UNIVERSIDAD ESTATAL AMAZONICA
DEPARTAMENTO DE CIENCIAS DE LA VIDA

NOMBRE DE LA CARRERA
INGENIERIA AMBIENTAL

DENOMINACION DEL TITULO A OBTENER
INGENIERO AMBIENTAL

TITULO DEL PROYECTO DE INVESTIGACION

ANALISIS DE CONTAMINANTES EMERGENTES EN LAS
AGUAS RESIDUALES DEL HOSPITAL BASICO DEL PUYO,
IESS.

EDWIN JOFFRE BUENANO NAULA
OSCAR ANDRES CEVALLOS FREIRE
AUTORES

PHD. LUIS RAMON BRAVO SANCHEZ
DIRECTOR DEL PROYECTO

PUYO-ECUADOR
2018



AGRADECIMIENTO

A Dios por la vida, salud y sabiduria que me ha brindado para superar todas pruebas y
obstaculos que se presentaron a lo largo de esta vida estudiantil, por conducirme por el
camino de la felicidad.

A toda mi Familia en especial a mis Padres y Hermana Alexandra B. por su invaluable e
incondicional apoyo tanto emocional como econémico. Porque en los buenos y malos
momentos siempre estaban a mi lado. Porque sin su ayuda no hubiese sido posible este logro.
Gracias fiafia, gracias papa y mama, gracias familia, los amo.

A mis dos grandes amores que Dios me permitido tener, mi compafera incondicional
Jacqueline Moposita y a mi hija Noemi Buenafio, gracias por estar a mi lado, siendo una
razén de lucha, perseverancia, optimismo para conseguir este logro.

A los Docentes de la Universidad Estatal Amazonica, por brindarme y transmitirme los
conocimientos y experiencias que me han permitido construir mi perfil profesional.

A mi tutor, por darme la oportunidad de ser dirigido y orientado en este proyecto de
investigacion y desarrollo, con el cual he adquirido un gran conocimiento. Por brindarme su
apoyo, amistad, confianza durante el periodo investigativo. Por ello, Gracias PhD. Luis
Bravo.

A la Universidad Estatal Amazonica y a la Universidad Técnica de Manabi por brindarme
la facilidad de realizar los analisis en sus laboratorios, lo cual permitié obtener resultados
optimos y eficaces para poder concluir la investigacion.

Edwin Joffre Buenafio N.

Agradezco a Dios en primer lugar por alentar y consolar mi alma durante todo este proceso
de aprendizaje

A mi esposa por ser mi ayuda idénea en todo momento brinddndome apoyo en momentos
buenos y malos.

A mi Madre y familia que han brindado amor y buenos consejos para la mejor toma de
decisiones.

A la Universidad Estatal Amazonica por la oportunidad de pertenecer a ella y a todos sus
docentes que compartieron sus conocimientos con la finalidad de formarnos como
ingenieros.

Al Dr. Luis Bravo por aceptar ser nuestro tutor y tener la paciencia para guiarnos hacia la
culminacion de este proyecto.

A la Universidad Técnica de Manabi por la ayuda desinteresada en la obtencidn de datos la
cual ayudo a la conclusién de nuestra investigacion.

Oscar Andrés Cevallos F.



DEDICATORIA

A Dios por darle sentido a mi vida, darme fuerzas y voluntad para terminar mis estudios con
éxito.

A Angelita Naula mi Mami, por su gran amor, paciencia, apoyo incondicional, por la
confianza puesta en mi. Por su orientacion en las cosas que demanda Dios, por sus oraciones
que me dieron paz.

A Edwin Buenafio mi Papi, por los buenos consejos, por su ensefianza, por su apoyo
incondicional, por creer en mi y ser paciente en todo momento.

A mi hermana Alexandra Buenafio, por su carifio, por tener confianza en mi, porque su apoyo
fue pieza clave por la cual pude culminar mis estudios.

A mis hermanos Stalin Buenafio y Valeria Buenafio, por su confianza y carifio, por el &nimo
brindado en todo momento, por sus buenos consejos.

A Jacqueline Moposita y Noemi Buenafio, por su carifio y apoyo incondicional. Por ser una
parte importante de mi vida, por estar a mi lado en todo momento, porque las amo
demasiado.

Edwin Joffre Buenario N.

A Dios por guardar, guiar y sustentar mi vida en todo momento dandome sabiduria y
paciencia para lograr terminar este proyecto como estudiante.

A mi esposa y ayuda idénea Daniela Llori y mi hijo Josué Benjamin, la bendicion preciosa
que Dios nos ha dado.

A mi Madre Silvia Freire por dar todo su amor, tiempo y fuerzas con la finalidad de ver a
sus hijos buscando de Dios y formados profesionalmente.

A mi familia por incentivarme a seguir adelante en todos los proyectos en los cuales me he
encontrado.

A mi Padre Miguel Cevallos por darme su tiempo y su amor en todo momento.

Oscar Andrés Cevallos F.



RESUMEN

Se revisaron los medicamentos mas consumidos en el Hospital del IESS del Puyo en el
periodo de septiembre a noviembre de 2017. Se valoro la posible incidencia de este consumo
en la contaminacion de las aguas residuales, a la salida de la planta de tratamiento, de
aquellos que pueden ocasionar un impacto ambiental; tal fue el caso del antihistaminico
loratadina y los analgésicos antipiréticos antiinflamatorios no esteroideos (AINES):
diclofenaco, paracetamol, ibuprofeno y ketorolaco. Se desarrollaron dos métodos analiticos
de cromatografia liquida de alta eficacia, uno de ellos para la cuantificacion simultanea de
los AINEs, y el otro para cuantificar loratadina en las aguas residuales hospitalarias. Ambos
métodos de andlisis cromatografico permitieron la cuantificacion confiable de los cinco
contaminantes emergentes, segun el procedimiento de validacion llevado a cabo sobre la
base de los principales pardmetros de desempefio analitico. No se encontraron niveles
detectables de loratadina en las aguas residuales hospitalarias debido a su menor consumo y
poca residualidad, ademas de su facilidad de degradacion, anteriormente descrita, en medios
acuosos. El contaminante emergente paracetamol fue determinado en las aguas residuales
hospitalarias en concentraciones no peligrosas debido a la eficacia evidenciada del
tratamiento convencional practicado y a su inestabilidad quimica comprobada. Los residuos
de los farmacos diclofenaco, ibuprofeno y ketorolaco no sufrieron degradacion al ser
sometidos al tratamiento convencional de las aguas residuales y son vertidos en
concentraciones que pueden producir un impacto ambiental negativo.

Palabras clave: contaminantes emergentes, aguas residuales, cromatografia liquida



ABSTRACT

The most consumed medications at the IESS Hospital, Puyo from September to November
2017 were reviewed. The potential influence in the contamination of the wastewaters of
those drugs that can cause an environmental impact was evaluated; such was the case with
the antihistaminic loratadine and non-steroidal anti-inflammatory analgesics (NSAIDs):
diclofenac, paracetamol, ibuprofen and ketorolac. Two high-performance liquid
chromatographic analytical techniques were developed, one for the simultaneous
quantification of NSAIDs, and the other for loratadine. The two chromatographic methods
of analysis developed allowed the reliable quantification of the five emerging contaminants,
according to the validation procedure carried out, based on the main performance
characteristics. Non-detectable levels of loratadine were found in the hospital wastewater
due to its lower consumption, the small amounts of residues, and its previously described
fast degradation, in aqueous media. The emerging contaminant paracetamol was found in
hospital wastewater in non-hazardous concentrations due to the demonstrated efficacy of the
conventional treatment accomplished and its well-known chemical non-stability. The
residues of the drugs diclofenac, ibuprofen and ketorolac did not suffer degradation while
they were subjected to conventional treatment of wastewater and they were released in
concentrations that could cause a negative environmental impact.

Key words: emerging contaminants, wastewaters, liquid chromatography
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CAPITULO I: INTRODUCCION.
1.1INTRODUCCION

En un informe de la Organizacion de Naciones Unidas (ONU) se indica que la poblacién
mundial crecié a 7.433 millones (1,1%) en el afio 2016, en comparacion con los 7.349
millones de habitantes que se registro el 2015 (INFOBAE, 2016).

El 70% del llamado “Planeta Azul” esta cubierto por agua; del total de agua, 1.386
millones de kilbmetros cubicos, aproximadamente el 97,5% es agua salada y solo el
2,5% es agua dulce. Del total de agua dulce un 68,7% esta en los glaciares y la nieve, y
un 30% esta en el suelo. Las fuentes superficiales de agua dulce, como lagos y rios,
solamente corresponden a unos 93.100 kilémetros cubicos, lo que representa una
fraccion de 1/150 del total de agua y son estas la que abastecen diariamente a la
humanidad del preciado liquido (Planeta Azul, 2017).

En Ecuador la poblacién alcanzé en el afio 2016 la cifra de 16°528.730 habitantes, que
en el 2017 subié a 16°776.977; para el 2018 se prevé que alcance los 17°023.408
habitantes. La edad promedio de la poblacion es de 27 afios, y la esperanza de vida
alcanza los 76,5 afos, lo cual determina un crecimiento generoso. Al crecer el segmento
poblacional méas envejecido, debe brindarse mayor atencién a las enfermedades crénicas
de la edad, tales como la diabetes que, junto a la hipertensién arterial, pueden tratarse
con medicacion adecuada. De ahi la necesidad de que los servicios médicos del Instituto
Ecuatoriano de Seguridad Social (IESS) estén dotados de suficiente presupuesto anual
(Ortiz, 2017).

El territorio nacional se divide en 31 Sistemas Hidrograficos, conformados por 79
cuencas. Los aportes totales a la red hidrografica nacional, con un error probable del
30%, son de 110 billones de m® por afio en la vertiente del Océano Pacifico y de 290
billones de m3 por afio en la vertiente Amazoénica (Galarza, 2004).

Casi todos los rios del pais cercanos a las areas urbanas tienen altos niveles de
coliformes, nitrégeno y fésforo, y poseen valores elevados de demanda quimica y
biologica de oxigeno (DQO y DBO). Si bien los estudios realizados son aun escasos,
confirman la utilizacién de numerosos pesticidas en la agricultura (algunos de ellos de
prohibida importacién). Sin embargo, la contaminacion de origen petrolero es quiza la
de origen industrial mas importante en el pais; valores a corto plazo mas obvios hacen

que los ecosistemas acuaticos sean sacrificados en los rios y cuencas (Galarza, 2004).



Pastaza es la provincia mas grande del Ecuador, con alrededor de 29.800 Km? de
territorio y se encuentra enclavada en la exuberante Selva Amazodnica; es una provincia
rica a nivel cultural, con siete nacionalidades indigenas que la habitan junto con la
poblacion mestiza (Pastaza.com, 2015) Segun el Instituto Nacional de Estadistica y Censos
(INEC), la poblacién en Pastaza es de 83.933 habitantes y representa el 0,58% de la
poblacion ecuatoriana. La Provincia ha tenido un incremento poblacional de 2.000 personas
al afio segun los resultados del censo de 2001 y 2010 y cuenta con tres hospitales que dan
atencion de segundo nivel de complejidad, el Hospital General Puyo del Ministerio de Salud
Publica (MSP), el Hospital IESS Puyo que cuenta con dos Prestadores Externos: La Clinica
de Otorrinolaringologia y la Clinica Odontoldgica Metropolitana, y el Hospital Bésico 17
Pastaza (IESS, 2014).

Los hospitales, junto a sus funciones beneficiosas, provocan efectos no deseables que
en términos muy amplios se pudieran denominar contaminacion hospitalaria. Este
término de contaminacion puede referirse tanto a la ejercida a nivel interno, sobre los
propios trabajadores y pacientes, como hacia el ambiente exterior (TN Relaciones,
2016).

Es importante destacar que el agua para el consumo humano, aunque parezca limpia y
cristalina, no siempre estd libre de impurezas; existen los llamados contaminantes
emergentes, cuya presencia en el ambiente se considera imperceptible, por lo que pasan
inadvertidos y no estan reconocidos como tales. De todos los contaminantes emergentes,
los que posiblemente provocan mayor preocupacion en los ultimos afios son los residuos
de farmacos presentes en las aguas vertidas por instituciones hospitalarias y en las aguas
servidas de las ciudades (FVS, 2016).

La contaminacion por farmacos en cada pais estda intimamente relacionada con los
indices de venta y consumo de medicamentos y en Ecuador aun se dan los primeros
pasos en cuanto a deteccion y eliminacién de contaminantes emergentes en aguas
residuales (TEKNIKER , 2010).

1.2 PROBLEMA DE INVESTIGACION. -

En Ecuador, como en los llamados paises en vias de desarrollo, la situacion ambiental
se considera alarmante y asi lo demuestran los indicadores como la pérdida de la
biodiversidad, la creciente contaminacion de aire, agua y suelo, asi como el deficiente

manejo de desechos y aguas residuales.



Segun la OMS (2017), la salud ambiental esta relacionada con todos los factores fisicos,
quimicos y biologicos externos de una persona. Es decir, que engloba factores
ambientales que podrian incidir en la salud y se basa en la prevenciéon de las
enfermedades y en la creacion de ambientes saludables.

El término de contaminantes emergentes (CE) generalmente se utiliza para referirse a
compuestos de distinto origen y naturaleza quimica, cuya presencia en el ambiente no
se considera significativa en términos de distribucion o concentracion, por lo que pasan
inadvertidos; no obstante, en la actualidad estan siendo ampliamente investigados a
nivel mundial pues tienen el potencial de acarrear un impacto ecoldgico negativo, asi
como efectos adversos sobre la salud, debidos a la persistencia y poder de acumulacion
de muchos de ellos (Gil, Soto, Usma , & Gutierrez, 2012).

Para poder afrontar esta problematica es necesario, en primer lugar, desarrollar técnicas
de analisis, con adecuados pardmetros de desempefio, que aseguren la realizacion de un
diagnostico certero de los niveles de contaminacion en las masas de agua. Esto seria un
paso previo para la prevencion, en primer lugar, de la emision de sustancias
contaminantes emergentes al ambiente acuatico, a través de los efluentes de las plantas
de tratamiento de aguas residuales y en segundo lugar, deja clara la necesidad en muchos
casos de realizar posteriores tratamientos no convencionales a estas aguas (AWARE,
2016).

1.3 FORMULACION DEL PROBLEMA. -

El aumento de la demanda de salud y la atencion hospitalaria en la provincia de Pastaza
ha producido un incremento del consumo de medicamentos, principalmente analgésicos,
antiinflamatorios no esteroideos y antihistaminicos, cuyos residuos se pueden encontrar
como contaminantes emergentes en las aguas procedentes de las instituciones de salud,
como el hospital del IESS; sin embargo, no se conocen sus niveles de concentracion en

las aguas residuales vertidas luego del tratamiento convencional practicado.

1.4 HIPOTESIS. -

Mediante el analisis de las aguas residuales, tanto a la entrada como a la salida de la
planta de tratamiento del hospital del IESS de la ciudad de Puyo, sera posible determinar
la presencia y cantidad de contaminantes emergentes vertidos hacia el alcantarillado

publico.



1.50BJETIVOS
1.5.1 OBJETIVO GENERAL. -

Evaluar la presencia y cantidad de los contaminantes emergentes mas frecuentes en las

aguas residuales del Hospital Basico del IESS en Puyo, Pastaza.
1.5.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS. -

- Identificar, dentro del Hospital Basico del Puyo IESS, los medicamentos mas utilizados,
cuyos residuos en las aguas de vertido pueden tener un impacto ambiental negativo.

- Desarrollar y validar técnicas analiticas para la deteccion y cuantificacion de los residuos
de los farmacos previamente identificados como peligrosos.

- Evaluar la presencia y concentracion de los farmacos que constituyen contaminantes
emergentes en las aguas residuales a la entrada y a la salida de la planta de tratamiento del

Hospital Basico del IESS en Puyo.



CAPITULO Il: FUNDAMENTACION TEORICA DE LA
INVESTIGACION

2.1 SITUACION DE LOS SERVICIOS MEDICOS Y HOSPITALARIOS
EN PASTAZA. DEMANDA DE MEDICAMENTOS Y AGUA.

La Provincia de Pastaza ha tenido un incremento poblacional en afos recientes de cerca de
2000 personas al afio (INEC, 2010). A nivel provincial existen tres hospitales: el Hospital
General Puyo del MSP, el Hospital IESS y el Hospital Bésico 17 de Pastaza. Ademas, en el
Canton Pastaza se registran los Centros de Salud Urbano de Puyo, El Dorado y Mariscal,
pertenecientes al MSP. En el area privada se cuenta con dos Clinicas: Clinica Pastaza, en el
area de Ginecoobstetricia y la Clinica Santa Marianita, en el area de Cirugia General. Se
tienen Centros Médicos pertenecientes a los Gobiernos autbnomos Municipal y Provincial,
el Centro Médico del Vicariato Apostélico de Puyo, 20 consultorios médicos independientes
y cerca de 15 Consultorios Odontologicos (IESS, 2014).

El Hospital Basico del IESS en Puyo brinda atencion médica en cuatro Especialidades
Bésicas: Pediatria, Medicina Interna, Ginecoobstetricia y Cirugia General. Posee, ademas,
una Subespecialidad en Traumatologia, asi como Medicina General, Medicina Familiar y
Preventiva con atencion mediante visita domiciliaria y Nutricion y Dietética. La institucion
dispone de Auxiliares de Diagnostico como Laboratorio Clinico e Imagen (Rayos X y
Ecosonografia), Servicios complementarios: Fisioterapia y Rehabilitacién, Ambulancia,
Farmacia, Servicio de Emergencia las 24 horas, y da cobertura a la poblacién de los cuatro
cantones de la Provincia: Pastaza, Mera, Santa Clara y Arajuno; adicionalmente, asegura que
moradores de las provincias de Morona Santiago, Napo, Tungurahua, Sucumbios y Orellana
acudan por atencion, en menor proporcion (IESS, 2014).

El Hospital IESS Puyo, con una poblacion de beneficiarios de alrededor de 58 000
personas; mantiene una capacidad instalada de 26 camas para hospitalizacién; atencion
en Emergencia a 99 pacientes por dia en Consulta Externa, con un limite maximo de
atencion de 246 pacientes cada dia; el promedio de atencion diaria en este servicio es
aproximadamente de 237 pacientes. Se realizan alrededor de 71 cirugias mensuales
(IESS, 2014).

Segun la OMS (2007) dentro de los medicamentos esenciales més utilizados en la
categoria de antibacterianos estan: amoxicilina + &acido clavulanico, ampicilina,
dicloxicilina, imipenem + cilastatina, bencilpenicilina benzatina, metronidazol y

gentamicina y en cuanto a los analgésicos y antiinflamatorios no esteroideos estan:
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ibuprofeno, acido acetilsalicilico, paracetamol y diclofenaco. Cabe esperar, entonces
una incidencia importante de dichos farmacos en el contexto de esta investigacion.

Por otra parte, los hospitales requieren para su funcionamiento una gran cantidad de
agua por dia, dependiendo de las actividades que cada uno desarrolla. Los factores a
tener en cuenta son: nimero de camas, edad del hospital, accesibilidad al agua, servicios
generales presentes dentro de la estructura, nimero y tipo de personas a cargo y
unidades, politicas gerenciales de la institucion, politicas relativas al cuidado del medio
ambiente, factores climaticos, culturales y geograficos (Arias & Fonseca, 2011).

A nivel hospitalario, las aguas son empleadas como medio de eliminacion de desechos,
por lo que debe dedicarse una especial atencion a los niveles de productos con actividad
biol6gica conocida, que puedan generar un impacto ambiental indeseado. Esto

constituye la motivacion fundamental de esta investigacion.
2.2 LA CONTAMINACION AMBIENTAL Y LOS CONTAMINANTES
EMERGENTES.

La contaminacion consiste, basicamente, en la generacion y deposicion de residuos
hacia un medio determinado, por encima de la capacidad de este para eliminarlos. Por
lo tanto, para evaluar el nivel de contaminacion interesa, mas que el tipo productos que
se introducen, su cantidad y persistencia en el medio. La proliferacion de estos residuos
en el ambiente origina en ocasiones un desequilibrio grave en los ecosistemas, hasta el
punto de llegar a imposibilitar la vida de algunas especies. La contaminacién ambiental
incluye, naturalmente, al agua, el aire y el suelo (CANARINA, 2012) y puede constituir
un riesgo para la salud y calidad de vida de las personas, para la preservacion de la
naturaleza o para la conservacion del patrimonio ambiental (Gutiérrez, 2013).

La contaminacién antropogénica no es nueva: los seres humanos han contribuido a la carga
de contaminantes ambientales desde el mismo momento en el que aprendieron a controlar el
fuego y a fundir metales. Sin embargo, la naturaleza y distribucion de contaminantes en el
ambiente ha cambiado en la historia reciente, a medida que se han sintetizado nuevos
compuestos quimicos con actividad bioldgica (Davis, 2002).

Conjuntamente con el desarrollo industrial encaminado a la obtencion de sustancias
organicas completamente novedosas que se han utilizado como plaguicidas, medicamentos,
productos de limpieza o los retardantes de fuego, por solo mencionar algunos de los de mayor
impacto ambiental, se ha trabajado por la reduccion en la tasa de liberacion hacia el ambiente

de xenobidticos conocidos, mediante el procesamiento mejorado de aguas residuales.



Como consecuencia de estas acciones el ambiente puede parecer mas limpio, sin embargo,
muchos de los nuevos contaminantes han permanecido invisibles ya que se han presentado
historicamente solo a bajas concentraciones. Aunque los viejos contaminantes conocidos
claramente han provocado efectos adversos en la salud humana y en las poblaciones de vida
silvestre, el efecto de los nuevos contaminantes puede ser igualmente, o inclusive, méas
dafinos (Colborn, 1993).

El efecto toxico de las sustancias quimicas comienza a manifestarse después de haber sido
incorporadas a las plantas por medio de las raices o las hojas y a los animales, luego del
contacto con la piel o su incorporacion a través del sistema digestivo o respiratorio. Estas
sustancias 0 sus productos activos biotransformados son incorporadas a los fluidos
bioldgicos que los transfieren hasta su sitio de accion, mientras que una parte es
metabolizada y excretada o acumulada en el tejido adiposo.

Los organismos Vvivos en los ecosistemas son raramente afectados en forma aislada, pues los
contaminantes esparcidos dentro de ciertas areas afectan a varios individuos al mismo
tiempo. Estos efectos a nivel poblacional se manifiestan con el aumento de la mortalidad o
el decrecimiento de las tasas de reproduccion de ciertas especies, lo cual impacta en la
funcionalidad de ecosistema (Sanchez, 2011).

Cuando se emplea la denominacion de contaminantes emergentes, no se hace referencia a
los productos quimicos que, anterior a la década de los afios 90 del siglo pasado, eran
conocidos como contaminantes convencionales prioritarios, especialmente los pesticidas
altamente toxicos y cancerigenos, sino, se trata de otras sustancias que fueron menos
consideradas en este grupo y que incluyen los farmacos para uso humano y veterinario y los
productos para el cuidado personal. La presencia de residuos de farmacos en el ambiente se
ha hecho méas evidente a partir de la década mencionada y ya en el siglo XXI, debido a las
mejoras implementadas en los métodos instrumentales de andlisis quimico que han hecho
posible disminuir considerablemente los limites de deteccion (Enviroment, 2004).

Los contaminantes emergentes son compuestos de distinto origen y naturaleza quimica, cuya
presencia en el ambiente, o las posibles consecuencias de los mismos, han pasado
inadvertidas durante mucho tiempo y han causado problemas ambientales y de riesgo para
la salud y los ecosistemas. Estos compuestos se encuentran diseminados en el ambiente y se
han detectado en aguas superficiales y subterraneas e incluso en el agua potable (AINIA,
2013). Son compuestos de los que relativamente se conoce poco en cuanto a su presencia,
impacto y posible eliminacién de los cuerpos de agua; en la mayoria de los casos son

contaminantes no regulados, que pueden ser candidatos a regulacion futura, dependiendo de
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investigaciones sobre sus efectos potenciales en la salud y los datos de monitoreo con
respecto a su incidencia; por lo tanto, son sometidos constantemente a nuevas
investigaciones (Gil, Soto, Usma , & Gutierrez, 2012). Los contaminantes emergentes, aun
en concentraciones minimas, pueden tener efectos significativos para la salud humanay los
ecosistemas (MUGS , 2017).

Con el vertiginoso desarrollo de la industria farmacéutica, la introduccion al mercado de
nuevos productos farmacéuticos ha experimentado un crecimiento exponencial. Como
consecuencia, los farmacos y sus metabolitos son continuamente liberados al ambiente en
cantidades imprevisibles, ya sea como resultado de su fabricacion, uso (excrecion), desecho
por cese de la necesidad, rechazo por el paciente o caducidad. Otras posibles fuentes lo
constituyen los laboratorios ilegales que producen drogas ilicitas y que no tienen un sistema
de gestién de residuos (Narvaez & Jimenez, 2012).

Cabe mencionar algunos intentos de regulacion en este sentido; por ejemplo: la Unién
Europea (UE) ha incluido recientemente a tres farmacos: diclofenaco (AINE), 17a-
etinilestradiol (anticonceptivo oral) y 17b-estradiol (terapia de reemplazo hormonal), en una
"lista de observacion” para su posterior estudio. La UE ya exige que las empresas realicen

una evaluacion de riesgos ambientales para todos los medicamentos nuevos (Owens, 2015).
23 IMPACTO ECOLOGICO DE LOS COMPUESTOS
ORGANICOS EN LOS ECOSISTEMAS DE AGUA DULCE.

El impacto ecoldgico de los contaminantes organicos sobre los ecosistemas de agua
dulce ha atraido la atencién de muchos cientificos en el mundo, asi como de entidades
regulatorias y del publico en general en los Gltimos afios. Esto se debe a que los
ecosistemas acuaticos son un destino importante para los compuestos antropogénicos en
relacion con otros sistemas, por la practica comun de emplear el agua como medio de
eliminacion de residuos (Hanson, 2011).

Los principales impactos documentados en los ecosistemas de agua dulce han sido
producidos por compuestos organicos persistentes tales como los bifenilos y furanos
policlorados, las dioxinas y los hidrocarburos aromaticos policiclicos. La exposicion de
los organismos bioticos en los niveles méas bajos de organizacion a estos contaminantes
puede resultar en peligrosos procesos de bioacumulacién y biomagnificacion (Hanson,
2011).

El efecto de la contaminacion en el medio acuéatico por estas sustancias puede manifestarse

debido a que los organismos acuaticos son expuestos durante todo su ciclo de vida. La



posibilidad de un continuo pero indetectable efecto sobre estos organismos es
particularmente preocupante, porque estos efectos pueden acumularse en forma tan lenta que
pudiera llegar a ocurrir un cambio irreversible y ser atribuido a la adaptacion natural
(Narvaez & Jimenez, 2012).

La preocupacion en lo que se refiere a la presencia de fArmacos en el entorno y su posible
efecto sobre la salud humana y sobre el ambiente emergid, como se ha dicho, solamente
en afos recientes y gracias a los avances en las técnicas analiticas ha sido posible
detectar estos compuestos a las bajas concentraciones en que tipicamente se presentan
(Hanson, 2011).

2.4. ELIMINACION DE CONTAMINANTES ORGANICOS
EMERGENTES EN LAS AGUAS.

En la medida en que restos de farmacos, plaguicidas y otras sustancias contaminantes
se han ido detectando, en concentraciones no recomendadas, en aguas residuales, rios y
otras corrientes superficiales y subterraneas, se han venido implementando nuevos
procesos de degradacion o de eliminacion de estos contaminantes en las aguas.

Los tratamientos de aguas residuales por métodos convencionales no son del todo
satisfactorios, al punto que se ha detectado que muchos compuestos persisten sin
alteracion alguna, aun después de aplicar tratamientos terciarios. Por tal razén, es
importante identificar y evaluar la eficacia de otras tecnologias no convencionales para
el tratamiento de aguas, con el fin de proponer alternativas que permitan minimizar la
presencia de contaminantes emergentes a un relativo bajo costo en términos

econdmicos, energéticos y ambientales (Gil, Soto, Usma , & Gutierrez, 2012).
2.5 FARMACOS FRECUENTEMENTE UTILIZADOS Y QUE PUEDEN
SER CONTAMINANTES EMERGENTES EN LAS AGUAS.

251 PARACETAMOL (ACETOMINOFEN), DICLOFENACO,
IBUPROFENO, KETOROLACO Y LORATADINA.
2.5.1.1 PROPIEDADES QUIMICO FIiSICAS.

El paracetamol es un compuesto organico de masa molar de 151,16 g/mol; su formula
molecular es CgHoNO-. Es inodoro y de ligero sabor amargo. Es poco soluble en agua fria y
considerablemente mas soluble en agua caliente; soluble en etanol, metanol, acetona, acetato
de etilo; ligeramente soluble en éter dietilico y practicamente insoluble en éter de petroleo y
benceno. Su temperatura de fusion normal es 170°C y su densidad de 1,293 g/cm® a 21°C.



En disolucion acuosa se comporta como un acido débil y el valor del logaritmo de su
constante de disociacion es de 9,38 (Pubchem, 2004).

El diclofenaco, tiene una masa molar de 296,15 g/mol y su férmula molecular es
C14H1:CI2NOz. Es poco soluble en agua. Tiene una temperatura de fusion normal entre 156
— 158°C. El valor del logaritmo de su constante de disociacion es de 4,15. En disolucion
acuosa se comporta como un &cido débil (TOXNET, Diclofenac, 2012).

La masa molar del ibuprofeno es 206,285 g/mol; es incoloro, solido estable cristalino, su
temperatura de fusion se encuentra entre 75-77,5 °C, es soluble en agua y su férmula quimica
es C13H1g80>. En disolucion acuosa se comporta como un acido débil.

El ketorolaco tiene una masa molar es de 255,279 g/mol, su formula global es C1sH13NOs,
su temperatura de fusion esta en el intervalo de 165-167 °C, soluble en agua 25 mg/mL. En
disolucién acuosa se comporta como un acido débil (DRUGBANK, 2005).

La masa molar de la loratadina es de 382,888 g/mol, su férmula es C22H23CIN20,
temperatura de fusion entre 134-136°C, poco soluble en agua. En disolucién acuosa se

comporta como una base débil (Pubchem, 2004).

25.1.2 RESUMEN DEL USO, EXPOSICION Y DISTRIBUCION EN LOS
COMPARTIMIENTOS AMBIENTALES DE LOS PRINCIPALES FARMACOS.

El paracetamol se emplea como analgeésico y febrifugo, en la fabricacion de tinturas y en la
fotografia, esto conduce a su incorporacion al ambiente a través de varias rutas. La
exposicion ocupacional puede ocurrir mediante la inhalacién o a través de la piel en los
lugares de produccion o donde se use. Su uso generalizado como analgésico constituye la
fuente principal de exposicion (TOXNET, Toxicology data network, 2014).

La via de contaminacion mas informada es a través de su excrecion inalterada en la orina 'y
las heces, tanto en ambientes hospitalarios como en viviendas, asi como la eliminacién en
los hogares a través de los bafios (Bastos & Marcone , 2009).

El diclofenaco se emplea como antiinflamatorio, esto conduce a su incorporacion al
ambiente a través de varias rutas. La exposicion ocupacional puede ocurrir mediante la
inhalacion o a traves de la piel en los lugares de produccion o donde se use. La poblacién en
general puede ser expuesta por el consumo de agua, su ingestion oral y contacto dérmico.
(TOXNET, Diclofenac, 2012).

La trayectoria que sigue el diclofenaco hasta las aguas superficiales comienza con la
excrecion natural del compuesto en humanos, la incorrecta eliminacion de restos de

medicamentos caducados y los desechos de las industrias farmacéuticas, por lo que el
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contaminante llega a las depuradoras convencionales de aguas residuales y pasa casi
directamente a las aguas superficiales (Sanchez, 2015).

El uso general del ibuprofeno es como analgésico, antipirético y antinflamatorio. Puede
usarse para tratar el dolor leve a moderado y para la dismenorrea (DRUGBANK,
drugbank.ca, 2005).

En medio acuatico se espera que el ibuprofeno se adsorba a sélidos suspendidos y sedimente
parcialmente (Lyman, 1990).

El ketorolaco, es un agente antiinflamatorio con propiedades analgésicas y antipiréticas, se
usa para tratar la osteoartritis y controlar el dolor agudo. Es un analgésico de accion
periférica (DRUGBANK, 2005).

La loratadina se utiliza para tratar sintomas como el escozor y enrojecimiento cutaneo, la

secrecion nasal, el lagrimeo y los estornudos que producen alergias variadas. (Espada, 2018).

2.5.1.3 INTERVALO DE CONCENTRACION ENCONTRADOS EN LAS AGUAS
DE ENTRADA Y SALIDA DE LAS PLANTAS DE TRATAMIENTO.

Los principales informes de paracetamol provienen de los Estados Unidos, donde se ha
descrito la presencia no cuantificada del farmaco en cuatro de los ocho efluentes secundarios
de las obras de tratamiento de propiedad publica en Illinois, muestreadas de febrero a junio
de 1980 (Ellis, 1882). En afios mas recientes se detect6 la presencia de este farmaco en el
efluente de la planta de tratamiento de aguas residuales de Luisiana a concentraciones de 1,1

y 1,2 ng/L, muestreadas de septiembre a noviembre de 2001 (Boyd, 2003).

El diclofenaco se detectd en la totalidad de los 49 efluentes de una planta de tratamiento en
Alemania a una concentracion media de 0,81 pg/L y se hallo un limite de deteccién de 0,05
Mg/L (Scheurrell, 2009). Se ha detectado en efluentes de plantas de tratamiento de aguas
residuales en Francia, Grecia y Suiza en un intervalo de 0,25 a 5,45 pg/L (Ferrari, 2003).
Las concentraciones de diclofenaco en efluentes oscilaron entre 112 y 438 ng/L y de 35,3 a
463 ng/L, en muestras de dos plantas de tratamiento de aguas residuales en Beijing, China,
los meses de febrero de 2009 y enero de 2010, respectivamente (Sui, 2011).

El ibuprofeno se analizo cualitativamente en aguas residuales municipales en la planta de
tratamiento de lona Island (Columbia Britanica, Canada) (Rogers, 1984). También estuvo
presente en el efluente de las plantas de tratamiento de aguas residuales en Suiza a

concentraciones de hasta 3 pg/L (Buser, 1999).
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2.6 LA CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICACIA EN EL
ANALISIS DE CONTAMINANTES EMERGENTES.

2.6.1 GENERALIDADES.

En la Cromatografia Liquida de Alta Eficacia (CLAE), también frecuentemente Ilamada
HPLC por sus siglas en inglés, una mezcla de analitos, disueltos en un disolvente apropiado,
es arrastrada a través de una columna cromatografica por una fase maévil en estado liquido.
La separacion de los solutos presentes en la muestra se logra mediante su interaccion relativa
con la fase estacionaria y la fase movil. En esta interaccion se incluyen la adsorcion liquido-
solido, la particion liquido-liquido, el intercambio idénico, la exclusion por tamafo
(Rodriguez, 2013).

Las columnas comunmente utilizadas en la CLAE consisten en un tubo de acero inoxidable
relleno con particulas muy pequefias (1-5 um) de un material rigido y poroso. El material de
relleno es retenido en el interior de la columna mediante unas terminaciones especiales
porosas que permiten el flujo de la fase mévil desde su reservorio hasta la tuberia que se
acopla con la terminacion de salida de la columna y conduce la fase movil hacia el detector.
El material poroso de las terminaciones de la columna puede ser de acero inoxidable o de
titanio, presentan un tamarfio de poro comprendido entre 0,2 -0,5 um lo cual permite a la fase
movil fluir a través de la columna mientras que el material de relleno queda retenido en su
interior (Kazakevich & Lobruto, 2007).

Tipicamente un sistema de CLAE consiste en los siguientes componentes principales:
reservorio de disolventes, bomba, inyector, columna, detector, sistema de adquisicion de
datos y control (Kazakevich & Lobruto, 2007).

2.6.3 APLICACIONES DE CLAE AL ANALISIS DE FARMACOS
ANALGESICOS Y ANTI- INFLAMATORIOS.

En los Ultimos afios innumerables métodos analiticos basados en la CLAE han sido utilizados
para la identificacién y cuantificacion de productos farmacéuticos, debido a la versatilidad
y la fiabilidad de esta técnica de anélisis instrumental cromatografico, asi como también a
las mejoras introducidas en hardware y software y a la facilidad de automatizacion (Gilpin,
2000).

Los AINEs, al ser generalmente &cidos débiles, son solubles en agua ligeramente alcalina o
en mezclas hidroorganicas, ademas, por ser ionizables, su equilibrio puede ser controlado y

lograr que posean afinidad por fases de bajas polaridades a pH acido, al cual se suprimen los
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iones y se favorece la forma no disociada de las moléculas; debido a esto la separacién en
fase inversa domina la literatura (Ozores, 2016).

Las fases estacionarias comunmente utilizadas son la C8 o la C18 y el detector UV es
también el més utilizado ya que estos farmacos presentan al menos un anillo aromético en
su estructura y por consiguiente son facilmente detectables empleando UV a 254 nm (Gilpin,
2000).

2.7 VALIDACION DE METODOS ANALITICOS COMO GARANTIA
DE CALIDAD DE LOS RESULTADOS CUANTITATIVOS EN
TECNICAS DE NUEVO DESARROLLO.

La validacion de un método analitico es el proceso por el cual queda establecido, por estudios
experimentales, que la capacidad del método satisface los requisitos para la aplicacion
analitica deseada. Esta se fundamenta en la determinacion de diversos parametros de
desempefio que se aplican de acuerdo con la categoria a la que pertenezcan. Esta capacidad
se expresa en términos de parametros de analisis, donde se tiene en cuenta: linealidad,
precision, exactitud, especificidad, limite de deteccién y de cuantificacion, entre otros, en
dependencia del objetivo que se persiga (EURACHEM, 2016).

2.7.1 ESPECIFICIDAD.

La especificidad es la caracteristica del método que permite determinar cualitativamente o
cuantitativamente al analito en presencia de otros componentes que previsiblemente
pudieran estar presentes en la matriz, como impurezas, productos de degradacion, etc.
(Guideline, 2005).

La especificidad es la caracteristica de desempefio mas importante de un método de analisis
instrumental aplicado a muestras complejas como las aguas residuales, si esta no es
demostrada, la exactitud, la precision y la linealidad quedan seriamente comprometidas
(Mayor, 1997).

2.7.2 LIMITE DE DETECCION Y CUANTIFICACION.

El limite de deteccion es la menor cantidad de analito en la muestra que puede ser detectada,
pero no necesariamente cuantificada. El método mas empleado para la determinacion del
limite de deteccion en técnicas cromatograficas es el conocido como 3S, a partir de la
evaluacion de la relacion sefial — ruido, para lo cual se realizan sucesivas inyecciones en
blanco (Guideline, 2005) y (Capcha Espinoza & Llanos Rebaza, 2007).
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El limite de cuantificacion es la menor cantidad de analito en la muestra que puede ser
cuantitativamente determinada con precision y exactitud aceptables. EI método mas
empleado para la determinacion del limite de deteccion en técnicas cromatogréficas es el
conocido como 10S, a partir de la evaluacion de la relacion sefial — ruido, para lo cual se

emplean las mismas inyecciones en blanco que para el limite de deteccion (Guideline, 2005).

2.7.3 LINEALIDAD E INTERVALO

La linealidad es la caracteristica del método que permite, dentro de cierto intervalo, obtener
resultados que son directamente proporcionales a la concentracién del analito en la muestra.
O sea, la linealidad de un método es una medida de qué tan bien se ajusta el gréafico de
Respuesta (sefial analitica) vs. Concentracién, a una linea recta; para establecer la linealidad
se tendran en consideracion todas las recomendaciones que aparecen en la metodologia, se

utilizara el método de los minimos cuadrados para el analisis de regresion (Guideline, 2005).

El intervalo se extiende desde la minima hasta la maxima concentracion del analito, para el
cual ha sido demostrado que el procedimiento analitico presenta niveles de precision,
exactitud y linealidad aceptables (Guideline, 2005). El intervalo es expresado en las mismas
unidades en las que se expresan los resultados del método analitico (Papadoyannis &
Samanidou, 2004).

2.7.4 EXACTITUD O VERACIDAD.

La exactitud es la caracteristica del método que permite expresar el grado de cercania entre
el valor proporcionado por el método y el valor verdadero o el valor de referencia aceptado
de la magnitud medida. Algunas veces se le llama veracidad. Esta metodologia establece un
minimo de nueve determinaciones en al menos tres niveles de concentracidn que cubran todo

el intervalo del método (Guideline, 2005).

2.7.5 PRECISION.

La precision es la caracteristica del método que permite expresar el grado de concordancia
(o grado de dispersion) entre una serie de mediciones obtenidas a partir de maltiples
determinaciones de una misma muestra homogénea, realizadas en las mismas condiciones.
Se consideran tres niveles de precision: repetibilidad, precisién intermedia vy
reproducibilidad (Guideline, 2005).
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CAPITULO IllI: MATERIALES Y METODOS.
3.1 LOCALIZACION

El Hospital del IESS, Puyo se encuentra ubicado en la parroquia Puyo del cantdn Pastaza

perteneciente a la provincia de Pastaza en Ecuador (Figura 1).
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Figura 1. Ubicacién del hospital IESS, lugar de estudio.

Fuente: Google Maps

3.2 TIPO DE INVESTIGACION.

Se llevé a cabo una investigacion de campo con una etapa descriptiva y otra
experimental. Para dar cumplimiento al primero de los objetivos fue necesario analizar
la informacion estadistica ofrecida por las autoridades del Hospital del IESS de Puyo
para describir la situacion de consumo de medicamentos y seleccionar a partir de esta
informacion cudles serian los farmacos que pudieran tener impacto ambiental en los
residuales vertidos, en este caso cuatro AINEs y un antihistaminico.

Sobre la base del conocimiento del tipo de agua residual y el régimen de trabajo de la
planta de tratamiento, se tomaron decisiones acerca del muestreo a adoptar y el tipo de
muestra, en este caso muestras acuosas compuestas diarias, antes y después del
tratamiento, a partir de tomas simples a intervalos cortos de tiempo durante siete
jornadas de trabajo consecutivas.

Se definio la variable a controlar, que en este caso fue la concentracion de cada uno de

los farmacos en las muestras de agua.
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Los objetivos 2 y 3 se derivan en tareas netamente experimentales. Primeramente, fue
necesario emplear la experimentacion para seleccionar condiciones cromatogréficas
Optimas de separacion que permitieran la cuantificacion simultanea de los cuatro
farmacos con propiedades acidas débiles y establecer condiciones diferentes para el
farmaco basico debil.

Posteriormente, se demostro, de forma experimental, y con el apoyo de anélisis
estadisticos como la regresion lineal, la desviacion estandar y los intervalos de confianza
basados en pruebas de t-student, la confiabilidad del método analitico que empleaba la
cromatografia liquida de alta eficacia.

Finalmente, se evaluaron experimentalmente cada una de las muestras tomadas a través
de analisis quimicos y se valoro la peligrosidad de las aguas residuales vertidas.

3.3 METODOS DE INVESTIGACION.

Se llevé a cabo una contrastacion dialéctica, empleando el método cientifico, entre la
informacién de consumo de medicamentos obtenida inicialmente y los resultados
experimentales de los analisis posteriormente realizados. Sobre la base de los conocimientos

tedricos y empleando métodos analiticos, se establecieron las principales conclusiones.

3.4 DISENO DE LA INVESTIGACION

3.4.1. SELECCION DE LOS CONTAMINANTES EMERGENTES A
EVALUAR EN LAS AGUAS RESIDUALES HOSPITALARIAS.

Para obtener informacion de los principales contaminantes emergentes, se solicito el detalle

de los farmacos utilizados en los dltimos tres meses del hospital basico del IESS (Figura 2).
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Figura 2. Farmacos maés utilizados de septiembre a noviembre de 2017 en el Hospital
Bésico del IESS en Puyo.
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Con ello se pudo seleccionar, dentro de los medicamentos mas utilizados, aquellos que
contienen los cinco ingredientes farmacéuticos activos de mayor impacto ambiental
potencial, en caso de encontrarse luego estos farmacos en las aguas vertidas del hospital en

concentraciones no recomendadas.

3.4.2. DESARROLLO DE UN METODO DE CUANTIFICACION DE
LORATADINA EN AGUAS RESIDUALES HOSPITALARIAS
MEDIANTE LA CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICACIA
EN FASE INVERSA.

3.4.2.1PROCEDIMIENTO ANALITICO.

3.4.2.1.1PREPARACION DE LOS PATRONES DE LORATADINA.
Se peso6 con exactitud alrededor 5,0 mg de patron analitico de loratadina, se transfirié a un

matraz aforado de 100 mL, se adicionaron 50 mL de acetonitrilo, se disolvio con ayuda de
un bafio ultrasonico por 5 minutos y se enrasé con el mismo disolvente (disolucion madre).
A partir de la disolucion madre se tomaron seis alicuotas de volumenes ascendentes hacia
sendos matraces de 25 mL y se enrasaron con acetonitrilo, de esta forma quedaron las seis
concentraciones necesarias para la confeccion de la curva de calibracion en el intervalo de
0,5a8 mg/L.

3.4.2.1.2PREPARACION DE LAS DISOLUCIONES DE ENSAYO (MUESTRAS).
Las muestras de agua residual que estaban conservadas a 4°C se dejaron alcanzar la

temperatura ambiente, se filtraron por un filtro de 0,45um y se inyectaron directamente al
cromatdgrafo liquido en un volumen de lazo de 10pL.

3.4.2.1.3ANALISIS CROMATOGRAFICO.

Se selecciono la cromatografia en fase inversa por ser la recomendada para compuestos de
mediana a baja polaridad (Shodex, 2017). Se ajust6 el pH a 7,2 para lograr una buena
supresion idnica y se probaron varias combinaciones de flujo de fase movil y temperatura
hasta lograr la resolucion mas conveniente. Se emple6 el modo isocratico (parametros
constantes a lo largo del desarrollo cromatogréafico), incluyendo la composicion de la fase
mévil (QUIMINET, 2006).

Se establecieron las siguientes condiciones instrumentales y pardmetros operacionales:

- Cromatdgrafo liquido de alta eficacia YL 9100 HPLC System, software YL Clarity Korea.
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- Columna cromatografica Thermo Scientific Part No 97105-154630 Syncronis de 150mm
de longitud, 4.6mm de didmetro interno y 5um de tamafio de particula, fase estacionaria
C18.

- Fase movil: agua ultra pura y acetonitrilo en proporcién 40:60, respectivamente,

previamente filtrada mediante kit de filtracion de 100mL Supelco Analista.
-Flujo de fase movil: ImL/min.

-Temperatura de la columna: 35°C.

- Detector UV- vis. de A variable; longitud de onda 254nm

3.4.2.1.AMETODO PARA LOS CALCULOS.
Se empled el método de la curva de calibracion, sustituyendo en el modelo matematico

obtenido para la recta de regresion.

_ A+125,65 (1)
~ 53895

donde:
C — concentracion de loratadina en mg/L

A — Area del pico de loratadina en la muestra

3.4.3. DESARROLLO DE UN METODO DE CUANTIFICACION
SIMULTANEA DE PARACETAMOL, KETOROLACO,
DICLOFENACO E IBUPROFENO EN AGUAS RESIDUALES
HOSPITALARIAS MEDIANTE LA CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE
ALTA EFICACIA EN FASE INVERSA.

3.4.3.1PROCEDIMIENTO ANALITICO.

3.4.3.1.1PREPARACION DE LOS PATRONES DE PARACETAMOL,
KETOROLACO, DICLOFENACO E IBUPROFENO.

Se peso con exactitud alrededor 10,0 mg de cada patrén analitico, se transfirieron a un mismo
matraz aforado de 250 mL, se adicionaron 50 mL de acetonitrilo, se disolvio con ayuda de

un bafio ultrasénico por 5 minutos y se enrasé con una composicién de medio disolvente de
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90% de acetonitrilo y 10% de metanol con el objetivo de lograr una solubilizacion adecuada
de todos los patrones (disolucion madre).

A partir de la disolucién madre se tomaron siete alicuotas de volimenes ascendentes hacia
sendos matraces de 10 mL y se enrasaron con acetonitrilo, de esta forma quedaron las siete
concentraciones necesarias de cada analito para la confeccion de las cuatro curvas de

calibracién en el intervalo de 0,5 a 10 mg/L.

3.4.3.1.2PREPARACION DE LAS DISOLUCIONES DE ENSAYO (MUESTRAS).
Las muestras de agua residual que estaban conservadas a 4°C se dejaron alcanzar la

temperatura ambiente. Para lograr una mejor detectabilidad de los analitos se sometieron a
preconcentracion mediante extraccion en fase solida, haciendo pasar 100mL de cada
muestra, previamente acidificada a pH 3 con HCI al 10%, por un cartucho de C18 con la
ayuda de un “Manifol” estandar a vacio. Los analitos se eluyeron con 1 mL de acetonitrilo
y los extractos obtenidos se filtraron por un filtro de jeringa de 0,45um y se inyectaron
directamente al cromatografo liquido en un volumen de lazo de 5pL.

3.4.3.1.3ANALISIS CROMATOGRAFICO.
Se selecciono la cromatografia en fase inversa por ser la recomendada para compuestos de

mediana a baja polaridad (Shodex, 2017). Se ajusté el pH a 3 para lograr una buena supresion
ionica de los cuatro analitos (acidos débiles) y se probaron varias combinaciones de flujo de
fase movil y temperatura hasta lograr la resolucion mas conveniente. Se emple6 el modo de
operacion de gradiente de elucion. Se establecieron las siguientes condiciones instrumentales

y parametros operacionales:

- Cromatdgrafo liquido de alta eficacia Thermo Scientific Accela USA System, software YL

Clarity.

- Columna cromatografica Thermo Scientific Part No 97105-154630 Syncronis de 100mm
de longitud, 4.6mm de didmetro interno y 5um de tamafio de particula, fase estacionaria
C18. - Fase movil: agua ultra pura y acetonitrilo previamente filtrados mediante kit de
filtracion de 100mL Supelco Analista. Gradiente de elucion: 20% de acetonitrilo y 80 de
agua ultrapura durante 3 minutos, luego se varia la composicion hasta 65% de acetonitrilo y

35% de agua hasta el minuto 4 y se mantiene constante hasta el minuto 15.
-Flujo de fase maévil: 0,9 mL/min.
-Temperatura de la columna: 25°C.

- Detector UV- vis. multiespectral de arreglo de diodos; longitud de onda 254nm
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3.4.3.1.4METODO PARA LOS CALCULOS.
Se empled el método de la curva de calibracion, sustituyendo en el modelo matematico

obtenido para la recta de regresion.

A—273,51
Paracetamol = (2)
6600,5
A+ 1465,7
Ketorolaco = (3)
7959,9
. A + 88,381
Diclofenaco = 4)
8991,9
A — 48,522
Ibuprofeno = (5)
808,84
donde:

C — concentracion de analito respectivo en mg/L

A — Area del pico de analito respectivo en la muestra

3.4.4. VALIDACION DE LOS METODOS DE CUANTIFICACION DE
LOS CONTAMINANTES EMERGENTES EN AGUAS RESIDUALES
HOSPITALARIAS MEDIANTE LA CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE
ALTA EFICACIA EN FASE INVERSA.

Al tratarse de métodos desarrollados especificamente para una serie concreta de analisis,
sobre la base del conocimiento de los analitos y los sistemas cromatograficos de que se
disponen en las instituciones ecuatorianas, fue necesario realizar modificaciones importantes
a las técnicas publicadas por otros autores. Esto hizo necesario llevar a cabo un
procedimiento exhaustivo de validacion, encaminado a demostrar la confiabilidad de los
resultados de los analisis, empleando los procedimientos de evaluacion de parametros de
desempefio (linealidad, precision, exactitud, especificidad, sensibilidad, limites de deteccion
y cuantificacion) y los tratamientos estadisticos recomendados en la bibliografia y en las
normas oficiales (Gaete, 2014); (NTE INEN-ISO 5725-3, 2014) y (EURACHEM, 2016).
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Especificidad: Se comprobo la no existencia de interferencias a traves del estudio de blancos
y la adicion de estandares sobre las matrices.

Linealidad: Se realiz6 un andlisis de regresion lineal a las cinco curvas de calibracion,
construidas con un minimo de seis puntos y un maximo de siete en intervalos de
concentracion desde 0,5 hasta los 10mg/L. Cada curva de calibracion fue realizada por
duplicado.

Para cada analito en particular se llevo a cabo el procesamiento estadistico correspondiente.
Teniendo en cuenta todos los valores experimentales de areas de picos cromatograficos
correspondientes a cada concentracion, se calculd el coeficiente de correlacion lineal (R) y
el coeficiente de variacién de los factores de respuesta (CVf), segin las expresiones

siguientes:

Coeficiente de correlacion:

ZXY—ZXZY

R D (X —_f)(Y —\7)_ _ (6)
ZOCRE T g By 1

Factores de respuesta: f = % (7)

Desviacion estandar de f:  Sf =(¥)% ®)

Coeficiente de variacion de f: CVf = %100 9)

Criterios valorados:

r>0.99; b=0; CVf<5%
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Sensibilidad: Se evalu6 la amplitud de la variacion de la sefial analitica respecto a la
concentracion a través del andlisis de la pendiente de cada una de las rectas de regresion, en
el intervalo de linealidad demostrado.
Limites de deteccion y cuantificacion: Se calcularon para cada analito, a partir de la
integracion del ruido de fondo a cada tiempo de retencién, para 10 inyecciones consecutivas
de blanco (disolvente de analisis), teniendo en cuenta lo recomendado para los métodos
conocidos como 3s y 10s (EURACHEM, 2016).
Precision: Este parametro de desempefio se evaluo6 en términos de repetibilidad, para lo cual
se realizaron seis analisis consecutivos, un mismo dia, por un mismo analista y en un mismo
laboratorio, a tres niveles diferentes de concentracion (bajo, medio y alto), para cada uno de
los cinco farmacos. Se calculé en cada caso el coeficiente de variacion (CV) a los seis
resultados de concentracion. Se siguid el criterio de Horwitz (EURACHEM, 2016), en este
caso: CV < 5%.
Exactitud: Se realizaron seis analisis consecutivos de disoluciones de concentracion
conocida (patrones) a tres niveles diferentes de concentracion (bajo, medio y alto), para cada
uno de los cinco farmacos y se compard el valor medio determinado Yy el certificado a través
de la expresion:
C, X
Cegnr  100%

(10)

donde:

Cx: concentracion media experimental

Ccerr- CONcentracion conocida del patron

Se valoro el criterio general 98 % < X < 102 %, teniendo en cuenta, por supuesto que, si al
nivel mas bajo de concentracion se aceptan dispersiones mayores, segun ecuaciéon de
Horwitz este intervalo puede considerarse adecuado hasta con un 95% de recobrado, (Rivera
Orozco & Rodriguez Baez, 2006) y (EURACHEM, 2016).

Todos los célculos estadisticos se llevaron a cabo a través del programa Excel de Microsoft.
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3.45. MUESTREO Y ANALISIS DE LOS CONTAMINANTES
EMERGENTES EN AGUAS RESIDUALES HOSPITALARIAS
MEDIANTE LA CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICACIA
EN FASE INVERSA.

3.5.5.1 MUESTREO DE LAS AGUAS RESIDUALES.

Se empled la metodologia indicada por TRAGUANET, que plantea que el andlisis de este
tipo de micro-contaminaste en el ambiente (muestras acuosas) requiere de varias etapas

fundamentales, tal como se muestran en la (figura 3).

PRETRATAMIENTO
EN LABORATORIO

Y CONSERVACION
MANEJO DE

MUESTRA

MUESTREO

TIPO DE
MUESTREO

Figura 3. Etapas fundamentales del proceso del muestreo

Minimizar el nmero de pasos de preparacion y tratamiento de la muestra es muy importante
para garantizar la practicabilidad de un método de andlisis. Para obtener resultados
representativos se tiene que asegurar la estabilidad de los analitos durante el muestreo y el
almacenamiento de la muestra. El correcto almacenamiento de la muestra es crucial para
asegurarse de que los analitos no se han transformado antes de realizar el anélisis. Se debe
evitar posible degradacion por radiacion UV, por lo que estas se conservaran en la oscuridad
y en refrigeracion (TRAGUA, 2010).

Se emplearon, por tanto, botellas de vidrio ambar, previamente lavadas con agua y
detergente, luego enjuagadas con agua destilada, y finalmente con la misma agua del
muestreo y las muestras se conservaron hasta el momento del anélisis a 4°C (TRAGUA,
2010) y (NTE, 2013).
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Para determinar la frecuencia del muestreo se tuvo en cuenta que las autoridades del Hospital
IEES de Puyo, desconocian los datos de caudal y la tuberia de descarga se encontraba
sumergida. Segun las normas técnicas consultadas, en caso de desconocer la frecuencia de

variacion de los parametros, tales como el caudal, se establece una frecuencia estandar.

La frecuencia recomendada resulta ser la siguiente: Muestras simples de 125mL (en frascos
ambar de ese volumen aproximadamente), antes y después de la planta de tratamiento de
aguas residuales, recogidas cada una hora durante las 8 horas diarias hasta completar dos
muestras compuestas (antes y después) con un volumen final aproximado de un litro cada
una (INSTITUTO DE TOXICOLOGIA DE LA DEFENSA, 2016). Estos muestreos se
realizaron durante una semana, de lunes a domingo, de forma tal que se colectaron y
analizaron siete muestras compuestas de aguas residuales sin tratamiento alguno y otras siete
muestras compuestas de aguas residuales tratadas por la planta del Hospital (vertido). Se
elabor6 un plan de muestreo con el fin de realizar un correcto etiquetado de la muestra en el

que se detalla.

e Responsable del muestreo

e Sitio y fecha de obtencion de la muestra

e Tipo de muestreo a efectuar

e Cantidad de muestras y recipientes a llenar
e Andlisis de campo

e Registro de condiciones ambientales presentes

Los envases para la recogida de las muestras rotularon con tinta indeleble sobre una etiqueta
y se indicd: nimero, nombre de la muestra compuesta, fecha y hora de la Gltima muestra
simple adicionada (NTE, 2013). A continuacion, se describe en detalle el procedimiento

realizado para la toma de cada muestra.

1. Inicialmente se dispuso de frascos ambar de 125mL y de 1000mL completamente
lavados, purificados con agua destilada y secados.

2. Se marcaron los frascos alrededor de los 63 mL para fraccionar los 125mL en dos tomas
cada media hora.

3. Para latoma de la muestra se sujeto el frasco &mbar de 125mL al extremo de una vara
y se sumergio a 1,50m de profundidad.

4. Eltiempo de muestreo fue de 8 horas a intervalos de 30 minutos desde las 9:00 am hasta

las 16:30 pm durante siete dias.

24



5. Se utilizaron dos frascos para la toma de muestras simples, uno en la entrada y el otro
en la salida; al momento de cada toma muestra se procedié a enjuagar cada frasco, por lo
menos tres veces, con la muestra a tomar.

6. Cada muestra simple se deposito en el frasco ambar de 1000mL y se detallé el tiempo
de la toma; se abrid y se tapd rapidamente el frasco después de depositar cada muestra
simple.

7. El frasco de 1000mL se colocd en un “cooler” con hielos para garantizar temperaturas
bajas de refrigeracion. No se utilizaron preservantes.

8. Todos los datos se los registraron en el cuaderno de campo Yy al concluir el muestreo se
procedi6 a etiquetar la muestra compuesta.

9. Al final del dia se trasladaron al laboratorio y se colocaron en refrigeracion a 4°C hasta

el analisis.

El muestreo comenzo el dia lunes 08 de enero de 2018 y concluyd el domingo 14 de enero
de 2018.

3.5. RECURSOS HUMANOS Y MATERIALES.

Recursos humanos:

1. Dos estudiantes de pre-grado

2. Un tutor de tesis de la Universidad Estatal Amazonica

3. Un técnico de laboratorio ambiental de la Universidad Estatal Amazonica
4. Un técnico de laboratorio quimico de la Universidad Técnica de Manabi
5. Un docente de la Universidad Técnica de Manabi

Recursos materiales:

Materiales para el muestreo de las aguas.

1. 14 frascos ambar de 1000mL 9. Agua 2000mL

2. 2 frascos de 125mL 10. Agua destilada 1000mL

3. Botas de goma 11. 2 varas de madera de 1,30 m
4. Guantes de latex 12. Cuaderno de campo

5. Mascarilla cubre bocas 13. Laptop

6. Lentes protectoras 14. Cinta adhesiva

7. Etanol 500mL 15. Hielera pequefia

8. Hipoclorito de sodiol0 mL
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Materiales, patrones, disoluciones y equipos para los analisis.

1) Papel de filtro

2) Micropipeta COMECTA 100 — 1000 pL
3) Micropipeta Eppendorf Research Plus
100 — 1000 pL

4) Kit de filtracion de 100 mL Supelco
Analitica

5) pH metro ORION 4 STAR thermo
scientific

6) pH-metro accumet AB 150

7) Balanza analitica OHAUS Pioner PA-
214

8) Espatula pequefia

9) Filtro Thermo CIENTIFIC 44513-PVC
USA de 045um.

10) Jeringa de 5mL made in ITALY

Reactivos y disolventes:

11) Patrones  analiticos: ketorolaco,

ibuprofeno, diclofenaco,
loratadina, SIGMA ALDRICH. Alemania.
12) Bafio ultrasénico BRANSON PXC
13) Bafio ultrasonico MIDCIS Wisd

14) Visiprep SPE vacuum Manifold
Estandar 18

15) Cartucho MERCK LaChrolut C18

16) Agua destilada

17) Viales plasticos de 10 mL

18) Viales con tapa azul target DP USA C
4000-1 Nacional Scientific

19) Calentador CORNING PC- 4200

20) Agitador magnético

21) Bomba de vacio GAST

paracetamol,

1) Methanol grado HPLC, marca MERCK Licrosolv made in Alemania

2) Acetonitrilo grado HPLC, marca MERCK Licrosolv made in Alemania

3) Hidroxido de sodio al 10 %
4) Acido Acético
5) Agua Ultra Pura

Instrumentos analiticos

1) YL 9100 HPLC System, Korea con instrumento la columna Thermo Scientific Part No

97105-154630 syncronis C 18

2) HPLC Thermo SCIENTIFIC ACCELA USA con instrumento Columna thermo Cientific
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CAPITULO IV: RESULTADOS Y DISCUSION.
4.1. SELECCION DE LOS CONTAMINANTES EMERGENTES A

EVALUAR EN LAS AGUAS RESIDUALES HOSPITALARIAS.

Para la seleccion de los contaminantes a evaluar se tuvo en cuenta la informacién ofrecida

por la direccion del Hospital Bésico del IESS en Puyo (Anexo 1).

Del documento recibido se evidencia que los medicamentos més consumidos en el periodo
de tiempo comprendido entre los meses de septiembre y noviembre de 2017 son, en orden
de nivel de prescripcion: (1) paracetamol en forma de sélido oral, (2) ketorolaco en forma
de liquido parenteral, (3) cloruro de sodio, liquido parenteral, (4) ibuprofeno, sélido oral, (5)
diclofenaco, sélido oral, (6) combinaciones de lactato de Ringer, (7) loratadina, solido oral,
(8) diclofenaco, liquido parenteral y (9) ibuprofeno, liquido oral.

Teniendo en cuenta lo anterior, se descartan inicialmente el cloruro de sodio, por tratarse de
un compuesto presente en las aguas y no ser considerado un contaminante emergente y las

combinaciones de lactato de Ringer por ser una disolucidn nutriente no peligrosa.

En cuanto al resto de los medicamentos, se agruparon aquellos que contenian el mismo
ingrediente farmacéutico activo, tal es el caso de: ibuprofeno y diclofenaco, que se
administran en formas sélidas y también en formas liquidas, lo cual hace que se generen

mayores cantidades de posibles residuos de estos farmacos.

De esta manera, el consumo Yy, por tanto, el posible desecho de farmacos, qued6 ordenado
de la siguiente manera: (1) paracetamol (24,86%), (2) ibuprofeno (23,94%), (3) ketorolaco
(22,59%), (4) diclofenaco (19,49%) y (5) loratadina (9,09%). Notese que, a excepcion de

loratadina, el nivel de utilizacion de los deméas farmacos es semejante.

Estos cinco farmacos fueron evaluados en las aguas residuales hospitalarias por considerarse
los cinco como contaminantes emergentes (Petrie, Barden, & Kasprzyk, 2015); (Galar,
Garcia, Leobardo, & Morgain, 2015).
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4.2. DESARROLLO Y VALIDACION DE TECNICAS DE
CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICACIA PARA LA
CUANTIFICACION DE CONTAMINANTES EMERGENTES EN LAS
AGUAS RESIDUALES DEL HOSPITAL DEL IESS, PUYO.

Para poder analizar los cinco farmacos seleccionados se escogio la cromatografia liquida de
alta eficacia en fase inversa pues esta es la técnica de eleccion para el analisis de muestras
ambientales complejas debido a que permite separar los analitos entre si y a su vez de la

matriz que los contiene.

Luego de la valoracién de las propiedades quimicas de los cinco farmacos a determinar en
las aguas residuales hospitalarias se constato que cuatro de ellos: Paracetamol, lbuprofeno,
Ketorolaco y Diclofenaco poseian propiedades &cidas débiles, en cambio la Loratadina es
una base débil (TOXNET, Toxnet, s.f.). Esto condujo a que fuera necesario desarrollar y
luego validar dos metodologias distintas de analisis pues era imprescindible suprimir iones,
a través de la regulacion del pH de las fases moviles, para poder lograr una retencion

adecuada en fase inversa (lipofilica).

Por todo lo anterior se desarroll6 primeramente un método analitico para la cuantificacion
de loratadina y posteriormente otro método para la determinacién cuantitativa de los

restantes farmacos.

4.2.1. DESARROLLO DEL METODO DE CUANTIFICACION DE
LORATADINA EN AGUAS RESIDUALES HOSPITALARIAS
MEDIANTE LA CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICACIA
EN FASE INVERSA.

A pesar de que se trata de la cuantificacion de un solo farmaco, se ajustaron las condiciones
cromatograficas para que el tiempo de retencidn no fuera excesivamente pequefio y de esta
manera prevenir el solapamiento de otros compuestos organicos medianamente polares que
pudieran estar presentes en la matriz acuosa y, por tanto, interferir o afectar la especificidad

de los andlisis.

Se logro6 una separacién con una resolucion adecuada, empleando la columna (RP-18) y la
fase movil compuesta por 60 partes de acetonitrilo y 40 de agua ligeramente alcalinizada a

pH 7,2 para garantizar la supresion ionica. La velocidad de flujo de fase movil seleccionada
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(1 mL/min) fue la que garantizo las mejores caracteristicas de picos y eficacia de separacion
y se empled un modo de operacion isocratico a temperatura de 35°C, debido a que solo

existia un analito de interés: loratadina.

Se utilizé un detector ultravioleta visible de longitud de onda variable y las lecturas de
absorbancia que permitieron el registro de los cromatogramas se realizaron a 254nm para
lograr la méxima absorcién de luz UV, segun la informacién espectral analizada (Subodh,
2006).

El cromatograma obtenido para la disolucién patron de loratadina a las condiciones 0ptimas
de separacion se presenta en la (figura 4) y en él se puede constatar que el tiempo de retencion

del analito es de 8 minutos.
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Figura 4. Cromatograma de loratadina a las condiciones de separacion seleccionadas.

Para el analisis de las muestras de aguas residuales, estas fueron inyectadas directamente a

partir de su matriz acuosa previamente filtrada.

4.2.2. VALIDACION DEL METODO DE CUANTIFICACION DE
LORATADINA EN AGUAS RESIDUALES HOSPITALARIAS
MEDIANTE LA CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICACIA
EN FASE INVERSA.

Para la evaluacion de la linealidad se construyo una curva de calibracion en el intervalo de
0,5a 8,0 mg/L y se evaluaron los parametros estadisticos correspondientes a un analisis de
regresion lineal que demuestran una buena correlacion y un modelo lineal adecuado (figura

5). La ecuacion de la recta resulto: y = 53895x - 125,65.
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Figura 5. Curva de calibracion de Loratadina.
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Los parametros estadisticos correspondientes a la linealidad se ofrecen en la tabla 1. Los

coeficientes de determinacion y correlacion permiten afirmar que existe una buena ligazon

entre la variable independiente (concentracion) y la dependiente (absorbancia). El

coeficiente de variacion de los factores de respuesta indica que la linealidad es adecuada
pues tiene un valor inferior a5 % (EURACHEM, 2016).

Tabla 1. Pardmetros de linealidad para loratadina.

Coeficiente de determinacion (R?): 0,9982
Coeficiente de correlacion (R): 0,9991
Coeficiente de variacion de factores de respuesta (CVT): | 4,80%

En cuanto a la precision, esta fue evaluada a tres niveles de concentracion y solamente en

términos de repetibilidad pues los ensayos fueron realizados en una serie repetida de datos

y en un corto intervalo de tiempo, por lo que no fue necesario evaluar el comportamiento de

la dispersion entre dias, analistas o laboratorios.

Los resultados de precision se muestran en la (tabla 2).

Tabla 2. Resultados numéricos del ensayo de repetibilidad.

Conc. (mg/L) | Desviacion estandar | C.V. (%)
Nivel bajo 0,4353 0,01459 3,35
Nivel medio 1,913 0,002681 0,140
Nivel alto 5,968 0,05075 0,850
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De los resultados puede inferirse que la precision es adecuada pues en los casos de
concentracion media o alta el coeficiente de variacion es inferior al 1% y en el caso de
concentracion baja es cercano al 3%. Es de esperar que a menor concentracion, el nivel de
dispersion de los resultados se incremente (EURACHEM, 2016).

Para la evaluacion de la veracidad o exactitud analitica se emplearon los resultados del
ensayo de recuperacion (Tabla 3), a tres niveles de concentracion.

Tabla 3. Resultados numéricos de la prueba de recuperacion.

Conc. afiadida (mg/L) | Conc. recuperada (mg/L) | Recuperacion (%)
Nivel bajo 0,476 0,454 95,45
Nivel medio 1,96 1,913 97,61
Nivel alto 5,88 5,968 101,5

En todos los casos la recuperacion es superior al 90%, inclusive en el nivel mas bajo de
concentracion. En el nivel alto de concentracion la recuperacion es cercana al 100%. Todo
esto permite afirmar que la exactitud del método desarrollado es adecuada (EURACHEM,
2016).

Como se describe en el capitulo 3, se evaluaron los limites de deteccion y cuantificacion
siguiendo el método 3s y 10s (EURACHEM, 2016). Los resultados se ofrecen en la (tabla
4).

Puede apreciarse que se logran limites de deteccién y cuantificacion en el orden de las partes
por billén, lo que estd en concordancia con el nivel de sensibilidad alcanzado y puede
evidenciarse por el elevado valor de la pendiente obtenida en el modelo matematico de la

curva de calibracién.
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Tabla 4. Resultados de la determinacion de los limites de deteccion y cuantificacion.

Areas de blanco | Desv. Est. (s) 3s LD (ug/L) 10s LC (pg/L)
1555
1468
1503
1511
1497
1477
1508
1529
1495
1234

89,09 267,26 0,10 890,9 0,20

La especificidad del método se logra a traves de la separacion de la loratadina del resto de
los componentes que integran la matriz y que se lleva a cabo en la columna cromatografica,

tal y como se observa en la (figura 6).
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Figura 6. Cromatograma de una muestra de agua residual contaminada con patron puro
bajo las condiciones de determinacion de loratadina.

En resumen, los resultados de todos los parametros de desempefio analitico evaluados a
través del procedimiento de validacion realizado permiten afirmar que el método de
cuantificacion de loratadina en aguas residuales hospitalarias es fiable en términos de

linealidad, precision, veracidad, sensibilidad y especificidad.
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4.2.3. DESARROLLO DEL METODO DE CUANTIFICACION DE
PARACETAMOL, DICLOFENACO, KETOROLACO E IBUPROFENO
EN AGUAS RESIDUALES HOSPITALARIAS MEDIANTE LA
CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICACIA EN FASE
INVERSA.

Para la separacion de los cuatro fArmacos acidos con una resolucion adecuada fue necesario
emplear el modo de operacion de gradiente de elucion, de forma tal que el paracetamol, con
muy poca retencion en la fase inversa, pudiera separarse bajo condiciones de elevado
contenido de agua (80%) y los demés farmacos, con mas afinidad por la fase estacionaria de
baja polaridad, pudieran eluir a un tiempo relativamente corto con una concentracion del
modificador orgéanico de polaridad: acetonitrilo de 65%. De esta manera se consiguio que el

tiempo total de analisis no excediera los 12 minutos.

La supresion idnica necesaria para garantizar la adecuada retencion de los cuatro analitos se
logré ajustando el pH a 3 en el agua ultrapura a emplear como parte de la fase movil, con
acido acético. La velocidad de flujo de fase mévil que garantizd un adecuado nivel de
resolucion entre los picos de los cuatro analitos en estudio fue de 0,9 mL/min., a una

temperatura de columna de 25°C.

Se utiliz6 un detector ultravioleta visible de arreglo de diodos y los cromatogramas

evaluados fueron los registrados 254nm.

A las condiciones de analisis seleccionadas, los tiempos de retencion fueron: 1,75 min para
el paracetamol, 5,56 min para ketorolaco, 6,42 min para diclofenaco y 6,62 min para

ibuprofeno (figura 7).
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Figura 7. Cromatograma de patrones de paracetamol, ketorolaco, diclofenaco e ibuprofeno
a las condiciones de separacion seleccionadas.

Finalmente, para lograr picos con éreas dentro del intervalo de trabajo méas adecuado se puso
a punto un método de pre concentracién con cartuchos de C18, previa acidificacion de una
porcion de 100 mL de las muestras para garantizar un maximo de retencion en la fase solida
y la eliminacion de la matriz acuosa. Posteriormente, los analitos fueron eluidos del cartucho
para la extraccion en fase sdlida con 1 mL de acetonitrilo. De esta manera se logré un factor

de pre concentracién de 100.

4.2.4. VALIDACION DEL METODO DE CUANTIFICACION DE
PARACETAMOL, DICLOFENACO, KETOROLACO E IBUPROFENO
EN AGUAS RESIDUALES HOSPITALARIAS MEDIANTE LA
CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICACIA EN FASE
INVERSA.

Se construyeron las respectivas curvas de calibracion para cada farmaco acido en el intervalo

de 0,5 a 10,0 mg/L con vistas a evaluar la linealidad (figura 8).
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Figura 8. Curvas de calibracién para los farmacos acidos.
Los parametros estadisticos evaluados se recogen en la (tabla 5).
Tabla 5. Pardmetros de linealidad para los farmacos acidos.
Pardmetro estadistico | Paracetamol | ketorolaco | diclofenaco | ibuprofeno
R? 0,9996 0,9972 0,9999 0,9999
R 0,9998 0,9986 0,9999 0,9999
CVT (%) 4,96 4,98 4,42 4,95

R? — coeficiente de determinacién

R — coeficiente de correlacion

CVT — coeficiente de variacion de los factores de respuesta

Como se puede observar, todos los parametros cumplen con los criterios de validacion para
la linealidad (EURACHEM, 2016).
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La precision se evalud a tres niveles de concentracion para cada farmaco y solamente en

términos de repetibilidad por las mismas razones explicadas en el epigrafe 4.2.2., para el

farmaco loratadina (tabla 6).

Tabla 6. Resultados numeéricos del ensayo de repetibilidad para los farmacos acidos.

Farmaco Conc. (mg/L) | Desviacién estandar | C.V. (%)
0,4985 0,003248 0,651
paracetamol 5,079 0,056558 1,11
10,09 0,1498 1,48
0,5038 0,004614 0,916
ketorolaco 4,078 0,02709 0,6644
10,04 0,06034 0,6008
0,5099 0,01125 2,207
diclofenaco 4,024 0,009253 0,2300
10,14 0,01025 0,1011
0,4924 0,006268 1,273
ibuprofeno 3,908 0,01083 0,2771
10,07 0,02618 0,2600

Es apreciable que la precision es adecuada, en términos de repetibilidad, pues en la mayoria

de los casos el coeficiente de variacion es inferior al 1% (EURACHEM, 2016).

Los resultados del ensayo de recuperacion (Tabla 7), a tres niveles de concentracion

permitieron evaluar la exactitud.

Tabla 7. Resultados numéricos de la prueba de recuperacion.

Conc. afadida (mg/L) | Conc. recuperada (mg/L) | Recuperacién (%)
0,4985 0,5 99,70
paracetamol 5,079 5 101,58
10,09 10 100,88
0,5038 0,5 100,77
ketorolaco 4,078 4 101,95
10,04 10 100,44
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0,5099 0,5 101,971

diclofenaco 4,024 4 100,59
10,14 10 101,39

0,4924 0,5 98,48

ibuprofeno 3,908 4 97,69
10,07 10 100,67

En todos los casos la recuperacion es cercana al 100%, por lo que se puede afirmar que la
exactitud del método desarrollado es adecuada (EURACHEM, 2016).

Los limites de deteccion y cuantificacion fueron calculados para cada uno de los farmacos,

empleando para ello diez inyecciones sucesivas de blanco de disolvente y los resultados se

ofrecen en la (tabla 8).

Tabla 8. Resultados de la determinacion de los limites de deteccidn y cuantificacion.

Farmaco Desv. Est. (5) 3s LD (ug/L) 10s LC (ug/L)
paracetamol 127,04 381,11 0,2 1270,4 15
ketorolaco 35,670 107,00 2,0 356,70 2,3
diclofenaco 35,668 107,00 0,2 356,68 0,5
ibuprofeno 35,668 107,00 0,7 356,68 3,8

Todos los limites de deteccion y cuantificacion se obtuvieron en el orden de las partes por

billon, lo cual se debe a la sensibilidad lograda en términos de absortividad y al elevado

factor de pre concentracion que se logra al emplear la extraccién en fase sélida en cartuchos

de C18. Esto incide también en que se alcance un excelente nivel de especificidad del método

al eliminarse completamente la matriz acuosa del agua residual, ademas de la eficacia de la

separacion del sistema cromatografico (Figura 9).
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Figura 9. Cromatograma de una muestra de agua residual tomada a la entrada de la planta
de tratamiento del hospital.

Teniendo en cuenta los resultados de todos los parametros de desempefio analitico evaluados
es posible afirmar que el método cromatogréafico para la cuantificacion de paracetamol,
ketorolaco, diclofenaco e ibuprofeno en aguas residuales del hospital de IESS, Puyo, cumple

con los requisitos de linealidad, precision, exactitud, sensibilidad y especificidad.

4.3. MUESTREO Y ANALISIS DE LAS AGUAS RESIDUALES A LA
ENTRADA Y SALIDA DE LA PLANTA DE TRATAMIENTO DEL
HOSPITAL DEL IESS, PUYO.

Como se ha explicado en el capitulo 3, para el muestreo de las aguas residuales se tomaron
muestras compuestas durante siete dias, a la entrada y a la salida de la planta de tratamiento
y cada muestra simple se tom¢ a intervalos de media hora. Este procedimiento se llevo a
cabo con el objetivo de lograr representatividad (TRAGUA, 2010).

Para el caso de loratadina, las concentraciones resultaron no detectables, lo cual significa
que se encuentran por debajo de los 0,3 pg/L que corresponde al limite de deteccion. Este
resultado es esperable pues se trata del farmaco menos utilizado en el hospital durante el
periodo de tiempo en estudio. Adicionalmente, es importante resaltar que la loratadina es
facilmente degradable por microorganismos y por via fotolitica en medios acuosos (Naitali
& Ghoualem, 2017); (Cruz, 2010). Resulta importante destacar que a niveles de
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concentracion inferiores a las partes por millén (mg/L) este farmaco no se considera

peligroso (Cruz, 2010).

En la (figura 10) se observa un cromatograma de una muestra de agua residual de salida.

— loratadinasal_16_01_2018 8_48_36_001 - Channel 1
— loratadinasa1_16_01_2018 8_48_36_001 - Channel 2
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Figura 10. Cromatograma correspondiente a la muestra S1 (salida) bajo las condiciones de
andlisis de loratadina.

Los resultados de los analisis realizados para los farmacos acidos se resumen en la (tabla 9).

Como se puede apreciar, en el caso del farmaco méas consumido a nivel hospitalario en el
periodo evaluado: paracetamol, los niveles encontrados en las aguas a la salida de la planta
de tratamiento difieren significativamente de las concentraciones encontradas a la entrada,
lo cual permite afirmar que el tratamiento convencional utilizado, que incluye un reactor

bioldgico, produce la degradacion de al menos el 65% de los residuos de este farmaco.

En general, las concentraciones encontradas de paracetamol en las aguas residuales resultan
ser las més bajas, lo cual puede deberse a que para este farmaco se ha descrito un importante
nivel de degradacién por microorganismos, los cuales son abundantes en un agua residual
de origen hospitalario (Ali, Khalid, Qais, & Wadhah, 2017) y una tendencia a la degradacion
fotolitica (MDH, 2014), ademés de que frecuentemente se encuentra adsorbido a los sélidos

suspendidos (Lyman, 1990).

Finalmente debe indicarse que las bajas concentraciones encontradas, entre 0,6 y 1,6 ug/L,
no representan un peligro para el medio acuatico pues se han descrito concentraciones
toxicas en especies de peces de agua dulce superiores a 0,8 mg/L (Younghee, Kyungho,
Sujung, & Jeongim, 2007), sin embargo, vale recomendar un analisis posterior de los lodos

producidos en la planta de tratamiento.
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Tabla9. Resultados de concentracion de paracetamol, ketorolaco, diclofenaco e ibuprofeno
en las aguas residuales del Hospital del IESS, Puyo.

Paracetamol Ketorolaco diclofenaco ibuprofeno
. C.ug/L | Cm. i.c. C.ug/L | C.m. i.c. C.ug/l | C.m. i.c. C.ug/L | C.m. i.c.
E1 | 4,9867 22,800 404,58 29,715
E2 ND 19,979 381,71 44,613
E3 ND 21,505 400,58 34,945
E4 | 3,7595 (1,6032 0,8988 | 27,970 | 27,700 | 9,581 | 320,58 | 400,56 | 30,13 | 58,373 | 41,957 | 9,261
ES5 ND 23,803 411,88 41,596
E6 | 2,4763 57,431 431,28 25,981
E7 ND 20,416 453,35 58,472
S1 | 2,5596 26,935 417,67 29,901
S2 ND 17,740 415,56 25,066
S3 ND 18,676 380,00 52,736
S4| ND |05653 |0,7335 | 21,447 | 23,257 | 3,373 | 369,82 | 392,09 | 13,94 | 43,995 | 46,978 | 11,08
S5 | 1,3976 23,676 386,27 67,164
S6 ND 23,028 374,37 48,433
S7| ND 31,299 400,95 61,551

M — muestra compuesta

C.ug/L — concentracién en partes por billon

C.m. — concentracion promedio

i.c. — intervalo de confianza

ND — no detectable

Respecto a los tres farmacos restantes puede decirse que los niveles de concentracion

encontrados a la salida de la planta de tratamiento no resultaron ser significativamente
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diferentes a los de entrada, por lo que es posible afirmar que este tratamiento convencional

empleado no permite eliminar sus residuos.

La concentracion promedio encontrada en el agua residual de salida para diclofenaco fue de
392,09 £ 13,94 nug/L, sin embargo, en estudios recientes se ha descrito una concentracion
toxica en peces de 5 pg/L (Schwaiger, Ferling, Mallow, Wintermayr, & Negele, 2014) . Para
ibuprofeno se hallé una concentracion promedio a la salida de la planta de tratamiento de
46,978 ug/L y se ha descrito que, entre 1 y 100 ug/L puede ser nocivo para varias especies

de peces (Flippin, Huggett, & Foran, 2007).

Para el ketorolaco se han informado concentraciones toxicas en carpas entre 1 y 60 ug/L
(Galar, Garcia, Leobardo, & Morgain, 2015) y el nivel de concentracién promedio

determinado para las aguas residuales de salida analizadas en este estudio fue de 23,257 pg/L

Lo anterior significa que la concentracion encontrada para diclofenaco, ibuprofeno y
ketorolaco en las aguas residuales de salida del hospital del IESS del Puyo pudieran originar
un desequilibrio en la ictiofauna presente en los cuerpos de agua de la zona, ocasionando un

impacto ambiental.
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CAPITULO V: CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES.
5.1 CONCLUSIONES.

1. Los farmacos mas consumidos en el Hospital del IESS de Puyo cuya presencia en sus
aguas residuales a la salida de la planta de tratamiento pueden ocasionar un impacto
ambiental, resultaron ser el antihistaminico loratadina y los analgésicos antipiréticos
antiinflamatorios no esteroideos: diclofenaco, paracetamol, ibuprofeno y ketorolaco.

2. La técnica analitica desarrollada para la cuantificacion de los analgésicos antipiréticos
antiinflamatorios no esteroideos mediante cromatografia liquida de alta eficacia, permitié la
determinacion simultanea de los cuatro farmacos contaminantes en las aguas residuales
hospitalarias.

3. Los dos métodos de andlisis cromatografico desarrollados permitieron la cuantificacion
confiable de los cinco contaminantes emergentes, segln el procedimiento de validacion
realizado.

4. El farmaco loratadina no se encontrd en niveles detectables en las aguas residuales
hospitalarias debido a su menor consumo y residualidad y a su facilidad de degradacién por
microorganismos o por via fotolitica en medios acuosos; el paracetamol fue encontrado en
concentraciones no peligrosas debido a la eficacia del tratamiento convencional y su
inestabilidad quimica.

5. Los contaminantes emergentes diclofenaco, ibuprofeno y ketorolaco no sufrieron
degradacion al ser sometidos al tratamiento convencional de las aguas residuales y son

vertidos en concentraciones que pueden producir un impacto ambiental negativo.

5.2 RECOMENDACIONES.

Implementar un sistema de eliminacién de los contaminantes emergentes: diclofenaco,
ibuprofeno y ketorolaco de las aguas residuales del hospital del IESS a través del empleo de
alguna tecnologia no convencional como la biosorcién, empleando residuos

agroindustriales: bagazo de cafia, cascara de cacao 0 mesocarpio de coco.
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