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Resumen

El diclofenaco sdédico y el ibuprofeno son medicamentos de alto consumo, empleados para el alivio
de dolencias comunes y su poca metabolizacion hace que gran proporciéon de estos se conviertan
en contaminantes acuiferos, que por su bioacumulaciéon representan una problematica ambiental
que requiere atencion urgente. Es por esto que el seguimiento de estos contaminantes, a través del
desarrollo y validaciéon de metodologias analiticas que permitan su cuantificacion en fuentes hidricas, se
convierten en una necesidad para su prevencion y control. En este estudio se desarrollé un método por
cromatografia liquida de alta resolucién para la determinacién simultanea de diclofenaco e ibuprofeno
en aguas. La validacion del método se llevd a cabo con la determinacion de la linealidad, limites de
cuantificacion y deteccion, exactitud y precision en términos de repetibilidad y precision intermedia.
Para la determinacion de los parametros de desempefo se calculd el porcentaje de recuperacion, el
promedio, la desviacion estandar, la desviacidn estandar relativa, el coeficiente de variacién y el intervalo
de confianza. Ademas, para determinar la exactitud y la precision se aplicé el analisis factorial de varianza
con un nivel de confianza del 95 % y nivel de significancia del 0,05. Los valores obtenidos para todos
los parametros cumplieron con los criterios de aceptacion establecidos, con lo que se concluye que el
método desarrollado es exacto y preciso con altos niveles de confiabilidad.

Palabras clave: Validacién de método; Cromatografia liquida de alta resolucién; Diclofenaco; Ibuprofeno; Fuentes
hidricas.
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Validation of a high-performance
liquid chromatographic method for the
simultaneous determination of diclofenac
and ibuprofen in water resources

Abstract

Diclofenac sodium and ibuprofen are highly consumed drugs, used for the relief of common ailments,
their poor metabolization means that a large proportion of them become aquifer contaminants, this
problem requires urgent attention. The monitoring of these contaminants, through the development
and validation of analytical methodologies that allow their quantification in water resources, becomes a
necessity to prevent and control them. In this study, a high-performance liquid chromatography method
was developed for the simultaneous determination of diclofenac and ibuprofen in water. The validation
of the method was carried out with the determination of linearity, limits of quantification and detection,
accuracy and precision in terms of repeatability and intermediate precision. For the determination of
the performance parameters, the percentage recovery, average, standard deviation, relative standard
deviation, coefficient of variation and confidence interval were calculated. In addition, to determine the
accuracy and precision, the factorial analysis of variance was applied with a confidence level of 95 % and
a significance level of 0.05. The values obtained for all parameters complied with established acceptance
criteria, confirming that the method developed is accurate and precise with high levels of reliability.

Keywords: Method validation; High-performance liquid chromatography; Diclofenac; Ibuprofen; Water resources.

Validacao de um meétodo cromatografico
liquido de alto desempenho para
a determinacao simultanea de
diclofenaco e ibuprofeno em aguas

Resumo

Diclofenaco de sodio e ibuprofeno séo drogas altamente consumidas, usadas para o alivio de doengas
comuns, sua pobre metabolizagao significa que uma grande proporg¢ao delas se tornam contaminantes
de aquiferos, este problema requer atencao urgente. O monitoramento destes contaminantes, através do
desenvolvimento e validagdo de metodologias analiticas que permitem sua quantificagdo nos recursos
hidricos, torna-se uma necessidade para preveni-los e controla-los. Neste estudo, foi desenvolvido um
método de cromatografia liquida de alto desempenho para a determinagao simultdnea de diclofenaco
e ibuprofeno na agua. A validagédo do método foi realizada com a determinagéo da linearidade, limites
de quantificacao e detecgao, precisdo e precisao em termos de repetibilidade e precisédo intermediaria.
Para a determinagéo dos parametros de desempenho, foram calculados a porcentagem de recuperagéo,
média, desvio padrao, desvio padrao relativo, coeficiente de variagcdo e intervalo de confianga. Além
disso, para determinar a precisdo e a preciséo, a analise fatorial de varidncia foi aplicada com um nivel
de confianga de 95 % e um nivel de significancia de 0,05. Os valores obtidos para todos os parametros
cumpriram os critérios de aceitacéo estabelecidos, confirmando que o método desenvolvido é preciso e
preciso com altos niveis de confiabilidade.

Palavras-chave: Validagdo; Método HPLC; Diclofenaco; Ibuprofeno; Recursos hidricos.
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Introduccion

El ibuprofeno es un compuesto farmacéutico
que actia como antiinflamatorio no esteroideo
y es una de las drogas mas empleadas para
tratar la inflamacion, el dolor y la fiebre. Tiene
propiedades analgésicas y antiinflamatorias y
se usa para el dolor medio y moderado, como
dolor de cabeza, dismenorrea, dolor dental, dolor
postoperatorio y desérdenes musculoesqueléticos
de las articulaciones como osteoartritis y artritis
reumatoidea [1]. El diclofenaco sédico es otro
de los farmacéuticos pertenecientes al grupo de
los antiinflamatorios no esteroideos (AINEs) mas
utilizados. Al igual que el ibuprofeno, tiene efecto
analgésico, antipirético y antiinflamatorio y se
usa para el tratamiento de la artritis reumatoidea,
osteoartritis y lesiones musculoesqueléticas.
Ambos compuestos farmacéuticos tienen baja
solubilidad en agua, pero se absorben rapidamente
en el tracto gastrointestinal [1,2].

Se estima que el consumo anual de compuestos
farmacéuticos es de aproximadamente
100000 toneladas, entre ellos los AINEs como el
diclofenaco y el ibuprofeno quienes estan entre los
12 compuestos farmacéuticos genéricos de mayor
consumoenelmundo, yaque pueden seradquiridos
por los pacientes sin prescripcion médica.
Posterior a su ingestion, aproximadamente el 65 %
de la dosis oral de dichos farmacos, se excreta
sin modificacién a través de la orina y las heces
fecales, llegando asi a las plantas de tratamiento
de aguas residuales y a fuentes de aguas
superficiales por medio de redes de alcantarillado
de aguas domésticas. En la actualidad, estos
productos farmacéuticos estan generando una
gran preocupaciéon a numerosos investigadores,
debido a que son sustancias de dificil degradacion
mediante los tratamientos convencionales [3],
como los primarios (sedimentacioén, precipitacion,
adsorcién, filtracion, intercambio  idnico),
secundarios o de transformacion bioldgica
(lodos activados, reactores bioldgicos, filtracion
aireada, sedimentacion, entre otros) y terciarios
o de eliminacién quimica (cloracién, ozonizacion,
radiacion ultravioleta), considerandose
tratamientos ineficientes [4], debido a que son
sustancias persistentes, bioacumulables, y cuya
estructura quimica y/o metabolitos no sufre
transformaciones significativas frente a dichos
tratamientos convencionales [5] por lo cual, tanto
el diclofenaco como el ibuprofeno, se le denominan
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contaminantes emergentes.

Este tipo de contaminantes emergentes
farmacéuticos, si bien son compuestos complejos
ampliamente utilizados por sus propiedades
fisicoquimicas, una vez que llegan al medio
ambiente pueden ser transportadas y distribuidas
en el agua, aire, suelo o sedimentos, afectando
el ecosistema y a los humanos a través de la
cadena ftréfica. Es de resaltar que este tipo
de contaminantes emergentes pueden sufrir
transformaciones en el medio ambiente dando
lugar a subproductos que pueden llegar a
ser incluso mas peligrosos. Ademas, pueden
provocar en animales y humanos, por reactividad
bioquimica, efectos como: aumento en el riesgo
de cancer de mama en humanos, efecto adverso
para el sistema inmunitario, dafio al cerebro o al
sistema nervioso periférico y modificacion de la
homeostasis hormonal, entre otras [5].

De acuerdo con lo anterior, se hace necesaria la
aplicacién de métodos analiticos que permitan la
detecciony cuantificacion de ambos contaminantes
emergentes en aguas residuales o superficiales, ya
que actualmente no existe un control y regulacion
directa de los mismos en afluentes domésticos e
industriales [6]. En este contexto, la mayoria de
los estudios realizados hasta el momento reportan
sus resultados basados unicamente en curvas de
calibraciéon de los farmacos sin tener en cuenta
el desarrollo, validacién y verificacion del método
analitico. Siempre que esto suceda se exige como
parte integral del estudio la verificacion del método
en cuestidon, ya que, esto proporciona un alto
grado de confianza y seguridad, asi como también
en la calidad de los resultados que se reportan.
Dentro de los retos asociados con el analisis de
contaminantes emergentes farmacéuticos como
el diclofenaco y el ibuprofeno se encuentran la
extraccion de los mesurados de la muestra, asi
como la existencia de métodos analiticos con
sensibilidad insuficiente. Para solucionar los
problemas de cuantificacion con un alto nivel de
sensibilidad, se plantea el uso de cromatografia
liquida de alta resoluciéon (HPLC). Si bien, se
han reportado varios métodos analiticos para
la deteccion y cuantificacion de diclofenaco e
ibuprofeno en diferentes matrices, el uso de
cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC)
como técnica instrumental, es muy comun,
confiable, reproducible y con un alto nivel de
exactitud y precision [2]. Por otra parte, el desarrollo
y verificacion de técnicas analiticas se hace
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una practica necesaria para toda la industria en
diferentes aspectos, que obedece a controles de
calidad en aras de entregar resultados confiables,
cantidades verdaderas de analitos en las muestras
que se desean analizar.

El presente estudio reporta los resultados del
desarrollo y validacién de un método analitico por
HPLC con detector de diodos para la deteccién
y cuantificacién de diclofenaco e ibuprofeno de
forma conjunta en una matriz de agua basado
en los métodos establecidos en las monografias
de la United States Pharmacopeia — NF (USP)
version 38 [7,8] para los analitos de interés. Para
ello, se determinaron parametros de desempefio
como la linealidad, limites de deteccion y de
cuantificacion, exactitud y presién, ya que con
estos parametros se logra un seguimiento estricto
de la concentracién de ambos contaminantes de
manera precisa, exacta y confiable antes, durante
y después de los procesos de degradacion y
mineralizacion de dichos contaminantes presentes
en diferentes tipos de aguas, lo cual también se
comprobd haciendo analisis de dichos farmacos
en muestras de aguas ideales.

Metodologia experimental

Materiales e instrumentos

Se utilizaron estandares de referencia de
diclofenaco sdédico e Ibuprofeno con una pureza
del 99,75% y 100 % respectivamente, siendo el
primero un patréon secundario y el segundo un
patréon primario. Todos los demas reactivos son
calidad analitica, especificamente grado HPLC
(acetonitrilo y acido fosférico 85 %), marca Merck
Millipore. Se emple6 agua purificada grado Milli-Q,
previamente filtrada. Asi mismo para el proceso
de filtracion de la fase movil se uso papel filtro de
Nylon de 0,22 ym de tamafio de poro y 47 mm
de diametro, Marca Quality Laboratory Supplies,

y un equipo de filtracién de Polisulfona, Marca
Advantec KP-47S. Para la medicion del pH
del agua acidulada se usé un pH-metro Hanna
Instruments, Modelo HI 2221 [7,8], verificado
diariamente con soluciones tampédn certificadas de
pH 4,0,7,0y 10,0.

Para la separacién cromatografica y cuantificacion
delosanalitosdeinterés, seempledun Cromatdgrafo
Liquido de Alta Resolucién Modular — Modelo
Nexera XR, Marca Shimadzu, especificamente
UHPLC, con bomba cuaternaria de dos pistones de
zafiro ubicados en paralelo en camara separadas
de acero inoxidable. Dicho equipo cuenta con
un sistema de inyeccion automatica, con un
automuestreador con una capacidad de hasta
100 viales de 1,5 mL. El detector empleado fue de
arreglo de diodos para longitudes de onda entre los
190 nm — 800 nm (Tabla 1).

Optimizaciéndelas condiciones cromatografias
Para la optimizacion de las condiciones
cromatograficas, se partid inicialmente de las
condiciones establecidas en la USP 38 para el
analisis por separado delibuprofenoy el diclofenaco
sédico [7,8]. Posteriormente, se realizaron algunas
variaciones en parametros como la columna, el
volumen de inyeccion y la temperatura (Tabla 1).
Determinacion de los parametros de
desempeio del método analitico

El método analitico se valid6 en términos de limite
de deteccidn, limite de cuantificacién, linealidad,
exactitud y precision en términos de repetibilidad
y reproducibilidad intermedia, de acuerdo a la
guia Directrices Armonizadas de la ICH (Consejo
Internacional de armonizacion de los requisitos
técnicos para el registro de medicamentos de
uso humano) [9]. En todos los casos los analisis
estadisticos se realizaron con un nivel de confianza
del 95 % y nivel de significancia del 0,05.

Tabla 1. Parametros variados en la optimizacién de las condiciones cromatograficas.

Parametro Variable 1

Variable 2

Columna

Volumen de flujo

(mL/min) 0.8
Volumen de inyeccion (uL) 10
Temperatura (°C) 25

ZORBAX Eclipse XDB- C18 (50 mm x
1,8 ym y un tamafio de poro de 95A).

Agilent, Eclipse Plus C18 (100 mm x
2,1 mm, tamafio de particula de 1,8 um).

1,0

50
40
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Linealidad: se determiné preparando 9 estandares
en donde cada uno contenia los dos farmacos,
siendo para el diclofenaco (300, 350, 400, 450,
500, 550, 600, 700, 750 ug/L) y para el ibuprofeno
(600, 700, 800, 900, 1000, 1100, 1200, 1400,
1500 pg/L). Las concentraciones se establecieron
con base a los valores encontrados en la literatura
para estos dos contaminantes emergentes en
aguas superficiales y residuales hospitalarias
[10—16]. Cada estandar fue preparado y analizado

por triplicado teniendo asi un total de 27 lecturas
para obtener las curvas de calibracion. En la
Tabla 2, se describen los criterios de aceptacion
definidos para cada parametro estadistico para
comprobar la linealidad. Para lo cual, ademas de
los parametros estadisticos tradicionales, también,
se realizé un andlisis de varianza o ANDEVA
(ANOVA, por sus siglas en inglés, Analysis of
Variance) de la regresion lineal.

Tabla 2. Criterios de aceptacion para cada parametro de desempefo del método.

FELETE G0 Parametro estadistico

Criterio de aceptacion

desempeiio
Coeficiente de determinacion r2=0,98.
Coeficiente de variacion %CV <2 %.
Intervalo de confianza IC =98-102 %
Ha: el modelo lineal es el adecuado.
Ho: el modelo lineal no es el adecuado.
Andlisis de varianza de la regresion
lineal Modelo Fisher de una cola
Si Fcal < Ftab se acepta Ho y se rechaza Ha.
o Si Fcal 2 Ftab se rechaza Ho y se acepta Ha.
Linealidad Ha: el intercepto es diferente de cero (b # 0)
Ho: el intercepto es igual a cero (b = 0).
Prueba del intercepto Prueba T-student de dos colas
Si Tcal < Ttab se acepta Ho y se rechaza Ha.
Si Tcal = Ttab se rechaza Ho y se acepta Ha.
Ha: la pendiente es diferente de cero (a # 0)
Ho: la pendiente es igual a cero (a = 0).
Prueba de la pendiente Prueba T-student de dos colas
Si Tcal < Ttab se acepta Ho y se rechaza Ha.
Si Tcal = Ttab se rechaza Ho y se acepta Ha.
) Coeficiente de variacion %CV < 2 %.
Exactitud )
Intervalo de confianza IC =98-102 %
Coeficiente de variacion %CV <2 %.
Intervalo de confianza IC =98-102 %
Precision

Analisis de varianza con tres criterios

de clasificacion

Si Fcal < F tablas, se acepta Ho y se rechaza Ha
Si Fcal = F tablas, se rechaza Ho y se acepta Ha
Ver hipotesis establecidas en la Tabla 4.

Limite de deteccidon y de cuantificacion: para
la determinacion de los limites se utilizé un valor
cercano del parametro relacion Sefial/Ruido (S/R)
de 3 y 10, para el limite de deteccion (LD) y de
cuantificacion (LC), respectivamente. De esta
manera, se preparé una solucion que contenia
una concentraciéon de diclofenaco e ibuprofeno
igual al primer nivel de concentracion. Dicha
soluciéon se diluyd sucesivamente y se analizd

por triplicado hasta encontrar una concentracion
correspondiente a los valores definidos para la
relacion S/R. Adicionalmente, una vez encontradas
estas concentraciones correspondientes, se
procedié a realizar pruebas para demostrar la
existencia de exactitud y precision para este valor.

Exactitud: para la determinacién de la exactitud
se empled el método de adicidon/recuperacion con
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el porcentaje de recuperacion. Asi, se prepararon
dos (2) soluciones distintas, cada una a un nivel
de concentracion conocida y diferente de ambos
analitos (300ppb de diclofenaco y 600 ppb
de ibuprofeno para la solucion 1 y 550 ppb de
diclofenaco y 1100ppb de ibuprofeno para la
solucién 2) y se inyectaron por sextuplicado en
el menor tiempo posible. Se calculd el porcentaje
de recuperacion de las muestras con base a
la concentracion preparada el promedio, la
desviacion estandar (SD), la desviacién relativa
(RSD), el coeficiente de variacion (% CV) y el
intervalo de confianza (IC). En la Tabla 2 se
indican los criterios de aceptacion definidos para
comprobar la exactitud del método.

Precision en términos de repetibilidad y
precision intermedia: se realizaron varias
pruebas con el objetivo de determinar la precision
del método, para lo cual se prepararon dos
(2) soluciones distintas cada una a un nivel de
concentracion diferente de ambos farmacos
(Tabla 3), las cuales fueron analizadas por

Tabla 3. Factores y niveles definidos para determinar la pre

diferentes analistas en distintos dias y se
inyectaron por sextuplicado. Se calculé el
porcentaje de recuperacion de los analitos con
base a la concentracién preparada, el promedio, la
desviacion estandar (SD), la desviacion estandar
relativa (RSD), el coeficiente de variacion (% CV) y
elintervalo de confianza (IC). Ademas, se utilizaron
como criterios de aceptacion un IC = 98-102% y
un % CV <2 %.

Adicionalmente, se aplicé un analisis de
varianza o ANDEVA (ANOVA, por sus siglas en
inglés, Analysis of Variance) con los factores
mencionadas anteriormente para determinar si
existe una varianza significativa con respecto al
porcentaje de recuperacion. Los factores con sus
correspondientes niveles se presentan en Tabla 3.
Se utilizé un valor de nivel de significancia igual
a 0,05, y en las Tablas 2 y 4 se describen las
pruebas de hipoétesis establecidas y los criterios
de aceptabilidad. El respectivo analisis de
varianza (ANOVA) se realizé usando el software
StatGraphics 15,1.

cision intermedia del método para el analisis ibuprofeno

y diclofenaco.

Niveles
Factores Ibuprofeno Diclofenaco
i J i J
a Analista A B A B
B Concentracion 600 1100 300 550
Y Dia de analisis 1 2 1 2

Tabla 4. Hipotesis establecidas y criterios de aceptacion

para determinar la precision intermedia del método.

Hipétesis nula Ha

Hipotesis alternativa Ho

Si existe una varianza significativa en el porcentaje de
recuperacion al variar el analista.

No existe una varianza significativa en el porcentaje
de recuperacion al variar el analista.

Si existe una varianza significativa en el porcentaje de
recuperacion al variar la concentracion del farmaco.

No existe una varianza significativa en el porcentaje
de recuperacion al variar la concentracién del
farmaco.

Si existe una varianza significativa en el porcentaje de
recuperacion al variar el dia del analisis.

No existe una varianza significativa en el porcentaje
de recuperacion al variar el dia del andlisis.

Si existe una varianza significativa en el porcentaje de
recuperacion al variar el analista y la concentracién del
farmaco.

No existe una varianza significativa en el porcentaje
de recuperacion al variar el analista y la concentracion
del farmaco.

Si existe una varianza significativa en el porcentaje de
recuperacion al variar el dia del andlisis y el analista.

No existe una varianza significativa en el porcentaje
de recuperacion al variar el dia del analisis y el
analista.

Si existe una varianza significativa en el porcentaje de
recuperacion al variar el dia del analisis y la concentracion
del farmaco.

No existe una varianza significativa en el porcentaje
de recuperacion al variar el dia del andlisis y la
concentracion del farmaco.

Si existe una varianza significativa en el porcentaje de
recuperacion al variar el dia de analisis, el analista y la
concentracién del farmaco.

No existe una varianza significativa en el porcentaje
de recuperacion al variar el dia de andlisis, el analista
y la concentracion del farmaco.
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Resultados

Optimizacién de condiciones cromatograficas
Para la optimizacibn de las condiciones
cromatograficas requeridas para la separacion
y cuantificacién del diclofenaco e ibuprofeno,
se evaluaron numerosos parametros, como: la
columna cromatografica empleada, la longitud de
onda de deteccion, las velocidades de flujo del
sistema, el volumen de inyeccion, la temperatura
de la columna y el tiempo de corrida, como se
muestra en la Tabla 1. La columna empleada
y otros parametros se seleccionaron con base
a los resultados de separacion, forma del pico y
tiempo de retencién, donde se logré identificar
que la columna Eclipse Plus C18 (100mm x
2,1 mm, tamafo de particula de 1,8 um de Agilent)
proporciond la mejor selectividad. Para detectar
el diclofenaco sédico e ibuprofeno en conjunto se
realizé6 un barrido de longitud de onda entre los
190nm y los 800 nm con un Detector DAD. La
Longitud de onda de deteccion seleccionada fue
214nm, ya que ambos compuestos tienen una
absorcioén o fuerza de UV similar o comparable. Se
observo que el flujo entre 0,8 mL/min 'y 1.0 mL/min
no fue un factor critico que afecto la separacion,
por ello se establecié un flujo final de 1.0 mL/min,
ya que esto permitia un menor tiempo de corrida
disminuyera. El desempefio de la temperatura
de columna se evalud en 25°C y 40 °C, donde la
temperatura con mejores resultados fue lade 40 °C,
debido a que a temperaturas inferiores las sefiales

se solapaban y tenian una menor resolucion.
Finalmente se evalué el volumen de inyeccion
con el valor minimo y maximo que permitia el
sistema de inyeccién del equipo (10puL - 50 L)
respectivamente; se eligié el maximo valor ya que
se obtenian picos mas resueltos y simétricos. En
la Figura 1 se observa el cromatograma obtenido
al emplear las condiciones cromatograficas
optimizadas y descritas al pie de la figura. En el
cromatograma se visualizan picos simétricos
que comenzaron y finalizaron en una linea base
estable y con una buena resolucion.

Determinacién de parametros de desempeiio

Linealidad y rango

En la Figura 2 se muestran las curvas de
calibraciéon obtenidas para ambos analitos, se
observa la existencia de una relacion lineal entre
la concentracion de cada farmaco y la respuesta
analitica (area) en el intervalo de concentracion
comprendido entre 300 y 750ppb para el
diclofenaco y 600 y 1500 ppb para el ibuprofeno.
Adicionalmente, en la Tabla 5 se puede observar
que los valores calculados para los parametros
estadisticos establecidos satisfacen los criterios
de aceptacion definidos para la linealidad del
método analitico, ya que para todos los catos el
r2>0,98, el % CV <2%y el IC se encuentra entre
98-102%, lo que indica una correspondencia
entre los valores obtenidos con la recta de ajuste y
los obtenidos experimentalmente.

Figura 1. Cromatograma del diclofenaco sédico e ibuprofeno. Condiciones optimizadas: columna: Eclipse Plus
C18 (100 mm x 2,1 mm, tamafo de particula de 1,8 um de la Marca Agilent). Fase mévil: solucién buffer de agua
acidulada con acido fosférico 85 % a un valor de pH de 2,5 y acetonitrilo en una proporcion de 2:1. Velocidad de flujo:
1,0 mL/min en modo isocratico. Temperatura del horno: 40°C Tiempo de corrida: 20 min. Volumen de inyeccién: 50

uL. Longitud de onda: 214 nm.
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Figura 2. Curva de calibracion para el diclofenaco (a) y el Ibuprofeno (b).

Tabla 5. Parametros estadisticos generales para determinar la linealidad del método para el diclofenaco e ibuprofeno.

Parametros estadisticos

Nivel Analito Concentracion
Promedio DS RDS %CV % IC
Diclofenaco 300 97,69 046 0,21 047 96,91-98,47
1 Ibuprofeno 600 98,11 1,25 1,55 1,27 96,01-100,21
Diclofenaco 350 96.38 1,14 1,30 1,18  94,46-98,30
2 Ibuprofeno 700 101,18 1,54 2,37 1,52 98,58-103,78
Diclofenaco 400 98,98 1,89 356 1,91 9580-102,16
3 Ibuprofeno 800 97,48 3,02 9,15 3,10 92,38-102,58
Diclofenaco 450 101,54 343 11,78 3,38 95,75-107,32
4 Ibuprofeno 900 99,25 342 11,70 3,45 93,48-105,02
Diclofenaco 500 103,57 1,45 2,09 1,40 101,13-106,01
5 Ibuprofeno 1000 102,06 048 0,23 0,47 101,24-102,87
Diclofenaco 550 100,29 0,22 0,05 0,22 99,91-100,66
6 Ibuprofeno 1100 101,71 1,08 1,16 1,06 99,89-103,53
7 Diclofenaco 600 102,90 0,93 0,87 091 101,33-104,47
Ibuprofeno 1200 100,66 044 0,19 043 99,93-101,40
Diclofenaco 700 100,39 1,17 1,36 1,16 98,43-102,36
8 Ibuprofeno 1400 101,11 240 577 2,38 97,06-105,16
Diclofenaco 750 96,95 254 6,43 261 92,68-101,22
o Ibuprofeno 1500 97,81 1,19 141 1,21 95,81-99,81

Adicionalmente, de acuerdo con los resultados
del andlisis de varianza para la regresion lineal
(Tabla 6) y la comparacion entre el F calculado
y el F de tablas (Tabla 7), se encontr6 que tanto
para el diclofenaco como para el ibuprofeno el Fcal
> Ftab, por tanto, se acepta la hipétesis alterna,
de esta manera se confirma una vez mas que el
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modelo lineal para ambos farmacos es adecuado.
Finalmente, se puede afirmar que el sistema lineal
es adecuado en su totalidad, ya que al hacer las
pruebas del intercepto y la pendiente se puede
identificar que todo es matematicamente correcto
y aceptable estadisticamente con un nivel de
confianza del 95 % y nivel de significancia del 0,05.
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Tabla 6. Valores para los parametros estadisticos del analisis ANOVA de la regresion lineal para el diclofenaco e

ibuprofeno.
Diclofenaco Ibuprofeno
Fuente de — —
variacion Suma de G.L Cuadr_ados Relacion Valor P Suma de Cuadr?dos Relacion Valor P
cuadrados medios F cuadrados medios F
Modelo 9,03E+10 1 9,03E+10 2387,92 0,0000 1,02E+11 1 1,02E+11 3747,16  0,0000
residual 9,45E+08 25 3,78E+07 6,83E+08 25 2,73E+07
Total 9,12E+10 26 1,03E+11 26

(corregido)

Tabla 7. Comparacion entre el F calculado y el F de tablas del analisis ANOVA de la regresion lineal para el
diclofenaco e ibuprofeno.

Parametro estadistico Ibuprofeno Diclofenaco
wow [ e
PENDIENTE  riibes 0s6. “oe

Los resultados reportados en la literatura también
muestran la linealidad tanto para el diclofenaco
como el ibuprofeno. Esto se observa con los
coeficientes de determinacion, los cuales son
mayores a 0,9900 en rangos de concentracion
que van desde 50 ug/L hasta 200000 pg/L para el
diclofenaco [17—-21]y para el ibuprofeno se reportan
coeficientes de determinacion mayores 0,9979, en
rangos de concentracién que van desde 50 pg/L
hasta 100 000 pg/L para el ibuprofeno [18,22—24].

Limite de deteccién (LD) y cuantificacién (LC)

En la Tabla 8, se indican
estadisticos obtenidos en el

los parametros
calculo de los

limites de deteccion y cuantificacion para ambos
farmacos con base al porcentaje de recuperacion.
Se puede observar que, aunque en todos
los casos los valores obtenidos para dichos
parametros son aceptables, los valores para el
limite de deteccion son mayores a los obtenidos
para el limite de cuantificacién, lo cual se debe a
la misma naturaleza del parametro de desempefio,
indicando que concentraciones cercanas a este
valor pueden variar significativamente y por lo
tanto, no se podria calcular con alta confiabilidad.

Figura 3. Correspondencia ente la concentracion adiciona y la encontrada con la curva de calibracion para el

diclofenaco (a) y el Ibuprofeno (b).
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Para el diclofenaco, el limite de deteccién obtenido
fue 200 ppb y el limite de cuantificacion de 300 ppb
con % CV de 0,89 % y 0,46 % respectivamente. En
el caso de LD, este coincide con los resultados
descritos en la literatura, donde se reportan valores
entre 200—-4000 ug/L[17-19,25]. De igual forma, el
LC se ha establecido entre 200 ug/L hasta valores
de 4000 ug/L [17,25]. Con respecto a los limites
de deteccion y cuantificacién para el ibuprofeno
se obtuvo 400 pg/L y 600 ug/L respectivamente. El
limite de deteccidon obtenido experimentalmente
se encuentra dentro de los rangos reportados
en la literatura, los cuales estan en valores que
van desde los 30 ug/L hasta 700 ug/L [18,23-25].
De igual manera, los limites de cuantificacion
reportados van desde 90-1560 ug/L con valores
inferiores a los encontrados en la verificacion del
método [22,23].

Actualmente existen técnicas mas sensibles, que
permiten el uso de limites de deteccién mas bajos, o
niveles traza, al igual que limites de cuantificacion.
Tal es el caso de uso de HPLC en fase reversa con
elucion en gradiente, acoplada a espectrometria
de masas ICP en el analisis de diclofenaco [20],
donde se obtuvieron limites de cuantificacion en
30— 50 pg/L. También ha sido empleada la técnica
de HPLC acoplada a deteccién de fluorescencia,
donde para el Ibuprofeno se han adquirido LD de
33,3 ug/L, es decir valores similares a los obtenidos
por HPLC — DAD [24]. Finalmente se han empleado
otras técnicas como GC — MS, o UPLC — MS/MS
que han permitido cuantificar el ibuprofeno en
cantidades traza de 1 ug/L. [24]. A continuacién, se
muestra las Tabla 8, donde se describen los datos
empleados para la determinacion del LD y LC del
presente estudio.

Tabla 8. Parametros estadisticos determinados en el calculo del limite de deteccion y de cuantificacion para el
diclofenaco e ibuprofeno.

Parametro Ibuprofeno Diclofenaco
estadistico | p=400ppb LC=600ppb LD =200 ppb LC = 300 ppb
Promedio 98,01 100,31 95,24 99,20
SD 2,13 1,22 0,85 0,46
SDR 4,54 1,49 0,72 0,21
%CV 2,17 1,21 0,89 0,46
% IC 94,42-101,60 98,25-102,36 93,80-96,67 98,43-99,97
Exactitud caso, los se encuentran en el rango establecido
En la Tabla 9 se detallan los pardmetros en los criterios de aceptacion. Ademas, el % CV

estadisticos determinados para definir la exactitud
del método para el diclofenaco e ibuprofeno. En
general se obtuvieron muy altos porcentajes
de recuperacion, lo cual se ve reflejado en los
intervalos de confianza calculados para cada

calculado para las dos soluciones y ambos
farmacos es todos los casos es < 2 %, cumpliendo
también con este con el criterio de aceptacion, por
tanto, se evidencia que el método cromatografico
es exacto.

Tabla 9. Parametros estadisticos determinados para definir la exactitud del método para el diclofenaco e ibuprofeno.

Parametro Ibuprofeno Diclofenaco
estadistico 600 ppb 1100 ppb 300 ppb 550 ppb
Promedio 98,39 100,54 98,68 100,76
SD 0,88 0,28 1,10 2,01
SDR 0,78 0,08 1,21 4,05
CV (%) 0,90 0,28 1,11 2,00
IC (%) 97,66-99,12 100,32-100,77 97,78-99,59 99,10-102,41
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Precision en términos de repetibilidad y
precision intermedia

En cuanto a los estadisticos generales
determinados para la precision en términos de
repetibilidad y precision intermedia para ambos
farmacos (Tablas 10 y 11) bajos las diferentes
condiciones de variabilidad estudiadas, se
encontré que, tanto la desviacion estandar, la
desviacion estandar relativa como el coeficiente

de variacién estan por debajo de los criterios
de aceptacion establecidos, indicando poca
variabilidad en los datos y las réplicas y por tanto
una alta confiabilidad y confianza en los resultados.
En cuanto a la precision intermedia, los resultados
de porcentaje de recuperacion no se presentan
diferencias estadisticamente significativas, en
razén a que se realizé el analisis en dias diferentes
o con analistas diferentes.

Tabla 10. Parametros estadisticos calculados para definir la precisién en términos repetibilidad y precision
intermedia del método para la determinacion simultanea del ibuprofeno.

Ibuprofeno
. ; Dia 1 Dia 2
Nivel de Parametro = = = =
e e Analista Analista Analista Analista
A B A B
Promedio 98,39 98,72 98,37 98,60
600 SD 0,88 0,80 0,88 0,83
SDR 0,78 0,64 0,77 0,69
%CV 0,90 0,81 0,89 0,84
Promedio 100,54 99,57 99,81 99,78
1100 SD 0,28 0,23 0,56 0,32
SDR 0,08 0,05 0,31 0,10
%CV 0,28 0,23 0,56 0,32

Adicionalmente, de acuerdo con los resultados
del anadlisis de varianza (Tablas 12 y 13), y
la comparacion entre el F calculado y el F de
tablas (Tabla 13), se encontré que tanto para el
diclofenaco como para el ibuprofeno en todos los
casos el Fcal > Ftab, excepto para la concentracion
del analito, por tanto, se acepta la hipétesis nula,
indicando que no existe una varianza significativa

en el porcentaje de recuperacion al variar el dia de
analisis, el analista y la concentracion del farmaco.
Sin embargo, como se puede observar para
la variable concentracién del farmaco Fcal <Ft
tablas, lo cual es claramente coherente, ya que la
sensibilidad del método puede variar al cambiar la
concentracion de cada analito.

Tabla 11. Pardmetros estadisticos calculados para definir la precision en términos repetibilidad y precision
intermedia del método para la determinacién simultanea del diclofenaco.

Diclofenaco
Dia 1 Dia 2
Nivel de Parametro = = = =
concentracién estadistico Analista Analista Analista Analista
A B A B
Promedio 98,68 99,45 96,54 97,56
SD 1,10 2,69 2,30 1,12
300
SDR 1,21 7,24 5,31 1,25
%CV 1,11 2,70 2,39 1,15
Promedio 100,76 99,45 99,42 101,76
550 SD 2,01 1,55 0,99 3,48
SDR 4,05 2,41 0,98 12,13
%CV 2,00 1,56 1,00 3,42
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Es importante puntualizar que, de acuerdo con la
revision bibliografica realizada, no hay estudios en
la literatura en la cual se determinen y analicen
a profundidad parametros de desempefio como
precision en términos de repetibilidad y precision
intermedia, para el analisis de diclofenaco e
ibuprofeno de manera aislada o simultanea por

cromatografia de liquidos de alta resolucién, ya que
comunmente se utilizan, solamente el porcentaje
de recuperacién, la desviacion estandar y/o el
coeficiente de variaciéon, en cuyo caso nuestros
resultados son muy similares a los encontrados
por otros investigadores [17,19-21,26].

Tabla 12. Valores para los parametros estadisticos del analisis ANOVA con tres criterios de clasificacion para el
diclofenaco e ibuprofeno.

ST Diclofenaco : Ibuprofeno :

Efectos

principales

Analista (a) 5,97841 1 5,07841 1,38 02465 | 0,154133 1 0,154133 0,36 0,5515
gg‘;“ce”tradé” 62,8834 1 62,8834 14,55  0,0005 | 23,6883 1 23,6883 55,44 0,0000
Dia (y) 6,96163 1 6,96163 1,61 02118 | 0313633 1  0,313633 0,73 0,3967
Interacciones

o 0418133 1 0,418133 0,10  0,7574 | 1,83301 1 1,83301 4,29 0,0448
ay 11,427 1 11,427 2,64 0,1118 | 0541875 1 0,541875 1,27 0,2668
By 18,6751 1 18,6751 432 00441 | 0114075 1 0,114075 0,27 0,6082
aBy 8,67 1 8,67 2,01 0,1644 | 0,8112 1 0,8112 1,90 0,1759
Residual 172,907 40  4,32267 17,0916 40  0,427289

(ngi'regi do) 287,92 47 445478 47

Tabla 13. Comparacion entre el F calculado y el F de tablas del analisis ANOVA con tres criterios de clasificacion
de para el diclofenaco e ibuprofeno.

Efectos Diclofenaco Ibuprofeno
principales F calculado F tablas F calculado F tablas
Analista (a) 1,38 < 0,36 <

Concentracion () 14,55 > 55,44 >
Dia (y) 1,61 < 0,73 <
ap 0,10 < 4,04 4,02 < 4,04
ay 2,64 < 1,27 <
By 4,02 < 0,27 <
apy 2,01 < 1,90 <

Determinacién de diclofenaco e ibuprofeno en
muestras ideales de agua

Con el fin de verificar la efectividad del método,
se prepararon 4 muestras de aguas ideales con
concentraciones diferentes de diclofenaco e
ibuprofeno, las cuales fueron sometidas a varios
procesos de adsorcion usando TiO,, y se determino
la concentracion de ambos farmacos tanto al
inicio como una vez finalizados los procesos.
Estos procesos se realizaron por duplicado y se

analizaron por triplicado. En Tabla 14 se muestran
los resultados del promedio, la desviacién estandar,
la desviacién estandar relativa y el coeficiente de
variacion en términos del porcentaje de remocién
de cada farmaco. Sin embargo, no se especifican
ninguna de las condiciones experimentales y el
analisis de los resultados obtenidos en términos de
la adsorcion los estudios realizados, ya que esto
hace parte de otra investigacion que se publicara
préximamente.

122



rev. ion. 2022;35(2):111-125. Bucaramanga (Colombia).

Tabla 14. Parametros estadisticos determinados para diferentes muestras de aguas ideales con diclofenaco e

ibuprofeno.
Ibuprofeno Diclofenaco
Parametro Inicial Final Inicial Final Inicial  Final Inicial Final
RAHE aappp S cagppy 485 10 38 gpnn g pph
Promedio 9,12 10,15 14,03 15,35 13,06 13,97 25,07 27,98
SD 0,72 1,12 0,98 0,93 1,89 0,85 1,98 1,51
SDR 0,78 0,78 0,07 0,78 1,1 0,78 3,08 0,78
CV (%) 7,89 11,03 6,99 6,06 14,47 6,08 7,90 5,40

Los valores encontrados para los parametros
estadisticos para las diferentes demuestran que
es posible determinar en la practica cotidiana los
laboratorios ambientales en muestras de aguas
por cromatografia liquida de alta resolucion,
concentraciones de diclofenaco e ibuprofeno de
manera simultanea en un intervalo de 300 ppb a
750 ppb para el diclofenaco y 600 ppb a 1500 ppb
para el ibuprofeno. Manteniendo de forma estable
los niveles de desempefio mediante procedimientos
de control de calidad de los resultados con un nivel
de confianza del 95 % y nivel de significancia del
0,05.

Conclusiones

La validacion del método cromatografico HPLC
para cuantificar diclofenaco e ibuprofeno de
manera simultanea en aguas fue desarrollada
con éxito mediante la optimizacién cromatografica
de los parametros (columna, temperatura de la
columna, velocidad de flujo, longitud de onda de
deteccion y volumen de inyeccion). EI método
analitico desarrollado presenta un comportamiento
lineal en el intervalo de concentracién de 300 ppb
a 750 ppb para el diclofenaco y de 600 ppb a
1500 ppb para el ibuprofeno, con un coeficiente
de determinacion de 0,9925 para el diclofenaco
y 0,9963 para el ibuprofeno. Los resultados del
estudio muestran que el método de separacion
y cuantificacion permite analizar muestras de
manera especifica, ya que permite identificar
la presencia de diclofenaco e Ibuprofeno de
manera confiable con parametros de desempeio
que cumple los criterios de aceptacion definidos
como porcentaje de recuperacion, el promedio,
la desviacién esténdar, la desviacién estandar
relativa, el coeficiente de variacion y el intervalo
de confianza. Los estudios se pueden extender a
la determinacion y cuantificacion de los farmacos
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en aguas reales para de esta manera comprobar
la confiabilidad del método.
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