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Resumen

Los métodos implementados permitieron la cuantificaciéon de dos esteroides
(17B-estradiol y 17a-etinilestradiol) y dos farmacos (ibuprofeno y naproxeno)
utilizando extraccién en fase sélida (EFS) y cromatografia de liquidos de alta
resolucién con detector de arreglo de diodos (CLAR-DAD). Las condiciones
de EFS con cartuchos C,, se evaluaron variando los tipos y las cantidades de
disolvente de elucién, condiciones de pH y la masa de muestra en el cartucho.
La eficiencia se evalué mediante la fortificacién de muestras de agua con
cantidades conocidas de los analitos en tres niveles de concentracién distintos.
Las recuperaciones encontradas indican que la eficiencia de los métodos es
independiente de la cantidad de analito tratada en el rango de ensayo (p > 0.05)
con recobros (promedio + desviacion estdndar) para 17p-estradiol (86.9% + 4.2),
17a-etinilestradiol (87.1% + 6.1), ibuprofeno (89.4% + 5.3) y naproxeno (85.9% +
15), que rednen criterios de aceptacion suficientes para el control de calidad de
futuras aplicaciones. Por lo tanto, los métodos propuestos son confiables para ser

aplicados a muestras acuosas. Sin embargo serd necesario probar su desempefio y
ajustar sus condiciones cuando se analicen muestras mas complejas.

Palabras clave: compuestos emergentes, esteroides, formacos, extracciéon en fase
solida, CLAR-DAD.

Introduccién potencial a la salud, especificamente al sistema

enddcrino, muchos de estos compuestos han

Los compuestos emergentes (CEs) son conta- sido nombrados Compuestos Disruptores

minantes no regulados en su mayoria. Sin
embargo, por sus efectos en la salud y su
presencia en el ambiente deberdn ser normados
a mediano o largo plazos, p.e. farmacos,
productos de belleza, surfactantes, retardantes
de fuego, aditivos industriales, esteroides y
hormonas, entre otros. Debido a su riesgo

Endécrinos (CDEs); la Agencia de Proteccién
Ambiental de los Estados Unidos (USEPA, por
sus siglas en inglés) los define como compuestos
exdgenos que provocan disrupcion en el
sistema enddcrino, fundamentalmente en el
sistema reproductivo de los seres vivos. Es tal
su importancia, que los CDEs y sus efectos a la
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salud y el ambiente se consideraron dentro de
las diez investigaciones cientificas prioritarias
para Estados Unidos (USEPA, 1997).

En particular, el uso cada vez mayor de
esteroides sintéticos y productos farmacéuti-
cos tanto en humanos como en animales se estd
convirtiendo en un nuevo problema ambien-
tal, tanto que se ha incrementado de forma
considerable el interés en tener informacién
acerca de su presencia en el medio y sus
posibles efectos adversos sobre los humanos
y los ecosistemas (Daughton y Ternes, 1999;
Heberer, 2002; EEA, 2010; Kiimmerer, 2010).
Los ambientes, especificamente los acudticos,
presentan diversas vias de contaminacién
por farmacos y esteroides; tales compuestos
se descargan al sistema de alcantarillado a
través de la orina y heces fecales, y finalmente
van a las plantas de tratamiento de aguas
residuales (PTAR) o directamente a cuerpos
de agua superficial. Las bajas eficiencias de las
PTAR para degradar este tipo de compuestos
derivado de la persistencia de los mismos y de
las descargas urbanas e industriales constantes,
cuando los efluentes son descargados sin
previo tratamiento, son la principal causa
de la presencia de estrogenos naturales y
sintéticos en cuerpos de aguas superficiales
(Alcock et al, 1999; Cargouét ef al., 2004;
Desbrow et al., 1998; Gomes et al., 2010; Peng
et al., 2008; Vajda et al., 2008). Los farmacos
mas comunes en los efluentes de las PTAR son
antibiéticos, antiinflamatorios,
de lipidos, antiepilépticos y trazadores de
rayos-X (Kiimmerer, 2010; Santos et al., 2005).
La presencia de farmacos en aguas residuales

reguladores

o en efluentes de las PTAR ha sido reportada
en diversas investigaciones. Santos et al. (2005)
encontraron niveles de concentracién de 2.6 ug
I para naproxeno y 84 ug 1" para ibuprofeno en
efluentes de las PTAR. Recientemente, Samaras
(2010)
mas bajas de 0.574 ug I' para ibuprofeno

et al. detectaron concentraciones
en aguas residuales provenientes de un
hospital. Por otro lado, Radjenovié et al. (2009)
reportaron concentraciones de ibuprofeno

en aguas residuales de 14.6 a 31.3 ug I'. En

el caso de los esteroides, especificamente las
hormonas sexuales femeninas y los esteroides
sintéticos, considerados como los compuestos
estrogénicos mads potentes, diversos estudios
han reportado concentraciones ambientales
muy bajas del orden de ng 1" (Barel-Cohen et
al., 2006; Belfroid et al., 1999; Benotti et al., 2010;
Chen et al., 2007a; Jafari ef al., 2009; Lépez de
Alda y Barcel6, 2000; Snyder et al., 1999). Hoy
en dia, el uso generalizado de anticonceptivos
orales formulados con estas sustancias, capaces
de inducir respuestas estrogénicas en los peces
en concentraciones tan bajas como de 1 ng 17,
ha generado preocupacién entre los cientificos,
dadas las consecuencias potencialmente peli-
grosas sobre el medio acudtico (Fent ef al., 2006;
Lépez de Alda y Barcel6, 2001, 2000; Nash et al.,
2004; Nogueira, 2003; Vajda et al., 2008).

Dada la peligrosidad que representan estas
sustancias para la salud humana, es importante
el monitoreo tanto de farmacos como de
esteroides en el agua. Para ello se requiere
de métodos analiticos robustos que permitan
estimar la presencia de dichos compuestos en
muestras de agua (Lopez de Alda y Barceld,
2000; Santos et al., 2005; Vallejo-Rodriguez y
Loépez-Lépez, 2011). La principal problemdtica
para su determinacion se origina en los niveles
ambientales bajos y en la complejidad quimica
que caracteriza las muestras, ya que estos
compuestos son comtnmente encontrados en
concentraciones de orden traza (pg 17, ng 1" o
ug 1), mezclados con distintas sustancias con
diferentes propiedades fisicoquimicas que
podrian causar interferencias, y dificultar su
identificacién y cuantificacién (Daughton y
Ternes, 1999). Entre las distintas alternativas pa-
ra resolver estas dificultades es posible realizar
procedimientos que purifican y concentran la
muestra, como la técnica de extraccion en fase
sélida (EFS), que facilita el aislamiento de los
compuestos desde la matriz de la muestra, y
su concentracién y dilucién en un disolvente
orgédnico (Gibson et al., 2007; Mitra, 2003),
para su posterior andlisis por técnicas de
separaciéon, como cromatografia de liquidos
con detector ultravioleta (CL-UV) (Lépez de
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Alda y Barceld, 2001) y cromatografia de gases
acoplada a espectrometria de masas (CG-EM)
(Liu et al., 2009). Aunque la cromatografia de
liquidos de alta resolucién con acoplamiento
a espectrometria de masas simple (CLAR-EM)
o tandem (CLAR-EM/EM), y la cromatografia
de gases-espectrometria de masas CG-EM/
EM (Barcel6 y Petrovic, 2006) son técnicas que
disminuyen el tratamiento previo de la muestra
debido a que brindan mayor informacién
estructural y por lo tanto menor probabilidad
de sesgos en la identificacién y cuantificacién,
su uso, sin embargo, todavia es limitado debido
a los costos de mantenimiento y adquisicién.

Por lo tanto, el objetivo de este trabajo de
investigaciéon fue establecer las condiciones
analiticas 6ptimas para extraer y cuantificar dos
esteroides y dos farmacos anti-inflamatorios en
muestras acuosas (sin efecto matriz) utilizando
la técnica de extraccién en fase solida (EFS)
y el andlisis por cromatografia de liquidos
de alta resolucion (CLAR) con detector
de arreglo de diodos (DAD). Los criterios
de seleccion de los compuestos modelos
fueron la abundancia en el cuerpo humano
y de acuerdo con el uso en formulaciones
farmacéuticas de los compuestos. Asi, se
eligi6é al 17p-estradiol (E2), que es secretado
por los mamiferos, y el 17a-etinilestradiol
(EE2), que es el mds comtinmente usado en
anticonceptivos orales combinados. Ambos
contribuyen de manera importante a la
estrogenicidad en efluentes de plantas de
tratamiento (Chen et al., 2007b; Gunnarsson
et al., 2009). También se seleccionaron dos de
los farmacos antiinflamatorios (naproxeno e
ibuprofeno) mds frecuentemente encontrados
en el ambiente (agua y suelo) y en plantas de
tratamiento (Buszka et al., 2009; Gibson et al.,
2010; Mayumi et al., 2011; Nakagawa et al.,
2009).

Metodologia
Estdndares, disoluciones y materiales

Los estdndares en polvo de un esteroide natu-

ral E2 y uno sintético EE2 (98%), y los farmacos
naproxeno e ibuprofeno (98%) se adquirieron
de Sigma-Aldrich (St. Louis, Missouri, Estados
Unidos); el fosfato de potasio monobdsico
(KH,PO,) de 99% de pureza se adquiri6 de
Sigma (St. Louis, Missouri, Estados Unidos);
los disolventes, grado HPLC, acetonitrilo
(ACN) y agua se adquirieron de Tedia
(Fairfield, Ohio, Estados Unidos); metanol de
J.T. Baker (Phillipsburg, New Jersey, Estados
Unidos), y acetato de etilo de Burdick &
Jackson (Muskegon, Michigan); los cartuchos
empacados con 500 mg de C, Strata para
extraccion en fase sélida (EFS) se obtuvieron
de Phenomenex (Torrance, California, Estados
Unidos).

Acondicionamiento de los cartuchos

Antes de la extraccién, la fase estacionaria C,
se acondicioné para minimizar las impurezas
y disponer los sitios activos para la interaccién
con los analitos. Para los esteroides se pasaron 8
ml de ACN, luego 7 ml de metanol y finalmente
5 ml de agua (L6pez de Alda y Barceld, 2000);
para los fairmacos se emplearon 3 ml de acetato
de etilo, después 3 ml de metanol y finalmente
3 ml de agua.

Optimizacion de las condiciones

El método de adicién de estdndares se utilizé
para optimizar las condiciones analiticas de
cada paso. Asi, las muestras de agua ultrapura
(1 litro), fortificadas con cantidades conocidas
de esteroides y fdrmacos (Sigma-Aldrich),
se pasaron a través de columnas empacadas
con una fase estacionaria no polar (C,,) para
extraccion en fase sélida (EFS), que permanecié
hiimeda en todo el proceso. Una vez que se
pasé la muestra, la fase se secé al vacio por
aproximadamente 25 minutos, posteriormente
la masa retenida de los compuestos se eluyd
con un disolvente orgdnico y el volumen en
exceso del extracto se redujo y se aforé a 1 ml.
Las muestras de agua con esteroides se pasaron
aun flujo de 3.5 ml min™ y una presién de vacio
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de 3 pulgadas Hg, y la de fdrmacos a un flujo
de 4.2 ml min-' y a una presién de 4.5 pulgadas
Hg; se tuvo la precaucién de que la fase sélida
permaneciera himeda durante la extraccion.
Inicialmente se evalué la capacidad de
adsorciéon de la fase estacionaria y se ajusto el
volumen de elucién de los componentes, como
lo describen Thurman y Mills (1998); para esto
se pusieron 50 ug de los esteroides, 25 ug de
naproxenoy 250 ug de ibuprofeno directamente

sobre la fase C.,, luego se pasaron por gravedad

18
12 ml de ACN para eluir los esteroides y 5 ml
de acetato de etilo y se colectaron en alicuotas
de 1 y 2 ml, que se analizaron por separado.
Adicionalmente, la extraccion de los farmacos
se prob6 a dos condiciones de pH (4.5 y 7.0)
para comprobar su efecto en el recobro, como
previamente se ha descrito (Costi ef al., 2008;
Santos et al., 2005); la acidez del agua utilizada
se fij6 mediante una disolucién amortiguadora
de KH,PO, 50 mM. Finalmente, se compararon
las eficiencias de la reduccién del extracto con
dos técnicas distintas, se emple6 una corriente
suave de nitrégeno cromatogréfico (INFRA)
y un evaporador rotatorio Biichi R-210 (30
rpm) a 40 °C y con una presién de vacio de 5
pulgadas de Hg. Las condiciones éptimas se
eligieron mediante la evaluacién del recobro,
determinado como la sefial analitica de cada
muestra de prueba, comparada directamente
con la sefial respectiva en la disolucién de
referencia.

Evaluacion del método analitico

El método de extraccién en fase sélida opti-
mizado se aplicé a muestras de agua ultra-
pura (1 ml), adicionadas con cantidades distin-
tas de cada uno de los compuestos para evaluar
la variacion de los recobros con el cambio de la
masa de analito en disolucién. Estas pruebas
se realizaron con tres concentraciones diferen-
tes para los esteroides (12.5, 25 y 50 ug 1), el
ibuprofeno (25, 62.5 y 125 ug 1) y el naproxeno
(2.5, 6.25 y 12.5 ug 1), seleccionadas de repor-
tes previos (Lépez de Alda y Barceld, 2000;

Santos et al., 2005).
Andlisis quimico por CLAR-DAD

Las muestras aforadas se analizaron en un
cromatégrafo de liquidos de alta resoluciéon
(CLAR) Varian ProStar 7725. Se inyectaron
100 ul para los esteroides y 20 ul para los
farmacos. La separacion de ambas familias
de compuestos se efectué en una columna
LiChrospher 100 RP-18 (25 x 4 mm, 5 um)
antecedida por una guarda columna del mis-
mo tipo deempaque con distintas dimensiones
(4 x 4 mm, 5 um) de Agilent Technologies
(Waldbronn,
empleados para preparar la fase movil se

Alemania). Los disolventes
desgasificaron en un bafio de ultrasonido
Bransonic 5510 MT. Se probaron un par de
gradientes de elucién para la optimizacién
de la separacién de esteroides (cuadro 1) y
uno para farmacos (cuadro 2). La deteccién se
realiz6 con un detector de arreglo de diodos
(DAD) Varian ProStar 230 (Walnut Creek,
CA); empleando la longitud de onda de
maxima absorcién (A méx), 197 nm en el caso
de esteroides, y 220 y 230 nm para ibuprofeno
y naproxeno, respectivamente (Lépez de Alda
y Barcel6, 2000; Santos et al., 2005). Las curvas
de calibracién se construyeron mediante la
inyecciéon de siete diluciones distintas para
los esteroides (0.5 a 50 ug ml") y nueve para el
naproxeno (0.05 a 25 ug ml!) y el ibuprofeno
(0.5 a 125 ug ml?). En el rango propuesto, los
puntos experimentales de la sefial analitica
del instrumento, para todos los compuestos,
se ajustaron significativamente a un modelo
de regresion lineal (p < 0.05) con coeficientes
de correlacién () mayores que 0.999.

Resultados y discusion

Seleccion de disolventes para la elucion de
esteroides y farmacos

Los resultados mostraron que 10 ml de ACN
eluyen el 90% de E, y el 82% de EE,, mientras
que 3 ml de acetato de etilo eluyen 94% de
naproxeno y 85% de ibuprofeno. Por lo tanto,
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Cuadro 1. Gradiente de elucién para separar E2 y EE2.

Tiempo (min) % A % B
0 10 90
50 100 0
52 100 0
A: ACN; B: agua Milli Q.
Cuadro 2. Gradiente de elucién para separar ibuprofeno y naproxeno.
Tiempo (min) % A % B % C
0 0 15 85
4.5 0 15 85
12.5 20 0 80
18 25 0 75
27 45 0 55
45 45 0 55

A: ACN; B: MeOH; C: solucién buffer 50 mM KH,PO,.

la elucién desde la fase estacionaria resultd
eficiente y se encuentra dentro de los criterios
de aceptabilidad para la optimizacién de
métodos de extracciéon en fase sélida (Thur-
man y Mills, 1998) y es consistente con méto-
dos desarrollados previamente para el mismo
tipo de matriz (L(’)pez de Alda y Barcel, 2000;
Santos et al., 2005).

Efecto del pH en la eficiencia de recuperacion
de los farmacos

El pH de las disoluciones se regulé con una
solucién buffer de KH,PO, para evaluar la
extraccion de los farmacos a dos distintos
valores de pH. Los resultados mostraron que

los recobros se incrementan con la disminucién
del pH; con pH 7.0 se recuper6 el 15% del
naproxeno y el 24% de ibuprofeno; mientras
que con pH 4.5, las eficiencias de recuperaciéon
de ambos compuestos se incrementaron cerca
del 60% (cuadro 3). El efecto observado se
explica por la presencia de silices trifunciona-
les-derivatizados en el cartucho C, de EFS
utilizado en el proceso de extracciéon de los
analitos. Las fases enlazadas trifuncionales
EFS son més estables a pH dcidos, por lo que
es un factor a considerar en el aislamiento de
compuestos dcidos (Thurman y Mills, 1998);
dicha caracteristica se aplic6 para realizar el
resto de ensayos y optimizar el método para
farmacos.

Cuadro 3. Recobro de farmacos a dos valores de pH.

Farmaco pH?7.0 pH45
% R (CV) % R (CV)
Naproxeno 15.1 (28.5) 58.5 (3.8)
Ibuprofeno 23.9 (64.3) 57.8 (2.3)

R: recobro; CV: coeficiente de variacion.
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Efecto de la técnica de reduccion en la
eficiencia de recuperacion de esteroides y
fdarmacos

La reduccién del extracto eluido desde la fase
estacionaria se realiz6 de dos formas: una
mediante una corriente suave de nitrégeno
grado cromatografico (99.999%) y la otra uti-
lizando un evaporador rotatorio. Las recupe-
raciones y reproducibilidad de la determina-
cién de esteroides y fdrmacos se incremen-
taron significativamente cuando se utilizé
el evaporador rotatorio, como se observa en
los cuadros 4 y 5. Este resultado, ademads de
incrementar la confiabilidad del andlisis,
contribuye a reducir los costos por el uso del
nitrégeno de ultra alta pureza y disminuye
el tiempo de tratamiento por ml de muestra;
mientras que en la reduccién en el evaporador
rotatorio se invirtieron treinta minutos, con
nitrogeno tardé aproximadamente dos horas
debido al peso molecular de los disolventes
(baja presién de vapor).

Evaluacion de la eficiencia de recuperacion
con condiciones optimizadas

El andlisis por duplicado de muestras fortifica-
das con distintas cantidades de esteroides

y fdrmacos mostr6 que no hay diferencias
significativas (p > 0.05) entre los recobros
cuando la cantidad de los analitos adicionada
cambié. Esto sugiere que la eficiencia del
método de extraccién y el andlisis por CLAR-
DAD es independiente de la masa de cada
compuesto en la muestra, por lo tanto se puede
utilizar un factor de recobro absoluto prome-
dio cuando se determinen en muestras o en
ensayos con concentraciones dentro del rango
probado (cuadros 6 y 7). Adicionalmente, los
resultados encontrados (promedio del recobro
+ deviacion estandar) para 17p-estradiol
(86.9% + 4.2), 170-etinilestradiol (87.1% + 6.1),
ibuprofeno (89.4% + 5.3) y naproxeno (85.9%
+ 15) rednen los criterios de aceptacién de
métodos propuestos para el control de calidad
delasdeterminaciones de compuestosorganicos
en diferentes tipos de muestras (USEPA, 1999;
Shah et al., 1992; Taverniers et al., 2004).

Conclusiones

Durante la implementacién de métodos anali-
ticos para extraer y cuantificar compuestos
emergentes, la aplicacion de la técnica de
extracciéon en fase soélida (EFS) facilité la
concentraciéon eficiente de la masa de dos
disueltos en

esteroides y dos fdrmacos

muestras de agua, y su posterior obtencién

Cuadro 4. Porcentaje de recuperacién de esteroides con dos técnicas de reduccién.

Esteroide % R (CV) con N, % R (CV) con rotaevaporador
17-B-estradiol’ 72.6 (2.4) 89.5 (6.5)
17-o-etinilestradiol? 67.7 (0.1) 80.1 (4.3)

12 La prueba se realiz6 con 50 pg I'; R: recobro; CV: coeficiente de variacion (1 =2).

Cuadro 5. Porcentaje de recuperacién de los farmacos con dos técnicas de reduccién.

Farmaco %R (CV) con N, % R (CV) con rotaevaporador
Ibuprofeno! 23.9 (28.4) 94.0 (2.1)
Naproxeno? 15.1 (67.3) 93.0 (2.7)

Las pruebas se realizaron con 250 ug I'' y * 25 ug I''; R: recobro; CV: coeficiente de variacién (n = 2).
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Cuadro 6. Porcentaje de recuperacién de esteroides en condiciones optimizadas.

Esteroide % R (CV) con rotaevaporador
50 ug1* 25 ug1? 12.5 ug1*
17-B-estradiol 89.5 (6.5) 89.1 (0.8) 82.0 (4.1)
17-a-etinilestradiol 80.1 (4.3) 91.2 (1.0) 90.1 (4.6)
R: recobro; CV: coeficiente de variacién (n = 2).
Cuadro 7. Porcentaje de recuperacién de farmacos en condiciones optimizadas.
Farmaco % R (CV) con rotaevaporador
125 ug 1" 62.5ugl! 25 ugl?!
Ibuprofeno
85.0 (1.0) 95.3 (4.5) 88.0(5.2)
125 ug I 6.25 ug 1! 25ugl!
Naproxeno
82.4 (3.4) 102.3 (12.1) 72.9 (2.4)
R: recobro; CV: coeficiente de variacién (n = 2).
en disolventes organicos, también favorecié en México.
su deteccién por cromatografia de liquidos Agradecimientos

de alta resolucién con detector de arreglo de
diodos (CLAR-DAD). Asimismo se mostr6 que
el uso de evaporador rotatorio, en vez de una
corriente suave de nitrégeno, contribuye al
incremento de los recobros y a la disminucién
del tiempo del tratamiento de la muestra. Sin
embargo, las distintas propiedades quimicas
de los compuestos dificultaron su extraccién
simultdnea, ya que los recobros de los farmacos
se incrementaron significativamente cuando la
solucién se acidificé. Finalmente, se encontrd
que la eficiencia y precision de los métodos
cumplen con los criterios de aceptacién
para ser aplicados a muestras acuosas,
independientemente de la cantidad de analito
en la muestra en el rango de concentracién
probado. Por lo tanto, estos métodos son una
alternativa de andlisis simple que pueden ser
utilizados rutinariamente en laboratorios con
minima infraestructura analitica, y se propo-
nen como un antecedente confiable para
facilitar la estandarizaciéon y validacién de
métodos de referencia que ayuden a monitorear
estos componentes en muestras ambientales
con mayor complejidad y efecto matriz, y que

favorezcan la implementacién de regulaciones
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Abstract

VALLEJO-RODRIGUEZ, R., MURILLO-TOVAR, M.A., HERNANDEZ-MENA,
L, SALDARRIAGA-NORENA, H. & LOPEZ-LOPEZ, A. Emerging compounds:
implementation of analytical methods to extract and quantify 17B-estradiol,
170-ethinylestradiol, ibuprofen and naproxen in water. Water Technology and Sciences
(in Spanish). Vol. I11, Special Number TyCA-RETAC, February-March, 2012, pp. 101-110.

The methods implemented allowed for the quantification of two steroids (17B-estradiol and
170-ethinylestradiol) and two drugs (ibuprofen and naproxen) using solid phase extraction
(SPE) and high performance liquid chromatography (HPLC). SPE conditions with C18
cartridges were evaluated by varying the types and amounts of solvent elution, pH conditions
and the mass of the target compound in the cartridge. The efficiency was evaluated by adding
water samples with known amounts of analytes in three different concentration levels. The
recoveries found indicate that the efficiency of the methods is independent of the amount of
analyte mass treated in the range test (p>0.05). The recoveries (mean + standard deviation) for
17B-estradiol (86.9% +4.2), 170-ethinylestradiol (87.1% + 6.1), ibuprofen (89.4% +5.3) and
naproxen (85.9% =+ 15) sufficiently meet the acceptance criteria for quality control for future
applications. While the proposed methods are reliable for aqueous sample applications, when
analyzing more complex samples, their performance will need to be tested and the conditions
adjusted.

Keywords: emerging, compounds, steroids, pharmaceuticals compounds, solid phase
extraction, HPLC-DAD.
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