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1. RESUMEN

Las aguas residuales contienen contaminantes quimicos que pueden ser nocivos para la
salud publica. Las que son provenientes especificamente de hospitales se caracterizan
porque contienen una gran variedad de sustancias quimicas como son disolventes, agentes
de contraste para rayos X, desinfectantes, asi como productos farmacéuticos y pueden

llegar a ser hasta 15 veces mas toxicas que las aguas residuales domésticas.

El presente proyecto trata del desarrollo, validacion e implementacion de dos metodologias
analiticas. La primera, para la cuantificacién de ketorolaco en un efluente de agua residual
de una planta tratadora hospitalaria. La segunda para la cuantificacion de ketorolaco en el

estudio de su degradacion fotolitica in situ.

La metodologia se realizé por diferentes etapas; la primera, implico la determinacion de
las condiciones cromatograficas para la cuantificacion de ketorolaco por Cromatografia de

Liquidos de Alta Resolucion (CLAR).

Posteriormente se realizd la validacion, los parametros evaluados durante esta etapa
fueron: especificidad, adecuablidad, precision del sistema, exactitud, repetibilidad,
precision intermedia, linealidad del sistema, linealidad del método y limite de deteccion y
cuantificacion. En todos los pardmetros se cumplieron con las especificaciones; por lo que

se garantiza que los resultados arrojados por esta metodologia son confiables.

Finalmente, se realizo la cuantificacion de ketorolaco sobre las muestras obtenidas del
efluente de una planta tratadora de agua residual de un hospital ubicado en la ciudad de
Toluca, México, teniendo un promedio de 0.2117 pg.L"', con un coeficiente de variacion

de 22.3%.
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2. ANTECEDENTES
2.1 Plantas tratadoras de agua

Se denomina tratamiento de agua al conjunto de operaciones de tipo fisico, quimico y
biologico con la finalidad de eliminar o reducir la contaminaciéon o caracteristicas no
deseables del agua. Una planta de tratamiento suele incluir una etapa de pre-tratamiento,

un tratamiento primario, secundario y terciario (DISEPROSA, 2015). En la Tabla 1 se

describen estas operaciones unitarias.

Tabla 1. Operaciones unitarias utilizadas durante el tratamiento de aguas residuales (Elaboracién propia con

informacion de DISEPROSA, 2015).

OPERACION -
UNITARIA DESCRIPCION OBJETIVO
. ., El agua proveniente del efluente pasa a través de una rejilla de Separz’lr. la materia
Filtracion . . solida no
retencion o criba de captura .
biodegradable

Pre-digestion

El agua es colectada en una cisterna en donde da comienzo una

Inicio de la

desarrollo de colonias bacterianas que se alimentan del material
bioldgico y organico que va entrando al proceso.

anacrobia diges'tic’{n bacteriat.la en condicione§ agaerébicas con la degrgdacién c.le
consiguiente reduccion en la demanda bioldgica de oxigeno materia organica
El agua atraviesa por diferentes camaras de aeracion en donde
pasan por constante agitacion una corriente de aire. La

Aireacion interaccion entre las microburbujas de aire y la materia disuelta y Degradacion de

extendida suspendida en las aguas va dando lugar a la generaciéon y | materia organica

Clarificacion y

Separacion del agua de los lodos que precipitan al fondo de

Separacion de agua
de la materia s6lida

sedimentacién | camaras por accion gravitatoria.
degradada
El sobrenadante sale de las camaras de clarificacion y pasa por
. ., un sistema de dosificacion de algin desinfectante (generalmente | Eliminacion de la
Desinfeccion . . . : . . g
hipoclorito de sodio), en el que tiene lugar la desinfeccion final y carga biologica
el abatimiento practicamente total de la carga biologica del agua.
. ., .. , . .y Eliminacion de
Recirculacion | Los lodos precipitados al fondo de las camaras de clarificacion, . .
. . , N materia organica de
de lodos son introducidos nuevamente en camaras de aireacion.

los lodos

Filtracion y
esterilizacion

El agua se filtra a través de un filtro de lecho profundo, de
diferentes materiales que permiten la separacion de la carga
bacteriana del agua.

Eliminacion de
carga bacteriana
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En forma general, la unidon de varias operaciones unitarias se les denomina etapa,
generalmente la planta de tratamiento de agua residual convencional consta de cuatro

etapas: pre-tratamiento, tratamiento primario, secundario y terciario.

El pre-tratamiento busca el acondicionamiento del agua residual para facilitar las

siguientes etapas. Como ejemplo se tiene la filtracion por rejilla.

El tratamiento primario o fisico-quimico, busca reducir la materia suspendida por medio de

sedimentacion o precipitacion.

El tratamiento secundario o biologico se realiza con el objetivo de eliminar la
contaminacion organica disuelta, que no se elimina a través de procedimientos fisico-
quimicos, consiste en la oxidacién aerobia de la materia organica o la eliminacion

anaerobia en reactores cerrados.

El tratamiento terciario no es mas que el pulido de los tratamientos anteriores, de manera
que se mejore alguna de las caracteristicas del agua, de tal manera que si se emplea de
manera intensiva, el agua tratada pueda ser apta para el abastecimiento de necesidades

agricolas, industriales o para su potabilizacion.

En la Figura 1, se presenta el diagrama de una planta de tratamiento de aguas residuales

general.

Como se puede observar, no existen operaciones unitarias en las plantas de tratamiento de
agua que se dediquen en exclusiva a la remocién, eliminacion y/o degradacién de
farmacos. Estos se consideran como variables y dependen de las propiedades de la cada
una de las sustancias, por lo que en algunos casos apenas se observa una disminucion en la
cantidad de farmacos en el agua después del tratamiento (Radjenovic ef al., 2007; Liscio et
al., 2009; Rosal et al., 2010; Miranda-Garcia et al., 2011; Chen et al., 2013; Bailly et al.,
2013; Amdany et al., 2014; Oliveira et al., 2015; Martinez Bueno, et al., 2016).

Liscio y colaboradores en el 2009, observaron que las plantas de tratamiento de aguas
residuales no eliminan completamente los compuestos con propiedades estrogénicas y

androgénicas (Liscio et al., 2009).



mmmp ACANTARILLADO

AGUASUCIA mmmp
CLORACION

SEDIMENTACION

L

FILTRACION POR RENDIJA J

AIREACION EXTENDIDA

DIGESTOR DE LODOS

SECADO DE LODOS

Figura 1. Diagrama de una planta de tratamiento de aguas residuales general (DISEPROSA, 2015).

Oliveira y colaboradores en el 2015, realizaron un estudio en diferentes hospitales para
determinar la cantidad de farmacos y productos de cuidado personal antes y después del

tratamiento y observd que no se eliminaban completamente (Oliveira et al., 2015).

2.2 Farmacos en aguas residuales

El1 Gobierno Mexicano, a través de la Norma Oficial Mexicana NOM-003-SERMANAT-
1997 establece los limites maximos permisibles de contaminantes para las aguas residuales

tratadas que se retisen en servicios al publico y define las aguas residuales de la siguiente
manera a:

“Aguas de composicion variada provenientes de las descargas de usos

municipales, industriales, comerciales, de servicios, agricolas,

pecuarios, domeésticos, incluyendo fraccionamientos y en general de

cualquier otro uso, asi como la mezcla de ellas”
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Los contaminantes emergentes se definen como nuevos productos quimicos que no
cuentan con alguna regulacion en cuanto a la determinacién de concentraciones maximas
permisibles en agua residual y los efectos que estos producen en el medio ambiente y en la
salud humana son desconocidos (Bell et al., 2011; Deblonde et al., 2011; Corcoll et al.,
2014; Bailly et al., 2013).

En general, cuando se habla de contaminantes emergentes se refiere a farmacos, los cuales
llegan al ambiente a través de la excrecion humana o animal, la mala disposicion de
medicamentos sin usar y desechos los industriales. La concentracion de éstos
contaminantes en el ambiente puede ser de ng-L™" hasta pg-L" (Kostopoulou y Nikolaou,
2008; Bell et al., 2011; Deblonde et al., 2011; Chen et al., 2013; Bailly et al., 2013;
Morais et al., 2014; Al-Tarawneh et al., 2014; Dai et al., 2015; Oliveira et al., 2015).

Los contaminantes emergentes pueden ser encontrados en diferentes matrices ambientales,
por ejemplo: agua potable y residual, sedimentos y lodos, dependiendo de su
hidrofobicidad pueden encontrarse en mantos acuiferos o ser adsorbidos en particulas
solidas. Las fuentes mas importantes de contaminacién de este tipo de compuestos son los

hogares, plantas de tratamiento, hospitales y plantas farmacéuticas.

Las aguas residuales provenientes de hospitales son una mezcla compleja, capaz de
generar serios problemas ambientales, pudiendo llegar a ser de 5 a 15 veces mds toxica que
las aguas residuales domésticas (Ramos, 2013). Se caracterizan porque contienen una gran
variedad de sustancias quimicas que pueden ser nocivas para la salud como son
disolventes, desinfectantes, asi como productos farmacéuticos (Ramos, 2008; Mufoz y

Chaparro, 2014; Moreno et al., 2012).

De acuerdo a Ramos en el 2013, los hospitales generan aguas residuales en un intervalo de
100 a 1400 L/cama dia. Un ejemplo es el hospital militar de San Luis Potosi (México),
genera un volumen de 26 a 32 L de agua residual por dia (Ramos, 2008; Ramos, 2013).

Datos revisados por Bailly y colaboradores en el 2013, indican que las aguas residuales de

un hospital de Australia contribuia con mas del 15 % de dos farmacos de los 30 analizados



en agua ambiental. Esta estimacion se realizd mediante analisis quimicos y fueron

confirmados mediante datos del consumo del hospital (Bailly et al., 2013).

A pesar que la cantidad de fairmacos en el agua puede considerarse baja, la exposicion
continua a esta puede elevarse a un largo plazo y causar efectos sobre el ecosistema y la
salud humana, que podrian pasar por desapercibidos o considerados como evoluciones
normales hasta que pasan a ser irreversibles. Estos efectos adversos dependen también de
la susceptibilidad, toxicidad y degradacion del compuesto en cuestion (Radjenovic et al.,

2007; Ramos, 2013; Chen et al., 2013; Lv et al., 2014).

Actualmente se han realizado investigaciones para la determinar los efectos directos que
producen la presencia de farmacos especificos en el ambiente y a pesar de la importancia

aun muchos efectos adversos de los farmacos en el medio ambiente son desconocidos.

Un estudio realizado por SanJuan-Reyes y colaboradores determind que la presencia de
Anti-inflamatorios No Esteroideos (AINEs) en un efluente de una planta de fabricacion de
farmacos produce stress oxidativo a Cyprinus carpio (carpa comun), el dafio de este tipo

fue mas evidente en las branquias de los peces (SanJuan-Reyes et al., 2013).

De acuerdo con estudios realizados en el 2013 por Bartskova y colaboradores, concluyeron
que la presencia de ibuprofeno en concentraciones de entre 0.0001 y 0.8 mg-L’,
incrementa la actividad antioxidante y biotransformacion de encimas de Danio rerio y

aumenta su peroxidacion lipidica (Bartoskova et al., 2013).

Cruz y colaboradores en el 2014, realizaron un estudio para la determinacion de los Anti-
inflamatorios No Esteroideos (AINEs), naproxeno, ibuprofeno y ketoprofeno en agua
superficial de receptores de aguas residuales no tratadas de la ciudad de Tapachula
Chiapas, mediante tres campafias de muestreo. La identificacion y cuantificacion se realizo
por medio de una metodologia analitica validada por cromatografia de gases acoplado a un
espectrometro de masas. La concentracion de los AINEs presente en las muestras fueron
para naproxeno de 17.83 a 142.50 pug-L™, ketoprofeno de 5.30 a 67.87 pg-L™" e ibuprofeno
3.97a31.30 pg-L"' (Cruz et al., 2014).



Corcoll y colaboradores en el 2014, realizaron un estudio en donde determinaron que la
exposiciéon de ibuprofeno y diclofenaco a concentraciones de ng-L™ sobre biopeliculas,
provoca tolerancia a éstos AINEs, esto fue medido a través de eficiencia fotosintética y

actividad de la B-glucosidasa (Corcoll et al., 2014).

En el 2015 Zenobio y colaboradores evaluaron el efecto que producia la presencia de
farmacos y productos de cuidado personal (PPCP, por sus siglas en inglés de
Pharmaceutical and Personal Care Products) en peces nativos del refugio nacional de vida
silvestre Baca en el estado de Colorado, Estados Unidos de Norteamérica, y observo que la
presencia de PPCP produce un gonadosomatico (GSI) bajo, estados de gametos inmaduros

y en su estado reproductivo (Zenobio et al., 2015).

Estudios realizados por Islas-Flores y colaboradores, indican que la exposicion del AINEs
ibuprofeno (en concentraciones de mg-L™") induce stress oxidativo en higado, sangre y

branqueas de Cyprinus carpio (Islas-Flores et al., 2014).

Galar-Martinez y colaboradores en el 2014, realizaron un estudio para determinar los
efectos toxicos ketorolaco sobre Cyprinus carpio. En su estudio Galar-Martinez concluy6
que el ketorolaco en un intervalo de concentracion de 1 a 60 mg-L™" provocod stress
oxidativo y citotoxicidad, especificamente en higado, cerebro y sangre de Cyprinus carpio

(Galar-Martinez et al., 2014).

El efecto a la exposicion de diferentes concentraciones de AINEs (diclofenaco sédico y
naproxeno sodico) sobre las plantas fue estudiado por Schmidt y Redshaw en el 2015,
encontrando que si afectan el crecimiento de estas. Sin embargo, esta inhibicion del

creciemiento va a depender de la especie que se trate (Schmidt y Redshaw, 2015).

Al igual que el ibuprofeno, diclofenaco y naproxeno, el ketorolaco es un fdrmaco del
grupo de los AINEs y diferentes autores reportan su presencia en diferentes matrices. A

continuacion se presentan algunos de ellos.

En el 2006, Gomez y colaboradores determinaron la cantidad de diferentes fArmacos (entre
ellos el ketorolaco) presentes en efluentes de agua residual de un hospital en Almeria,

Espafia. La determinacion se realizd6 por medio de un muestreo por puntos y la



metodologia analitica por Cromatografia de Liquidos acoplado a un detector de
espectrometria de masas (CL/MS). Encontraron un intervalo de concentracion de
ketorolaco entre 0.2 pug'L™" y 59.5 ug'L™' y un promedio de 4.2 pg-L" (Gomez et al.,
2000).

Rosal y colaboradores en el 2010, realizaron un estudio sobre la remocion de farmacos que
se encuentran en agua residual de una planta de tratamiento en Alcald de Henares, Espana ,
por medio de un tratamiento bidlogico seguido de un tratamiento por ozonacion y
determinaron que la cantidad de ketorolaco disuelta en el influente fue en promedio de

0.407 pg-L™" y en el efluente un promedio de 0.228 pg-L™" (Rosal et al., 2010).

Deblonde y colaboradores en el 2011, realizaron un estudio en donde recabaron
informacion sobre la concentracion de diferentes farmacos y quimicos sobre influentes y
efluentes de plantas de tratamiento de agua residual en Estados Unidos de América.
Reportaron una concentracion de ketorolaco en el influente de 0.407 pg-L' y en el

efluente de 0.228 ug~L'1 (Deblonde et al., 2011; Gavrilescu et al., 2015).

En rios de Espafia se determinaron diferentes farmacos y productos de cuidado personal.
Martinez-Bueno y colaboradores identificaron y determinaron la presencia de ketorolaco
en las muestras. Sin embargo, como éste farmaco no era parte de sus objetivos no se

realiz6 la cuantificacion (Martinez-Bueno et al., 2012).

En el 2014, Al-Terawneh y colaboradores realizaron un estudio para determinar la
cantidad de diferentes farmacos entre ellos el ketorolaco en influentes y efluentes de
diferentes plantas tratadoras de agua residual en Jordania, realizando un muestreo por
puntos y realizando un pool de esas muestras. Sin embargo, no detectd en ninguna de ellas
aunque la metodologia analitica utilizada implicaba cromatografia de liquidos acoplada a

un detector de masas (Al-Tarawneh et al., 2014).

Oliveira y colaboradores en el 2015, determinaron la cantidad de diferentes fdrmacos y
productos de cuidado personal en influentes y efluentes de plantas tratadoras de agua
residual de diferentes hospitales en New Jersey, Estados Unidos de América. El muestreo

que realizaron fue por puntos y la cuantificaciéon por medio de CLAR acoplado a detector



de masas. El farmaco ketorolaco fue uno de los cuantificados, encontrandolo en intervalos

de concentracién desde 0.03 pg-L™" a 1.15 ug-L™ (Oliveira et al., 2015).

A manera de resumen, en la Tabla 2 se muestran las concentraciones de ketorolaco

reportados por diferentes autores en diferentes matrices.

Tabla 2. Concentraciones de ketorolaco reportadas en diferentes matrices.

CONCENTRACION T3
MATRIZ REPOR'I_‘;ADA MUESTREO LUGAR AUTOR
(ng'L7)
Efluente de agua Minimo = 0.2 ~ .
residual hospitalaria Maximo= 59.5 Puntual Espafia Gomez et al., 2006
Plantas de tratamiento - Martinez Bueno et al.,
de agua residual 0.013 -4.070 Puntual Espaiia 2007
Influente
Minimo < 2.0
. Maximo = 2.793
Plantas de tratgmlento Puntual Espana Rosal et al., 2010
de agua residual
Efluente
Minimo < 2.0
Maximo = 0.607
Plantas de tratamiento Influente = 0.407 Puntual Estados Unidos | Deblonde et al., 2011
de agua residual Efluente = 0.228 de América Gavrilescu et al., 2015
Plantas de tratgmlento No detectado Puntual Jordania Al-Tarawneh et al.,
de agua residual 2014
Agua residual Minimo = (.12 Estados Unidos o
hospitalaria Maximo = 1.15 Puntual de América Oliveira et al., 2015

2.3 Ketorolaco

El primer documento en donde se describe el ketorolaco fue en la patente norteamericana
nimero 4,089,969 por Muchowsky y Kluge en 1978, en donde se describe su
procedimiento de sintesis quimica, ademas se propone su uso para el tratamiento de la
inflamacion, dolor y pirexia en mamiferos, la cual debe estar acompafiada de excipientes

no-toxicos para su administracion (Muchowsky y Kluge, 1978).

El ketorolaco tiene propiedades analgésicas, antiinflamatorias y antipiréticas y esta

indicado en el tratamiento a corto plazo del dolor leve a moderado en el postoperatorio y
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en traumatismos musculo-esqueléticos, ademas del dolor causado por colico nefritico. Este
farmaco esta contraindicado cuando el paciente presenta tlcera gastro-duodenal activa,

hemorragia digestiva, a pacientes con insuficiencia renal moderada o grave (PLM, 2015).

La actividad analgésica del ketorolaco se debe a la eliminacion de formacion de
prostaglandinas, por medio de la inhibicion de la enzima prostaglandin sintetasa (Olives et

al., 2012).

El ketorolaco es metabolizado por hidroxilaciéon y conjugacion con acido glucoronico. La
via renal es la ruta primaria de excrecion del fdrmaco, aproximadamente del 92% de la
dosis, de estos el 40% en forma de metabolitos y un 60% como ketorolaco.
Aproximadamente del 6% de la dosis es excretada por heces (PLM, 2015; U.S. Food and
Drug Administration, 2015).

Otros autores indican que la excrecion del ketorolaco por via renal es de entre un 55% a
60%, mientras que por via hepatica se lleva a cabo entre el 40% a 45%. Cuando la
administracion de la dosis se realiza via intravenosa, €l 91% de la dosis es excretada en 24

horas (Kulo et al., 2014).

De acuerdo a varios autores, a continuacion se presentan los nombres quimicos del
ketorolaco: (O’Connor et al., 2012; Rao et al., 2015; Boyka et al., 2012; Merck & Co.
Inc., 2006)

J (¥)-5-benzoyl-2,3-dihydro-1H-pyrrolizine-1-carboxylic acid
o 5-benzoyl-1,2-dihydro-3H-pyrrolo [1,2-a] pyrrole-1-carboxylic acid,

En la Figura 2 se muestra la estructura quimica del ketorolaco.

OH

Figura 2. Estructura quimica del ketorolaco (Merck & Co. Inc., 2006).

Determinacion de ketorolaco en el efluente de una planta tratadora hospitalaria por medio de muestreo pasivo 22



Los datos de propiedades fisico-quimicas fueron obtenidos del The Merck Index y se

presentan en la Tabla 3 (Merck & Co. Inc., 2006).

Tabla 3. Propiedades fisico-quimicas de ketorolaco. (Merck & Co. Inc., 2006)

PROPIEDAD VALOR
CAS 74103-06-3
Descripcion Cristales a partir de acetato de etilo + éter

Punto de fusion:

160°C—-161°C

Masa Molecular

255.27 g/mol

Formula Condensada Ci5H13NO;

Férmula Porcentual C 70.58%, H 5.13%, N 5.49%, O 18.80%
Maxima absorbancia UV (metanol) 312 nm

pKa 3.49 +0.02

LD 5 (oral en ratones) 200 mg/Kg

De acuerdo al software EPI Suite, desarrollado por la Agencia de Proteccion Ambiental de

Estados Unidos de América (USEPA), en el apartado de KWOWIN, indica que el

logaritmo del coeficiente de particion octanol-agua (log de K,y) del ketorolaco es 2.32

(U.S. Environmental Protection Agency, 2013).

Durante el desarrollo de metodologias analiticas que son disefiadas como indicativas de

estabilidad, es comun la caracterizacion de las estructuras quimicas de los productos de

degradacion. Salaris y colaboradores en el 2010 y Kalariya y colaboradores en el 2014,

realizaron la caracterizacion de los productos de degradacion de ketorolaco bajo diferentes

condiciones de stress. En la Tabla 4, se muestran las estructuras de los productos de

degradacion de ketorolaco.

Tabla 4. Estructuras quimicas de los productos de degradacion de ketorolaco (Elaboracién propia con

informacién de Salaris et al., 2010; Kalariya et al., 2014).

Id

Estructura

Masa molecular
(g mol'l)

| )7 Son

N 228.1
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2.4 Consumo de ketorolaco en el Centro Médico “Lic. Adolfo Lopez Mateos”

En el Centro Médico “Lic. Adolfo Lopez Mateos” ubicado en Toluca, Estado de México,
el consumo promedio por mes en el primer semestre del 2013 de ketorolaco fue de 505.83

gramos, lo que implicaria 16 806.7 unidades de dosis de 30 mg cada una.
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Los datos de consumo de ketorolaco otorgados por personal de la farmacia del Centro
Meédico “Lic. Adolfo Lépez Mateos”, durante los afios 2015 y 2016 se muestran en la

Figura 3 y Figura 4.
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Figura 3. Consumo de ketorolaco (gramos por mes) en el Centro Médico “Lic. Adolfo Lopez Mateos” durante el 2015.
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Figura 4. Consumo de ketorolaco (gramos por mes) en el Centro Médico “Lic. Adolfo Lopez

Mateos” durante el 2015.

2.5 Muestreo y tratamiento de la muestra

El muestreo y la preparacion de la muestra es una etapa importante en el analisis, se debe

definir perfectamente su estrategia, lo cual depende del tipo de informacidon que se desea

obtener y evitar errores ya que no pueden realizarse correcciones posteriormente

(Kostopoulou y Nikolaou, 2008).

En general existen 3 tipos de técnicas para el muestreo en matrices acudticas: el muestreo

por puntos, el muestreo bioldgico y muestro pasivo (Aguilar, 2010).
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2.5.1 Muestreo directo o por puntos.

Es la técnica mas utilizada en el monitoreo de sistemas acudticos. Consiste en la toma
representativas (generalmente uno o mas litros de agua ambiental o agua de desecho), con

frecuencia y puntos establecidos en donde se intuye la presencia del analito.

El uso de esta técnica de muestreo implica ventajas que se deben considerar cuando es
utilizada en la estrategia del muestreo, algunas se enlistan a continuacion: (Alvarez et al.,
2005; Kostopoulou y Nikolaou, 2008; Greenwood et al., 2009; Zenobio et al., 2015;
Martinez Bueno, et al., 2016).

e La mas utilizada en el monitoreo de sistemas acuaticos.

e Se obtienen datos por tiempo y lugar determinado.

e Adecuada para muestreo en condiciones estaticas.

e Tiempo corto durante el muestreo.

e Puede modificarse el volumen de muestreo dependiendo del limite de deteccion y

cuantificacion.

Sin embargo, este tipo de muestreo en la mayoria de los casos debe ir acompafiado de un
pre-tratamiento antes de ser analizado por Cromatografia de Gases o CLAR. Algunas

técnicas de pre-tratamientos de la muestra se enlistan a continuacion:
2.5.1.1 Extraccion en fase solida.

Extraccion en Fase Solida (por sus siglas en inglés SPE). La separacion se lleva a cabo por
una retencion selectiva de los analitos en una fase solida adsorbente y los demas
compuestos de la matriz son separados debido a que son excluidos de la retencion, dicha
retencion se puede llevar a cabo por diferentes fendmenos como son puentes de hidrogeno,
fuerzas de Wander-Waals, efectos de hidrofobicidad, interacciones de electrones m o

procesos de intercambio i6nico (Olives et al., 2012).
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La utilizacion de estos tipos de sistemas permite una limpieza y concentracion de la
muestra. Sin embargo, los sistemas SPE tienen ciertas desventajas como a continuacion se

enuncian (Fatta et al., 2007):

e Compromete la productividad, debido a que son de mecanismo manual.

e Existe exposicion a matrices que pueden ser de carcter toxico, lo que incrementa
los riesgos a la salud.

e Tiene problemas de reproducibilidad debido a la variaciéon de lote a lote y al

manejo manual.

Gomez y colaboradores en el 2007 y Martinez-Bueno et al., 2007 utilizaron la técnica SPE
para la extraccion de diferentes tipos de farmacos de un efluente de agua residual, entre
ellos el ketorolaco. Emple6 un cartucho Oasis HBL® a un pH de 7 y obtuvo un recobro
mayor al 75% en la mayoria de los analitos estudiados (Goémez et al., 2007; Martinez-

Bueno et al., 2007).

La extraccion de farmacos de efluentes de agua con técnicas SPE, puede ser compleja, que
se debe verificar el pH del agua, asi como el tipo de compuesto orgénico que se trata de

extraer, si es acido, alcalino o neutro.

Los cartuchos Oasis MXC® son probados a pH 1.5 a 3.0 para la extraccion de compuestos
acidos, alcalinos y neutros a valores bajos de pH. La unién con compuestos alcalinos se
realiza por intercambio cationico, cuando estos se encuentran en su forma ionizada.

Mientras que los compuestos acidos y neutros se retienen por medio de fase reversa.

Licholt EN® puede extraer compuestos organicos polares a través de interacciones

hidrofébicas a un pH de 7 se obtienen recobros de alrededor del 70% (Fatta et al., 2007).

En la Tabla 5 se muestran algunas aplicaciones para utilizacion de cartuchos de SPE en la

extraccion de compuestos organicos en matrices acuosas:

Tabla 5. Aplicaciones de utilizacion de cartuchos de SPE en compuestos organicos en matrices acuosas.
(Elaboracion propia con informacion de Gomez et al., 2007; Fatta et al., 2007).
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Cartucho SPE pH Tipo de Compuestos

. ® 1.5-3.0 Compuestos organicos polares
Oasis MXC 7.0-7.5 Omeprazol

Licholt EN® 3.0-9.0 Compuestos organicos polares
Bakerbond C18 © 8.0-9.0 Amoxicilina
7.0 Omeprazol
Oasis HLB” 8.5-9.0 Amoxicilina
7.0 Ketorolaco

2.5.1.2 Micro-extraccion por fase solida.

En la microextraccion en fase sélida o SPME (por sus siglas en inglés de Solid-Phase
Microextraction) al igual que la SPE, la extraccion se realiza por la atraccion de los
compuestos de interés por medio de un material adsorbente y que se trata de una capa; la
cual es una fibra cubierta de un material adsorbente y en este caso la cantidad de los
componentes extraidos es proporcional a la cantidad que se encuentra en la muestra

(Kostopoulou y Nikolaou, 2008).

La SPME es una técnica de pretratamiento libre de disolventes, la cual integra la
extraccion, concentracion y limpieza de la muestra. Se basa en la particion del analito entre
la muestra y una fase estacionaria encontrada en una membrana so6lida polimérica, la cual a

su vez se encuentra montada en la aguja de una jeringa (Olives et al., 2012).

En ocasiones la utilizacion de SPE es mas conveniente; sin embargo, la técnica SPME
tiene propiedades y ventajas que la pueden hacer més atractiva para su utilizacion, como

son las siguientes:

Es mas rapido que el SPE

Requiere 100 veces menos de solventes organicos

e Requiere menos volumen de muestra

Las fibras pueden ser reutilizadas
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Las fibras o membranas mas utilizadas en el SPME son poliacrilatos, dimetilsiloxano-

divinilbenceno, C18 y carbowax —divinilbenceno (Kostopoulou y Nikolaou, 2008).
2.5.1.3 Extraccion liquido-liquido

La extraccion liquido-liquido se basa en la transferencia del analito que se encuentra en
una muestra acuosa a un solvente que es inmiscible en agua. Para la utilizacion de este tipo
de pre-tratamiento de la muestra es muy importante considerar dos variables: la naturaleza

y afinidad del analito con el solvente extractor y el pH de la muestra (Olives et al., 2012).

La utilizacion de este sistema de pre-tratamiento y extraccion tiene diferentes
inconvenientes como son la formacion de emulsiones, la utilizacion de altos volumenes de
solventes organicos, ademds de que se involucran mas pasos, como disolucion, filtracion,

centrifugacion, evaporacion, secado y reconstitucion (Olives ef al., 2012).
2.5.1.4 Micro-extraccion en fase liquida (LPME)

La micro-extraccion en fase liquida o LPME (por sus siglas en inglés, Liquid Phase
Microextration) utiliza el mismo fundamento que la extraccion liquido-liquido. Sin
embargo, este pre-tratamiento utiliza una minima cantidad de solvente inmiscible en agua

(Olives et al., 2012).

En el 2013, Larsson y colaboradores realizaron la cuantificacion de AINEs (ketoprofeno,
naproxeno, diclofenaco e ibuprofeno), durante varias etapas de una planta tratadora de
agua residual en Lund, Suecia. Utilizando membranas de polipropileno y un buffer

captador de di-n-hexil éter (Larsson ef al., 2013).
2.5.1.5 Extraccion acelerada de solventes

La extraccion acelerada de solventes ASE (por sus siglas en inglés: Accelerated Solvent
Extractor) utiliza el mismo principio que el sistema de extraccion Soxhlet. A diferencia del
Soxhlet, la técnica ASE utiliza volimenes de solvente mucho menores (<50 mL); la
presion y temperatura elevadas que se utilizan en la técnica ASE se lleva a cabo en
sistemas cerrados; el tiempo para realizar la extraccion es menor a 20 min, mientras que

para Soxhlet pueden utilizarse ciclos de 8 hasta 24 horas (Gan et al., 1999).



Bu y colaboradores en el 2014, utilizaron la ASE para la extraccion y posterior
cuantificacion de diferentes contaminantes organicos de sedimentos del rio Haihe, China.
El tratamiento de la muestra constd de una ASE de 5 g de sedimento con una mezcla de
diclorometano-acetona (1:1 v/v), posteriormente, los extractos fueron limpiados con
cromatografia de permeacion de gel y finalmente, una extraccion en fase solida. La
determinacion de los contaminantes organicos se realizd6 por medio de la técnica de
estandar adicionado y cromatografia de gases acoplado a un detector de masas, obteniendo

recobros desde 84.1% a 128.6% (Bu et al., 2014).
2.5.1.6 Liofilizacion

La liofilizacion o secado en frio es un proceso en el cual el agua contenida en una muestra
es removida. El proceso de liofilizacion se lleva a cabo por medio de la congelacion de la
muestra y posteriormente colocada bajo vacio lo que provoca que el agua en estado s6lido
pase directamente a estado gaseoso sin pasar por el estado liquido (U.S. Food and Drug

Administration, 2014).

El proceso de liofilizacion comprende 3 etapas: congelado, sublimacion (secado primario)

y desorciodn (secado secundario) (U.S. Food and Drug Administration, 2014).
La liofilizacion presenta las siguientes ventajas:

e Remueve el agua sin utilizar calor excesivo.
e Permite la concentracion de la muestra

e El proceso de liofilizacion permite la estabilidad de los analitos

La liofilizacion incluye las siguientes desventajas:

e La utilizacion de un equipo costoso.
¢ Se incrementa la manipulacion de la muestra.

e Se incrementa el tiempo del pre-tratamiento de la muestra.
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2.6 Muestreo biologico

Se realiza por medio de organismos vivos que son utilizados como bio-indicadores o bien
como bio-monitores. Existen dos tipos de estrategias para el muestreo biolodgico; la activa,
consiste en seleccionar la especie adecuada para el muestreo en un punto y trasladarla al
area que se quiere monitorizar. La segunda es la pasiva, en donde consiste en recoger a las

especies en su habitat natural (Aguilar, 2010).

Este tipo de muestreo arroja informacién sobre sustancias potencialmente persistentes o
bio-acumulativas, asi como informacion toxicologica. Asi, se puede tener un estimado del
promedio de la concentracion del contaminante a lo largo de un periodo de tiempo, el que

puede llegar a ser de hasta meses (Greenwood et al., 2009).

La bio-acumulacion da un referencia de los niveles de concentracion del contaminante y
puede ser usado para la comparacion entre sitios o tiempos y determinar la variacion entre

ellos (Greenwood et al., 2009).

Sin embargo, el muestreo bioldgico presenta algunas limitaciones que se presentan a

continuacion (Greenwood et al., 2009; Séderstrom et al., 2009):

e No es posible la exposicion de organismos a ambientes severamente
contaminados.

e Los organismos utilizados en el muestreo deben estar perfectamente caracterizados
y mantenidos en ambientes controlados para evitar que contengan el contaminante
a determinar antes de ser expuestos.

¢ FEl tratamiento del tejido antes de su andlisis es costoso, debido a la complejidad de
la matriz.

e En algunos casos no es posible concluir que el contaminante no estd presente en el
agua o no hubo una bio-acumulacion.

e Algunos contaminantes son excretados o metabolizados por los organismos
utilizados.

e Generalmente, implica la muerte del organismo en estudio.

w
N

Determinacion de ketorolaco en el efluente de una planta tratadora hospitalaria por medio de muestreo pasivo



e Existe demasiada variabilidad entre los datos obtenidos, debido a la propia

variacion entre los organismos utilizados (edad, peso, especie, etc.).

En el 2007, Ramirez y colaboradores realizaron un estudio para la determinacion de 23
farmacos y 2 metabolitos en 2 rios de Texas, Estados Unidos. Utilizado peces para el
muestreo (Lepomis sp.) y cromatografia de liquidos de alta resolucién acoplado a un

detector de masas para realizar el andlisis del tejido de los peces (Ramirez et al., 2007).

Liscio y colaboradores en el 2009, realizaron la comparacion entre muestreador bioldgico
y muestreador pasivo, para la determinacion de estrogenos en una planta tratadora de agua
residual en Genoa, Italia. Como organismo biologico utilizaron el mejillon Unio pictonum
y como muestreador pasivo utilizaron un muestreador integrado para compuestos
organicos polares (POCIS en inglés), concluyendo que existe una buena correlacion entre
los resultados obtenidos en la actividad estrogénica de los mejillones y los equivalentes

estrogénicos encontrados en las POCIS (Liscio et al., 2009).
2.7 Muestreo pasivo.

En éste tipo de muestreo, el analito fluye desde el medio que se desea muestrear hacia un
medio colector como resultado de un gradiente de concentracion entre ambos, por medio
de difusion pasiva. El flujo de materia se mantiene hasta alcanzar un equilibrio o bien
hasta que la sesion del muestreo se finalice por el usuario. El analito es retenido en un
medio colector y posteriormente extraido para su analisis (Aguilar, 2010 y Morin et al.,

2012).

Los muestreadores pasivos se constituyen de una fase receptora que es altamente afin a los
compuestos que se desean determinar, por lo que son retenidos en ésta y una membrana de
difusion, que separa la fase receptora del agua a muestrear y que sin embargo, permite la

transferencia de analito a la fase receptora (Greenwood et al., 2009 y Morin et al., 2012).

Los muestreadores pasivos han sido disefiados para el monitoreo de concentraciones de

diferentes compuestos como son, compuestos organicos polares, compuestos organicos no



polares, metales pesados, compuestos 6rgano-metalicos y compuestos orgédnicos volatiles

(Greenwood et al., 2009).

Como el tiempo de exposicion de los muestreadores pasivos es largo (desde semanas hasta
meses), este tipo de muestreadores pueden ser utilizados para el monitoreo ambiental en
donde la concentracion del analito fluctiie con respecto al tiempo causado por diferentes
factores como la temporada del afio, descargas esporadicas o ilegales de contaminantes

industriales o tormentas pluviales (Greenwood et al., 2009).

Debido a que los tiempos de muestreo son mas prolongados y que el muestreador integra
grandes volumenes de agua, los analitos del efluente son pre-concentrados durante el
muestreo, esto eleva el limite de deteccion y cuantificacion de la metodologia analitica

utilizada (Greenwood et al., 2009; Zenobio et al., 2015; Martinez Bueno et al., 2016).

Ademas, en general los muestreadores pasivos no requieren energia lo que facilita su uso
en lugares remotos, para obtener datos representativos solo es necesario realizar algunos
analisis, lo que reduce el costo y evita la descomposicion de los analitos durante su

transporte o almacenamiento (Zabiegala et al., 2010).

Existen factores que pueden modificar la coleccion de los analitos, entre ellas se
encuentran: la concentracion del analito u otros compuestos, presion, temperatura,
salinidad de la muestra y flujo o turbulencia (Zabiegala et al., 2010; Soderstrom et al.,

2009).

Cabe mencionar que ésta técnica no puede remplazar los procedimientos convencionales
de analisis, lo mas recomendable es realizar una combinacion de ésta técnica con la técnica

bioldgica (Zabiegala ef al., 2010).

En general, los muestreadores pasivos tienen ciertas desventajas, las cuales se citan a

continuacion:

e Crecimiento de una biocapa que limite la difusion del analito para que sea retenido

en el material adsorbente.
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e La retencion depende de la temperatura y la turbulencia del efluente que se desea

muestrear.

e Se debe realizar un estudio para cada analito que se desee muestrear para
determinar la respuesta del muestreador con respecto al tiempo de muestreo para

la determinacion de la cantidad promedio por unidad de tiempo.

La utilizacion de muestreadores pasivos provee informacidon sobre concentraciones
promedio que solo serian posibles obtener realizando un gran nimero de muestreos

puntuales, que suelen ser costosos y logisticamente complicados (Greenwood et al., 2009).

Existen disponibles un gran nimero de dispositivos de muestreadores pasivos, disefiados
para diferentes tipos de compuestos. Sin embargo, en todos los casos usan el mismo

fundamento la adsorcion del analito sobre un material por difusion pasiva.

A manera de resumen, en la Tabla 6 se muestran algunas ventajas y desventajas de las

técnicas de muestreo de sistemas acuaticos.

Tabla 6. Ventajas y desventajas de las técnicas de muestreo.

Técnica Ventajas Desventajas

e Lamas utilizada en el monitoreo de e Es costoso.
sistemas acuaticos e Requiere tiempo.

Muestreo por | ® Se obtienen datos por tiempo y lugar e Producen grandes variaciones.
Puntos determinado. e Se favorece la trasformacion de las

¢ Adecuada para muestreo en especies a analizar durante el
condiciones estaticas. transporte al laboratorio.

e Favorece la determinacion de e Las especies seleccionadas para el
contaminantes que se encuentran a baja muestreo solo pueden sobrevivir en su
concentracion. habitat.

Muestreo e La monitorizacion es continua y e Los analitos puede ser metabolizados.
Biologico efectiva. e La bio-acomulacion varia de individuo

e Proceso econdomico. a individuo.

e Permite preservar la naturaleza del
analito.

e Capaz de monitorizar de forma e No es selectivo a un compuesto en
continua niveles determinados de especifico.

Muestreo Pasivo contaminantes en el agua. e La adsorcion se ve afectada con la
e No requiere supervision. turbulencia del efluente.
o El muestreo es mas representativo. e Debe realizarse una calibracion previa.

%)
W
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2.8. Métodos de analisis para ketorolaco

La definicion de Cromatografia fue introducida por primera vez en 1906 por el Quimico
Boténico Michael Tswett, derivado del griego Chroma — color y Grapho — escritura.
Tswett realizd un trabajo en donde describia la separacion de pigmentos coloreados de
plantas en bandas por medio de columnas de tiza y otros materiales como polisacaridos.
Tswett observo el efecto de las separaciones usando diferentes materiales en la columna y

de su tamafio de particula (Braithwaite y Smith, 1999).

La International Union of Pure and Applied Chemistry (IUPAC) define la cromatografia

de la siguiente manera:

“Un método fisico de separacion en el cual los componentes a
separar son distribuidos entre dos fases, una de ellas esta fija
(fase estacionaria) y la otra se mueve a una direccion definida
(fase movil)” (International Union of Pure and Applied

Chemistry, 2012).

La cromatografia de liquidos de alta resolucion o CLAR es de las técnicas analiticas mas
utilizadas, debido al desarrollo impresionante de equipos cada vez mas exactos y precisos,
asi como el uso de nuevos materiales en la fase estacionaria que la hacen mas eficiente,
econdmica, resistente y selectiva, lo que la hace de las mas rentables para la separacion y

cuantificacion de analitos en matrices complejas.

A continuacién en la Tabla 7 se muestran algunas metodologias por medio de la técnica
CLAR para la identificacion y cuantificacion de ketorolaco en diferentes matrices
analiticas, que van desde fabricacion del mismo farmaco, en productos farmacéuticos,

superficies de equipos de fabricacion farmacéutica para la evaluacion de limpieza, etc.
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Tabla 7. Metodologias analiticas por CLAR para la identificacion y cuantificacion de ketorolaco.

FLUJO TIEMPO DE
MATRIZ COLUMNA FASE MOVIL ) DETECCION RETENCION AUTOR
(mLemin" ) a
(min)
Separacién de isomeros en lggl;a AllI)An?nl: Buffer de formato de amonio 10 Espectrometria de
P ! mM pH 4.70 : ACN Gradiente P 447y 1171 Sabyasachi et al. , 2011
plasma humano 5.0 um . Masas
Gradiente
LiChrosorb C1g | Buffer A“’S“’(;‘f i"csrf‘,i‘;}?; MpH
Formulacion Farmacéutica 250 x 4.6 mm o . 1.0 UV 230 nm 3.05 Boyka et al., 2012
(23:75:2 % v/v)
5.0 um .
Isocratico
. THEF: Buffer de Fosfato
Materia Prima ;;’f;%g;ils monobasico de amonio 0.05 mM
(Determinacion de : pH 3.0 1.7 UV 313 nm 2.048 O'Connor et al., 2012
. 2.5 um
impurezas) o (28:72 % viv)
44°C ae:
Isocratico
Chiral ~AGP Buffer Fosfato monobasico de
Materia Prima 100 x 4.0 mm sodio 0.1M pH 4.5 : Isopropanol
. 1. 22 4y 8.4 D .,2012
(Separacion de Isomeros) 5.0 um (98:2 % viv) 0 UV 322 nm 64y8 ubey et al., 20
Isocratico
Superficies de equipos de Symmetry CI8 e Me‘a“‘i‘l: :lldo sectee
upertieles ce equip! 250 x 4.6 mm glact 12 UV 313 nm - Modi et al. , 2013
fabricacion (54:45:1 % viv)
5.0 pm .
Isocratico
Hypersil BDS C18 Buffer de fosfato monobasico de
Determinacion de 250 x 4.6 mm potasio 15 mM pH 3.0 : ACN
Ketorolaco en plasma y orina 5.0 um (60:40 %v/v) ! UV313nm 797 Kuloetal., 2014
Isocratico
Separarion de enantiomeros Chiral ~AGP Buffer Fosfato monobasico de
y metabolitos en plasma y 100 x 4.0 mm sodio S0 mM pH 5.5 : Isopropanol 0.5 UV 313 nm 7.9 Kuloeral., 2014
. 5.0 um (95:5 % viv)
orina P
isocratico
Inersil ODS C18 Buffer de fosfato monobasico de
. P 150 x 4.6 mm potasio 100 mM pH 4.5 : ACN
Formulacion Farmacéutica 5.0 um (60:40 %v/v) 0.8 PDA 316 nm 29 Rao et al., 2015
30°C Isocratico

En la Tabla 8 se muestran diferentes metodologias analiticas para la cuantificacion de

ketorolaco en agua residual reportadas por diferentes autores.
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Tabla 8. Metodologias analiticas por CLAR para la identificacion y cuantificacién de ketorolaco en aguas residuales.

, FLUJO )
MATRIZ COLUMNA FASE MOVIL o DETECCION TIEMPO c.m RETENCION AUTOR
(mLemin”" ) (min)
. Purospher Star RP-18 . o
m?%ﬂ@ mm__wﬂaaé endeapped >oz.>mmmwwﬂw§ 0.1% 02 LC-ESI-MS/MS 18.96 Gémezet al., 2006
P (125mm x 2.0 mm, 5 wm)
. PP,
Plantas de :Mwmﬂ_w,o deagua 50 MM_“&_M MWMHM . ACN >MMM_MM§ 0.1% 02 LC-ESL-TOF-MS/MS 304 Martinez-Bueno et al., 2007
Agilent XDB C1 ACN-Acido Férmico 0.1
Agua de rios y agua residual aoaswuumsa _nmmza ¢ MMH_M_M_SO " 06 LC-ESI-QTOF-MSMS 832 Gomezet al., 2010
Plantas de tratamiento de agua ZORBAX SB C18 ACN-Acido Férmico 0.1%
il £u (@50 x30mm, 5 ) i 0 02 QTRAP MS/MS system - Rosalet al., 2010
) PP,
Agua de rios ﬁ _NMWNH MM_MMM% mw__mw ACN >MMM_MM§ 0.1% 05 TOF MS and MS/MS mode . Matinez-Bueno et al., 2012
Plantas de tratamient Zorbax Eclipse XDB RP-CI8 (1 ACN-Acido Férmico 0.1
antas de Mmm__mo% agua orbax M_MME S um) C18130 ¢ MM_MM_M_SO % 07 LC-ESI-MS/MS 118 Al-Tarawnehet al., 2014
Waters Acquity BEH C18 ACN-Acetato amonio SmM
Agua residual hospitalaria Mwwsmﬂw L7 ) omg“mwmmao m 03 LCMS 477 Oliveiraet al., 2015
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2.9. Validacion de métodos analiticos.

La Norma Oficial Mexicana NOM-059-SSA1-2013 “Buenas Practicas de Fabricacion de

Medicamentos” define validacion de la siguiente manera:

“Validacion, a la evidencia documental generada a través de la
recopilacion y evaluacion de los datos obtenidos en la
calificacion y de las pruebas especificas, basadas en el
conocimiento del proceso, sistema o método, para demostrar

funcionalidad, consistencia y robustez”. (Secretaria de Salud,

2013)

A su vez, el Colegio de Nacional de Quimicos Farmacéuticos Bidlogos México (CNQFB)
por medio de su Guia de Validacion de Métodos Analiticos define de una manera mas

precisa la validacion de métodos analiticos:

“Proceso por el cual se demuestra, por estudios de laboratorio,
que la capacidad del método satisface los requisitos para la
aplicacion analitica deseada”. (Colegio Nacional de Quimicos

Farmacéuticos Biologos A.C., 2002)

La validacion de métodos analiticos tiene como objetivo demostrar que la metodologia
analitica es adecuada para el proposito que fue disefiado (International Conference on

Harmonisation, 2005).

En funcion a la aplicacién de la metodologia analitica a validar, se necesita desarrollar
diferentes parametros de validacion, en la Tabla 9, se indican que pardmetros deben

realizarse en funcion a la naturaleza del método.

A continuacion, se definen cada uno de los pardmetros que se evalan durante una

validacion de metodologia analitica, asi como sus criterios de aceptacion.
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Tabla 9. Parametros de validaciéon en funcion a la naturaleza del método (Colegio Nacional de Quimicos

Farmacéuticos Biologos A.C., 2002).

PARAMETRO Cli);te‘;nclgo// Pruebas de Impurezas Identificacion
Valoracién Contenido Limite

Precision / Adecuabilidad del sistema ST SI SI°© *
Linealidad del Sistema ST SI NO NO
Especificidad * SI ST SI SI
Exactitud y Repetibilidad SI SI NO NO
Linealidad del Método ST SI NO NO
Precision Intermedia ° ST SI NO NO
Estabilidad Analitica ® * * NO NO
Limite de Deteccion NO NO ST NO
Limite de Cuantificacion NO SI NO NO
Robustez * * * NO
Tolerancia * * * NO

* Puede ser requerido dependiendo de la naturaleza del método.

a. La Falta de especificidad de un método analitico, puede ser compensada por otra alternativa analitica de soporte como por ejemplo cromatografia de capa fina.

b. Tambien es definido como un estudio de Tolerancia.

c. Un metodo que es exacto y lineal, por definicion es especifico al placebo analitico o a los otros componentes de la muestra.

2.9.1. Precision

Es el grado de concordancia entre resultados analiticos individuales, cuando el
procedimiento se aplica repetidamente a diferentes porciones de una muestra homogénea
del producto o de una referencia (Colegio Nacional de Quimicos Farmacéuticos Biologos

A.C.,2002).

La [International Conference on Harmonisation of Technical Requerements for
Registration of Pharmaceuticals for Human Use (ICH) en su guia “Validation of
Analytical Procedures: Text and Methodology” indica que la precision expresa el grado de
dispersion entre una serie de medidas obtenidas de multiples muestras de una misma
muestra homogénea bajo condiciones preestablecidas (International Conference on

Harmonisation, 2005).

La precision se expresa usualmente en términos como varianza, desviacion estandar o
coeficiente de variacion de las series de medidas. Por lo que el criterio de aceptacion para
este parametro es un coeficiente de variacion (CV) menor o igual a 1.5% para seis

repeticiones.
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2.9.2. Linealidad del sistema

La linealidad es la habilidad para asegurar que los resultados obtenidos directamente o por
medio de una transformacion matematica definida, son proporcionales a la concentracion
del analito, dentro de un intervalo determinado (International Conference on

Harmonisation, 2005; Colegio Nacional de Quimicos Farmacéuticos Bidlogos A.C., 2002).
2.9.3. Especificidad

Es la habilidad para determinar inequivocamente el analito en presencia de otros
componentes. Tipicamente estas pueden tratarse de impurezas, degradados, matriz, etc.

(International Conference on Harmonisation, 2005).

El CNQFB define la especificidad como la capacidad de un método analitico para obtener
una respuesta debida Uinicamente al analito de interés y no a otros componentes de la

muestra (Colegio Nacional de Quimicos Farmacéuticos Biologos A.C., 2002).

El criterio de aceptacion que se indica es que la respuesta analitica solo se debe al analito

de interés.
2.9.4. Exactitud

Es la concordancia entre un valor obtenido empleando el método y un valor de referencia.
Es decir, la exactitud nos indica el grado de concordancia que existe entre la cantidad de
analito obtenido por medio del método analitico y la cantidad verdadera presente en la
muestra (International Conference on Harmonisation, 2005; Colegio Nacional de

Quimicos Farmacéuticos Bidlogos A.C., 2002).
2.9.5. Repetibilidad

La repetibilidad expresa la precision bajo las mismas condiciones de operacion en un
intervalo corto de tiempo. También puede ser denominada precision intra-ensayo

(International Conference on Harmonisation, 2005).
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La repetibilidad es la concordancia obtenida entre determinaciones independientes
realizadas por un solo analista, usando los mismos instrumentos y método (Colegio

Nacional de Quimicos Farmacéuticos Bidlogos A.C., 2002).
2.9.6. Linealidad del método

La linealidad del método nos indica el grado de concordancia que existe entre la cantidad
de analito obtenido por medio del método analitico y la cantidad verdadera presente en la
muestra a diferentes niveles de concentracion, generalmente en un intervalo que va desde
el 70% hasta el 120% de la concentracion de trabajo (Colegio Nacional de Quimicos

Farmacéuticos Biologos A.C., 2002).
2.9.7. Precision del método o precision intermedia

Precision de un método analitico, expresado como concordancia relativa obtenida entre
determinaciones independientes realizadas en el mismo laboratorio, por diferentes
analistas, en distintos dias, diferentes equipos (International Conference on Harmonisation,

2005; Colegio Nacional de Quimicos Farmacéuticos Bidlogos A.C., 2002).
2.9.8. Estabilidad analitica la muestra

Una informacion que es muy util durante el analisis de una muestra es el tiempo en el cual
¢ésta es estable para su exacta cuantificacion y por tal motivo la estabilidad analitica de la

muestra se define como:

“Propiedad de una muestra, preparada para su cuantificacion,
de conservar su integridad fisicoquimica y la concentracion del
analito, después de almacenarse durante un tiempo determinado
bajo condiciones especificas” (Colegio Nacional de Quimicos

Farmacéuticos Bidlogos A.C., 2002)
2.9.9. Limite de deteccion

Es la concentracion minima del analito en una muestra que puede ser detectada, pero no

necesariamente cuantificada de una manera exacta, bajo las condiciones de operacion



establecidas (International Conference on Harmonisation, 2005; Colegio Nacional de

Quimicos Farmacéuticos Bidlogos A.C., 2002).
2.9.10. Limite de cuantificacion

Es la concentracion minima del analito en una muestra que puede ser determinada con
precision y exactitud aceptables, bajo las condiciones de operacion establecidas. El limite
de cuantificacion es un pardmetro para determinaciones cuantitativas de compuestos a
bajos niveles y es usado particularmente para la determinacion de impurezas y/o productos
de degradacion (International Conference on Harmonisation, 2005; Colegio Nacional de

Quimicos Farmacéuticos Bidlogos A.C., 2002).
2.9.11. Robustez

Capacidad de un método analitico de mantener su desempefio al presentarse variaciones
pequenias pero deliberadas, en los parametros normales de operacion del método
(International Conference on Harmonisation, 2005; Colegio Nacional de Quimicos

Farmacéuticos Biologos A.C., 2002).
2.9.12. Tolerancia.

Reproducibilidad de los resultados analiticos obtenidos, por el andlisis de la misma
muestra bajo diferentes condiciones normales de operacién como puede ser marca de
reactivos, equipos y columnas (Colegio Nacional de Quimicos Farmacéuticos Bidlogos

A.C.,2002).
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3

JUSTIFICACION

Las aguas residuales provenientes de hospitales se caracterizan porque contienen una gran
variedad de sustancias quimicas como son disolventes, agentes de contraste para rayos X,

desinfectantes, asi como productos farmacéuticos.

Las aguas residuales provenientes de hospitales pueden llegar a ser de 5 a 15 veces mas
toxicas que las aguas provenientes de los hogares, por lo que este tipo de efluentes

constituyen un riesgo potencial para el ser humano y el ambiente.

Estudios determinan que la presencia de ketorolaco en agua, produce stress oxidativo en
especies de peces y como fue observado por diferentes autores, las plantas tratadoras de
agua residual no eliminan por completo los farmacos, para garantizar que el procedimiento
de tratamiento del agua es adecuado y evitar riesgos en la salud publica, es fundamental
implementar una metodologia analitica que permita la deteccidon, identificacion y
cuantificacion de ketorolaco en una matriz compleja como lo es el agua residual de una

planta tratadora hospitalaria.
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4 HIPOTESIS

Es posible la cuantificacion de ketorolaco en efluente de agua residual de una planta
tratadora hospitalaria por cromatografia de liquidos de alta resolucion (CLAR) como

técnica de analisis.
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5 OBJETIVOS
5.1. Objetivo general

e Desarrollar una metodologia analitica para la identificacion y cuantificacion de

ketorolaco, en un efluente de agua residual de una planta tratadora hospitalaria.
5.2. Objetivos especificos

e Determinar las condiciones cromatograficas que permitan la identificacion y
cuantificacion de ketorolaco.

e Validacion de la metodologia analitica de acuerdo a los pardmetros indicados en
las Guias de Validacion ICH.

e Realizar el muestreo en el efluente de la planta de tratamiento hospitalaria.

e Determinar la cantidad de ketorolaco en las muestras del efluente de la planta de
tratamiento hospitalaria.

e Determinar las condiciones para la separacion cromatografica de ketorolaco y sus
productos de degradacion fotolitica en medio acuoso para su posterior
cuantificacion.

e Realizar el estudio de cinética de degradacion fotolitica en medio acuoso de

ketorolaco.
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6 METODOLOGIA
Etapa 1: Desarrollo y optimizacion de condiciones cromatograficas.

Con el proposito de obtener una buena separacion cromatografica, durante el desarrollo y
optimizaciéon de las condiciones cromatograficas se realizaron diferentes experimentos
modificando cada una de las variables. Estas variables fueron: columna cromatografica,

fase movil, volumen de inyeccion, velocidad de flujo y temperatura.

Se realizaron ensayos para determinar cudl tipo de columna cromatografica era la 6ptima
para la deteccion y cuantificacion de ketorolaco en las muestras. Los tipos de columna

probados fueron:

A. Waters X-Terra Cig 5 pm 250 x 4.6 mm
B. Phenomenex LunaCg 3 pm 150 x 4.6 mm
C. Waters Symmetry C;g 3 um 250 x 4.6 mm
D. Agilent Zorbax Cg 5 um 250 x 4.6 mm

Para realizar modificaciones en la selectividad y retencion del ketorolaco, se propuso el
uso de los siguientes disolventes y modificadores de pH en diversas proporciones para
conformar la fase movil final, los disolventes y modificadores de pH probados fueron los

siguientes:

e Acctonitrilo

e Metanol

e Agua

e Acetato de amonio

e Fosfato de potasio tribasico
e Acido fosforico

e Acido formico

e Acido acético
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La velocidad de flujo probada durante los experimentos fue en un intervalo 0.1 mLemin™
hasta 2.0 mLemin™', mientras que el volumen de inyeccion probado fue de 10 pL y 20 uL y

una temperatura de la columna en un intervalo de 20° C hasta 40° C.

Etapa 2: Validacion de la metodologia analitica.

Una vez que se encontraron las condiciones Optimas para el analisis por CLAR, en donde
se obtuvo la mejor selectividad y sensibilidad para la deteccion y cuantificacion de
ketorolaco, se procedid a realizar su validacion, por medio del andlisis de los siguientes

parametros:

Especificidad.

Se realizo el analisis por CLAR bajo las condiciones obtenidas en la etapa 1 a diferentes
muestras que se consideraban pudieran interferir en el andlisis y asi garantizar que la sefal
analitica obtenida pertenece exclusivamente al analito. Se determind la resolucion entre

picos obtenidos y ésta en todos los casos fue mayor a 2.0.

Linealidad del sistema.
Se prepar6 por triplicado una curva de calibracion de 8 puntos y se obtuvo el coeficiente

de determinacion (r%), el cual fue mayor a 0.98.

Linealidad del método.

Se determind el porcentaje de recuperacion por triplicado de 4 concentraciones conocidas
que correspondian a los niveles bajo, medio y alto de la curva de calibracion. El porcentaje
de recuperacion debia encontrarse entre el 98.0 -102.0 %. El porcentaje de recuperacion se
calculd con la siguiente formula:

% recuperado = (Concentracion obtenida / Concentracion adicionada) (100)

Precision del sistema.
A partir de las lecturas obtenidas en la prueba de linealidad para cada punto, se obtuvieron

los coeficientes de variacion. El coeficiente de variacion debia ser menor a 2.0 %. El
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coeficiente de variacion se calculd con la formula: C.V. = [(s)(100)] / X donde C.V. es

el coeficiente de variacion, s es la desviacion estindar y X es el promedio.

Precision intermedia.

Dos analistas en dos dias diferentes realizaron tres determinaciones por dia de una misma
solucion de concentracion conocida al punto medio de la curva de calibraciéon. Muestras
por analista: 6. Muestras por prueba: 12. Se determin6 la diferencia absoluta entre los
resultados obtenidos de cada analista expresados como porcentaje de recobro. La

diferencia absoluta entre analistas debia ser menor a 3.0 %.

Limite de deteccion.

Se realizdé una curva de calibracion a niveles bajos de concentracion, se calculd la
desviacion estdndar de la ordenada al origen, relacionandola con la pendiente de la curva
de acuerdo a la siguiente féormula: LD = 3.3s / p donde, s es la desviacion estandar de la

ordenada al origen y p es la pendiente.

Limite de cuantificacion.

Se realizdé una curva de calibracion a niveles bajos de concentracion, se calculd la
desviacion estdndar de la ordenada al origen, relacionandola con la pendiente de la curva
de acuerdo a la siguiente formula: LC = 10s / p donde, s es la desviacion estandar de la

ordenada al origen y p es la pendiente.

Las formulas para realizar la determinacion de parametros cromatograficos y parametros

estadisticos se encuentran en el Anexo B y Anexo C de esta tesis.

Etapa 3. Gestion del permiso para el muestreo del efluente.

Se solicitod el permiso para la realizacién del muestreo a la Subdireccion de Ensefianza,
Investigacion y Calidad del Centro Médico “Lic. Adolfo Lopez Mateos” de la ciudad de
Toluca en el Estado de México, mediante la redaccion de una carta de exposicion de

motivos y donde se explico de manera detallada el alcance del proyecto.
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Etapa 4. Muestreo de agua del efluente de la planta tratadora hospitalaria.

Como parte del proceso del muestreo y con la intencidén de obtener informacion sobre el
Centro Médico “Lic. Adolfo Lopez Mateos” se realizé una investigacion para determinar
los recursos personales y fisicos, el consumo medio de agua potable y caracteristicas de la

planta tratadora de agua residual.

El muestreo se realizo durante 3 dias de manera puntual, tomando 4 L de agua residual en

la fosa previa a la etapa de cloracion.

Etapa 5. Determinacion de la cantidad de ketorolaco en las muestras.

La determinacion de ketorolaco en las muestras se realizé por medio de la metodologia

analitica desarrollada y validada en las etapas 1 y 2.

Etapa 6. Determinacion de cinética de degradacion fotolitica y tiempo de vida media

de ketorolaco en agua.

Con el objetivo de determinar la persistencia del ketorolaco en el agua de la planta
tratadora hospitalaria, se realizd un estudio de cinética de degradacion fotolitica in vitro,
sobre soluciones acuosas sometidas a radiacion de luz ultravioleta y radiacion de luz

visible o blanca, tomando muestras a diferentes tiempos y fueron analizadas por CLAR.

Para tal efecto se desarrollo y validé una metodologia analitica que permitio la separacion
de ketorolaco y sus productos de degradacion fotolitica. La validacidon consistié en el

analisis de los parametros de validacion indicados en la etapa 2.
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7 RESULTADOS Y DISCUSION
7.1. Etapa 1. Desarrollo y optimizacion de condiciones cromatograficas.

El desarrollo de las condiciones cromatograficas implica la seleccion de diferentes
variables como: columna cromatografica, fase movil, volumen de inyeccion, temperatura y
en el caso de la deteccion por absorcion ultravioleta-visible, es necesario determinar la

longitud de onda de trabajo.
7.1.1. Determinacion de longitud de onda de trabajo.

Como prueba inicial para el desarrollo de la metodologia analitica se determiné la longitud
de onda de trabajo para el monitoreo en CLAR, por lo que se realiz6 la determinacion del
espectro de absorcion de soluciones de ketorolaco en metanol como disolvente, en un
espectrofotometro UV-VIS, marca Perkin-Elmer, modelo Lambda 50. El valor obtenido

fue de 318 nm tal y como se muestra en la Figura 5.

S Ref. Ketorolaco Trometamina
0.9 Marca: Sigma-Aldrich
Lote: SLBC6218V

0.8 Concentracion: 10 pg/mL (metanol)

0.7
0.6

0.5

Absorbancia

0.4

0.3

0.2

0.1

200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700

A (nm)

Figura S. Espectro de absorcion UV-VIS de solucion de Ketorolaco a 10 pg/mL en metanol.

-—
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7.1.2. Determinacion de condiciones cromatograficas.

Durante las pruebas para la determinacion de las condiciones cromatograficas se
estudiaron principalmente diferentes columnas cromatograficas, proporciones de fase

movil, volumen de inyeccion y velocidad de flujo.

Cabe mencionar que la composicion de fase movil que se estudid fue metanol — agua
acidificada con acido formico, esto se debe a que se intentd, por un lado, tener una fase
moévil menos contaminante con un disolvente organico amigable con el medio ambiente y
por otra parte el uso de 4acido féormico como modificador de pH para la posible
transferencia a CLAR acoplada a espectrometria de masas, en donde la utilizacion de sales
amortiguadoras de pH es restringido. Por estos motivos, la composicion inicial de fase

movil fue metanol — agua acidificada con 4cido formico al 0.5%.
Experimento 1.

El primer experimento para la determinacion de las condiciones cromatograficas fue la
inyeccion de una soluciéon de 10 pgemL™ de ketorolaco, se utilizé6 una columna marca
Waters Symmetry C18, de 250 mm de longitud, 3.0 mm de diametro interno y 5 um de
tamafio de particula, como fase movil una mezcla de 55% (v/v) de metanol con 45% (v/v)
de agua acidificada con 4cido formico al 0.5%, una velocidad de flujo de 0.7 mLemin™ y

un volumen de inyeccion de 25 pL y una longitud de onda en el detector de 318 nm.

En la Figura 6 se muestra el cromatograma obtenido bajo las condiciones descritas

anteriormente.

-—
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Figura 6. Cromatograma de solucion de ketorolaco obtenido en el experimento 1.

Como se puede observar, se obtuvo un pico visiblemente simétrico, con un tiempo de
retencion de 7.05 minutos. Sin embargo, el nimero de platos teoricos fue de 1,530 que de
acuerdo a las guias no es suficiente ya que este numero tiene que ser de por los menos

2,000.
Experimento 2.

Con la intencion de aumentar los platos teoricos, se decidio realizar un cambio en la
columna cromatografica, la cual disminuye el tamafio de particula para aumentar la
eficiencia, para tal caso, la columna utilizada en el experimento 2 fue de la marca
Phenomenex Luna C18 de 150 mm de longitud, 4.6 mm de didmetro interno y 3.5 pm de
tamafio de particula, como fase movil una mezcla de 55% (v/v) de metanol con 45% (v/v)
de agua acidificada con 4cido formico al 0.5%, una velocidad de flujo de 0.7 mLemin™ y

un volumen de inyeccion de 25 pL y una longitud de onda en el detector de 318 nm.

El cromatograma obtenido bajo estas condiciones se muestra en la Figura 7.
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Figura 7. Cromatograma de solucion de ketorolaco obtenido en el experimento 2.

El tiempo de retencion del pico obtenido es de 11.38 minutos y el nimero de platos
teoricos fue de 2 500, por lo que se ve favorecido. Sin embargo, en esta ocasion, el tiempo
de retencion fue considerado como alto, teniendo en cuenta que solo se trata de 1 pico, por
lo que se decidid realizar un cambio en la proporcion de la fase movil, que permita la

disminucién del tiempo de retencion.
Experimento 3.

Con el fin de disminuir el tiempo de retencion del pico de ketorolaco en el cromatograma,
se aumentd la proporcion de componente organico (metanol) en la fase movil, quedando

en 65% v/v metanol y 35% v/v agua acidificada con 4cido férmico al 0.5%.

En la Figura 8 se muestra el cromatograma obtenido en el experimento 3, aumentando la

composicion de metanol al 65% v/v.
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Figura 8. Cromatograma de solucion de ketorolaco obtenido en el experimento 3.

Los resultados obtenidos en el cromatograma muestran una disminucién en el tiempo de
retencidon a 7.53 minutos, como se habia previsto al aumentar el componente organico.
También se observd un aumento en el nimero de platos teoricos que es de 2 442, por lo

que podria ser utilizado como método de cuantificacion de ketorolaco.
Experimento 4.

Con el fin de observar el comportamiento del pico de ketorolaco con otro tipo de
columnas, se realiz6 un experimento utilizado la columna Waters X-Terra MS C18 de 250
mm de longitud, 4.6 mm de didmetro interno y 5 pm de tamafo de particula. Teniendo
como fase movil 65% v/v metanol y 35% v/v agua acidificada con acido férmico al 0.5%,
un volumen de inyeccion de 20 pL y una velocidad de flujo de 0.7 mLemin™. En la Figura

9 se muestra el cromatograma obtenido bajo las condiciones cromatograficas descritas.
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Figura 9. Cromatograma de solucion de ketorolaco obtenido en el experimento 4.

El tiempo de retencion del pico de ketorolaco obtenido bajo estas condiciones fue de 4.40
minutos. Sin embargo, el numero de platos teoricos fue de 975 y un factor de capacidad
(k”) de 1.4, por lo que estas condiciones no son adecuadas para la separacion y posterior

cuantificacion del ketorolaco.
Experimento 5

Para el experimento 5, se realiz6 el cambio de columna cromatografica utilizando una
columna Agilent Zorbax SB C8 de 250 mm de longitud y 4.6 mm de didmetro interno con
tamafio de particula de 5 um, como fase mévil se utilizo 65% v/v metanol y 35% v/v agua
acidificada con acido formico al 0.5%, un volumen de inyeccion de 20 pL y una velocidad
de flujo de 0.7 mL.min. El cromatograma resultante bajo estas nuevas condiciones se

muestra n la Figura 10.
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Figura 10. Cromatograma de solucién de ketorolaco obtenido en el experimento 5.

El tiempo de retencion resultante es de 9.952 minutos, la k* aumento a 4.5, el numero de
platos tedricos es de 6 168 y finalmente el factor de coleo (T) de 1.1, por lo que con estas
condiciones cromatograficas los pardmetros obtenidos son adecuados para identificacion y
cuantificacion de ketorolaco. Sin embargo, se desea obtener un tiempo de retencién mas

corto.
Experimento 6

Con el fin de disminuir el tiempo de retencion del pico de ketorolaco y el consumo de
metanol HPLC, se decidio realizar cambio en la composicion de la fase movil y velocidad
de flujo, quedando las condiciones cromatograficas de la siguiente manera. Columna
cromatografica Agilent Zorbax SB C8 de 250 mm de longitud y 4.6 mm de didmetro
interno con tamafio de particula de 5 pm, fase movil 60% v/v metanol y 40% v/v agua
acidificada con acido formico al 0.5%, un volumen de inyeccion de 20 pL y una velocidad
de flujo de 1.0 mLemin™". La Figura 11 muestra el cromatograma obtenido bajo estas

condiciones.
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Figura 11. Cromatograma de solucién de ketorolaco obtenido en el experimento 6.
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El tiempo de retencion obtenido fue de 8.76 minutos, el nimero de platos tedricos fue de 6

746, con un factor de capacidad de 3.9 y factor de simetria de 1.1.

A manera de resumen la Tabla 10 muestra las condiciones cromatograficas probadas

durante el desarrollo de la metodologia analitica.

Tabla 10. Condiciones cromatograficas probadas durante el desarrollo de 1a metodologia.

EXPERIMENTO COLUMNA

| Waters Symmetry C18, de
250 mm x 3.0 mm 5 pm

) Phenomenex Luna C18 de
150 mm x 4.6 mm 3.5 pm

3 Phenomenex Luna C18 de
150 mm x 4.6 mm 3.5 pm

4 Waters X-Terra MS C18 de
250 mm x 4.6 mm 5 pm

5 Agilent Zorbax SB C8 de

250 mm x 4.6 mm 5 pm

FASE
MOVIL
( Metanol —
agua
acidificada)

55% - 45%

55% - 45%

65% - 35%

65% - 35%

65% - 35%

FLUJO
(mLemin™)

0.7

0.7

0.7

0.7

0.7

TIEMPO DE
RETENCION
(min)

7.05

11.38

7.53

4.40

9.95

PLATOS
TEORICOS

1530

2500

2442

975

6168
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Agilent Zorbax SB C8 de

YA T
250 mm x 4.6 mm 5 um 60% - 40% 1.0 8.76 6746

De acuerdo a los resultados obtenidos durante las pruebas de desarrollo y optimizacion de
condiciones cromatograficas, las utilizadas en el experimento 6 son las que presentaron
mejores resultados ya que el numero de platos tedricos fue el mayor obtenido y se

concluyo que éstas condiciones son las que se validarian en la etapa 2.

7.1.3. Metodologia analitica propuesta para validacion.

Con los experimentos realizados anteriormente se considera que la metodologia analitica

que se procede a validar es la siguiente:
Preparacion de la Solucion de Referencia

Peso aproximadamente con exactitud 14.6 mg de Sustancia de referencia de ketorolaco
trometamina equivalente a 10.0 mg de ketorolaco base y transferir a un matraz volumétrico
de 10 mL. Se adiciond aproximadamente 4 mL de metanol HPLC y se sonic6é durante 3
minutos, se afor6 y mezcldé con metanol. Se tomd una alicuota de 100 pL de la solucion
anterior y se transfirid a un matraz volumétrico de 10 mL y se aforé con metanol HPLC.

Obteniendo una concentracién aproximada de ketorolaco 10 pgemL™.
Preparacion de la Muestra.

Se tomo un cartucho se extraccion en fase solida (SPE) Waters Sep-pak C18 vac 6¢cc y se
adiciond 5 mL de metanol grado HPLC y se eluy6 a una velocidad de 1 mLemin™, después
se adicionaron 5 mL de agua grado Milli-Q y se eluy6 a una velocidad de 1 mLemin™ y se

desecharon ambas eluciones.

Tomo una alicuota de 250 mL de la muestra de agua proveniente de la planta tratadora

hospitalaria y se eluyo en el cartucho de SPE a una velocidad de 1 mLemin™' sin permitir
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que el material adsorbente se secara. Ya que toda la muestra fue eluida, se lavo con 5 mL

de agua grado Milli-Q. Y se desecharon las eluciones.

Se midieron exactamente 10 mL de metanol grado HPLC y se eluyeron a una velocidad de
1 mLemin" , hasta sequedad recolectando todo el metanol para realizar el analisis por

CLAR.
Condiciones Cromatograficas.

En la Tabla 11 se muestran las condiciones cromatograficas para la separacion y

cuantificacion de ketorolaco.

Tabla 11. Condiciones cromatogrificas para la cuantificacion de ketorolaco en agua residual.

Condicion Valor

Equipo CLAR con detector UV-VIS

Agilent Zorbax SB C8

Columna cromatografica 250x4.6 mm 5 pm

Metanol : Agua Acidificada

Fase Movil (60% - 40%) v/v

Velocidad de Flujo 1.0 mLemin!
Volumen de Inyeccion 20 uL
Longitud de Onda 318 nm
Agua acidificada.

En un matraz volumétrico de 1 000 mL que contenia aproximadamente 100 mL de agua
Milli-Q, se disolvieron 5.6 mL de acido formico 88% mezclando lentamente. Se llevo al

aforo con agua Milli-Q..
7.2. Etapa 2. Validacion de metodologia analitica.

Teniendo el desarrollo de una metodologia analitica con la que se obtuvieron parametros
cromatograficos deseados, se dispuso a realizar la validacion de dicha metodologia. Los

parametros de validacion evaluados fueron los siguientes: especificidad, adecuabilidad del
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sistema, precision del sistema, linealidad del sistema, linealidad del método, repetibilidad,

precision intermedia, limite de deteccion y limite de cuantificacion.

En la Tabla 12 se resumen los resultados obtenidos en la validacion de la metodologia

analitica para la cuantificacion de ketorolaco.

Tabla 12. Resultados obtenidos en la validacion de método analitico para la cuantificacion de ketorolaco en agua

residual.
‘ CRITERIO DE 2
PARAMETRO z RESULTADO CONCLUSION
ACEPTACION
Especificidad ' La respuesta del metodor ' La respuesta del metodor CUMPLE
Unicamente se debe al analito Unicamente se debe al analito
Precision del Sistema C.V.<2.0% 0.8 CUMPLE
CV.<2.0% 0.6
Adecuabilidad k=2 39 CUMPLE
T<2 1.1
R>2 No Aplica
1 >0.98 0.9971
Linealidad del Sistema IC ;) no debe incluir el cero 93773.5 - 98383.7 CUMPLE
IC () debe incluir el 100% 100.6 - 99.1
Repetibilidad CUMPLE
C.V.<2.0% 0.7
¥ >098 0.9992
IC 1) debe incluir la unidad 0.979 - 1.011
L , IC ) debe incluir el cero 0.668 - -0.586
Linealidad del Método CUMPLE
CVyy <2.0% 1.1
IC () debe incluir el 100% 101.0 - 98.9
C.V.<2.0'% 1.8
Precision Intermedia C.V.<2.0% 1.8 CUMPLE
Limite de Deteccion 0.00934433 pgemL”!
2
Limite de Deteccion r= 9'98 . 0.9983 CUMPLE
IC 1) no debe incluir el cero 8.66E+04 - 9.09E+04
Limite de Cuantificacion 0.02831616 n g-mL"
Limite de Cuantificacion r 2098 09983 CUMPLE

IC @y no debe incluir el cero

8.66E+04 - 9.09E+04

A continuaciéon se presentan y detallan los resultados obtenidos en cada uno de éstos

parametros.




7.2.1. Especificidad.

Para la evaluacion del pardmetro de especificidad se inyectaron bajo las condiciones
cromatograficas descritas, diferentes muestras que pudieran interferir en la sefial analitica
del ketorolaco. Estas muestras fueron: blanco (metanol), solucion de referencia de

ketorolaco y muestra obtenida de agua de planta de tratamiento hospitalaria.

En las siguientes figuras se presentan los cromatogramas obtenidos de cada una de las

soluciones inyectadas para la determinacion de la especificidad.
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Figura 12. Cromatograma Blanco (metanol). Cuantificacién de ketorolaco en aguar residual.
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Figura 13. Cromatograma solucién de Referencia de ketorolaco. Cuantificacién de ketorolaco en agua residual.
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Figura 14. Cromatograma de muestra de agua de planta tratadora hospitalaria. Cuantificacion de ketorolaco en

agua residual.

Con los resultados obtenidos en el pardmetro de especificidad, se puede observar que no
existe interferencia alguna en la sefial analitica por parte de los componentes de la matriz,

ni por los posibles productos de degradacion de ketorolaco en el tiempo de retencion
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obtenido en la solucion de referencia (8.7 minutos). Esto se puede deber a dos causas, la
primera, que existe una buena separacion entre el pico de ketorolaco y los demas
componentes de la muestra por una buena seleccion de las condiciones cromatograficas y
la segunda, es la longitud de onda de trabajo en el detector, ya que mientras que la mayoria
de los compuestos organicos tienen su maximo de absorcion en la region del espectro de
200 nm a 260 nm aproximadamente, el ketorolaco bajo estas condiciones de trabajo tuvo

su maximo a 318 nm.

Por lo tanto, la metodologia analitica es especifica para la cuantificacion de ketorolaco en

agua residual de una planta tratadora hospitalaria.
7.2.2. Adecuabilidad del sistema.

Durante la determinacién de la adecuabilidad del sistema, se inyectdé una solucion de
referencia por sextuplicado bajo las condiciones descritas, comprobando el tiempo de
retencion, area bajo la curva, platos tedricos, factor de capacidad y factor de coleo. En la

Tabla 13 se muestras los resultados obtenidos en la prueba.

Tabla 13. Resultados de adecuabilidad del sistema.

AREA TIEMPO PLATOS FACTOR DE FACTOR DE
INYECCION  BAJO CURVA RETENCION TEORICOS CAPACIDAD COLEO

(ABC) (TR) () (k" (T)
1 974408 8.8 6746.69 3.86 1.07
2 966252 8.8 6858.86 3.86 1.07
3 967470 8.7 6858.02 3.85 1.07
4 978283 8.7 6776.35 3.84 1.07
5 980139 8.8 6841.84 3.86 1.07
6 976962 8.7 6899.08 3.85 1.07
PROMEDIO 973919.0 8.7 6830.1 3.9 1.1
DES VEST 5789.7 0.0 57.2 0.0 0.0
CV 0.6 0.2 0.8 0.2 0.0

Como se observa, en todos los casos se cumple con las especificaciones emitidas en las
guias de validacion; tiempo de retencion constante, los platos obtenidos fueron de 6830.1
(mayor a 2000), el factor de capacidad de 3.9 (mayor a 2.0) y un factor de coleo de 1.1
(menor a 2.0). La conclusion es que el sistema es adecuado para la determinacion de

ketorolaco.



7.2.3. Precision del sistema.

En la precision del sistema se prepararon a partir de una solucion stock un sextuplicado de
soluciones de referencia de ketorolaco, cada una de estas soluciones fue inyectada en el
cromatografo, determinando el coeficiente de variacion de las éareas bajo la curva

resultante. Los resultados obtenidos de muestran en la Tabla 14.

Tabla 14. Resultados de precision del sistema.

AREA
Muestra BAJO CURVA

(ABC)

1 952316

2 945880

3 955973

4 964145

5 953362

6 966513

PROMEDIO 956364.8
DES VEST 7733.2
CV 0.8

El coeficiente de variacion obtenido durante la prueba fue de 0.8%, mientras que el criterio
de aceptacion indicado para esta prueba es de 2.0%, por lo que se concluye que el sistema

€s preciso.
7.2.4. Linealidad del sistema.

La linealidad del sistema fue evaluada mediante la preparacion de soluciones de referencia
de ketorolaco a diferentes niveles de concentracion del 20% al 400%, equivalente al
intervalo de 2 pgemL”' a 40 pgemL™’'. Realizando cada nivel de concentracién por
triplicado a partir de una sola solucion stock. Los resultados obtenidos en la determinacion
de la linealidad del sistema se muestran en la Tabla 15 y la Tabla 16. La grafica
correspondiente a la sefial analitica (4area bajo la curva) con respecto a la concentracion se

muestra en la Figura 15.



Tabla 15. Resultados de linealidad del sistema.

% pgemL' ABC X Y XY
2.0753 171060 4.307E+00 2.926E+10 355007.1260
20 2.0753 172758 4.307E+00 2.985E+10 358531.0480
2.0753 180911 4.307E+00 3.273E+10 375451.2695
4.1507 351834 1.723E+01 1.238E+11 1460348.1486
40 4.1507 358053 1.723E+01 1.282E+11 1486161.1887
4.1507 358024 1.723E+01 1.282E+11 1486040.8191
8.3013 805982 6.891E+01 6.496E+11 6690736.6629
80 8.3013 805200 6.891E+01 6.483E+11 6684245.0091
8.3013 779000 6.891E+01 6.068E+11 6466749.7046
10.3767 956746 1.077E+02 9.154E+11 9927851.2722
100 10.3767 935457 1.077E+02 8.751E+11 9706942.0385
10.3767 958169 1.077E+02 9.181E+11 9942617.2941
12.4520 1166251 1.551E+02 1.360E+12 14522182.2395
120 12.4520 1074062 1.551E+02 1.154E+12 13374242.8521
12.4520 1111942 1.551E+02 1.236E+12 13845925.4172
16.6027 1622708 2.756E+02 2.633E+12 26941326.0067
180 16.6027 1615502 2.756E+02 2.610E+12 26821686.9865
16.6027 1632797 2.756E+02 2.666E+12 27108830.5966
20.7534 2197147 4.307E+02 4.827E+12 45598201.9035
200 20.7534 1951959 4.307E+02 3.810E+12 40509724.9248
20.7534 1968341 4.307E+02 3.874E+12 40849706.6118
41.5067 3876582 1.723E+03 1.503E+13 160904271.5227
400 41.5067 4000576 1.723E+03 1.600E+13 166050857.9339
41.5067 3924950 1.723E+03 1.541E+13 162911869.4028
SUMA 348.6566 32976011 8347.0109 75694245104533  794379507.9794

Tabla 16. Resultados estadisticos de linealidad del sistema.

ESTADISTICO
n 24
PENDIENTE 96079 S 1111.5
ORDENADA 21767 t 095 2.074
P 0.9971 93773.459
IGs)
Syx 63675.7 98383.660
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Figura 15. Grifica drea bajo la curva con respecto a la concentracién de ketorolaco.

El coeficiente de determinacion r* obtenido fue de 0.99706 cumple con el criterio de
aceptacion (mayor a 0.98), mientras que el intervalo de confianza para la pendiente
obtenido no incluye el cero. Con los resultados obtenidos durante la determinacion de la
linealidad del sistema se concluye que el intervalo de linealidad es de 2 pgemL™" hasta 40
pgemL™" equivalente del 20% al 400%. Por lo que éste se considera como el intervalo de

trabajo.
7.2.5. Linealidad del método.

Para la evaluacion de la linealidad del método se llevd a cabo la cuantificacion a 5 niveles
de concentracion de soluciones adicionadas con ketorolaco en concentraciones conocidas.
Los niveles de concentracion fueron de 40%, 100%, 140%, 200% y 400%, cada una por
triplicado, graficando la cantidad adicionada versus cantidad recuperada en la
cuantificacion. Los resultados de recuperacion se muestran en Tabla 17. En Tabla 18 se
muestran los resultados estadisticos de la linealidad del método, mientras que en la Tabla
19, se muestran los resultados estadisticos del recobro. La Figura 16 muestra la gréafica

obtenida de la concentracion recuperada con respecto a la concentracion adicionada.
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Tabla 17. Resultados de recuperacion de la linealidad del método.

NIVEL Conc'elftraci(m Concentracion %
(%) MUESTRA Adlcu)lladjl Recupera(ﬁl RECUPERADO PROMEDIO
(ugemL ™) (u gemL ™)
Ml 4.3677 4.3993 100.7
40% M2 43134 4.4053 102.1 101.8
M3 4.3406 4.4488 102.5
Ml 10.9193 10.7398 98.4
100% M2 10.7836 10.8083 100.2 98.9
M3 10.8514 10.6333 98.0
Ml 15.2870 14.7534 96.5
140% M2 15.0971 15.1662 100.5 98.4
M3 15.1920 149114 98.2
Ml 21.8385 21.8902 100.2
200% M2 21.5672 22.0334 102.2 101.3
M3 21.7029 22.0118 101.4
Ml 43.6770 44.2996 101.4
400% M2 43.1345 42.3892 98.3 99.4
M3 43.4057 42.7699 98.5

CONC. RECUPERADA (pgemL?)

30.0 7

y =0.995x + 0.0409
R? =0.99924

10.0

15.0
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50.0

Figura 16. Concentracién recuperada con respecto a la concentracion adicionada.
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Tabla 18. Resultados estadisticos de la linealidad del método.

ESTADISTICO
n 15

PENDIENTE 0.9950 S u 0.0076
ORDENADA 0.0409 t 005 2.1604
r 0.9992 0.9786

Ic(ﬁ 1
S wx 0.3942 1.0114
S o 0.2903 0.6681

IC(p o
CV 1.1041 -0.5863

Tabla 19. Resultados estadisticos del recobro en la linealidad del método.

Recobro
Promedio 99.9 Estadistico T 45 2.145
desv. Est. 1.8 101.0
IC ()
C.V. 1.8 98.9

Los resultados obtenidos durante la determinacion del parametro de linealidad del método
muestran que la grafica de concentracion recuperada con respecto a la concentracion
adicionada tiene un coeficiente de determinacion r* de 0.9992, el intervalo de confianza de
la pendiente incluye al uno y el intervalo de confianza para la ordenada al origen incluye el
cero, por lo que el método es lineal en el intervalo de concentracion desde 40% hasta
400%. Por otro lado, el promedio de recobro obtenido fue de 99.9%, con un coeficiente de
variacion de 1.8% y un intervalo de confianza de la media que incluye el 100%. El método

es exacto en el intervalo de concentracion probado.
7.2.6. Repetibilidad.

Durante la repetibilidad se llevo a cabo la cuantificacion de 6 soluciones de concentracion
adicionada al 100% de ketorolaco, determinando el porcentaje de recuperacion de cada

solucion. En la Tabla 20 y en la Tabla 21 se muestran los resultados estadisticos.



Tabla 20. Resultados del recobro en la repetibilidad.

CONCENTRACION CONCENTRACION
MUESTRA ADICIONADA RECUPERADA % RECUPERACION PROMEDIO
(ugemL™) (1gemL™)
M1 11.1227 11.0622 99.5
M2 10.8514 10.9214 100.6
M3 10.9193 10.8678 99.5
M4 10.9871 11.0686 100.7 998
M5 10.7836 10.7544 99.7
M6 10.6480 10.5358 98.9

Tabla 21. Resultados estadisticos del recobro en la repetibilidad.

ESTADISTICO
PROMEDIO 99.8
DESVIACION EST 0.7
C.V. 0.7
n 6
Estadistico T s 2.571
IC,y 100.6
99.1

El promedio obtenido de la recuperacion de la 6 muestras fue de 99.8%, con un coeficiente
de variacion de 0.7% y un intervalo de confianza para la media que incluy6 el 100%, por
lo que se asegura que la metodologia es repetible al realizar la cuantificacion de soluciones

con concentracion al 100%.

7.2.7. Precision intermedia.

Se realizo la cuantificacion de 3 muestras por dos analistas diferentes en 2 dias distintos, la

comparacion de resultados obtenidos por ambos analistas se muestran en la Tabla 22.



Tabla 22. Resultados de precision intermedia.

ANALISIS ESTADISTICO
DIA 1 DIA 2 PROM DES VEST Ccv
99.0 99.5
Al 98.4 100.6 99.7 1.0 1.0
101.1 99.5
100.0 95.3
A2 99.7 100.4 99.9 2.5 2.5
102.7 101.4
PROMEDIO GLOBAL
PROM 100.2 99.4 - 99.8
(n=12)
DES VEST 1.6 22 DES VEST GLOBAL 1.8
cv 1.6 22 CV GLOBAL 1.8

Los resultados obtenidos en la determinacion de la precision intermedia fueron de un
promedio global (n=12) de 99.8% con un coeficiente de variacion de 1.8%. La

metodologia analitica es reproducible por diferentes analistas en dias distintos.
7.2.8. Limite de deteccion y cuantificacion.

Se realizd6 mediante la preparacion de soluciones de referencia de ketorolaco a diferentes
niveles de concentracion, a partir de 0.05% al 5%, equivalente al intervalo de 0.005
pgemL™" a 0.5 ugemL™'. Cada nivel de concentracién se prepar6 por triplicado a partir de
una sola solucion sfock. En la Tabla 23 se muestra el area bajo la curva con respecto a la
concentracion de ketorolaco. Mientras que en la Tabla 24 se observan los resultados
estadisticos obtenidos durante la determinacion de limite de deteccion y cuantificacion. En
la Figura 17 se observa la grafica de area bajo la curva con respecto a la concentracion de

ketorolaco.



Tabla 23. Limite de deteccién y cuantificacion. Area bajo la curva con respecto a la concentracién de ketorolaco.

% pgemL” ABC
0.00546 1060

0.05 0.00546 1097
0.00546 1201

0.01092 1474

0.10 0.01092 1824
0.01092 1764

0.05460 5282

0.50 0.05460 5322
0.05460 5538

0.10919 8613

1.00 0.10919 8497
0.10919 8308
0.54596 48730

5.00 0.54596 49082
0.54596 48927

Tabla 24. Resultados estadisticos de limite de deteccion y cuantificacion.

ESTADISTICO
n 15
PENDIENTE  88721.3775 S 1003.9
ORDENADA 229.9398 t .05 2.160
Y 0.9983 8.66E+04
S yix 792.3907 1Gon 9.09E-+04
LD 0.0093 S bo 251.2249
LC 0.0283 pgemL’
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Figura 17. Limite de deteccion y cuantificacién. Area bajo la curva con respecto a la concentracién de ketorolaco.

Los resultados obtenidos concluyen que el limite deteccion del método es de 0.00934433

pgemL™ y el limite de cuantificacién es de 0.02831616 pgemL ™.

Finalmente, con los resultados obtenidos durante el proceso de validacion se demuestra
que se desarroll6 una metodologia analitica por CLAR para la cuantificacion de ketorolaco
en agua residual, que es exacta y precisa, con un limite de deteccion y cuantificacion

identifica y cuantifica las muestras que se desean analizar.
7.3. Etapa 3. Gestion del permiso para el muestreo del efluente.

Para la obtencion del permiso para el muestreo del efluente de la planta tratadora
hospitalaria se realizé el tramite en el Hospital “Lic. Adolfo Lopez Mateos” de la ciudad
de Toluca, Estado de México, dependiente del Instituto de Salud del Gobierno del Estado
de México, el tramite incluyd la redaccion de una carta de exposicion de motivos,
indicando los objetivos y alcance del proyecto. Posteriormente, se entregd a revision el
protocolo de la investigacion al Comité de ensefanza, investigacion y ética del hospital, de
tal manera que quedaran perfectamente entendidos objetivos, alcance y metodologia a

realizar durante el proyecto.

Después de la revision del protocolo, éste fue aprobado por lo que se autorizé el muestreo.

En la Figura 18 se muestra el acta informativa de la autorizacion del muestreo.
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Toluca de Lerdo, México
a 15 de enero de  2016.

Acta Informativa
Siendo las 10:00 horas del dia 15 de enero 2016 reunidos en el Aula 2 de la Subdireccion
de Ensefianza e Investigacion, el Subcomité de Ensefianza, Investigacion y Etica,
procedemos a revisar el protocolo de investigacion “Determinacion de ketorolaco de un
efluente de una planta tratadora hospitalaria por medio de muestreo pasivo”,
realizado por el (la) Q.F.B. Héctor Hugo Ortega Soto, el cual ha sido APROBADO por
decision unanime

Se da por terminada la reunion siendo las 10:30 horas del dia 15 de enero de 2016.
Firmando al calce los integrantes del Subcomité de Ensefianza, Investigacion y Etica de
este Centro Médico

L g™
Dra. Yolanda Ffdres Canovas Dr. Jory’av r Ramirez Garcia
Subdirectora de Ensefanza, Investigacion irector de Tesis
Secretaria del Subcomité de

Ensenanza e Investigacion

Figura 18. Acta informativa de aprobacion del protocolo y muestreo en el Centro Médico “Lic.

Adolfo Lopez Mateos”.

7.4. Etapa 4. Muestreo de agua del efluente de la planta tratadora hospitalaria.

Con la intencién de determinar las caracteristicas del hospital en donde se llevo a cabo el
muestreo, se realizd una investigacion para encontrar informacidon que nos permitié saber

los recursos personales y fisicos.
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De acuerdo a los datos incluidos en la pagina web del “Centro Médico Lic. Adolfo Lopez
Mateos” éste hospital cuenta con los siguientes recursos: (Instituto de Salud del Estado de

Meéxico, 2016)

Tabla 25. Recursos personales y fisicos del Centro Médico “Lic. Adolfo Lépez Mateos”.

Recursos personales y fisicos del hospital

40 médicos

174 paramédicos

495 enfermeras

47 técnicos de laboratorio y Rayos X
119 recursos de Confianza

Personal

200 camas censables

58 camas no censables

46 consultorios

7 quir6fanos

12 camas de Terapia Intensiva
1 sala de Hemodinamia

8 camas de Hemodialisis
Aulas de Ensefianza
Auditorio

Helipuerto

Fisicos

Segtin datos del area de mantenimiento del hospital, el consumo medio de agua potable en
el hospital es de 180 000 L por dia, los cuales después de ser utilizados, son descargados
directamente a una planta tratadora de agua residual. Esta planta cuenta con diferentes
operaciones en el tren de tratamiento, los planos del disefio de la planta tratadora se
muestran en la Figura 19y
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Figura 19. Plano arquitecténico de la planta tratadora de agua residual del Centro Médico “Lic.

Adolfo Lopez Mateos”.
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Figura 20. Corte longitudinal de la planta tratadora de agua residual del Centro Médico “Lic.
Adolfo Lopez Mateos”.

La cuantificacion de ketorolaco se realizo sobre el efluente de una planta tratadora de agua
residual de un hospital ubicado en la ciudad de Toluca, Estado de México, México. Las
muestras fueron tomadas en la ltima fosa antes del proceso de cloracion y de su descarga
final a la red municipal, a aproximadamente 2 metros de profundidad que es un punto

medio de acuerdo a los planos de la planta.

El muestro se realizé durante 3 dias (8, 10 y 12 de mayo de 2017), tomando 4 L de agua
residual y transfiriéndola a contenedores de vidrio ambar. Las muestras fueron mantenidas
en refrigeracion inmediatamente después de ser tomadas y dejadas a temperatura ambiente

antes de su analisis.
7.5. Etapa 5. Determinacion de la cantidad de ketorolaco en las muestras.

Posterior a la etapa de muestreo, cada muestra fue procesada y analizada por triplicado por

CLAR bajo las condiciones cromatograficas descritas anteriormente.

Los resultados obtenidos en el analisis por CLAR se muestran en la Tabla 26.
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Tabla 26. Resultados de cuantificacion de ketorolaco en muestras del efluente de la planta tratadora por muestreo

FECHA DE
MUESTREO

08 mayo 2017

10 mayo 2017

12 mayo 2017

MUESTRA

MI 1
Ml 2
Ml 3
M2_1
M2 2
M2 3
M3_1
M3 2
M3 3

CONC.
MUESTRA

(ugeL™)
0.2109
0.2424
0.2242
0.2590
0.2667
0.2419
0.1658

0.1376
0.1568

puntual.

PROMEDIO

0.2258

0.2559

0.1534

DESVIACION

0.016

0.013

0.014

Cv

7.0

5.0

9.4

PROMEDIO
GLOBAL CV global
(n-=9)

0.2117 223

La cuantificacion de muestras obtenidas del efluente de la planta de tratamiento de agua

residual proveniente del Centro Médico “Lic. Adolfo Lopez Mateos” de la ciudad de

Toluca, se resume a una concentracion promedio de 0.2117 pg.L™", con un CV de 22.3%.

Los resultados de cuantificacion de ketorolaco en agua residual demuestra que el método

analitico desarrollado y validado en este trabajo puede ser utilizado con este fin, es cierto

que los detectores de espectrometria de masas acoplados a sistemas CLAR son los mas

utilizados para este tipo de aplicacion, debido a su mayor sensibilidad, pero suelen ser mas

costos y de manejo mds especializado; la metodologia propuesta en esta investigacion

utiliza un detector de espectrofotometria UV-VIS el cual es més econémico y ampliamente

usado y con los resultados obtenidos se puede considerar como una opcion en la

cuantificacion de trazas de ketorolaco en agua residual.
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7.6. Determinacion de cinética de degradacion fotolitica y tiempo de vida media de

ketorolaco en agua.

Se realiz6é un estudio de degradacion fotolitica in vitro, utilizando por separado radiacion
ultravioleta y radiaciéon de luz visible, sobre soluciones acuosas de ketorolaco, con el
objetivo principal de deducir la persistencia del ketorolaco en el efluente de la planta

tratadora hospitalaria por medio de la determinacion de la cinética de degradacion.

El seguimiento de la disminucion de la concentracion de ketorolaco en la reaccion de
degradacion con forme el paso del tiempo se llevo a cabo por medio de una metodologia
analitica basada en CLAR con deteccion de espectrofotometria uv-vis, la cual fue

desarrollada y validada de acuerdo a las guia de validacion de ICH y CNQFB.

Esta metodologia analitica es diferente a la utilizada para la determinacién ketorolaco en
agua residual, principalmente en la composicion de fase movil y velocidad de flujo, estos
cambios se realizaron con el objetivo de permitir una completa separacion del ketorolaco

de sus posibles productos de degradacion y éstos no interfieran en la cuantificacion.

A continuacion se describe la metodologia analitica para la determinacion de ketorolaco en

la degradacion fotolitica.

7.6.1. Metodologia analitica para la determinacion de ketorolaco en la degradacion

fotolitica.
Preparacion de la Solucion de Referencia

Se pes6 aproximadamente con exactitud 18.4 mg de Sustancia de referencia de ketorolaco
trometamina equivalente a 12.5 mg de ketorolaco base y se transfiri6 a un matraz
volumétrico de 250 mL. Se adiciondé aproximadamente 50 mL de agua Milli-Q y sonico
durante 5 minutos, se afor6 con agua Milli-Q. La concentracion aproximada de ketorolaco

fue 50 pgemL .

Preparacion de la Muestra.



Se peso aproximadamente con exactitud 18.4 mg de Sustancia de referencia de ketorolaco
trometamina equivalente a 12.5 mg de ketorolaco base y transfiri6 a un matraz volumétrico
de 250 mL. Se adicion6 aproximadamente 50 mL de agua Milli-Q y sonicd durante 5
minutos, se afor6 con agua Milli-Q. La concentracion aproximada de ketorolaco fue de 50
pgemL™. De la solucién anterior, transfiri¢ aproximadamente 75 mL a cada una de las

celdas y éstas a su vez a la camara en donde se lleva a cabo la degradacion fotolitica.
Agua acidificada.

En un matraz volumétrico de 1 000 mL que contenia aproximadamente 100 mL de agua
Milli-Q, se disolvié 5.6 mL de 4cido férmico 88% mezclado lentamente. Se aford con

agua Milli-Q.
Condiciones Cromatograficas.

En la Tabla 27 se muestran las condiciones cromatograficas para la separacion y

cuantificacion de ketorolaco en la degradacion fotolitica.

Tabla 27. Condiciones cromatograficas para la cuantificacion de ketorolaco en la degradacion fotolitica.

Condicion Valor
Equipo CLAR con detector UV-VIS
Columna Agilent Zorbax SB C8
cromatografica 250x4.6 mm 5 pm

Metanol : Agua Acidificada

Fase Movil (50% - 50%) v/v

Velocidad de Flujo 1.5 mLemin’
Volumen de Inyeccion 20 uL
Longitud de Onda 323 nm

7.6.2. Validacion del método analitico para la determinacion de ketorolaco en la

degradacion fotolitica.

La metodologia analitica fue validada determinando los parametros de especificidad,

adecuabilidad, precision del sistema, linealidad del sistema, linealidad del método,
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repetibilidad, precision intermedia, limite de deteccion y limite de cuantificacion, tal y cual

como se indica en la etapa 2.

La Tabla 28 muestra los resultados obtenidos durante la validacion de la metodologia

analitica para la determinacion de ketorolaco en la degradacion fotolitica.

Tabla 28. Resultados de la validacion del método analitico para la cuantificacion de ketorolaco en la degradacion

fotoilitica.
. CRITERIO DE .
PARAMETRO A RESULTADO CONCLUSION
ACEPTACION
. La respuesta del método La respuesta del método
Especificidad L. L. , CUMPLE
Unicamente se debe al ana Unicamente se debe al analito
Precision del Sistema C.\k2.0'% 14 CUMPLE
C.\52.0'% 1.0
! 6.8
Adecuabilidad k'>2 CUMPLE
T<2 1.0
R>2 No Aplica
r 20.98 0.9987
Linealidad del Sistema IGey no debe incluir el cero 60356.8- 62318.6 CUMPLE
102.2 - 100.0
IC, debe incluir el 100%
Repetibilidad w AEDE Incluir el L50% CUMPLE
C\<2.0'% 1.0
r* 20.98 0.9993
1Ggy debe incluir la unidad 0.974 - 1.020
Linealidad del Método ICpo debe incluir el cero 2121 - -2.09 CUMPLE
OV £2.0% 0.7
IC,) debe incluir el 100% 100.7 - 99.0
C\&2.0'% 11
Precisién Intermedia C.\k2.0'% 0.9 CUMPLE
Limite de Deteccidn 0.00283698 %.nﬁ
Limite de Deteccién r 20.98 1.0000 CUMPLE
IGgy NO debe incluir el cero 1.22E+06.  1.23E+06
Limite de Cuantificacion 0.00859690 g.nﬁ
Limite de Cuantificacion r2098 1.0000 CUMPLE
IGgy no debe incluir el cero 1.22E+06-  1.23E+06

Durante la evaluacion del parametro de especificidad se llevo a cabo la inyeccion de
diferentes muestras que pudieran interferir en el andlisis. En la Figura 21 se muestra el
cromatograma blanco. El correspondiente a la solucion de referencia se observa en la
Figura 22; mientras que el cromatograma correspondiente a una muestra se solucion de

ketorolaco degradada con radiacion UV se observa en la Figura 23.
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Figura 21. Cromatograma Blanco (agua). Cuantificacion de ketorolaco en la degradacion fotolitica.
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Figura 22. Cromatograma solucién de referencia. Cuantificacion de ketorolaco en la degradacién fotolitica.
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Figura 23. Cromatograma muestra de degradacion fotolitica UV de ketorolaco. Cuantificacion de ketorolaco en la

degradacion fotolitica.

Como se puede observar (Tabla 28), todos las parametros analizados durante la validacion
de la metodologia analitica para la cuantificacion de ketorolaco en la degradacion fotolitica
cumplen perfectamente con los criterios de aceptacion indicados por las guias ICH y
CNQFB para la validacion de métodos analiticos. Por lo tanto, el método analitico
desarrollado para la cuantificacion de ketorolaco en la degradacion fotolitica es especifico,
preciso y exacto, por lo que puede ser utilizado para la determinacion de ketorolaco en la

degradacion fotolitica.
7.6.3. Cinética de degradacion fotolitica de ketorolaco con luz Ultravioleta (UV).

Para la determinacion de la cinética de degradacion fotolitica de ketorolaco por radiacion
UV, se mont6 un sistema que consiste principalmente de los siguientes componentes: una
celda que permite el flujo de la radiacion, un sistema que permite que la celda de reaccion
permanezca a temperatura constante, una fuente de radiacion UV, que para este caso se
trata de una lampara de mercurio que emite radiacion a 254 nm y esto se encuentra dentro
de una camara de radiacion forrada de polietileno negro que evita la reflexion de la
radiacion. En la Figura 24 se muestra un esquema del sistema utilizado para la degradacion

fotolitica UV.
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Figura 24. Esquema del sistema para la degradacion fotolitica. a) recirculador y termostato de agua, b) fuente de

radiacion, c¢) contenedor, d) parrilla de agitacion, e) salida de agua, f) entrada de agua y g) celda de reaccion.

Para la experimentacién se colocd aproximadamente 100 mL de una disolucion de
ketorolaco en agua con concentracion de 50 pgemL™" (2.0 x 10™ mol.L™" aproximadamente)
dentro de la celda de reaccidn e iniciando la radiacion, manteniendo la temperatura de la
celda a 18 °C. Se tomaron 2 mL de la muestra al tiempo indicado. Posteriormente cada
muestra fue colocada dentro de viales para su analisis por CLAR bajo las condiciones
descritas anteriormente. Esta metodologia se realizd por triplicado utilizando dos
materiales en las celdas, una de vidrio y la segunda de cuarzo. Los resultados obtenidos

durante degradacion de ketorolaco utilizando una celda de cuarzo se muestran en la Tabla
29.
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Tabla 29. Resultados del comportamiento de degradacion fotolitica por radiacion UV con celda de cuarzo.

MUESTRA 1 MUESTRA 2 MUESTRA 3

TIEMPO (h) KETOROLACO KETOROLACO KETOROLACO
moleL ! mol-L ! mol-L !
0 0.0001997875 0.0001997875 0.0001932206
0.5 0.0002023158 0.0002009421 0.0001949987
1 0.0002029341 0.0002005465 0.0001943721
3 0.0002083404 0.0001981625 0.0001913357
4 0.0002037832 0.0001924920 0.0001882330
5 0.0002009338 0.0001825738 0.0001775599
6 0.0002066012 0.0001646013 0.0001573098
7 0.0001835656 0.0001230821 0.0001170299
8 0.0001611106 0.0001001495 0.0000955237
9 0.0001383091 0.0000897662 0.0000864861
22 0.0000135506 0.0000051354 0.0000045894
25 0.0000097583 0.0000024875 0.0000023666
47 0.0000007281 0.0000004353 0.0000004399

La Figura 25 muestra la grafica del comportamiento de degradacion fotolitica UV de

ketorolaco con respecto al tiempo de exposicion de la radiacion utilizando la celda de

cuarzo.
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Figura 25. Comportamiento de degradacion fotolitica UV de ketorolaco con celda de cuarzo.

Con los datos obtenidos de concentracion de ketorolaco con respecto al tiempo de
radiacion, se realizé el ajuste a cada modelo de orden de reaccidon por el método integral,

se encontrd que el modelo que mejor se ajusta a los datos es el de primer orden. En la
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Tabla 30, se muestran los resultados obtenidos para el ajuste de cada modelo de orden de

reaccion evaluado. En la Figura 26 se muestran la grafica correspondiente a la degradacion

fotolitica UV de ketorolaco ajustado al modelo de primer orden.

Tabla 30. Resultados obtenidos para el ajuste de cada modelo de orden de reaccién evaluado para la degradacion

fotolitica UV en celda de cuarzo.

Orden Cero Orden 0.5 Primer Orden Segundo Orden Tercer Orden
v 0.73875 0.83203 0.96448 0.84459 0.74090
PENDIENTE ¢=C86 -0.000343586  -0.150064471  41782.13885 82446693965
ORDENADA 0.00015503 0.01247417 -8.58165691 -173075.9028  -4.15494E+11
0.00000
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50
-2.00000
-4.00000
-6.00000
y=-0.1501x - 8.5817
— R?=0.96448
£ -8.00000
S e 90
. -.Q.p'.._'
1000000 | e
-12.00000 o e
o el
4200000 | e
.......... °
-16.00000
Tiempo (h)

Figura 26. Degradacién fotolitica UV de ketorolaco con celda de cuarzo ajustado al modelo de primer orden.

Por otra parte, se realizo el mismo estudio utilizando una celda de vidrio, los resultados del

comportamiento de degradacion fotolitica por radiacion UV con celda de vidrio de

muestran en la Tabla 31.

Determinacion de ketorolaco en el efluente de una planta tratadora hospitalaria por medio de muestreo pasivo 92



Tabla 31. Resultados del comportamiento de degradacion fotolitica por radiacion UV con celda de vidrio.

En la Figura 27 se muestra la grafica del comportamiento de degradacion fotolitica UV de

ketorolaco con respecto al tiempo de exposicion de la radiacion utilizando la celda de

vidrio.

Concentracién (molelL)

0.00025

0.00020

0.00015

0.00010
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0.00000

KETOROLACO KETOROLACO KETOROLACO
TIEMPO (h) i P I
moleL moleL mol-L
0 0.0001997875 0.0001998795 0.0001932206
0.5 0.0002026705 0.0002106548 0.0001954665
1 0.0002056083 0.0002105228 0.0001961782
3 0.0002008196 0.0002160907 0.0001930885
4 0.0002065633 0.0002139506 0.0001944466
5 0.0002036863 0.0002155775 0.0001940309
6 0.0002161062 0.0002203178 0.0001911975
7 0.0002103000 0.0002125620 0.0001891770
8 0.0001987619 0.0002131418 0.0001897707
9 0.0002015581 0.0002130867 0.0001865387
22 0.0000687568 0.0000921094 0.0000651286
25 0.0000593007 0.0000793814 0.0000546627
47 0.0000057127 0.0000120341 0.0000087230
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Figura 27. Comportamiento de degradacion fotolitica UV de ketorolaco con celda de vidrio.

Al igual que en el caso de la degradacion con celda de cuarzo, con los datos obtenidos se
ajustaron a los diferentes modelos de orden de reaccion por el método de integracion. En la

Tabla 32 se muestran los resultados obtenidos en el ajuste a los diferentes modelos
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encontrando que el modelo de primer orden es el que mejor se ajusta para la degradacion
fotolitica UV en celda de vidrio. En la Figura 28 se muestran la grafica correspondiente a

la degradacion fotolitica UV de ketorolaco ajustado al modelo de primer orden.

Tabla 32. Resultados obtenidos para el ajuste de cada modelo de orden de reaccién evaluado para la degradacion

fotolitica UV en cela de vidrio.

Orden Cero Orden 0.5 Primer Orden Segundo Orden Tercer Orden

e 0.90668 0.97841 0.99045 0.82688 0.75341
PENDIENTE  -5.38715E-06  -0.000297298  -0.078457358  2672.927729 367414094.4

ORDENADA 0.00020065 0.01443065 -8.34618794 -6528.277364  -1812310704

4

y=-0.0785x - 8.3462
6 R2=0.99045

Ln (Ca)

-10

-12

-14

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45
Tiempo (h)

Figura 28. Degradacién fotolitica UV de ketorolaco con celda de vidrio ajustado al modelo de primer orden.
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Entonces bien, si los datos obtenidos durante la degradacion fotolitica con radiacion UV
con celda de cuarzo y vidrio indican que se ajustan mejor a un modelo de primer orden,
esto se determind ya que se obtuvo un coeficiente de correlacion mayor que los demas
modelos de orden de reaccion evaluados y aunado a que el estudio de residuales no indica

que exista una tendencia en el error.

Para el caso de la degradacion de ketorolaco con celda de cuarzo, la reaccion se ajusta a la

Ecuacion 1.

In—=kt Ecuacion 1

Si despejamos el tiempo en la Ecuacion 1 y sustituimos las concentraciones Cy y Cip
podemos obtener el tiempo de vida media para radiacion UV con celda de cuarzo el cual es

de 4.8 horas.

Ci/2 Ecuacion 2

Esto quiere decir que bajo las condiciones propuestas en el estudio de degradacion

fotolitica UV tardaria 4.8 horas en degradarse la mitad de la concentracion inicial.

La diferencia en el tiempo en que se inicia la reaccion de degradacion entre los ordenes de
reaccion cambiando el tipo de celda, se puede deber a que la celda de material de cuarzo
permite que la radiacion UV llegue directamente hasta la solucion de ketorolaco, mientras
que el vidrio absorbe esta radiacion por lo que no llega directamente a la solucion, debido
a esto, puede existir una diferencia en la energia necesaria para la degradacion, obteniendo

una diferencia entre los ordenes y velocidades de reaccion.
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7.6.4. Cinética de degradacion fotolitica de ketorolaco con luz blanca.

En los experimentos realizados para la degradacion fotolitica con radiacion visible, no se
obtuvo una degradacion significativa atin después de 648 horas de radiacion; por lo que no
se pudo obtener su orden de reaccion ni su tiempo de vida media, de hecho, al paso del
tiempo se observd un aumento en la concentracion de ketorolaco en las muestras
analizadas que se pudo deber a la disminucién del volumen de la muestra al realizar los
muestreos y al aumento de la temperatura. En la Figura 29 se observa la grafica de

comportamiento de la degradacion fotolitica con radiacion visible.
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Figura 29. Comportamiento de degradacion fotolitica de ketorolaco con radiacion visible.

Este comportamiento se puede deber a que la energia emitida por la radiacion visible no es
energéticamente suficiente para que se lleve a cabo una reaccion que permitiera la
degradacion de ketorolaco, para tal caso, se considera realizar estudios que en donde se
lleve a cabo los dos tipos de radiaciones al mismo tiempo y discernir si existe diferencia

con los resultados presentados en este trabajo.
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CONCLUSIONES.

Durante el desarrollo de este proyecto se obtuvieron 2 metodologias analiticas para la
cuantificacion de ketorolaco basandose en la técnica de cromatografia de liquidos de alta

resolucion con un detector de espectrofotometria UV.

La primera metodologia se utilizara para la cuantificacion de ketorolaco en agua residual,
proveniente de una planta tratadora de aguas residuales. Cumpliendo plenamente con los
parametros de validacion, especialmente la especificidad, ya que el caracter complejo de la
matriz de la muestra; en donde no solo se encuentran disueltos un sin fin de compuestos, si
no también fdrmacos y se demostré que el sistema cromatografico propuesto resolvia
perfectamente este problema, separando los compuestos no deseados en los primeros
minutos del cromatograma para que posteriormente eluya el pico de interés sin

interferencia de ningun tipo.

La aplicacion de esta metodologia se llevo a cabo en la cuantificacién de ketorolaco en
agua residual de una planta tratadora de agua residual de un hospital ubicado en la ciudad
de Toluca, México, obteniendo como resultado una concentracion promedio de 0.2117

pgeL™! durante 3 dias.

La segunda metodologia fue disefiada para la determinacion de ketorolaco en la
degradacion fotolitica, esta metodologia fue desarrollada con el fin de determinar la
cinética de degradacion fotolitica en solucion acuosa con dos diferentes radiaciones, una
en el intervalo ultravioleta del espectro y la segunda en el lado visible o blanca del
espectro. Durante la validacion de esta metodologia se demostrd que es capaz de
cuantificar de manera exacta precisa y especifica el ketorolaco aun después de que la
muestra haya sido degradada fotoliticamente, separando perfectamente el ketorolaco de sus

productos de degradacion para su posterior cuantificacion.

Los estudios de cinética de degradacion fotolitica para ketorolaco en solucion muestran
que es de primer orden, con un tiempo de vida media de 4.8 horas cuando se realiza la
degradacion con radiacion UV, mientras que la radiacion con luz blanca los resultados

obtenidos no muestran una degradacion significativa después de 648 horas de exposicion



por lo que no fue posible la determinacion de orden de reaccion ni el tiempo de vida media

bajo estas condiciones.

Se sugiere para estudios posteriores, la identificacion de los productos de degradacion
presentes, asi como la deduccion del mecanismo que prevalece en la degradacion fotolitica
de ketorolaco, esto se puede lograr mediante el uso de cromatografia de liquidos de alta

resolucion acoplado a un detector de espectrometria de masas.
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ABSTRACT

In this work, two specific, sensitive and rapid analytical methods were developed.
One of them for the determination of ketorolac in a hospital wastewater treatment
plant where there is no interference with other organic substances; the other one for
the determination of the degradation kinetics in aqueous medium. Ketorolac was
extracted from wastewater samples through solid phase extraction cartridges (SPE),
then it was identified and quantified by high performance liquid chromatography
(HPLC). Ketorolac was detected in concentrations between 0.1376 and 0.2667 pg/L.
Photolytic degradation was performed on aqueous solutions of ketorolac
tromethamine, reference substance, at a concentration of 50 pg/mL. Samples were in
direct contact with ultraviolet light in a dark chamber, equipped with two mercury
lamps (254 nm) at a radiation source of 15W. The results of the photolytic
degradation were adjusted to a first-order model, obtaining a half-life of 4.8 hrs.

Keywords
Ketorolac, waste water, treatment plant, degradation products, photolytic degradation.

1. Introduccion



Ketorolac is a drug that has analgesic, anti-inflammatory and antipyretic properties
and is indicated in the short-term treatment of mild to moderate pain postoperatively
and in musculoskeletal trauma, in addition to pain caused by nephritic colic. This drug
is contraindicated when the patient has active gastro-duodenal ulcer, gastrointestinal
bleeding, in patients with moderate or severe renal impairment. [1]

The analgesic activity of ketorolac is due to the elimination of formation of
prostaglandins, through the inhibition of the enzyme prostaglandin system. [1]

The chemical structure of ketorolac is shown in Figure 1.

O

|
| / 0
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Figure 30.Chemical structure of ketorolac.

Ketorolac is metabolized by hydroxylation and conjugation with glucuronic acid. The
renal route is the primary route of excretion of both the drug and its metabolites which
is approximately 92% of the dose, about 40% as metabolites and 60% as ketorolac.
Approximately 6% of the dose is excreted in feces. [2]

Data obtained in a study to determine the toxic effects of ketorolate on Cyprinus
carpio, Galar-Martinez and collaborators in 2014, concluded that ketorolac in a
concentration range of 1 to 60 mg/L caused oxidative stress and cytotoxicity,
specifically In liver, brain and blood.

Different authors indicate that the wastewater treatment plants do not remove the
drugs in their entirety, because they do not have unitary operations that devote their
process to the removal or elimination of drugs, since they depend on the physico-
chemical properties of each substance, for which in some cases, barely persists a
decrease in the quantity of drugs after treatment [4-6].
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Several studies have determined the presence of ketorolac in different matrices. For
example; Gémez in 2006 determined that the amount of ketorolac in the effluent of a
hospital treatment plant ranged between 0.2 pg/L and 59.5 ug/L. Oliveira in 2015,
determined ketorolac in influent and effluent from wastewater treatment plants of

different hospitals, finding it in concentration ranges from 0.03 pg/L to 1.15 pg/L [6,7].

Because drug concentrations in waste water are in the order of ug/L and in some
cases ng/L, the use of high-performance liquid chromatography coupled to a mass
spectrometry detector is very common. Which is significantly more sensitive than
spectrophotometry detectors, but has the disadvantage that it is more expensive;
however, the methodology presented in this research uses UV spectrophotometry
detection and a suitable sensitivity has been demonstrated by validation that can
allow the quantification of ketorolac in waste water in a less expensive way and can

be replicated in other laboratories that do not have a mass spectrometry detector.

The objective of this work is to develop and validate analytical methodologies by high
resolution liquid chromatography for the quantification of ketorolac in waste water of a
hospital treatment plant and a second methodology that is capable of separating and
quantifying ketorolac in solution and that can be used for the determination of the
kinetics of photolytic degradation. And thus, determine the persistence of ketorolac in
the effluent of a hospital treatment plant.

2. Methodology

2.1 Materials and instruments.

Sigma-Aldrich® ketorolac tromethamine reference substance was used, formic acid
of the brand Fermont® 88% analytical reagent grade. The Fermont® brand
chromatographic grade methanol, and the water used was HPLC grade from the
Millipore® Milli-Q brand purification equipment, the cartridges used for solid phase
extraction (SPE) were SEP-PAK®, vac 6¢cc (1g) C18, corresponding to the Waters®
brand.

The high-performance liquid chromatography equipment used for the development

and validation of analytical methods was Waters® brand and consisted of a model
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1525 pump, a model 717 automatic injector system and a model 2487 dual wave
spectrophotometric detector. The software Controller of the chromatographic system
was Waters® Breeze®.

2.2 Analytical Methodology.

2.2.1 Quantification of ketorolac in waste water.

The reference solutions and samples used are of a concentration of 10 pug/mL of
ketorolac, using ketorolac tromethamine reference substance, which is dissolved in
chromatographic grade methanol.

The mobile phase is a mixture of methanol with acidified water in a ratio of 60%: 40%
v/v. The acidified water is prepared by the dilution of 5.6 mL of 88% formic acid and
brought to 1000 mL capacity with Milli-Q water.

Validation of the methodology and analysis of the samples were carried out under the
following chromatographic conditions: the column used is an Agilent® Zorbax SB C8
brand of 250 x 4.6 mm with a particle size of 5 ym; flow velocity of 1.0 mL/min; the

injection volume of 20 uL at a wavelength for detection of 318 nm.

The samples from the hospital treatment plant were extracted by SPE, the cartridges
were previously conditioned with 5 mL of methanol chromatographic grade and later
with 5 mL of Milli-Q water. The extraction was carried out to 250 mL of residual water,
at the end a wash was performed with 10 mL of Milli-Q water. The elution of the
sample was performed with 5 mL of methanol chromatographic grade. This solution
was injected into the liquid chromatograph under the above described conditions and
quantified by comparing the external standard of 10 pg/mL of ketorolac.

2.2.2 Ketorolac determination in aqueous solution.

The reference solutions and samples used are of a concentration of 50 pg/mL of
ketorolac, using ketorolac tromethamine reference substance, which is dissolved in
Milli-Q water.

The mobile phase is a mixture of methanol with acidified water in a 50%: 50% v/v
ratio. The acidified water is prepared by the dilution of 5.6 mL of 88% formic acid and
brought to 1000 mL capacity with Milli-Q water.
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Validation of the methodology and analysis of the samples were carried out under the
following chromatographic conditions: the column used is an Agilent® Zorbax SB C8
brand of 250 x 4.6 mm with a particle size of 5 ym; flow rate of 1.5 mL/min; the

injection volume of 20uL at a wavelength for detection of 323 nm.
2.2.3 Validation of the analytical method.

The analytical methodologies were validated based on the guide for the validation of
analytical methods of the International Conference on Harmonization (ICH)
determining the parameters of specificity, suitability, system accuracy, system
linearity, method linearity, repeatibility, detection and quantification limits [8].

The evaluation of the specificity was carried out by means of the injection, under the
previously described conditions, from different samples that could interfere with the
ketorolac analytical signal. These injected samples belong to a target, reference
solution and forced degradations by stress conditions of the reference solutions (acid,
basic and photolytic degradation).

A six-fold injection of a ketorolac reference solution determined the suitability of the
system. The calculation of the chromatographic parameters was performed using the
Breeze® liquid chromatograph software.

The determination of linearity of the system was performed by analyzing 8 levels of
ketorolac reference concentration (by triplicate), corresponding to 10% to 400% of the
working concentration (10 pg/mL for the residual water quantification and 50 pg/mL
for determination of photolytic degradation). The slope, ordered to the origin,
coefficient of determination by linear regression was calculated; In addition to the
calculation of confidence interval for the slope (ICg.).

The precision parameter was performed at three levels: system, repeatability and
intermediate accuracy. The evaluation of the precision of the system was carried out
by the injection of 6 reference solutions of ketorolac at work concentration, coming
from the same stock; calculating the average, standard deviation and coefficient of
variation.
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The determination of the repeatability was performed by independently preparing a
six-fold solution of ketorolac at the working concentration, for its subsequent
quantification with the comparison with an external standard, determining the
percentage of recovery, the average recovery rate of the six solutions, as well as
standard deviation and coefficient of variation.

Intermediate precision was evaluated by quantifying 3 samples containing the
working concentration, the analysis was carried out by 2 analysts on two different
days (n = 12). The average of recovery, standard deviation and coefficient of variation
was obtained.

Accuracy was determined by calculating the recovery of three levels of ketorolac in
triplicate (n = 9), quantification using an external standard, obtaining the recovery of
each of the samples, the mean recovery, the standard deviation, coefficient of

variation and confidence interval for the mean (IC,).

The limits of detection and quantification were determined by performing a calibration
curve at three levels of concentration. Subsequently, the slope, ordered to the origin,
standard deviation of the regression and coefficient of determination were calculated,
all by linear regression.

2.2.4 Quantification of wastewater samples from the treatment plant

The samples were taken in a timely manner from a wastewater treatment plant of a
hospital located in the city of Toluca, in the state of Mexico, Mexico. The samples
were refrigerated immediately after being taken for further processing by SPE using
the methodology indicated above.

2.3 Photolytic degradation kinetics

The system for the determination of degradation kinetics consits mainly of the
following components: a quartz cell placed on a stirring grid that contains the sample
and allows the flow of radiation, a recirculating water bath kept the cell at a constant

temperature, and the source of UV radiation from a mercury lamp at 254 nm. These
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components were inside a glass tank lined with black polyethylene that prevents

reflectionof the radiation. Figure 2 shows the scheme for the photolytic degradation.

ity
N .
El .
' d

N

Figure 2: Photolytic degradation system. a) water, b) radiation source, ¢) container, d)
agitation plate e) and f) in and off recirculation water, g) reaction cell

For the experimentation, 100 mL of a solution of ketorolac in water with a
concentration of 50 pyg/mL (2.0 x 10 mol/L approx.) were placed inside the reaction
cell and initiating the radiation, keeping the temperature of the cell at 18 ° C. Samples
of 2 mL of the ketorolac solution were taken at different times. Subsequently, each
sample was placed inside vials for analysis by HPLC under the conditions described
above. This methodology was carried out in triplicate for each of the radiations.

3. Results and discussion

3.1 Analytical method validation for the quantification of ketorolac and its degradation

products.

The specificity of the analytical methodologies was demonstrated by the
chromatograms obtained from the individual injection of different and possible
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components of the real sample, due to the fact that degradation products were not
available in pure way, forced degradations were carried out on a solution of reference
substance of ketorolac. In Figure 3 and Figure 4 the chromatograms obtained for the
determination of degradation products can be observed. In the case of the
methodology for the quantification of ketorolac in wastewater, the chromatograms are
shown in Figure 5 and Figure 6.
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Figure 3: Chromatogram for the reference solution of ketorolac.
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Figure 4: Chromatogram for the photolytic degradation of ketorolac and its degradation
products.
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Figure 5: Chromatogram for the reference solution of ketorolac in wastewater
determination.
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Figure 6: Chromatogram for the sample wastewater hospital treatment plant.

During the determination of the suitability of the system, a six-fold reference solution
was injected under the described conditions, checking the retention time, area under
the curve, theoretical plates, capacity factor and collection factor. Table 1 shows the
results obtained in the test for the two methodologies.
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Table 1: Suitability results for the system.

KETOROLAC AND
PARAMETER }\(I\FJ;DTRE?I\II-:'?EI: DEGRADATION
PRODUCTS
Retention time
8.7 min 14.1 min
(Rt)
Peak area 973919.0 2888463.2
Teorical Plates
6830.1 11096.6
(N)
Capacity Factor
3.9 6.8
(K’)
Tailing
11 1.0
(T)

The results obtained in the precision parameter for quantification of ketorolac in
residual water are shown in Table 2.

Table 2. Precision results for ketorolac in wastewater.

PRECISION
Precision of the i .
system Repeatibility Inter-day precision
n=6 n=6 n=12
AVERAGE 956364.8 99.8 99.8
STANDARD

DESVIATION 7733.2 0.7 1.8
RSD % 0.8 0.7 1.8

STADISTIC T ¢95 - 2.571 -
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- 100.6 -
IC
- 99.1 -

The results obtained in the precision parameter for quantification of ketorolac and
degradation products are shown in Table 3.

Table 3. Precision results for ketorolac and its degradation products.

PRECISION
Precision of the i . .
system Repeatibility Inter-day precision
n=6 n=6 n=12
AVERAGE 2911596.8 101.1 100.1
STANDARD
DESVIATION 41727 1 1.0 0.9
RSD % 1.4 1.0 0.9
STADISTIC T (95 - 2.571 -
- 102.17 -
IC

- 100.01 -

The linearity was evaluated at 8 levels of concentration and in the two methodologies
with a coefficient of determination> 0.98. Table 4 shows the results obtained for the
linearity of the system.
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Tabl

e 4. Linearity results for the system.

KETOROLAC AND
PARAMETER 'GVE;;)TRI’E?A','AASE': DEGRADATION
PRODUCTS
SLOPE 96078.6 61337.7
ORIGIN -21767.2 - 29360.2
RANGE 2.07-415 5.05—107.8
r? 0.9970 0.9986
IC (Bo) 93773.5 - 98383.7 60356.8 — 62318.6

Figure 7 and Figure 8 show the graphs concentration vs. area under the curve for the

line

arity of the system.
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Figure 7: Linearity determination of ketorolac in wastewater.
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Figure 8: Linearity of ketorolac degradation products.

The accuracy of the method was determined by quantifying added water with an
exact amount of ketorolac at three concentration levels, by triplicate each.

In the case of the determination of ketorolac in residual water, the levels of 40%,
100% and 400% were evaluated. The results are shown in Table 5, in all samples
analyzed, a recovery between 98.0% and 102.5% is obtained, obtaining a global
average (n =9) 100.0%, with a coefficient of variation of 1.8%.

Table 5. Accuracy results for ketorolac in wastewater.

o Global sD RSD%
Level ° Average SD RSD% average Global
Recovery n=9
n=9 n=9
100.7
40% 102.1 101.8 0.9 0.9
100.0 1.8 1.8
102.5

100% 98.4 98.9 1.2 1.2
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100.2

98.0

101.4

400% 98.3 99.4 1.7 1.8

98.5

Graphing the data added quantity vs quantity recovered, gives a coefficient of
determination of 0.999, slope of 0.9931 and the ordinate to the origin passes through
zero. (Figure 9).
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Figure 9: Accuracy for ketorolac in wastewater.

The accuracy results obtained for ketorolac and degradation products are shown in
Table 6, all recovery results are between 98.0% and 101.2%, with a global mean (n =
9) of 99.8% and a coefficient of variation of 1.1%. By plotting the added concentration
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versus concentration recovered (Figure 10) a coefficient of determination () of
0.9993 was obtained; a slope of 0.9973 and an ordinate to the origin near zero.

Table 6: Accuracy results for ketorolac in the degradation products.

o Global sD RSD%
Level ° Average SD RSD% average Global
Recovery n=9 n=9 =

101.0
40% 99.5 100.4 0.8 0.8

100.7

98.5
100% 100.8 99.1 1.5 1.5 99.8 1.1 1.1

98.0

99.3
400% 99.6 100.0 1.0 1.0

101.2
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y =0.9973x + 0.0154

60.00000 - R? = 0.99933
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Figure 10: Accuracy for ketorolac in the degradation products.
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The limit of detection and quantification for both methodologies was determined by

analyzing a standard curve at low concentration levels.

For the quantification of ketorolac in residual water the limit of detection and
quantification were 0.00934 pg/mL and 0.02832 pg/mL respectively, and an r* of

0.998. The calibration curve obtained during the determination is shown in Figure 11.
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Figure 11: LOD and LOQ for ketorolac in wastewater.

Figure 12 shows the curve obtained for the limit of detection and quantification in the
methodology for the determination of ketorolac in the presence of its degradation
products, which obtained a coefficient of determination of 0.99998. The calculated
limit of detection was 0.00283 pg/mL, while the quantification limit was 0.00859
ug/mL.
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Figure 12: LOD and LOQ for ketorolac the degradation products.

3.2 Quantification of ketorolac in waste water from a hospital treatment plant

The results obtained by high-resolution liquid chromatography on samples obtained

from the effluent from a hospital waste water treatment plant located in the city of

Toluca, State of Mexico, Mexico, are shown in Table 7, each sample was analyzed by

triplicate.

Table 7: Quantification results for ketorolac samples in wastewater.

CONC.

AVERAGE

SAMPLE AVERAGE DS RSD% GLOBAL T:qu
(ng/L) (n-=9) 9
M1_1 0.2109
M1_2 0.2424 0.2258 0.016 7.0
M1_3 0.2242
M2_1 0.2590
02117 22.3

M2 2 0.2667 0.2559 0.013 50
M2 3 0.2419
M3_1 0.1658

0.1534 0.014 9.4
M3_2 0.1376
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M3_3 0.1568

3.3 Photolytic degradation kinetics

The results obtained by the high-resolution liquid chromatography analysis on the
samples generated in photolytic degradation with UV radiation are shown in Table 8.

Table 8: Degradation results for ketorolac with ultraviolet radiation.

SAMPLE 1 SAMPLE 2 SAMPLE 3
TIME (h) KETOROLAC KETOROLAC KETOROLAC
mol/L mol/L mol/L

0 0.0001997875 0.0001997875 0.0001932206
0.5 0.0002023158 0.0002009421 0.0001949987
1 0.0002029341 0.0002005465 0.0001943721
3 0.0002083404 0.0001981625 0.0001913357
4 0.0002037832 0.0001924920 0.0001882330
5 0.0002009338 0.0001825738 0.0001775599
6 0.0002066012 0.0001646013 0.0001573098
7 0.0001835656 0.0001230821 0.0001170299
8 0.0001611106 0.0001001495 0.0000955237
9 0.0001383091 0.0000897662 0.0000864861
22 0.0000135506 0.0000051354 0.0000045894
25 0.0000097583 0.0000024875 0.0000023666
47 0.0000007281 0.0000004353 0.0000004399

These results concentration (mol/L) with respect to time (h) can be observed in Figure

13.

Determinacion de ketorolaco en el efluente de una planta tratadora hospitalaria por medio de muestreo pasivo



0.00025

0.00020

0.00015

0.00010

Concentration (Mol/L)

0.00005

0.00000

Figure 13: Kinetics degradation of ketorolac with ultra-violet radiation.
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With the data obtained in Table 8, calculations were made for the determination of the
order of reaction according to the equations indicated by Fogler. Each of the reaction
orders was determined slope, ordered to the origin and coefficient of determination
(r2). The results are shown in Table 9.

Table 9: Determination of the degradation reaction order of ketorolac with ultraviolet radiation.

Order zero First Order Second Order Third Order

r 0.79859 0.96387 0.79912 0.69190
Slope -5.3194E-06 0.145164843 36424.29224 70745005450
Origin 0.00018896 -0.41326464 -191771.8568  -4.20727E+11
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As can be seen in Table 9, the order of reaction 1 or first order has the highest
determination coefficient with respect to the others, doing a study of residuals it is

observed that there is no marked tendency.

Figure 14 shows the first order kinetics, as mentioned above, this is the model that
best fits the data obtained by both coefficient of determination and study of residuals.
The plot of residuals for the first-order kinetics for UV photolytic degradation of

ketorolac is shown in Figure 15.
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Figure 14: First order kinetic degradation of ketorolac using UV radiation.
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Figure 15: First order residuals analysis.

The results obtained during the validation process show that there are two
methodologies, one for the quantification of ketorolac in residual water and the
second, for the quantification of ketorolac and the presence of its photolytic
degradation products, which are accurate and precise, with a limit of detection and
quantification low enough to be able to identify and quantify the samples from hospital

wastewater that were analyzed.

As can be observed in the chromatograms obtained in the specificity tests, there is no
interference by the matrix or degradation products in the quantification of ketorolac,
this can be due to two causes, the first, that there is a good separation between the
ketorolac peak and the other components of the sample due to a good selection of
the chromatographic conditions and the second, is the working wavelength in the
detector, since while most organic compounds have their maximum absorption in the
region of the spectrum of 200 nm to about 260 nm, the ketorolac under these working
conditions had its maximum at 323 nm and 318 nm respectively.

The quantification of samples obtained from the effluent from the waste water
treatment plant from a hospital, after being treated by SPE, obtained an average
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concentration of 0.2117 ug/L, with a CV of 22.3%, which can be considered high, May
be due to the type of point sampling and the treatment that was performed, which

causes a wide variation.

The results of quantification of ketorolac in waste water shows that it can be used for
this purpose, it is true that liquid chromatography coupled to mass spectrometry
detectors systems are the most used for this type of application because of their
greater sensitivity and more specialized handling, nevertheless it represents higher
costs. That is why, the methodology proposed in this research uses a
spectrophotometry detector which is cheaper and widely used; with the results
obtained the samples can be considered as an option in the quantification of traces of

ketorolac in residual water.

When the data obtained during photolytic degradation with UV radiation was
determined, it was determined that this kinetics is of the first order, so that the data
conform to Equation 1 [9], since a correlation coefficient greater than 0.98 and in
addition to the fact that the study of residuals does not indicate that there is a trend in

error:

In—=kt Equation 1

By deducing from the above equation we can obtain the average life time for UV
radiation which is 4.8 hours

1n-Lo_
Ci/2 Equation 2

2 = K
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Conclusions

Two analytical methodologies were obtained for the quantification of ketorolac, the
first for its quantification in residual water and the second for the determination of its
photolytic degradation products, in both cases it is guaranteed that the results
obtained by these methodologies are reliable because they comply completely with
the validation parameters studied.

The quantification of ketorolac in residual water of a wastewater treatment plant of a
hospital located in the city of Toluca, Mexico, was carried out, resulting in an average

concentration of 0.2117 ng/L.

Photolytic degradation kinetics studies for ketorolac show that it is first order with a
half-life of 4.8 hours for degradation with UV radiation.
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ANEXO B. Formulas para la determinacion de parametros cromatograficos.
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Tiempo de Retencion (tr): es el lapso de tiempo entre la inyeccion de la muestra y la maxima

respuesta del pico eluido. (The United States Pharmacopeial Convention, 2014)
Tiempo Muerto (tum): es el tiempo requerido para la elucion de los compuestos no retenidos.

Volumen Muerto (Vy): es el volumen de fase movil requerida para la elucion de los
compuestos no retenidos y se calcula a partir del tiempo muerto (t,) y de la velocidad de flujo

(F):
Vo =ty X F

Numero de Platos Tedricos (N): es la medida de la eficiencia de la columna.

tr
N =16 <—)
A"

Retencion Relativa (r): es la proporcion del tiempo de retencion ajustado de un compuesto

2

respecto a otro usado como referencia obtenidos bajo las mismas condiciones:

tr2 =t
r=—————

tR1 tm

Retencion Relativa (TRR): es la proporcion del tiempo de retencion sin ser ajustado de un

compuesto respecto a otro usado como referencia obtenidos bajo las mismas condiciones:
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t
TRR = 2

tr1
Factor de Capacidad (K’): También se conoce como factor de retencion y se define como la
cantidad de sustancia que se encuentra en la fase estacionaria entre la cantidad de sustancia

que se encuentra en la fase movil, y se calcula como:

(tr — tm)
ty

K' =

Resolucion (Rs): es la separacion que hay entre dos componentes en una mezcla.

_ 2(tgz — try)
s W, + W,

Selectividad (a): o factor de separacion es la retencion relativa entre dos picos adyacentes.

Factor de Coleo (As): o también conocido como factor de asimetria o coleo de pico se calcula

mediante la siguiente formula:

WO.OS

A=

2f
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ANEXO C. Formulas utilizadas para la determinacion de parametros estadisticos .

Media Aritmética:

<>

Il
™
=S

Desviacion Estandar
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S
CV = - 100
y

Intervalo de Confianza para la Media Poblacional
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IChy = Y £ toors, n—1\/_ﬁ

Pendiente

b — nyxy— XxXy
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Ordenada al Origen

_Xy— b Xx
by = ——
n
Coeficiente de Determinacion
2
5 (nCxy) - C0Cy)
r

T () - C0DnEyD) - Ty

Intervalo de Confianza para la Pendiente

IC(By) = by £to975 n—2Sp1

Sp1 = y/x

y/x = n—2

s ijz—bley—boZy

Intervalo de Confianza para la Ordenada al Origen

IC(Bo) = bg % to975 n-25m0
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UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL ESTADO DE MEXICO FACULTAD DE QUIMICA
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Coeficiente de Variacion de la Regresion

S
CVy = 22X 100
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