélida v v _
(SPE), analisis de variables Exposicion Depuracion
Condiciones para el l
andlisis instrumental
Extraccion Lig-Lig asistida
por sal Muestras acuosas
l Extraccion SPE y
Determinacion de las figuras de mérito cuantificacion de AINE y
J sus metabolitos

Analisis instrumental HPLC-DAD y UHPLC-ESI-Q-Orbitrap-HRMS

4.1. Reactivos, materiales y equipos.

Los reactivos, materiales y equipos, empleados en este trabajo, se describen a

continuacion en la Tabla 2
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Tabla 2. Reactivos, materiales y equipos empleados en la presente investigacion

Producto

Especificaciones

Reactivos y solventes

Acetato de etilo
Acetona

Acetonitrilo
Acido clorhidrico
Acido o - fosférico

Metanol
Acido ascorbico

Pureza: 99,8 % Grado HPLC; J.T. Baker (México, D.F.,
México).

Pureza: 99,8 %Grado HPLC; Merck (Darmstadt, Alemania).
Pureza: 99,8 % Grado HPLC; J.T. Baker (México, D.F.,
México).

Pureza: 37 %; Grado ACS; Merck (Darmstadt, Alemania).
Pureza: 99 %; Grado ACS; Merck (Darmstadt, Alemania).
Pureza: 99,8 % Grado HPLC; J.T. Baker (México, D.F.,
México).

Pureza: 99 % Grado reactivo: Merck

Material de laboratorio

Tubos falcon®

Tubos conicos

Cartuchos Strata X
Cartuchos Silicycle
Cartuchos Chromabond
Pipetas volumétricas
Balones aforados
Micropipetas

Embudos de decantacion

Filtros

Filtros de membrana
Jeringas pléasticas
Viales ambar

15 mL
Tubos conicos de poli(propileno) de 1,5 mL de Brand
(Wertheim, Alemania).

100 mg / 6 mL; Phenomenex (Torrance, CA).

500 mg / 6 mL; Silicycle (Quebec, Canada).

100 mg /1 mL;

2,5,10 mL; Scott (Texas, EE. UU).

1, 2,5, 10, 25, 50, 250, 1000 mL;

2-20, 25-250, 100-1000 pL; Brand (Wertheim, Alemania).

250 mL

filtros de papel franja negra de 150 mm de diametro;
Munkell grado 388 (Ahlstrom-Munksj6, Alemania)
Filtros de membrana PVDF de 0,45 pm de Milipore (Sao
pablo, Brasil)

2y5mL;

2 mL; Agilent Technologies (Melbourne, Australia)

Equipos de laboratorio

Balanza analitica
Potenciometro
Bafio ultrasonido

Agitador

Manta de agitacion y calentamiento

Manifold
Autoclave

Mettler Toledo AG285 (Nanicon, Suiza).

Mettler Toledo AL204 (Nénicon, Suiza).

LC-20H de Ultrasonic (Darmstadt, Alemania).
minishaker, IKA JKMS (Hofheim, Alemania) PL-325,
Fisher Scientific

Magnetic stirrer MSH300 (Boeco, Alemania)

Baker Spe-24G (J.T. Baker, Phillipsburg, NJ, EE. UU)
ALL AMERICAM Model 50X (Manitowc, EE. UU.)
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4.1.2 Material de referencia.
En la Tabla 3, se reportan las especificaciones comerciales de las sustancias de

referencias, que se emplearon en el estudio.

Tabla 3. Especificaciones de los compuestos de referencia de farmacos anti-inflamatorios y

estandar interno

Compuesto Referencia Lote Pureza, % Proveedor
Diclofenaco C12537500 G29008 99.2 Dr Ehrenstorfer
Ibuprofeno C14278000 G976092 98.9 Dr Ehrenstorfer
Naproxeno C15483500 (168852 99.6 Dr Ehrenstorfer
Piroxicam DRE-C16278000 G1065671 99.6 Dr Ehrenstorfer
Difenilamina 8.20528.0100 S6861528507 99.0 Merk

4.2. Analisis por HPLC/DAD de los AINE.

El analisis cromatografico preliminar se realizd6 en un cromatografo liquido de alta
eficiencia HPLC 1260 Series (Agilent Technologies (AT), Palo Alto, CA, EE. UU.), que consta
de una unidad de desgasificacion de solvente (G1379B), una bomba cuaternaria de gradiente
(G1312A), un inyector automatico de muestras (G1367B), y un termostato para la columna
(G1316A). La separacion se llevd a cabo en una columna Gemini Cig 100 mm x 4.6 mm d.i., X 5
pum de tamafio de particula (Phenomenex, Torrance, CA, EE. UU.). El procesamiento de los

datos se realizd en el software Agilent Chemstation LC, Version B.04.01 (Figura 5).

Figura 5. Cromatdgrafo liquido de alta eficiencia Agilent Technologies 1260 Series.

Nota: Fotografia tomada por Stefhanny Luna en CENIVAM el 25 de marzo de 2021.
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4.2.1. Seleccién de condiciones para el andlisis cromatografico por HPLC.
El andlisis simultaneo de los farmacos anti-inflamatorios ibuprofeno (IBU), diclofenaco
(DIC), naproxeno (NAP) y piroxicam (PXM), se desarroll6 basado en diferentes articulos

referencia.

4.2.2. Determinacién de parametros de eficiencia de la separacidén cromatografica por
HPLC

Establecidas las condiciones cromatograficas para la determinacion simultanea de los
farmacos AINE estudiados, se calcularon los pardmetros de eficiencia: factor de retencién (k”),

factor de selectividad (), numero de platos tedricos (N) y resolucion (Rs) (Ecuaciones 1-4).

o = {r=tm) (Ecuacion 1)
tm
2
N = 5,54 ( ‘R ) (Ecuacion 2)
0.5b
— (rp—tm) ”
a= s (Ecuacion 3)

__ 118 (trp—tra)

R. =
s (Wo.sa+Wo.sp)

(Ecuacion 4)

Donde,
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tr = tiempo de retencion del compuesto anti-inflamatorio de interés (min)
tm = tiempo muerto (min)
Wo.5 = ancho de pico a la mitad de su altura méxima (min)

*Los subindices a y b indican los picos cromatograficos correspondientes a dos sustancias

diferentes.

4.2.3. Determinacion de las figuras analiticas de mérito para HPLC.

Se determinaron las figuras analiticas de mérito: precision (expresada como
repetitividad), nivel minimo deteccion (NMD) y cuantificacién (NMC), linealidad y sensibilidad,
segun lo recomendado por las buenas practicas de laboratorio. Para la determinacion de estos

parametros se realizd una curva de calibracion por el método de estandarizacion externa.

- Solucion stock: se prepar6 una solucion stock individual (5000 mg L™, 1 mL) de cada farmaco
AINE (DIC, IBU, NAP) en metanol grado HPLC y para PXM se prepar0 en una mezcla de

metanol:acetona (1:1 v/v)

- Solucion stock de la mix de los AINE: Se prepard una solucién stock de la mezcla de los
AINE (IBU, NAP, DIC, PXM) de 100 mg L en metanol grado HPLC a partir de las soluciones

stock de 5000 mg L.

- Soluciones de trabajo: se calcularon los volimenes necesarios de solucién stock para preparar
soluciones con las siguientes concentraciones: 0.25, 0.5, 1, 2.5, 5, 7.5 y 10 pg mL™?, con in

volumen final de 1 mL

- Evaluacion de la repetitividad del método para tiempos de retencion (tr) y areas. Los

coeficientes de variacion (CV) para el tiempo de retencion y areas permitieron evaluar la
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repetitividad del método, esto se hizo en un punto de la curva de calibracion, preparada

diferentes analistas

CV,% = § * 100 (Ecuacion 5)
X = Xl*’r(lz"xn (Ecuacion 6)
S = \/ﬁzgﬂ(xi —X)2 (Ecuacion 7)

Donde,

X = promedio de los datos.

X; = valor individual

n = numero de datos

S = desviacion estandar de los datos.

- Evaluacion de la linealidad y sensibilidad del método. La linealidad y sensibilidad se
evaluaron al realizar una curva de calibracién. La linealidad se determiné evaluando en el rango
de concentraciones 0.1 - 10 pug L™ en que la respuesta del detector es lineal, que evalud el factor

de respuesta en el rango de concentracion. La sensibilidad se reporté como la pendiente de la

curva a un nivel de confianza del 95%.
- Determinacidn de los niveles minimos de deteccién (NMD) y de cuantificacion (NMC).

La determinacion de los niveles se realizé con base en la recomendacion del método UIPAC,
usando las curvas de calibracion individuales obtenidas del procesador de datos, para el nivel de
deteccion se tomo tres veces el valor de Sy y para el nivel de cuantificacion como el doble del

nivel de deteccion, es decir seis veces el valor de Syx.
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NMD = 32z (Ecuacion 8)

m

NMC =2 « NMD (Ecuacion 9)

4.3. Extraccion de los farmacos antiinflamatorios en muestras acuosas.

4.3.1. Extraccion en fase sélida, SPE

Para la determinacion de las mejores condiciones de extraccion de los AINE en matrices

acuosas, se consideraron las propiedades fisicoquimicas (Tabla 4) y se escogieron condiciones

preliminares con base en lo reportado en la literatura (Tabla 5 y Tabla 6), el acondicionamiento,

solvente de elucion y flujo.

Tabla 4. Estructura molecular de los compuestos farmacéuticos de interés y algunas propiedades

fisicoquimicas.

. Solubilidad en

Compuesto Formula Masa exacta pKa Ny — Log Kow
Diclofenaco (DIC)
@éuj/\”/ CuuHu1CIoNO2  295,01668 3,99 4,522 4,512
Ibuprofeno (IBU)

- C13H1502 206,13068 4,458 11,3 4,13
Naproxeno (NAP)

- 230,09429 4,158 15,9 3,18°

OO C14H1403
\ o]

Lo}
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Piroxicam (PXM)
o\\//o

s a
S C15H13N302S 299,07285 2133a 84,0° 1.98?
NN 5,07
| ~

/ (o}
a Avdeef (2001); ® Yalkowsky y col., (2010); ¢ Hansch y col., (1995)

Tabla 5. Revision bibliogréfica de condiciones de extraccion de farmacos anti-inflamatorios

mediante extraccion SPE.

Cartucho H Preparacion del Solvente y Referencia
Compuesto (s)  spg PP cartucho volumen de elucion
Strata X (200 Metanol (5 mL)
Ibuprofeno, mg/ 3 mL) aguatipo I (5mL) Pafaa
nNaproxeno y Oasis MCX 2 aguatipol(5mL)a pMetanol (10 mL) colg (2y017)
diclofenaco (150 mg/ 6 pH 2 .
mL)
Ibuprofeno, Metanol (1.5 mL)
naproxeno y Strata X (60 aguaapH =26 Kosjek y
diclofenaco mg/ 3 mL) 2,6 (2.5 mL) Metanol (1,5 mL) col., (2005)
Ibuprofeno, Acetona (5 mL)
naproxeno y Metanol, 5 mL Patrolecco
diclofenaco g'grj?lgl X 3.6 Agu_a tipo 1 (10 ML) Acetona (20 mL) y col.,
18 pH = 3,6 (2013)
4 Metanol (6 mL)
_ Oasis HBL 6 Metan_ol (20 mL) Diclorometano Zhangy
Diclofenaco 500 ma/3mL 8 agua tipo | (6 mL), acetato de col.,
g (3*5mL) etilo (6 mL) acetona  (2007)
10
(6 mL)
n-hexano (5 mL)
acetato de etilo, . Weigel y
L?SI%;%E:C% Y Oasis HBL 7,8 (5 mL), metanol (10 ?glﬁsf)ea”ada col.,
mL), agua TAP 10 (2004)

mL
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Tabla 6. Condiciones preliminares para extraccion SPE de los farmacos AINE en el medio

acuoso
Parametros
Acondicionamiento Metanol HPLC (3 mL), agua tipo | ajustada al pH de la muestra
(3mL)
Solvente de elucion Metanol
Flujo de elucion 6 mL min

El procesamiento de las muestras para su extraccion se realiz6 mediante en un manifold,

JT Baker Spe-24G, como se muestra en la Tabla 6

e

Figura 6. Equipo para extraccion SPE, Baker Spe-24G (J.T. Baker, Phillipsburg, NJ, EE. UU).

El procedimiento de extraccion de los AINE en solucion acuosa mediante extraccion SPE

se encuentra descrito de manera general en la Figura 7.

Preparacion de la muestra

Adicionar la muestra en un

Ajustar el pH (varia embudo de decantacion,

Adicionar stock de la mix segin la prueba) y para el paso controlado de

-1 o B s

aforar con agua tipo | a la muestra. Precaucion:

de AINE (100 pg mL ) 250 mL mantener protegida de la
luz
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Extraccion en SPE

Acondicionamiento Adicion de la muestra Elucion

Se prepard una solucién
—— — de los AINE (10 ng L'l) —
— | Metanol HPLC 3mL) ™1  en250 mL, conel valor [ Metanol HPLC
Aguatipo I (3 mL), con de pH correspondiente * (@2x6mL)
ajuste de pH .
Flujo: 6 mL min-1 X

= o
™

Reconstituir el extracto
FALCON Concentrar el extracto Adicionar la difenilamina
SPE con corriente de — (ISTD) y aforar a 1 mL de

- gas N2 hasta metanol, filtrar (0.22 pum) y
° sequedad. analizar por HPLC/DAD

4

Lavado del soporte sdlido. Terminado el proceso de extraccion de los AINE, el cartucho SPE se

lavé bajo el siguiente procedimiento:
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Acetato de etilo, 3 mL
Acetonitrilo 3mL

Metanol 3mL
Secado 3 min
Acetona 3 mL
Secado 3 min

Figura 7. Diagrama del proceso de extraccion de los AINE por SPE en muestras acuosas.

4.3.2. Pruebas de variables en la extraccion en fase solida de los farmacos AINE

Se evalud la influencia en la extraccion de los AINE de tres diferentes soportes solidos (Tabla

7). Las pruebas de extraccion SPE, se realizaron bajo el procedimiento descrito para el

acondicionamiento y la extraccion (Figura 7), ajustando el pH de las muestras en tres y seis.

Tabla 7. Especificaciones de los soportes solidos ensayados para la extraccion SPE de los

farmacos AINE.

. _ Tamano de
Cartucho SPE Lote Presentacion Tipo de relleno particula
(um)

Polimero base
Strata X S300-185 100 mg/6 mL modificado con N- 33

vinilpirrolidona

Gel de silice 40 - 63
Silicycle - 500 mg/ 6 mL modificada con

octadecilo (17%)

SiOH, Florisil®, 45
Chromabond 28.113 100 mg/ 1 mL NH,, CN

Con hase en los resultados de eficiencia de extracciéon usando los cartuchos mencionados en los

resultados (véase seccion 4), se establecid que la mejor extraccion se obtuvo usando el cartucho

Strata X, por lo cual, las siguientes pruebas en las variables de pH, volumen de elucién y
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volumen de carga del cartucho solo se realizaron para este soporte sélido (Tabla 8). La

eficiencia de extraccion de los farmacos AINE, (%) fue la observable seleccionada.

Tabla 8. Pruebas de variables en la extraccion en fase sélida de farmacos AINE en muestras

acuosas, n=3
Variable Niveles
pH 2,3,4,5y6
Volumen de solvente de 6,9y 12 mL
elucién
Volumen de carga del 25, 50, 75, 100, 125, 150, 175, 200, 225 y 250 mL
cartucho

4.3.3. Figura analitica de mérito para el método de extraccion.

- Determinacion de la reproducibilidad del método de extraccion.
La determinacién de la reproducibilidad del método de extraccion se realizd6 mediante la
comparacion de la eficiencia de extraccion y coeficientes de variacion de dos analistas en la

extraccion de muestras de agua tipo | enriquecidas con los AINE en 10ug L™ por triplicado.

4.3.4 Comparacion de eficiencia de matriz en diferentes matrices acuosas.

Establecidas las condiciones de extraccién en agua tipo I, se realizaron pruebas por
triplicado para determinar la eficiencia de extraccion para tres concentraciones de los AINE en
solucion acuosa: 2, 10 y 100 ug L y pruebas de efecto matriz en agua potable en las mismas
concentraciones y se compar0 la eficiencia de extraccion para las dos matrices (agua tipo 1y

agua potable, TAP).
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Adicionalmente, se compar0 la eficiencia de extraccion de los AINE (100 pg L) en agua
TAP con adicion de &cido ascorbico (4 y 8 pug L) y en agua TAP esterilizada. EIl proceso para

esterilizacion del agua se realiz6 como se muestra en la Figura 8.

Figura 8. Proceso de preparacion de agua TAP esterilizada.

En un frasco de vidrio previamente esterilizado
se adiciono agua TAP (1L)

El autoclave se ajusté y mantuvo en 120°C.
Alcanzada la temperatura se adiciono la
botella, durante 15 min con calentamiento
constante, por Ultimo, se dejo enfriar a
temperatura ambiente

4.4 Extraccion liquido-liquido asistida por sal.

La implementacion de la técnica de extraccion liquido-liquido asistida por sal (SALLE)
se desarroll6 con base en los estudios reportados Noche y col., (2011), con algunas
modificaciones. Para las condiciones de extraccion de farmacos anti-inflamatorios por medio de
esta técnica, se plantearon pruebas para tres niveles de concentracion: 2, 10 y 100 pg L™ en agua
tipo I, usando acetato de etilo como solvente organico de extraccion y se prob6 el pH=5 de
extraccién recomendado por el autor, junto con el establecido para la extraccion SPE, pH=6.

La metodologia de extraccion implementada para la SALLE se muestra en la
Figura 9.

Figura 9. Diagrama del procedimiento de extracciébn SALLE para los farmacos AINE en

solucién acuosa.
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Preparacion de la muestra

Adicionar  stock Ajustar el pH (varia Transferir la solucién a un embudo de
de la mix de segun la prueba) y aforar decantacion (500 mL). Precaucion:
AINE de 100 pg a 250 mL con agua tipo ™ mantener protegida de la luz

il

L I, con NaCl (5 g)

Extraccion liquido-liquido asistida por sal (SALLE)

Colectar la fase organica 'y
rotoevaporar hasta
sequedad. Finalmente
lavar con 10 mL de

Adicionar acetato de
etilo en  fracciones
(50 mL x 3). Realizar
agitacion continua por

un minuto. metanol
Fase organica
Concentrar el extracto Reconstltqllr el extracto con Filtrar y analizar por
obtenido con corriente — una solucion de difenilamina —»
HPLC/DAD.
de N2 hasta sequedad en metanol

4.5 Comparacion de eficiencia de extraccion para las técnicas de extraccion implementadas

Se realiz6 la comparacion de la eficiencia de extraccion de los AINE en agua tipo I, en

concentraciones de 2,10 y 100 pg L™ a pH 6, obtenidos mediante SPE y SALLE.
4.6. Condiciones de analisis por LC-MS

El anélisis de los farmacos AINE se realizé mediante un sistema de cromatografia liquida

de ultra-alta resolucion UHPLC, Vanquish™ (Thermo Scientific, Waltham, MA, EE. UU.), con
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una bomba binaria de gradiente, una unidad de desgasificacion, un inyector automatico y
compartimento de columna con control termostatico. EI auto muestreador con bandejas de 120
viales se mantuvo en 10°C y el compartimento de columna en 40°C. La separacion
cromatografica se realizd en una columna ZORBAX Eclipse XDB-C1g (Agilent Technologies, St.
Louis, MO, EE. UU.) 50 mm L x 2,1 mm de d.i., tamafio de particula de 1,8 um). El caudal de la
fase movil que contenia agua (0.1% acido férmico, AF y 5 mM de formiato de amonio, FA) (A)
y metanol (0.1% AF y 5 mM de FA) (B) fue de 300 uL min™. La condicion de gradiente inicial
fue 100% de A, cambio linealmente a 100% de B en ocho minutos y se mantuvo durante cuatro
minutos, luego regres6 a 100% de A en un minuto y se mantuvo durante siete minutos. El

volumen de inyeccion fue de 2 pL.

El cromatografo liquido se acopl6 a un espectrometro de masas Q-Exactive Plus Orbitrap
(Thermo Scientific, Bremen, Alemania) con una fuente de ionizacidn por electronebulizacion
termostatica (HESI-1I) operada en modo de iones positivos y negativos. El voltaje de capilar se
evalud en 3.5 kV. La temperatura del nebulizador se fijo en 350 °C; la temperatura del capilar de
320 °C; el gas envolvente y auxiliar (N2) se ajustaron en 40 y 10 unidades arbitrarias,
respectivamente. El nitrégeno (> 99%) se obtuvo de un generador NM32LA (Peak Scientific,
Escocia, Reino Unido). En el modo Full Scan, para modo de adquisicion de iones positivo y
negativo la resolucion del Orbitrap-MS se establecié en 70000 (full-width-at-half-maximum, en
m/z 100, Rrwnm); el control automaético de ganancia (AGC) fue de 3x10°; el tiempo de inyeccion
al C-trap fue de 200 ms y el rango de masas fue de m/z 70-1000. Las moléculas protonadas y
deprotonadas se fragmentaron en la celda de colisiones activada (HDC) con energias de 10 y 20
eV. Los espectros de masas se registraron el modo de AIF (all-ion fragmentation) para cada

energia de colision, a una resolucion de 35000, AGC de 3x10°; tiempo de inyeccion al C-trap fue
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50 ms y rango de masas de m/z 70-1000. La calibracion del espectrometro de masas se realizd
utilizando una solucién de calibracidén de iones positivos y negativos Pierce LTQ Velos ESI
(Thermo Scientific, Rockford, IL, EE. UU.). Los datos obtenidos se analizaron usando el

software Thermo Xcalibur 3.1 (Thermo Scienfic, San José, CA, EE. UU.)

4.7 Procedimiento de preparacion del experimento de interaccion de los farmacos AINE en

medio acuoso.

4.7.1. Identificacién y propagacion del material vegetal.

La adquisicién de la planta Salvinia adnata Desv. se realizd en el mercado nacional. La
identificacion botanica del material vegetal con numero de voucher 20888 se llevé a cabo en el
Herbario de la Universidad Industrial de Santander - UIS (campus central, Bucaramanga). El
proceso de propagacion se realiz6 en un reservorio artificial en condiciones ambientales ubicado
en el Complejo Agroindustrial Piloto del Centro Nacional de Investigacion para la Agro
Industrializacion de Especies Vegetales Aromaticas y Medicinales tropicales (CENIVAM),
ubicado en el campus principal de la Universidad Industrial de Santander — UIS (Bucaramanga —

Colombia).

4.7.2. Preparacion de material vegetal y reservorios de vidrio

Los especimenes adultos de peso 10 + 0,5 g y raices de 15 + 0,5 cm, se seleccionaron del
reservorio artificial ubicado en CENIVAM. Las hojas y raices de la planta se lavaron
cuidosamente para evitar cortes y se acondicionaron en un recipiente de plastico con agua TAP,

durante el periodo de la preparacion de las soluciones con los AINE para las muestras.

Los reservorios de vidrio donde se realizé el experimento fueron previamente lavados con

una solucion de Extran®, luego se mantuvieron en mezcla sulfocromica durante 12 horas,
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finalmente se lavaron con abundante agua, se secaron y almacenaron hasta el dia del montaje
experimental. Los reservorios para las muestras AFb que fueron forradas en el exterior con
plastico negro y tapadas con papel aluminio para evitar el ingreso de luz e interferencias del

medio ambiente.

4.7.3. Preparacion de la solucién acuosa enriquecida para el experimento de interaccién
A partir de una solucion stock de la mix de los AINE (DIC, IBU, NAP y PXM) de 5000
mg L*, se adicionaron en los recipientes de vidrio 20 puL en 250 mL de agua TAP, la

concentracion en solucion para los AINE es de 100 pg L™ para cada uno.

4.7.4. Experimento de interaccion de los farmacos AINE en medio acuoso.

La determinacion de los AINE y sus metabolitos, producto de la interaccion en el medio
acuoso (agua TAP), se realiz6 mediante el andlisis comparativo en tres diferentes condiciones
ambientales naturales en solucion acuosa: 1) fotolisis (radiacién natural), AF; 2) biodegradacion
en condiciones aerobias (oscuridad) AFb, usados como controles; 3) la interaccion con la planta
Salvinia adnata, APF y 4) la interaccion de la planta en el medio acuético sin los farmacos con el
fin de identificar el tiempo de degradacion del compuesto precursor y la cantidad de los
diferentes metabolitos en estas condiciones. El experimento se desarroll6 durante 25 dias y hubo

muestreo cada cinco dias. (Figura 10).

Figura 10. Esquema del experimento comparativo de interaccion de los farmacos en medio

acuoso.
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e @ @ @ Tiempo, dias

[ \

1) | J Con radiacién natural AF: agua + farmacos
\,:_?" ’
AF (n=5)
2) Sin radiacion natural ?(\:Ett);i:r?:)a *+ farmacos
AFb (n=5)
S ., APF: agua +
Exposicién Excrecion olanta + farmacos
@ @ AP: agua + planta

AP (n=1)

4.7.5. Recoleccion y preparacion de extractos

Las muestras de agua se colectaron en botellas ambar cada 5 dias hasta completar los 25
dias del experimento, se filtraron (papel filtro franja negra de 150 mm de diametro Munkell
grado 388) y se ajustaron a pH=6, seguidamente se realizd la extraccion de las muestras
mediante la técnica SPE (Figura 7), y la reconstitucion de las muestras se realizd como se
muestra en la Tabla 9. La adicién del estandar interno (ISTD) se realiz6 con una solucion de

difenilamina de 4 pg mL™2.

Tabla 9. Proceso de reconstitucion de extractos SPE del experimento de interaccion con los

farmacos AINE.
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Muestras Dias 5,10y 15 Dias 20y 25

Se reconstituye con 1 mL de Se reconstituye con 1 mL de H:0:
AFyAFb  H,O: metanol LC-MS; 1:1, metanol LC-MS; 1:1y se toma una
vlv, seguidamente se tom¢ una alicuota de 500 pL mas 2,5 pL de la
alicuota de 40 uL més 5 uL de solucion del ISTD
la solucion del ISTD y se afora  Se reconstituye con 250 pL de H.O:
a1 mL (H20: metanol LC-MS; metanol LC-MS; 1:1 y se adicionan
1:1, viv) 1,5 uL de la solucion del ISTD

APF

Las muestras de blanco AP, se reconstituyeron con una solucion de H>O:metanol; 1:1 viv
(250 pL) y se adicionaron 1,5 pL de la solucion del ISTD, todas las muestras se filtraron (PDVF,

0,22 um) vy se realiz6 el andlisis por UHPLC-ESI-Q-Orbitrap-HRMS.
4.8. ldentificacion y cuantificacion de los AINE y sus metabolitos por LC-MS

Los compuestos DIC, IBU, NAP, PXM se identificaron confirmatoriamente por medio
del material de referencia certificado, comparacion de los tiempos de retencién, distribucion
isotopica, composicion elemental y patron de fragmentacion. La identificacion de los metabolitos
producto de degradacidén provenientes de las interacciones estudiadas, se realizd de manera
tentativa con base en los criterios de identificacion, férmula elemental, distribucion isotopica

patrén de fragmentacion.

La cuantificacion de los AINE se realizdé por medio de una curva de calibracion para los
compuestos DIC, IBU, NAP y PXM en un rango de 0,1-1000 pg L™ (Apéndice 2), con adicion
de difenilamina (ISTD) en 20 ug L por el método de estandarizacion interna. La determinacion

de la cantidad de los AINE y los metabolitos en los extractos analizados se realizd mediante la

siguiente formula:
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Donde:

AjsTp:

Cantidad (pg) =

area del AINE o producto de degradacion en el extracto
area del estandar interno difenilamina

intercepto de curva de calibracion del AINE analizado.
pendiente de la curva de calibracién del AINE analizado.
concentracion del estandar interno, 20 pg L™

factor de dilucidon (para las muestras de los dias 5,10 y 15 es 25, y para los dias 20 y

25 la muestra se concentrd cuatro veces

Vfinal :

volumen de reconstitucion del extracto SPE, (1000 uL)

La cuantificacién de los metabolitos se expres6 en pg equivalentes del compuesto

anti-inflamatorio del cual se origino.
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5. Resultados
5.1. Metodologia de analisis para los AINE por HPLC/DAD.
Se realiz6 un estudio bibliografico de metodologias para el analisis simultaneo de los
compuestos de interés y se observé que generalmente la fase mévil empleada esta compuesta por

un sistema binario de solventes: fase acuosa (solvente A), de soluciones buffer de fosfato o en

medio acido con acido o-fosforico y la fase organica (solvente B) por metanol o acetonitrilo.

Algunas de las metodologias reportadas en la literatura y sus condiciones analiticas

implementadas se muestran en la Tabla 10.

Tabla 10. Estudios reportados para el analisis cromatografico de farmacos AINE por

HPLC/DAD.
Autores Compuestos Condiciones

Fase movil: acetonitrilo y 40 mmol L
Cunhay col., (2015) Ibuprofeno K2HPO4 (pH= 7) modo gradiente

Columna: Cyg (250%4.6 mm2, 5 m) de
Shimadzu (Kyoto, Japén).

Fase mavil: acetonitrilo y 0.2 % &cido
férmico en agua, modo gradiente
Columna: Lichrospher Cig HPLC
(250 x 4.00 mm x 5 um) Merck
(Darmstadt, Alemania)

Diclofenaco,

Madikizela y col., (2017) ibuprofeno y naproxeno

Fase mavil: Acetonitrilo y KH2PO4 en

Ascar y col., (2013) Diclofenaco, agua (pH= 4.2) modo isocratico,
ibuprofeno y naproxeno Columna: Atlantis C1g (250 mm x 4.6
mm X 5 pum)

Los parametros operacionales implementados en el equipo HPLC/DAD, siguieron la
metodologia descrita por Ascar y col., (2013), y se aplicaron algunas modificaciones, como se

describe en la Tabla 11y Tabla 12.
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Tabla 11. Pardmetros cromatograficos seleccionados para el analisis por HPLC/DAD de los

farmacos anti-inflamatorios no esteroideos.

Parametros Especificaciones

Fase movil A. KH2PO4, 5 mM en agua (pH=4,0)
B. Acetonitrilo

Temperatura, °C 30

Flujo, mL/min 1

Longitud de onda, nm 205

Volumen de inyeccion de muestra, pL 20

La adecuada separacion de cada uno de los compuestos se logré con el gradiente propuesto en la

Tabla 12.

Tabla 12. Gradiente de elucion del método por cromatografia liquida con detector de arreglo de

diodos (HPLC/DAD) para el andlisis de los farmacos AINE de interés.

Tiempo, min KH2PO4,5 mM en agua (A, %) Acetonitrilo, (B, %)

0 70 30
13 55 45
30 55 45
35 70 30
40 70 30

En la Figura 11, se muestra el perfil cromatogréafico obtenido de la mezcla de anti-inflamatorios
de referencia PXM, NAP, DIC, IBU y DFA (ISTD), en una concentracion de 10 pg L%,

obtenidos bajo las condiciones de analisis por HPLC/DAD especificadas en la Tabla 11y 12.

Figura 11. Perfil cromatografico del material de referencia certificado de los farmacos AINE
analizados, obtenido por cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC) con detector de arreglo

de diodos (DAD), en la columna Gemini C18 (250 mm x 4,6 mm x 5 um), longitud de onda 205
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nm y el gradiente seleccionado. 1. Piroxicam (PXM), 2. Naproxeno (NAP), 3. Diclofenaco

(DIC), 4. Ibuprofeno (IBU) 5. Difenilamina (DFA, ISTD).

mAU 1 2
80
70 5
60
50-

40
307

207
10

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T

5 10 15 20 25 30 35  min
Para cada uno de los farmacos AINE se determiné el tiempo de retencion inyectando la mezcla

de los estandares tres veces. Véase Tabla 13.

Tabla 13. Tiempos de retencién de los farmacos anti-inflamatorios bajo estudio, analizados por

HPLC-DAD (A=205 nm).

Farmacos anti-inflamatorios tr, min+S (n = 3)

pPXC 12,73 £ 0,001
NAP 17,24 + 0,02
DIC 26,84 + 0,09
IBU 27,63 + 0,03
DFA (ISTD) 30,32 + 0,06

El tiempo de retencion de un compuesto por cromatografia liquida de alta eficiencia esta
relacionado con su estructura quimica, por la afinidad con la fase estacionaria de la columna

utilizada y la fase movil empleada.
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Asi las diferentes interacciones (hidrofdbicas, puentes de hidrogeno, interacciones
dipolares y electroestaticas) son las responsables de la mayor o menor afinidad de cada uno de
los componentes de la muestra por la fase movil o por la fase estacionaria, de tal manera que el
componente mas afin con la fase estacionaria se retiene mas y tarda mas eluir, mientras que el

componente mas afin con la fase mavil se retiene menos y eluye antes (Quattrocchi y col., 1992).

En cromatografia liquida, la fase reversa es una de las mas implementadas, y el orden de
elucién de las sustancias estd condicionado por la menor constante de distribucion

correspondiente al compuesto con mayor caracter polar.

5.1.3. Parametros de eficiencia de separacion de los compuestos anti-inflamatorios por
HPLC-DAD.

Se determinaron los pardmetros de eficiencia de separacion para los cuatro compuestos
anti-inflamatorios bajo estudio, la resolucion, nimero de platos tedricos, factores de selectividad,
retencién y simetria fueron determinados de acuerdo con las ecuaciones de la seccién 4.2.2. En

la Tabla 14 se muestran los resultados de los pardmetros

Tabla 14. Parametros de eficiencia de separacion cromatografica por HPLC/DAD (A=205 nm ) .

N° Analito Resolucion, Factor 5 Factor Numero Factor
de pico Rs de retencion, k' de selectividad, o de platos tedricos de simetria
1 PXM - 4,71 - 28809 0.91
2 NAP Rs 21 18.35 6.73 a211.43 46440 0.98
3 DIC Rs 32 26.34 11.04 a321.64 39527 1.10
4 IBU Rs431.86 11.39 a4-31.03 57725 1.03
5 DFA Rs455.11 12.59 as41.11 - 1.17

La resolucién (Rs) en cromatografia depende de tres factores: 1) eficiencia, calculada en

funcidén del nimero de platos tedricos, N; 2) la selectividad de la columna que varia con a y, 3)
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el factor de retencion, que varia con k’. Tedricamente un Rs =1.5 representa una resolucion
completa, con solo 0.2% de sobreposicion de los picos cromatograficos y un nimero de platos
tedricos de 2000, N; la resolucién minima alcanzada fue 1.86, por lo cual para todos los
compuestos anti-inflamatorios se logré una separacion con Rs > 1.5 incluso entre los compuestos
mas cercanos en el cromatograma (DIC y IBU) y N superior a 57725. En cuanto al factor de
retencion, es importante tener en cuenta que la resolucién no varia linealmente con k’ sino
k’/(k’+1), para mayores valores de k’ la funcion se vuelve asintdtica y la resolucion no varia
significativamente, por lo cual un aumento de k’ desmedido no se reflejara en la resolucion sino
en el tiempo de analisis, ensanchamiento de los picos y reduccién de la sensibilidad. De acuerdo
con lo mencionado anteriormente, en la literatura se han establecido rangos apropiados entre 0.5
y 20 (Quattrocchi y col., 1992). En el presente trabajo, el factor de retencion para los compuestos

anti-inflamatorios estuvo entre 4.71 y 12.59. En la selectividad, si a es igual a 1, las sefiales
cromatograficas no se diferencian (co-elucion de los analitos) pero con el aumento de a, la
selectividad incrementa. Para todos los analitos estudiados, el valor de o fue mayor de 1.

Finalmente, el factor de simetria de los compuestos anti-inflamatorios fue cercano a uno (0.91 -
1.10) lo que indica que las sefiales cromatograficas no presentan tailling o fronting excesivo y

conservan su forma gaussiana de tendencia.

5.1.4. Figuras analiticas de mérito para el método analitico por HPLC/DAD.

5.1.4.1. Evaluacién de la repetitividad y reproducibilidad del método analitico para el
tiempo de retencion (tr) y area cromatografica.

Se estimé la repetitividad del método analitico al escoger un punto de la curva de
calibracion de concentracion de 1 ug mL™? y se inyectd seis veces, utilizando un inyector

automatico (G1367B). La repetitividad se expresé como los coeficientes de variacion (CV) del
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método analitico para los tiempos de retencion y areas cromatograficas de cada uno de los
farmacos AINE, cuyos valores maximos fueron 0.3 y 3.3 % para tr y area, respectivamente. Los

resultados de calificacion del método analitico respecto al tr y areas se observan en la Tabla 15.

Tabla 15. Repetitividad de los tiempos de retencion y &reas cromatograficas en el método

desarrollado por HPLC/DAD para analisis de farmacos AINE (10 pg mL™).

Tiempo retencion, min (n=6) Areas cromatograficas, mMAU*s (n=6)

Compuesto —— =

tg,(N=6) S CV,% A, (n=5) S CV, %
PXM 12.7 0.01 0.1 103 2 2
NAP 17.2 0.04 0.2 96 1 1
DIC 27.7 0.09 0.3 179 3 2
IBU 28.6 0.07 0.2 146 5 3

Los coeficientes de variacion del método cromatografico se usaron para la determinacion
de la reproducibilidad de los tr y &reas para cada uno de los compuestos anti-inflamatorios,
empleando una solucién stock de la mix de los AINE, se prepararon soluciones de concentracion
de 1y 7.5 pg mL™ de los analitos, y se inyectaron 20 uL, por quintuplicado, por dos analistas
diferentes (A y B). Los resultados de la evaluacion para los tr y areas de picos cromatogréaficos

con diferente analista se observan en la Tabla 16.

Tabla 16. Reproducibilidad de los tiempos de retencion y areas cromatograficas en el método

desarrollado por HPLC/DAD para analisis de farmacos AINE, por diferentes analistas

Concentracion . ) Tiempo de retencion, min Areas cromatogréaficas, mAU*s
4 Analista Analito —— —
Hg mL t,(N=6) S CV,% A (n=6) S CV, %

A PXM 12.69 0.01 0.1 104 1.9 2
B 12.74 0.01 0.05 102.9 0.6 0.5
A 17.2 0.1 0.3 95.9 0.6 0.7

! B NAP 17.1 0.1 0.5 97 2 2
A DIC 27.7 0.1 0.4 179 4 2
B 27.7 0.1 0.4 179 4 2
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A IBU 28.6 0.1 0.3 148 3 2

B 28.5 0.3 0.9 148 3 2

A PXM 12.73 0.01 0.1 707 17 2

B 12.73 0.01 0.1 706.7 0.7 2

A 17.2 0.1 0.4 690 20 3

75 B NAP 17.2 0.1 0.4 690 1 3
' A DIC 27.8 0.2 0.5 1257 28 2
B 217.8 0.2 0.5 1257 3 2

A IBU 28.6 0.1 0.3 910 30 3

B 28.6 0.1 0.3 910 2 3

Los coeficientes de variacion de los tiempos de retencion para los analistas A 'y B en
concentraciones de 1 y 7.5 pg mL? estuvieron entre 0.05 — 0.9%, y para las areas

cromatogréficas entre 0.5 — 2.9%. Para ambas mediciones, los CV no superaron el 3%.

5.1.4.2. Evaluacién de la linealidad, sensibilidad, niveles minimos de deteccion y
cuantificacion del método de HPLC.

Mediante la curva de calibracion para cada uno de los AINE, se establecieron los
parametros referentes a la respuesta individual de cada analito y su comportamiento en orden
creciente de concentracion (véase Tabla 17). EI método por cromatografia liquida para el
anlisis de los farmacos AINE es aplicable en el rango de concentracion de 0.1 a 10 mg mL™,
con valores de correlacion entre 0.9994 — 0.9998. La sensibilidad del método, expresada segun la
pendiente se encontrd entre 84.6 — 157.4 vy, la incertidumbre de las mediciones realizadas para
cada analito no super6 10%. Las curvas de calibracion para cada compuesto se encuentran en el

Apéndice 1.

La determinacion de los niveles minimos de deteccion y cuantificacion para el método
analitico se desarrollaron mediante la curva de calibracion individual de los anti-inflamatorios y

se calculd el valor de Syx. El nivel minimo de deteccion (NMD), se tomd como tres veces el
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valor de Syx y para el nivel minimo de cuantificacion (NMC), como el doble del nivel de
deteccién. En la Tabla 17, se observan los valores de linealidad, sensibilidad, NMD y NMC para

cada uno de los farmacos AINE.

Tabla 17. Linealidad, sensibilidad, nivel minimo de deteccién y cuantificacion del método de

analisis para los farmacos AINE por HPLC/DAD.

Compuesto Ecuacion R? Syx  NMD, pugmL?* NMC, ug mL*?
PXM Y=84.595X+8.8641 0.9996 7.2 0.3 0.8
NAP Y=84.987X +10.558 0.9994 4.7 0.2 0.6
DIC Y=157.76X+16.388 0.9998 85 0.2 0.8
IBU Y=105.35x + 28.441 0.9995 95 0.2 0.8

5.2. Extraccion de los farmacos anti-inflamatorios en muestras acuosas.

5.2.1. Determinacion de las condiciones de extraccion de los compuestos anti-inflamatorios
en muestra acuosa mediante extraccion en fase solida.

La extraccion en fase sélida, por sus siglas en ingles SPE; es una técnica que se
caracteriza por su capacidad de concentracion y extraccion de manera precisa de compuestos con
diferentes propiedades fisicoquimicas presentes en diversas matrices. En la técnica SPE, los
analitos para extraer son sometidos a un proceso de particion entre la fase liquida (donde estan
disueltos los analitos) y la fase estacionaria (soporte solido). Donde el analito debe tener mayor
afinidad por la fase estacionaria que con la matriz para ser extraido. En este sentido, la seleccion
del soporte solido es uno de los pasos cruciales junto con las condiciones de extraccion, ya que

puede influir en parametros de selectividad y capacidad de extraccion.
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Para establecer las condiciones de extraccion de los compuestos de interés, se realizo el
procedimiento descrito para el proceso de extraccion (seccion 4.3.1) y la metodologia de analisis
por HPLC/DAD (seccion 5.1.) con difenilamina (DFA) como estandar interno, se evaluaron las
variables: soporte sélido, pH de la muestra, volumen del solvente de elucion y saturacion del
cartucho, en agua tipo | que contenia los farmacos AINE (10 pg L™), y el observable de las
pruebas fue el porcentaje de eficiencia de extraccion de los farmacos AINE. Adicionalmente, se

realizd un proceso de lavado de los soportes solidos para su reutilizacion.

5.2.1.1. Soporte solido: Se evalué y compar6 la eficiencia de extraccion de los AINE en
solucién acuosa a pH 3 y 6, usando los soportes sdlidos Strata-X, Silicycle y Chromabond

obtenidos comercialmente (

Tabla 18) y se compararon sus perfiles cromatogréaficos, Figura 12.

Tabla 18. Comparacion de la eficiencia de extraccion de los farmacos AINE a pH 3y 6, con los

soportes solidos: Strata-X, Silicycle y Chromabond.

Eficiencia de extraccién, % = S, n=3

I\II:igpllczo Compuesto pH 3 pH 6
Strata X Silicycle Chromabond Strata X Silicycle Chromabond
1 PXM 87+16 O 0 9%6+5 60+13 O
2 NAP 935 0 0 97+3 9%6+5 O
3 DIC 99+8 0 0 99+2 93+11 O
4 IBU 56+15 0 0 99+2 71+12 O

La afinidad y retencion de los compuestos de interés con el soporte solido dependera de
la naturaleza quimica del analito y composicion del polimero del soporte (Fontanals y col.,
2010). Los primeros sorbentes denominados “clasicos” en SPE, fueron con base en gel de silice
modificada con cadenas alquilicas de Cig, Cg entre otros, que actian como sorbentes de fase
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reversa, y modificaciones con grupos CN que actian como sorbentes de fase normal. Los
soportes solidos Silicycle y Chromabond pertenecen a esta familia de “clasicos”. Sin embargo,
reportes evidencian que estos soportes presentan varias desventajas, como la inestabilidad a pH

extremo Yy baja eficiencia de extraccion de analitos polares (Fontanals y col., 2010).

Mientras los soportes poliméricos, con base en una estructura hidrofobica que son
modificados quimicamente con grupos funcionales polares, extraen mas eficazmente los
compuestos polares que sus andlogos no modificados (hidrofébicos). El soporte Strata X,
Phenomenex (Torrence, CA, EE. UU.) tiene como polimero base poliestireno-divinilbenceno
(PS-DVB) macroporoso y se encuentra modificado con grupos pirrolidona (Fontanals y col.,

2010).

Debido a que los farmacos antinflamatorios de interés son compuestos acidos polares
(Tabla 4), se observéd la mayor afinidad con los soportes solidos Strata-X y Silicycle con el
incremento del pH de extraccion, obteniéndose la mayor eficiencia de extraccion entre el
96-99% para el soporte sélido Strata X a pH 6, mientras que para el soporte so6lido Chromabond
con las condiciones de extraccion establecidas y cambio de pH, no se lo logro la recuperacién de

ninguno de los compuestos debido a su baja afinidad quimica.

5.2.1.2. Efecto del pH de extraccion

Con base en los resultados obtenidos en la

Tabla 18, donde se evidencio que uno de los pasos cruciales para la extraccién eficiente y
simultanea de los AINE se encuentra regida por el soporte sélido usado y el pH, se realizo el
analisis de eficiencia de extraccion con el soporte Strata X en el rango de pH de 2 a 6, y se

compararon sus perfiles cromatograficos (véase Figura 12).
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Figura 12. Perfiles cromatograficos obtenidos para la evaluacion de la eficiencia de extraccion
de los farmacos AINE extraidos a pH 6 con los cartuchos comerciales A. Strata X, B. Silicycle,
C. Chromabond. La identificacién de los picos cromatogréaficos es: 1. PXM; 2. DIC; 3. NAP; 4.

IBU; DFA (ISTD).
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Figura 13. Prueba de pH en la extraccion de los farmacos AINE mediante con el soporte solido

Strata X (Phenomenex), n=3.
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Como se observa en la Figura 12, los compuestos PXM, NAP y DIC presentaron una
mayor eficiencia de extraccion en los valores de pH cercanos al punto de equivalencia de pKa,
sin embargo, la recuperacion maéaxima de todos farmacos AINE se alcanz6 a pH 6,

especificamente para el IBU (véase

Tabla 18). Debido a que la mayoria de los farmacos AINE se encontraran en su forma
i6nica en solucidn (deprotonados), y el grupo de modificacion de soporte sélido correspondiente
a la pirrolidona (pKa 14.7 PubChem, 2022) se encuentra protonada en los valores de pH
estudiados, el aumento en la eficiencia de extraccion se logra por interacciones idnicas, ademas,

de las ya establecidas n-it e hidrofdbicas por parte de los anillos aromaticos del PS-DVB.

- Volumen de elucion

La cantidad minima de solvente (metanol) necesario para que la elucion de los
compuestos del soporte sélido sea completa, se determind con experimentos para tres
volumenes: 6, 9y 12 mL. Los resultados para las pruebas se muestran en la Tabla 19.
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Tabla 19. Prueba de volumen de solvente de elucion para la extraccion SPE de los farmacos

AINE en muestra acuosa.

Eficiencia de extraccion, % X + S (n=3)

Compuesto

6 mL 9mL 12 mL
PXM 79+1 81+2 9% +5
NAP 94 +1 99+8 97 +3
DIC 68 + 0,3 103 +£4 99 +2
IBU 89+7 50+7 99 +2

Se observo que la eficiencia de extraccion de los farmacos AINE fue afectada
negativamente cuando se usaron volimenes menores que 12 mL en la elucién de los compuestos
AINE, debido a que si el volumen adicionado no es el suficiente para removerlos analitos del
soporte sélido; aunque la extraccion sea eficiente, estos no logran ser eluidos del soporte solido.

Por lo tanto, se establecié como volumen de elucién 12 mL del solvente.

5.2.1.3. Volumen de carga del soporte sélido Strata X.

La determinacién de la capacidad del volumen de carga del soporte sélido se realizo
mediante la adicion de volumenes de 25, 50, 75, 100, 125, 150, 175, 200, 225 y 250 mL de
solucion enriquecida con los farmacos AINE (10 pg L), la concentracion de los AINE retenidos
por el soporte solido se determind mediante una calibracion para cada compuesto mediante la
técnica de estandarizacién interna. Las curvas de calibracion para cada farmaco AINE
encuentran en el Apéndice 1. La concentracion final en el extracto asumiendo un 100 % de

eficiencia de extraccion fue de 2.5 ug mL™.

Con los resultados de la Tabla 20, se puede identificar que la concentracion va
aumentando con la cantidad de volumen adicionado de manera lineal y no se registra un

equilibrio de retencion de los farmacos AINE en solucion. La determinacion del volumen de
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carga se realizo con tres soportes sélidos para todo el experimento, lo cual explica la disminucion

en la eficiencia de extraccion de los compuestos.

Tabla 20. Capacidad del volumen de carga en el soporte sélido Strata X, durante la extraccion de

farmacos AINE en agua

Concentracion, ug mL™* (X+ S, n=3)
PXM NAP DIC IBU

Volumen, mL

25 0.3 0.1 0.2 0.3
50 0.3 0.3 0.4 0.4
75 0.7 0.6 0.7 0.7
100 0.9 1.1 0.7 1.0
125 1.0 1.2 0.8 1.3
150 1.1 1.3 1.0 1.6
175 1.5 1.4 1.2 1.9
200 1.6 2.1 1.5 2.2
225 1.7 2.2 1.6 2.2
250 1.9 2.2 1.7 2.3

-Lavado de soporte sélido.

El lavado del soporte solido para su reutilizacién fue considerado un factor importante en

el aspecto ecoldgico y econdémico de la implementacién de la SPE.

Finalizado el proceso de extraccion de los farmacos AINE, el lavado del cartucho se
realiz6 como se muestra en la seccion (4.3.1), con una elucion sucesiva de solventes proticos y
apréticos de diferente polaridad. Para determinar que el lavado del soporte fue completo y
efectivo, se colect6 el volumen de solvente correspondiente al lavado, y se realizo el proceso de
secado y reconstitucion, finalmente se analiz6 por HPLC/DAD. En la Figura 14, se muestra la
comparacion de los perfiles cromatogréaficos del blanco de extraccion, lavado del soporte solido

Strata x y la mezcla de los farmacos AINE de referencia.
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La reutilizacion de los soportes sélidos solo se pudo realizar tres veces para cada soporte,
debido a que luego de esta cantidad de extracciones, el soporte presentd grietas, que no
permitieron el paso homogéneo de la solucion acuosa por el cartucho disminuyendo su

interaccion por este, que causa diminucion en la eficiencia de extraccion de los farmacos AINE.

Figura 14. Comparacion de los perfiles cromatograficos obtenidos por HPLC/DAD (A = 205
nm) de los farmacos AINE: A. Blanco de extraccion; B. Lavado del cartucho SPE y C. Perfil del

MRC (10 pg L)
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5.2.2. Figura analitica de mérito para el método de extraccion en fase sélida.

5.2.2.1. Determinacion de la reproducibilidad del método de extraccién.
La reproducibilidad del método de extraccion SPE de los farmacos AINE (10 pg L) en

agua tipo I, se determind mediante la comparacion de la eficiencia de extraccién y coeficientes
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de variacion de dos analistas. En la Tabla 21 se muestra la eficiencia de extraccion de los AINE

en 10 pg L para cada analista con n=3.

Tabla 21. Determinacion de la reproducibilidad para la eficiencia de extraccion de los farmacos

AINE (10 ug L) mediante SPE.

Eficiencia de extraccion, % (X +S)

STEVE Analista A CV, % AnalistaB CV, %
PXM 99 +2 2 96 +5 5
NAP 99 +3 3 97 +3 2
DIC 99 + 2 2 99 +2 2
IBU 99+2 2 99+2 1

En la Tabla 21, se observé que con el método de SPE desarrollado se logro la extraccion
simultanea de los farmacos AINE en agua tipo | con eficiencias de extraccién entre el 96-99% y

los coeficientes de variacion para el método SPE, para los dos analistas no superan el 5%.

5.2.2. Comparacion de la eficiencia de extraccion para tres niveles de concentracion en
diferentes matrices acuosas.

Las concentraciones minimas y maximas para los farmacos AINE reportadas en ecosistemas
acuaticos varian ampliamente en las diferentes matrices. Por lo cual se implemento el analisis de
los farmacos AINE en los niveles concentraciones de 2, 10 y 100 pg L™ en dos matrices acuosas
(agua tipo I y TAP), para evaluar la eficiencia de extraccion en funcién del efecto matriz y la
concentracion de los farmacos AINE en solucion acuosa. En la Tabla 22, se muestran las
eficiencias de extraccion de los farmacos AINE en agua tipo |'y TAP en los tres niveles de

concentracion evaluados, y en la Figura 15, se muestran los perfiles cromatograficos por
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HPLC/DAD para los extractos SPE de muestras acuosas (tipo | y TAP) enriquecidas en una

concentracion de 10 pg L™

Tabla 22. Comparacion de los valores de eficiencia de extraccion obtenidos con la técnica SPE

para los farmacos AINE (2, 10 y 100 pg L)

Eficiencia de extraccion, % (X + S, n=3)

|\l|:igpI1CSO Compuestos 2ugLt+S 10pugL1+S 100pg Lt =S
Tipo | TAP Tipo | TAP Tipo | TAP
1 PXM 93+9 <NMD 96%5 <NMD 991 <NMD
2 NAP 98x1 91+6 97 £3 91 £2 9+04 85x1
3 DIC 109 + 29 805 992 89+0,3 981 83x2
4 IBU 82%9 95+13 99+2 102+3 96+02 91zx11

Mediante el andlisis por HPLC/DAD, se evidencio que en la SPE de los farmacos AINE
en agua TAP, el compuesto PXM (pico 1) no fue detectado en ninguna de las concentraciones
evaluadas, mientras que, en agua tipo I, la eficiencia de extraccién del compuesto determiné
entre 93-99 %. Para los compuestos NAP, DIC, IBU la eficiencia de extraccion en agua TAP en
las concentraciones probadas disminuyd aproximadamente entre 10-15 % en comparacion con

las eficiencias de extraccion obtenidas en la matriz de agua tipo I.

Debido al efecto matriz que se evidencidé en la extraccion de los farmacos AINE,
especificamente en el compuesto PXM, (véase Tabla 22) se realizaron modificaciones a la
matriz, a saber: adicion de acido ascorbico como estabilizante en el agua TAP, en
concentraciones de 4 y 8 ug L vy, adicionalmente un proceso de esterilizacion usando un
autoclave (véase seccion 3.3.4). La extraccion de los farmacos por SPE se realizd en una

concentracion de 100 pg L, los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 23.
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Figura 15. Comparacion de los perfiles cromatograficos obtenidos por HPLC/DAD (A = 205
nm) de: A. Extracto SPE de agua TAP; B. Extracto SPE de agua tipo | enriquecido de los AINE

(10 pg L1); C. Extracto SPE de agua TAP enriquecido con los farmacos AINE (10 pg L) y D.

Mezcla de los farmacos AINE (10 pg LY.
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Tabla 23. Comparacion de la eficiencia de extraccion de los farmacos AINE en agua TAP: sin

estabilizante, con estabilizante (4 y 8 pug L), y con proceso de esterilizacion en autoclave.

Eficiencia de extraccion, % (X + S)

Compuestos Agua TAP s Iﬁon estal:;ll l|lzgarlﬁle Autoclave
PXM <NMD 87 94 881
NAP 85+1 92 98 110+ 0,4
DIC 83+3 92 98 92+0,3
IBU 91+11 80 99 9%6+1

Con base en los resultados de la Tabla 23, se evidencio que la respuesta negativa en la
eficiencia de extraccion por el efecto matriz se suprimi6 significativamente con la adicion del
acido ascorbico (4 y 8 pug L), con eficiencias de extraccion del compuesto PXM entre 87 y 94
%, respectivamente. Al realizar el proceso de esterilizacién del agua TAP, con el autoclave, se
logr6 un 88% en la eficiencia de extraccién del compuesto. Para NAP y DIC con las
modificaciones realizadas en la matriz, la eficiencia de extraccion aumento aproximadamente
entre un 6 y 20 %. Para el IBU, la eficiencia de extraccién disminuy6 alrededor de 9% con la
adicion del estabilizante en la concentracion de 4 pg L™, pero al agregar el estabilizante en
concentracion de 8 pg L™ aumentd en el mismo porcentaje alcanzandose la mayor eficiencia de

extraccion en esta condicion.

5.3. Determinacion de las condiciones de extraccion de los compuestos anti-inflamatorios en

solucion mediante extraccion liquido-liquido asistida por sal.

La extraccion liquido-liquido asistida por sal (SALLE), es una técnica basada en la

“clasica” extraccion liquido-liquido en la cual se afiade una concentracion de sal adecuada para
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lograr la separacion de una fase acuosa de otra organica (parcialmente miscible) (Noche y col.,

2011).

El procedimiento de extraccion se desarrollé de acuerdo con las condiciones reportadas
por Noche y col., (2011), con algunas modificaciones, y la metodologia como se muestra en la
seccion 3.4. Se evalud la influencia del pH agua en la extraccion (SALLE), comparando la
eficiencia extraccion para la condicion descrita en el articulo de referencia (pH=5) y la
establecida por SPE (pH 6) en tres niveles de concentracion (2, 10 y 100 pg L) de los farmacos

AINE en agua tipo | (véase Tabla 24).

Tabla 24. Eficiencia de extraccion de los farmacos AINE (2, 10 y 100 pg L™) en agua tipo | a

pH 5y 6 con el método SALLE.

Eficiencia de extraccion, % (X+ S, n=3)

Compuesto 2ugLt+S 10pugL1+S 100pg Lt =S
pH 5 pH 6 pH 5 pH 6 pH 5 pH 6
PXM 0 49+ 6 170 27+£2 17x0 5+£3

NAP 76 +10 87+19 88+3 86+9 807 77 +2
DIC 37+11 97+ 6 78+3 89+2 82+3 74+3
IBU 73+18 82+6 95+4 9%5+4 T76+6 73+3

La influencia del cambio de pH en la eficiencia de extraccién de los farmacos AINE para
SALLE en la concentracion de 2 ug L™ evidencié que a pH 6 se logré mayor recuperacion para
todos los AINE, pero para los niveles mas altos de concentracion, la diferencia en la eficiencia de
extraccion para los AINE en los pH evaluados no es lo suficientemente para establecer la mejor

condicion.

5.5. Comparacion de la eficiencia de extraccion entre las técnicas implementadas.
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En la extraccion de los farmacos AINE en agua tipo I, se implementaron dos técnicas de
extraccion SPE y SALLE, por lo cual se realizd la comparacion entre sus eficiencias de
extraccion, desviaciones y coeficientes variacion, para los tres niveles de concentracion de

farmacos se muestran en la Tabla 25.

Tabla 25. Comparacion de la eficiencia de extraccion de los farmacos AINE a pH=6 en tres

niveles de concentracion: 2, 10 y 100 pg L*

Eficiencia de extraccion, %, X =S (CV, %), n=3

Compuesto 2ugLt+S 10pugLt+S 100 g Lt £S

SPE SALLE SPE SALLE SPE SALLE

PXM  93+9,(8) 49%6,(13) 96%5,(5) 27+2 (0) 99+1,(1) 53, (53)
NAP  98+1,(1) 90+19, (22) 97+3,(3) 86+9, (11) 99+0.4, (0.4) 77+2, (3)
DIC  110+27,(28) 97+6,(7) 99%2,(2) 89+2 (2) 98+1,(1) 743, (5)
IBU  82+9,(10) 82+6,(7) 99+2,(2) 95+4,(4) 96+0.2,(0.2) 73+3,(4)

Entre las técnicas SPE y SALLE, se evidencio que con la técnica SPE, se logré la mayor
eficiencia de extraccion (82-110%) para todos los farmacos AINE. Ademas, las desviaciones y
coeficientes de variacion para esta técnica fueron menores que para la técnica SALLE. Sin

embargo, en la medicion de 2 pg L se obtuvieron coeficientes de variacion superiores al 5 %,

que aun son acorde a las buenas practicas de laboratorio (BPL).

5.6. Analisis por cromatografia liquida de ultra alta eficiencia

Las condiciones analiticas para LC/MS se realizaron segln los parametros de la seccién
3.6. En la Tabla 26, para cada uno de los farmacos AINE, aparecen los principales parametros
de las curvas lineales de calibracion, asi como los niveles minimos de deteccion (NMD) vy
cuantificacién (NMC) para los compuestos, mediante el método de adicién de estandar (DFA,

ISTD) (véase Apéndice 2).
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Tabla 26. Parametros de las curvas de calibracion de los farmacos AINE, obtenidos por

UHPLC-ESI*- Orbitrap-HRMS (Vcap = +3,5 kV).

Compuesto RangopgL?! m b R? NMD,ugL! NMC,puglL?
PXM 0,25-1000 3,3069 -1,3371 0,993 0,01 0,04
NAP 1-1000 0,6394 -0,2557 0,997 0,08 0,28
DIC 0,25-1000 0,4961 -0,1694 0,996 0,07 0,22
IBU 2,5-1000 0,0402 -0,0138 0,991 0,4 1,40

5.6.1. Repetitividad de las areas cromatograficas

Se evalud la repetitividad de las areas de las corrientes idnicas extraidas (EIC) de los

materiales de referencia de los AINE para dos concentraciones (véase Tabla 27). Las

inyecciones de las soluciones de referencia se realizaron por quintuplicado por UHPLC-ESI-

Orbitrap-HRMS, bajo las condiciones descritas en la seccion 4.6. Las desviaciones de los tr y

las areas cromatograficas de los farmacos AINE estuvieron entre 2 y 0.02, y los coeficientes de

variacion no superaron el 22% .

Tabla 27. Repetitividad de las areas cromatograficas obtenidas mediante UHPLC-ESI*-

Orbitrap-HRMS del material de referencia certificado de los farmacos AINE (10y 100 pg L™).

Concentracion, Compuesto  [M+H]*

Area (x 10°), n=5

Promedio

S

CV, %

Mg L
PXM 332.06995 74 77 75 72 76 7.5 0.15 1

10 NAP 231.10157 11 11 13 12 1.2 1.20 0.07 6
DIC 296.02396 11 12 12 12 1.2 1.20 0.04 3
IBU 224.16451* 0.08 0.1 0.1 0.07 0.07 0.09 0.02 22
PXM 332.06995 72 77 74 72 T2 73 2 3

100 NAP 231.10157 112 11.1 111 11.1 113 11.20 0.08 0.7
DIC 296.02396 114 115 116 116 11.6 11.50 0.08 0.7
IBU 224.16451* 06 07 0.6 07 06 060 005 8

*Para ibuprofeno se determiné la EIC del aducto [M+NH4]*
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5.7 Extraccion, identificacion y distribucion de los farmacos AINE y algunos metabolitos
presentes en los extractos del experimento comparativo de interaccion de los farmacos

AINE en medio acuoso.

Algunos de los medicamentos mas consumidos a nivel mundial son los anti-inflamatorios
no esteroideos (AINE), la creciente demanda en su uso ha llevado a la aparicién de compuestos
como NAP, DIC, IBU en el medio ambiente en aguas superficiales, debido a la descarga de los
efluentes de aguas residuales tratadas en donde aun hay persistencia de los farmacos y otros

compuestos.

Con base en las condiciones ambientales naturales a las que estarian expuestos los AINE
en el medio acuoso, se realizd un experimento por separado y en paralelo para tres interacciones:
fotodegradacion, por la radiacion solar (AF); biodegradacion aerobia sin radiacion solar (AFb);
correspondientes a los controles y biodegradacion en presencia de la planta acuatica Salvinia
adnata (APF) (véase seccion 4.7.4), cada uno por quintuplicado. Adicionalmente, se prepararon
blancos negativos correspondientes a las muestras de agua TAP, y las muestras de agua TAP

que interact(an Unicamente con la planta acuética (AP).

Los extractos de las muestras acuosas obtenidos mediante la técnica SPE, que contenia
los farmacos AINE y sus metabolitos, se analizaron por UHPLC-ESI**-Q-Orbitrap-HRMS, la
cuantificacién se realiz6 mediante curva de calibracion para los farmacos AINE (Apéndice 2), y
para los metabolitos se calculd el factor de respuesta del AINE precursor con la estandarizacion
interna (difenilamina, 1ISTD), como se ha reportado en otros trabajos (Poirier-Larabie y col.,
2016), en ausencia de material de referencia. Las masas exactas (Appm < 3) de las especies

protonadas, deprotonadas o aductos con amonio, junto con la distribucion isotopica del ion
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molecular y el patron de fragmentacion fueron la base para elucidar las formulas moleculares.
Las areas cromatograficas de los farmacos AINE y sus metabolitos respectivos se obtuvieron de
la EIC segun las masas exactas de [M+H]", [M-H], aductos de amonio o sodio. Para cada
potencial metabolito identificado, se evalué la elucidacion de la estructura a partir de la
interpretacion de los espectros de masas de los compuestos adquiridos en modo de monitoreo de
ion(es) seleccionado(s), SIM; ademas, de considerar los mecanismos de fragmentacion, con base
en las especies reportadas en la literatura para diferentes condiciones de experimentacion. Los
patrones de fragmentacion de [M+H]*" o aductos se adquirieron en full MS, 10, 20, 30, 40 y 50
eV en la celda HCD. La energia de la celda se selecciond de tal manera que los espectros de
masas tuvieran tanto iones-fragmento, como iones [M+H]*", con intensidad relativa superior al

5%.

5.7.1. Identificacion, distribucidn y analisis de espectros de masas de piroxicam y sus
metabolitos.
El anélisis por LC-MS permiti6 identificar, tentativamente, dos metabolitos del PXM en los

extractos SPE de las muestras acuosas correspondientes a las interacciones AF, AFb y APF. La

Figura 16, presenta las EIC de las moléculas protonadas de PXM y sus metabolitos detectados
en las muestras acuosas, y la Figura 17, muestra la estructura quimica propuesta para cada uno

respectivamente. La identificacion de los picos cromatograficos aparece en la Tabla 28.

Figura 16. EIC obtenidas por UHPLC-ESI*-Orbitrap-HRMS de los extractos SPE de las

muestras acuosas de las interacciones AF, AFb y APF
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Figura 17. Estructura molecular propuesta para los metabolitos identificados tentativamente y

pelseloeans

PXM.

A A
Pico N°1 PICO N°2 Pico N°3
PXM-1 PXM-2 PXM

En el espectro de masas del pico N°1 correspondiente a PXM-1(véase Apéndice 3,
PXM-1); la masa impar del [M+H]" en m/z 95.06068 (100 %) indican la presencia de numero par

de 4tomos de nitrogeno y su intensidad alta se asocia a la presencia de un anillo aromatico en su
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estructura. Con base en la composicion elemental, se establece la presencia de dos atomos de
nitrégeno para la molécula, Ademas de la presencia del fragmento CsHsN* en m/z 78.03426
(5%), que se origin0 por la pérdida de NHs (Apéndice 3A, PXM-1). Este compuesto se
identific6 como producto de degradacion en muestras acuosas irradiadas con luz solar y bajo

condiciones no forzadas (Dattatray y col., 2011; Jiménez y col., 2018).
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Tabla 28. Informacion cromatogréafica y de espectrometria de masas obtenida por UHPLC-ESI*-Orbitrap-HRMS de piroxicam y sus

metabolitos detectados en los extractos SPE de las muestras acuosas del experimento de interaccion de farmacos AINE.

Masa exacta

t N° pico L , HCD, Modo de lones producto

nF?in Figp16 Abreviacion - Formula eV ionizacion Calculada Experimental Appm P
Tipo de fragmento m/z, (1 %)

0.74 1 PXM-1 CsHeN2 30 Positivo ~ 95.06037 95.06068 3.17444 [M+H]" 95.06068, (100)
[(M+H)-NHs]* 78.03426, (5)
[M+H]* 198.02151, (100)
[(M+H)-H.CNH]* 168.99504 (10)

3.74 2 PXM-2 CsH703NS 40 Positivo  198.02194 198.02151 -2.14849  [(M+H)-SO.]* 134.05981 (70)
No identificado 121.02832 (30)
[(M+H)-SO,-CO]* 106.06528 (5)
[M+H]* 332.06964 (10)
[(M+H)-CsHsNO2]*  210.02199 (2)

6.17 3 PXM C15H1302NsS 30 Positivo  332.06995 332.06964 -0.93958 [(M+H)-C/H,05S]* 164.08182 (30)

[(M+H)-CoHsOsNS]*  121.03976 (50)
[(M+H)-C10H/NO,S]* 95.06071 (100)
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En el espectro de masas del pico N° 2 correspondiente a PXM-2 (véase Figura 18A),
registra una m/z 198.02151 (100%) que corresponde a la molécula protonada CgHsO3sNS*, Con
base en la distribucion isotdpica de PXM-2 (Figura 18B), se evidencia la presencia de la
presencia de azufre en la estructura del metabolito, adicionalmente se confirma la presencia del
grupo sulfoxido por la pérdida de la molécula neutra de SO, en m/z 134.05981 (70 %). Un ciclo
de seis carbonos al menos con una instauracion (tautémero ceto), se confirmo por la aparicion
del fragmento en m/z 168.99504 (10 %), debido a un reordenamiento retro-Diels-Alder. La

presencia del grupo carbonilo, se identificd por la pérdida de 28 unidades (CO).

La distribucion isotdpica de PXM-2 mantiene los porcentajes de abundancia para 3C
(9%) y %S (4.5%). Muszynska y col. (2019), lo reportaron como metabolito de biodegradacion
mediante cultivo in vitro del micelio de Lentinula edodes en procesos de degradacion que

principalmente afectan el conector entre la tiazina y el anillo de piperidina.

El espectro de masas y el patrén de fragmentacién del pico N° 3 identificado como PXM
(Figura 19A y Figura 19B) registran la molécula protonada C1sH1302N3S en m/z 332.06995 (10
%), obtenida a 30 eV. La presencia del ciclo de seis carbonos se confirma por la formacion del
ion fragmento CgH10ON3z* con m/z 164.08182 (30 %), formado de la pérdida del fragmento
C7H405S desde el tautdmero ceto por reordenamiento retro-Diels-Alder.

Los iones caracteristicos con m/z 164.08182, 121.03976 y 95.06037 identificados en este

trabajo fueron reportados por Muszynska y col. (2019) y Jiménez y col. (2018). La ruta de

fragmentacion para el PXM propuesta por Jiménez y col. (2018), se muestra en la

Figura 20.
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Figura 18. A. Espectro MS del ion [M+H]* de PXM-2, CsHsO3NS, energizado y fragmentado en
la HCD (N2, 40 eV) y su registro de iones-producto; B. Espectro full MS de PXM-2, obtenidos
por UHPLC-ESI*-Q-Orbitrap-HRMS: regién de masas (m/z) en donde se detecta la molécula
protonada [M + H]* de PXM-2 y la distribucion isotopica de iones (*?C; 100%),(**C; 9%),

(%S, 4.5%). Muestra AF 25.
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Figura 19. A. Espectro MS del ion [M+H]" de PXM , energizado y fragmentado en la HCD (N2,
30 eV) y sus iones-producto; B. Espectro full MS de PXM, obtenido por UHPLC-ESI*-Q-
Orbitrap-HRMS: region de masas (m/z) en donde se detecta la molécula protonada [M + H]* de

PXM vy la distribucion isotopica de iones (*2C; 100%),(*3C; 15% ) y (S, 4.5%). Muestra AFb-
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Figura 20. Patrén de fragmentacion de piroxicam. Tomado con modificaciones de Jiménez y

col. (2018).
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La distribucion de PXM y sus dos metabolitos (véase Figura 21) se obtuvo de las
muestras acuosas de las interacciones estudiadas, durante un periodo de 25 dias para AF, AFby
en el proceso de interaccion con la planta (APF), se muestra dividido en dos partes: 1)
exposicion (15 dias) y 2) excrecion entre los dias 20 y 25. Las cantidades de los metabolitos se

expresaron en g equivalentes de PXM. Los metabolitos PXM-1 y PXM-2 se detectaron en las
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muestras de todas las interacciones estudiadas
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B). Ademas, se detectaron estos compuestos en cantidades menores que para el PXM en

el mismo periodo de depuracién comprendido entre los dias 20 y 25 de la interaccion APF, que

sugiere un posible proceso de retorno del compuesto original o de algin metabolito por parte de
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C), se observo que la cantidad presente en las muestras en el dia cero fue de 0.2 ug
correspondiente 0.8% de la cantidad inicial de PXM, esta disminucién se atribuye al efecto
matriz identificado en las muestras de agua TAP (pH 7.35 + 0.05) (seccién 5.2.2.).
Adicionalmente, con base en la investigacion realizada por Jiménez y col., (2018) donde se
evalud la degradacion biologica, fotoquimica y térmica de tres oxicanes en muestras de agua de
rio (pH 7.8) enriquecidas, se observo la formacion del compuesto PXM-1 después de
aproximadamente 10 horas en las muestras irradiadas con luz solar y en muestras bajo

condiciones no forzadas se monitoreo durante 30 dias, y para el PXM se observo que la radiacion
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solar promovio la rapida degradacion con un tiempo de vida media de nueve horas

aproximadamente; y en muestras de agua de rio bajo condiciones no forzadas el tiempo de vida

media fue de 3.62 dias.

Figura 21. Variacién de la cantidad de piroxicam y sus metabolitos extraidos mediante SPE y
analizados por UHPLC-ESI*-Orbitrap-HRMS, en las muestras acuosas de los experimentos de

interaccion AF, AFb, APFy AP. A. PXM-1, B. PXM-2y C. PXM
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4.7.2. Identificacion distribucion y analisis de espectros de masas de diclofenaco y sus
metabolitos.

El andlisis por LC-MS permitio identificar, tentativamente, siete metabolitos del DIC en
los extractos SPE de las muestras acuosas correspondientes a las interacciones AF, AFb y APF.

En la

Figura 22, se presentan las EIC de las moléculas protonadas de DIC y los metabolitos
detectados en las muestras acuosas analizadas, y, en la Figura 23, se muestran las estructuras
quimicas propuestas para cada una respectivamente. La identificacion de los picos

cromatograficos aparece en la Tabla 29.

Figura 22. EIC obtenida por UHPLC-ESI*-Orbitrap-HRMS de los extractos SPE de las

muestras acuosas de las interacciones AF, AFb y APF.

=
o
J

Abundancia *10°
w N al
T T T O Y

N

[y

o

L e Y Y B o
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

Tiempo, min

92



Figura 23. Estructuras moleculares propuestas para los metabolitos identificados tentativamente

y DIC.
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Figura 22, se presenta la EIC para DIC y sus metabolitos detectados en los extractos SPE

de las muestras acuosas de las condiciones estudiadas, los tiempos de retencion de los

metabolitos son menores que DIC, lo que sugiere una mayor polaridad de los metabolitos debido

al modo de gradiente en cromatografia liquida de fase reversa.
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Tabla 29. Informacion cromatografica y de espectrometria de masas obtenida por UHPL-ESI*-Q-Orbitrap-HRMS de diclofenaco y

sus metabolitos detectados en los extractos SPE de las muestras acuosas del experimento de interaccion con los farmacos AINE.

Masa exacta

. N° pico . , HCD, Modo de lones producto
trmin _. Abreviatura Formula S . Appm
Fig 22 ev ionizacion - calculada Experimental

Tipo de fragmento m/z, (1 %)
*[M+H]* 325.99814 (42)
[(M+H)-H20]* 307.98727 (52)
[(M+H)-H20-H20]* 289.97672 (39)
[(M+H)-HCOOH]* 279.99240 (79)

577 1 DIC-1 CuHsOsNCl 30  positivo  325.99814 325.99783 -0.94003 [(M+H)-H20-CI]* 273.01843 (11)
[(M+H)-HCOOH-H-0]* 261.98184 (61)
[(M+H)-HCOOH-CI* 245.02362 (100)
[(M+H)-HCOOH-HCI]* 244.01582 (14)
[(M+H)-HCOOH-H.0-CO]* 233.98703 (8)
[(M+H)-HCOOH-CI-CO]*  216.02103 (3)
*[M+H]* 325.99759 (30)
[(M+H)-H20]* 307.98672 (1)
[(M+H)-COJ* 298.00272 (17)

L [(M+H)-CI]* 291.02881 (6)

6,36 2 DIC-2 CuHoOsNCl, 30  positivo  325.99814 325.99759 -1.68893  [(\+H)-H,0-COJ* 279.99197 (2)
[(M+H)-CI-CHa]* 276.00534 (100)
[(M+H)-CO-HCI]* 262.02612 (9)
[(M+H)-CI-CHs-COJ* 248.01051 (10)
*[M+H]* 310.00284 (20)
[(M+H)-H20]* 291.99231 (100)

665 3 DIC-3 CuHsO3NCl2 20 positivo  310.00323 310.00284 -1.24826  [(M+H)-H20-COJ* 263.99734 (1)
[(M+H)-H.0-CO-CI]* 229.02859 (1)
[(M+H)-H,0-CO-CI-CI]* 194.05991 (1)
*[M+H]* 282.00790 (33)
[(M+H)-CO]* 25401311 (5)
[(M+H)-CO-CHa]* 238.98961 (35)

6,80 4 DIC-4 CisHsO:NCl, 50  positivo  282.00831 282.00790 -1.44126 [(M+H)-CO-CIT* 219.04433 (3)

[(M+H)-CO-HCIJ*
[(M+H)-CO-CHa-CI]*
[(M+H)-CO-CI-CIJ*

218.03648 (10)
204.02089 (100)
184.07561 (3)

94



Tabla 29.

Continuacion.

*[M+H] 282.00772 (38)
[(M+H)-H20]* 263.99731 (100)
. [(M+H)-CIT* 247.03911 (60)
716 5 DIC-5 CisHsOaNCl: 10 positivo  282.00831 28200772 -2.0906 oy i e 246.03133 (12)
[(M+H)-CI-OH]* 230.03639 (22)
[(M+H)-CI-HCI]*" 211.06252 (1)
*[M+H]* 312.01837 (100)
[(M+H)-H20]" 294.0079 (26)
N [(M+H)-H20-CO]* 266.01309 (45)
730 6 DIC-6 CisHuONCl2 20 positivo 31201888 31201837 -1.61394 1 in 116 co.clpe 231.04433 (50)
[(M+H)-H20-CO-HCI]* 230.03648 (17)
[(M+H)-H.0-CO-CI-CI]*  196.07570 (2)
743 7 DIC-7 CuHw0ONCI 10 positivo  260.04728 260.04712  -0.6295 F([l\'\/’l'::)]H COOH g?ggﬂéé 82)0)
*[M+H]* 296.02371 (24)
[(M+H)-H20]" 278.01315 (44)
764 8 DIC CuHuO:NCl, 10  positivo  296.02396 296.02371  -0.8391

[(M+H)-H,0-CO]*
[(M+H)-H.0-CO-CI]*

250.01830 (100)
215.04950 (34)

* Masa exacta de la molécula protonada o aducto segun corresponda.
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En la Tabla 29, se muestra la informacion cromatografica general de los compuestos
identificados, y se observd el aumento en el nidmero de los 4&tomos de oxigeno en cuatro
compuestos, 1o que sugiere que la oxidacion es uno de los procesos de degradacion que ocurrio
en las diferentes condiciones, en el periodo monitoreado.

En el espectro de masas de los picos N°1 y pico N°2 correspondientes a DIC-1 y DIC-2
(Figura 24Ay

Figura 25A) se registré la molécula protonada C14H100sNCl, [M+H]" en m/z 325.99789
(100) y 325.99759 (100) respectivamente, ademas se identificaron los iones de aductos formados
con sodio en m/z 347.97977 y 347.97992 respectivamente. La presencia de dos a&tomos de cloro
en la estructura se corrobor6 tanto por la distribucion de sefiales isotépicas del [M+H]*
correspondientes a *°Cl, 3Cl; 100% : **Cl, ¥'Cl; 64.7% : 3'Cl, *'CI; 9.9% =~ 9:6:1, y a cada uno se
asocia la presencia de un 3C (véase Figura 24Cy

Figura 25C), como por la formacion de fragmentos que contenian el elemento CI
(Figura 24By

Figura 25B). Se confirmd la presencia del grupo funcional &cido carboxilico debido a la
perdida de &cido férmico en para DIC-1, y para DIC-2 por la pérdida de H20, seguida de CO que

da lugar al fragmento en m/z 279.99197.

Salgado y col. (2012), identificaron un compuesto con la misma masa molecular y
férmula elemental, mediante andlisis por LC-MS, en modo de adquisicién de iones positivos, sin
embargo, los fragmentos reportados por este autor no coincidieron con los obtenidos en este
estudio para ninguno de los dos metabolitos, sin embargo, Murgulo y col. (2018) lo reportaron en
modo de adquisicion de iones negativos y, Perez-Estrada y col. (2005), identificaron el
compuesto de degradacion de DIC mediante reaccion foto-Fenton (5 mM de FeSO4+7H.0 vy

H202, 30%).
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Figura 24. A. Espectro full MS de DIC-1, C14H1004NCl2; B. Espectro MS del ion [M + H]* de
DCF-1, energizado y fragmentado en la HCD (N2, 30 eV) y sus iones-producto; C. Espectro full
MS de DIC-1, obtenido por UHPLC-ESI*-Q-Orbitrap-HRMS: regién de masas (m/z) en donde
se detecta la molécula protonada [M + H]* de DCF-1 y la relacion isotopica de iones (**Cl, *Cl;

100%) : (*Cl, *Cl; 64.7%) : (3'Cl, ¥Cl; 9.9%) = 9:6:1. Muestra AFb-2.

[M+H]*
A. 325.99789
C,,H,,0,NCl, = 325.99814
100 3 -0.75281 ppm
5 90°
£ 803 [M+Na]*
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q) =
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_g 60 3 -1.08788 ppm
£ 50 * ‘
2 4073
é 30 7
20 1
10 - { ‘
0 C T ;\“ b W;\ M.u‘ “m;\ h‘l“‘\ \,M;‘\L“H‘m‘.m‘l HM “'““Im‘u J‘Mhm‘. ‘.M \‘ A ‘I\.H\M. b “1\‘\ il sl M'!"H‘ b
80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360
[(M+H)-HCOOH-CI*+ N
B. 245.02362 [M+H]
C,3HgO,NCI = 245.02381 325.99783
1007 -0.76374 ppm [(M+H)-HCOOH]* C14H100,NCl, = 325.99814
E 279.99240 -0.94003 ppm
s 904 C13HgO,NCl, = 279.99266 N
= 807 0.92616 ppm  [(M+H)-H,0]
< E 307.98727
© 607 [(M+H)-HCOOH-H,0-COJ* cr -0.97689 ppm
2 507 233.98703
8 40 3 C,,HgNCl, = 245.02381 289.97672
% E -0.64598 ppm A'HZO -HCO,H
2 307 [(M+H)-HCOOH-CI-HCOJ* < <
< 203 C,,H ONZ(%&0221160(3)2107 H,O
107 ¥ 0a%210ppm. L || col | -cr‘ﬂ&‘#
0:\\\\\\\\\\‘\\\\\\\\\\\\\\\\M\_-H\-CQ_F—\Fle\\W\H\\‘\\\\\\‘\\\\\
80 100 120 140 160 180 200 mFZZO 240 260 280 300 320 340
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* Cy4H,,O,NCl, = 325.99814
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< 80° Cy4H1,0,NCIFCl = 327.99519
8 707 -0.96512 ppm
£ 60 <
[ =
‘5 50 =
g 40 <
3 : 327.00125 328.99826
S 30 = C1513CH,,0,NCl, = 327.00149 C13"*CH;,0,NCI*’Cl = 328.99854 329.99194
-2 20 - -0.74397 ppm -0.86293 ppm C,,H,00,NCIF"Cl = 329.99224
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T T T
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Figura 25. A. Espectro full MS de DIC-2, C14H1004NCl2; B. Espectro MS del ion [M + H]* de
DCF-2, energizado y fragmentado en la HCD (N2, 30 eV) y sus iones-producto; C. Espectro full
MS de DIC-2, obtenido por UHPLC-ESI*-Q-Orbitrap-HRMS: region de masas (m/z) en donde
se detecta la molécula protonada [M + H]* de DCF-2 y la relacion isotopica de iones (3*Cl, *Cl;

100%) : (*Cl, *'Cl; 64.1%) : (*'Cl, 3'Cl; 7.3%) =~ 9:6:1. Muestra AFb-2.

[M+H]*
A. 325.99789
C14H1004NCI2 = 305.99814
1004 -0.75281 ppm

c

g0 47 97685
3307 C1.HJO,NC|,Na = 347.98008
1.52638 ppm

0é el J‘ M\“HM‘HLI “H“\M“ meHMHH\‘HHIH {1”11 \Hw AH“IL n\l\l Mu M'i \”H\HIHH‘ “AH“ am

T et \\\\\ HAHH b et e HH
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Cl3H7O4NCI 276.00581
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Eheg [(M+H)-CI-HCI]* 48893 ppm
© E 262.02612 [(M+H)-COJ*
2607 C13HoOsNCI= 262.02655 00 (10577
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320° Cp,H,0 Nzéfg'ozi%%logo
E = 248. . -CO
<104 127771 54834 ppm | +—-HCl—«
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En el espectro de masas del pico N°3 correspondiente a DIC-3 (

Figura 26A) se registré la molécula protonada C14H1003NCl2, [M+H]* en m/z 310.00284
(20). La presencia de dos atomos de cloro se confirma por la formacion del ion en m/z 194.05991
[(M+H)-H20-CO-2CI-]*, ademas de la distribucion tipica de intensidades de sefiales isotopicas
de su ion [M+H]" correspondientes a **Cl, *ClI; 100% : *ClI, *Cl; 62,3% : 3'Cl, *'Cl; 11.3% =
9:6:1. (

Figura 26B).

La composicién elemental de DIC-3 reveld dos 4&tomos de hidrégeno menos con respecto
al pico N°6 correspondiente a DIC-6, lo que podria interpretarse con la formacién de un doble
enlace adicional. La presencia del grupo funcional del acido carboxilico se confirmé por los
iones fragmento de la perdida de H20 m/z 291.99231 (100%), seguida de perdida de CO en m/z

194.05991 (1%), como ocurre también con el espectro de masas del patron de DIC (Murgulo y

col., 2018).
En los espectros de masas de DIC-4 (pico N°4,
Figura 27A) y DIC-5 (pico N°5,

Figura 28) se observaron dos picos que registraron la molécula protonada C13H10O2NCl2, en m/z
282.00812 (100) y 282.00809 (100) respectivamente. Adicionalmente, se registrd el aducto

formado por sodio para ambos compuestos.

De la misma manera como en anteriores compuestos, se determino la presencia de los atomos de

cloro mediante la distribucion de sefiales isotopicas para [M+H]"y [M+Na]* (
Figura 27Cy
Figura 28C), también por la presencia de fragmentos que contenian este elemento (
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Figura 27B y

Figura 28B). Se presume que la formacion de estos productos de degradacién se origina de la

reaccion de descarboxilacion en la cadena alifatica de DIC-1y DIC-2 (Murgulo y col. 2018).

Figura 26. A. Espectro MS del ion [M+H]" de DIC-3, C14H1003NCl>, energizado y fragmentado
en la HCD (N2, 20 eV) y registro de sus iones-producto; B. Espectro full MS de DIC-3, obtenidos
por UHPLC-ESI*-Q-Orbitrap-HRMS: regién de masas (m/z) en donde se detecta la molécula
protonada [M + H]* de DIC-3 y la distribucion isotpica de iones (*Cl, *Cl; 100%) : (*°Cl, *'CI;

62,3%) : (('Cl, ¥’Cl; 11.3%) =~ 9:6:1. Muestra AFb-5.
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A. [(M+H)-H,OJ*
291.99231
C14HgO,NCI, = 291.99266
‘1.20164
100 pem
90 |
© 80 1
= B
T 70
°© E M
5 60 7 [M+H]
©50 - [(M+H)-H,0-CO-CI* 310.00284
S 40 - 29002859 C14H1405NCl, = 310.00323
S 30 - C15HgONCI = 229.02889 -1.24826 ppm
&:202 o ct30sIeem o | HO
] 194.05991 263.99734
10 7 CsHzON = 194.06004 Cy5HzONCI, = 263.99775
0 -0.69275 ppm -£5184% ppm
S ——
100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380
m/z
B.
310.00302
C14H10sNCl, = 310.00323
-0.65761 ppm
1007
907
807 311.99997
S o0 C14H,00,NCI7CI =
2 09 312.000867922 ppm
© 60
8 50
s 313.99701
° 40 C14H100sN37Cl = 313.99732
3 307 311.00616 313.00327  -0.19355 ppm
< .3 C1513CH,005NCl, = 311.00616  |C,;13CH,,0,NCI¥’Cl = 313.00363 315.00134
207 0.13287 ppm 116427 obm C,513CH,,0,N¥Cl, = 315.00068
101 : PP - PP -2.10499 ppm
O: T T IRARIARSS: T T T T T e T
310 311 312 313 314 315 316
m/z

Figura 27. A. Espectro full MS de DIC-4, C13H9O2NCly; B. Espectro MS del ion [M + H]" de
DCF-4, energizado y fragmentado en la HCD (N2, 50 eV) y registro de sus iones-producto; C.
Espectro full MS de DIC-4, obtenidos por UHPLC-ESI*-Q-Orbitrap-HRMS: regién de masas
(m/z) en donde se detecta la molécula protonada [M + H]* de DCF-4 y la relacion isotdpica de

iones (*°Cl, ®CI; 100%) : (*Cl, *'CI; 64.1%) : (*'Cl, *'Cl; 7.3%) =~ 9:6:1. Muestra AFb-5.
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A. [M+H]*
282.00812
C15H100,NCl, = 282.00831
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Figura 28. A. Espectro full MS de DIC-5, C13HyO2NCl»; B. Espectro MS

del ion [M + H]* de

DCEF-5, energizado y fragmentado en la HCD (N2, 30 eV) y registro de sus iones-producto; C.

Espectro full MS de DIC-5, obtenido por UHPLC-ESI*-Q-Orbitrap-HRMS: regién de masas

(m/z) en donde se detecta la molécula protonada [M + H]* de DCF-5y la

relacion isotopica de

iones (®°Cl, *ClI; 100%) : (*Cl, *'CI; 64.4%) : (*'Cl, ¥'Cl; 9.5%) ~ 9:6:1. Muestra AFb-5.
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[M+H]*

A. 282.00809
C,3H;00,NCl, = 282.00831
-0.79197 ppm
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Q | -
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En el espectro de masas del pico N°6 correspondiente a DIC-6 (véase Figura 29A) se

registré la molécula protonada C14H10OsNCl., [M+H]" en m/z 312.01837 (100). La presencia de

dos atomos de cloro se confirma por la formacion del ion en m/z 196.07570 [(M+H)-H20-CO-

2CI-]", ademas de la distribucion tipica de intensidades de sefiales isot6picas de su ion [M+H]*

correspondiente a 9:6:1 (véase Figura 29B). La composicion elemental de DIC-6 reveld un
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atomo de oxigeno adicional, con respecto al pico N°8 correspondiente a DIC, que indica una
hidroxilacion en el compuesto (Murgulo y col., 2018; Emhofer y col., 2017; Ben Ouada y col.,
2109).

El compuesto mono clorado registrado en el cromatograma de LC-MS con tr= 7.46 min
(pico N°7

Figura 30), segun su espectro de masas se detectd la molécula protonada con
composicion elemental C14H1102NCI (

Figura 30A), la presencia de un solo 4&tomo de cloro para esta estructura se confirmé con
la distribucion de las intensidades de las sefiales isotopicas en su ion [M+H]" en m/z 260.04712
(100%, un atomo de *°Cl); m/z 262.04413 (25.4% , un atomo de 3'Cl) con relacion 3:1 (

Figura 30B). Murgulo y col., (2018) identificaron esta molécula en procesos de fotolisis
y fotocatélisis y se propuso como posible estructura el &cido acético clorocarbazol (Poirier-

Larabie y col., 2016; Koumaki y col., 2015).

La identificacion de DIC en los extractos acuosos de las interacciones se realizd de
manera confirmatoria basada en el pardmetro cromatografico del tr, como en la comparacién de
los espectros de MS, patron de fragmentacidn, masas exactas de iones, composicion elemental y
distribucion isotopica con el material de referencia certificado de DIC. El espectro de masas,
férmula condensada y la relacion isotopica obtenidas en los espectros HRMS de DIC presente en

los extractos (Figura 31A y Figura 31B), fueron idénticas a las del CMR de DIC.

Figura 29. A. Espectro MS del ion [M+H]* de DIC-6, C14H1103NCly, energizado y fragmentado
en la HCD (N2, 20 eV) y registro de sus iones-producto; B. Espectro full MS de DIC-6, obtenido

por UHPLC-ESI*-Q-Orbitrap-HRMS: regién de masas (m/z) en donde se detecta la molécula
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protonada [M + H]* de DIC-6 y la distribucion isotdpica de iones (*Cl, *Cl; 100%) : (*°Cl, *'CI;

71,8%) : (('Cl, ¥'Cl; 8.67%) ~ 9:6:1. Muestra AF-10.

[M+H]*
A. 312.01837
C,4H,,0,NCl, = 312.01888
100 4 -1.61394 ppm
3 [(M+H)-H,O-COJ*
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'S 507 -0.93669 ppm 294.00790
I 407 C,4H;00,NCl, = 294.00831
é 30 1 [(M+H)-H,0-CO-CI-CI]* -1.38244 ppm
< 207 19607570 .cl |  Cl o |_HO
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© L0 C14H1,0sNCI3CI= 314.01593
© I
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2 60
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2 407 C,513CH,,0,N37Cl,= 317.01633
< E 313.02197 -
307 . 9CH.ONCL. = 313.02223 315.015901 316.01273 077913 ppm
] 13 123 2= . 37~ —
201 -0.82200 ppm C,513CH,,0,NCIF’Cl= 315.01928 C14H1,0;N%Cl,= 316.01257
] ' -0.84887 ppm -0.78835 ppm
1071
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Figura 30. A. Espectro MS del ion [M+H]* de DIC-7, C14H1102NClI, energizado y fragmentado
en la HCD (N2, 20 eV) y el registro de sus iones-producto; B. Espectro full MS de DIC-7,

obtenido por UHPLC-ESI*-Q-Orbitrap-HRMS: region de masas (m/z) en donde se detecta la
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molécula protonada [M + H]" de DIC-7 y la distribucion isotopica de iones (**Cl, 100%) : ('Cl;

25.4%) = 3:1. Muestra AF-15.

[(M+H)-HCOOH]*
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Figura 31. A. Espectro MS del ion [M+H]* de DIC, C14H1202NCl;, energizado y fragmentado

en la HCD (N2 , 20 eV) vy el registro de sus iones-producto; B. Espectro full MS de DIC,

obtenido por UHPLC-ESI*-Q-Orbitrap-HRMS: region de masas (m/z) en donde se detecta la
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molécula protonada [M + H]* de DIC y la distribucion isotopica de iones (*°Cl, **Cl; 100%) :

(*Cl, *Cl; 63.7%) : (3'Cl, *'Cl; 10.4%) =~ 9:6:1. Muestra AF-5.

[(M+H)-H,O-COJ*
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1007 PP
907
807
(u |
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La distribucion de DIC y sus metabolitos identificados en las muestras acuosas se identificaron
en las muestras correspondientes a las interacciones AF, AFb durante 25 dias de
experimentacion, y para APF se muestran los periodos de exposicion (15 dias) y de depuracion

(10 dias) en la

, las cantidades de los metabolitos se expresaron en g equivalentes de DIC.
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De manera general, se obtuvo una tendencia de mayor cantidad de formacion de los
metabolitos en los procesos de control (AF y AFb) que, en las muestras de interaccién con la

planta acuética, exceptuando el compuesto DIC-7 (véase

G), cuya cantidad presente en el medio acuoso para este sistema fue equivalente a la
detectada en el proceso AF en los dias 10 y 15 de experimentacion. La cantidad de metabolitos
formada en el periodo de exposicion para los procesos de control equivalente en porcentaje al

diclofenaco agregado en las muestras (25 pg) fue de 14%, mientras en el proceso de interaccion

con la planta fue del 6%.

Para el DIC, el compuesto precursor (véase

H), se observé que la degradacion del compuesto ocurri6 mas rapidamente en las
muestras con exposicion a la radiacion natural del sol, alcanzandose un 67% de degradacion
después de 15 dias, mientras que este decaimiento ocurridé mas lentamente en las interacciones

AFb y APF, con un 27 y 33% de degradacion, respectivamente en el mismo periodo.

La cinética de degradacion del DIC medida por fotdlisis fue descrita por Agiera y col.,
(2005) en la cual se observo que el tiempo de vida medio del compuesto en solucidn acuosa fue
de 30 horas (normalizado en tiempo de irradiacion continua), sin embargo, este resultado

depende la intensidad luminica a la que se expuso la muestra durante el proceso.

Figura 32. Variacion de la cantidad de diclofenaco y sus metabolitos extraidos mediante SPE y
analisis por UHPLC-ESI-Orbitrap-HRMS, en las muestras acuosas de los experimentos de
interaccion AF, AFb, APF y AP. A. DIC-1, B. DIC-2, C. DIC-3, D. DIC-4, E. DIC-5, F. DIC-6,

G. DIC-7, H. DIC.
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AP: Interaccion de agua con la planta Salvinia adnata
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5.7.3. ldentificacion, distribucién y analisis de espectros de masas de naproxeno,
ibuprofeno y sus metabolitos

El anélisis por LC-MS permitio identificar los compuestos NAP e IBU de manera
confirmatoria, y dos metabolitos de IBU en los extractos SPE de las muestras acuosas
correspondientes a las interacciones AF, AFb y APF. En Figura 33, se observa la superposicion
EIC correspondientes a los compuestos NAP, IBU y sus metabolitos, y en la Figura 34 se

encuentran sus estructuras quimicas propuestas tentativamente.

Figura 33. EIC obtenida mediante UHPLC-ESI”*-Orbitrap-HRMS para NAP y IBU y sus
metabolitos obtenidos de los extractos de las muestras acuosas de las interacciones AF, AFb y

APF mediante SPE. La identificacion de los picos cromatograficos aparece en la Tabla 30.

10-,

Abundancia*108é
T

9 10 11 12 13

Tiempo, min
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Tabla 30. Informacion cromatografica y de espectrometria de masas obtenida por UHPLC-ESI”*-Q-Orbitrap-HRMS de naproxeno,

ibuprofeno y sus metabolitos detectados en los extractos SPE de las muestras acuosas del experimento de interaccion de farmacos en

orden de aparicion.

Masa exacta
l;li"g%igo :r?in Abreviatura Formula Aducto ':\E:D’ i'c:/rln?g;ci%en Calculada Experimental Appm lones
producto
Tipo de fragmento m/z, (1 %)
*[M+NH.]* 240.15915 (20)
[(M+NHa)-H20]* 222.14873 (16)
1 622 IBU-1 C1sH.0s [M+NH4]* 10 Positivo 24015042 24015015 112796 1\ b o N 205.12225 (100)
[(M+NH4)-H20-NHs-CsHe]* 163.07523 (7)
*[M+H]* 231.10132 (13)
2 705 NAP CuHuOs [M+H]* 20 Positivo 23110157 231.10132  -1.09255 [(M+H)-HCOOH]" 185.09595 (100)
[(M+H)-HCOOH-CHs]* 170.07243 (1)
*[M-H] 237.11227 (40)
[(M-H)-COz] 193.12215 (29)
3 734 IBU-2 CiH1s0s [M-H]* 50 Negativo  237.11214 237.11227 058479  [(M-H)-CH20-COJ 179.10657 (18)
[(M-H)-CO2-CH:0] 163.11150 (100)
[(M-H)-CH20-CO-H20] 161.09587 (20)
*[M+NH.]* 224.16437 (100)
[(M+NHa)-NHs]* 207.13792 (25)
4 789 IBU CiHis02 [M+NH4]* Full  Positivo  224.16505 224.16437  -0.47852 [(M+NH4)-NHs-COOH]" 161.13243 (100)

[(M+NHa4)-NH3-COOH-C2H:]*
[(M+NH4)-NHs-COOH-C2H2 -C2H]*

135.11682 (10)
119.08567 (109

* Masa exacta de la molécula protonada, deprotonada o aducto segun corresponda.
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La estructura molecular propuesta para los metabolitos identificados tentativamente de IBU y

las estructuras de los farmacos AINE NAP e IBU se encuentran la Figura 34

Figura 34. Estructura molecular propuesta para los metabolitos de IBU y las estructuras de los

farmacos AINE NAP e IBU.

OH
OH
fo) OO o
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OH
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IBU-1 NAP IBU-2
C13H803 C1aH1403 C13H 504

OH
0
Pico N°4

IBU
Ci3H0;

Los metabolitos detectados en los extractos SPE de las muestras acuosas presentan tr menores

que su precursor IBU, debido a que son mas polares (Figura 33).

La identificacion de NAP e IBU en los extractos SPE de las muestras acuosas, se
realiz6 de manera confirmatoria, al igual que para todos los AINE precursores de este estudio.
Los espectros de masas y su distribucion isotopica para el NAP e IBU se muestran en las Figura
36y

Figura 37. Los iones caracteristicos para NAP con m/z 185.09595, 170.07243, 139.05450
identificados en este trabajo fueron reportados por Zayed y col. (2013), la ruta de fragmentacion

propuesta para el NAP se muestra en la Figura 35.

Figura 35. Patron de fragmentacion de naproxeno. Tomado con modificaciones de Zayed y col.

(2013).
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Para los metabolitos de IBU identificados tentativamente, se observé un aumento en el niumero
de atomos de oxigeno, sugiriendo que la oxidacion es el proceso de degradacién que ocurre en la

diferentes condiciones estudiadas y durante el periodo monitoreado.

El espectro de masas del pico N°1 correspondiente a IBU-1, Ci3H1804 (Figura
38A), se detecto el ion correspondiente al aducto de amonio, [M+NH4]* en m/z 240.15915. La
composicion elemental de IBU-1, mostré el aumento en un &omo de oxigeno con respecto al
IBU (pico N°4). El compuesto hidroxilado como la estructura mas probable para este metabolito
se confirmo con la perdida de agua con la formacion del ion C13H2002N* en m/z 222.14873. El
hidroxibuprofeno, fue reportado como producto de degradacién bioldgica en la planta Lemna
gibba y en su medio de cultivo acuatico (Pietrini y col., 2015), este compuesto también se ha
identificado como producto de degradacion en lodos, y medios de cultivos con microrganismos y
hongos (Collado y col., 2012; Zwiener y col., 2002; Bastos y col., 2011). EIl segundo metabolito
para IBU, correspondiente a IBU-2 en el pico N°3 (

Figura 39), se detectd como ion [M-H] en m/z 237.11227. La composicion elemental de IBU-2,

mostro el aumento en dos atomos de oxigeno con respecto al IBU (pico N°4) siendo el

113



compuesto di- hidroxilado su probable estructura. La presencia del grupo funcional del acido
carboxilico se confirmd por el ion fragmento de la perdida de CO2 en m/z 193.12231 (29%), y la
perdida de H>O de uno de los grupos hidroxilo en m/z 161.09587 (30). Pietrini y col., (2015)
identificaron el di-hidroxibuprofeno en la planta Lemna gibba y el medio de cultivo; y en

estudios realizados con hongos (Marco-Urrea y col., 2009).

Figura 36. A. Espectro MS del ion [M+H]" de NAP, energizado y fragmentado en la HCD
(N2, 20 eV) y sus iones-producto; B. Espectro full MS de NAP, obtenido por UHPLC-ESI*-Q-
Orbitrap-HRMS: region de masas (m/z) en donde se detecta la molécula protonada [M + H]* de

NAP y la distribucion isotopica de iones (*2C; 100%) y (*3C; 15%). Muestra AFb-5.
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Figura 37. A. Espectro full MS de IBU, Ci3H1s02; B. Espectro full MS de IBU, obtenido por
UHPLC-ESI*-Q-Orbitrap-HRMS: region de masas (m/z) en donde se detecta la molécula con el
aducto de amonio [M + NH4]* de IBU y la distribucion isotdpica de iones (*2C; 100%) y (**C;
15%); C. Espectro full MS de IBU, en la region de masas (m/z) en donde se detecta el ion de la
molécula con el aducto de sodio [M + Na]* de IBU vy la distribucion isotopica de iones (*°C;

100%) y (*3C; 15%) Muestra AFb-5.
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Figura 38. A. Espectro MS del ion [M+NH4]" de IBU-1, energizado y fragmentado en la HCD
(N2, 10 eV) y sus iones-producto; B. Espectro full MS de IBU-1, obtenido por UHPLC-ESI*-Q-
Orbitrap-HRMS: region de masas (m/z) en donde se detecta la molécula con el aducto de amonio

[M +NH4]* de IBU-1 y la distribucion isotopica de iones (*2C; 100%) y (**C; 14%). Muestra

APF-10.
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Figura 39. A. Espectro MS del ion [M-H] de IBU-2, energizado y fragmentado en la HCD (N2,
10 eV) y sus iones-producto; B. Espectro full MS de I1BU-2, obtenido por UHPLC-ESI-Q-
Orbitrap-HRMS: region de masas (m/z) en donde se detecta la molécula con el aducto de amonio

[M-H] de IBU-2 y la distribucion isotopica de iones (*2C; 100%) y (**C; 14%). Muestra APF-10.
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En la Figura 40, se muestra la variacion de NAP e IBU y sus metabolitos en funcién del
tiempo, la cual se realiz6 en las mismas condiciones y periodos de experimentacion con el resto
de los farmacos AINE.

Como se puede observar en la Figura 40A, la degradacion de NAP en el medio acuoso
en los primeros 15 dias fue minima (entre 12-25%), lo que podria explicar la no deteccion de
metabolitos derivados de este farmaco AINE. También se detectaron 0.08 g de NAP (0.3%) en
el agua, en el periodo de excrecion comprendido entre los dias 15-25 de las muestras acuosas de
APF, teniendo en cuenta que la degradacién alcanzada durante el periodo de exposicion fue del
24%, se atribuye al bajo retorno del NAP al medio acuatico por su potencial de bioacumulacion.
Este potencial es expresado en funcion de su coeficiente octanol-agua (log Kow). Si, log Kow €s
mayor o igual que tres, estos compuestos se caracterizan por unirse con la porcién lipidica de los
organismos y bioacumularse, para NAP el log Kow €s 3.18 (Rios y col., 2022).

Para el IBU (Figura 40D), la degradacién en las muestras de interaccion agua-farmaco,
con y sin radiacion de la luz solar (AF y AFb) solo alcanz6 un 20% de disminucion. La lenta
degradacion del ibuprofeno en procesos de fotdlisis (radiacion natural), se reportd por Koumaki
y col., 2015 donde no supero el 50 % de la degradacion, durante un periodo de experimentacién
de 17 dias. Mientras que en el experimento de interaccion con la planta S. adnata (APF) se
alcanzé la degradacion completa a los 15 dias de exposicion y en el periodo de depuraciéon y no
se observo el retorno del AINE al medio acuoso.

Se observo que la transformacion del IBU fue principalmente en presencia de la planta
acudtica, observandose su transformacion mayoritariamente en IBU-1 (Figura 40B) y una parte
en IBU-2 durante el periodo de exposicion, mientras que en el periodo de depuracion se detectd

mayoritariamente la presencia de IBU-2 (Figura 40C).
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Figura 40. Variacion de la cantidad de naproxeno, ibuprofeno y sus metabolitos extraidos
mediante SPE y analizados por UHPLC-ESI-Q-Orbitrap-HRMS, en las muestras acuosas de los

experimentos de interaccion AF, AFb, APFy AP. A. NAP, B. IBU-1, C. IBU-2y D. IBU.
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AP: Interaccién de agua con la planta Salvinia adnata

En términos generales, los procesos abioticos y bidticos determinan el destino de los
compuestos organicos en el medio acuético, incluyendo los farmacos. Las trasformaciones
abioticas en aguas superficiales pueden ocurrir mediante la hidrolisis y la fotélisis (Andreozzi y

col., 2002), mientras en procesos biéticos la transformacion ocurre por biodegradacion.
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Los compuestos farmacéuticos, disefiados principalmente para su consumo por via oral,
son resistentes a la hidrdlisis, 1o que sugiere a los mecanismos de fotolisis directa o indirecta
como una de las principales vias para su transformacion en medios abidticos. En la fotdlisis
directa, la transformacion es causada por la absorcion directa de la radiacion solar, considerando
factores como latitud, hora del dia, profundidad del cuerpo de agua y espesor de la capa de ozono
se puede determinar el tiempo de vida media del compuesto en estas condiciones (Zepp y col.,
1977), mientras que la fotolisis indirecta involucra adicionalmente otros factores que influyen en
la degradacion, como los fotosensibilizadores naturales nitratos y los &cidos humicos, estos
constituyentes naturales bajo la radiacion solar pueden generar especies oxidantes fuertes, como
radicales hidroxilo y oxigeno singlete (Zepp y col., 1987). Por otro lado, los &cidos humicos que
absorben la radiacién solar y acttan como filtro, reduciendo la fotodegradacién de los

compuestos (GAQ y col., 1998; Andreozzi y col., 2002).

Sin embargo, estos procesos de transformacidn fotoquimica en medios acuosos no se dan
de manera aislada, si no ocurren simultaneamente con los procesos de biotransformacion.
Estudios han evidenciado procesos de atenuacion de farmacos de manera eficiente mediante la
actividad de microrganismos en el agua (Zwiener y col.,2001), hongos (Marco-Urrea y col.,
2009) y plantas (Gonda y col., 2016; Emhofer y col., 2017; Pietrini y col., 2015), siendo los

compuestos transformados por lo general méas polares que su compuesto precursor.
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6. Conclusiones

Se implemento la técnica de extraccion en fase solida (SPE), usando el soporte sélido
Strata X a pH 6 de extraccion, y como solvente de elucion metanol (12 mL), para el anélisis de
los farmacos AINE en matrices acuosas. Con la técnica SPE, se obtuvieron eficiencias de
recuperacion entre 96-99% en agua tipo I, con coeficientes de variacion que no superaron el 5%
(concentracion 10 pg L) y en agua TAP entre 83-98% para los farmacos AINE diclofenaco,
naproxeno e ibuprofeno en las diferentes concentraciones evaluadas. Debido al efecto matriz
observado para el piroxicam se implementaron modificaciones (adicién de &cido ascorbico y

esterilizacion) en la matriz acuosa (agua TAP), y se obtuvieron recuperaciones entre el 87-94%

Se implement6 la metodologia por HPLC/DAD para el andlisis de los farmacos AINE
cumpliendo los parametros de reproducibilidad de areas cromatograficas, con coeficientes de
variacion que no superaron el 5%, utilizando como fase movil KH2PO,4 en agua (5 mM, pH=4.0)
y acetonitrilo, en modo gradiente, usando la columna Gemini C1g (250 mm x4.6 mm X 5 um) con

una separacion cromatogréafica aceptable (Rs>1.86)

Se identificaron y cuantificaron los farmacos AINE y algunos de sus metabolitos de
transformacion por UHPLC-ESI*-Orbitrap-HRMS con los modificadores NHsHCO; (5 mM) y
acido formico 0.1% en agua y metanol, como fase movil, en una columna ZORBAX Eclipse
XDB-C1g (50 mm x 2.1 mm x 1.8 um). los farmacos AINE se identificaron segtn el tiempo de
retencion de los materiales de referencia certificados, composicion elemental y distribucion
isotopica y patron de fragmentacion de los iones de las moléculas protonadas o formacion de

aductos con sodio y/o amonio.
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Se identificaron metabolitos de degradacion de los farmacos AINE en las diferentes
interacciones evaluadas (AF, AFb y APF), principalmente se detectaron metabolitos producto de
oxidacion. En el experimento de interaccion de los farmacos AINE con la planta Salvinia adnata
en medio acuoso (APF), durante el periodo de exposicion generalmente se detectaron las
menores cantidades del farmaco AINE en comparacion con lo encontrado en las otras
interacciones evaluadas, y en el pedido de excrecion se detectaron cantidades para el diclofenaco

de 1.2 ug, naproxeno de 2.4y 1.2 ug, piroxicam 0.004 pg y el ibuprofeno no se detecto.
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Apéndices

Apéndice 1. Curva de calibracion por HPLC para: A. Priroxicam; B. Naproxeno; C.
Diclofenaco; D. Ibuprofeno.
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Apéndice 2. Curva de calibracion por UHPLC-ESI*--Q-Orbitrap-HRMS para: A. Piroxicam; B.

Naproxeno; C. Diclofenaco; D. Ibuprofeno, determinado como [M+NH4]".
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Apéndice 3. A. Espectro MS del ion [M+H]* de PXM-1, energizado y fragmentado en la HCD

(N2, 20 eV) y sus iones-producto; B. Espectro full MS de PXM-1, obtenido por UHPLC-ESI*-

Q-Orbitrap-HRMS: region de masas (m/z) en donde se detecta la molécula protonada [M + H]*

de PXM-1y la distribucion isotopica de iones (*2C; 100%) y (*3C; 6%). Muestra AF-25.
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