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Resumen: Este estudio desarrollé y validé un método de
andlisis por UHPL-DAD para detectar y cuantificar residuos
de Ivermectina (IVM) en agua residual. La implementacién de
este método, consistié en poder realizar un método robusto
y eficiente; donde el tiempo de retencidén para este residuo
en mencién fue de 3.1 min. No obstante, los pardmetros
considerados en el proceso de validacién del método analitico
fueron: selectividad, linealidad, limite de deteccién, limite de
cuantificacién y porcentaje de recuperacidn; el método es
selectivo, el coeficiente de correlacién es R. 2 0,99, presenta

un limite de deteccién (LD) de 0,003 pg L, un limite
de cuantificacién (LQ) de 0,01 pg L'l y un porcentaje de
recuperacion del 90% (con fortificacién de 0,1 pg L.

Palabras clave: Validacién, Antiparasitario, Ivermectina,
Cromatégrafo, Cuantificacion.

Abstract: This study developed and validated a method of
analysis by UHPL-DAD to detect and quantify Ivermectin
(IVM) residues in wastewater. The implementation of this
method consisted of a robust and efficient method, where
the retention time for this residue was 3.1 min. However,
the parameters considered in the validation process of the
analytical method were: selectivity, linearity, detection limit,
quantification limit and recovery percentage; the method is
selective, the correlation coefficient is R. > 0.99, it presents

a detection limit (LD) of 0.003 pg L a quantification limit
(LQ) of 0.01 ug L'}, and a recovery percentage of 90% (with
fortification of 0.1 pg L.

Keywords: Validation, Antiparasitic, Ivermectin,
Chromatograph, Quantification.
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Resumo: Este estudo desenvolveu e validou um método de
andlise por UHPL-DAD para detectar e quantificar residuos
de Ivermectina (IVM) em 4guas residuais. A implementacio

deste método consistiu num método robusto e eficiente, onde

Recepeién: 21 Julio 2023 o tempo de retengio para este residuo foi de 3,1 min. No

Aprobacién: 29 Octubre 2023 entanto, os parAmetros considerados no processo de validagao

do método analitico foram: seletividade, linearidade, limite de

URL: T . - -
detecio, limite de quantificagio e percentagem de recuperagio;

DOI: o método ¢ seletivo, o coeficiente de correlagio é R2 = 0,99,
apresenta um limite de detegao (LD) de 0,003 pg L, um limite
Copyright UNIFSLB, 2023 de quantificagio (LQ) de 0,01 pg LY ¢ uma percentagem de

recuperagio de 90% (com fortificagio de 0,1 pg L'1).

Esta obra estd bajo una Palavras-chave: Validagio, Antiparasitirio, Ivermectina,
Cromatdgrafo, Quantificaca.

INTRODUCCION

El inicio de la pandemia COVID-19, tuvo lugar a principios de 2020 y este se propagd de manera muy
rdpida. Incrementindose asi los casos confirmados y un alto niimero de fallecimientos como consecuencia
de esta pandemia (Elsaid et al., 2021). Frente a este problema de salud publica, comenzaron a surgir una
serie de medicamentos con capacidad de contrarrestar dicho mal (Chedid et al., 2021). Es relevante seialar
que, en esta lista se incluyeron medicamentos que podrian mostrar eficacia contra el COVID-19, como la
Ivermectina, la cual ha recibido la aprobacién de la FDA (Administracién de Alimentos y Medicamentos)
como un antiparasitario para uso solo en animales. Dicho ello, gran parte de este antiparasitarios es
utilizado en paises europeos y es relevante observar que estos paises han continuado utilizando una
cantidad significativa de antibidticos durante un extenso periodo de tiempo, tal como lo indican los datos
proporcionados por el Centro Europeo parala Prevencién y el Control de Enfermedades (ECDC) (Ammon,
2020).

Indudablemente, se desencadend una crisis sin precedentes que afectd significativamente a los sistemas de
atencion médica y a los recursos en varias partes del mundo; subrayando asi la relevancia de tomar medidas
preventivas y de control de infecciones; y como consecuencia de estas medidas, los pacientes se veian mads
expuestos (Rawson etal., 2020). Por otro lado, se notd un incremento en la cantidad de reportes que registran
los efectos en la angustia psicoldgicas en las personas; y en donde los sintomas mas frecuentes incluyen
ansiedad, depresién y estrés, lo cual podria conducir a la automedicacién (Gras et al., 2020). Por otro lado,
la Ivermectina se clasifica como uno de los medicamentos de amplio espectro y es aprobado para consumo
de personas. De modo que, es muy probable que estos residuos tiendan a parar en tltimas instancias a las
redes sanitarias (Koch et al., 2005). De hecho, en la actualidad se informa sobre la deteccién de estos residuos,
lo que lleva a la identificacién de sus efectos ecotoxicoldgicos en cuerpos de agua superficiales como rios y
también en aguas subterrdneas (Nieto-Judrez et al., 2021).

La sobrecarga en el consumo de medicamentos es evidente, lo que incrementa la posibilidad de
que los residuos de estos farmacos lleguen a las plantas de tratamiento de aguas residuales (PTARs),
transformédndolas en fuentes de propagacién de contaminantes emergentes. No obstante, la limitada
tecnologia utilizada en varios paises suele afectar la capacidad para eliminar estos contaminantes de manera
efectiva (Pazdaetal., 2019) y como resultado, provocando la acumulacién en los lodos y sedimentos (Hiller et
al., 2019). Ademas, cantidades considerables atin contintia siendo liberados en los sistemas de alcantarillado
antes de llegar a las PTARs; y que a raiz de los sistemas tecnoldgicos actuales tienden a no ser eficientes en
la eliminacién de estos compuestos, lo que resulta en una preocupante presion sobre los cuerpos de agua
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receptores, generando asi una seria amenaza para la salud de las personas y el ambiente. Es por ello que, se
desarrollé y validé un método de anélisis cromatografico para detectar y cuantificar residuos de Ivermectina.

MATERIALES Y METODOS

Se empled un reactivo patrén de la marca Sigma Aldrich con una pureza del 99.9 % para llevar a cabo
la identificacién del antiparasitario. Los andlisis se ejecutaron utilizando un sistema UHPLC (Agilent
Technologies, Wilmington, DE, EE. UU.), el cual se encuentra equipado con una bomba analitica
cuaternaria de serie 1290 (Flexible Pump) demds, se emple un muestreador automdtico 1290 Infinity
disenado para manejar volimenes de hasta 900 mL, junto con un horno de columna de la serie 1200 y una
valvula de conmutacién de 10 puertas. También se aplic6 un procedimiento de carga de muestra que implicd
el uso de una columna analitica C18 de dimensiones 150 mm x 2.1 mm x 1,9 um, colocada a 35 °C. Se
aplicé una fase mévil en proporcién 70:20:10 (A / B / C), que consiste en acetonitrilo (solvente A), agua
(solvente B) y metanol (solvente C) en modo isocratico. Se establecié un caudal de 0.6 mL por minuto a una
temperatura de 35 °C utilizando una bomba analitica. Se inyect6 una muestra de 10 pL y se mantuvo una
presién aproximada de 600 bar con una longitud de onda de deteccién de 245.4 nm (Monteiro et al,, 2015).

Se elabord una curva de calibracién utilizando concentraciones de 0.01, 0.5, 1, 2 y 4 pg mL-1 de
Ivermectina, con un coeficiente de determinacién (r2) superior a 0.99, la determinacién de los limites de
deteccién y cuantificacién se basé en la relacién senal-ruido. Se obtuvo un porcentaje de recuperacién del
90%, similar al obtenido en la prueba de repetibilidad realizada una semana después, que fue del 92%. Estos
resultados cumplen con los estindares de andlisis para antibidticos segtin el Instituto Nacional de Metrologia
y Tecnologia de Calidad (Analiticos,2020).

Seguidamente se empled agua de rio como muestra en blanco y, ademads, para llevar a cabo los
procedimientos de recuperacion. Estas muestras de agua se sometieron a un proceso de filtrado a través de
filtros de fibra de vidrio de 0.45 pm, con el fin de eliminar las particulas en suspensién mas grandes y prevenir
cualquier obstruccién durante la extraccién en fase sélida (SPE) (Cristina & Fontes, 2010). Las extracciones
se llevaron a cabo utilizando cartuchos C18 (500 mg, 3 mL, 60 A), los cuales se acondicionaron con 10 mL
de metanol seguido de 10 mL de agua ultrapura. Luego, la muestra de agua residual se pasé a través de los
cartuchos a una velocidad de 3 mL por minuto. Para mejorar este proceso de extraccion, se utilizé una bomba
peristaltica de la marca Ismatec IPC 932D y una bomba de vacio de la marca Marathon. Después de pasar
toda la muestra por el cartucho C18, se procedio a eluir con 10 mL de metanol y se transfirié a tubos de
ensayo. Luego, se evapord el solvente utilizando nitrégeno. Una vez evaporado, se volvi6 a suspender en 1 mL
de acetonitrilo después de pasar por una filtracién mediante filtros de fibra de vidrio de 0.2 um. Finalmente,
estas muestras se analizaron en un sistema UHPLC-DAD (Xu et al., 2014).

RESULTADOS

En términos de la validacién, se empled una columna Infinitylab poroshell C18 (Octadecilsilano) (Tabla 1).
Instalado en un sistema UHPLC-DAD una columna Infinitylab poroshell C18. La fase mévil utilizada fue
una mezcla isocrdtica de acetonitrilo (70%), metanol (10%), y agua ultrapura (20%) a un caudal de 0.6 mL/
min. De acuerdo con las condiciones cromatograficas establecidas en el método actual (Tabla 1), se observa
una senal analitica de la Ivermectina alos 3.1 minutos. Es importante destacar que la validacion se llevé a cabo
siguiendo las pautas de la guia DOQ-CGCRE-008, que incluyen criterios de selectividad, linealidad, limite
de deteccidn, limite de cuantificacién y porcentaje de recuperacion. Este tltimo se determiné utilizando la
metodologia de extraccién en fase sélida (SPE).
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TABLA 1.
Caracteristicas del método para UHPLC-DAD

CARACTERISTICAS COLUNMNA
COMATOGRAFICA
C18 (Octadecilsilano)

Dirmensiones 2.1 150 mm

Didametro de particula 1.9 um

Presion aprox. £00 bar

Yolurmen de rmaestra 10 pL

Temperatura utilizada 35 %C

Jolventes MEOH -ACN -H2O (10-70-20
%)

Ademas, la validacién se llevé a cabo siguiendo los criterios de la normativa DOQ-CGCRE-008, en la
que se establecid la sensibilidad del método en funcién del limite de deteccién (LOD). EI LOD se defini6
como la concentracién minima detectable mediante una relacién sefal-ruido (S/N = 3) (Ribani et al,
2004), el cual nos otorgd un resultado de 0.003 pg L-1. Asimismo, el limite de cuantificacién definido por
una relacién seial-ruido de 10 (S/N = 10), permiti6 una cuantificacion a partir de 0.01 pg L-1. Asi como
también se obtuvo un porcentaje de recuperacion del 90%, lo cual cumple con los criterios establecidos, que
se encuentran en el rango del 60 al 120% (Analiticos, 2020).

TABLA 2.
Caracteristicas analiticas del antiparasitario estudiado en UHPLC

LOD LOO .. Area de Rec cv
Compuesto (min} (ngl-1) (ugl-1) Ecuacion Cod recuperacion (%) 5D %
A-1 1518 BB.89
_ ¥ = A-2 157.3 92.11
Iﬂ"\ggecma 31 0003 001  170.23¥+5.7861 4-3 1429 8367 0.042 464
R2= 0.99549 4-4 1613 94.45
A5 1576 92.28

TR: Tiempo de retencién, LOD: Limite de deteccién, LOQ: Limite de cuantificacion, SD: desviacion
estdndar, CV: coeficiente de variacién Rec (%): porcentaje de recuperacién, R2: coeficiente de Pearson.

Dado los resultados del sistema obtenidos a partir de la curva de calibracién con concentraciones de: 0.01,
0.5,1,2y4 ug mL-1 de IVM, y mediante los andlisis respectivos, nos otorgd un coeficiente de correlacién de
0.99549 (Figura 1), mostrando de alguna manera una alta relacion entre las concentraciones propuestas, los
mismos que también, son directamente proporcional al tipo de transformacién matemdtica a aplicar. Cabe
mencionar que, la determinacién de la curva utiliza la relacién presente entre la respuesta obtenida (4rea de
pico cromatogrifico) y la concentracién del analito de IVM; es asi que, dicha estandarizacién es formulada
mediante una expresién matematica, el cual sirva parala realizacién del célculo de la concentracion del analito
a ser determinado en la muestra.
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FIGURA 1.

Correlacion entre el drea y las concentraciones de
preparaciones a distintas concentraciones del analito de IVM.

El resultado obtenido una semana después de validar el método para poder cumplir con la validacién de la
repetibilidad, bajo un conjunto de condiciones como: el mismo procedimiento de extraccidn en fases sdlida,
el mismo operador, y las mismas condiciones de funcionamiento y mismo equipo; nos dio como resultado
una recuperacién promedio similar, con un porcentaje del 92.39 %. Asimismo, los resultados obtenidos de la
desviacién estdndar en relacién a la recuperacion de la fortificacion (fortificado con 0.1 ug mL-1) dieron una
DESV =0.041 y un coeficiente de variabilidad de 4.46 % cumpliendo de alguna manera con el procedimiento
de Validacién donde se considera un coeficiente de variabilidad del 20%.

TABLA 3.
Repetibilidad del método para la recuperacién de Ivermectina

Compuesto T.R Conc. Area Ecuacion de larecta Codigo  Areade Recuperacion Porcentaje Promedio DESV CV
de recuperacion de de %
muestra fortificacion recuperacion (Importar

(%) imagen)
B-1 1607 0.901 901z
Y= B-2 167 0.437 93.86
I¥M 31 1 18238 17B.31E+56357 E-3 154 0.564 36.37 92.39 0041 446
R2= 09955 E-4 1719 0.9684 98.41
E-S5 170l 0.954 95.4
2
DISCUSION

El método propuesto, propone algunas ventajas sobre lo desarrollado por (Padivitage et al., 2022; Pawar et
al., 2021); esto debido a la obtencién de un limite de deteccién (LD) con un valor de 0.003pg L-1, ademis el
limite de cuantificacién (LQ) calculado es de 0.01ugL-1. Demostrando asi mayor sensibilidad para este tipo
de antiparasitario para andlisis en cuerpos de agua. No obstante, la deteccion se dio en menos tiempo (min
3.1), lo que significarfa ahorro en solventes y otros. Por otro lado, se reporta una recuperacién poco més del
90 % mediante la aplicacién de metodologia de SPE, lo que significaria una similitud en cuanto alo reportado
por Padivitage et al., (2022), quienes a su vez sefialan una estabilidad para IVM; a raiz de la persistencia en
relacidn a su estabilidad el cual es de 8 dias, a temperaturas de entre (2 y 8 °C). Dicho ello, los cambios que se
dan después delos7 dias transcurridos (>7 dfas); tienden a presentar deformaciones (posible degradacion) del
pico cromatogréfico representativo del analito, lo que mas adelante generaria ciertas alteraciones al momento
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de realizar los calculos. Es asi que, todo ello recae en la consistencia del mecanismo de retencién, impacto
ambiental y riesgo en el trabajo (Fatoki et al., 2018).

El antiparasitario de la Ivermectina estudiado para ser validado mediante el método cromatogrifico
acoplado a un sistema UHPLC - DAD demostr6 ser selectivo y especifico. Asimismo, las fases moviles
utilizadas durante el proceso de movilidad (ACN - MEOH - H2O) retienen la concentracién de la
Ivermectina, debido a su alta hidrofobicidad que la caracteriza; el mismo que le permite una relacion
oportuna con la fase estacionaria; optimizando de alguna manera la resoluciéon del analito mediante un
pico cromatogréifico bien definido (Pawar et al., 2021); en ese sentido, la sensibilidad lograda fue lo
suficientemente eficiente para detectar también los niveles bajos de Ivermectina.

Las concentraciones utilizadas para la elaboracién de la curva de calibracién presentaron un coeficiente
de correlacién de r = 0.995 siendo este mayor a lo esperado el cual fue de 0.99; despejando algtin
comportamiento andmalo (o resultados atipicos) para la IVM durante la recuperacién y cumpliendo con lo
establecido por (Analiticos, 2020). De hecho, la data obtenida para esta validacién es mejor o igual que lo
obtenido por Pawar et al. (2021). Asimismo, los resultados muestran un coeficiente de correlacion eficiente
para este método; en donde cuyas concentraciones tomadas para la elaboraciéon de la curva de calibracién son
de 0.01,0.5,1,2 y 4 ug mL-1 respectivamente.

CONCLUSIONES

El método desarrollado y validado para la deteccién y cuantificacién de residuo de ivermectina se realizé
por UHPL-DAD, presenta un limite de deteccién y cuantificaciéon de 0.003 y 0.01 pg L-1 respectivamente,
con un coeficiente de correlacién r2 > 0.99 y con un porcentaje de recuperaciéon 90.28 %, estos valores se
encuentran dentro de los pardametros establecidos en el DOQ-CGCRE-008. Estas cualidades la convierten
en una opcién apropiada y fiable para el propédsito deseado. No obstante, la metodologia que se describe
es sencilla y se ejecuta en un periodo de tiempo adecuado en comparacién con otras técnicas mencionadas
en la literatura. Ademis, la fase mévil utilizada es menos agresiva para la fase estacionaria, lo que mejora su
respuesta en el tiempo de retencién. La metodologia validada permite la deteccidn de este antiparasitario y
puede aplicarse igualmente para la identificacion en fuentes de aguas superficiales.
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