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2. Resumen ejecutivo.

Las sustancias activas de los farmacos son una clase nueva de los asi llamados contaminantes
emergentes que se han incrementado en los dltimos afos. Las drogas veterinarias y humanas
son continuamente liberadas en el ambiente como resultado de los procesos de fabricacion, la
disposicién de productos no usados o expirados y en las excretas. La cantidad de farmacos y
sus metabolitos bioactivos esta siendo introducida al ambiente en pequefias cantidades; sin
embargo su continua introduccién puede conducir a altas concentraciones a largo plazo y de
forma continua, pero los efectos adversos no han pasado inadvertidos en los organismos
acudticos y terrestres.

El incremento en el uso de estas drogas en el ganado, en la produccién de aves, granjas
porcicolas y granjas piscicolas durante las Gltimas cinco décadas ha causado una seleccion
genética de bacterias dafiinas, que es materia de gran preocupacion. Sin embargo, otros
compuestos farmacéuticos, especialmente polares, tales como las drogas acidas anti-
inflamatorias y reguladoras de lipidos también requieren atencién. La eliminacién de farmacos
en las Plantas de Tratamiento de Agua Residual se ha encontrado ser minima y
consecuentemente los efluentes de plantas de tratamiento son una de las principales fuentes de
estos compuestos y sus metabolitos recalcitrantes.

Debido a sus propiedades fisicoquimicas (alta solubilidad y poca degradabilidad en agua) son
capaces de penetrar en todos los pasos de filtracién natural y entrar a los grandes cuerpos de
agua asi como al agua potable.

Dado la potencial peligrosidad de los farmacos en el medio ambiente, se requiere de
metodologias analiticas capaces de determinar dichos compuestos a niveles traza, razon por la
cual en el presente trabajo se implementa y valida la determinacién de los farmacos amoxicilina,
diclofenaco mediante cromatografia de liquidos y hormonas tales como 17R-ESTRADIOL Y el
17a-ETINILESTRADIOL, Acetato de 17@3-Estradiol y Estrona en agua potable y agua residual
mediante cromatografia de gases y extraccion en fase sélida.

Los parametros de validacion son linealidad del sistema, linealidad del método, limites de
deteccién, limites de cuantificacién, precisibn y exactitud, asi como los porcentajes de
recuperacion obtenidos mediante la extraccion en fase sélida de cada uno de los compuestos
emergentes.

En el anexo de este informe se presentan en forma resumida los resultados de validacion asi
como los procedimientos de andlisis de cada uno de estos compuestos para agua potable y
residual.

3. Obtejivos

Identificar compuestos organicos emergentes, desarrollar e implementar metodologias para
analisis de compuestos por cromatografia de liquidos o gases.
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4. Antecedentes

Durante décadas la comunidad cientifica ha realizado estudios de diversos contaminantes
quimicos cuya presencia en el medio ambiente esta regulada por distintas legislaciones,
contaminantes como los compuestos perfluorados sulfonados (PFOs), hidrocarburos
aromaticos, pesticidas, dioxinas entre otros (Becker et al., 2008; Bandala et al., 2006; Pressman
et al., 2004). Sin embargo, el desarrollo de nuevos y sensibles métodos de analisis ha permitido
alertar la presencia de otros contaminantes potencialmente peligrosos, denominados
globalmente como emergentes. La agencia de proteccion ambiental de Estados Unidos de
América (EPA) se refiere a los contaminantes emergentes (CE) como materiales o productos
quimicos caracterizados por ser una amenaza para la salud humana y para el ambiente, los
cuales son relativamente nuevos y no se tiene un amplio conocimiento de su impacto en el
ambiente y en el hombre, ni hay todavia una normativa que los regule (EPA, 2008;). Los CE son
de distinto origen y naturaleza quimica (Barceldé y Lopez, 2007; Smital, 2008). El término
“‘emergente” es usado no solo para el agente contaminante, si no como una nueva
“preocupacion emergente” por el efecto que desencadena la presencia de estos contaminantes
detectados recientemente en el agua residual (Daughton, 2001). Todavia no se tienen datos
suficientes para una valoracion apropiada de su impacto (Barceld y Petrovic, 2006). La lista de
contaminantes emergentes incluye una amplia variedad de productos de uso diario con
aplicaciones tanto industriales como domésticas. Dentro de ellos se encuentran:

Toxinas de cianobacterias y algas
Compuestos bromados retardantes de llama
Subproductos de desinfeccion
Aditivos de gasolina
Hormonas y otros compuestos disruptores endocrinos
Compuestos organometalicos
Compuestos organofosforados retardantes de llama y plastificantes
Compuestos perfluorados
Productos de cuidado personal y farmacos
e Pesticidas polares y sus productos de degradacion / transformacion
Surfactantes y sus metabolitos

Esta demostrada la presencia de productos farmacolégiamente activos en las aguas residuales,
asi como su baja remocion en los procesos de depuracion convencionales (Clara et al., 2006;
Joss et al.,2004; Miao et al., 2004; Paxeus, 2004; Petrovic et al., 2003; Strenn et al., 2003). Asi
mismo, muchos de estos compuestos se han detectado en las aguas superficiales y
subterraneas (Drewes et al., 2003; Bernhard et al., 2006), existiendo estudios sobre los efectos
acumulativos y téxicos en los peces. Aln no estan claras las consecuencias de la presencia de
muchos farmacos en el agua residual y su efecto en el medio ambiente (Poseidon, 2004).

Las aguas superficiales y las aguas subterraneas son actualmente la mayor fuente de
produccion de agua potable en todo el mundo, sin embargo estudios han revelado
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recientemente la presencia de farmacos en ellas, tal es el caso de ciudades como Alemania,
ltalia, US, Canada, algunos de los farmacos mencionados son : Acido clofibrico (270 ng/L),
bezafibrato (27 ng/L), gemfibrozil (70 ng/L), carbamazepina (258 ng/L), diclofenaco (6 ng/L),
penazona (400 ng/L), provocando un alta preocupacion al presentarse en agua potable,
(Zwiener, 2007; Yi Hua et al., 2006; Quintana y Reemtsma, ; Gross et al., 2007; Farre et al.,
2007; Drewes et al., 2003).

Los farmacos llegan al medio ambiente por medio de su metabolizacién y excrecién por el
hombre. El farmaco administrado puede ser excretado sin ningun cambio, en forma de
conjugados de glucuronidos o sulfatos, como metabolito principal o como una mezcla de
muchos metabolitos (Strenn et al., 2004). En general, en el organismo los farmacos son
metabolizados por diversos mecanismos, luego son excretados en forma de derivados mas
polares y solubles en agua, que presentan una actividad farmacoldgica reducida respecto al
compuesto original (Flores et al., 2008; Bellido, 2006).

Por lo anteriormente expuesto se hace necesario identificar y cuantificar estos compuestos
emergentes por lo que en el area de cromatografia se desarrollara, implemetara y validara
técnicas analiticas para este tipo de compuestos, como son la amoxicilina, diclofenaco vy
hormonas.

4.1 Hormonas y compuestos disruptores endocrinos.

Recientemente, se ha puesto atencién a un grupo de contaminantes presentes en las aguas
municipales, los compuestos disruptores endocrinos (CDEs). Estos compuestos tienen la
capacidad de interferir con la funcién normal del sistema endocrino de los seres humanos y de
la fauna. Los CDE son compuestos quimicos que interfieren con la actividad normal de las
hormonas. La disrupcién endocrina puede ser a través de los productos quimicos sintéticos que
actlian o bloquean la actividad hormonal normal o a través de la exposicion de altas dosis de
las hormonas naturales producidas en el cuerpo.

Estos compuestos pueden causar efectos reproductivos y de salud irreversibles en seres
humanos y fauna.

4.1.1 Clasificaciéon de compuestos disruptores endocrinos.

Los compuestos disruptores endocrinos se clasifican en cuatro categorias principales:
hormonas naturales y sintéticas (estrogenos del sexo) (Thorpe et al., 2003: Colborn y Clemet
1992); metabolitos de los detergentes (Zinder et al., 2000); plastificantes (Sheanan et al., 2002;
Purdom et al., 1994), y biocidas (Zinder et al., 2000).

Estos compuestos tienen la capacidad de afectar directa o indirectamente el sistema endocrino
de los seres vivos.

Los CDE que se encuentran en el ambiente incluyen: el dicloro difenil tricloetano (DDT)
(Sumpter y Jobling, 1995), bifenilos policlorados (Sumpter y Jobling 1995), fenoles (Routledge
et al.,, 1999), Organoclorados (Estrada y Garcia, 204), ésteres de ftalato (Routledge et al.,
1999), etoxilatos alquilfendlicos (Ferguson et al., 2001), y hormonas naturales y sintéticas
(estrégenos) (Braga et al., 2005; Aerni et al., 2004; Andersen et al., 2003; D’Ascenzo et al.,
2003; Baronti et al., 2000; Larson et al., 1999; Ternes et al., 1999a).
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Las hormonas o estrogenos y los etoxilatos alquilfenélicos son los compuestos que han
recibido mas atencion, debido a que su presencia en Is aguas residuales han mostrado un
mayor impacto en el medio ambiente (Thorpe et al.,, 2003; Huang y Sedlak, 2001; Korner et al.,
2000; Ternes etr al., 1999b). De estos dos grupos, los estrogenos naturales y sintéticos
presentan una mayor actividad estrogénica en las aguas residuales (Snyder et al., 2001; Korner
et al., 2000).

Los principales estrégenos que generan un mayor efecto disruptivo sobre los seres vivos y los
cuales se encuentran en las aguas residuales no tratadas y tratadas en concentraciones entre 1
y 400 ng/L son la Estrona (El), 17R-estradiol (E2), Estriol (E3) y 17a-etinilestradiol (EE2)
(Jurgens et al.,, 2002; Colborn y Clemet, 1992). Aunque el E3 puede ser detectado en altas
concentraciones en los efluentes de las plantas de tratamiento, es un disruptor endocrino que
genera una menor actividad estrogénica en los seres vivos comparados con el E1,E2, y EE2. El
alto potencial estrogénico del E1, E2 y EE2 se cree que estd relacionada con una alta
acumulacién en el plasma sanguineo (Larsen et al., 1999; Stumpf et al., 1996).

4.1.2 Hormonas naturales y sintéticas (estrégenos del sexo)

Existen tres grupos principales de hormonas del sexo: las progestinas, andrégenos y
estrégenos. El E1, E2, E3 son los estr6genos mas importantes. De los tres, el E2 tiene una
actividad biol6gica mas alta, el E1 tiene un tercio de esa actividad mientras que la actividad del
E3 es solamente el 1% del E2 (Bachrach y Smith 1996). Estas hormonas son los estrogenos
principales de las mujeres. También estan presentes en los varones, pero en concentraciones
mas bajas. El E2 se convierte facilmente a E1. Aunque esta reaccion enzimatica es reversible,
la formacion de Else ve mas favorecida (Cooke y Naaz, 2004) El E3 es un intermediario entre
el E1 y E2. La concentracién del E3 es generalmente mas baja, aumenta durante el embarazo,
convirtiéndose en gran medida la hormona predominante del sexo en la madre y el feto
(Johnson et al.,2000). EI EE2 es compuesto sintético derivado del E2 y es la sustancia activa de
las pastillas anticonceptivas.

Los estrogenos y los andrégenos naturales se producen en el organismo masculino y femenino
en diversas cantidades. Las hormonas son moléculas lipofilicas, solubles en grasas que se
excretan principalmente como glucuronatos solubles o conjugaciones de sulfatos en el agua.
Bajo condiciones ambientales estas conjugaciones se hidrolizan rapidamente transformandose
en hormonas libres (E1, E2, E3, EE2) (Ternes et al., 1999a; Ternes et al., 1999b).

Los seres humanos excretan varias cantidades de hormonas dependiendo de pardmetros tales
como edad, estado de salud, embarazo, periodo menstrual de la mujer. Tyle y Routlegde
(1998) y Colucci et al. (2001) informaron que las cantidades de estrégenos naturales excretados
por los seres humanos en el periodo pre menopausia de las mujeres se encuentra entre 10 y
100 pg/dia. La cantidad de E1 excretado es de dos veces mas alta en comparacion con E2 y
E3.

4.1.3 Estrégenos sintéticos

México, Diciembre 2011 Pagina 6 de 94
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Este grupo de productos farmacéuticos consiste principalmente en pastillas anticonceptivas.
Parches anticonceptivos y de administracion intramuscular (hormonas para inhibir la ovulacion),
asi como estrégenos usados durante la menopausia. Hasta el momento no se encuentran otras
aplicaciones de esto estrogenos sintéticos.

Los estrégenos sintéticos son copias casi exactas de los naturales. Las pastillas anticonceptivas
contienen estrdgenos sintéticos, tales como el EE2, que se combina a veces con una progestina
(progesterona). La dosis tipica de administracion del EE2 es de 20 a 50 pg/dia. Durante 21 dias.
Después de la administracién, aproximadamente el 16.5% del EE2 no es metabolizado en el
cuerpo, pero existen conjugados de esta hormona que se encuentra en la orina y un 9% en
heces fecales (Johnson et al. 2000). La exposicion de organismos a estos estrogenos sintéticos
es extremadamente peligrosa.

4.1.4 Caracteristicas fisicoquimicas de los estrégenos naturales y sintéticos.

En la Tabla 1. Se muestran las principales propiedades fisicoquimicas de los estrégenos
naturales y sintéticos. La solubilidad en el agua de los estrégenos es baja en el rango de 0.3
hasta aproximadamente 13 mg/L. Los estrégenos presentan un alto coeficiente de particion
octanol-agua (log Kwo), indicando que estos compuestos pueden absorberse a una superficie
sélida. Todos los estrdgenos tienen presiones de vapor muy bajas.
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Tabla 1. Caracteristicas Fisicoquimicas de los estrégenos

(Fuente: Routledge et al. 1998)

SECRETARIA DE
MEDIO AMBIENTE Y
RECURSOS NATURALES

Compuesto Estructura Peso Solubilidad | Presion de

Molecular en agua a vapor Log Kwo
20°C (mg/L) | (mm Hg)

Estrona 270.4 13 1.42E-07 | 3.13

(E1) (C18H2202)

17B-estradiol 272.4 13 1.26E-08 | 4.01
(C18H2402)

17a-

etinilestradiol 296.4 11.3 2.6E-09 3.67
(C20H2402)

Los estrégenos son lipidos formados por una molécula de ciclopentanoperhidrofenantreno ( o
esterano), constitutita por cuatro carbociclos condensados denominados A,B,C y D que
presentan varias sustituciones; un radical metilo en las posiciones C13, un grupo alifatico en la
posicion C17 (EE2), dos grupos hidroxilo en la posicion C3, c17. En el caso de la estrona
presenta un grupo hidroxilo en la posicion C3. La caracteristica distintiva de los estrégenos es la
presencia de un triple doble enlace en el anillo A condicion que le confiere propiedades
aromaticas (anillo fendlico) Unicas de este grupo y caracteristicas Unicas para la union al
receptor estrogénico. En las moléculas de los estrogenos se puede distinguir una cabeza polar
constituida por el grupo hidroxilo y una cola o porcién apolar formada por el carbociclo de
nucleos condensados y los sustituyentes alifaticos (grupo etinil en el caso del EE2 en la
posicion C17). Asi los estrogenos son compuestos hidrofobicos. Aunque los estr6genos son
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principalmente apolares, su cadena lateral tiene un grupo polar hidroxilo capaz de formar
puentes de hidrégeno.

Los compuestos disruptores endocrinos fueron identificados concretamente por primera vez en
el medio ambiente en Inglaterra (Harries et al., 1994), pero también han sido identificados en
ambientes acuaticos en algunos otros paises de Europa, Norte y Sudamérica, y Australia (Kira
et al., 2002). Los efectos potenciales de la exposicion de los estrégenos Estrona, 17[3-Estradiol,
Estriol, y 17a-Etinilestradiol han sido estudiados en varias especies de peces. Los resultados
indicaron que la exposicion de estos estrogenos con concentraciones den el rango de 4.5 a 8.1
ng/L afect6 la capacidad esteroidegénica de los ovarios de los peces ( Palace et al., 2006).

Los estrégenos excretados por los humanos ocurren en diferentes tipos de matrices
ambientales Tabla 2. Las excreciones humanas son descargadas a través de la orina y heces
fecales al sistema de alcantarillado y de ahi a las plantas de tratamiento de aguas residuales
donde los estrégenos se pueden degradar biol6gicamente o pueden adsorberse en el lodo. Sin
embargo, los estrégenos removidos por adsorcion pueden resorberse y/o entrar nuevamente a
la fase liquida cuando el lodo es deshidratado, de esta manera contaminando nuevamente las
aguas superficies, subterraneas y suelos.

Tabla 2 .Concentraciones de los estrogenos en diferentes matrices ambientales.

Matriz Estrona 17B-estradiol E2 | 170- Referencia
ambiental El (ng/L) etinilestradiol
(ng/L) EE2 (ng/L)

Aguas

superficiales | <17 <8.8 <5.1 Bachmann et al.(2002) Ying
et al. (2002)

Influente de Busch et al. (2002)

agua residual | 44-102 11-180 <120 Baronti et al. (2000)
Solé et al. (2000)

Efluente de

agua residual | <82 <21 <62 Bachmann et al. (2002)

Efecto de las concentraciones de hormonas en el ambiente.

Los compuestos emergentes entran en las aguas superficiales y suelos por diferentes caminos
o0 vias tales como los efluentes de las plantas de tratamiento de aguas residuales y excretas de
animales. Las hormonas producidas por las excreciones humanas se incorporan rapidamente a
los influentes de las plantas de tratamiento donde son removidas y/o biodegradadas
parcialmente, quedando concentraciones traza en sus efluentes contaminando asi a las aguas
superficiales y suelos.

Las descargas de hormonas en aguas residuales comenzaron a finales de los afios 80 y cerca
de los afios 90, con informes de que en el Reino Unido peces machos, encontrados en lagos
donde se descargaban los efluentes de las plantas de agua residual presentaban feminizacion
(Harris et al., 1997; Purdom et al., 1994). La exposicion a este tipo de CDE en las etapas
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predominantes del embarazo puede conducir a malformaciones en los 6rganos sexuales de los
nifios con coeficientes intelectuales bajos (Mendes, 2002; Guo et al., 1995). Una teoria sobre la
exposicion a CDE indica que en mujeres los CDE puede generar cancer de pecho y
endometriosis (Mendes, 2002) y en varones, la exposicion a tales compuestos puede ser
asociada al cancer de prostata, disminucion del esperma, y céncer testicular (Méndes, 2002;
Toppan et al., 1996; Giwercman et al., 1993).

En contraste estudios en la fauna son mucho mas persuasivos. Se ha informado dos casos bien
documentados del impacto en diferentes especies de peces que viven en las aguas
superficiales expuestos a las aguas residuales de los efluentes de plantas de tratamiento de
aguas ( Solé et al., 2001; Rodgers-Gray et al., 2000), la produccién de vitellogenin (Thorpe et
al., 2003) y la feminizacion en peces machos (Bachman et al., 2002). Vitellogenin es una
proteina que se produce en altas concentraciones en el higado de os peces hembras para el
desarrollo de huevecillos (Sumpter, 1995). Por lo tanto, altas concentraciones de vitellogenin en
los peces masculinos indican exposicion y respuesta a un CDE. En la tabla 3. Se muesatra el
impacto de algunos CDE en la induccién de la proteina vitellogenin en peces.

Tabla 3 Concentracion letal media de CDE en la induccion de la proteina vitellogenin en la
produccién de huevecillos en peces.

Compuesto disruptor EC50 Referencia
endocrino

17a-etinilestradiol 1 ng/lL Palace et al.(2006)
Estrona 60 ng/L Thorpe et al. (2003)
17B-estradiol 25 ng/L Thorpe et al. (2003)
17a-etinilestradiol 1.2 ng/L Thorpe et al. (2003)

4.1.5 Presencia de Hormonas en aguas residuales.

Los estrégenos naturales asi como los sintéticos son CDE que son encontrados en diferentes
fuentes de agua (agua superficial, influentes y efluentes de las plantas de tratamiento de aguas
residuales).

De acuerdo con los datos medidos por Baronti et al., 2000; las concentraciones de E1, E2, E3y
EEZ2 en algunos influentes de diversas plantas de tratamiento de aguas residuales pueden estar
en el rango de 0.4-132 ng/L, aungue existen una gama de valores reportados en otros estudios
en los que se informan concentraciones de hasta 140ng/L y menores a 1 ng/L.

Los estrégenos constituyen la gran parte de la actividad estrogénica del agua residual tratada
(Chapman, 2003; Koner et al.,1999); Desbrow et al., 1998). El E2 y el producto primario de su
ruptura, el E1, se presenta con frecuencia en concentraciones bajas, alrededor de 10 ng/L;
mientras que el EE2 se detecta con frecuencia en concentraciones hasta de 0.1 ng/L (Ternes et
al. 1999b; Larson et al., 1999; Stumpf et al., 1996). El compuesto EE2 es el estrégeno sintético
encontrado con mayor frecuencia en los efluentes de las plantas de tratamiento de aguas
residuales municipales. Sin embargo, este estrogeno presenta concentraciones bajas
comparadas con el E1, E2 y E3.
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Estudios realizados por Ternes et al., de estrogenos en los influentes de las aguas residuales
de Brasil conteniendo E2 y E1 fueron de 21 y 40 ng/L respectivamente y en Alemania de 15y
27 ng/L para E2 y E1.

En los Paises Bajos también se detectaron E2 y E1 frecuentemente con concentraciones de
hasta 47 ng/L para E1 y de 1y 12 para E2 (Desbrow et al.,1998). Las concentraciones de los
estrogenos en las aguas superficiales fueron generalmente mas bajas. En diferentes muestreos
de varias descargas de efluentes de plantas de tratamiento realizados en Alemania, el E2 se
detecto en 20 plantas con concentraciones de hasta 62 ng/L (Stumpf et al., 1996).

En México se han detectado concentraciones de estrégenos en el rango de 0.01 a 25 ng/L
(Gibson et al., 2007).

Aunqgue existe un incremento en la cantidad de datos que se tiene acerca de la concentracién
de estrogenos en rios y efluentes de plantas de tratamiento a nivel internacional, en México
haya pocos estudios sobre concentraciones de estrégenos en las aguas residuales crudas,
aguas superficiales.

Debido a la problematica de los compuestos emergentes (hormonas y farmacos) se planteo la
implementacion del desarrollo de metodologias por cromatografia de gases y cromatografia de
liguidos para la identificacion y cuantificacibn de compuestos organicos emergentes
(Compuestos disruptores endocrinos (Hormonas), Antibiéticos (Amoxicilina) y Antiinflamatorios
(Diclofenaco).

5. METODOLOGIA

5.1 BuUsqueda bibliogréafica de métodos de andlisis para la cuantificacion de los compuestos

5.2 Seleccion de los métodos a implementar.

5.3 Cotizacion de reactivos, material y estandares.

5.4 ldentificacion y determinacion de tiempos de retencién cromatograficos de los compuestos
organicos.

5.5 Generacion de los métodos instrumentales (condiciones instrumentales de analisis).

5.6 Estandarizacion de métodos de andlisis mediante extraccion en fase soélida (bajo consumo
de disolventes, es rapida y econémica).

5.7 Determinacién del porcentaje de recuperacion de los compuestos organicos por extraccion
en fase soélida.

5.8 Validacién de métodos de analisis cromatograficos de compuestos orgénicos de interés.

5.9 Calculo de precision exactitud, limite de deteccion, cuantificacion y coeficiente de variacion.
5.10 Elaboracidn de los procedimientos de amoxicilina, diclofenaco y hormonas.

5.11 Elaboracién de informe

6. RESULTADOS

6.1.1 Implementacion de las metodologias (17R-ESTRADIOL Y el 17a-ETINILESTRADIOL,
Acetato de 17R-estradiol y Estrona).
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Una vez que se seleccionaron los métodos para determinar los compuestos emergentes, se
procedid a la implementacion analitica como se describe en el siguiente punto.

Implementacion de la metodologias, para las hormonas (17R-ESTRADIOL Y el 170-
ETINILESTRADIOL, Acetato de 173-estradiol y Estrona).

Debido a que se requieren diferentes equipos analiticos para la deteccion y cuantificacion de
cada familia de compuestos, lo ideal es agrupar los compuestos y emplear un método analitico
comun y que resulte adecuado. Los dos métodos mas comunes para la determinacion para las
hormonas (17R3-ESTRADIOL Y el 17a-ETINILESTRADIOL, Acetato de 17R-estradiol y Estrona)
son la cromatografia de gases acoplada a un detector selectivo de masas (CG/MS) y la
cromatografia de liquidos de alta resolucion (HPLC) con detector de UV-Vis para Amoxicilina y
Diclofenaco. Por ambos métodos los compuestos por medir se deben extraer del agua por
extraccion en fase solida (SPE) empleando resinas comercialmente disponibles.

Para las hormonas se requiere derivatizar los compuestos previamente al analisis
cromatogréfico.

6.1.2 Identificacién y determinacion de tiempos de retencién cromatograficos de los compuestos
organicos.

Para el caso de 17R3-ESTRADIOL, 17a-ETINILESTRADIOL, Acetato de 17(3-estradiol y Estrona.
La metodologia consistié en preparar un estandar de cada compuesto en un disolvente afin
(metanol grado pesticida o HPLC) de 1 pug/mL. Cabe mencionar que se usaron estandares
certificados marca CHEMSERVICE lote: con fecha de caducidad .

Los estandares se evaporaron con flujo de nitrégeno suave, posteriormente se derivatizaron con
50 uL de BSTFA-TMSCI vy piridina por 30 minutos a 80°C. Pasado el tiempo se deja alcanzar
la temperatura ambiente y concentra a sequedad con nitr6geno gas suavemente.

Se cambia de disolvente a tolueno, afora a 1 mL con Tolueno y se Inyecta al Cromatégrafo de
gases-masas.

Los estandares se inyectaron para generar el método cromatografico, variando condiciones de
andlisis, es decir rampas de temperatura para generar picos bien definidos y resueltos, hasta
obtener las condiciones cromatograficas y de la trampa iénica adecuadas (tablas 4 a 7), asi
como los tiempos de retencion y los iones caracteristicos de las hormonas Estrona (E1), 1703-
estradiol (E2), 17a-etinilestradiol (EE2) y Acetato de 71R-estradiol (E2AcO) con iones
caracteristicos de 342, 416, 425 y 366 respectivamente (tablas 1). Los cromatograma
generados en modo de barrido (SCAN) de la mezcla de los estandares de hormonas se
observan en la figura 1.

Condiciones cromatograficas en modo SCAN para la deteccién de Estrona (E1), 17R-estradiol
(E2), 170-etinilestradiol (EE2) y Acetato de 71R-estradiol (E2AcO).

Tabla 4. Escaneo de masas
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Start End Low High lonization lon =

[min.] [min.] F:Isszﬁ :':;s:] Mode Preparation |_|

Segment Description

2 |El 3.00 18.50 a0 GBS0 ElAuta -
3 K
4 -
5 =~
Add | Inzert ‘ Delete ‘ Defaults Restore Special Applications...

Tabla 5. Rampeo de temperaturas

Caolumn Oven Coolant: € On & OFf
Enable Coolant at [C):
Coolant Timeout [min): | 20. 00—

=1

Stabilization Tirme [min): | 0.20

Temp [C] [[f'}?':;] Hold [min] = Total [min)

160) 3.50 3250 Add

260 25.0 0.00 7.50

270 1.0 0.00 17.50 g
300 an.0 0.00 18.50

W~ ||| =-

Transfer Line

Tabla 6. Condiciones de Inyector

Front Injectar ] Middle Injector ] Rear Injector I

Front Injector Tyupe: [1177 Injector Oven: ™ On  ©  OF

Temperaturs [C]:

Split Ratio for Front 1177 + Front Type 1 EFC B

Time Split State | Split Ratio Add
Iritiallf OFF ff
3.00 On 20

]|

QNN =

Colurnn Owven End Timme: 18.50 min

Save I Cancel |

Tabla 7. lones Caracteristicos y tiempos de retencién de Estrona (E1), 17R-estradiol (E2), 170-
etinilestradiol (EE2) y Acetato de 71[3-estradiol (E2AcO).
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Ret | 15 | Compound ID Quan lon Calcul__Intearation | |dentificat  Ref. Spectum
1 Jizge | E1 42.0,CM Linear, 0.15,:200,5:1 015,5pec | 342.0, 330, 3250
| 2 13784 E2 416.0,CH Linear, |0.15,W:200,51 015, Spec 416.0, 4170, 415.0
3 1433 E24c0- 386.0,CH Linear, |0.20, 20,0, 5:50 |0.20, Spec | 386.0, 367.0, 385.0
114.92? EEZ 425.0, C:M Linear, | 0.20, 250,51 020, 5pac |73.0,425.0,750
| 5 |
| 6 |
A
8
9
10
Fig

ura 1. Cromatograma de Hormonas en modo de Barrido SCAN

B Chromatograms

4| #E] B 5] 4 = 8|
kCounts] long: RIC Ignore Hormonas P1.SMS 2000 CENTROID RAWY [ -
400—: 1713 Estradiol A Estradiol ]
30H i .
] Etinil Estradiol
In ] Estrona
20H -
] 1~
1004 -
] oA
[T [T [T [ [ I [T T
11 12 13 14 15 1B 17 g
minutes
| Seg 2, El , Tirme: 9.00-18.50, El-Auto-Full, 50-B50 miz
Scans 833 97 1120 1263 1405 1543 1851 1833 '
L KN -

Para hacer mas sensible el método y alcanzar los limites de cuantificacién y y los limites de
deteccion mas bajos se gener6 el método de Masas /Masas ( tabla 8 a 11).

Generacion de los métodos instrumentales (condiciones instrumentales de analisis).

CONDICIONES CROMATOGRAFICAS

Tabla 8.RAMPEO DE TEMPERATURAS Tabla 9. CONDICIONES DE INYECTOR
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Column Oven Coolant: © On & Off

Enable Coolant at [C]:
Coolant Timeaut [min):
Stahilization Time [min):

Temp [C] lgl'?l:iil] Hold [min] | Total (min]
160] 350 350 Add
260 250 0.00 750
270 1.0 .00 17.50 4
300 0.0 .00 18.50

m|w|m‘m‘h|w|m -

Transfer Line
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Frontriector | Middle Inector | Fieat Injestor

Front Injector Type: |1177 v | InjectorOven: & On O

Temperature (C)

Split Ratio for Front 1177 + Front Type 1 EFC X

Time Split State | Split Ratio
Initialf OfF
3.00/0n 20

Add
Off
(o
e

RN ENENEN K

Calurnn Oven End Time: 1850 min

Cancel

Tabla 10. CONDICIONES DE MASAS/MASAS con un intervalo de 50m/z a 650 m/z.

Low | High - =
P Start End lonization lon =
Segment Description | fl Y | nin g ?""3.‘5 ?""?f:] ode Preparation __|
1 |FIL/MUL DEL&Y | oo 9.00 None - -
2 [l 800 1243 50 50 Elduta | None -
3 [E1 | EEEEET 100 420 ElAutn = [MS/MS =
4 |E2 1306 1420 100 420 ElAuts | MS/MS -
5 |EzacO 1420 1478 100 420 Elduto = None =~
Add | (e | Delets ‘ Defaults | Rsstors | S Ardlee s

Segment Setpoints | lanization Mode - E1 Auta | lon Freparation - M5/M5 |

S?Sang\ma] 1.00 5:' seconds/scan Count Threshold: 0 5:' caunts

uScans

Multplier Offsst: | 20— +/- volts Mass Defect 100 = R
CalGas I

Emission Curent, | 100—=]  uamps

Defaults Restars

Tabla 11. IONES CARACTERISTICOS Y TIEMPOS DE RETENCION

Ref. Soectum

Ret ' 15 Compound [D Ouanlon  Calcul Intearation  |dentificat
1 12618 I £l HL0,CH Linear, 018, W200.51 1015, 5pec | 3420, 343.0, 3250
2 13188 £2 416.0,CM Linear, D18, W200.51 1015, 5pec 4160, 417.0, 4150
114.307 2 J6.0,CH Linear, 0.20,W.20.0,5:50 10,20, Spec | 386.0, 387.0, 3850
|4 (14340 EEZ 425.0,CM Linear, 0.20,We25.0.51 1020, 5pec 4250, 426.0, 4240
]

Una vez ajustados los tiempos de retencién y las condiciones cromatograficas para el método
de Masas/Masas, se inyectd una solucion de la mezcla de Hormonas de 10 ng/L, generandose
el siguiente cromatograma (figura 2).
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Figura2. CROMATOGRAMA CON CONDICIONES DE MS/MS

M5 Data Review - Chromatograms

File Chromatogram Speckrum  Spectrurn List  Search  Quantitation  Wiew  Window Help

2 = 2|3 Al#2 A0 0w 7
B Chromatograms
2 @ | At L] 6 - & =B AlE W
I-<Cnunt15_E lons: RIC lgnore 10 ng-ral S5 2000 CENTROID RAW -
] Estrona
3]
] A Estradial
7
x :
n ] ElR—
163 Etinil Estradiol 3
3 =
] £
3] o = E
10 2 E E
E o o £ 3
E — = E
E = = 3
3 17 [ Estradial ] -
o E
T T T T T T T
1 12 13 14 18 1B 17
rninutes
[ Seq 2, EI
Seans B33 979
4

Una vez generado el método se procedi6 a generar las curvas de calibracion para las
hormonas mencionadas (gréaficos 1 a 3).

Estandarizacion de métodos de andlisis mediante extraccion en fase soélida (bajo consumo de
disolventes, es rapida y econémica).

Gréfica 1. Curva de calibracion de la Estrona rango de concentracion de 0.046 ng/L a 0.740
ng/L

ESTRONA
3000 ~
2500 7 y = 3240.6x + 42.725 I
e -
2000 | R2 = 0.9965 —
S 1500 _—
4 _
< ,///9/
1000 - o
500 - -
o/’/o
O T T T T T T T 1
0.000 0.100 0.200 0.300 0.400 0.500 0.600 0.700 0.800
CONCENTRACION ng-L
México, Diciembre 2011 Pégina 16 de 94

F.C0.2.04.00



TM7A

Instituto Mexicano de
Tecnologia del Agua

SECRETARIA DE
MEDIO AMBIENTE Y
RECURSOS NATURALES

Grafico 2. Curva del 17R3-Estradiol rango de concentracion de 0.046 ng/l a 0.720 ng/L.

17 3 ESTRADIOL
3500 -
| y = 4,454.3004% - 187.5970 |
3000 R2=0.9911 .
2500 -
g 20007
[IT}
E:t = o S
1000 4
500 7 ,.,-,,.,.,,. - ,.-,,.,.,.
lu] * - ,.Q.I., | ‘ I I I I I
0.000 0.100 0.200 0.300 0.400 - - . -
CONCENTRACION ng-L

Grafico 3. Curva del 17a-etinilestradiol rango de concentracién de 0.028ng/L a 0.456 ng/I.

ETINIL ESTRADIOL

1200 -
y=2104.9x + 12.888
1000 Rz2=0.9926 ©

8004 S

s0O{ -

AREA
&

400 mm T

200 - e

0 T T T T T T T T T |
0.000 0.050 0.100 0.150 0.200 0.250 0.300 0.350 0.400 0450 0.500

CONCENTRACION ng-L

Una vez generada la curva de calibracion y obtenidos los parametros de linealidad (m,b,r), se
procedié a realizar dos curvas de calibracion mas para iniciar de esta forma el proceso de
validacién como se indica en el procedimiento CAGC7-06.

Determinacion del porcentaje de recuperacién de los compuestos organicos por
extraccion en fase sdlida

Posterior a esto se acondicionaron los cartuchos de extraccion en fase sélida para la prueba de
desempefio de las hormonas, asi como la obtencidon del porcentaje de extraccion de cada
analito.
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Validacién de métodos de analisis cromatograficos de compuestos orgénicos de interés
y calculo de precision exactitud, limite de deteccion, cuantificacién y coeficiente de
variacion

Para el célculo de los limites de deteccion, limite de cuantificacion del método, precision y
exactitud, se prepararon siete soluciones estandar de concentracion mas baja de la curva de
calibracion. Las siete soluciones de concentracion baja se sometieron al proceso de extraccion
en fase sdlida con cartuchos de extraccion Figura 3.

Figura 3. Proceso de extraccion en fase soélida.

Una vez que se pasaron las muestras de agua fortificadas con analitos, estos se dejaron secar
en el sistema. Se enjuagaron los cartuchos de extraccion con agua acidulada a pH < 3, se
dejaron secar y posteriormente se eluyeron los analitos con metanol, se evaporaron con un flujo
de nitrégeno como se muestra en la figura 4.
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Figura 4. Evaporacién de muestras con flujo de nitrégeno.

Se derivatizaron con BSTFA/MSCI y piridina a una temperatura de 80°C por 30 minutos en
estufa. Pasado el tiempo se sacaron y dejaron enfriar. Se realiz6 el cambi6é de disolvente a
tolueno y se reconstituyo con tolueno y por ultimo se inyectaron al Cromatégrafo de Gases —
Espectrometria de Masas.

En el anexo A se presentan los datos de linealidad, los limites de deteccion del método, limites
de cuantificacion, precision, exactitud e intervalos de confianza para las hormonas.

Discusion de Resultados.

El método de derivatizacion mas adecuado y que presenta una mayor sensibilidad es con el
BSFTA mezclado con TMCSI y piridina como catalizador a 80 °C por 30 minutos.

De las pruebas de desempefio se observan que los limites de deteccién son del orden de
nanogramos 0.007 ng/L, 0.003ng/L, 0.002 ng/L para 17R3-estradiol, Estrona, y 17a-etinilestradiol
respectivamente.

Se calculd la Linealidad y posteriormente se prepararon las soluciones requeridas en el
procedimiento de prueba de desempefio para obtener los limites de deteccion, cuantificacion,
precision, exactitud e intervalos de confianza como se indica en el procedimiento CAGC7-06.
Los resultados se presentan en el anexo A para 17R-estradiol, Estrona, y 17a-etinilestradiol.
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En cuanto a los limites de cuantificacion se obtuvieron de 0.064, 0.053 y 0.026 para
17Rk-estradiol, Estrona, y 17a-etinilestradiol por debajo de las concentraciones reportadas en la
bibliografia, lo que hace al método aplicable a aguas residuales y de abastecimiento.

La precision fue de 4.805, 1.632 y 6.99 y la exactitud de 103.203, 94.94, 64.51 lo que confirma
que el método es aplicable para la determinacién de estos compuestos y que ademas cumple
con los criterios del procedimiento CAGC7-06.

Elaboracién de los procedimientos de amoxicilina, diclofenaco y hormonas

Un vez concluido la validacion de las hormonas 17R-estradiol, Estrona, y 17a-etinilestradiol, se
procedié a generar su procedimiento de andlisis el cual se encuentra en el Anexo A (pagina ),
junto con el de diclofenaco y amoxicilina.

7. CONCLUSIONES.

La cromatografia de gases masas con extraccion en fase sélida es una técnica sensible y
adecuada para la determinacion de 17R-estradiol, Estrona, y 17a-etinilestradiol en agua de

abastecimiento y en agua residual.

El método fue probado con agua de grifo, agua de arrollo residual y en agua residual
obteniéndose porcentajes de recuperacion aceptables en los tres tipos de matriz.

Tanto el 17R-estradiol, Estrona, y 17a-etinilestradiol presentan una alta correlaciéon, como lo
indica la linealidad de cada uno de los compuestos.
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6.2 DESARROLLO Y VALIDACION DE UN METODO POR CROMATOGRAFIA DE LIQUIDOS
DE ALTA RESOLUCION (HPLC) PARA LA DETERMINACION DE DICLOFENACO Y
AMOXICILINA.

6.2.1Introduccion.

De todos los contaminantes emergentes, los que probablemente suscitan mayor preocupaciéon y
estudio en los ultimos afios son los farmacos y, en particular, los antibiéticos. El consumo de
farmacos en los paises de la UE se cifra en toneladas por afio, y muchos de los mas usados,
entre ellos los antibiéticos, se emplean en cantidades similares a las de los pesticidas (Jones
OA et al., 2001).

Las primeras evidencias de la presencia de farmacos en el medio acuético se

produjeron en los afios 70 con la identificacion en aguas residuales en EEUU del &cido
clofibrico, que es el metabolito activo de varios reguladores de lipidos en sangre (clofibrato,
etofilin clofibrato, y etofibrato). Sin embargo, no ha sido hasta principios de la década de los 90
gue el tema de los farmacos en el medio ambiente ha surgido con fuerza, como demuestran los
numerosos articulos publicados desde entonces, los cuales han despertado un gran interés
cientifico y social (tal y como ocurrié en Espafia tras la publicacion en la prensa de algunos de
los resultados obtenidos por el equipo de investigaciéon del Dr. Barcel6: El Periddico, 26 Octubre
2005; El Pais, Enero 2006; El global, 30 Enero 2006).

Entre los farmacos mas prescritos en medicina humana destacan los

Analgésicos /antiinflamatorios como el ibuprofeno y el diclofenaco, los antiepilépticos como la
carbamacepina, antibiéticos como la amoxicilina y el sulfametoxazol, y los B-bloqueantes como
el metoprolol. A estos cabe afiadir los, cada vez mas, utilizados en veterinaria, en actividades
como la acuicultura, la ganaderia, y la avicultura. Segun las propiedades fisicogquimicas de los
farmacos y sus metabolitos y productos de degradacion, y las caracteristicas de los suelos,
estas sustancias pueden llegar a alcanzar las aguas subterraneas y contaminar los acuiferos o
bien quedar retenidas en el suelo y acumularse pudiendo afectar al ecosistema y a los humanos
a través de la cadena tréfica. En consecuencia, para una evaluacion realista del medio acuatico
es necesario un estudio integrado agua subterranea-suelo/sedimento-agua superficial suelo.
Los farmacos que se han detectado en el medio ambiente acudatico, ya sea directamente 0 sus
metabolitos, incluyen analgésicos/antiinflamatorios, antibiéticos, antiepilépticos, B-bloqueantes,
reguladores de lipidos, medios de contraste en rayos X, anticonceptivos orales, esteroides y
otros, como broncodilatadores, tranquilizantes, etc. (Hernando MD et al., 2006a).

Las concentraciones a las que se han encontrado en aguas superficiales (como

consecuencia de una eliminaciéon incompleta en las plantas de depuracion de aguas) o en
aguas subterraneas (debido a la escasa atenuacion que experimentan algunos compuestos
durante la filtracion a través de suelos) se sitian normalmente en el rango de ng/L o pg/L,
mientras que en suelos y sedimentos, en donde pueden persistir durante largos periodos de
tiempo (la vida media del acido clofibrico, por ejemplo, se estima en 21 anos), alcanzan
concentraciones de hasta g/Kg (Hernando MD et al., 2006a; Diaz-Cruz MS, Barcel6 D, 2005).
Pero lo que ha despertado una mayor preocupacion ha sido el hallazgo de algunos de ellos
(como el ibuprofeno, el diclofenaco, la carbamacepina, o el acido clofibrico) en aguas potables
(Bedner M, Maccrehan WA, 2006).
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En muchos casos, las consecuencias de su presencia en el medio ambiente no estan aun
claras, pero en otros el riesgo parece evidente, y alarmante. Asi, por ejemplo, el diclofenaco,
aparte de afectar a los rifilones en los mamiferos, se ha asociado (como consecuencia de su
uso en veterinaria) con la desaparicion de los buitres blancos en la India y Pakistan, lo que
supone, segun el autor de este estudio (Fent K et al., 2006), un desastre ecol6gico comparable
al acontecido en el pasado con el DDT. Otro ejemplo es el del propanolol, que el equipo de
investigacion del Dr. Barcel6 ha detectado en multiples ocasiones en Espafia (Hernando MD et
al., 2006b), y que se ha visto tiene efectos sobre el zooplancton, asi como sobre los organismos
bentdnicos (Fent K et al., 2006).

Como resultado de las investigaciones llevadas a cabo hasta ahora, algunos farmacos estan
siendo considerados por la US EPA como posibles candidatos a ser incluidos en la lista de los
contaminantes organicos prioritarios en el agua potable, como es el caso del diclofenaco
(antirreumatico), la carbamacepina (antiepiléptico), y el cloranfenicol (antibi6tico). En la UE, por
el momento, no se han fijado limites maximos en el agua potable, y por tanto, no es necesario el
seguimiento de tales compuestos, sin embargo, lo mas probable es que en un futuro proximo
sean regulados.

Actualmente en Europa hay mas de 3000 ingredientes activos permitidos para su uso en el
cuidado de la salud. Sin embargo, desde que se detectara el primer residuo de acido clofibrico
hasta el momento, Unicamente unos 100 de ellos han sido alguna vez analizados en diferentes
compartimentos medioambientales. La necesidad de seguir trabajando en esta linea de
investigacion, en la que se debe incluir el estudio de los metabolitos y los productos de
transformacién (Miao XS et al., 2005; Bedner M, Maccrehan WA, 2006), es, por tanto, evidente.
Por el momento el nimero de articulos dedicados al analisis de farmacos en aguas es muy
superior al del andlisis en matrices solidas (Diaz-Cruz S et al., 2003; Diaz-Cruz MS, Barcel6 D,
2005; Hernando MD et al., 2006a). Ello probablemente es debido a la gran complejidad que
representa el estudio de tales matrices. Sin embargo, los avances tecnoldgicos habidos en el
campo de la quimica analitica permiten afrontar hoy por hoy este reto con grandes
probabilidades de éxito.

Para el andlisis de farmacos se han empleado fundamentalmente la cromatografia de gases y la
de liquidos con espectrometria de masas, pero la tendencia es a emplear, tanto en una como
en otra, la espectrometria de masas en tdndem para poder diferenciar entre posibles isbmeros
(Diaz-Cruz MS, Barcel6 D, 2005; Petrovic et al., 2005; Petrovic M, Barcel6 D, 2006). Los grupos
de farmacos que en la actualidad se consideran mas peligrosos y demandan investigacion son:
- los antibidticos, por la posibilidad de que se desarrollen cepas bacterianas resistentes que
hagan que estos compuestos resulten ineficaces para el fin para el que fueron disefiados (Diaz-
Cruz S et al., 2003) (los antibioticos ocupan el tercer puesto en volumen de uso de todos los
farmacos empleados en medicina humana, y el 70% de los empleados en medicina veterinaria),
- los medios de contraste en rayos X, porque son muy persistentes, no resultan eliminados en
las plantas de tratamiento, y alcanzan facilmente las aguas subterraneas por percolacion a
través de suelos.

- los citostaticos, porque debido a su gran potencia farmacolégica, exhiben con frecuencia
propiedades carcinogénicas, muta génicas o embriogénicas, y, al igual que los anteriores,
parecen presentar una eliminacién negligible en los procesos de depuracion, y los estrogenos,
utilizados fundamentalmente como anticonceptivos y para el tratamiento de desérdenes
hormonales tan frecuentes como la menopausia, que son los responsables en muchos casos de
la aparicion de fendmenos de feminizacion, hermafroditismo, y disminucion de la fertilidad.
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Debido a lo anteriormente expuesto, se implementa en el laboratorio de calidad del agua la
metodologia de analisis de diclofenaco y amoxicilina.

6.2.2.1 DICLOFENACO.
6.2.2.1.1 Mecanismo de accion del Diclofenaco:

EL Diclofenaco es un farmaco anti-inflamatorio, analgésico y tiene actividad antipirética. Los
mecanismos exactos no han sido claramente establecidos pero muchas de las acciones
parecen estar asociadas principalmente con la inhibicién de la sintesis de prostaglandinas. El
Diclofenaco inhibe la sintesis de prostaglandinas en los tejidos del cuerpo por la inhibicién de la
ciclo-oxigenasa, por lo menos dos isoenzimas de la ciclo-oxigenasa 1 (COX-1) y 2 (COX-2)
(también conocida como prostaglandina G / H sintasa-1 (PGHS-10 y 2 (PGHS-2),
respectivamente), han identificado que catalizan la formacién de prostaglandinas en la ruta del
acido araquidonico. El Diclofenaco inhibe tanto la COX-1 y COX-2 que, se presume, es
responsable de los efectos de los medicamentos no deseados en la mucosa gastrointestinal y la
agregacion plaquetaria. Puede bloquear la generacién del dolor a través de una accion
periférica que puede implicar la reduccion de la actividad de las prostaglandinas, y posiblemente
la inhibicién de la sintesis o0 acciones de otras sustancias que sensibilizan los receptores del
dolor a la estimulacién mecanica o quimica.

Férmula desarrollada:

0. .0
\’:T/
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H \N//\t\ -
I /.J\, (
N \\I
\\'»\\\ e

Propiedades fisicoquimicas:

Férmula molecular: C14-H11-Cl2-NO2

Peso molecular: 296.15

Olor: Sin olor

Solubilidad: En agua, 50 mg/mL a 25°C
6.2.3.2 METODOLOGIA DE ANALISIS

6.2.3.2.1 Material y reactivos.
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6.2.3.2.2 Equipos e instrumentos

Cromatégrafo de Liquidos HP 1050, calibrado

Balanza analitica OHAUS Discovery, codigo E-866, calibrada
Balanza analitica OHAUS Explorer Pro, cédigo Tar-PP-03
Potenciometro Orion-Termo, calibrado

Bafio Ultrasonico

Parrilla de agitacion

6.2.3.2.2 Reactivos y disolventes

Fosfato monaobésico de potasio J. T. Baker, grado reactivo
Hidroxido de sodio J. T. Baker, grado reactivo

Acido fosforico, Baker Analyzed; grado reactivo

Metanol, Fermont, grado HPLC

Acetonitrilo, Honeywell, grado HPLC

Agua deionizada

6.2.3.2.3 Material

Matraces volumétricos calibrados de 10, 25, 100 y 1000mL

Pipetas volumétricas calibradas de 2 y 5mL

Probeta calibrada de 100 y 1000 mL

Acrodiscos de Nylon “Millex” con tamaro de poro de 0.45 um
Micropipetas calibradas de 500 y 1000 uL, cédigo, EM-UA-09
Cartuchos de separacion Chromabond C18 3mL/500mg REF 730 013

6.2.3.2.4 Sustancia de referencia

Sustancia de referencia primaria de Diclofenaco, pureza 98%, Lote BCBD2026V

Denominaciéon Comun Internacional (DCI) Diclofenaco
Denominacion Genérica Diclofenaco
Numero de Lote BCBD2026V
Fecha de Caducidad Octubre de 2018
Fabricante SIGMA

6.2.3.2.5 Método analitico

6.2.3.2.5.1 Preparacion de soluciones
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6..2.3.2.5.2 Solucién fosfato de potasio monobasico 0.025M pH 4.7 + 0.1. Disolver 3.40g
de fosfato de potasio monobasico en un volumen aproximado de 700mL de agua deionizada,
agitar hasta disolver completamente, ajustar pH a 4.7 £ 0.1 y aforar con agua en un matraz de
1000mL.

6.2.3.2.5.2 Solucién fosfato de potasio monobésico 0.025M pH 11 + 0.1. Disolver 0.34g
de fosfato de potasio monobasico en un volumen aproximado de 70mL de agua deionizada,
agitar hasta disolver completamente, ajustar pH a 11 + 0.1 y aforar con agua en un matraz de
100mL.

6.2.3.2.5.3 Fase movil pH 6 £ 0.1. Mezclar un volumen de 150mL de soluciéon de fosfato de
potasio monobasico 0.025M pH 4.7 £ 0.1 y 350mL de acetonitrilo. Filtrar a través de membrana
de 0.45 uym y sonicar por un periodo de 10 minutos. Ajustar la mezcla a pH 6 £ 0.1 con NaOH
1IN

6.2.3.2.5.4 Solucion reconstituyente. Mezclar un volumen de 30mL de solucién de fosfato
de potasio monobasico 0.025M pH 11 + 0.1 y 70mL de acetonitrilo. Ajustar, si es necesario, pH
de la solucion a 12 con NaOH 1N.

6.2.3.2.5.5 Solucién de lavado. Preparar una solucion 70/30 de fosfato de potasio
monobasico 0.025M pH 4.7 y acetonitrilo.

6. 2.3.2.5.6 Solucién Stock de referencia Diclofenaco, 1000 ug/mL. Pesar 10.20mg de
sustancia de referencia de Diclofenaco y verter en un matraz volumétrico de 10mL, disolver con
5mL de metanol y sonicar 10min hasta la dilucion completa. Llevar a volumen con metanol.

6. 2.3.2.5.7 Solucion Estandar de Diclofenaco 40 pg/mL (Sol. A). Transferir 1 mL de la
solucién Stock de Diclofenaco a un matraz volumétrico de 25mL, mezclar y aforar con solucién
reconstituyente ajustado a pH 12 + 0.1.

6.2.3.2.5.8 Solucién Estandar de Diclofenaco 4 ug/mL. Transferir ImL de la solucién
Estandar de Diclofenaco 40 pg/mL (Sol. A) a un matraz volumétrico de 10mL, mezclar y aforar
con solucion reconstituyente ajustado a pH 12 + 0.1.

6.2.3.2.5.9 Solucién Estandar de Diclofenaco 2 ug/mL. Transferir 5mL de la solucién
Estandar de Diclofenaco 4 pg/mL a un matraz volumétrico de 10mL, mezclar y aforar con
solucion reconstituyente ajustado a pH 12 + 0.1.

6.2.3.2.5.10 Solucién Estandar de Diclofenaco 1 pg/mL. Transferir 2.5mL de la solucion
Estandar de Diclofenaco 4 pg/mL a un matraz volumeétrico de 10mL, mezclar y aforar con
solucién reconstituyente ajustado a pH 12 + 0.1.

6.2.3.2.5.11 Solucién Estandar de Diclofenaco 0.4 pg/mL. Transferir 2mL de la solucién
Estandar de Diclofenaco 2 pg/mL a un matraz volumeétrico de 10mL, mezclar y aforar con
solucién reconstituyente ajustado a pH 12 + 0.1.
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6.2.3.2.5.12 Solucién Estandar de Diclofenaco 0.2 pg/mL. Transferir ImL de la solucién
Estandar de Diclofenaco 2 ug/mL a un matraz volumétrico de 10mL, mezclar y aforar con
solucidn reconstituyente ajustado a pH 12 + 0.1.

6.2.3.2.5.13 Solucién Estandar de Diclofenaco 0.08 ug/mL. Transferir 2mL de la solucién
Estandar de Diclofenaco 0.4 pg/mL a un matraz volumétrico de 10mL, mezclar y aforar con
solucidn reconstituyente ajustado a pH 12 + 0.1.

6.2.3.2.5.14 Placebo. Agua municipal potable.
6.2.3.3 Procedimiento de Extraccion de la Muestra

6.2.3.3.1 Preparacioén de placebo adicionado. Transferir una alicuota de 1mL de solucion
estandar de Diclofenaco de concentracion conocida a un recipiente con 500mL de agua
municipal, ajustar pH a 2.7 £ 0.1.

6.2.3.3.2 Acondicionamiento del Cartucho de Separacion Chromabond C18
3mL/500mg. Pasar 1mL de metanol seguido de 1mL de agua acondicionada a pH 2.7 £ 0.1.
Repetir el procedimiento 3 veces a cada cartucho.

6.2.3.3.3 Extraccion de la muestra. Transferir el total del placebo adicionado al cartucho de
separacion. Aplicar vacio para obtener un flujo aproximado de 10mL/min. Lavar posteriormente
con 5mL de solucion de lavado anteriormente descrita.

6.2.3.3.4 Elucidon y reconstitucion de la muestra. Transferir 2mL de acetonitrilo al
cartucho y colectar en un vial de 4mL, concentrar a sequedad con flujo de nitrégeno y adicionar
1mL de la solucién reconstituyente pH 12+0.1.

6.2.4 Condiciones cromatograficas.

Columna: Thermo C18 250mm X 4.6mm,
5um

Detector: UV/Vis
Solucién amortiguadora de

Fase movil: fosfato§ (_).025M pH 4.7 £ 0.1
Acetonitrilo (30:70), ajustar a pH 6
+ 0.1 con NaOH 1N

Flujo: 1mL/min

Temperatura auto inyector: 25°C

Temperatura horno para columna: |25°C

Longitud de onda: 280nm

Volumen de inyeccion: 100 pL

Tiempo de retencion: 3.6 £ 0.1 min

México, Diciembre 2011 Pagina 29 de 94

F.C0.2.04.00



(
MTA

Instituto Mexicano de
Tecnologia del Agua

SECRETARIA DE
MEDIO AMBIENTE Y
RECURSOS NATURALES

6.2.5 Plan de prueba para validacién.

6.2.5.1 Eficienciade la columna.

Procedimiento. Utilizar una mezcla metanol/agua (60/40) como fase movil e inyectar
metilparabeno y propilparabeno como estandar.

Informacion de reporte y calculos. Reportar las siguientes respuestas analiticas obtenidas:

¢ Eficiencia de la columna expresada como namero de platos teéricos (N).
e Resolucién

6.2.5.2 Aptitud del Sistema.

Propésito. Verificar las caracteristicas de repetitividad que permiten determinar si el sistema
cromatografico es adecuado para la ejecucion del método analitico.

Procedimiento. Verificar la aptitud del sistema inyectando por sextuplicado una solucién
estandar de concentracion conocida. Esto debe realizarse cada vez que se inicie una corrida
analitica.

Informacion de reporte y calculos. Reportar las siguientes respuestas analiticas de
Diclofenaco obtenidas:

= Tiempo de retencion (tr)
= Area bajo la curva del pico correspondiente al Diclofenaco
= CV de las respectivas areas reportadas de Diclofenaco

Criterios de Aceptacion
= Tiempo de retencién de Diclofenaco
» CV=<20%

6.2.5.3 Linealidad del sistema.

Propdsito. Verificar la habilidad del sistema cromatografico (analista, reactivos, sistema de
separacion y sistema de deteccion) en términos de la variabilidad en la respuesta analitica
(&rea bajo la curva, tiempo de retencion).

Procedimiento. Preparar al menos tres curvas de calibracion con al menos seis puntos de
concentracion de Diclofenaco desde 80ng/mL a 4000ng/mL. Transferir cada una de las
soluciones de referencia a viales de 1.5mL para su inyeccion. Inyectar por duplicado cada punto
y registrar al area bajo la curva.
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Informacion de reporte y calculos. Obtener un promedio de las areas registradas por cada
punto de la curva. Trazar una grafica de concentracion (x) vs area (y), incluir en ella la ecuacién
y la linea de ajuste. Calcular el valor de la pendiente (b,), la ordenada al origen (by), el
coeficiente de determinacion (r%) y el intervalo de confianza para la pendiente 1C(b;).

Criterios de aceptacion.
= 2>0.98.
= |C (b1) no debe incluir el valor cero.

6.2.5.4 Precision del Sistema.

Propdsito. Verificar la habilidad del sistema cromatografico (analista, reactivos, sistema de
separacion y sistema de deteccion) en términos de la variabilidad en la respuesta analitica
(area bajo la curva, tiempo de retencién) como funcién de la concentracién de la sustancia de
referencia para determinar si el sistema es adecuado para la ejecucién del método analitico.

Procedimiento. Preparar por sextuplicado, soluciones de concentracion consideradas como
alta, media y baja. En este caso se consideraran 4000ng/mL, 1000ng/mL y 80ng/mL.

Informacion de reporte y calculos. Calcular Desviacion Estandar (S) y Coeficiente de
Variacion (CV) de la respuesta analitica.

Criterios de aceptacion.
= CV<2%.

6.2.5.5 Linealidad del Método v porcentaje de recobro.

Propdsito. Verificar la capacidad del método analitico para asegurar que la respuesta es
directamente proporcional a la concentracién de Diclofenaco adicionada al placebo.

Procedimiento. Las soluciones de cada nivel se preparan por sextuplicado y por diluciones
independientes. La preparacion del placebo adicionado debe ser de concentraciones alta,
media y bajo (4000ng/mL, 1000ng/mL y 80ng/mL). Obtener los cromatogramas de cada
inyeccion y registrar las areas del pico principal, calcular la cantidad recuperada en ng/mL

Informacion de reporte y calculos. Trazar una grafica de cantidad adicionada (x) vs. cantidad
recuperada (y). Calcular el valor de la pendiente (b,), la ordenada al origen (bo) y el coeficiente
de determinacion (r?), el intervalo de confianza para la pendiente IC(b,), el intervalo de
confianza para la ordenada al origen IC(by) y el coeficiente de variacion de regresion (CVyyx).
Calcular el promedio aritmético (y), la desviacion estandar (S), el coeficiente de variacion (CV)
del porcentaje de recobro.

Criterios de aceptacion.
» 12>0,98
= |C (by) debe incluir la unidad
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» |C (bo) debe incluir el cero
= CVyix = 2,0% del porcentaje de recobro
= CV <20%

6.2.5.6 Precision y Exactitud del Método.

Propdsito. Verificar la concordancia entre el valor experimental (cantidad recuperada) con su
verdadero valor (cantidad adicionada).

Procedimiento. Preparar extracciones de muestras de concentracion alta, media y baja
(4000ng/mL, 1000ng/mL y 80ng/mL). La extraccion de las muestras se realizara por
sextuplicado y por pesadas independientes.

Informacioén de reporte y calculos.

Calcular el porcentaje de recobro. Calcular el promedio aritmético del % de recobro (y), la
desviacion estandar (S), el coeficiente de variacién (CV) del contenido.

Criterios de aceptacion.

= CV £2,0%.

6.2.5.7 Estabilidad analitica de la muestra.

Propésito. Verificar la reproducibilidad de los resultados de prueba bajo las condiciones
normales de operacion, analizando las soluciones de la muestra en diferentes intervalos de
tiempo, la informacion generada en este tipo de estudios permite establecer el tiempo maximo
de analisis de una muestra procesada en una etapa especifica del método analitico.

Procedimiento. Preparar una muestra de concentracion 4000ng/mL y fraccionarla en 9 viales.
Determinar al inicio la valoraciéon de la preparacion de prueba. Considerar este como el tiempo
cero. Acondicionar 4 de los viales a temperatura ambiente y los otros cuatro dentro del
refrigerador. Utilizar cada dia soluciones de referencia recientemente preparadas. Proseguir con
el anadlisis de cada fraccién de la solucibn muestra, utilizar un vial por acondicionamiento por
dia.

Informacion del reporte y calculos. Obtener el analisis inicial (o) y el andlisis de cada
condicién de almacenaje (y;). Calcular la diferencia absoluta de la media aritmética de cada
condicion de Diclofenaco respecto al analisis inicial |dj|. Con la siguiente férmula:

|dil = | 91— Vo

Donde:

|di| = Diferencia absoluta

Yo = Condicion inicial %

¥, = Condicién de almacenaje %
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Criterio de aceptacion.
|di| £2.0 %

6.2.5.8 Limite de Cuantificacion.

Propdsito. Determinar la minima cantidad de Diclofenaco en la muestra que puede ser
cuantificado con una precision y exactitud aceptable bajo las condiciones de operacion
establecidas la habilidad del sistema cromatogréfico (analista, reactivos, sistema de separacion
y sistema de deteccidn) en términos de la variabilidad en la respuesta analitica (area bajo la
curva, tiempo de retencién) como funcién de la concentracion de la sustancia de referencia para
determinar si el sistema es adecuado para la ejecucion del método analitico.

Procedimiento. Preparar de 3 a 5 niveles de concentracién, por triplicado, soluciones de
4000ng/mL, 1000ng/mL y 80ng/mL de la concentracion del analito, partiendo de la solucion
stock de Diclofenaco utilizada para la linealidad del sistema.

Informacion de reporte y calculos. Calcular el valor de la pendiente, ordenada al origen,
desviacion estandar de regresion, coeficiente de correlacién, coeficiente de variacion y el
intervalo de confianza para la pendiente. Calcular el Limite de Cuantificacion (LC) con la
siguiente ecuacion:

LC =100/ m

Donde:
O es la desviacion estandar de regresion.
m, es la pendiente de la linea de calibracion.

Criterios de aceptacion.
» 1220098
= |C para la pendiente no debe incluir el 0

6.2.5.9 Robustez.

Propdsito. Evaluar la capacidad del método analitico de mantener su desempefio al
presentarse variaciones significativas, en las caracteristicas normales de operacion del método.

Procedimiento. Realizar la valoracion por triplicado de una muestra homogénea. Determinar la
valoracion de cada una de las muestras utilizando soluciones de referencia recientemente
preparadas, realizar la corrida cromatografica bajo las siguientes condiciones:
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CONCENTRACION | pH

(ug/mL) pH 1 pH 2

4 ROB pH1 M1 ROB pH2 M1
4 ROB pH1 M2 ROB pH2 M2
4 ROB pH1 M3 ROB pH2 M3

= pH 1: pH normal de trabajo de la fase maovil (pH=6)
= pH 2: pH de prueba de la fase movil (pH=6.5)

Informacion del reporte y calculos. Reportar el contenido de Diclofenaco en las muestras,
calcular la media aritmética de la condicion normal de operacién (¥o), y de la condicion de
operacion modificada (y;). Calcular la diferencia absoluta de la media aritmética de cada
condicion de operacion modificada con respecto a la condicion normal mediante la siguiente
formula:

di| = |)71—)70|

Donde:

|di| = Diferencia absoluta

Yo = Media aritmética de la condicién normal (%)

y1 = Media aritmética de la condiciébn modificada (%).

Criterio de aceptacion.
|di| < 2,0%.

6.2.5.10 Tolerancia.

Propdsito. Establecer el grado de reproducibilidad de los resultados analiticos obtenidos por el
andlisis de la misma muestra bajo modificaciones externas al método como: diferentes equipos,
lotes de reactivos o columnas.

Procedimiento. Realizar la valoracién por triplicado de una muestra homogénea de producto
terminado escogiendo una presentacion. Determinar la valoracién de cada una de las muestras
utilizando soluciones de referencia recientemente preparadas, realizar la corrida cromatogréafica
bajo las siguientes condiciones.
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CONCENTRACION | EQUIPO

(ug/mL) COLUMNA | COLUMNA | COLUMNA
1 2 3

4 TOL M1 |TOLML | TOL M1

4 TOL M2 |TOLM2 |TOL M2

4 TOL M3 |TOL M3 | TOL M3

SEMARNAT

= Columna 1: Columna normal de trabajo (Thermo C18 250mm X 4.6mm, 5[1m)
= Columna 2 : Columna de prueba (Agilent C18 250mm X 4.6mm, 5 pm)
= Columna 3 : Columna de prueba (Waters C18 250mm X 4.6mm, 5 pum)

Informacion del reporte y calculos. Reportar el contenido de Diclofenaco en las muestras,
calcular la media aritmética (y), desviacion estandar (S) y coeficiente de variacién (CV) de los
datos obtenidos.

Criterio de aceptacion.
= CV total £2,0 %.

6.2.6 RESULTADOS

6.2.6.1 Eficiencia de la columna.

e Eficiencia de la Columna. Se reporté una eficiencia de la columna de 1968.32 platos
teoricos.
e Resolucién. Se reportd una resolucién de la columna de 2.5

6.2.6.2 Aptitud del Sistema.

3.588 912.06

3.577 90411

4 3.579 905.45

3.887 904.43

3.585 904.02

3.586 904.5
Promedio 3.583 905.761667
DesvEst 312706518
cv 0.3452415
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Cromatograma de diclofenaco.

RunControl Instrument Sequence Utils Abort Help
Signal 1: YWD o
Response 1086.68  Time 3.55 [
ALS Status
sequence Running | Run | I m—
pata Acquisition [ ool 1000 pl wial 10 ]
Data File Elapsed Quat-Pump Status
#16-0161.0 6.6 [For_ B —
VWD Status A 00 % Flow: 1000 ml/min
[_Run_| [ B:  ON % Press: 59 bar
C: o %
s | Wavelenath: 280 nm Thi | B- 1000 =

Tabla 1. Relacion de tiempo y area para Aptitud del Sistema
El coeficiente de variacion en la aptitud del sistema es menor al 2% y el tiempo de retencién se
observa alrededor de los 3.58 minutos.

6.2.6.3 Linealidad del Sistema.

El valor R? es mayor a 0.98. El intervalo de confianza para la pendiente se calculé con la ayuda
de la herramienta “Excel” y no incluye el valor cero.

0.08 21.198

0.2 50.017

0.4 102.995

1 243358

2 488.848

4 978.540
Pendiente: 3.3906
Intercepto 0.8467

IC para la pendiente 2422102245

Tabla 2. Relacion concentracion/area para Linealidad del Sistema
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SEMARNAT

LINEALIDAD DELSISTEMA

1000.000
T
2
;:S ~00.000 y=24397x+1 8818
wef RP=1

0.000
0 05 1 15 2 25 3 35 4

CONCENTRACION (ug/mL)
Fig. 1. Linealidad del Sistema.

6.2.6.4 Presicidon del Sistema.

Tabla 3. Precision del Sistema.

Se realizaron 6 muestras de tres concentraciones diferentes. Los Coeficientes de Variacion son

1 0.083486494) 1.008538755 3751437472

2 0.08180596] 0.996775013 3.780129524

3 0.08451121] 1.024708776 3767791942

4 0.082072386] 0882121572 I TFT6T232

g 0.079797516] 1.005136697] 3.743649629

G 0.082974136] 0.989863426 3717150469
Promedio 0.082 1.001 3.7585
D.E. 0.002 U.[HE 0.023
C.V. (%) 197 —Ta0 061

Concentracién o

adicionada ug/ml) 0.08 1.00 4.00
Desv.abs. 3.05 012 .12

menores al 2%, por lo tanto aprueban este parametro.
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6.2.6.5 Linealidad del método y porcentaje de recobro.

18.595 0.0685 14,359
2097 0.0782 2200
0.08 19.225 0.0711 11.141 0074
’ 19.79 0.0734 8245 ‘
19.785 0.0734 g.272
2061 0.0758 4045
228.295 0.8280 7196
214 54 0.8717 12.834
217 465 0.8836 11,635
1.00 22837 0.9283 7168 0.908
226145 09192 8.078
2258 0.8178 2.218
830.62 3.3859 15.078
86817 3.5508 11.230
824 42 3.3715 15.713
400 825 3.3738 15.654 3.4058
818.72 3.3481 18.297
83563 3.4174 14.564

Tabla 4. Relacién de concentraciones para Linealidad del Método.

Se realizaron seis extracciones de tres concentraciones diferentes, el promedio de cada
concentracién recuperada se graficd contra la adicionada para obtener la linealidad del método.

LINEALIDAD DEL METODO

y=0.B468x+0.0299
R*=0D.9007

[ e i o
=TT T R =T T =1

o o
[=T))

0.00 050 1.00 1.50 200 250 3.00 350 4.00
CONCENTRACION NOMINAL (ue/mL)

CONCENTRACION RECUPERADA (pg/mL)

Fig. 2. Linealidad del Método.

El valor R” es mayor a 0.98. Los intervalos de confianza para la pendiente y el intercepto fueron
calculados con la ayuda de “Excel”. El IC para el intercepto incluye el cero mientras que el IC
para la pendiente no incluye la unidad pero es muy cercano.
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Pendiente:] 0.846814866
Intercepto:] 0.029873471
R*: 0.9997
IC para la pendiente:] 0.83<IC<0.56
IC para el intercepto:]-0.0054<1C<0.065

Tabla 5. Pardmetros para evaluar Linealidad del Método.

18.695 2225
2097 21.84
Bajo 0.08 19.225 225
woml 19.79 21.904
19.785 21.35
20.61 22125
FPromedio 19.8292 21.9950 90.15 0.47

228295 247935
214 .54 245065

Medio 1
ngiml
217465 251.88
228 37 24149
226145 247 105
225 8 243 38
Promedio 223.4358 246.1425 90.77 0.21
83062 917 12
a6e 17 924 12
Alto 4 G624 .42 921.11
agiml 825 922175
818.72 91522
635 63 908.755
Promedio 833.7600 918.0833 90.82 0.26

ecobro Promedio Global 90.58

Tabla 6. Porcentaje de Recobro.
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6.2.6.6 Precision del Método.

1 0.0685 0.9280 3.3969
2 0.0782 08717 35508
3 0.0711 0.8836 3.374
4 0.0734 0.9283 3.3739
5 0.0734 0.9192 3.3481
B 0.0768 0.9178 34174
Promedio 0.0736 0.9081 34088
D.E. 0.0036 0.0243 0.0730
C.V. (%) 4 8593 26754 21420
Concentracion
adicionada 0.08 1.00 4.00
ng/mL)
Desv.abs. (%) 8.05 819 14.76

Tabla 7. Precision del Sistema.

6.2.6.7 Estabilidad analitica de la muestra.

La diferencia absoluta reportada segun la prueba de estabilidad analitica no rebasa el 2% por lo
gue la muestra se considera estable para el estudio comprendido en 5 dias.

TIEMPO CERQ DiA 1 DiA 2 DiA 3 DiA 4

ESTANDAR PREPARADO| 922175 03212 026.21 930.51 919.34
ESTANDAR FRIQ 924 31 92518 921.11 929 21
ESTANDAR TEMP. AMB. 016.66 918.495 920.02 023255

Tabla 8. Relacion de areas para Estabilidad de la muestra.

México, Diciembre 2011 Pégina 40 de 94
F.C0.2.04.00



e
//W7—/F SECRETAR(A DE

Instituto Mexicano de
Tecnologia del Agua MEDIO AMBIENTE VY SEMARNAT
RECURSOS NATURALES

TIEMPO CERO) DIA 1 DIA 2 DIA 3 DiA 4
ESTANDAR PREPARADO 100 101.0784287 | 100.4375525 | 100.003841 | 99.6025746
ESTANDAR FRIO 100.2315179 | 100.3258601 |99.8845122| 100.76287
ESTANDAR TEMP. AMB. 00.40105733 | 00.60004342 | 09.7663133| 100117114

Tabla 9. Relacidén de areas en porcentaje para Estabilidad de la muestra.

TIEMPO CERQ) DiA 1 DIA 2 DIA 3 DiA 4
ESTANDAR PREPARADO 100 1.078428715 | 0.437552525 | 0.90384146|0.30742538
ESTANDAR FRIO 0.231517879 | 0.325860050 |0.11548784|0.76287039
ESTANDAR TEMP. AMB. 0.598042671 | 0309056578 |0.23368666]|0.11711443

Tabla 10. Diferencia absoluta de porcentaje para Estabilidad de la muestra.

6.2.6.8 Limite de Cuantificacion.

Partiendo de la férmula establecida para obtener el limite de cuantificacién del método
analitico para determinacion de Diclofenaco, éste se obtuvo en la cantidad de 0.04 pg/mL

Sy 3.3906
Pendiente: 8467107
LC: 0.0400

Tabla 11. Limite de cuantificacion
6.2.6.9 Robustez.

La relacion de areas reportadas al cambiar el pH de la fase movil no se vieron
significativamente afectadas pero el tiempo de retencion del pico si observé un comportamiento
distinto.
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Tabla 12. Relacién de areas para Robustez

280780
251.580
281.850

287 570
267 750
287 720

Promedio

261.40

267.68

100.00

T02.40

=]

0.00

Tabla 12. Relacion de tiempo de retencién para Robustez

T
2
3

3.802
3.601
3.601

3.210
3210
3.200

Promedio

3.60

3.29

%

100.00

§5.04

lcfi]

0.00

10.96

6.2.6.10 Tolerancia.

SECRETARIA DE
MEDIO AMBIENTE Y
RECURSOS NATURALES

SEMARNAT

La relacién de areas se vio afectada en las dos columnas de prueba ademas de que en ambas
presentaron el pico mas ancho y mas pequefio.

1 260.780 207.970 200.240
2 261.580 207.610 200.770
3 261.850 204.480 200.730
Eromedio 261.40 206.69 200.58
% 100.00 79.07 76.73
|| 0.00 20.93 23.27

Tabla 13. Relacidén de areas para Tolerancia.

7.2 DISCUSION Y CONCLUSIONES

Como resultado del andlisis de la linealidad del método, dicho parametro cumplié con los
criterios de aceptacion establecidos y hubo una relacién lineal entre las concentraciones del

Diclofenaco y las areas obtenidas para cada una.

Como se observa en las Tablas 4 y 6 se obtuvieron valores de desviacion estandar relativa y
porcentaje de recobro dentro de los limites establecidos considerados como aprobados y hubo
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una relacion lineal entre los valores de referencia por lo que se considera que el método es
exacto.

En el parametro de repetitividad, fueron necesarias al menos 6 determinaciones de cada
concentracion para asegurar que el método es preciso, con valores de coeficientes de variacion
menores al 2%. Segun los resultados obtenidos en el reproducibilidad se puede concluir que el
método es aceptable.

Se logré obtener un buen limite de deteccidon para determinar concentraciones relativamente
bajas de Diclofenaco.

De acuerdo a los resultados obtenidos, el método analitico desarrollado mediante
cromatografia de liquidos de alta resolucién permite cuantificar Diclofenaco de forma eficiente
en muestras de agua potable, pues se obtienen picos finos, bien definidos y con buena
resolucion entre ellos.
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6.3. AMOXICILINA

6.3.1 Antibidtico

El término antibiotico fue utilizado por primera vez por Selman Waksman en 1942 asi entonces
en términos estrictos o histéricos, un antibiético es una sustancia secretada por un
microorganismo, que tiene la capacidad de afectar a otros microorganismos.

Pero en la actualidad la definicion de un antibidtico esta siendo usada para incluir a los
antimicrobianos sintéticos o quimioterapéuticos antimicrobianos y otros agentes derivados de
productos naturales y aquellos con propiedades antibiéticas descubiertas empiricamente. El
objetivo del tratamiento con antibi6ticos es conseguir una concentracion de este, en el foco de
la infeccion, por lo tanto la automedicacion con antibiéticos es peligrosa y a veces
contraproducente ya que un antibiético bactericida y uno bacteriostatico se contrarrestan
mutuamente en su eficacia pero no en su toxicidad. Por otra parte en mayor consumo pueden
resultar inefectivos.

6.3.1.2 Amoxicilina

La amoxicilina es un antibiético semisintético derivado de la penicilina. Se trata de una aminé
penicilina que actla contra un gran espectro de microorganismos, tanto gran positivos como
gran negativos, es absorbida rapidamente en el intestino delgado (disponibilidad de 80% aprox.)
y es eliminada en la orina sin ser metabolizada. Este antibiético es méas estable a pH acido (3.5-

6.0) tiene un pKal 2.8, pKa2 7.2, soluble en agua, metanol y etanol, e insoluble en hexano,
benceno y acetonitrilo.

HCr

- Nawm: -5 -
: _CH,
MH, N TCH,

-{".'II'}IL'}H
FIGURA 1. Estructura molecular de la amoxicilina

METODOLOGIA
6.3.1 Busqueda bibliografica

Se revisaron articulos relacionados con la investigacion de los cuales, se tomaron las
condiciones cromatograflcas, tiempos de retencion y areas aproximadas a las cuales habian
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obtenido, los picos de la amoxicilina, ademas de las soluciones (fase mévil, buffer) y las
condiciones de estas (pH, Molaridad, relacion v/v)

6.3.2 Seleccion del método por HPLC para la determinacion de amoxicilina

Se realizaron pruebas con estandares (STD) de amoxicilina, trabajando con las diferentes
soluciones (fase mavil, buffer) y condiciones de estas que mencionaban los articulos, con la
finalidad de obtener la que diera una mayor estabilidad a la molécula, durante las pruebas se
probaron diferentes tipos de columnas cromatogréficas con el fin de ajustar los tiempos de
retencion de los picos.

Cromatograma de Amoxicilina con tiempo de retencion de 3.94 min.
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6.3.3 Linealidad del sistema. Curvas de calibracion a partir de estandar de amoxicilina

Estas curvas fueron preparadas para determinar la linealidad del sistema el cual solo se puede
trabajar con estandares por lo tanto lo Unico que se esté validando es el sistema (la bomba, el
detector etc.).Se utilizaron 6 diferentes concentraciones de 15, 25, 50, 100, 300, 500 ng/ml,
estas concentraciones fueron establecidas en estos valores debido a que son las que se han
encontrado de farmacos en el agua.
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6.3.4 Validacion del método.

Para la validacion del método se realizaron, diferentes pruebas y se analizaron
estadisticamente, para demostrar cada pardmetro que se menciona a continuacion, los cuales
se describe como se obtuvieron de una forma mas detallada en el resultado
Linealidad del sistema y precision del mismo, % de recuperacion.
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6.3.5 Optimizacién del método de extraccién (% de recuperacion)

Para esta parte se realizaron diferentes pruebas con el fin de recuperar la mayor cantidad de
amoxicilina adicionada en las muestras de agua , se trabajo con diferentes soluciones buffer en
distintas condiciones de pH y molaridad para optimizar el método de extracciébn , para la
preparacion de la muestra se trabajo con diferentes tipos de agua (HPLC, municipal, deionizada)
modificAndoles el pH, para posteriormente fortificarlas con diferentes concentraciones de
amoxicilina, estas fueron pasadas por extraccién en fase sélida y eluidas con distintos solventes
(metanol, acetonitrilo, metanol/acido formico) para después concentrarlas por evaporacion con N, ,
para de esta forma obtener el solvente que arrastrara la muestra en mayor cantidad.

6.3.6 RESULTADOS

TABLA 1. Condiciones cromatograficas

COLUMNA THERMO de 250 x 4.6mm y 5um de
espesor

DETECTOR UV/Vis
Solucién de acetatos pH 4.6 + 0.1 Metanol

FASE MOVIL (96:4) VIV

FLUJO 1 ml/minuto

LONGITUD DE ONDA 228 nm

VOLUMEN DE INYECCION 100 pL

TIEMPO DE RETENCION 8.39 + 1.0 min

6.3.6.1 Seleccion del método HPLC

El método fue seleccionado debido a que las concentraciones a analizar fueron muy bajas, las
condiciones cromatograficas se determinaron por una serie de pruebas utilizando diferentes
columnas ( Agilent, Thermo) de las cuales la columna Thermo de 250 x 4.5mm y 5um de espesor
fue la que dio una mejor respuesta a la sefial de la amoxicilina, el flujo (Iml/min) y la longitud de
onda 228nm) se tomaron de los articulos.

6.3.6.1.2 Preparacion de soluciones para fase movil
Solucioén “A” acido acético glacial 0.020 M.

Se colocaron 1.15ml de acido acético glacial en 500 ml de agua grado HPLC, se homogenizo y se
aforo a 1000ml con agua HPLC.
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Solucién “B” acetato de sodio 0.020 M.
Se pesaron 2.72grs de acetato de sodio anhidro (PM:82.03 ) y se disolvieron en 500ml de agua
HPLC, posteriormente se aforo a 1000ml.

Buffer de acetatos pH 4.6

De la solucién “A” se tomaron 255ml y se disolvieron con 245ml de la solucion “B” estas se llevaron
a 1000ml con agua HPLC, estas cantidades adicionadas de ambas soluciones daban el PH
deseado.

Fase movil

Del buffer de acetatos PH 4.6 se tomaron 500 ml y se mezclaron con 20ml de metanol grado
HPLC, posteriormente esta solucién se filtro por membrana de 0.45um y se desgasifico por 15
min.

6.3.6.2.1 Preparacién de soluciones de trabajo
Solucion “stock”

Se pesaron 11.5 mg del estandar de referencia de amoxicilina, se disolvi6 con 25 ml de
dimetilsulfoxido y se aforo a 100 ml con acetonitrilo grado HPLC

Solucion fosfato de sodio 0.02MpH 6 +0.1

Se pesaron 2.83 gramos de Fosfato de sodio dibasico anhidro y se disolvieron en 500ml de agua
HPLC posteriormente se llevo a 1000ml con la misma agua, se ajusto en pH con acido fosférico (P:
84.17%) e hidroxido de sodio al 2 N

Solucién de fosfatos y acetatos a pH 4.6 con E.D.T.A

Se prepararon soluciones de fosfatos y de acetatos, por separado a cada una se le coloco 100mg
de E.D.T.A por cada 1000ml de solucién, posteriormente se les ajusto el pH, a la primera con acido
fosforico y a la segunda con acido acético e hidroxido de sodio.

6.3.6.3 Linealidad del sistema

Nos sirve para determinar la proporcionalidad, entre la concentracion del principio activo y su
respuesta, para esta determinacion se prepararon 3 curvas de calibracién en diferentes dias,
donde se utilizaron 6 concentraciones (15, 25, 50, 100, 300, 500 ng/ml), para esto fue necesario
realizar dos soluciones.

Solucién “A”: se tomo 1ml de la solucién stock con una concentracién de 101.12 pg/mly se aforo
a 100ml con buffer de acetatos pH 4.6.

solucién “B” : se tomo 5ml de la solucién “A” con una concentracion de 1.0112 ug/ml y se aforo a
50ml con buffer de acetatos .esta solucion tuvo una concentraciéon de 0.10112 pg/ml. En la
siguiente tabla se explica de que solucién y en qué cantidad se tomo para lograr la concentracion
deseada
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TABLA 2. Concentracion de estandares para curvas de calibracién

Solucién Alicuota Aforo buffer de Concentracién

(ml) Acetatos pH 4.6 tedrica (ng/ml)
(ml)

B 15 10 15.00

B 2.5 10 25.00

B 5 10 50.00

A 1 10 100.00

A 3 10 300.00

A 5 10 500.00

Posteriormente cada concentracion se colocé en viales ambar de 1.5ml y se colocaron en
cromatografo de la siguiente forma adecuabilidad (100 ng/ml), fase moévil de acetatos, buffer de
acetatos pH 4.6, concentracién de 15, 25, 50, 100, 300 y 500 ng/ml y se inyectaron por duplicado,
con los datos obtenidos de las inyecciones se obtuvo el promedio de cada concentracion.

Para poder calcular la linealidad es necesario trazar graficas de concentracion (x) vs area (y), e
incluir en ella la ecuacion y la linea de ajuste, calcular el valor de la pendiente (b,), la ordenada al
origen (by) el coeficiente de determinacién (r*) y el intervalo de confianza para la pendiente IC (b%).
Con la finalidad de determinar si cada curva cumple con los criterios de aceptacion (TABLA 6)

TABLA 3. Resultados de la curva de calibracion (dia 1)

Concentracién Concentracién real Relacién de areas
tedrica (ng/ml) (ng/ml)

15 15.16 2.625

25 25.28 4.345

50 50.56 7.89

100 101.12 15.375

300 303.36 45.68

500 505.60 76.53

NOTA: la concentracion real se obtuvo multiplicando la cantidad de alicuota tomada por la
concentracion de la solucién a la que esta correspondia y se dividié entre los mililitros de buffer a
los que se aforo el resultado de la concentracion en daba en (ug/ml) por lo tanto para obtenerla en
(ng/ml) el resultado se multiplico por 1000 ya que (1pug =1000ng)
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CURVA DE CALIBRACION (DIA 1)
y =0.1504x +0.3143
R?=1

RELACION DE
AREAS

CONCENTRACION REAL (ng/ml)
N

FIGURA 3. Grafica de la curva de calibracién (dia 1)

TABLA 4. Resultados de la curva de calibracion (dia 2)

Concentracién Concentracion real Relacion de areas
tedrica (ng/ml) (ng/ml)

15.00 15.16 2.025

25.00 25.28 3.18

50.00 50.56 6.45

100.00 101.12 12.76

300.00 303.36 39.54

500.00 505.60 64.655
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4 N\

CURVA DE CALIBRACION (DIA 2)
y = 0.1284x + 0.0051

R*=0.9999

RELACION DE AREAS

CONCENTRACION REAL (ng/ml)
N Y,

FIGURA 4. Grafica de la segunda curva de calibracién (dia 2)

Para la tercera curva se preparo una nueva solucion “stock” ya que la solucién utilizada en la
primera y la segunda curva de calibracion se comenz6 a degradar, dando areas muy por debajo de
las obtenidas en las anteriores curvas. Todo se realizo de la misma manera pero en esta ocasion
la concentracion de la solucién “stock” fue de 103.74ug/ml. La solucion “A” tuvo una concentracion
de 1.0374pg/mly la “B” de 0.10374pg/ml.

Para obtener los resultados y poder hacer coincidir la concentracion real de la tercer curva con las
dos anteriores, fue necesario ajustarla de la siguiente manera (TABLA 5).

Y= (m) (X)+b

Donde:

m= pendiente de la tercer curva (antes de ajustar los datos)

x=Concentracion real de las primeras dos curvas

b= intercepto de la tercer curva (antes de ajustar los dato)

ejemplo:

Y = (0.1328) (15.16) + (- 0.1669)

= 2.013-0.1669
Y =184
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TABLA 5. Resultados de la tercera curva de calibracién ajustada (dia 3)

Concentracion Concentracion real | Relacion de Relacion de
tedrica (ng/ml) (ng/ml) areas (datos areas (con
originales) datos
ajustados)
15.00 15.56 1.960 1.84
25.00 25.93 3.44 3.19
50.00 51.87 6.59 6.54
100.00 103.74 13.56 13.26
300.00 311.22 41.09 40.11
500.00 518.7 68.84 66.97
e ™
CURVA DE CALIBRACION AJUSTADA (DIA 3)
0 y=0.1294x - 0.171
< RZ=1
L
4
<
w
[a)
pd
)
O
<
|
w
4
CONCENTRACION REAL (ng/ml)
. J
FIGURA 5. Grafica de la tercer curva de calibracion ajustada (dia 3)
TABLA 6. Resultados estadisticos de las tres curvas de calibracion
Criterio Curva 1 Curva 2 Curva 3
o7} 0.150397 0.12844078 0.13289086
bo 0.3143 0.0051 -0.1669
r? .99996056 .99981387 .99998128
IC(b,) 0.149- 0.151 0.126 - 0.130 0.132-0.133
CcVv 0.82% 1.61% 0.02%

b,=Pendiente, by= ordenada al origen, r’= coeficiente de determinacion, IC (b1)= intervalo de
confianza al 95% para la pendiente, CV=coeficiente de variacién de la regresion.
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TABLA 7. Criterios de aceptacion para cada curva

criterio

r? >0,98.

CV de la regresion NO < 2%

IC (by) No debe incluir el
valor cero

Por lo tanto las tres curvas de calibracion cumplen con los criterios establecidos

Posteriormente de obtener los resultados de las tres curvas de calibracion y viendo que estas
cumplian con los criterios de aceptacion, las areas de las tres fueron promediadas, graficadas y de
igual forma se determinaron los criterios de aceptacion por medio de las herramientas estadisticas
de Excel.

TABLA 8. Promedio de areas de las tres curvas de calibraciéon

Concentracion real Areacurval |Areacurva?2 |Areacurva3 | Promedio de
(ng/ml) areas

15.16 2.625 2.025 1.84 2.16

25.28 4.345 3.18 3.19 3.57

50.56 7.89 6.45 6.54 6.96

101.12 15.375 12.76 13.26 13.80

303.36 45.68 39.54 40.11 41.78

505.60 76.53 64.655 66.97 69.39
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LINEALIDAD DEL SISTEMA
y = 0.1372x + 0.0495
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FIGURA 6. Grafica de la linealidad del sistema intervalo de concentraciones 15.16 — 505.60 ng/mL.

TABLA 9. Resultados estadisticos de la linealidad del sistema

Criterio

b, 0.137209751
bo 0.0495

r° 1

IC(b,) 0.136 — 0.137
CVv 0.82%

b,=Pendiente, by= ordenada al origen, r’= coeficiente de determinacion, IC (b1)= intervalo de

confianza al 95% para la pendiente, CV=coeficiente de variacién de la regresion.

TABLA 10. Criterios de aceptacion para la linealidad del sistema

criterio

r° >0,98.

CV de la regresion NO < 2%

IC (by) No debe incluir el
valor cero
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6.3.6.4 Limite de deteccién y cuantificacion

Se prepararon 4 estandar en tres ocasiones de diferente concentracién ( 5, 10, 15 y 50 ng/ml) a
partir de la solucion “stock”, estos fueron inyectados en el cromatégrafo 3 veces cada uno,
obteniendo como resultado que la concentracion de 10ng/ml se puede detectar, pero debido a que
su area es muy pequefia no se pudo integrar, por lo tanto no es cuantificable, sin embargo la
concentracion de 15ng/ml si es cuantificable dando una area de 1.90,1.84 y 1.99

6.3.6.5 Precision del sistema

Su finalidad es verificar la habilidad del sistema cromatogréafico (analista, reactivos, sistema de
separacion y sistema de deteccion) en términos de la variabilidad en la respuesta analitica (area
bajo la curva, tiempo de retencién,.)) como funcién de la concentracibn de la sustancia de
referencia para determinar si el sistema es adecuado para la ejecucion del método analitico. Sé
prepararon 6 estandares de cada concentracion (15, 50,500ng/ml)

De la solucién “stock” (103.74ug/ml) se tomo 1 ml y se llevo a 100 ml con buffer de acetatos pH 4.6
esta fue la solucion “A”(1.0347ug/ml), de esta solucion se tomo 5 ml y se llevo a 50 ml con buffer
de acetatos pH 4.6 (0.10374ug/ml), posteriormente se tomo la alicuota correspondiente de cada
solucién por seis ocasiones para cada estandar, se coloco en viales ambar de 1.5ml cada estandar
y se inyecto al cromatografo por duplicado, para determinar la respuesta.

En los resultados se reporta la sefial analitica y se calcula el coeficiente de variacion (CV), donde
(CV) no debe exceder el 1.5%

TABLA 11. Datos de la precision del sistema

Concentracion real Area 1 Area 2 Relacion de areas
(ng/ml)
15.56 1.19 1.35 1.27
15.56 1.27 1.25 1.89
15.56 1.46 1.28 1.37
15.56 1.48 1.59 1.53
15.56 1.45 1.45 1.45
15.56 1.04 1.04 1.04
51.87 4,92 4.50 471
51.87 4.33 4.49 4.41
51.87 4.25 4.42 4.33
51.87 4.49 4.40 4.44
51.87 4.09 4.15 412
51.87 4,71 4.75 4.73
505.60 50.09 49.89 49.99
505.60 47.85 48.99 48.42
505.60 47.36 48.68 48.02
505.60 46.99 45.07 46.03
505.60 46.63 46.63 46.63
505.60 41.49 40.69 41.09
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TABLA 12. Resultado del coeficiente de variacion para la linealidad del método
Concentracion Ccv
15.56 13.59-19.93
51.87 4.35-6.88
505.60 6.09-6.88

6.3.6.6 Optimizacion del método de extraccion

Después de revisar los articulos seleccionados donde manejaban la técnica de extraccion en fase
sé6lida, se realizaron las pruebas con las diferentes soluciones que hay mencionaban.

Prueba de ensayo 1

Para esta prueba se utilizo cartuchos HLB y se acondicionaron ml de buffer de fosfatos pH 3y 1 mi
de metanol, el estdndar para la muestra fue en buffer de fosfatos pH 6 = 0.1 y el agua utilizada fue
municipal (llave), se utilizo fase movil de fosfatos a pH 3 + 0.1, posteriormente de pasar la muestra
por el cartucho de separacion fue eluida con 1ml de buffer de fosfatos pH 3 y se inyectaba al
cromatografo, pero esta prueba se descarto ya solamente era reproducible en volumen de 1 ml, ya
gque aumentandose el volimenes de muestra la amoxicilina se degradaba.

Prueba de ensayo 2

En esta prueba se cambio el tipo de cartucho ahora se utilizo CHROMABOND CB6, utilizando buffer
de fosfatos a diferente pH (3, 4.5, 6.0) para acondicionarlos, los estandares para las muestras
fueron preparados a los pH antes mencionados, después de pasar la muestra esta fue eluida con 1
ml de metanol y evaporada a sequedad con nitrégeno, posteriormente fue reconstituida con 1 ml
de buffer de fosfatos a los diferentes pH, obteniendo que la muestra que daba una mayor
estabilidad era la de fosfato de sodio a pH 6, pero posteriormente se degradaba en cuestion de
minutos.

Prueba de ensayo 3

Se utilizo buffer de acetatos (acetato de sodio/acido acético glacial) pH 4.6 + 0.1 agregando 100mg
de E.D.T.A por cada 1000ml de buffer, para acondicionar el cartucho de separacion, para la
muestra se utilizo un volumen de 100ml de agua municipal (llave) con E.D.T.A sal disédica 100mg
por cada 1000ml, la muestra fue eluida con metanol/acido férmico (100mI/90ul) y evaporada a
sequedad con nitrogeno, finalmente fue reconstituida con buffer de acetatos pH 4.6 + 0.1, es
estandar fue preparado en buffer de fosfatos pH 6 + 0.1 con una concentracién de 100ng/ml.

Esta prueba fue la que nos dio el mejor porcentaje de recuperacion con un volumen de muestra
de 100ml (80%), ya que a mayor volumen el porcentaje de recuperacion de amoxicilina disminuia a
un (9%), obteniéndose su producto de degradacion que es el acido amoxicilico. El porcentaje de
recuperacion se obtuvo de la siguiente manera % de recuperacion = area de la muestra / area del
estandar (100).
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6.3.6.6.1 Acondicionamiento de cartuchos

Los cartuchos de separacion utilizados fueron OASIS HLB Waters 6cc, estos fueron
acondicionados con 6 ml de metanol grado HPLC y 6 ml de solucién de buffer de acetatos pH 4.6/
E.D.T.A.

6.3.6.6.2 preparacién de la muestra

Se utilizo agua municipal (llave) a la cual se le coloc6 100mg de E.D.T.A sal disddica por cada
1000 ml y se le ajusto el pH a 4.6 + 0.1 con acido fosférico e hidroxido de sodio, posteriormente se
le coloco 1 ml del estdndar con la concentracion deseada.

6.3.6.6.3 Proceso de extraccion, elucion y recuperacion

Posteriormente de haber acondicionado los cartuchos, se dejo pasar las muestras con un flujo de
10ml/min aprox. Con la finalidad de obtener la mayor retencién del analito, al terminar de extraerla
se dejo con vacio por 10 min, para que no hubiera humedad en el cartucho de separacion, pasado
este tiempo la muestra fue eluida con 1ml de la solucibn metanol/acido formico (100ml/90ul) y
evaporada con nitrégeno hasta sequedad para finalmente ser reconstituida (recuperada) con 1 ml
de buffer de acetatos pH 4.6 + 0.1 e inyectada al cromatégrafo.

Discusién de Resultados

Se observo que la precision del sistema esta por encima del criterio de aceptacion (menor a 2%),
lo que implica que el farmaco es inestable y requiere un estabilizante.

7. 3 Conclusiones

Se obtuvo un limite de deteccién de 10 ng/L y un limite de cuantificacién de 15 ng/L.

Se obtuvo un coeficiente de correlacion de 1, lo que indica una alta correlacién entre la respuesta
instrumental y la concentracion del analito, un coeficiente de variacion de 0.82% pasando el criterio
por ser menor a 2%, implicando una alta precision del sistema.

Por otra parte se concluye que la amoxicilina es un farmaco que se degrada muy rapidamente y
requiere un estabilizante, esto se comprobd con la precision del sistema al rebasar el coeficiente

de variacion establecido como criterio y que es menor al 2%.

Se obtuvé un 80% de recuperacion en el proceso de extraccion que es aceptable para este tipo de
farmacos ya que este farmaco se degrada.
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RESUMEN DE RESULTADOS DE LA VALIDACION DE LOS COMPUESTOS EMERGENTES EN

ESTUDIO.
Cuadro 1.

RESULTADOS DE VALIDACION

Compuestos Limite de | Limite de Precision | Exactitud | Coeficiente

organicos deteccién | cuantificacion | (%) (%) de

emergentes (ng/L) (ng/L) correlacion
(n

17R-Estradiol | 0.007 0.064 4.8 103 0.99

17a- 0.002 0.026 7 64.5 0.99

Etinilestradiol

Estrona 0.007 0.068 4.7 86.01 0.99

Diclofenaco 1.5 9.1 8 101.4 0.99

GC/MS

Diclofenaco 7.5 82 1.97 102.5 0.99

HPLC

Amoxicilina 10 15 13.6 80 1

HPLC

Conclusiones.

Se validaron las metodologias para los compuestos emergentes 173-Estradiol, 17a-Etinilestradiol,
Estrona, Diclofenaco y Amoxicilina en agua.

Se concluye que para el caso de las hormonas y diclofenaco se obtuvieron limites de deteccion,
limites de cuantificacion del orden de nanogramos por litro cuando se emplea la cromatografia

acoplada a espectrometria de masas.

Se obtuvieron limites mas altos para el diclofenaco y la amoxicilina debido a que se aplico
cromatografia de liquidos de alta resolucion con detector de ultravioleta visible que es una técnica
menos sensible que la del detector de masas.

Estas metodologias son aplicables a muestras de agua potable y residual ya que cumplen con los
limites de deteccion y cuantificacion aceptables, con una precision y exactitud adecuadas para el
analisis de agua.

Se implementaron las metodologias para los compuestos emergentes en estudio que se presentan
en cuadro 1 de resultados de validacion y se generaron sus respectivos procedimientos.

México, Diciembre 2011

Pagina 61 de 94
F.C0.2.04.00



®
//W 7 A TITULO DEL INFORME

Instituto Mexicano de SECRETARIA DE

Tecnologfa del Agl'.l'ﬂ MEDIO AMBIENTE Y SEMARNAT

RECURSOS NATURALES

ANEXO A

México, Diciembre 2011 Pagina 62 de 94
F.C0.2.04.00



X

®
//W 7 A TITULO DEL INFORME

Instituto Mexicano de SECRETARIA DE
Tecnologia del Agua MEDIO AMBIENTE Y SEMARNAT
RECURSOS NATURALES
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Validacion de Hormonas y de Farmacos en Agua.
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Linealidad de 17R-Estradiol......... c.cooiiiiiii e 66
Limites de deteccion y cuantificacion de Estrona..................ccocil 67
Limites de deteccién y cuantificacion de 17R-Estradiol.............................. 68
Limites de deteccion y cuantificacion de 17a-Etinilestradiol......................... 69
Limites de deteccion y cuantificacién de Diclofenaco........................o...l. 63
Procedimiento de determinacién de hormonas en agua........................... 72-80
Linealidad de Diclofenaco............coviiiii i, 70
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LABORATORIO DE CALIDAD DEL AGUA
CROMATOGRAFIA

DE GAES

PRUEBA DE DESEMPENO

HORMONAS: ESTRONA

ESTANDAR : MARCA : LOTE : PUREZA:
LIMITE DE DETECCION DEL METODO
PROM.BCOS 0 ng/L t 99% 3.747
LDM = B+ (t) (S)
LDM = 0.007
LIMITE DE CUANTIFICACION
LCM= 10S + X
LCM = 0.058
CONC TEOR CONC PROM
MUESTRA (ng-L) (ng-L) % RECUP BLANCOS
sD1 0.046 0.046 99.74 0
SD2 0.046 0.046 99.74 0
SD3 0.046 0.045 98.06 0
SD4 0.046 0.045 96.38 0
SD5 0.046 0.044 94.70 0
SD6 0.046 0.049 106.46 0
SD7 0.046 0.032 69.52 0
X PROMEDIO  0.0393 85.0114
s DESV.STD  0.0019 4.0667

PRECISION DEL METODO
%R= (Con Cuant/Conc Teor)*100
%R = [85.0114

CUMPLE CRITERIO PROCED.
CV=(s/R)(100) 4.7837 CAGC7-06

EXACTITUD DEL METODO
Exactitud = (Conc.cuantificada prom. /Conc. Real)*100

CUMPLE CRITERIO PROCED.

Exactitud= 85.0114 CAGCT7-06
LIMITES DE CONFIANZA t 95% 2.132
LC=R+ - (t n-1, 95) (s/n)
LC =E25 + (2.132*E26/7) LCS= 86.25
LC =E25-(2.132*E26/7) LCI= 83.77
México, Diciembre 2011 Pagina 67 de 94
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LABORATORIO DE CALIDAD DEL AGUA

CROMATOGRAFIA DE GAES
PRUEBA DE DESEMPERO
HORMONAS: 17 B ESTRADIOL

ESTANDAF MARCA : LOTE : PUREZA:

LIMITE DE DETECCION DEL METODO

PROMBCOS 0ngiL t 99% 3.747

LDM = B« (t) (S)

LDM = 0.007

LIMITE DE CUANTIFICACION

LCM:= 105 + X

LCM = 0.064

MUESTRA CONC TEOR (ag- CONC PF % RECUP BLANCOS
SOt 0,045 0.046 10259 0
s02 0.045 0.044 98.31 0
S03 0,045 0.044 98.31 0
SD4 0.045 0048 7 106.87 0
805 0.045 0.042 94,04 0
S06 0.045 0.050 {1115 0
807 0.045 0.050 11115 0

% PROMEDIO 0.0459 101.5226

s DESY.STD " 0.0019 48777

0.0466 103.2033

PRECISION DEL METODO 6.7319

%R= (Con CuantiConc Teor)"100

YR 101.523

C¥=(s{R)(100) 4.805| CUMPLE CRITERIO PROCED. CAGC7-06

EXACTITUD DEL METODO

Ezactitud = (Conc.cuantificada prom. {Conc. Real)"100

Exactitud= 103.203

CUMPLE CRITERIO PROCED. CAGC7-06

LIMITES DE CONFIANZA
LC=Re - (t n-1, 95) (sin)
LC=E25 + (2132°E2647)
|LC:E25-2100°E281)

t 95% 2.132

LCS= 105.25
LCI= 101.15

México, Diciembre 2011
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e AREST

mMrA
LABORATORIO DE CALIDAD DEL AGUA
CROMATOGRAFIA DE GAES
PRUEBA DE DESEMPEROD
HORMONAS: ETINIL ESTRADIOL |
ESTANDAF MARCA : LOTE : PUREZA:
LIMITE DE DETECCION DEL METODO
PROMEBCOS 0 ngiL t99% 3.747
LDM = B« (t) (S)
LDM = 0.002
LIMITE DE CUANTIFICACION
LCM:= 10S + X
LCM = 0.026
MUESTRA CONC TEOR (ag- CONC PROM (ag-L) % RECUP BLANCOS
SO1 0.028 0.020 £8.95 0
s02 0.028 0.020 £8.95 0
S03 0.028 0.013 £6.53 0
SD4 0.028 0.018 B4.11 0
SD5 0.028 0.018 6169 0
SD6 0.028 0.016 56.85 0
0
% PROMEDIO " 0.0191 67.1373
s DESY.STD 0.0007 4.6962
0.0184
PRECISION DEL METODO
%R= (Con CuantiConc Teor)"100
%R = 67.137
CY¥=(s{R)(100) 6.995| CUMPLE CRITERIO PROCED. CAGC7-06
EXACTITUD DEL METODO
Ezactitud = (Conc.cuantificada prom. {Conc. Real)"100
Ezactitud= 64.516 CUMPLE CRITERIO PROCED. CAGC7-06
LIMITES DE CONFIANZA t 95% 2132
LC=Rs« - (t n-1, 95) (sin)
LC =E25 + (2.132"E2617) LCS= 68.57
LC =E25-(2.132"E2617) LCl= 65.71
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LABORATORIO DE CALIDAD DEL AGUA
CROMATOGRAFIA DE GAES
PRUEBA DE DESEMPERC

DICLOFENACO

ESTANDAF MARCA - LOTE : PUREZA:
LiMITE DE DETECCION DEL METODO

PROM.ECOS 0 il t 993 3747
LDM = B- [t] [S]

LDM =

LIMITE DE CUANTIFICACION

LCM= 105 + ¥

LCM = 00091

MUESTRA CONC TEOR [pc CONC PROM [pc % RECUP BLANCOS
S0 0,005 00544 10ET3 i
s02 0,005 000545 10962 i
S0 0,005 p.oosz4| 10480 i
S04 0,005 000430 9783 i
506 0,005 000440 B0 i
SO 0,005 0.00437 9950 i

; PROMEDIO 0.0051 1014308

5 DESY.STD 00004 $.1009

PRECISION DEL METODO

A= [Con CuantiConc Teor] 100

%R =

C¥=[s{R][100) CUMPLE CRITERIO PROCED. CAGCTY-06
EXACTITUD DEL METODO

Ezactitud = [Conc_cuantificada prom. IConc. Real]™ 100

Ezactitud- m CUMPLE CRITERIO PROCED. CAGC7-06

LIMITES DE CONFIANZA t 952 2.132

LC=R+ - [t n-1, 35] [5In]

LC =E25 + [2132"E2647)] TS 0330 |
LC E26-[2.132"E26i7] LCI= 9896
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Instituto Mexicano de SECRETARIA DE

Tecnologl'a del Agua MEDIO AMBIENTE Y SEMARNAT
RECURSOS NATURALES
( \a Mm LABORATORIO DE CALIDAD DEL AGUA
Instituto Mexicano de
L - Tzﬂwlogfa del Agua B P
f SISTEMA DE GESTION DE CALIDAD | \
MANUAL DE CONTROL DE CALIDAD ANALITICO
AREA: TEMA: DETERMINACION DE HORMONAS EN
AGUA POR CROMATOGRAFIA DE GASES
ESPECTROMETRIA DE MASAS
1. OBJETIVO
Identificar y cuantificar hormonas en muestras de agua.
2. CAMPO DE APLICACION
Este método cuantifica las hormonas (17R-estradiol, 17a-¢tinilestradiol y estrona ) en muestras de
agua ya sea superficial, subterranea, agua potable, residual y residual tratada.
3. DEFINICIONES
Las definiciones de Blanco de vidrieria, Blanco de método, Muestra sintética, Muestra duplicada y
Muestra fortificada, estan descritas en el procedimiento de control de calidad analitico CAQAC7-
08.
4. FUNDAMENTO
La extraccion en fase sdlida es una forma de cromatografia digital (paso a paso) disefiado para
extraer, distribuir, y /o adsorber uno o mas componentes de una fase liquida (muestra) dentro de
una fase estacionaria (adsorbente o resina). Una sustancia adsorbente puede removerse del
adsorbente paso a paso incrementando la fuerza de elucion del eluente (técnica de gradiente),
posteriormente los extractos son limpiados por cromatografia en columna usando gel de silice
60 70-230 y los extractos son derivatizados con BSTFA/ PIRIDINA, evaporados y reconstituidos
en tolueno e inyectados a un cromatégrafo de gases acoplado a espectrometro de masas.
5. EQUIPO
Cromatégrafo de gases modelo 3800 acoplado a espectrometro de masas modelo 2200.
Sistema de extraccion de fase sélida
Rotavapor
Concentrador de muestras Minivap
Vortex
6. REACTIVOS
Estandar de 17R-estradiol con una pureza mayor o igual al 99%
Estandar de 17a-etinilestradiol con una pureza mayor o igual al 99%
Metanol grado HPLC
Hexano grado HPLC
Acetona grado HPLC
Fecha de edicion: D | M A | Sustituye a: D M A Revision: Clave:
01 | 11 | 2008 21 | 12 | 2005 06
Elaboro: Reviso: Aprobo: )
M. en C. NORMA RAMIREZ SALINAS | Hoa 1 dey
Forma: CR-03
México, Diciembre 2011 Pagina 72 de 94
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SISTEMA DE GESTION DE CALIDAD -

AREA:

MANUAL DE CONTROL DE CALIDAD ANALITICO

ESPECTROMETRIA DE MASAS

'TEMA: DETERMINACION DE HORMONAS EN
AGUA POR CROMATOGRAFIA DE GASES

N

Derivatizante N,O-bis(trimetilsilil)rifluoroacetamida (BSTFA) con 1% de trimetilsililclorano (TMSCI)

Piridina

Subrogado 4,4'-Diclorobifenilo

Helio

Nitrogeno

Acido Sulftrico al 98 %

Agua grado HPLC

Sulfato de sodio anhidro grado reactivo

7. MATERIAL
Columna capilar VF5ms 30 m X 0.25 mm X 0.25 ym
Cartuchos de extraccion en fase sélida CHROMABOND C18 ec 3 mL/500 mg

Viales de 1.8 mL
Microjeringas de 1000, 500, 100, 50, 25 uL

8. CONDICIONES DE LA MUESTRA

La muestra debe conservarse con metanol al 2 % v/v en frasco ambar y refrigeracién a 4 "C.

9. INTERFERENCIAS

Las interferencias se pueden agrupar en tres categorias:

1. Disolventes y /o reactivos

2. Material de laboratorio contaminado

3. Partes del cromatografo; Gas acarreador, columnas y/o detector contaminado

4. Compuestos extraidos de la matriz que causan respuesta en el detector. Las

interferencias coextaidas de las muestras pueden variar considerablemente.
Fecha de edicion: DM A | Sustituye a: D M A Revision: Clave:
o1 | 11 | 2008 21 12 | 2005 06
Reviso: Aprobo:
M. en C. NORMA RAMIREZ SALINAS | Hoia 2 dey
Forma: CR-03
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%

|AREA:

TEMA: DETERMINACION DE HORMONAS EN
AGUA POR CROMATOGRAFIA DE GASES
ESPECTROMETRIA DE MASAS

10. PRECAUCIONES

11. PROCEDIMIENTO

Preparacion de la curva de calibracion para de cuantificacién de Hormanas (17R-estradiol, 17a-
etinilestradiol y estrona ).

1.- Para la realizacién de la curva de calibracion se parte con una solucién madre de una
concentracién de

Estrona 1850 pg-mL

Preparacion de la curva de calibracion:

17R-estradiol 1807ug-mL
17a-¢etinilestradiol 1140 ug-mL

TABLA 1 Estrona

De ahi se parte para realizar las diluciones correspondientes segun las siguientes tablas

Hg-mL uL uL
Inicial Inicial | pug-mL Final | Final ng-mL
0.00185 25 0.00004625 | 1000 0.046
0.00185 50 0.00009250 | 1000 0.093
0.00185 100 0.00018500 | 1000 0.185
0.0185 20 0.00037000 | 1000 0.370
0.0185 40 0.00074000 | 1000 0.740
0.0185 80 0.00148000 | 1000 1.480
0.0185 160 0.00296000 | 1000 2.960
Fecha de edicion: DM A | Sustituye a: D M A Revisién: [ Clave:
01 | 11 | 2008 21 12 | 2005 06
Elaboro: Reviso: Aprobd:
K M. en C. NORMA RAMIREZ SALINAS | o2 3 de9/
Forma: CR-03
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MANUAL DE CONTROL DE CALIDAD ANALITICO
AREA: TEMA: DETERMINACION DE HORMONAS EN
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ESPECTROMETRIA DE MASAS
TABLA 2 17R-estradiol
Hg-mL pg-mL
Inicial pL _Inicial Final pL Final ng-mL
0.000045
0.001807 25 2 1000 0.0452
0.000090
0.001807 50 4 1000 0.0904
0.000180
0.001807 100 7 1000 0.1807
0.000361
0.01807 20 4 1000 0.3614
0.000722
0.01807 40 8 1000 0.7228
0.001445
0.01807 80 6 1000 1.4456
0.002891
0.01807 160 2 1000 2.8912
TABLA 3 17a-etinilestradiol
ug-mL pg-mL
Inicial uL Inicial Final pL Final ng-mL
0.001139 0.000028
4 25 5 1000 0.028
0.001139 0.000057
4 50 0 1000 0.057
0.001139 0.000113
4 100 9 1000 0.114
0.000227
0.011394 20 9 1000 0.228
0.000455
0.011394 40 8 1000 0.456
0.000911
0.011394 80 5 1000 0.912
0.001823
0.011394 160 0 1000 1.823
Fecha de edicion: D| M A | Sustituye a: D M A Revision: Clave:
01 | 11 | 2008 21 | 12 | 2005 06
Elabord: Reviso: Aprobo:
\ M. en C. NORMA RAMIREZ SALINAS | 102 4 dey

Forma: CR-03

México, Diciembre 2011

Pagina 75 de 94
F.C0.2.04.00



TM7A

Instituto Mexicano de

Tecnologia del Agua

TITULO DEL INFORME

SECRETARIA DE
MEDIO AMBIENTE Y
RECURSOS NATURALES

®

( C M7TA
\s\;} Instituto Mexicano de
Tecnologia del Agua

LABORATORIO DE CALIDAD DEL AGUA

MANUAL DE CONTROL DE CALIDAD ANALITICO

SISTEMA DE GESTION DE CALIDAD \

AREA: ‘TEMA: DETERMINACION DE HORMONAS EN

AGUA POR CROMATOGRAFIA DE GASES
ESPECTROMETRIA DE MASAS

2.-A cada punto de la curva de calibracion se le agrega 50uL de una concentracion de 10.66
ug-mL aprox de Surrogado ( 4,4-Diclorobifenilo)

3.-Cada punto de la curva se concentra a flujo de Nitrégeno ( Moderado ), hasta sequedad.
4-A cada vial ( punto de la Curva) se le agrega 50uL del Derivatizante N,O-
bis(trimetilsilil)rifluoroacetamida (BSTFA) con 1% de trimetilsililclorano (TMSCI) y 25 pL Piridina .
5.-Se homogenizan en el bortex por un lapso de 20segundos

6.-Se libera el exceso de presion dentro de cada uno de los vialesy se meten a la estufa a una
temperatura de 70°C durante 30 minutos

7.-Pasado el tiempo se dejan a temperatura ambiente y se concentran a sequedad para
reconstituir en tolueno

8.-Homegenizar en el bortex y concentrar nueva mente.

9.- Por ultimo se afora a 1mL con Tolueno

10.-Se inyecta al sistema cromatografico lo mas pronto posible.

Condiciones Cromatografias para la deteccion y cuantificacion de las Hormonas fueron :

El instrumento analitico fue un Cromatografo Varian CP 3800 y un detector de masas Saturn
2200, acoplado a una columna capilar Factor Four VF -5ms de 30m x 0.25mm, 0.25

La corriente del gas Helio fue de 1.00 mL/min
Se inyecto un volumen de 2uL en inyeccion splitless, la temperatura del inyector es de 280°C

El programa de temperatura fue de

Temp °C | Rate (°C/min) | Hold (min)
160 3.50
260 25.0 0.00
270 1.00 0.00 ‘

]

300 30 1.00 |

Se realizo la deteccion por medio de MS/MS ( Masas /Masas )
Las temperaturas de analisis fueron de
Trampa 220 Manifould 50 y linea de Transferencia fue de 280

Fecha de edicion: D| M A | Sustituye a: D M A |Revision: Clave:
01 | 11 | 2008 21 12 2005 06
Elabord: Reviso: Aprobo:
U M. on C. NORMA RAMIREZ saLiNAS | HO2 © 629 )

Forma: CR-03
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AREA:

AGUA POR CROMATOGRAFiA DE GASES
|ESPECTROMETRIA DE MASAS

TEMA: DETERMINACION DE HORMONAS EN

Para la identificacion, los iones principales de los compuestos fueron

Estrona 342

17R-estradiol 416

17a-etinilestradiol 425

Blanco de cristaleria.

Realizar un blanco de vidrieria a todo el material a utilizar como a continuacién se describe:

Dar dos lavados con acetona (20 mL cada lavado) grado HPLC al material y descartar los
lavados

Dar dos lavados con metanol (20 mL cada lavado) grado HPLC y descartar los lavados

Por Gltimo enjuagar el material con metanol (20 mL a cada matraz erlenmeyer) este lavado se
recolecta en un matraz bola de 500 mL y se concentra en rotavapor procurando no llegar a
sequedad.

El extracto se transfiere a un vial de 1.8 mL y se concentra a flujo de nitrogeno, a la par de la
concentracion, se realizan tres enjuagues con metanol al matraz bola y los lavados se agregan al
vial de 1.8 mL para concentrara 1 mL.

Tratamiento de la muestra

Poner a temperatura ambiente la muestra. Si esta se encontrara en refrigeracion

Homogenizar la muestra perfectamente por inversion

Tomar un litro de muestra y filtrar a través de un filtro Whatman de 1.0 6 1.2 micras.

Ajustar el pH de la mustra ya filtrada a pH menora 3

Se agrega subrogado (50 L de una concentracion de aproximadamente 10.66 pg/mL).

Dejar reposar la muestra por un lapso de 1 hora con agitacion periddica.

Acondicionamiento del cartucho de extraccion en fase solida.

Los cartuchos se acondicionan con metanol 2 X 5 mL de metanol y agua HPLC acidificada (con
acido clorhidrico a pH menor o igual a 3) con 2X 10 mL.
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Una vez acondicionados los cartuchos de extraccion se hace pasar un litro de muestra a través
de ellos a razén de 5-10 mL/min.

Se deja secar por 30 minutos
Se eluye con 5 mL de metanol recibiéndose en vial de 4 mL
A Cada unas de las muestras se concentra a flujo de Nitrdgeno ( Moderado ), hasta sequedad.

A cada vial que contiene una muestra se le agrega 50uL  del Derivatizante ( N,O-
bis(trimetilsililrifluoroacetamida (BSTFA) con 1% de trimetilsililclorano (TMSCI) y 25 pL Piridina .

Se homogenizan en el bortex por un lapso de 20segundos

Liberar el exceso de presion que se halla formado dentro de cada uno de los viales y se meten
a la estufa a una temperatura de 70°C durante 30 minutos

Pasado el tiempo se dejan a temperatura ambiente y se concentran a sequedad a flujo suave
de Nitrogeno para reconstituir en tolueno

Homegenizar en el bortex y concentrar nueva mente.

Por ultimo se afora a 1mL con Tolueno

Se inyecta al sistema cromatografico lo mas pronto posible.
De ser necesario se realizara una limpieza con silica gel
Pesar 3g de Silica Gel y calentar a150°C durante 24 hra
Desactivar la silica gel con 1.5% de agua deionizada (m/m)
Rellenar una columna vertical de 20mL

Acondicionar la columna empacada con la silica gel desactivada con 5mL de una solucién de
Hexano — Acetona 65-35

Depositar la muestra en la columna empacada evitando que esta llegue a sequedad

Eluir la muestra con 10mL de la solucién de Hexano — Acetona

N
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Concentrar la muestra a sequedad y realizar la derivatizacion como se menciona a
continuacion :

A cada vial que contiene una muestra se le agrega 50uL del Derivatizante ( N,O-
bis(trimetilsilil)trifluoroacetamida (BSTFA) con 1% de trimetilsililclorano (TMSCI) y 25 pL Piridina .

Se homogenizan en el bortex por un lapso de 20segundos

Liberar el exceso de presion que se halla formado dentro de cada uno de los viales y se meten
a la estufa a una temperatura de 70°C durante 30 minutos

Pasado el tiempo se dejan a temperatura ambiente y se concentran a sequedad a flujo suave
de Nitrogeno para reconstituir en tolueno

Homegenizar en el bortex y concentrar nugva mente.
Por ultimo se afora a 1mL con Tolueno

Se inyecta al sistema cromatografico lo mas pronto posible

12. CALCULOS

12.1 Hacer la integracion bajo la curva de las sefiales que coincidan en tiempo de
retencion con los estandares.

12.2 Llevar a cabo el ajuste de la curva y el calculo del coeficiente de correlacion
estadisticamente. Determinar por este medio la pendiente, ordenada al origen y
coeficiente de correlacion.

12.3 Interpolar los valores de las areas de los picos de las muestras positivas en la
curva de calibracion de los estandares.

12.4 En caso de que alguna muestra presente analitos en concentraciones mayores a
los ambitos de la curva de calibracion, se preparara una nueva curva de calibracion
que cubra el rango de concentracion del analito en la muestra o se diluira el extracto.
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1. OBJETIVO
|dentificar y cuantificar Diclofenaco en muestras de agua.
2. CAMPO DE APLICACION

Este método cuantifica el farmaco diclofenaco en muestras de agua natural ya sea superficial,
subterranea, agua potable, residual y residual tratada.

3. DEFINICIONES

Las definiciones de Blanco de vidrieria, Blanco de método, Muestra sintética, Muestra duplicada y
Muestra fortificada estan en el procedimiento de control de calidad analitico CAQAC7-08.

4. FUNDAMENTO

La extraccion en fase solida es una forma de cromatografia digital (paso a paso) disefiado para
extraer, distribuir, y /o adsorber uno 0 mas componentes de una fase liquida (muestra) dentro de
una fase estacionaria (adsorbente o resina). Una sustancia adsorbente puede removerse del
adsorbente paso a paso incrementando la fuerza de elucion del eluente (técnica de gradiente).

5. EQUIPO

Cromatégrafo HPLC

Sistema de extraccion de fase solida
Concentrador de muestras

Balanza analitica con sensibilidad de 0.0001 g

6. REACTIVOS Y MATERIAL

Estandar diclofenaco Sigma 98% pureza

Fosfato monobasico de potasio J. T. Baker, grado reactivo
Hidroxido de sodio J. T. Baker, grado reactivo

Acido fosforico, Baker Analyzed; grado reactivo

Metanol grado HPLC

Acetonitrilo grado HPLC
Nitrégeno
Aire
Agua grado HPLC
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MATERIAL

Matraces volumétricos calibrados de 10, 25, 100 y 1000mL
Pipetas volumétricas calibradas de 2 y 5SmL

Probeta calibrada de 100 y 1000 mL

Acrodiscos de Nylon “Millex” con tamafio de poro de 0.45 um
Micropipetas calibradas de 500 y 1000 pL

Cartuchos de separacion Chromabond C18 3mL/500mg

PREPARACION DE SOLUCIONES
6.1.1 Disolucién madre de Diclofenaco

Solucién Stock de referencia Diclofenaco, 1000 ug/mL. Pesar 10.20mg de sustancia de
referencia de Diclofenaco y verter en un matraz volumétrico de 10mL, disolver con SmL
de metanol y sonicar 10 minutos hasta la dilucién completa. Llevar a volumen con
metanol

Solucién Estandar de Diclofenaco 40 pg/mL. Transferir 1mL de la solucién Estandar de
Diclofenaco 40 pg/mL (Sol. A) a un matraz volumétrico de 10mL, mezclar y aforar con
solucién reconstituyente ajustado a pH 12 £ 0.1.

6.1.1.1 Preparacion de disoluciones para la curva de calibracion

A partir de la disolucién madre de diclofenaco de aproximadamente 4000 ng/mL,
preparar las disoluciones para la curva de calibracion de acuerdo al intervalo de trabajo
necesario, utilizando micro jeringas tomar los diferentes volimenes y aforar con .
solucién reconstituyente ajustado a pH 12 £ 0.1.

6.1.1.2 Solucion fosfato de potasio monobasico 0.025M pH 4.7 + 0.1. Disolver 3.40g de fosfato
de potasio monobasico en un volumen aproximado de 700mL de agua deionizada,
agitar hasta disolver completamente, ajustar pH a 4.7 £ 0.1 y aforar con agua en un
matraz de 1000mL.

a SISTEMA DE GESTION DE CALIDAD _
MANUAL DE CONTROL DE CALIDAD ANALITICO
|AREA: COMPUESTOS ORGANICOS TEMA: DETERMINACION DE DICLOFENACO

N

Fecha de edicion: i D| M A | Sustituye a: D M A Revision: Clave:
| 01| 12| 2011 01 12 2011 06
Elaboro: Reviso: Aprobo:
M.C. MARTHA AVILES FLORES M.l MANUEL SANCHEZ ZARZA ) Hoja2 des
M. en C. NORMA RAMIREZ SALINAS /

Forma: CR-03

México, Diciembre 2011

Pagina 82 de 94

F.C0.2.04.00



TM7A

Instituto Mexicano de
Tecnologia del Agua

TITULO DEL INFORME

SECRETARIA DE

MEDIO AMBIENTE Y SEMARNAT

RECURSOS NATURALES

L

(o T

/| Instituto Mexicano de
Tecnologia del Agua

LABORATORIO DE CALIDAD DEL AGUA

/

SISTEMA DE GESTION DE CALIDAD |
MANUAL DE CONTROL DE CALIDAD ANALITICO

\

AREA: COMPUESTOS ORGANICOS
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TEMA: DETERMINACION DE DICLOFENACO

6.1.1.3 Fase Movil pH 6 + 0.1. Mezclar un volumen de 150mL de solucién de fosfato de potasio

monobasico 0.025M pH 4.7 + 0.1 y 350mL de acetonitrilo. Filtrar a través de
membrana de 0.45 um y sonicar por un periodo de 10 minutos. Ajustar la mezcla a pH
6+0.1con NaOH 1N

6.1.1.4 Solucion reconstituyente. Mezclar un volumen de 30mL de solucién de fosfato de
potasio monobasico 0.025M pH 11 + 0.1 y 70mL de acetonitrilo. Ajustar, si es
necesario, pH de la solucién a 12 con NaOH 1N.

6.1.1.5 Solucién de lavado. Preparar una solucién 70/30 de fosfato de potasio monobasico
0.025M pH 4.7 y acetonitrilo.

6.1.1.6 Acondicionamiento del Cartucho de Separacion Chromabond C18 3mL/500mg. Pasar
1mL de metanol seguido de 1mL de agua acondicionada a pH 2.7 + 0.1. Repetir el
procedimiento 3 veces a cada cartucho.
Extraccion de la muestra. Transferir el total del placebo adicionado al cartucho de
separacion. Aplicar vacio para obtener un flujo aproximado de 10mL/min. Lavar
posteriormente con 5mL de solucién de lavado anteriormente descrita.
Elucion y reconstitucion de la muestra. Transferir 2mL de acetonitrilo al cartucho y
colectar en un vial de 4mL, concentrar a sequedad con flujo de nitrégeno y adicionar
1mL de la solucion reconstituyente pH12+0.1.

7. CONDICIONES DE LA MUESTRA

La muestra debe conservarse en frasco ambar y refrigeracion a 4 “C.

8. INTERFERENCIAS
Las interferencias se pueden agrupar en tres categorias:
1. Disolventes y /o reactivos

2. Material de laboratorio contaminado
3. Gas acarreador, columnas y/o detector contaminado
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9. PRECAUCIONES

10. CALCULOS

11 PROCEDIMIENTO

11.1  Establecer las condiciones

mayor del 10%.

agua analizadas.

10.1 Hacer la integracién bajo la curva de las sefiales que coincidan en tiempo de retencion
con los estandares de diclofenaco.

10.2 Calcular del coeficiente de correlacion estadisticamente y determinar la pendiente,
ordenada al origen y coeficiente de correlacion.

10.3 Interpolar los valores de las areas de los picos de las muestras en la curva de
calibracion de los estandares de diclofenaco

10.4 En caso de que alguna muestra presente analitos en concentraciones mayores a los
ambitos de la curva de calibracion, se preparard una nueva curva de calibracion que
cubra el intervalo de concentracion del analito en la muestra o se diluira el extracto.

liquidos.(Temperatura ambiente 27°C)
11.2 A partir de la disolucion madre detallada en la seccion 6.1.1 preparar las disoluciones
para la curva de calibracion y leer minimo tres lecturas.

11.3  En cada lote de 8 muestras incluir un blanco, duplicado de muestra, un estandar de
concentracion conocida de la disolucion madre, una muestra fortificada..

11.4  Criterios de aceptacion. El coeficiente de correlacion de la curva debe tener un valor

dentro del intervalo 0.98-0.99 y el porcentaje de variacion entre duplicados no debe ser

115 Neutralizar con hidréxido de sodio concentrado grado industrial a pH < 7 todos los
desechos que se generan entre inyeccion e inyeccion de cada una de las muestras de

[ TEMA: DETERMINACION DE DICLOFENACO
EN MUESTRAS DE AGUA POR HPLC

de operacion del equipo cromatografo de
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12. FORMATOS

No aplica.

11. BIBLIOGRAFIA

| TEMA: DETERMINACION DE DICLOFENACO
EN MUESTRAS DE AGUA POR HPLC

Colborn T, 2002. Pesticides-how research has succeeded and failed to translate science into policy:
endocrinological effects of wildlife. Env. Health Perspective 103: 81-86.

Damstra T, Barlow S, Kavlock R y Van Der Kraak G, 2005. Global assessment of the state-of-the-
science of endocrine disruptors, An assessment prepared by an expert group on behalf of the World

Health Organization, the International Labour Organisation, and the United Nations Environment
Programme, International Programme on Chemical Safety.

Daughton C. y Ternes A., 1999. Pharmaceuticals and personal care products in the environment:
agents of subtle change? Environ. Health Perspect. 107: 907-937.

Dodds E y Lawson W, 1938. Molecular structure in relation to estrogenic activity compounds without a
phenanthrene nucleus. Proc., Royal Society London B, 125: 222-232.

Fent K, Weston AA, Caminada D (2006) Aquatic Toxicol. 76, 122.
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1. OBJETIVO
Identificar y cuantificar Amoxicilina en muestras de agua.
2. CAMPO DE APLICACION

Este método cuantifica el farmaco amoxicilina en muestras de agua natural ya sea superficial,
subterranea, agua potable, residual y residual tratada.

3. DEFINICIONES

Las definiciones de Blanco de vidrieria, Blanco de método, Muestra sintética, Muestra duplicada y
Muestra fortificada estan en el procedimiento de control de calidad analitico CAQAC7-08.

4. FUNDAMENTO

La extraccion en fase sélida es una forma de cromatografia digital (paso a paso) disefiado para
extraer, distribuir, y /o adsorber uno o mas componentes de una fase liquida (muestra) dentro de
una fase estacionaria (adsorbente o resina). Una sustancia adsorbente puede removerse del
adsorbente paso a paso incrementando la fuerza de elucién del eluente (técnica de gradiente).

5. EQUIPO

Cromatografo de Liquidos de Alta Resolucion HP modelo 1050 con detector UV-Vis
Potenciometro Orion-Thermo

Sistema-de extraccion de fase sélida Varian de 20 plazas

Concentrador de muestras

Balanza analitica Shimadzu con sensibilidad de 0.0001 g

6. REACTIVOS

Estandar amoxicilina Sigma 9.5% pureza, Lote 440-136B, Chem Service PS-2016
Fosfato monobdsico de potasio J. T. Baker, grado reactivo

Hidréxido de sodio J. T. Baker, grado reactivo

Acido fosférico, Baker Analyzed; grado reactivo

Acido Férmico Baker grado suprapur

Acido Acético Glacial Baker grado reactivo

Acetato de sodio Baker grado reactivo

Sal disédica del Acido Etilendiaminotetra &cetico EDTA grado reactivo

Metanol grado HPLC

Solucién Buffer pH 4 Fermont
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Solucién Buffer pH 10 Fermont
Solucién Buffer pH 7 Fermont
Nitrégeno

Aire

Agua grado HPLC

7. MATERIAL

Matraces volumétricos calibrados de 10, 25, 100 y 1000mL
Pipetas volumétricas calibradas de 2 y 5mL

Probeta calibrada de 100 y 1000 mL

Acrodiscos de Nylon “Millex” con tamario de poro de 0.45 um
Micropipetas calibradas de 500 y 1000 uL

Cartuchos de separacion Oasis HLB 6 cc WAT106202

Viales de 2 mL SUNRI con tapa y sello de teflén/silicon
Columna XTerra C8 3.9mm X 150 mm, 5um de espesor

8. CONDICIONES DE LA MUESTRA
La muestra debe conservarse en frasco ambar y refrigeracién a 4 “C.
9. INTERFERENCIAS
Las interferencias se pueden agrupar en tres categorias:
1. Disolventes y /o reactivos
2. Material de laboratorio contaminado
Gas acarreador, columnas y/o detector contaminado
PREPARACION DE SOLUCIONES
9.1.1 Disolucién madre de Amoxicilina.
Solucién de referencia de Amoxicilina de 1000ug/mL A. Pesar aproximadamente 100 mg de
Amoxicilina y verter en matraz volumétrico de 100 mL, disolver con 25 mL de agua y sonicar 10

minutos hasta disolucion completa. Llevar a volumen con metanol.

Solucion Stock de referencia Amoxicilina, 100 ug/mL B. Pesar 11.5 mg de sustancia de
referencia de Amoxicilina y verter en un matraz volumétrico de 100 mL, disolver con 25 mL de

' TEMA: DETERMINACION DE AMOXICILINA EN
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agua y sonicar 10 minutos hasta la disoluciéon completa. Llevar a volumen con metanol.
Solucién de Estandar de Amoxicilina 1000 ng/mL

Transferir 100 uL de la soluciéon Stock de Amoxicilina de 100 pug/mL a un matraz volumétrico
de 10 mL, mezclar y aforar con fase mévil.

9.1.1.1 Preparacion de disoluciones para la curva de calibracion

De la solucién B de Amoxicilina tomar alicuotas de 1.5, 2.5 y 5 mL, verter en matraz
volumeétrico de 10 mL y aforar con fase movil de acetatos pH 4.6, se obtendran
concentraciones de 15, 25, 50 ng/mL

De la solucién A de Amoxicilina tomar alicuotas de 1,3 y 5 mL, verter a un matraz volumétrico
de 10 mL y aforar con fase mévil de acetatos pH 4.6, se obtendran concentraciones de 100,
300 y 500 ng/mL.

El intervalo de trabajo de la curva de calibracion es de 15 a 500 ng/mL.

6.1.1.2 Solucion acido acético 0.020 M. Disolver 1.55 mL de acido acético glacial en 1000 mL
de agua grado cromatografico, agitar hasta disolver completamente. Llevar a volumen con
agua.

6.1.1.3 Solucién de acetatos de sodio 0.020 M. Disolver 2.72 g de acetato de sodio en 1000 mL,
adicionar un volumen de 500 mL de agua grado cromatogréfico, agitar hasta disolver
completamente. Llevar a volumen con agua.

6.1.1.4 Solucién amortiguadora de acetatos 0.020 M, pH 4.6 + 0.1. Mezclar 255 ml de la solucién
de acido acético 0.02M y 245 mL de la solucién de acetatos de sodio en un matraz de
1000 mL, adicionar un volumen de 500 mL de agua grado cromatografico, agitar hasta
disolver completamente. Llevar a volumen con agua. Determinar el pH

6.1.1.5 Fase movil. Mezclar un volumen de 960 mL de solucién amortiguadora de acetatos 0.020
M pH 4.6 £ 0.1 y 40 mL de metanol (960:40). Filtrar a través de membrana de 0.45 um y
sonicar por un periodo de 10 minutos.

6.1.1.6 Solucién diluyente con EDTA a pH 4.6 + 0.1. En un matraz de 1000 mL, adicionar un
volumen de 500 mL de agua municipal , adicionar 200 mg de EDTA, agitar hasta disolver
completamente. Llevar a volumen con agua. Determinar el pH y ajustar a pH 4.6 +0.1 con
solucién de acido fosférico o hidroxido de sodio 5N.

6.1.1.7 Solucion Eluyente de Metanol acido. En un matraz de 100 mL, adicionar un volumen de
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50 mL de metanol, adicionar 200 uL de &cido férmico, agitar hasta disolver
completamente. Llevar a volumen con metanol.

6.1.1.8 Acondicionamiento de los cartuchos de separacion utilizados fueron OASIS HLB
Waters 6cc, estos fueron acondicionados con 6 ml de metanol grado HPLC y 6 ml de
solucién de buffer de acetatos pH 4.6/ E.D.T.A. Repetir el procedimiento tres veces.

Procedimiento de preparacién de las muestras

Agregar a la muestra 100mg de E.D.T.A sal disédica por cada 1000 ml, ajustar el pH a 4.6 +
0.1 con acido fosférico e hidroxido de sodio.

Posteriormente de haber acondicionado los cartuchos, transferir las muestras con un flujo de
10ml/min. Con la finalidad de obtener la mayor retencién del analito, al terminar de extraerla se
dejar con vacio por 10 min, para eliminar la humedad en el cartucho de separacion.

Eluir con 1ml de la solucién metanol/acido férmico (100mlI/Q0ul), recolectar en vial de 2 mL y
evaporar con nitrégeno hasta sequedad para finalmente ser reconstituir con 1 ml de buffer de
acetatos pH 4.6 £ 0.1 e inyectar al cromatégrafo.

3.
10. PRECAUCIONES

Evitar luz del sol directa sobre las muestras, colectar las muestras en frascos ambar.
11. CALCULOS

11.1 Hacer la integracion bajo la curva de las sefiales que coincidan en tiempo de retencion
con los estandares de diclofenaco.

11.2 Calcular del coeficiente de correlacion estadisticamente y determinar la pendiente,
ordenada al origen y coeficiente de correlacion.

11.3 Interpolar los valores de las aréas de los picos de las muestras en la curva de
calibracion de los estandares de diclofenaco

11.4 En caso de que alguna muestra presente analitos en concentraciones mayores a los
ambitos de la curva de calibracién, se preparara una nueva curva de calibracién que
cubra el intervalo de concentracion del analito en la muestra o se diluira el extracto.

11 PROCEDIMIENTO
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11.1 Establecer las condiciones de operacién del equipo cromatégrafo de liquidos

(Temperatura ambiente 27°C).

TABLA 1. Condiciones cromatograficas

COLUMNA THERMO de 250 x 4.6mm y 5um de
espesor

DETECTOR UV/Vis
Solucion de acetatos pH 4.6 + 0.1 Metanol

FASE MOVIL (96:4) VIV

FLUJO 1_ml/minuto

LONGITUD DE ONDA 228 nm

VOLUMEN DE INYECCION 100 uL

TIEMPO DE RETENCION 8.39 + 1.0 min

11.2 A partir de la disolucion madre detallada en la seccién 6.1.1 preparar las disoluciones
para la curva de calibracién y leer minimo tres lecturas.

11.3 En cada lote de 8 muestras incluir un blanco, duplicado de muestra, un estandar de
concentracion conocida de la disolucion madre, una muestra fortificada.

11.4  Criterios de aceptacion. El coeficiente de correlacion de la curva debe tener un valor
dentro del intervalo 0.98-0.99 y el porcentaje de variacion entre duplicados no debe ser
mayor del 10%.

11.5 Neutralizar con hidroxido de sodio concentrado grado industrial a pH < 7 todos los

desechos que se generan entre inyeccién e inyeccién de cada una de las muestras de
agua analizadas.

12. FORMATOS

No aplica.
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