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RESUMEN 

En el siguiente trabajo de investigación se buscó desarrollar un método óptimo de 

concentración y recuperación de distintos medicamentos de uso común, presentes en una 

matriz de agua, mediante el uso de la técnica de extracción en fase sólida o por sus siglas 

SPE (en inglés Solid Phase Extraction), que utiliza cartuchos (columnas con distintos 

soportes que adsorben una gran variedad de moléculas de acuerdo a su estructura 

química). Consta de cuatro etapas principales, condicionamiento del cartucho, carga de 

la muestra, lavado de interferencias, elución de los analitos de interés por medio de un 

solvente. Para el diseño experimental se tomó en cuenta tres variables independientes (pH 

de la muestra de agua, solvente de elución y su pH), se valoró tres tipos de cartuchos 

(intercambio aniónico, intercambio catiónico y fase reversa), cada experimento se realizó 

con soluciones acuosas de los medicamentos a concentraciones conocidas para poder 

calcular el porcentaje de recuperación. Una vez concluido cada ensayo se procedió a 

medir la concentración por cromatografía HPLC, y a partir de los resultados se calculó 

los porcentajes de recuperación. 

Al final del trabajo de investigación se optimizó un método SPE para la recuperación de 

los cinco fármacos analizados, partiendo de soluciones de 20µg/L, cuatro de ellos, 

Sulfametoxazol, Ciprofloxacina, Diclofenaco e Ibuprofeno, mediante el cartucho 

Hypersep PEP (fase reversa) obteniéndose porcentajes de recuperación del 111%, 86%, 

88% y 80% respectivamente y el Paracetamol mediante el cartucho Hypersep AX, con 

un porcentaje de recuperación del 98%.  

Palabras clave: Extracción en Fase Sólida (SPE). Cromatografía HPLC. Medicamentos. 

Agua. 
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ABSTRACT 

The following research work sought to develop an optimal method of concentration and 

recovery of various commonly used medications, present in a water matrix, by using the 

solid phase extraction technique or by its acronym SPE (Solid Phase Extraction), which 

uses cartridges (columns with different supports that adsorb a wide variety of molecules 

according to their chemical structure). It consists of four main stages, conditioning of the 

cartridge, loading of the sample, washing of interferences, elution of the analytes of 

interest by means of a solvent. For the experimental design, three independent variables 

were taken into account (pH of the water sample, elution solvent and its pH), three types 

of cartridges were evaluated (anion exchange, cation exchange and reverse phase), each 

experiment was performed with solutions aqueous medications at known concentrations 

to calculate the recovery percentage. Once each test was completed, the concentration 

was measured by HPLC chromatography, and the recovery percentages were calculated 

from the results. 

At the end of the research work, an SPE method was optimized for the recovery of the 

five drugs analyzed, starting with solutions of 20µg/L, four of them, Sulfamethoxazole, 

Ciprofloxacin, Diclofenac and Ibuprofen, using the Hypersep PEP cartridge (reverse 

phase) obtaining percentages of recovery of 111%, 86%, 88% and 80% respectively and 

Paracetamol using the Hypersep AX cartridge, with a recovery percentage of 98%. 

Keywords: Solid Phase Extraction (SPE). Cromatography HPLC. Drugs. Water. 
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1. INTRODUCCIÓN 

 

1.1. Identificación y justificación del problema 

En los últimos años se ha visto un crecimiento exponencial de la población, lo que 

conlleva a un alto nivel de consumo de productos farmacéuticos, tales como 

antiinflamatorios, analgésicos y antibióticos. El cuerpo humano después de hacer uso de 

las facultades de estos fármacos, elimina el exceso que mediante el sistema de 

alcantarillado terminan en las aguas servidas o residuales de la ciudad, y después de un 

tratamiento convencional que no elimina estos medicamentos, son derivados a los ríos 

más cercanos, causando alteraciones en el medio ambiente. Al tratarse de volúmenes tan 

elevados de agua, los medicamentos pueden alcanzar concentraciones de partes por billón 

imposibles de ser medidas, incluso por técnicas de análisis instrumental de última 

generación, por lo cual se han ideado nuevas metodologías para la preconcentración de 

compuestos químicos y su separación de matrices complejas. Una de las metodologías en 

crecimiento y muy aceptada por su alto rendimiento es la Extracción en Fase Sólida 

(SPE), técnica que permite la concentración y separación de compuestos químicos, 

basándose en las interacciones producidas por la estructura química de los cartuchos 

utilizados y en este caso la estructura química de los fármacos a analizar, lo que permitirá 

su posterior análisis mediante cromatografía de alta resolución HPLC. 

 

1.2. Objetivos 

Objetivo general 

Desarrollar un protocolo que permita la concentración y recuperación efectiva de cinco 

medicamentos (Sulfametoxazol, Ciprofloxacina, Diclofenaco de Sodio, Ibuprofeno y 

Paracetamol) mediante el uso de la técnica de Extracción en Fase Solida (SPE), a partir 

de soluciones acuosas preparadas en el laboratorio.  

Objetivos específicos 

Desarrollar un método cromatográfico que permita la identificación de los cinco 

medicamentos, así como el desarrollo de curvas de calibración para las respectivas 

cuantificaciones. 

Evaluar el desempeño de los diferentes cartuchos mediante la variación de pH en la 

muestra de agua, solvente de elución y su pH. 

Determinar el tipo de cartucho más adecuado para la concentración y recuperación de 

cada uno de los fármacos. 



               UNIVERSIDAD DE CUENCA 

   

16 

Santiago Alfredo Serrano Burgos 

1.3. Hipótesis  

Las moléculas de cada medicamento tienen un comportamiento distinto de acuerdo al pH 

en el que se encuentran. De acuerdo a este comportamiento se retienen en el soporte de 

los distintos cartuchos SPE, y pueden ser recuperados mediante un solvente polar que 

arrastra las moléculas del soporte del cartucho, las mismas que se concentran y se 

cuantifican mediante HPLC. 

 

1.4. Resultados esperados 

Al finalizar este trabajo de investigación, se espera que el protocolo SPE obtenido sea 

capaz de recuperar un alto porcentaje de cada medicamento. Para esto se tomará en cuenta 

el mejor pH de carga de la muestra, el solvente con el cual se recupere un alto porcentaje 

de medicamentos y el cartucho de SPE, que logre la recuperación de la mayor cantidad 

de medicamentos. Esta investigación tiene el potencial de ser utilizada para distintos 

proyectos que se desarrollan en la Universidad de Cuenca. 
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2. CONTENIDO TEÓRICO 

 

Los primeros pasos de la cromatografía datan desde finales del siglo XIX y comienzos 

del siglo XX, cuando Mikhail Tswett desarrolló una técnica de absorción en la cual los 

pigmentos de distintas hojas se separaban de manera distinta de acuerdo al solvente y al 

adsorbente seleccionados, estudiando de esta manera las características de adsorción de 

más de 100 sustancias sólidas orgánicas e inorgánicas (Ettre, 2003). 

Paralelamente David T. Day en 1897 demostró según sus estudios que el petróleo al ser 

forzado a través de una columna con calcita en polvo (CO3Ca) se fraccionaba en aceites 

más ligeros y menos densos que los subsecuentes hidrocarburos, esta investigación fue 

presentada en el Primer Congreso de Petróleo en Paris en agosto de 1900 (Weil & 

Willams, 1950).  

Con estas dos investigaciones se daba el inicio de una de las técnicas analíticas más 

utilizadas en los últimos años.  

 

2.1. Cromatografía líquida de alta resolución (HPLC) 

La cromatografía líquida de alta resolución o por sus siglas HPLC (en inglés High 

Performance Liquid Chromatography) es una técnica analítica utilizada ampliamente 

para la separación, identificación y cuantificación de los diferentes constituyentes de una 

muestra acuosa, que a diferencia de la cromatografía líquida de columna, utiliza presiones 

elevadas (50 a 350 bar) (Thammana, 2016). 

Durante las décadas de 1960 y 1970 la cromatografía líquida tuvo un gran avance 

principalmente en los equipos, en los cuales se podía inyectar la muestra y la fase móvil 

a presión lo que agilitaba el procedimiento y reducía el tiempo de cada ensayo, así mismo 

los soportes utilizados mejoraban mientras se descubrían nuevos materiales con gran 

afinidad a diferentes moléculas (Thammana, 2016). 

Esta técnica es muy utilizada en la industria farmacéutica, se aplica en los procesos de 

descubrimiento, desarrollo, producción y control de calidad de los medicamentos, así 

como en la formulación y pureza (Bhardwaj, Dwivedi, & Agarwal, 2015).  

 

2.1.1. Principio de operación 

Antes de explicar el principio de operación se debe entender ciertos parámetros previos 

según (Ahuja & Dong, 2005): 

• Los compuestos a analizar deben ser solubles. 
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• Para lograr la separación correcta entre analitos, estos deben ser retenidos en la 

columna y deben tener un coeficiente de retención diferente entre ellos. 

• La fase móvil controla la separación, controla la correcta separación entre los picos 

de las moléculas. 

• La solución final a inyectarse debe ser preparada en la fase móvil si es posible o en 

un solvente más débil que la fase móvil. 

Se tienen dos fases presentes, la fase móvil, hace referencia al solvente o mezcla de 

solventes que circulan por la columna de cromatografía, y la fase estacionaria que es el 

sólido poroso dentro de la columna que retiene los analitos (Bhardwaj et al., 2015). 

La solución a analizar es inyectada al equipo y es transportada por la fase móvil hasta la 

columna, en donde ocurre la separación de los analitos. A medida que la solución 

atraviesa la columna, algunos compuestos, debido a su mayor afinidad por la fase 

estacionaria quedan retenidos durante más tiempo y son separados de los compuestos que 

tienen más afinidad por la fase móvil (Durgawati P., 2019). 

Paso seguido, los analitos empiezan a salir de la columna por acción de la fase móvil y 

llegan al detector y al sistema de procesamiento de datos; aquí se puede observar el tiempo 

de retención de cada analito dentro de la columna, este parámetro varía de acuerdo a la 

estructura molecular del compuesto y naturaleza de fase móvil y estacionaria (Thammana, 

2016).  

 

2.1.2. Validación del método cromatográfico 

La validación de un método analítico es el proceso mediante el cual se establece que las 

características de rendimiento del método cumplen con los requisitos para la aplicación 

analítica prevista, es requerida para asegurarse que el método es capaz de dar resultados 

reproducibles y confiables (Bhardwaj et al., 2015). 

Para validar un método cromatográfico existen varios parámetros estadísticos, según 

Gumustas, Kurbanoglu, Uslu, & Ozkan, 2013 son: 

 

2.1.2.1.Especificidad 

Habilidad de diferenciar a un analito en presencia de otros compuestos, ya sean estos 

interferencias o impurezas. 
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2.1.2.2.Exactitud  

Es la cercanía de los resultados obtenidos comparados con un valor de referencia, este 

parámetro provee el error sistemático en el método. 

 

2.1.2.3.Precisión 

La precisión es la cercanía de los resultados obtenidos comparados entre ellos, luego de 

una serie de lecturas de varias muestras provenientes del mismo patrón. 

%𝐶𝑉 =
𝐷𝑒𝑠𝑣.𝑒𝑠𝑡∗100

𝑀𝑒𝑑𝑖𝑎
   (1) 

%CV: porcentaje del coeficiente de variación. 

Desv.est: desviación estándar. 

Media: valor promedio del número de muestras. 

 

2.1.2.4.Linealidad y rango 

Capacidad del método para obtener resultados que son directamente proporcionales a la 

concentración de analitos en muestras. La linealidad se debe realizar con 3 mediciones de 

5 o más niveles de concentración que estén entre el 50 y 150% del rango de concentración 

esperado. 

El gráfico se puede construir de la siguiente manera, en el eje X las concentraciones y en 

el eje Y las respuestas, en el caso del HPLC el área de los picos, de la misma manera el 

coeficiente de correlación (r2) es aceptable cuando es mayor a 0.99. 

 

2.1.2.5.Límite de detección (LOD) 

Es la mínima cantidad de analito en una muestra que puede ser detectado, pero no 

necesariamente cuantificado con un valor exacto. 

𝐿𝑂𝐷 =
3∗𝑠𝑒𝑏

𝑚
   (2) 

LOD: límite de detección. 

Sseb: error estándar del intercepto. 

m: pendiente de la recta 

 

2.1.2.6.Límite de cuantificación (LOQ) 

Es la mínima cantidad de analito en una muestra que se puede cuantificar con precisión y 

exactitud. 

𝐿𝑂𝑄 = 2 ∗ 𝐿𝑂𝐷  (3) 
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LOQ: límite de cuantificación. 

LOD: límite de detección. 

 

2.1.2.7.Robustez  

Capacidad del método de no afectarse cuando ocurran pequeños cambios en los 

parámetros, por ejemplo, pH de la fase móvil, composición de la fase móvil, temperatura, 

etc., y muestra la confiabilidad del método durante su uso cotidiano. 

 

2.2. Preparación de muestras 

En química analítica la preparación de muestras es un paso sumamente importante, lo que 

se requiere en esta etapa es lograr separar los compuestos de interés denominados analitos 

de la muestra o matriz, y se estima que toma el 80% del tiempo total de análisis 

(Lombardi, 2015). 

También se necesita que los analitos de la muestra estén contenidos en un solvente 

adecuado para proceder con el análisis instrumental y tengan la menor cantidad de 

interferencias posibles (Berrueta, Gallo, & Vicente, 1995). 

Principios importantes a tener en cuenta según Kenneth A. Rubinson & Judith F. 

Rubinson, (2001). son: 

• No se debe perder ningún analito de interés. 

• La preparación debe transformar al analito en la mejor forma química para el método 

de ensayo. 

• Se deben eliminar las interferencias. 

• No se deben agregar nuevas interferencias. 

En algunos casos también es importante la preconcentración de los analitos, puesto que 

su concentración es muy baja, y se encuentran en trazas. De esta manera se asegura la 

integridad de las muestras durante el almacenamiento y análisis de las mismas (Berrueta 

et al., 1995). 

La mayoría de fármacos que se encuentran en los distintos efluentes, están en 

concentraciones muy bajas, son muy complejos o no son compatibles con el sistema 

cromatográfico que se utilice, lo que impide su introducción directa. En consecuencia se 

necesita preparar la muestra antes de su introducción al sistema mediante 

fraccionamiento, separación o extracción (Javier Señoráns, 2014). 
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2.3. Extracción en Fase Sólida 

Se tienen varias técnicas para la concentración y recuperación de los analitos presentes 

en las muestras, en este trabajo de investigación se centrará en la extracción en fase sólida 

o por sus siglas en inglés SPE (Solid Phase Extraction).  

La SPE es una técnica que comenzó a utilizarse a principios de los años 1970, elimina las 

desventajas de la extracción líquido-líquido, reduce los tiempos de separación y utiliza 

menos cantidad de solvente, en los últimos años es el método preferido para el 

pretratamiento de muestras en las cuales los analitos de interés son fármacos. El 

fundamento de la extracción en fase sólida es sencillo, se basa en la distribución de 

compuestos entre dos fases una sólida y una líquida, los analitos presentes deben tener 

mayor afinidad por la fase sólida que por la fase líquida de la matriz (Berrueta et al., 

1995). 

El procedimiento general consiste en cuatro etapas principales, acondicionamiento de la 

columna, carga de la muestra, lavado de interferencias y elución. El proceso inicia con el 

acondicionamiento de la columna mediante un solvente orgánico, generalmente metanol, 

esto prepara el soporte adsorbente del cartucho para una mejor fijación de las moléculas. 

Se continua con la carga de la muestra, en donde mediante un sistema continuo y 

aplicando vacío se logra pasar la muestra a través del cartucho, en este paso todos los 

compuestos químicos compatibles con los diferentes soportes quedan fijados y listos para 

la siguiente etapa (Lombardi, 2015). 

Para simplificar la matriz o muestra con la que se está trabajando, necesitamos eliminar 

las interferencias o compuestos que no son de nuestro interés, esto se logra al hacer pasar 

agua modificada con un solvente orgánico (Liška, Krupčíik, & Leclercq, 1989). 

Finalmente los analitos de interés son eluidos con un solvente apropiado, los más 

utilizados son solventes orgánicos polares, y dependiendo el tipo de cartucho a utilizar se 

puede acidificar o alcalinizar el solvente de elución; también se debe tener en cuenta la 

velocidad de elución, la cual garantice una remoción total (Camel, 2003). 

Existen varios tipos de cartuchos para SPE, depende del tipo de estructura del mismo.  

La empresa líder en investigación y fabricación de estos cartuchos, Waters Corporation, 

tiene como principal cartucho, al denominado HLB, cuya fase sólida consiste en un 

copolímero el cual proporciona la capacidad de retención de analitos mediante fase 

reversa (Waters Corporation, 2017). 

También, producen cartuchos con fases sólidas que utilizan un mecanismo llamado 

método mixto, los MCX (intercambio catiónico) y MAX (intercambio aniónico), cuentan 
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en su estructura con grupos sulfónicos (MCX) y aminas cuaternarias (MAX) que permiten 

el intercambio catiónico y aniónico respectivamente, aparte ambos tipos de cartuchos 

cuentan con grupos divinilbenceno, el cual es utilizado para retención en fase reversa. 

La fase reversa es un término utilizado que indica el método de adsorción y desorción en 

cromatografía y en SPE, el soporte sólido tiene grupos funcionales apolares que 

interactúan, mediante fuerzas de Van der Wals, con moléculas de polaridad media y baja, 

tal es el caso de muchos medicamentos. Para lograr la separación de las moléculas del 

soporte se utiliza un solvente polar (normalmente metanol, etanol, acetonitrilo, etc) que 

rompen estas interacciones (CromLab S.A., 2017). 

 

2.3.1. Cartucho Hypersep PEP 

Es un cartucho que se utiliza para compuestos ácidos, básicos y neutros, su estructura, se 

presenta en la figura 1, la compone dos monómeros que le dan características hidrofílicas 

y lipofílicas, N-Vinilpirrolidina (hidrofílico) y Divinilbenceno (lipofílico); esta estructura 

le da la capacidad de retención en fase reversa con un “enganche polar” que permite 

retener compuestos polares, para este cartucho la capacidad de retención en fase reversa 

viene dada por el Divilinbenceno. (Waters Corporation, 2017). 

 

Figura 1. Estructura interna del cartucho Hypersep PEP. Fuente: (Waters Corporation, 2017) 
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2.3.2. Cartucho Hypersep CX 

Este cartucho es ideal para compuestos básicos, como sus siglas lo indican es un cartucho 

Mixto de Intercambio Catiónico, soporta un amplio rango de pH, desde 0 hasta 14 Cabe 

recalcar que también cuenta con retención en fase reversa, fenómeno explicado 

anteriormente. 

Primeramente se debe indicar que el soporte de este cartucho es sintetizado a partir del 

soporte del PEP, la molécula para lograr el intercambio catiónico es el ácido sulfónico y 

la molécula para la fase reversa es la divinilbenceno, como se muestra en la figura 2 

(Waters Corporation, 2017). 

 

Figura 2. Estructura del cartucho Hypersep CX. Fuente:(Waters Corporation, 2017) 

El pH de la muestra y el pH de elución entran en juego, aunque se puede predecir el 

comportamiento de las moléculas de manera sencilla. A pH bajo los analitos están 

cargados y la retención se da mediante intercambio catiónico, aunque un poco se da por 

la fase reversa (Waters Corporation, 2017). 

A un pH alto el intercambio catiónico se desactiva porque el analito se desioniza y la 

retención se da únicamente por la fase reversa (Supelco, 1998). 
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Figura 3.  Interacciones en el cartucho CX de acuerdo al pH de la fase móvil. Fuente:(Waters 

Corporation, 2017) 

La figura 3 se presenta el comportamiento de los compuestos básicos, el factor de 

retención k está definido como el cociente entre la concentración del analito en la fase 

estacionaria y la concentración del analito en la fase móvil (Moldoveanu & David, 2014). 

 

2.3.3. Cartucho Hypersep AX 

Los cartuchos AX, al igual que los CX son sintetizados a partir del copolímero del 

cartucho PEP por lo cual pueden retener las moléculas a través de dos maneras, mediante 

intercambio aniónico y retención por fase reversa, también soportan pH extremos. 

Compuestos ácidos son retenidos ya que en su estructura, que se observa en la figura 4, 

este cartucho tiene una amina cuaternaria que proporciona un intercambio aniónico fuerte 

y también tiene divinilbenceno que facilita la retención por fase reversa (Waters 

Corporation, 2017). 
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Figura 4. Estructura del cartucho Hypersep AX. Fuente:(Waters Corporation, 2017) 

Cuando se tiene un pH alto el analito está cargado y la retención se da por el mecanismo 

de intercambio aniónico, aunque también se tiene retención mediante fase reversa. 

A pH bajo el intercambio aniónico se desactiva porque el analito se encuentra 

desionizado, mientras que, se obtiene una máxima retención en fase reversa (Waters 

Corporation, 2017).   

 

Figura 5. Interacciones en el cartucho AX de acuerdo al pH de la fase móvil. Fuente:(Waters 

Corporation, 2017) 

La figura 5 muestra el comportamiento de los compuestos ácidos en el cartucho cuando 

el pH de la fase móvil cambia. 
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2.4. Fármacos 

Los 5 fármacos que se estudian son de interés por ser los más vendidos en el Ecuador e 

incluyen antibióticos, analgésicos y antinflamatorios.  

 

2.4.1. Sulfametoxazol 

La estructura química de este antibiótico es una sulfonilamida, como lo muestra la figura 

6; el efecto terapéutico es el de impedir la síntesis de ácidos nucleicos y proteínas en las 

bacterias, por esta razón es una de las drogas más recetadas para el tratamiento de 

afecciones de vejiga, pulmones y oído. Cabe señalar que este medicamento también se 

utiliza para tratamiento de animales (Emily Anness & Kathryn Conoby, 2013). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

El cuerpo humano no metaboliza todo el medicamento, y en promedio los pacientes 

excretan alrededor del 50% del mismo en su forma activa, por lo que su eliminación 

directa en aguas residuales afecta la actividad natural microbiológica de efluentes, afecta 

el ciclo del nitrógeno, aporta toxicidad al agua y genera mutaciones genéticas (Emily 

Anness & Kathryn Conoby, 2013). 

Este medicamento tiene un peso molecular de 253.3 g/mol, un punto de fusión de 166°C 

y dos constantes de disociación (pka), de 5.7 y de 1.6 (Emily Anness & Kathryn Conoby, 

2013). 

 

2.4.1.1.Especiación  

Al tener dos pka se encuentra al sulfametoxazol en su forma neutra, aniónica y catiónica, 

tal como lo muestra la figura 7. 

Figura 6. Molécula del Sulfametoxazol. Fuente: PubChem 
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Figura 7. Especiación del sulfametoxazol. Fuente:(Barros et al., 2018) 

Cuando el pH del medio se encuentra entre los valores de los pka 1.6 y 5.7 las moléculas 

se encuentran en estado neutro, a pH menor a 1.6 el nitrógeno de la anilina adquiere un 

protón y se carga positivamente, mientras que a pH’s superiores a 5.7 el nitrógeno del 

núcleo de la sulfonamida pierde un protón y se carga negativamente (Barros et al., 2018). 

 

2.4.2. Ciprofloxacina 

La ciprofloxacina es un antibiótico cuya estructura química pertenece al grupo de las 

fluoroquinolonas, estructura que se observa en la figura 8, es ampliamente utilizadas para 

tratar infecciones de huesos y articulaciones provocadas por bacterias gran positivas, así 

como en el tratamiento de infecciones en las vías urinarias y vías respiratorias (PubChem, 

s. f.; The American Society of Health-System Pharmacists, 2018). 

 

Figura 8. Molécula de Ciprofloxacina. Fuente: PubChem. 

Inhibe la acción del ADN girasa, actúa durante la replicación de las cadenas de ADN, la 

ciprofloxacina también inhibe la acción de las topoisomerasas, responsables de la forma 

espacial que adquiere el ADN (Jeffreys N. Johnson, 2014).  

Con respecto a la absorción en el cuerpo humano, se ha encontrado hasta un 15% de 

metabolitos del fármaco en la orina de pacientes tratados y hasta el 50% del medicamento 

en su forma normal, con respecto a la cantidad administrada vía oral (DrugBank Canadá, 

2018). 

Este medicamento tiene un peso molecular de 331.3 g/mol y dos pka de 6.1 y 8.9, con un 

punto de fusión de 255°C (PubChem, s. f.). 



               UNIVERSIDAD DE CUENCA 

   

28 

Santiago Alfredo Serrano Burgos 

 

2.4.2.1.Especiación  

 

Figura 9. Especiación de la Ciprofloxacina. Fuente:(Peng et al., 2015) 

La ciprofloxacina (figura 9) es un compuesto zwitteriónico, es eléctricamente neutro, pero 

presenta cargas formales positivas y negativas sobre átomos diferentes, entre pH 6 y 8.9 

esta es la forma predominante (Dorival García, 2013). 

A pH mayor a 6 el ácido estará desasociado, mientras que a pH menor a 8.7 el nitrógeno 

de la piperazina estará protonado (Torniainen, Tammilehto, & Ulvi, 1996). 

A pH más bajos que el primer pka de 6, se produce la protonación de la amina secundaria 

de la piperazina, dando lugar a la forma catiónica de la ciprofloxacina, y a pH mayor a 9 

se encuentra la forma aniónica de la ciprofloxacina producida por la pérdida del hidrógeno 

del grupo carboxílico (Peng et al., 2015). 

 

2.4.3. Paracetamol 

Es un medicamento derivado del p-aminofenol, y su estructura se puede observar en la 

figura 10, es el analgésico y antipirético más usado en el mundo, inhibe la síntesis de 

prostaglandinas y bloquea la generación del impulso doloroso a nivel periférico (Jóźwiak-

Bebenista & Nowak, 2014; Morocho, Cuesta, & Meneses, 2017). 



               UNIVERSIDAD DE CUENCA 

   

29 

Santiago Alfredo Serrano Burgos 

 

Figura 10. Molécula de Paracetamol. Fuente: PubChem. 

El cuerpo humano excreta cantidades muy bajas de este medicamento una vez se haya 

suministrado, solo el 4% del paracetamol es excretado sin alteraciones en su estructura, 

mientras que sus metabolitos tienen un porcentaje de excreción que va desde el 30% hasta 

el 50% (Prescott, 1980). 

Con un peso molecular de 151.2 g/mol, este fármaco tiene un pka de 9.7 y un punto de 

fusión de 336°C. 

 

2.4.3.1.Especiación  

 

Figura 11. Especiación del Paracetamol. Fuente:(Environmental Organic Chemistry, 2008) 

En la figura 11 se muestra que, un pH por encima de 9.7 la mitad de las moléculas se 

presentan en su forma neutra y la otra mitad en la forma desprotonada en el oxígeno del 

grupo fenol; de igual forma en un rango de pH entre 2 y 9 las moléculas están en su forma 

neutral (Environmental Organic Chemistry, 2008). 
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2.4.4. Diclofenaco de Sodio 

Clasificado dentro de los antiinflamatorios no esteroideos y derivado del ácido 

fenilacético, este medicamento actúa como analgésico y antipirético y es utilizado en 

tratamientos a largo plazo de enfermedades degenerativas de las articulaciones (Almanza 

Oyola, 2012). A continuación, en la figura 12 se puede observar la estructura del 

Diclofenaco sódico. 

 

Figura 12. Molécula del diclofenaco sódico. Fuente: PubChem 

El diclofenaco de sodio es metabolizado casi en su totalidad por el cuerpo humano, se 

excreta solo el 4% en su forma normal mediante la orina y sus metabolitos en un 37% 

(Sawchuk et al., 1995). 

Tiene un peso molecular de 318.1 g/mol, un punto de fusión de 284°C y un pka de 4.2. 

 

2.4.4.1.Especiación  

El diclofenaco de sodio se mantiene con carga neutra cuando se encuentra a pH menor a 

4.2, desde este valor se disocia y se puede apreciar, en la figura 13, que se desprotona el 

grupo carboxilo y la molécula adquiere una carga negativa cuando pasa el valor del pH 

antes mencionado (Tiwari, Lalhriatpuia, & Lee, 2015). 
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Figura 13. Especiación del Diclofenaco Sódico. Fuente: Autor. 

 

2.4.5. Ibuprofeno  

El ibuprofeno es un medicamento antiinflamatorio no esteroideo, su estructura química 

deriva del ácido propiónico, y fue introducido en 1969 como una alternativa a la aspirina, 

podemos observar su estructura en la figura 14 (Bushra & Aslam, 2010; Kawamoto, 

2010). 

 

Figura 14. Molécula del Ibuprofeno. Fuente: PubChem 

Dentro del cuerpo, el ibuprofeno es metabolizado por completo, y no se encuentra restos 

en la orina; aunque si se encuentran dos de sus metabolitos más importantes con un 

porcentaje del 25% al 37% (Mazaleuskaya et al., 2015). 

Tiene un peso molecular de 206.3g/mol, cuenta con un pka de 4.9 y un punto de fusión de 

76°C. 

 

2.4.5.1.Especiación  

La figura 15 nos muestra que, el ibuprofeno al tener un pka de 4.9 su interacción con el 

medio acuoso es sencilla, a pH menor que el pka el ibuprofeno se encuentra en su forma 

no ionizada o forma protonada, mientras que a pH mayor que el pka se encuentra en su 

forma iónica o desprotonada (Iovino, Canzano, Capasso, Erto, & Musmarra, 2015). 
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Figura 15. Especiación del Ibuprofeno. Fuente: Autor 

. 

Resumen de la presencia de fármacos en distintas ciudades del mundo. 

A continuación, la tabla 1 presenta las concentraciones que han sido encontradas en varios 

cuerpos de agua alrededor del mundo, por diversos investigadores utilizando las mismas 

técnicas analíticas. 

Tabla 1. Presencia de los distintos fármacos en diferentes ríos del mundo. 

 

 

 

 

 

 

Nombre Concentración en 
efluentes 

Referencias 

Sulfametoxazol 10.18 µgL-1 (Kalmar, 
Suecia) 

20.1 µgL-1 (Río 
Pipiripau, Brasilia) 

1(Lindberg, 2006) 
2(Lorz, Makeschin, & 

Weiss, 2014) 

Ciprofloxacina 10.240 µgL-1 (Kalmar, 
Suecia) 

2220 µgL-1 (Umea, 
Suecia) 

1(Lindberg, 2006) 

2(Olofsson, 2004) 

Ibuprofeno 11.9 µgL-1 (Baltimore, 
USA) 

20.2 µgL-1 (Río 
Pipiripau, Brasilia) 

1 (Yu, Bouwer, & Coelhan, 

2006) 
2(Lorz et al., 2014) 

Paracetamol 115.72 µgL-1 (Río 
Danubio, Serbia) 

28.3 µgL-1 (Río 
Pipiripau, Brasilia) 

1(Petrović, Škrbić, 
Živančev, Ferrando-
Climent, & Barcelo, 

2014) 
2(Lorz et al., 2014) 

Diclofenaco 11.34 µgL-1 (Río 
Danubio, Serbia) 

26.0 µgL-1 (Río 
Pipiripau, Brasilia) 

1(Petrović et al., 2014) 
2(Lorz et al., 2014) 
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3. METODOLOGÍA 

 

3.1. Equipos  

Cromatógrafo de alta resolución 

Marca y modelo: YL Instruments YL9300 HPLC, detector: UV/Vis, longitud de onda: 

190 – 600 nm, software: YL CLarity. 

Columna HPLC 

Marca y modelo: Zorbax SB-C18 (octadecil), fase estacionaria: Silica gel, tamaño de 

partícula: 5um, tamaño de poro: 120 Å, longitud x diámetro interno: 15cm x 4.6mm. 

Cartuchos SPE 

Marca: Thermo Scientific Hypersep Retain, modelo: PEP (equivalente Oasis HLB), AX 

(equivalente Oasis MAX), CX (equivalente Oasis MCX), volumen de carga: 3mL, 

capacidad: 60mg. 

Cámara de vacío 

Marca y modelo: Supelco Visiprep DL, capacidad: 12 cartuchos, vacío máximo: 

25mmHg, vacío recomendado: 20mmHg. 

 

3.2. Reactivos  

Ciprofloxacina (CPX): marca: Sigma Aldrich, pureza: >98% grado HPLC. 

Sulfametoxazol (SMX): marca: Sigma Aldrich, pureza: >99.9% estándar analítico. 

Diclofenaco de sodio (DCF): marca: Sigma Aldrich, pureza: >99.5% estándar analítico. 

Ibuprofeno (IBU): marca: Sigma Aldrich, pureza: >99.9% estándar farmacéutico 

secundario.   

Paracetamol (PCM): marca: Sigma Aldrich, pureza: >99.9% estándar farmacéutico 

secundario. 

Metanol (Met): marca: Lichrosolv, gradiente para cromatografía líquida. 

Acetonitrilo (ACN) gradiente para cromatografía líquida. 

 

3.3. Cromatografía líquida de alta resolución 

 

3.3.1. Condiciones cromatográficas 

La identificación y cuantificación de los 5 fármacos se realizó utilizando HPLC, con 

detección UV/Vis. El método fue validado mediante los parámetros exigidos, límite de 
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detección y cuantificación, linealidad, precisión interdía e intradía. Las condiciones 

cromatográficas fueron las siguientes: 

Columna:         Zorbax C-18 

Temperatura de la columna:       25°C 

Volumen de inyección:      20µl 

Fase móvil: Solvente A: H2O 66.6%, ACN 33.3% pH 2.7 (H3PO4) 

 Solvente B: ACN 

Gradiente: Tiempo (min) Solvente A Solvente B 

 0        80        20 

 3        80        20 

 7        35        65 

 10        35        65   

 12         0       100 

 15        80        20 

 18        80        20 

Flujo: 0.9mL/min 

Longitud de onda:  264nm 

 

3.3.2. Preparación de patrones 

Se prepararon soluciones patrones de 100mg/L de cada fármaco, se partió de compuestos 

sólidos, por lo tanto:  

• Para el SMX, PCM, DCF E IBU la disolución se realizó mediante un 80% de la fase 

móvil y 20% de ACN puro. 

• Para la CPX la disolución se realizó acidificando la fase móvil con un volumen de 

20mL de una solución 90% ACN y 10% Ácido acético. 

 

3.3.3. Construcción de curva de calibración  

Posteriormente, para la construcción de la curva de calibración, se preparó una mezcla de 

los fármacos a partir de las soluciones de 100mg/L, estas soluciones con concentraciones 

de: 0.25mg/L, 0.5mg/L, 1mg/L, 2mg/L, 4mg/L, 6mg/L. 

Cabe recalcar que existe una curva de calibración para cada fármaco individualmente. 
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3.4. Extracción en fase sólida (SPE) 

El método para la extracción en fase sólida fue desarrollado mediante diseño experimental 

con tres variables:  

• pH de carga de la solución: x1 

• pH del solvente de elución: x2 

• tipo de solvente: x3 

Para el nivel inferior (-) el pH es de 4, para el nivel intermedio (0), el pH es de 7 y para 

el nivel superior (+) l pH seleccionado es de 10. 

A continuación, en la tabla 2 se muestra el resumen de los niveles seleccionados. 

Tabla 2. Niveles del diseño experimental. 

  Nivel - Nivel 0 Nivel + 

x1 4 7 10 

x2 4 7 10 

x3 ACN - Met 

 

Los solventes elegidos fueron el ACN y el Met, al ser lo suficientemente fuertes como 

para recuperar los analitos del soporte de los cartuchos. 

Por lo tanto, el diseño experimental se estableció como lo indica la tabla 3: 
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Tabla 3. Diseño experimental completo. 

Exp N° x1 x2 x3 pH carga pH 
elución 

Solvente 

1 - - - 4 4 ACN 

2 + - - 10 4 ACN 

3 0 - - 7 4 ACN 

4 - + - 4 10 ACN 

5 + + - 10 10 ACN 

6 0 + - 7 10 ACN 

7 - 0 - 4 7 ACN 

8 + 0 - 10 7 ACN 

9 0 0 - 7 7 ACN 

10 - - + 4 4 Met 

11 + - + 10 4 Met 

12 0 - + 7 4 Met 

13 - + + 4 10 Met 

14 + + + 10 10 Met 

15 0 + + 7 10 Met 

16 - 0 + 4 7 Met 

17 + 0 + 10 7 Met 

18 0 0 + 7 7 Met 

 

Se aplicó el mismo diseño para los 3 tipos de cartuchos que se disponía, Hypersep PEP, 

AX y CX. 

Se estableció un volumen de 100mL de la solución de la cual se quiere recuperar los 

analitos, con una concentración inicial baja de 20µg/L, y se espera que después de la SPE 

se tenga una concentración de alrededor de 1mg/L, que puede ser leída directamente en 

el HPLC. La velocidad de carga y elución se estableció en 1.5mL/min, velocidad 

recomendada por el fabricante. 

 

3.4.1. Cartuchos Hypersep PEP, AX y CX 

En la figura 16 se aprecia que, el primer paso del proceso SPE es el acondicionamiento 

del cartucho, mediante el paso de 2mL de Met y después 2mL de agua ultra pura, esto 

con el objetivo de activar los centros activos del soporte del cartucho. 

A continuación, se realiza la carga de la muestra, en donde los 100mL se pasan a través 

del cartucho mediante un sistema continuo.  

Una vez que todo el volumen de la muestra haya pasado por el cartucho se continúa con 

la elución, para este estudio se utilizarán 2mL de solvente, colocados en dos pasos, 1mL 

hasta que el cartucho quede sin líquido remanente y 1mL en un segundo paso para 
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asegurar la elución completa de los fármacos, este volumen final de 2mL son recolectados 

en un tubo de ensayo. 

Posteriormente se inyecta en el HPLC para la correspondiente cuantificación y cálculo 

del porcentaje de recuperación. 

 

Figura 16. Procedimiento general para SPE 

. 
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4. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

 

4.1. Validación método cromatográfico 

Los resultados para la validación del método cromatográfico se dividen por 

medicamentos, es decir, se tiene una curva de calibración para cada fármaco, las cuales 

se mostrarán en el anexo 1 en conjunto con los cromatogramas a diferentes 

concentraciones. 

El desarrollo del método cromatográfico comenzó mediante la selección de las fases 

móviles adecuadas para la correcta elución de los analitos de interés. 

Como fase móvil A se seleccionó una mezcla de 66.6% de ACN con un 33.3% de agua 

ultra pura, adicionando ácido ortofosfórico hasta obtener un pH ácido de 2.7; valor de pH 

en el cual la columna del HPLC trabaja sin ningún problema y los picos del DCF e IBU 

son separados de manera correcta y están bien resueltos (Sultana, Saeed, Mehboob, & 

Nadir, 2013). 

Para la fase móvil B se eligió ACN puro, sin ninguna modificación de pH. 

Ambas fases móviles fueron seleccionadas debido a que los cinco fármacos tenían una 

solubilidad elevada en este solvente, y los diferentes autores recomiendan que los analitos 

deben ser disueltos en la fase móvil para evitar ruido y picos superpuestos debidos a 

solventes diferentes a los de la fase móvil. 

El gradiente seleccionado está pensado en optimizar el método cromatográfico, en los 

primeros minutos se eluye la CPX y el PCM, cuando comienza el gradiente al minuto 2.5 

se eluye el SMX y al minuto 9.4 y 9.7 se eluye el DCF e IBU respectivamente, al final 

del método se procede a regresar a la concentración inicial de la fase móvil A para lavar 

la columna de posibles residuos. 

 

4.1.1. Tiempo de retención de fármacos 

El método desarrollado fue capaz de diferenciar los 5 medicamentos presentes en 

diferentes muestras de soluciones acuosas, ver figura 17, y los correspondientes tiempos 

de retención se observan en la tabla 4. 
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Tabla 4. Tiempos de retención de los medicamentos. 

Fármaco TR (min) 

CPX 1.47 

PCM 1.77 

SMX 2.62 

DCF 9.45 

IBU 9.72 

 

 

Figura 17. Cromatograma de un patrón de 4ppm 

 

4.1.2. Linealidad, LOD y LOQ 

Para todos los fármacos se eligió la curva con el coeficiente de correlación (r2) más 

cercano a 1, y a partir de esta se calculó los diferentes parámetros estadísticos, la ecuación 

de la curva de calibración, el límite de detección y el límite de cuantificación, mostrados 

en la tabla 5.  

Tabla 5. Ecuación lineal, LOQ y LOD calculados. 

Fármaco Ecuación r2 LOD 

(ppm) 

LOQ 

(ppm) 

CPX y = 34.36 * x + 2.234 0.9997 0.039 0.079 

PCM y = 86.29 * x - 0.283 0.9996 0.047 0.094 

SMX y = 38.09 * x - 0.296 0.9995 0.050 0.099 

DCF y = 19.03 * x - 0.162 0.9997 0.040 0.080 

IBU y = 1.418 * x - 0.119 0.9998 0.026 0.052 

 

4.1.3. Precisión interdía 

En la precisión interdía, se obtienen las medias de las concentraciones de las dos réplicas 

de cada día, posteriormente se obtiene un promedio de las medias de todos los días y con 
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esos resultados se obtiene la desviación estándar y el coeficiente de variación, el cual 

debe ser menor al 20%.  

A continuación, en las tablas 6 – 10 se muestran los promedios, la desviación estándar y 

el coeficiente de variación para cada fármaco a cada concentración. 

Tabla 6. Porcentajes de la precisión interdía para CPX. 

Concentración 
(mg/L) 

0.25 0.5 1 2 4 6 

Promedio de 
medias (mV.s) 

12.56 20.96 37.88 71.63 143.01 217.04 

Desviación 
estándar (mV.s) 

1.76 2.73 1.94 4.17 6.40 5.28 

Coef. Variación 
(%) 

14 13 5 6 4 2 

 

Tabla 7. Porcentajes de la precisión interdía para PCM. 

Concentración 
(mg/L) 

0.25 0.5 1 2 4 6 

Promedio de 
medias (mV.s) 

22.07 48.34 93.12 187.35 378.35 561.28 

Desviación 
estandar (mV.s) 

1.40 5.18 4.38 13.24 15.63 39.70 

Coef. Variación 
(%) 

6 11 5 7 4 7 

 

Tabla 8. Porcentajes de precisión interdía para SMX. 

Concentración 
(mg/L) 

0.25 0.5 1 2 4 6 

Promedio de 
medias (mV.s) 

10.91 24.17 46.30 93.74 185.81 281.90 

Desviación 
estandar (mV.s) 

1.75 5.12 7.03 16.25 32.17 48.75 

Coef. Variación 
(%) 

16 17 15 17 17 17 
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Tabla 9. Porcentajes de precisión interdía para DCF. 

Concentración 
(mg/L) 

0.25 0.5 1 2 4 6 

Promedio de 
medias (mV.s) 

4.10 8.86 17.29 34.92 69.52 108.17 

Desviación 
estandar (mV.s) 

0.40 0.54 2.02 3.69 7.01 6.63 

Coef. Variación 
(%) 

10 6 12 11 10 6 

 

Tabla 10. Porcentajes de precisión interdía para IBU. 

Concentración 
(mg/L) 

0.25 0.5 1 2 4 6 

Promedio de 
medias (mV.s) 

0.25 0.60 1.21 2.46 4.84 7.44 

Desviación 
estandar (mV.s) 

0.04 0.10 0.12 0.30 0.71 1.15 

Coef. Variación 
(%) 

16 16 10 12 15 15 

 

4.1.4. Precisión intradía  

Para hallar la precisión intradía se obtiene el promedio de cada día y un promedio total 

de todos los días. Luego se procede a restar, para cada concentración y para cada día el 

promedio menos el promedio total. Esta diferencia se transforma a valor absoluto y se 

suma, para nuestro caso se tiene 3 días, por lo tanto 3 ensayos diferentes. Finalmente, 

para la desviación estándar se divide la suma anterior para el número de ensayos. 

A continuación, se muestran los valores de la desviación estándar y coeficiente de 

variación para cada concentración, el valor del coeficiente de variación se encuentra por 

debajo del 20%, lo que indica que los análisis son confiables, ya que están por debajo del 

valor límite (Tablas 11 – 15). 
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Tabla 11. Porcentajes de la precisión intradía para la CPX. 

Concentración 
(mg/L) 

0.25 0.5 1 2 4 6 

Desv. Estandar 
(mV.s) 

1.3 2.1 1.4 3 4.4 4 

CV (%) 10 10 4 4 3 2 

 

Tabla 12. Porcentajes de la precisión intradía para PCM. 

Concentración 
(mg/L) 

0.25 0.5 1 2 4 6 

Desv. Estandar 
(mV.s) 

1 3.8 3.1 10.2 11.9 30.6 

CV (%) 4 8 3 5 3 5 

 

Tabla 13. Porcentajes de la precisión intradía para SMX. 

Concentración 
(mg/L) 

0.25 0.5 1 2 4 6 

Desv. Estandar 
(mV.s) 

1.3 3.7 5 12.3 24.4 37.3 

CV (%) 12 15 11 13 13 13 

 

Tabla 14. Porcentajes de la precisión intradía para DCF. 

Concentración 
(mg/L) 

0.25 0.5 1 2 4 6 

Desv. Estandar 
(mV.s) 

0.3 0.4 1.4 2.8 5.3 5 

CV (%) 7 5 8 8 8 5 

 

Tabla 15. Porcentajes de la precisión intradía para IBU. 

Concentración 
(mg/L) 

0.25 0.5 1 2 4 6 

Desv. Estandar 
(mV.s) 

0 0.1 0.1 0.2 0.5 0.8 

CV (%) 12 11 8 9 10 11 
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4.2. Método de Extracción en Fase Sólida (SPE) 

Los ensayos mostrados en el diseño experimental se realizaron con una réplica, debido a 

la minima cantidad de cartuchos disponibles. 

El método para la extracción en fase sólida comenzó por estudiar las especiaciones de los 

fármacos y las curvas de absorción de los 3 cartuchos utilizados para este estudio (PEP, 

CX, AX), de igual manera se tomó en cuenta 2 solventes para la elución, Met y ACN, 

solventes recomendados por el fabricante; el Met es un solvente de tipo donador de 

protones (H+), tiene un poder de elución de 1, mientras que el ACN es un solvente dipolo-

dipolo y un poder de elución de 3.1 (Snyder, 1974). 

A las muestras de los 5 medicamentos se les modificó el pH, a 4, 7 y 10, para realizar la 

carga y al solvente de elución también se le modificó el pH a 4, 7 y 10. 

El método de acondicionamiento de los cartuchos, el método de carga y el método de 

elución es exactamente el mismo para los 3 tipos de cartuchos, la diferencia es el 

comportamiento de cada fármaco y su interacción con el soporte de la fase estacionaria 

del cartucho. 

Los valores de recuperación aceptados están comprendidos entre 70% a 120%    

(CORESTA, 2018; Reynolds, 2013). 

En el anexo 2 se encuentran los diseños experimentales para cada cartucho con su 

respectivo código de ensayo. 

 

4.2.1. Hypersep PEP 

En la tabla 16 se muestran los resultados obtenidos de los diferentes experimentos 

realizados en los cartuchos Hypersep PEP, cada uno con su réplica, por tal motivo se 

calculó el promedio de los dos experimentos y su desviación estándar, los valores de 

desviación estándar para este tipo de análisis deben ser menores al 20% para ser aceptados 

(Cardoso et al., 2011).  
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Tabla 16. Porcentajes de recuperación y desviación estándar de los medicamentos en el cartucho Hypersep PEP. 

Exp N° pH 
carga 

pH 
elución 

Porcentaje de recuperación (%) 

SMX CFX PCM DFC IBU 

PEP001 4.1 4.4 89 ± 4 24 ± 7 6 ± 1 51 ± 6 100 ± 13 

PEP002 9.6 4.4 12 ± 1 33 ± 15 5 ± 1 82 ± 3 33 ± 46 

PEP003 7.0 4.4 82 ± 2 24 ± 9 5 ± 1 79 ± 16 23 ± 32 

PEP004 4.1 9.6 84 ± 5 22 ± 1 6 ± 1 55 ± 1 98 ± 58 

PEP005 9.6 9.6 9 ± 3 23 ± 4 5 ± 0 66 ± 22 76 ± 4 

PEP006 6.8 9.6 85 ± 6 23 ± 7 6 ± 0 79 ± 5 78 ± 7 

PEP007 4.1 6.9 115 ± 2 52 ± 12 11 ± 0 77 ± 5 372 ± 239 

PEP008 9.5 6.9 10 ± 1 96 ± 20 8 ± 2 113 ± 11 215 ± 90 

PEP009 6.6 6.9 105 ± 6 66 ± 14 11 ± 1 113 ± 13 150 ± 86 

PEP010 4.1 4.1 86 ± 12 56 ± 3 52 ± 6 53 ± 5 14 ± 4 

PEP011 9.7 4.1 2 ± 2 69 ± 6 51 ± 2 76 ± 7 19 ± 2 

PEP012 6.7 4.1 81 ± 3 71 ± 5 48 ± 1 77 ± 5 11 ± 2 

PEP013 4.0 9.8 94 ± 10 47 ± 11 45 ± 5 52 ± 7 32 ± 7 

PEP014 9.5 9.8 2 ± 0 42 ± 2 44 ± 2 84 ± 4 112 ± 39 

PEP015 6.6 9.8 90 ± 3 54 ± 8 44 ± 2 75 ± 8 134 ± 27 

PEP016 4.1 7 96 ± 2 42 ± 6 51 ± 12 63 ± 5 152 ± 4 

PEP017 9.6 7 0 41 ± 7 51 ± 11 75 ± 9 109 ± 31 

PEP018 6.7 7 82 ± 2 26 ± 2 13 ± 0 67 ± 2 515 ± 16 

 

Sulfametoxazol  

Durante los experimentos realizados, se pudo observar que en el cartucho Hypersep PEP, 

se tienen recuperaciones altas y repetibles en todos los ensayos en los que se tiene pH de 

carga de 4 y 7; en este punto puede notar que, la retención se da por interacciones 

lipofílicas entre los grupos bencénicos de la molécula de sulfametoxazol y el divinil 

benceno presente en el cartucho Hypersep PEP, ya que en un gran porcentaje las 

moléculas se encuentran en estado neutro a estos pH’s, las recuperaciones varían desde 

81%  hasta 115%.  

Mientras que a pH cercano a 10 la mayoría de moléculas se encuentran cargadas 

negativamente, en el nitrógeno de la molécula principal de sulfonamida, esto impide la 

retención de la molécula en el cartucho debido a que la hidrofilicidad de la molécula 

aumenta en forma exponencial con relación a las moléculas neutras o cargadas de manera 

positiva, evitando que se retengan en el cartucho, dándo unos porcentajes de 0% hasta 

12% (Barros et al., 2018; Lian et al., 2014).  

Las recuperaciones no se ven afectadas por los solventes de elución, ni por su pH. 
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Ciprofloxacina  

La recuperación de la ciprofloxacina es baja cuando se utiliza ACN a pH 4 y pH 10 como 

solvente de elución y se tiene recuperaciones del 22 al 33%, por otro lado, si el ACN es 

utilizado a un pH neutro, la ciprofloxacina tiene un alto porcentaje de recuperación (52 - 

96%).  

Según (Peng et al., 2015), la ciprofloxacina a pH 6.1 a pH 8.7 se encuentra en su totalidad 

en forma zwitteriónica y en menor cantidad en su forma neutra, sumado a esta teoría, en 

estudios de (Kłosińska-Szmurło et al., 2014), las moléculas neutras de la ciprofloxacina 

tienen baja solubilidad en solventes polares, mientras que,  las moléculas zwitteriónicas 

de la ciprofloxacina tienen una gran afinidad por ambientes polares, este fenómeno 

permite explicar el alto porcentaje de recuperación cuando el pH de elución es 7, en 

primer lugar, las moléculas se retienen de manera efectiva en las moléculas del cartucho 

PEP y se recuperan en su totalidad utilizando un solvente como el ACN, capaz de atrapar 

mediante fuerzas dipolo a las moléculas de ciprofloxacina. 

 

Paracetamol 

El paracetamol existe en su forma neutra en pH’s bajo de 9, por lo tanto, se espera una 

retención mediante fase reversa, no obstante, los resultados muestran lo contrario, ningún 

ensayo da resultados con una recuperación mayor a 11%, con ACN como solvente de 

elución. 

Con metanol como solvente de elución los porcentajes mejoran hasta un 52%, esto es 

debido a que el paracetamol es un compuesto que tiene más afinidad por solventes 

alcohólicos, que son más polares que el acetonitrilo (Granberg & Rasmuson, 1999). 

 

Diclofenaco sódico 

Para el diclofenaco sódico el solvente de elución no afecta, de igual forma su pH, lo que 

si muestran los resultados es que el factor predominante es el pH de carga de la muestra, 

las recuperaciones van desde el 63% hasta 113% cuando la muestra tiene un pH de 7 y 

10 debido a que la molécula cargada se fija en el cartucho mediante fase reversa. A pH 

de carga 4 las moléculas se encuentran con el sodio y tienen más afinidad por el agua por 

lo que la recuperación se reduce un poco. Las interacciones para que se dé la retención en 

el cartucho son mediante fase reversa y la recuperación se da por la mayor afinidad del 

diclofenaco sódico por el solvente de elución que por la fase sólida, ya que las 

interacciones con el sorbente son débiles (Fuerzas de Van der Waals). 
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Ibuprofeno  

Las interacciones que ocurren para la retención del ibuprofeno son mediante fase reversa 

por la afinidad lipofílica del ibuprofeno, ya que es un ácido débil. (Czyrski, 2019). 

Los resultados varían y no son constantes entre replicas, teniendo recuperaciones de hasta 

11% y otras de hasta 515%, este error puede deberse a distintos factores como algún tipo 

de contaminación presente en la muestra al momento de cargar al cartucho o 

contaminación en la columna de HPLC. 

 

4.2.2. Hypersep CX 

En la tabla 17 se muestran los resultados obtenidos de los diferentes experimentos con el 

cartucho Hypersep CX, cada uno con su réplica, por tal motivo se calculó el promedio de 

los dos experimentos y su desviación estándar, los valores de desviación estándar para 

este tipo de análisis deben ser menores al 20% para ser aceptados (Cardoso et al., 2011).  

Tabla 17. Porcentajes de recuperación y desviación estándar de los medicamentos en el cartucho Hypersep CX 

Exp 
N° 

pH 
carga 

pH 
elución 

Porcentaje de recuperación (%) 

SMX CFX PCM DFC IBU 

CX001 4.0 4 25 ± 1 0 57 ± 4 53 ± 1 9 ± 2 

CX002 9.7 4 58 ± 11 0 55 ± 2 79 ± 6 15 ± 9 

CX003 6.6 4 23 ± 33 0 28 ± 40 83 ± 3 14 ± 9 

CX004 4.0 9.7 0 0 59 ± 8 65 ± 13 5 ± 7 

CX005 9.8 9.7 63 ± 11 0 54 ± 1 77 ± 1 6 ± 8 

CX006 6.5 9.7 13 ± 18 0 63 ± 3 83 ± 3 21 ± 7 

CX007 4.1 6.8 0 0 47 ± 4 58 ± 1 15 ± 1 

CX008 9.8 6.8 63 ± 11 0 43 ± 2 77 ± 6 3 ± 5 

CX009 6.4 6.8 13 ± 19 0 63 ± 7 89 ± 3 16 ±5 

CX010 4.0 4.1 22 ± 1 0 65 ± 6 57 ± 4 36 ± 4 

CX011 9.9 4.1 45 ± 10 0 60 ± 5 71 ± 8 32 ± 13 

CX012 7.0 4.1 42 ± 18 0 69 ± 17 84 ± 4 18 ± 3 

CX013 4.2 10.1 0 0 42 ± 59 57 ± 4 27 ± 4 

CX014 10.2 10.1 28 ± 6 0 50 ± 6 55 ± 5 8 ± 0 

CX015 6.8 10.1 29 ± 9 0 52 ± 9 67 ± 7 34 ± 7 

CX016 4.1 7.1 21 ± 6 0 32 ± 46 62 ± 1 37 ± 2 

CX017 10.0 7.1 46 ± 3 0 60 ± 2 70 ± 6 21 ± 2 

CX018 6.7 7.1 45 ± 8 0 64 ± 4 81 ± 1 53 ± 12 

 

Sulfametoxazol 

En el cartucho Hypersep CX, el fármaco no tiene una buena recuperación, llegando a un 

máximo del 63%, como se presentó en la tabla 6. 
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Según Barros et al., 2018 y Lian et al., 2014, las moléculas de sulfametoxazol a pH 7 y 4 

se encuentran en estado neutro y en muy poca cantidad cargadas negativamente, esto nos 

indica que la retención se da mediante interacciones de los grupos bencénicos y de manera 

nula mediante intercambio catiónico. Lo mismo sucede a pH 10, al estar las moléculas en 

su totalidad, cargadas negativamente, no existe intercambio catiónico, la retención se da 

por interacciones de fase reversa. 

Otra vez el solvente de elución y su pH no influye en la recuperación. 

 

Ciprofloxacina  

Como muestran los resultados no existe recuperación de las moléculas de ciprofloxacina 

en el cartucho de intercambio catiónico, a pH 4 las moléculas están cargadas 

positivamente, lo que nos indicaría que existe un intercambio catiónico entre la molécula 

de ciprofloxacina y las moléculas del cartucho CX, la explicación de la nula recuperación 

del fármaco en los experimentos CX001 y CX010, puede darse debido a que el solvente 

de elución no contenía los suficientes cationes que reemplacen a las moléculas de la 

ciprofloxacina o en su defecto los cationes del hidróxido de amonio (base débil) no fueron 

lo suficientemente fuertes como para reemplazar las moléculas de ciprofloxacina del 

sorbente. A pH 7 y pH 10 no existe recuperación con ningún tipo de solvente.   

 

Paracetamol 

Con ACN como solvente de elución el paracetamol presenta recuperaciones que van 

desde 28% hasta 63%, y utilizando metanol como solvente disminuye hasta un 32%. 

De igual forma las mayores recuperaciones se dan cuando se carga la muestra a pH 7, las 

interacciones mediante fase reversa son las esperadas. 

No se produce intercambio catiónico porque el pH de nuestro estudio no es tan bajo para 

lograr obtener la protonación del nitrógeno presente en la molécula de paracetamol. 

 

Diclofenaco sódico 

Existe poca o casi nula interacción entre las moléculas del diclofenaco sódico y las 

moléculas de intercambio del cartucho CX, puesto que la mayoría de las moléculas del 

diclofenaco están cargadas negativamente y un cierto porcentaje están en su forma neutra 

y el intercambio catiónico no puede ocurrir en estas condiciones. Razón suficiente para 

explicar que la retención se da por fase reversa, siendo las mejores con pH de carga 7. 
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Ibuprofeno 

En este cartucho de intercambio catiónico no se produce una buena recuperación del 

ibuprofeno, en un rango de pH desde 4 hasta 7, las moléculas empiezan a cargarse de 

manera negativa, por lo que no ocurre intercambio catiónico, los porcentajes bajos de 

recuperación se deben a interacciones de fase reversa por la afinidad lipofílica del 

ibuprofeno (Czyrski, 2019). 

Con ACN como solvente de elución, los porcentajes de recuperación que van desde 3% 

hasta 15%, mientras que utilizando Met los porcentajes se elevan alcanzando hasta un 

53% 

 

4.2.3. Hypersep AX 

En la tabla 18 se muestra los resultados obtenidos de los diferentes experimentos 

realizados en los cartuchos Hypersep AX, cada uno con su réplica, por tal motivo se 

calculó el promedio de los dos experimentos y su desviación estándar, los valores de 

desviación estándar para este tipo de análisis deben ser menores al 20% para ser aceptados 

(Cardoso et al., 2011).  

Tabla 18. Porcentajes de recuperación y desviación estándar de los medicamentos en el cartucho Hypersep AX. 

Exp 
N° 

pH 
carga 

pH 
elución 

Porcentaje de recuperación (%) 

SMX CFX PCM DFC IBU 

AX001 4.1 4 57 ± 5 9 ± 1 13 ± 1 15 ± 3 40 ± 5 

AX002 9.6 4 20 ± 3 5 ± 2 28 ± 3 13 ± 1 34 ± 4 

AX003 7.0 4 63 ± 4 20 ± 0 12 ± 0 21 ± 3 45 ± 5 

AX004 4.1 9.7 7 ± 0 11 ± 7 12 ± 2 22 ± 1 42 ± 6 

AX005 9.6 9.7 4 ± 3 3 ± 1 17 ± 1 24 ± 6 74 ± 38 

AX006 6.8 9.7 0 20 ± 1 11 ± 1 20 ± 1 53 ± 4 

AX007 4.1 6.8 13 ± 4 11 ± 1 10 ± 0 25 ± 2 62 ± 27 

AX008 9.5 6.8 1 ± 2 4 ± 3 18 ± 2 19 ± 0 66 ± 23 

AX009 6.6 6.8 0 9 ± 7 11 ± 0 15 ± 5 30 ± 3 

AX010 4.1 4.1 79 ± 1 26 ± 4 8 ± 1 9 ± 0 18 ± 2 

AX011 9.7 4.1 80 ± 1 57 ± 2 119 ± 18 40 ± 9 0 

AX012 6.7 4.1 86 ± 4 26 ± 3 98 ± 2 16 ± 9 0 

AX013 4.0 10.1 32 ± 3 10 ± 2 78 ± 9 15 ± 2 31 ± 9 

AX014 9.5 10.1 4 ± 0 4 ± 1 74 ± 5 31 ± 3 21 ± 2 

AX015 6.6 10.1 5 ± 1 8 ± 0 78 ± 5 16 ± 1 37 ± 9 

AX016 4.1 7.1 32 ± 0 7 ± 0 77 ± 7 15 ± 4 33 ± 6 

AX017 9.6 7.1 4 ± 0 4 ± 2 125 ± 16 37 ± 1 43 ± 3 

AX018 6.6 7.1 5 ± 0 13 ± 1 114 ± 15 17 ± 0 79 ± 1 

 

 



               UNIVERSIDAD DE CUENCA 

   

49 

Santiago Alfredo Serrano Burgos 

Sulfametoxazol  

Con el cartucho Hypersep AX, el sulfametoxazol solo se recupera de manera eficiente 

cuando se eluye con Met a pH 4, obteniéndose porcentajes de 79%, 80% y 86%, esto para 

los pH’s de carga de 4, 10 y 7 respectivamente.  

Las moléculas, que son cargadas en el cartucho a pH 4, están en su mayoría en estado 

neutro, por lo que las interacciones se dan mediante fase reversa. A pH 7, cuando un 

porcentaje elevado de las moléculas del sulfametoxazol empiezan a ionizarse, se obtiene 

recuperaciones altas, lo mismo ocurre cuando se carga la muestra a pH 10. 

Las recuperaciones con ACN a pH 4 son altas comparadas con las demás pruebas 

realizadas con ACN (>55%), pero no llegan a cumplir con el porcentaje aceptado. 

 

Ciprofloxacina  

Los resultados muestran que, cuando se carga la muestra a pH 10, la ciprofloxacina tiene 

una recuperación mínima, sus moléculas están cargadas negativamente y la retención se 

da mediante intercambio aniónico, nuevamente la explicación para la baja recuperación 

es la fuerza de los aniones presentes en el solvente de elución, en este caso el ácido 

acético. Cuando se carga la muestra a pH 7 las moléculas están en estado zwitteriónico y 

neutro por lo que la recuperación aumenta considerablemente a un promedio de 16%, sea 

cual sea el solvente de elución y su pH, se considera que la retención se da mediante fase 

reversa. A pH 4 las moléculas están cargadas positivamente, por lo que no existe 

intercambio aniónico, la poca retención se da por fase reversa. 

Sin embargo, el ensayo AX011 muestra un elevado porcentaje de recuperación de 57%, 

mismo que se repite en su réplica, la muestra fue cargada a pH 10, dándose el debido 

intercambio aniónico, el solvente de elución es el Met a pH 4, este compuesto es descrito 

como un solvente donador de protones y con los aniones del ácido acético es posible un 

reemplazo elevado de las moléculas de ciprofloxacina en los sitios activos del sorbente 

(Snyder, 1974). 

 

Paracetamol  

En este cartucho se da una recuperación alta cuando se utiliza Met como solvente de 

elución, las interacciones se dan mediante fase reversa cuando la muestra es cargada a un 

pH de 4 y 7 y mediante intercambio aniónico cuando se carga la muestra a un pH de 10, 

siempre y cuando la elución sea con Met a pH de 4, este comportamiento es el esperado, 

en un principio las moléculas del paracetamol se desprotonan y quedan libres para 
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adsorberse con los centros activos del sorbente y al momento de eluir con pH bajo y con 

Met se separan del sorbente de manera eficiente con recuperaciones cercanos al 100%. 

 

Diclofenaco sódico 

Existen solo 2 experimentos en donde el diclofenaco sódico presenta una recuperación 

alta, aunque, no llega a el rango aceptable. 

Los experimentos AX011 y AX017, en donde se carga la muestra a pH 10, donde todas 

las moléculas están cargadas negativamente, y se eluye a pH 4 y 7 respectivamente; en 

estos experimentos ocurre un intercambio aniónico. 

 

Ibuprofeno 

Los experimentos en donde se muestran porcentajes altos de recuperación son los AX005, 

AX007, AX008, AX018, el pH de carga 10, 4, 7 y 7 respectivamente para cada ensayo, 

rangos en los que la literatura nos indica que todas las moléculas están disociadas y ocurre 

en este cartucho un intercambio aniónico. Las moléculas son arrastradas posteriormente 

con los dos solventes de manera eficiente, cuando el pH del mismo se encuentra en 7. 

 

4.3. Desarrollo de la metodología para extraer los cinco fármacos 

Todos los datos anteriores fueron analizados de manera de que se pueda plantear un 

sistema SPE, que se recuperen los cinco fármacos estudiados. 

El método fue el siguiente y se observa el proceso en las figuras 18 y 19: 

• La primera carga de la muestra se realiza ajustando el pH 4 y la elución se realiza 

con ACN a pH 4, el sulfametoxazol, el diclofenaco y el ibuprofeno tienen altos 

porcentajes de recuperación. Se realizaron otras eluciones para comprobar la elución 

total de los compuestos y se encontró que la elución posterior a pH 10 también se 

recupera el diclofenaco, tal como lo muestra la tabla 19 y 20. 

Tabla 19.  Áreas resultantes de los picos de los fármacos de la primera carga a pH 4 con elución a pH 4. 

Elución 1 pH 4 (área 
mV.s) 

pH 10 (área 
mV.s) 

CPX 20.239 
 

PCM 9.539 
 

SMX 61.146 
 

DCF 12.601 1.7 

IBU 1.518 
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Tabla 20. Réplica de la primera carga, valores expresados en función del área del pico del cromatograma. 

Elución 1 pH 4 (área 
mV.s) 

pH 10 (área 
mV.s) 

CPX 23.09 
 

PCM 7.89 
 

SMX 60.86 
 

DCF 12.62 2.14 

IBU 1.31 
 

 

• Para la segunda carga, la muestra anteriormente utilizada se ajusta a pH 10 y la 

elución con ACN a pH 7 para lograr retener y recuperar la ciprofloxacina, esto 

también se logró dando porcentajes similares a los de la primera carga, pero esta vez 

asegurándonos que todas las moléculas se hayan retenido en el cartucho. 

 

También se recuperó un poco más de paracetamol y de diclofenaco, como lo muestra la 

tabla 21 y 22. 

Se realizaron otras eluciones posteriores para comprobar la elución total de los 

compuestos y se encontró que a pH 4 y 10 también se recupera la ciprofloxacina, 

sulfametoxazol y diclofenaco. 

Tabla 21. Áreas resultantes de la segunda carga con pH 10 y elución a pH 7, pH 4 y pH 10. 

Elución 2 pH 4 (área 
mV.s) 

pH 7 (área 
mV.s) 

pH 10 (área 
mV.s) 

CPX 2.58 18.36 - 

PCM - 5.80 - 

SMX 3.92 - - 

DCF - 2.13 2.11 

IBU - - - 

 

Tabla 22. Réplica de la segunda carga, valores expresados en área del pico de cada fármaco. 

Elución 2  pH 4 (área 
mV.s) 

pH 7 (área 
mV.s) 

pH 10 (área 
mV.s) 

CPX 4.68 22.09 - 

PCM 1.57 4.44 - 

SMX 3.92 - - 

DCF - 2.28 2.28 

IBU - - - 

 

En la tabla 23 y 24 se tiene la suman de todas las áreas, dando así los resultados finales; 

los porcentajes de recuperación se calcularon con un patrón de referencia de 5mg/L: 
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Tabla 23. Réplica 1 del método optimizado. 

Total Área (mV.s) Recuperación (%) 

CPX 41.18 101 

PCM 15.34 15 

SMX 65.07 89 

DCF 18.54 86 

IBU 1.52 86 

 

Tabla 24. Réplica 2 del método optimizado. 

Total Área (mV.s) Recuperación (%) 

CPX 49.86 121 

PCM 12.33 13 

SMX 64.78 84 

DCF 19.31 90 

IBU 1.31 74 

 

En la tabla 25 se observa el promedio de los porcentajes de recuperación, ya que se 

realizaron dos réplicas, estos porcentajes van acompañados de su desviación estándar que 

está por debajo del límite máximo permitido. 

Tabla 25. Porcentaje de recuperación total del método optimizado con su respectiva variación estándar- 

Total Porcentaje de Recuperación (%) 

CPX 111 ± 14 

PCM 14 ± 1 

SMX 86 ± 4 

DCF 88 ± 3 

IBU 80 ± 8 

 

El paracetamol se recupera por separado en un cartucho Hypersep AX, la carga de la 

solución se la hace a pH 7 y se eluye con Met a pH 4, dando una recuperación alta que se 

aprecia en la tabla 26. 

Tabla 26. Porcentaje de recuperación del PCM en el cartucho Hypersep AX. 

Total Porcentaje de Recuperación (%) 

PCM 98 ± 2 

 

En la investigación de Brogat en 2013,  en donde estudia varios fármacos, entre ellos 

SMX, DCF e IBU, y su detección en soluciones acuosas, se muestran resultados que 

concuerdan con esta investigación, siendo el cartucho con estructura hidrofílica – 

lipofílica (PEP) el que retiene los tres fármacos de manera eficiente, a pesar de que el pH 
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de su estudio es diferente. Lo que comprueba la capacidad del cartucho Hypersep PEP de 

retener y recuperar una amplia variedad de compuestos. 

 

Figura 18. Proceso para recuperar CPX, SMX, DCF e IBU. 

 

 

Figura 19. Proceso para recuperar PCM. 
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5. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES 

 

5.1. Conclusiones  

El método cromatográfico desarrollado alcanzó su objetivo al lograr identificar, separar 

y cuantificar de manera excelente los 5 fármacos analizados en este trabajo. 

Adicionalmente, la validación del método determinó:  

• Los coeficientes de correlación para cada medicamento fueron mayores a 0.999. 

• Los límites de detección y de cuantificación se calcularon de manera satisfactoria. 

• Las precisiones inter e intradía calculadas para cada fármaco están dentro del rango 

establecido por diferentes autores para el análisis instrumental de aguas residuales. 

Por otra parte, se pudo obtener un método eficiente de Extracción en Fase Sólida, método 

que permitió recuperar altos porcentajes de 4 de los 5 medicamentos analizados utilizando 

un solo cartucho. 

• Los ensayos del diseño experimental utilizando los cartuchos Hypersep PEP, CX y 

AX permitieron desarrollar y optimizar un método continuo que facilita la extracción 

de la Ciprofloxacina, Sulfametoxazol, Diclofenaco Sódico e Ibuprofeno, porcentajes 

que son: 111% ± 14, 86% ± 4, 88% ± 3, 80% ± 8 respectivamente para cada 

medicamento. 

• El paracetamol se recupera en un porcentaje de 98% ± 2 cuando se utiliza el cartucho 

Hypersep AX, con Met como solvente de elución. 

 

5.2. Recomendaciones 

Esta investigación puede ser ampliada, mediante el uso de nuevos cartuchos, 

especialmente los C-18, que tienen el alcance de retener y recuperar una amplia gama de 

compuestos, esta habilidad depende del acondicionamiento previo que se dé al cartucho. 

Por otro lado, las variaciones de pH son fundamentales en el estudio de recuperación de 

estos medicamentos; por lo que sería de gran beneficio realizar más pruebas con un rango 

de pH más amplio, un rango que comience en pH 2 y llegue hasta pH 12, los cartuchos 

utilizados y el nuevo cartucho recomendado resisten y tienen la capacidad de trabajar 

entre el rango de pH descrito anteriormente.   
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ANEXOS 

ANEXO 1. Curvas de calibración de cada medicamento y cromatogramas a diferentes 

concentraciones. 

 

Figura 20. Curva de calibración para CPX. 

 

Figura 21. Curva de calibración para PCM. 
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Figura 22. Curva de calibración para SMX. 

 

Figura 23. Curva de calibración para DCF. 

 

Figura 24. Curva de calibración para IBU. 
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Figura 25. Cromatograma para la curva de calibración a 0.25ppm. 

 

Figura 26. Cromatograma para la curva de calibración a 0.5ppm. 

 

Figura 27. Cromatograma para la curva de calibración a 1ppm. 

 

Figura 28. Cromatograma para la curva de calibración a 2ppm. 
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Figura 29. Cromatograma para la curva de calibración a 4ppm. 

 

Figura 30. Cromatograma para la curva de calibración a 6ppm. 
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ANEXO 2. Diseños experimentales para cada cartucho. 

Tabla 27. Diseño experimental para el cartucho Hypersep PEP. 

Exp 
N° 

x1 x2 x3 pH 
carga 

pH 
elución 

Solvente Código Código 
replica 

1 - - - 4 4 ACN PEP001 PEP101 

2 + - - 10 4 ACN PEP002 PEP102 

3 0 - - 7 4 ACN PEP003 PEP103 

4 - + - 4 10 ACN PEP004 PEP104 

5 + + - 10 10 ACN PEP005 PEP105 

6 0 + - 7 10 ACN PEP006 PEP106 

7 - 0 - 4 7 ACN PEP007 PEP107 

8 + 0 - 10 7 ACN PEP008 PEP108 

9 0 0 - 7 7 ACN PEP009 PEP109 

10 - - + 4 4 Met PEP010 PEP110 

11 + - + 10 4 Met PEP011 PEP111 

12 0 - + 7 4 Met PEP012 PEP112 

13 - + + 4 10 Met PEP013 PEP113 

14 + + + 10 10 Met PEP014 PEP114 

15 0 + + 7 10 Met PEP015 PEP115 

16 - 0 + 4 7 Met PEP016 PEP116 

17 + 0 + 10 7 Met PEP017 PEP117 

18 0 0 + 7 7 Met PEP018 PEP118 

 

Tabla 28. Diseño experimental para el cartucho Hypersep CX. 

Exp 
N° 

x1 x2 x3 pH 
carga 

pH elución Solvente Código Código 
replica 

1 - - - 4 4 ACN CX001 CX101 

2 + - - 10 4 ACN CX002 CX102 

3 0 - - 7 4 ACN CX003 CX103 

4 - + - 4 10 ACN CX004 CX104 

5 + + - 10 10 ACN CX005 CX105 

6 0 + - 7 10 ACN CX006 CX106 

7 - 0 - 4 7 ACN CX007 CX107 

8 + 0 - 10 7 ACN CX008 CX108 

9 0 0 - 7 7 ACN CX009 CX109 

10 - - + 4 4 Met CX010 CX110 

11 + - + 10 4 Met CX011 CX111 

12 0 - + 7 4 Met CX012 CX112 

13 - + + 4 10 Met CX013 CX113 

14 + + + 10 10 Met CX014 CX114 

15 0 + + 7 10 Met CX015 CX115 

16 - 0 + 4 7 Met CX016 CX116 

17 + 0 + 10 7 Met CX017 CX117 

18 0 0 + 7 7 Met CX018 CX118 
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Tabla 29. Diseño experimental para el cartucho Hypersep AX. 

Exp 
N° 

x1 x2 x3 pH 
carga 

pH elución Solvente Código Código 
replica 

1 - - - 4 4 ACN AX001 AX101 

2 + - - 10 4 ACN AX002 AX102 

3 0 - - 7 4 ACN AX003 AX103 

4 - + - 4 10 ACN AX004 AX104 

5 + + - 10 10 ACN AX005 AX105 

6 0 + - 7 10 ACN AX006 AX106 

7 - 0 - 4 7 ACN AX007 AX107 

8 + 0 - 10 7 ACN AX008 AX108 

9 0 0 - 7 7 ACN AX009 AX109 

10 - - + 4 4 Met AX010 AX110 

11 + - + 10 4 Met AX011 AX111 

12 0 - + 7 4 Met AX012 AX112 

13 - + + 4 10 Met AX013 AX113 

14 + + + 10 10 Met AX014 AX114 

15 0 + + 7 10 Met AX015 AX115 

16 - 0 + 4 7 Met AX016 AX116 

17 + 0 + 10 7 Met AX017 AX117 

18 0 0 + 7 7 Met AX018 AX118 
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ANEXO 3. Fotografías de los equipos y diferentes ensayos realizados. 

 

Figura 31. Cromatografo YL 9300. 

 

Figura 32. Columna Zorbax C-18 

 

Figura 33. Cartucho Hypersep CX. 

 

 

Figura 34. Cartucho Hypersep AX. 

 

Figura 35. Cartucho Hypersep CX. 

 

Figura 36. Sistema continuo para SPE. 

 

Figura 37. Sistema continuo para SPE. 

 


