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INTRODUCCION.

Hasta principios de 1990, los compuestos peligrosos no polares, y por tanto los
contaminantes organicos persistentes (COP) y los metales pesados, fueron el foco de
interés y etiquetados como contaminantes prioritarios, consecuentemente fueron parte
de intensos programas de monitoreo y por tanto estan regulados por distintas
legislaciones (Becker et al., 2008; Bandala et al., 2006; Presuman et al. , 2004; Xia et
al., 2005 ; Mattson, 2007). Actualmente estos compuestos son menos relevantes para
los paises industrializados desde que se logré una drastica reduccion de la emisién
debido a la adopcién de medidas apropiadas y de eliminacion de las fuentes
dominantes de contaminacion.

Sin embargo, la emision de compuestos organicos Illamados contaminantes
emergentes 0 nuevos no regulados han surgido como un problema ambiental y existe
un amplio consenso que esta clase de contaminantes requiere una intervencion
legislativa. Afortunadamente el desarrollo de nuevos y sensibles técnicas de andlisis
instrumental ha permitido alertar de la presencia de estos compuestos emergentes.

La Agencia de Proteccion al Ambiente los Estados Unidos de América (EPA) se
refiere a ellos como materiales o productos quimicos caracterizados por ser una
amenaza para la salud humana y para el ambiente, ya que son relativamente nuevos y
no se tiene un amplio conocimiento de su impacto en el ambiente y, en el hombre, asi
como de carecer de una legislacién que los regule (EPA 2008).

La lista de contaminantes emergentes incluye una amplia variedad de productos de
uso diario con aplicaciones tanto industriales como domésticos. Dentro de ellos se
encuentran los compuestos bromados retardantes de llama, parafinas cloradas,
pesticidas polares, metabolitos, compuestos perfluorados, drogas, productos para el
cuidado e higiene personal y farmacos.

La caracteristica mas relevante de este grupo de contaminantes es que no
necesariamente tienen que persistir para causar efectos negativos debido a que las
elevadas tasas de transformacion/renovacién pueden ser compensadas por su
introduccion continua al ambiente. Desafortunadamente, para la mayoria de los
contaminantes emergentes no hay datos disponibles que indiquen su presencia, riesgo
y ecotoxicidad, por lo que es dificil predecir cuales serian sus efectos sobre la salud
humana y los organismos acuéticos.

Algunos especialistas indican que de todos los contaminantes emergentes, los
antibiéticos son los compuestos de mayor preocupacion; a pesar de ello, otros
compuestos, especialmente los metabolitos polares y las mezclas complejas
representan grandes retos para los toxicologos (Barcel6 2003).
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FUENTES DE CONTAMINANTES EMERGENTES.

Los farmacos asi como otros contaminantes, provienen de una amplia variedad de
fuentes, estos compuestos pueden tener implicaciones para los humanos en caso de
exposicion, asi como otros efectos en el ambiente y en la vida silvestre, donde ademas
se acumulan. De manera general, las fuentes de contaminacién caen dentro de dos
categorias: puntuales y dispersas.

FUENTES PUNTUALES.

Una fuente puntual es una entrada localizada y definida de contaminantes al ambiente,
puede ser una descarga, una crecida de lluvia o algun punto conocido donde el agua
es vertida de manera constante. Este tipo de fuentes tienden a ser mas faciles de
controlar que las no puntuales.

FUENTES NO PUNTUALES.

Algunas veces se les ha llamado también fuentes difusas, y el término se refiere a
aguellas fuentes que no tienen un sitio de entrada definido. Algunos ejemplos de
fuentes no puntuales son la deposicion atmosférica y el agua de escorrentia. El punto
exacto donde los contaminantes entran al cuerpo receptor dependen del tipo de
fuente, su localizacién y de las propiedades fisicas de los contaminantes. Si los
contaminantes son un gas o particulas finas éstos pueden caer directamente al suelo
con la lluvia. La misma lluvia puede lavar las particulas que han sido depositadas en
las superficies cercanas a los causes y, si los contaminantes son solubles en el agua,
éstos pueden ser transportados a gran distancia. Durante las lluvias, las particulas
mayores, incluyendo el suelo, pueden ser acarreadas hasta los cuerpos de agua.
Estas pueden tener contaminantes tales como pesticidas adheridos a ellos.

PROBLEMATICA DE LOS FARMACOS EN AGUAS RESIDUALES.

Actualmente estd demostrada la presencia de productos farmacol6gicamente activos
en las aguas residuales debido a su alto consumo y sus altas tasas de excrecion
(Soliman et al., 2004; Ternes, 2001; Lajeunesse y Gagnon, 2007). Tanto los farmacos
como sus componentes han llamado la atencién de la comunidad cientifica, debido a
los posibles efectos que provoca en el ambiente ( Perez y Barcel6, 2007; Mufioz et al.,
2008; Parrott y Bennie, 2009; Sumpter,2007; Kanda et al., 2003), sin embargo, el
riesgo potencial y los bajos niveles de concentracion de los farmacos en ambientes
acudticos aun esta en debate ( Pomati et al., 2006; Poseidon, 2004; Diedrich, 2007).
La presencia de farmacos humanos como veterinarios en aguas residuales ha
incrementado, asi como sus efectos en receptores ecoldgicos; por lo cual la
comunidad cientifica esta buscando nuevas herramientas y métodos para mejorar la
evaluacién de dichos riesgos (Dorne et al.,, 2007; Lajeunesse y Gagnon, 2007;
Watkinson et al., 2007; Gagnon et al., 2008).

Estudios revelan que en el agua residual se han encontrado mas de 20 tipos de
farmacos de distinta composicion, segun el pais y el consumo (Poblete, 2007),
inclusive la venta de farmacos se ha incrementado en todo el mundo en un 25%
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(European Federation of Pharmaceutical Industries and Associations, 2003; Robinson
et al., 2007). La Unién Europea (UE) tiene registrados mas de 3,000 farmacos que al
ser excretados pueden provocar posibles efectos a nivel ambiental, resistencia
bacteriana, genotoxicidad hasta llegar a dafiar al ser humano. (Petrovic et al., 2008;
Robinson et al., 20007; Mufioz et al., 2008; Sumpter, 2007). Debido a su ubicua
presencia en el medio ambiente Barcelé (2007), los cataloga como contaminantes
pseudo persistentes.

En E.U.A, se producen grandes cantidades de farmacos y drogas, tanto recetadas y
no recetadas; aproximadamente el consumo humano de antibiéticos en este pais es
de 11,000,000 kg cada afio (Soliman et al., 2004). Su persistencia en el medio
ambiente es desde mas de un afio (farmacos como la eritromicina, ciclosfamida,
naproxeno y sulfametoxazol) hasta varios afios para el acido clofibrico (ACL). Incluso
en estudios de suelo se ha encontrado en los primeros 10 cm farmacos como:
ibuprofeno, naproxeno, triclosan y bisfenol y a profundidades de 30 cm se ha
encontrado ACL y estrona (Xu et al., 2009). También se han encontrado farmacos en
sedimentos de rios (Antonic y Heath., 2007). El resultado de encontrar contaminantes
trazas en el suelo es que pueden acumularse en la superficie lo cual con el tiempo y la
infiltracién del agua se han llegado a encontrar en las aguas subterraneas( Xu et al.,
2008).

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
recientemente la presencia de farmacos en ellas, tal es el caso de cuidades como
Alemania , ltalia, US, Canada, algunos de los farmacos mencionados son: Acido
clofibrico (270 ng-L* ), bezafibrato (27 ng-L™ ), gemfibrozil (70 ng-L* ),
carbamezapina (258 ng-L™"), diclofenaco (6 ng-L" ), penazona (400 ng-L™ ),
provocando un alta preocupaciéon al presentarse en agua potable. (Zwiener, 2007; Yi
Hua et al., 2006; Quintana y Reemtsma, 2004; Gross et al., 2007; Farre et al., 2007,
Drewes et al., 2003).

Los farmacos llegan al medio ambiente por medio de su metabolizacién y excrecion
por el hombre. El farmaco administrado puede ser excretado sin ningin cambio, en
forma de conjugados de glucurénidos 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 mecanismas, luego son excretados en forma
de derivados mas polares y solubles en agua, que presentan una activad
farmacologica reducida respecto al compuesto original (Flores et al., 2008; Bellido,
2006).

Por ejemplo, la carbamecapina es metabolizada en el cuerpo humano y solo se
excreta un 2-3 % de la dosis administrada en su forma original. El bezafibrato (BZF) es
un antilipemiante del cual se excreta un 50 % en forma de glucorénidos y 20 % en su
forma original (Scharf et al., 2002). Los fibratos se excretan entre el 95% y el 99% en
la orina como ACL libre y conjugado, (MD consult, 2009; Davidson et al., 2007). El
gemfibrozil (GFZ) se excreta aproximadamente un 70% por orina, principalmente como
glucurénido, menos del 2% se excreta como GFZ sin cambios y un 6% de la dosis se
encuentra en las heces (Sacks, 2008). Otros autores, como Siemens et al. (2008),
mencionan que la cantidad de Gemfibrosil excretada es de un 6% via urinaria y 70 %
como metabolitos y para el BZF un 50 % via urinaria'y 20 % como glucorénidos.

Los farmacos estan disefiados para ser muy activos e interaccionar con receptores
especificos en el hombre y animales. Los efectos potencialmente acumulativos en el
agua residual ya sea a mediano o largo plazo pueden ocasionar dafios en el medio
ambiente o en el hombre causando procesos psicoldgicos anormales, debilitacion
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reproductiva (US Department of Health and human Services, 1998; EMEA, 2006),
efectos crénicos y en incluso toxicidad (Radjenovic et al., 2007a; Verenitch et al.,
2006), ademas de crear una proliferacion de microorganismos resistentes a los
farmacos. Se ha reportado que los farmacos pueden generar toxicidad a niveles
especificos en organismos acuaticos como algas, moluscos, crustaceos y peces
(Smital, 2008). Se ha observado que el triclosan causa toxicidad en el crecimiento de
las algas (Orvos et al., 2002), la carbamezapina ha mostrado toxicidad aguda en
algas, invertebrados y peces (Ferrari et al., 2003) y en conjunto con el ibuprofeno y
Acido clofibrico se han encontrado efectos sinérgicos en algas (Cleuvers, 2003).
Inclusive algunos farmacos son clasificados por algunos autores como disruptores
endocrinos (Deborde y Gunten, 2008; Benotti et al., 2009; Comerton et al., 2009).

Usualmente los contaminantes del agua son eliminados en las plantas tratadoras de
agua pero para los nuevos Compuestos Emergentes al presentarse en
concentraciones muy pequefias (ng-L™") no es posible obtener una alta remocién de
ellos con los procesos de depuracién convencionales (Clara et al., 2005b; Joss et al.,
2004; Miao et al., 2004; Paxeus, 2004; Petrovic et al., 2003; Strenn et al., 2003;
Zwiener y Frimmel, 2003) y en ocasiones no son detectados (Antonic y Heath 2007;
Schréder, 2002).

COMPUESTOS FARMACEUTICOS REGULADORES DE LiPIDOS.

Los clofibratos han sido utilizados desde 1962 como drogas antilipidemicas y
posteriormente fueron desarrollados el Gemfibrosil, Bezafibrato y fenofibrato
(Sampayo et al., 2006; Cortancans et al., 2005). El metabolito activo del clofibrato es el
Acido clofibrico. Los fibratos y sus derivados son drogas que se utilizan para el
tratamiento de Hipertrigliceridemia, para la prevencién de arteroesclerosis (Krakoff et
al., 2000; Sampayo et al., 2006), para reducir los niveles de triglicéridos y aumentan
los niveles de lipoproteina de alta densidad (HDL) (Flores et al., 2008). En la Tabla 1
se muestran las caracteristicas fisico-quimicas de estos farmacos y su identificacion
numérica quimica (CAS).

En un estudio realizado en el Rio Ebro se detectaron concentraciones alrededor de los
600 ng-L™" de diversos farmacos. Los farmacos mas prevalecientes fueron el Acido
clofibrico y Gemfibrosil (Segarra, 2006). El Rio Llobregat y Rio Ebro fueron unas de las
primera cuencas espafolas en las que se puso de manifiesto la existencia de
fendmenos de feminizacion en peces ocasionados por la presencia de compuestos
disruptores endocrinos con actividad estrégena (Labandeira et al., 2007; Lacorte et al.,
2006). Posteriormente en estos mismos rios se hicieron estudios evidenciando la
presencia de otros farmacos como el Acido clofibrico con concentraciones por debajo
de los 250 ng-.L™ (Barceld y Lépez, 2007). En el Rio Taff al sur de Gales se han
encontrado concentraciones de Acido clofibrico de 101 ng-L™ y en Bezafibrato de 60
ng-.L* (Kasprzyk et al., 2008). Nakada et al., (2007) reportaron que en el Rio Tone,
Japén se han encontrado concentraciones de Bezafibrato que oscilan de 425-1,500
ng-L™. Con el paso del tiempo estas concentraciones pueden acumularse provocando
dafios en el ambiente sin embargo esta informacion a un es limitada (Nikolaou et al.,
2007).
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Tabla 1. Caracteristicas fisico-quimicas de farmacos reguladores de lipidos.

NOMBRE N° ESTRUCTURA PESO MOLECULAR
CAS MOLECULAR
25812-
Gemfibrozil 30-0 250.33 g-mol™
C15H2203

-1
Bezafibrato 41859- 361.82 g-mol
67-0
C19H20C|N04
Acido 882- .
clofibrico 09-7 214.65 g-mol
Ci10H11ClO3

Estudios sobre la remocién de farmacos en plantas de tratamiento de aguas residuales
(Radjenovic et al., 2007a) han revelado que las remociones varian segun los procesos
gue se utilicen, asi como segun las condiciones de operacion, tales como carga
organica (F/M), tiempo de residencia hidraulica (TRH), concentracién de la biomasa
(X), tiempo de retencién celular (TRC). En la Tabla 2 se muestran concentraciones de
farmacos reguladores de lipidos, determinadas por diferentes autores, tanto en el
influente, como en el efluente de diferentes plantas de tratamiento de aguas
residuales.
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Tabla 2. Concentraciones de farmacos reguladores de lipidos en plantas de tratamiento de aguas residuales
municipales.

FARMACO L'\E;T}JENTE‘ Eg.'I‘_EENTE' REFERENCIA
0.453-0.965 - Lishman et al., 2006
nd-0.36 - Gross et al., 2006
- 1 Metcalfe et al., 2003a, b
GEMFIBROZIL - 4.76 Andreozzi et al., 2003
- 0.143 Rodriguez et al., 2008
0.090 - Radjenovic, 2007a
2 5.9 Radjenovic, 2009
- Verenitch et al., 2006
- 4.8 Pedersen et al., 2005

En aguas superficiales al norte de America y Europa, se han detectado
concentraciones de 0.75-1.50 ug-L™ de Gemfibrosil (Sanderson et al., 2003) mientras
que Pedersen et al. (2005) reportaron concentraciones de Gemfibrosil en cuerpos de
irrigacion en regiones aridas de Estados Unidos de 190- 790 ng-L™ y en corrientes de
agua de 160 — 360 ng-L™.

En México Siemens et al. (2008) realizaron un estudio con muestras de agua residual
municipal provenientes del Valle del Mezquital en México, con el objetivo de
determinar las concentraciones y flujos de farmacos en este sistema de irrigacion.
Como resultado, las concentraciones de Gemfibrosil oscilaron entre 0.02 y 0.22 pg-L™.
Estas concentraciones son menores en comparacion con los resultados de los
estudios en ciudades europeas (Carballa et al., 2005).

Se necesita el desarrollo de procedimientos para evaluar el riesgo toxico que existe al
tener la presencia de farmacos en el ambiente. Actualmente, se tienen y se planean
nuevas regulaciones en E.U.A, Canada y Europa (U.S. Department of Health and
Human Services Food and Drug Administration, 1998; Gorman, 2001; EMEA, 2001;
Ferrari et al., 2004). El analisis quimico tradicional permite identificar y cuantificar los
contaminantes presentes pero no ofrece suficiente informacion de su toxicidad.
Algunos de los métodos utilizados para determinar la toxicidad se realizan en algas,
peces, bacterias, células de embriones entre otros (Pomati et al., 2006).

Con respecto a la toxicidad de los farmacos reguladores de lipidos, Rosal et al. (2009)
realizaron un estudio con muestras de agua residuales provenientes de un clarificador
secundario de una planta de tratamiento de agua residuales (con una pequefia
contribuciéon de aguas industriales y farmacéuticas), localizada en Alcala de Henares
(Madrid). Se realizaron bioensayos y el Gemfibrosil resulté téxico con la prueba de
Anabaena con un ECg, de 4.42 mg-L™. En otro estudio, realizado en USA, en 139
puntos de muestreo, se encontraron concentraciones de Gemfibrosil de 0.79 pg-L™* y
un LCso menor a 10 pg-L™ en aguas superficiales y subterraneas (Kolpin et al., 2002).
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Quinn et al. (2008) en un estudio, llevaron a cabo pruebas de toxicidad de diversos
farmacos calificando al GemfibrosilFZ y Bezafibrato como los mas téxicos con
respecto a la prueba en H attenuata con ECs, de 320 pg-L™ considerandolos de alto
riesgo al acumularse en cuerpos de agua. Hernando et al. (2004) mencionaron que en
concentracion menores de 2 pg-L™* de Gemfibrosil, BZF y ACL no existe toxicidad en
Daphnia Magna.

FARMACOS VETERINARIOS.

Un estudio realizado en Reino Unido ayudd a identificar farmacos veterinarios
presentes en el ambiente. Se encontré que 56 compuestos pueden ser liberados al
ambiente en cantidades significativas, entre los que se destacan las clortetraciclina,
cipermetrina, diazinona, emamectin benzoato, ivemectina, lincomicina, acido oxolinico,
oxitetraciclina, srafloxacina, tetraciclina, trimetropina y tilosina (Boxall et al., 2003b).

Debido a la problematica de los farmacos se planteo la implementacién del desarrollo
de metodologias por cromatografia de gases para la identificacién y cuantificacion de
compuestos organicos clorados en aguas residuales industriales y municipales.

OBJETIVO

* Implementar y validar dos metodologias por Cromatografia
+ Disminuir el gasto de solventes en la extraccion para la identificacion de
compuestos organicos farmacéuticos en agua residual y municipal

METODOLOGIA

Busqueda de informacion bibliografica de determinacion de compuestos emergentes,
especificamente acido clofibrico, gemfibrozil, tilosina mediante cromatografia y
extraccion en fase solida.

Busqueda de métodos de analisis EPA

Revision de las metodologias y seleccion de los métodos de derivatizacion con
posterior determinacion por cromatografia de los compuestos de acido clofibrico,
gemfibrozil, tilosina.

1.Busqueda bibliografica de métodos de analisis.
2.Seleccion de los métodos a implementar.

3.Cotizacioén de reactivos, material y estandares requeridos.
4.Adquisicion de material y reactivos.

5.Implementacion de metodologias
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IMPLEMENTACION DE LA METODOLOGIAS. PARA EL ACIDO CLOFIBRICO Y
GEMFIBROZIL.

La implementacién se realizé por cromatografia de gases acoplada a un detector
selectivo de masas (CG/MS). Para el acido clofibrico y gemfibrozil se requiere
derivatizar los compuestos previamente al andlisis cromatogréafico para determinar sus
tiempos de retencion y los picos caracteristicos de los compuestos en estudio.

La metodologia consistié en preparar un estandar de cada compuesto en un disolvente
afin (metanol grado pesticida o HPLC) de 1 pg/mL y 5 pg/mL . Cabe mencionar que se
usaron estandares certificados marca CHEMSERVICE.

Los estadndares se derivatizaron con dos derivatizantes, el trimetilsilidiazometano
(TSDM) 2 M en hexano y el N-(t-butildimetilsilil)-N-metiltrifluoroacetamida (MTBSTFA)
marca SIGMA ALDRICH con de pureza mayor a 98%. Los estandares se inyectaron
para generar el método cromatogréfico, 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 ibnica adecuadas (tablas 1y 2) vy
cromatogramas 1 y 2. Los cromatogramas generados en modo SCAN inyectados
independientemente y mezclados se observan en la figura 1.

Tabla 1. Condiciones cromatograficas para la deteccion y cuantificacion del Acido
Clofibrico y Gemfibrozil .

Rampeo

Temp [C] [[I::E,?I:ﬁ]] Hold [min] | Total [min]
1 B5 2.00 200
2 180 1.00 B.83
3 230 15.0 1.00 1117
4 200 200 1.00 14.50
5
[
i
8

Flujo de la Columna : 1ImL/min
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Tabla 2. Condiciones del Inyector

Front Injectar lMiddIe Iniector] Rear Iniectorl

Front Injectar Twpe: (1177 | Injector Over: ™ On ¢ OFff
Temperature [C]:

Split Ratia...

Time Split State | Split Ratio Add

Iritiallf COFF aff

1.00/On 25 Q
| I
T

1|1|4|1|1_4

| LT e | | P | =

Column Oven End Time: 1450 min

Save | Cancel |

La inyeccion se realizo en modo split/splitless

TR Compuesto lon Caracteristico
8.231 Acido Clofibrico 128, C:1

10.589 4,4-Diclorobifenilo 222,C:1

10.733 Gemfibrozil 122.0, C:1 143,C2

Figura 1. Cromatograma de Acido clofibrico y gemfibrosil en modo SCAN

il MS Data Review - Chromatograms |Z||E|g|

File Chromatogram Spectrum  Spectrum List  Search  Quankitation  visw  window  Help
= =E= 2IEE &l=& A W= G 2

Bl Chromatograms
| &

kCounts]
200

I

EEEERFTTE

| =

lons: RIC Ignare GEM +Ac Clof TSD.SMS 2000 CENTROID Rawy [ -

19.979 mi

150
i 100

509

i

...‘\Wl....\ulxl‘_l.." -

o

MCDLIntE: = RIC Ignore Mezcla 5.0ug-mL TSD.SMS 2000 CEMNTROID RAWS
125 S
3 =]
1.00: il
3 =
0.75 - =
E a SDE E g Gemfibrozil g
E = g & E
0.25 3 = o E
E I= = ] il
0003 Iy = A.\_‘_A_J:_d 3
kCountsq E lons: 128 0 Ignore Mezcla 5 0ug-ml TSD.SMS 2000 CENTROID Rawy [ -
7 = -
£ F Acida Clafibrico 1
5| = -
E 4| = £ = _
| = E = u
o 2 o = i
1 = o By ] o
b 2 p e
T T T T
10 20 30 40
mminutes
[ Seg 2, El L Time: 4.00-47 17, El-Auto-Full, 40-550 m/fz
o 20b0

Ready
74 Inicio E B G | & acCofib+ Gemfib 2d..

Para hacer mas sensible el metodo y alcanzar los I|m|tes de cuantlflcacmn mas bajos y
los limites de deteccion se genero el método de ion selectivo (SIS) tabla 3.
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Tabla 3. Metodo SIS, Con un rango de masa 40m/z400m/z

Low High S
- Start End lonization lon —_
Segment Description [min.] [min.] :::33:] :':;s:] Mode Preparation |__
1 |FILMUL DELEY D s Nore -
2 |El 5.00 a.00 4n B50 El Auto * |Mone -
e 2 o Claofibrico | a.00 a.70 a0 400 El Auto - |55 -
4 |El a.70 10.30 an B50 El Auto » |Mone -
5 |4 4-diclorabifenila 10.30 10.70 40 400 El Auta - |55 - |-
Add | [hzert | Delete | Defaultz | Restore | Special &pplications. ..
Segment Setpoints l lonization Mode - E| Auta ] lon Preparation - 515 ]
Scan Time: 1.00= zecondsz/zcan Count Threzhold: 2= countz
(3 uScans) _,| punt ThrEse _'I
Multiplier Offzet: IFIEI_:l +/- wolts bilzes Dzt ] s
CalGaz [
Emizzion Current; 2EI_|::| Liamps
Defaults | Restore |

Una vez generado el método se procedié a generar la curva de calibracion para los
dos farmacos.

La curva de calibracién tiene un rango de 2.5225 — 161.44 ng/L, el grafico se presenta
a continuacion.

Curva de calibracion de acido clofibrico.

Curvade calibracion de acido clofibrico

50000
y = 251835x + 1697.1

40000 Rij:zgggxzzgz»
< 30000
8 /
< 20000

10000

0 I T T T

0 0.05 0.1 0.15 0.2

Concentracion pg/mL

La curva de calibracion de Gemfibrozil tiene un rango de 2.5 -301.5 ng/ mL
El gréfico de la curva se presenta a continuacion.
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Curva de calibracion de Gemfibrozil.

Curva de Calibracion de Gemfibrosil

50000 y = 148297x - 714.87

40000 R = 09967

30000
(0]
9 20000
<

10000 s

0 T T T T T T
0.05 0.1 0.15 0.2 0.25 0.3 0.35

-10000

Concentracion pg/mL

Una vez generadas las curvas de calibracién y obtenidos los parametros de linealidad
(m,b,n), se procedio a realizar dos curvas de calibracién mas para iniciar de esta forma
el proceso de validacién como se indica en el procedimiento CAGC7-06.

RESULTADOS.

De la graficas se puede observar que ambos farmacos presentan coeficientes de
correlacion mayores de 0.99, lo que indica una alta relaciéon entre la respuesta del
instrumento en areas y la concentracion de los dos analitos.

Por otra parte se presenta también un coeficiente de variaciéon menor del 10%, lo que
indica que es un método altamente preciso y por ultimo se tiene una exactitud del 89
para acido clofibrico y 106 para gemfibrozil.

En el Anexo se presentan los datos de linealidad, los limites de deteccion del método,
limites de cuantificacion, precision, exactitud e intervalos de confianza para los dos
farmacos.

Como ultimo resultado se genera un procedimiento de andlisis de estos dos farmacos
en agua potable y agua residual.

DISCUSION

El método de derivatizacion mas adecuado y que presenta una mayor sensibilidad es
con el TSDM, el acido clofibrico en el cromatograma tiene una mayor sefial con
respecto al MTBSFTA.

De las pruebas de desempefio se observan que los limites de deteccion son del orden
de nanogramos 0.3 y 0.6 para acido clofibrico y gemfibrosil respectivamente.

Se calculo 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 para acido clofibrico y gemfibrosil.
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En cuanto al los limites de cuantificacion se obtuvieron de 5.3 y 7.1 para el &acido
clofibrico y gemfibrosil 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 1.82 y la exactitud de 89.11 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.

CONCLUSIONES.

La cromatografia de gases masas con extraccion en fase sélida es una técnica
sensible y adecuada para la determinacion de acido clofibrico y gemfibrosil en agua de
abastecimiento y en agua residual.

El método fue probado con agua de pozo y en agua residual obteniéndose porcentajes
de recuperaciéon aceptables en ambos tipos de matriz.

La determinacién se realiz6 mediante extraccién quimica y extraccién en fase sélida
(SPE) con cartuchos OASIS Hidrofilico-Lipofilico HLB. Se aplicaron dos métodos de
derivatizacion N-(t-butildimetilsilil)-N metiltrifluoroacetamida  (MTBSTFA) vy
trimetilsilildiazometano (TSDM).

El derivatizante TSDM presentd la mejor sensibilidad con respecto al MTBSTFA en
relacion de 10:1. La curva de calibracién fue lineal en el rango de concentraciones
establecido. EI método fue preciso y exacto con un limite de cuantificacion de 7.1
ngL™ , limite de deteccion de 0.6 ngL™ y porcentajes de recuperaciéon dentro del
intervalo de 96-109%.

El método validado se prob6 con muestras reales de agua de pozo y agua residual.

Se genero un procedimiento de analisis de gemfibrozil y 4cido clofibrico.
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ANEXO
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C AT 7 A

Inxtitereo Meaexicarna o
Tecnologiao del Agua

CALIDAD DEL AGUA
AREA ORGANICOS
LABORATORIO DE CROMATOGRAFIA

PRUEBA DE DESEMPERNO ACIDO CLOFIBRICO

STD: 2-(4-Chlorophenoxy)-2-methylpropionic acid, 97%, ALDRICH , EC 212-925-9

LIMITE DE DETECCION DEL METODO

PROM.BCOS 0 uglL t 99% 3.747
LDM = B+ (t) (S)

LDM = 0.0003

LIMITE DE CUANTIFICACION

LCM=105 + X

LCM = 0.0053

MUESTRA  CONC TEOR (ug-L) CONC PROM (ug-L) % RECUP BLANCOS
SD1 0.005045 0.004600 91.18 0
SD2 0.005045 0.004500 89.20 0
SD3 0.005045 0.004483 28.86 0
SD4 0.005045 0.004400 87.22 0
SD5 0.005045 0.004340 86.03 0
SD6 0.005045 0.004360 86.42 0
SD7 0.005045 0.003530 £9.97 0

PROMEDIO 0.004496 89.11
DESV.STD 0.000082 1.63

PRECISION DEL METODO

%R= (Con Cuant/Conc Teor)*100

%R = | 89.11

CV=(s/R)({100) 1.826 |CUMPLE CRITERIO PROCED. CAGC7-06

EXACTITUD DEL METODO

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

Exactitud= | 89.11 | CUMPLE CRITERIO PROCED. CAGCT7-06

LIMITES DE CONFIANZA t 95% 2132

LC=R+ - {t n-1, 95) (s/n)

LC =E25 + (2.132°E26/7) LCS= | 89.98 |

LC =E25-(2.132*E26/7) LCI= | 88.25 |

ANALISTA SUPERVISOR

LUIS A GOMNZALEZ E. Manuel Sanchez Farza
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Inztituto Maxicars o
Tecnologiao del Aguo

CALIDAD DEL AGUA

AREA ORGANICOS

LABORATORIO DE CROMATOGRAFIA

PRUEBA DE DESEMPERO GEMFIBROZIL

STD: GEMFIBROZI, SIGMA, 097K1312

LIMITE DE DETECCION DEL METODO

PROM.BCOS 0 uglL t 99% 3.747
LDM = B+ {t} (S)

LDM = 0.0006

LIMITE DE CUANTIFICACION

LCM=10S + X

LCM = 0.0071

MUESTRA  CONC TEOR (ug-L) CONC PROM {ug-L} % RECUP BLANCOS
SD1 0.005250 0.005760 109.71 0
302 0.005250 0.005680 108.19 0
sD3 0.005250 0.005500 104.76 0
SD4 0.005250 0.005440 103.62 0
305 0.005250 0.005400 102.86 0
306 0.005250 0.005040 96.00 0
SD7 0.005250 0.005830 111.05 0

PROMEDIO " 0.005595 106.57
DESV.STD ©  0.000150 2.86

PRECISION DEL METODO

%R=(Con Cuant'Conc Teory*100

%R = [ 10657

CV=(s/R)(100) 2.681 |CUMPLE CRITERIO PROCED. CAGC7-06

EXACTITUD DEL METODO

Exactitud = {Conc.cuantificada prom. /[Conc. Real)*100

Exactitul= | 10657  |CUMPLE CRITERIO PROCED. CAGC7-06

LIMITES DE CONFIANZA t 95% 2132

LC=R+ - {t n-1, 95) (s/n)

LC =E25 + (2.132°E26/7) LCS= | 108.09 |

LC =E25-(2.132*E26/7) LCl= | 105.05 |

ANALISTA SUPERVISOR

LUIS A GONZALEZ E. Manuel Sanchez 7arza
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C AT 7 AT

dnstitaree Adenicares de
Tecnolagio del Aguo

LABORATORIO DE CALIDAD DEL AGUA
CROMATOGRAFIA DE GASES
LINEALIDAD DEL METODO

LABORATORIO DE CALIDAD DEL AGUA
CROMATOGRAFIA DE GASES

CUANTIFICAION DE LAS CONCENTRACIONES DE 0.00525 pg-mL, PARA EL GEMFIBROZIL

pg-mL | pg-mL |pg-mL | pg-mL | pg-mL | pg-mL | pg-mL
0.002625 | 0.00525 | 0.0210 | 0.0420 | 0.0840 | 0.1575 | 0.3150 PB1 Farmacos PB2 Farmacos PB3 Farmacos PB4 Farmacos
Compeound Name Area Area Area Area Area Area Area b _ m r2 Compound Name |Area Conc % Rec |Area Conc % Rec |Area Conc  |% Rec |Area Conc % Rec
Gemfibrozil 283 631 2638 5337 9386 21010 [ 44748 | -T16 _ 141548 | 0.9967 4,4-Diclorobifenilo 27336 27.76| 27655 28.08] 35300 39.91 23229 23.59
4,&-Diclorobifenilo| 114034 | 116958 | 105451 | 108563 [ 105101 | 108274 | 106733 Promedio 110022 Gemfibrozil 528| 0.0060| 11428 415| 0.00504 95.98 456| 0.0055] 10424 S508| 0.0058) 111.04
Compound Mame Area Area Area | Area Area Area Area b _ m rz PB5 Farmacos PB6 Farmacos PBY Farmacos PB& Farmacos
Gemfibrozil 174 S48 2732 4930 | 10826 | 20012 | 44427 | 636 _ 140427 | 0.9976 Compound Name | Area Conc % Rec |Area Conc % Rec |Area Conc  [% Rec |Area Conc % Rec
4,4-Diclorobifenilo | 110568 | 108331 | 110489| 83185 (105960 85147 | 104883 Promedio 101338 4,4-Diclorobifenilo 19860 2017| 25408 25.80| 31974 3247 42514 4317
Gemfibrozil 457| 0.0054| 10278 452| 0.00544| 103.59 535| 0.0061] 11541 500| 0.0058) 109.74
Compound Mame Area Area Area | Area Area Area Area b _ m rz
Gemfibrozi 27 5654 2051 5202 | 10204 | 16794 | 37488 [ -178 _ 117664 | 0.9969
4, &-Diclorobifenilo| 118556 | 100077 | 87947 | 91256 [114014| 80736 | 895777 Promedio 58480 PBS Farmacos PB10 Farmacos
Compound Name |Area Conc % Rec |Area Conc % Rec
1era CC Gemfibrozil 4,4-Diclorobifenilo 23605 234897 21522 2226
50000 Gemfibrozil 533 0.006| 115.08 450| 0.00568| 108.13
y=141948x - T16.24
40000 R= = 0.9967
30000 T
,m 20000 et . wg-mL | pg-mL | pg-mL | pg-mL | pg-mL | pg-mL | pg-mL
10000 S 0.00263 | 0.00525 | 0.02100 | 0.04200 | 0.08400 [ 0.15750 | 0.31500
- Compound Mame | Area Area Area Area Area Area Area b [ m r2
D175 D300 0325 D320 D373 0300 07 pam Gemfibrozil 271 s64 | 2051 | 5202 | 10204 | 16794 | 37488 | -178 | 117664 | 0.9969
Concentracion 4 4-Diclorobifenile | 119556 | 100077 | 875847 | 91256 | 114014 | 807385 | 85777 Promedio 58480
2da CC Gemfibrozil
s000a y= 140427x- 636.2 .
40000 R*=0.5576
m 30000 e
- I
£ 20000 -
0000 T
ol *

0000 0025 0050 0075 0400 0425 0150 0475 0200 0225 0250 0275 0300 0325

0200 022

Concentracion

JeraCC Gemfibrozil

¥=11T664x - 177.93
R*® = 0.9969

Aréa

Concentracion
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LABORATORIO DE CALIDAD DEL AGUA
CROMATOGRAFIA DE GASES HOJA DE CALCULD

LINEALIDAD DEL METODO

Parametro;  ACIDOCLOFIBRICO
Analista: LIS ALBERTOGOMZALEZ
Fecha: 2010-12-01
Seintroducen los valares de K0y K1de una de las tres curvas de calibracian, obtenidos en el Cromatagrako WARIAR 3800 & en su defecta caleular lamy lab
tomanda en cuenta que el rea esla variable independiente y la concentracian s |a variable dependiente,
Ecuacion  C=KO+[K1A] & Conezb+[m'a)

Kldb= 000633209 Curva [archivobiticora ~ CARPETA YALIDACIONES 2010
kKlam:= 2.92256E-06
con.tedrica | AREA AREA AREA COnG. GONE, COnG. SUMa COnG. | suma de las cone, 8" B 2
pia-mb abtenidal obtenida? | obtenidal | tedrica i obtenidas
4 ul 2 13 mgiL mail
0025225 1241 1127 1330 000132787 0017048 | 000074207 | O00FEETE | -D.00447133 I2803E-05 | 19085E-05  TUZ3E-06
0005045 2639 2951 244 0003360421 0005134259 | 000H3ITE4 | 0015136 0012325434 B21969E-05 | TEIBRIE-05 | BIZRYTRE-05
0omn3| 494 251 3587 0.00r 207 000FEITTA | 00OFETI005 | 003027 Q02253006 | 0000227338 | 0000305424 | 0000165283
00203 TR42 B3 478 0.023584476 DO2033HFE | 00225HETE | 008064 (.0BEERAZ2E 0003523 | 000221697 | 0001439801
004036 13104 15965 12754 0045009385 | D0GEZIE344 | 0043754766 012108 0145001035 005862244 | DO04E2ETES | 0007102305
0030T2[ 22733 24954 23571 0.08zTa02 009143229 | 008TEIEHT | 024216 0261908993 0024234 SB4TIRE | 0022903867
DG4 4654 45162 41425 (156335001 DIPO7RE32 | OUBEII6088 | 048432 0434034421 D07AHG2203 | QOPAISEE21 | 00TE243408
Mo de corvas n 3 sumataria= 09610725 0995251901 QUOETTIZ28 QU451 0009975834
Fonitcs de fa Corya t [ 9 zY ot ind 2
PERGIERTE L0
InfeICEpEicn 0.00032
1232456086
1265487409 Conclusion: Cumple eriterio de acuerdo l punto 3 del procedimienta CAGCT-08
132935739
= 1670442663
0390234874
coeficients de eorrelacion 0.9951
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{‘q& M?—ﬁ LaSoRaTORIOOE CAu0an DEL A dua

SETEME OE GESTION DE CALIDED -
MANMS AL DOF CONTROLDE CALEAD Akl frco
[TERR. OETERRNACTON T COANTIFICACTON
OE FARMACOS BN AGLLA

i GERETD
e pitfear y oo antcar acido clatbrizo yge m bzl e miestar & agqua.
2. CAMPO DE 0 PLICAC KN

Ere métado caantinca ke Amace 3cldo clnbricay gembnzil ey miestze de 3303 s3tiaha
fed £ 1pe Mzl £ 1t r@Anea, agea potable, regldealy rezidal tratada.

3. DEFINICIONESR

L2 defhichowes e B0 de ukdrkna, BEco de método, Mresta 2 tétca, Mies @ dipleaday
Maesira oricad3 ezt e v elprocedim ke ko de covirol de calidad aw amtico C A0AC 708,

4. FUNDGMENTO

L3 extracckdy en BFe #8103 & 113 BIMa & clomILgENa dghal faso 3 pas g dke iada pam
ertraer, ditrblr, & adrorber 1 io o maF comporenes de ha tare Nquia qiestah dewtro de
13 Ere erEcioNare @drorbe vk o rezlid). Uia sisEncla adsomeite prede remoerse del
adrorbe yte paro 3 paro cremesBido B Merm3 de elcias del ele ite Bciica de grade vE).

5 BQUIRD

Croma g o de gases mode o F500 acopEdn 3 especiidme o de masas mode o 2200,
SEEma de e xraccidn de 1are £alda

Rouapar

Conc: ifrador de maes 12 Mihap

ark s

B RELCTWOS

Exfandar de acldo clonbrico

Ertapdarde gemibrozil

MeFiolg@Edo HP LG

Hexgiog@ado HP LG

Setnagrado HR LS

Derwatizarte Trim etk lMEzometano 2 e olcion & ke
Sabrogada &40 ikonbie sa

Helia

NHroge s

Ao clorkidrico

Aqiagmacna HRLC
Featm e oo [1] [T] [ ET- T [] [T] ] Ficbion: [="TH

L H " | 20H FH b 2311 L]
IREoic. Pz, [T
AT G MOV masines e | HOl3 1 dea

Foirm.CR-11

Pagina 18




{t& Mrﬁ LaSoRaTORIODE CALDan DEL A aua,

SESTEMA OE GESTION DE CALIDAD =
MARY AL DFE CONTROLOE CALDAD Al ITC0

[TEWF DETERRINACTON 7 CUAITIFICACTON
DE FARMACOS BN AGLLA

Silat & zadio an kdmog@da reactuo
PREPAR&ZIIN D ESOLUCION ES ESTANDAR.
Salcde g Ackdocirbrico de aprocim adame v 1000 pgan L.

Pegar 10 millgramce de ackdo chombrico ey ba@wza avantica, disoler ey me@wol y @orar e
matar polvmeEtricn de 10 mL cor met3nol

Saleky g gem bzl de aproximadame vte 1000 pgsmL.

Pezar aproximadame e 10 mg de gqemibrozil &y baByza asatica, disolwer cov me ol y ab@ar
e M ualvmé tricode 10 m Lcoy me ol

Prepaackis de B cina de calbaclos:

Procedimk vio para B deteccion wo@etmcacko de Ackdo C oMb y Gemibrozll
1-PaR Bcns de calbracie £e parte de d exBadares de.

Tonic . Wol Inicial Wol Final Tont Final Tompare 7t o
Inicial [ pL ] [ pL ] [pg-mL]
LLEEE 33 14 ERLLLR T TTEEeL 13
Llofibrico
LR EE 1) ol 1T T TI3Ersy A0
[lafibricao
T TrEEsh R 1T LR EE YR TS
flofibrico
LU X 170 i LT T TI3EIL AL
Llofibricoe
L EE 1) E 1) 1T T TIarss &0
Llofibrico
L EE 1) alr 1T T TTETEE 1
flofibrico
LU X 170 IbT LT LI B AL
Clofibrice
LR TR S ERLLLR T LT E 13
Llofibrico
LU R LLIEY [ 1T T TmELLES remiibrosil
L wi L LUMELUNLE) 4 remiibromil
LU R R LT T I Tremiibromil
F o o ddon: 1] 1] A |Eamtheyes: o M ] Fiulion e
a7 rr| 200 ar 2 | 2m L
[T % M ob.
AT G MDA Ralees sawas | HOI32 dea

Frirn.CR-11
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“.E M?—ﬁ L ASoRATORIO OE CALIDAD DEL A aua

SETENA, UE GESTION DE CALIDAD =
WAL DE CONTROLOE CALDAD Aren! FTC0
[TEWX OETERMIAACTON T COFATTFTCACTON
OE FARMAC OS5 BN AGLA

[ L e L T T 00T TemIibToml
.5 L1 T T TETE TemIiETomal
ELLLEY il T LU Temiibzozal
T ITs TET T LI B3 TEmIibTozil
I % 7T LR T_ZIlE TEmIlETomil

2-5 cada pritode 13cinE de calb@ck $& k agreqa SOpL de 13 covce yiracks & 9 00 pg-
mLapray de Surmogads ¢ 40 kkroblk v

ACadapowin de 13cinE fe copcentra 3 Ml ode Hidge o ¢ Moderado), k2e@ s eqredad.
LA cada Bl (parD de B Caruzh£e k 3qega SOpL del Derlmtmawts i

Trime i llbdEzome @020 M Eolcide @0 Hexawo] w 100p Lde MeOH.

SAZe homoge vy en el borkex por v Igpese de 1 minrto

GA5e [Der@ el exceso de pres [0n de viro de ¢ada 1o de 0 uBles e de|a e pos ar por un
lapsa de 2 horas con agitacion y ventao perddico.

T-Parado el lempose corce i@y 3 jode NHroge o barEsequedadyse realkea elcambio
ok dirole ite @ He g

B-y@que fe cambb okl dieofve vte bomoQe sE3r ey el bore por 10 £ W 3prox. Y delar
TepOEar por b 130 de S mie s, coace ytrara Majo de Niqeso. Repetireste pasd de
camblo de disole ste ey 2 ocarbae s mas.

9~ Por Iimo #& 3%ra 3 imL cor Hex@io

1056 Inyect3 alz bt ma cromatog @eo o mas provo pesble,

Condicies Com 3og ranar para B deteccion yoiavteackn delaclioo clrbricn y Gem ozl
El ¢ rame wto naMtco me oy CromIogratovaras CP 3500y o detector de masas Satin
2200, acoplEdaa v vacolim v caplar Factor Forr WF -5ms de 30m x 0.25mm, 025

La corrke ite delgar Hello e de 100 m L'mis

Se liecto vy uolime s de 1pL ey ygccin pltess , B tem pe @tia de | ygector ez & 280°C
B programa de temperatura fue de

Temp Fate "Cimin ) | Hald (min )
o
C
Lifs] .o
TE0 i) T.00
230 Th T.00
510 51 T.00

S redlra @ deteccidy por medio de S (SEEMA de lor Selkecting)
Lar temperati@s de andlke ks Meron de
Tampa 220 Mashonkd SOy Meea de Trawstee vl e de 250

ParA B dertifcacion, b Dwes priclpales e e compreztod Mens
acoCltbren 128

F ot g eddon: [ [T] A |Smtheen: [ [T] A Fiubion: [=-T4
07 | 72| 20m 2 2 | 20 L]
ChEcir. Awax. Ipcte.
M T B MOV Raies s s | Hol3a dea
Frurm.CR-11
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{‘.,E M?—ﬁ LaSoraTORI0ODE Cannan neL A aua,

SETEMS OE GESTION DE CRLIDAD —-
AR AL OF CONTROLOE CALEAD Ahad TG0

[ TERWIA DETERMINACTON 7 COARTIFTCACTON
DE FARMACOS BN AGLLA

I TS T R T TETT remiiETosil
L. T 1 LT LA 10 remIibErosil
L. T Bl LT L] remIibrosil
I. TS IbT R T IbT emiIibrosil
I % TE LT T 71k remiibromil

2-0 cada puitode I3cine de calbr@ckdy £& k 3grega Ayl de v covce irack & 9 00 pg-
mLaprox de SHrmogads ¢4 d-Dilroolk vk

A-Cadprrnode [3cnm s coce @ 3 Mo de NImSge io ¢ Moderadoy, bara s equedad.
-0 cads bl Cpuo de BCarugh 22 k agrega pl kel Deri@t=ete [

Trime ik lipdEmome @020 M Eolcide @0 Hexawo] y 10p Lde MeOH.

S-5e homoge iiEF e en el barex par o I3Eo de 1 mito

G50 Iber@ el excesa de pregldn de yio de ¢ada 1eo de g ukEles e de|3 e poear par un
lapso de 2 horas con agitaciony venteo perddica.

T-Pasado eltempoze conce itay 3 Mjode Niroge v bar@zequedadyze reallEa elcambi
e diEole ite 3 Hexaw

S-yaquefecambio del dialue vte bomage sbar en el bore s por 10 £eg wdos aprox. ¥ delar
TepaEar por Ab I3pe o de S mie vtos, oo ece wirara o de NiSge o, Repetire ste paed de
camblo de disobie ite ey 2 oxaroe s maz.

2- Por Mmoo e atra a imL con Hexann

10-5 Iyecta alz ke ma crom3ta] @Enco b mas provo posble.

Cordickees CromJiogranzs para B deteczlion yeiaeticacks delazido clatbris y Gem oozl
El Iz trame sto avaltizo fie oo Cromagrataharls P 3500 y v detectorde masas Satan
22, acoplEdoa vvacolvm ea capliar Factor Foar WF -Sm# de 30m x 0.25mm, 025

L3 corrke wte delgar Helio ™e de 100 m L'mix

S lrectonn oleme y de 1pLe s ook 2pltess, B tempe @@ del nector ef de 2807TC
B programa de tamperatura fue de

Temp Fate [oamin 1 | Hold (o
o
C
[i£4] .o
Tal Al 1.ad
L LE] T.00
SO ) T.00

Se redlzo B deteciiy por medio de S5 (SEEMA & 1ok Sekctuo)
Lar temperati@s de andlkek menon de
Trampa 220 Mawhonkd S0y Meea de Transtere icE e de 280

PaR B dertitcacion, s s privclpales de if compreztos e
AchoChitbricy 123

Faodm & wddn: M [ ET- 7211 [] M ] Festkn: [=-TH
a | | 200 n 2| 2m 3

Chboic. Pz, [T

. ar B MOV R sasas | HH@3 dea

Frirm.CR-11

Pagina 21




(U\. M,—r’_ﬁ LaSoraToRIODE Calinan OEL A aua

SETEMA OE GESTION DE CALIDED -
MAMS AL DF CONMTRDLOE CALDAD Akl ieo

[TEW OETERRINACTON T COANTIFICACTON
OE FARMACOS BN AGLLA

Gemnomgil 12241483
7. MATERIaL
Cohmia caplarvrFsms 30m X 0.25mm X 0.235pm

Carehoce de extraczion en Bre OB CHROMABOND C 12 ec 3 mLASO0 mg
Whks & 1.2mL

Micnderingas de 100,500, 100,50, 25 gL
8. CONDICIONEE DELA MUESTR A

L3 m vestra debe cobzeuarse con metanolal 2% ufue s Tasco ambary re wigeacion 3 + T

3. INTERFERENCIAE
L2s |vErfene pCEr £ pbede | BJIMPEN &b s cateqoras:

O bk ptes /o ne actinos

Naerblde BooEDriacoramiiado

Park:s delcromabo] @o; 5 a: acarne ador, colvmeas wiodetecior coramiyado

. Compresips exalde de B matke gue cansan mEpresta en el detecior, Laf
InE e ey 3 Coe Edas de B maestas prede s 1G9rErco s e @blemen e

bl

. PRECAUCION ES
Lar maesirar debey prokgerse de B I vat@Al

11. PROCEDIMIENTO
Apalel de muesiaz

1. Realzar vy blawcode udriera atodo elm gterla wiEar comoa cortl :23ck e £e degcrbs

2. Dar o BuEde con aceDia @ ML cads BuEdh gqrade HE L 3l materal v descartar ke
fEuados .

3. 0ar o BEder cor metanol 20 mL cads Buadd gEdo HP LS ydescarar ke I3mde
4. Paor Vtm o eslvagar el materdlcon metanol (0 mL a3 cada matae erk imewe ) erte l3@do £e
recokatE ey Wy MAtEr boB de SO mLy fe cowcs iiE ey wEEPDT proci@cds o lkgar 3

sequedad,
Fodm dt wddon: [] [T] [ ET- T [1] [T] 7] F el [=-TH
ar b 201 FH 2 20311 L]
EREcic, Pz, [T
M AT G MDA RaniRes e was | ol e dea

Frirm.CR-11

Pagina 22




{LE M?—ﬁ LaSoRaTORIOSE CAalnan 0EL A aua,

SEETEMA DE GESTION DE CALIDAD =
MARY AL DFE CONTROLOE CALEAD ol Iso

FRER COMPOERTOS ORGAAIC TS TEW . OETERTATNACTON 7 CORATTFICACTON
DE FARMACOS BN AGLLA

5. Elexiacto #e fawmkere a v Bl de 1.8 mL e cowe i@ a Mo de wlirogesc, 3 Bpard B
COoRCertrackin, s e realzan tes ey 13g0es con metanolal matas bold y ke @@ f2 3gregas al
uEl e 1.5 mL paracowcertara 1 mL.

£.Se powe atemperatid anbk vk Bmesta.

T.Se lomoJdesEa B muesta oo ag Hacion.

5.5e toma nn Ito de muesta yee deporis e 1o M3tz Erk ameyerde 1 1Mo,

9.5e agregasnbrogacde 050 p Lde ned oo iRl & aproiimadame vt 9 pgml.
0. Se dela epoxear B m ez t@par v Bpea de 1 ko con agtackde periddica.
Acordickram ks delcamcbo de e xtaccile e s Bre rdlda.

1. Low cartechos £& acordiconan con metdsl 2 X 2 mLy agea HP LG ackdmads o acido
clorkidrico apH mevor o ignala oo X 2mL.

2. Uva uex acondicio i3did |oF carcior de extacciie fe hace parar o i de muesta 3 tauss
& elle 3 @mhy ke S10mLmls.

3.5 Buad elcarticho o 39va axkdmzadaa pH=2 e de|asecar elcartacho por o horas.
4 Elncion .

41 Para B elciy de ke TAmacos, fe agregan 2 mL de metaal, so delan bimedecer ke
carfc o aproximadame vte por 2 miy e y poeteriomerk £2 el kyEme g . Se eple ef g
paroned LI mar.

42 Lo ehatos o recokoB eb uBks de S MLy pofteriomente £2 oo i@y 3 Mo &
rogen o ixrEseqedad.

4. Dervatizacion de loz concentrados.

5.1 La derfvaizacion 52 lleva a cabo afiadiends 50 pL de TSOM 2 b en solucidn de
hexano y 100 pLde maanol al vial seco.

5.2 Se homogenizan en el Botexy 52 libera el exceso de presion generada dertro del
wial, s2tapa nueva mente el vial v 52 deja reaccionar por un tismpo de 2 hrs.
Transcumido el tiempo se concentran 3 sequedad v se realiza el cambio de disohente

Fedm e wdcdon: [] [T] A |Eamtheen: [1] [T] [ [I-H [=" T}
ap | e | 2008 27 2 | zom Lt
[T Prux. Mok
M at B MOV Rardieer o was | HOl3s dea
Foirm.CP-11

Pagina 23




{LE MF—H LaSoraTORIODE Capnan DeL A aua

SETENME DE GESTION DE CALIDAD =
AR AL OF CONTROLOE CALEAD AhALITCD

DE FARMACOS BN AGLLA

a Hexano por ukimo se aferan @ 1 mL y se imgeda lo mas pronta posible al sistema
CGMAS.

12, CALCULOS

12.1 Hacer B wtegrackts bao B ciwa de B sefales que colcldan e s empo de retesci
cob [oe ez Badares.

122 Lk1Er 3 cabo el 3k de B or@ oy e cACND del ceTckrE de corebBoin
erfadetcamente. Deteminar por er® medio @ peadeste, ordesada al origes
coetick bt de corme ek,

12.3 terpolr ke @lores de BF Aear de oF ploo de B muesiar poeties e B oing de
calbrackn de ke estandares

124 Er o360 de que 3G muesta prese vk i3l en coice i@Eciones mayores 3 e
ambioe de B cing de caAlb@EcKy, £o pRPAraE 3 g cing de calbaEcks gie
cib@ el @igo de corcent@ckhn delanalto ey Bmaest@o ze dilvi elevd@co.

13. FORMATOS

HNoaplica.

14, BIELIOGRAF,

Ghbron., R.etal 2000, Detemivaton of ackdk: FIiEI'ITIBﬁE”IEB nad FIZI‘E w3l e pdacriee IJBHFI‘HIQ
compoteds I wastewakrs 3vd sprivg waters by selectue eltor avd awdlkk by gar
b RO Ftog 30 ky=Mmass £ pectiome try..J . C hrom atogr. 5 1159, 31-39,
Farme, M., Retiouk:, M., Barcek, D, @007, Fece sty deue ope d GCMS 2nd LCM S
methads b deBrminleg NSAIDS b water 2am pes . Ardpdcd ano B ovadcs

ChemsEy. T, 1024

Paterson, 0.8, Brmley WU, Kelkher, ., Fergeson, P.L. Method 10 dekrmive PRCP: I tie
Esulraame it: Spplkatn of U5 ERA Method to the Detemliaton of Bharmas: wbeak aund
Personal Care Prodects v the Exulrorme vt Deermivgion of Catbric ackd T Sel.lage Evnent
by GO M, Amer. Lab. 34, 20-28 200,

caala, M., omll, F., Lema, J.M., Lomopart, M., Garcla, C., Rodrigeez, |, Gomez, M., Teres, T,
RS, Behaukonr of pharmac: 1bzal 3vd persoral care prodect (v 3 2ew@3e e me it pEit ot
worthwes 1 Spah . iFter Seleace 3id Bok wlogy. 8, 29-35.

Fodm & wddn: [1] amthyen: [ [1] A [TT- 51 [=-TH
a | 27| 20m | 2| a2m it
ERboir- Ao reTTes
. ar G MOV Rl sa ey | Hdlae dea

Pagina 24




“.E MT/‘T LaBoRraTORIOODE CAlDAD DEL A dua

SETEMA UE GESTION DE CALIDED -
AR AL DE COMNTROLOE CALEAD Ahal Feo

[ TEWFC OETERRMNACTON T COARTIFICACTON
DE FARMACOS BN AGLLA

Redersen, k., Heberer, T. MItHcom paned methods tor tie detecto s opharm ace vical reskdnes
EroN: ¥R Bppkiig fold piae extracion (SPEN and gt chomang@Ephy wih mass
spectrom etz GO-MS) dekction . J. Sep. Sl 2003, 2651 W3-1450.

Barze iy, O. W Pefroukck, M., 2005 The k3wdbook of esdioemestal CiEI'I'IEtI'III'. EITIEI'Q“Q
covEmisant rom des rEl3d moakcipal waste: Doz armerc: , Ay alE b 3nd effects ol 5. 259p.

Farre, M., Petroukz, M., Barceia, O, 2007, Recey by deusioped GCANS 3id LGNS
methods Br deermilig NSAID: v waterz anpks. Satyticalavd Blosatytizal
Chembtny. 387, 12031214,

Jobegow, B.O., Rmmer, 04, Brows, R.H. sdaptation 3ed pplicatas of 3 matrezidee me thad Tor
the detemisaton of 3 @ege of peabckes, locindlg phesorny acld bembicides 1 wge Bton,
bared or kigh rezalvtor gel pemeatos ciromatoyEphlc cka-wp gas chromatogEphks
anahg bl with mass-relectee dekctonr. J. Chromatogr. A 1597; 765, 245230 and Johsan,
p.O., Rmmer, 0. &, Brows, B.H. Determivgtar of phe sony acld kerbicides I wge @ton,
wiEhg  kigh rezoltion gel permedion chromIpgEphklc cka-tp metiyEtar  with

frime byl IhddEzom ethane prior to gaf chlomIcgraphlc 3eahg b Witk massFekotle & ecta.
J.Chromatogr. & 1996; 755 311,

Pedersen,d., Sallman, M., Sawet, M. A0S, Hamas pharmace vicaks , hormases, 3id
perronalodne prodack gredi el [n roeatTrom agriciiralfeid rigaed wit

treat d wartewater. Jonreal of Agricaftial and Food C kembs oy, 53, 16251632,

Jobegow, B.O., Rimmer, DA, Brows, R.H. Adaptaton 3ed gpplcatas of 3 matresde me thod tor
the detemisaton of @ @ge of pebckes, lclvdlg phevory acld berbicldes |1 wge Gton,
bared on kigh regolrbor Qel pemeatar cimnmata]@Ephe cka-1p 9 chiomIagEphs
Jnahe bl with mars-relectue deecton. J. Ciomatoqr. A 1997; 765 245250 3id Jokeson,
p.0O., Rmmer, 0. A, Brows, R.H. Determinatonr of phesony acld kerbicides v wge Btan,
wiEhg kg rezoltion gel permegtion chromIogEphlc ckas-tp o metiyEtor with

frime byt IhidETom ethane prior to gar chiomIographic aeahg b with mars-sekote & ecton.
J.Chromaogr. & 19496; 155 3-11.

2alitea, B, Reemtma, T. (A04 . S ks M determlyation of acidic drags and rielesa |
£AMac: 3ed WEFEWEtrby 00 - palr relersephare 1M chomato] @ iwEedem mass
spectrometny. RApd Commurkeaton (v Mar s Spectometry. 18, TES-TT 4.

Radewoukz, J., Petrouks, M., Barcea, O. (207 2. Aeahg i of plarmacs: weak b
waztewater and remaval vz lvg a membr@we blare actor. Arahticalavd Bloas aktcal
Chembtny. 387, 13631377 .

Feow de eddon: [ [T] [ ET- T [1] [T] ] Ficubion: [=-T°H
a7 | 7| 20 H 2 | 20 L]
Chtoie. Aaax. Apicte.
M ar B MDA Raines saamas | Holar dea
Foarn.CR-11

Pagina 25




{t& /" iirﬁ LASoRa TORIONE Calpan el A aua
\ T ¢ oL dr l;.. "
. SISTEMA OE GESTION DE CALIDAD B
MAMG AL DE COMTROLOE CALDED AL ICD
[TEW OETERRIMACTON ¥ COANTIFICACTON
OE FARMACOS BN AGLLA
Fadewouk, J., Petroui:, M., Barceld, O, &di@eced mars specitrome i methods gpplked © the
sidy od B 3ed resoEl of plarmace itak v warterIer reamest Tresds b avaktcal
Chembtny, Wol. 26, No, 11, 2007
15. REFER ENCLA §
Noaplica
e de w30 T | M| R |=shres: [ 1] 0| R [T
a? " 201 FH = 2311 L
T Pwax. [T
M AT O MOV RaRer Sasas | HOl@a “E_“-'
Fearm.CR-1]

Pagina 26




Bibliografia.

Barceld, D. y Petrovick, M., 2006. The handbook of environmental chemistry. Emerging
contaminant from industrial and municipal waste: Occurrence, Analysis and effects
Vol.5. 288p.

Bellido, D., 2006. Metabolismos de farmacos y sus implicaciones clinicas. Manual de
Nutricion y metabolismo. Cap 10. 1 ed. Sep. 625p.

Farre, M., Petrovic, M., Barcelo, D. (2007). Recently developed GC/MS and

LC/MS

methods for determining NSAIDs in water samples. Analytical and Bionalytical
Chemistry. 387, 1203-1214.

Carballa, M., Omil, F., Lema, J.M., Lomopart, M., Garcia, C., Rodriguez, I., Gomez, M.,
Ternes, T., 2005. Behaviour of pharmaceutical and personal care products in a sewage
treatment plant of northwest Spain. Water Science and technology. 8, 29-35.

Gross, M., Petrovic, M., Barcelo, D. (2007). Wastewater treatment plant as a pathway

for

aquatic contamination by pharmaceuticals in the Ebro River basin (Northeast Spain).
Environmental toxicology and chemistry. 26, 1553-1562.

Patterson, D.B., Brumley W.C. Kellieher, V., Ferguson, P.L. Method to determine PPCPs
in the Environment: Application of U.S. EPA Methods to the Determination of
Pharmaceuticals and Personal Care Products in the Environment. Determination of
Clofibric Acid in Sewage Effluent by GC/MS. Amer. Lab. 34, 20-28 (2000).

Drewes, J.E., Heberer, T., Rauch, T., Reddersen, K., 2003. Fate on pharmaceutical during
Ground Water Recharge. Ground Water Monitoring and Remediation. 23, 64-72.

Flores, J., Media, V.A., Armijo, J.A., 2008. Metabolismo de los farmacos. Farmacologia
humana. 6 Ed. Masson Barcelona. 1540 p.

Gibson., R.et.al. 2007. Determination of acidic pharmaceuticals nad potencial endocrine
disrupting compounds in wastewaters and spring waters by selective elution and analisis
by gas chromatography-mass spectrometry. J. Chromatogr. A 1169, 31-39.

Johnson, P.D., Rimmer, D.A., Brown, R.H. Adaptation and application of a multiresidue
method for the determination of a range of pesticides, including phenoxy acid
herbicides in vegetation, based on high resolution gel permeation chromatographic
clean-up gas chromatographic analysisi with mass-selective detection. J. Chromatogr. A
1997; 765; 245-250 and Johnson, P.D., Rimmer, D. A., Brown, R.H. Determination of
phenoxy acid herbicides in vegetation, utilizing high resolution gel permeation
chromatographic clean-up methylation with trimehylsilyldiazomethane prior to gas
chromatographic analysis with mass-selective detection. J. Chromatogr. A 1996; 755: 3-
11.

Pagina 27




Pedersen, J., Soliman, M., Suffet, M. (2005). Human pharmaceuticals, hormones, and
personal care products ingredients in runoff from agricultural fields irrigated with
treated wastewater. Journal of Agricultural and Food Chemistry. 53, 1625-1632.

Quintana, B., Reemtsma, T. (2004). Sensitive determination of acidic drugs and triclosan in

surface and wastewater by ion —pair reverse-phase liquid chromatography/tandem mass

spectrometry. Rapid Communication in Mass Spectrometry. 18, 765-774.

Quintana, B., Rodill, R., Reemtsma, T. (2004). Suitability of hollow fiber liquid-phase

micro-extraction for the determination of acidic pharmaceuticals in wastewater by liquid

chromatography-electrospray tandem mass spectrometry without matrix effects. Journal
of Chromatography A. 1061, 19-26.

Radjenovic, J., Petrovic, M., Barcelo, D. (2007a). Analysis of pharmaceuticals in
wastewater and removal using a membrane bioreactor. Analytical and Bioanalytical
Chemistry. 387, 1365:1377.

Radjenovic, J., Petrovic, M., Barcelo, D. Advanced mass spectrometric methods applied to
the study od fate and renoval of pharmaceutials in wastexater treatment. Trends in
analytical Chemistry, Vol. 26, No. 11, 2007.

Redersen, K., Heberer, T. Milti-compound methods for the detection of pharmaceutical
residues in various waters applying solid phase extraction (SPE) and gas chromatography
with mass spectrometric (GC-MS) detection. J. Sep. Sci. 2003, 26,1443-1450.

Sanderson, H., Johnson, D.J., Wilson, C.J., Brain, R.A., Solomon, K.R., 2003.
Probabilistics Hazard assessment of envoronmetally occurring pharmaceutical toxicity
to fish, daphnids and algae by ECOSAR screening. Toxicology Letters 144, 383-395.

Siemens, J., Huschek, G., Siebe, C., Kaupenjohann, M., 2008. Concentration and mobility
of human pharmaceuticals in the world’s largest wastewater irrigation system. Mexico
City-Mezquital velley. Water Research. 42, 2124-2134.

Yi Hua, W., Bennett, E., Maio, X., Metcalfe, C., Letcher, R. (2006). Seasonality effects on
pharmaceuticals and S-Triazine herbicides in wastewater effluent and surface water
from the Canadian side of the upper Detroit River. Environmental Toxicology and

Chemistry. 25, 2356-2365.

Zwiener C. (2007). Occurrence and analysis of pharmaceuticals and their transformation
products in drinking water treatment. Analytical and Bioanalytical Chemistry. 387,
1159-1162.

Pagina 28




DESARROLLO Y VALIDACIC')N'DE UN METODO POR CROMATOGRAFIA
LIQUIDA DE ALTA RESOLUCION (HPLC) PARA LA DETERMINACION DE
TILOSINA

INTRODUCCION

Los habitos de consumo actuales en nuestro pais estan generando una serie de residuos
0 microcontaminantes que hace tan solo unos afios no existian. Entre estas nuevas
substancias aparecen los PPCPs (farmacos y productos de higiene personal) que son un
amplio grupo de compuestos quimicos utilizados en medicina veterinaria, practicas
agricolas, salud humana y cosmetologia.

Una vez que se han ingerido estos medicamentos son absorbidos y metabolizados por el
organismo Yy luego excretados junto con las aguas residuales; algunas de estas sustancias
no son degradadas en las depuradoras y llegan a las aguas superficiales con los vertidos
de los efluentes depurados.

Dentro de las sustancias farmacoldgicamente activas, pueden considerarse como mas
representativos los siguientes grupos terapéuticos: Antiflamatorios y analgésicos,
antidepresivos, antiepilépticos, antineoplasticos, betabloqueadores, antibioticos, etc.

La tilosina es un antibiético macrdélido, que fue aislado de cultivos de suelo obtenido
originalmente de Tailandia. El espectro antimicrobiano ha sido descrito como
esencialmente Gram-positivo. Las pruebas in vivo han mostrado actividad contra
Leptospira sp. en animales de laboratorio y cerdos, erysipelas de pavos y cerdos y
Haemophilus pertussis. La tilosina también mostrd propiedades como promotor del
crecimiento en pollos y cerdos. El fosfato de tilosina esta disponible para estimular el
crecimiento y mejorar la eficiencia de la alimentacién en gallinas, pavos y cerdos. La
tilosina también ha mostrado ser activo contra las especies Clostridium y las bacterias
en forma de esporas.

La tilosina A es convertida en diferentes formas bajo condiciones &cidas, neutrales o
alcalinas (Paesen et al., 1995a,b). La Tilosina es producida por fermentacién y los
productos formulados son una mezcla de tilosina A, tilosina B, tilosina C y tilosina D, la
Tilosina A es el mayor componente.
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“"Figura 1 Estructura quimica de Tilosina
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En los dltimos diez afios, la produccion porcina se elevo un 28% en México. Los
estados con mayor produccion de ganado porcino son Sonora, Guanajuato, Michoacén y
Jalisco (INEGI, 2009). En 2003 la produccion de cerdos fue de 14,625,199
cabezas. Seestima que un cerdo produce 5.8 kg de efluente diariamente (excretas y
orina) o un volumen de 0.27 m*animal™mes™(Anénimo, 2006). En México la mayor
parte del agua generada en las granjas porcinas es liberada al medio ambiente sin
tratamiento previo. Cuando se cuenta con un sistema de tratamiento, por lo general éste
se encuentra en condiciones deplorables, sin funcionamiento o sin cumplir con las
normas de descarga aplicables para la industria porcina (NOM-001-SEMARNAT-1996
y Ley Federal de Derechos de 1991, aplicable para valores de DQO y SST de 300y 30
mg-L ™ en los efluentes de granjas porcinas) (Girén, 2009).

En México el tratamiento mas comun de los desechos bioldgicos de una granja porcina
es como abono directo o en forma de composta (SAGARPA, 2004). Se estima que el
38% de las granjas porcinas vierten sus residuos en cuerpos receptores (De Victorica y
Galvéan, 2005), lo que provoca contaminacion en los mantos freaticos y en las aguas
superficiales.

Muchas de las investigaciones actuales de manejo de agua residual proveniente de la
industria porcicola, estan enfocadas en la reduccion de olor y la disposicion apropiada
del estiércol.

Es bien conocido que los cerdos reciben altas dosis de antibidticos para prevenir
enfermedades y como precursores del crecimiento. Al respecto, se tiene muy poca
informacion, a nivel mundial, sobre el efecto de estos antibioticos en los sistemas de
tratamiento. Por lo que un area nueva que necesita mayor atencion es la remocion de
antibidticos veterinarios en los sistemas de tratamiento de agua residual porcina.
Actualmente las investigaciones del destino de estos compuestos en los sistemas de
manejo de estiércol y en el medio ambiente son limitadas.

Recientemente se han detectado concentraciones traza de farmacos veterinarios
alrededor del mundo en suelos, aguas superficiales, aguas subterrdneas y aguas
residuales municipales e industriales. Aunque los impactos de algunos compuestos han
sido muy investigados, muchas otras sustancias encontradas en el medio ambiente son
menos estudiadas.

OBJETIVO
Desarrollar el proceso de validacion del método analitico para la cuantificacion de
tilosina por HPLC —UV mediante extraccién de fase solida

METODOLOGIA

Se desarrollo un método para la cuantificacion de tilosina con elucion isocratica por
cromatografia de liquidos de fase reversa, con deteccion ultravioleta a 290 nm,
mediante el método de adicion de estandar. Se utilizo tartrato de tilosina como estandar
interno. EI método implica una extraccion en fase solida con cartuchos C18, la
separacion se realizo en una columna C18 en fase reversa y la fase movil fue una
mezcla de acetato de amonio (20mM): acetonitrilo (65:35 v/v) ajustado a pH 6.74 con
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acido acético concentrado. EI método se validd en el rango de concentraciones de 5 a 50
pg/mL con adicion de estandar de tilosina de 100 pg/mL.

Este estudio describe un metodo adecuado para la determinacion de tilosina por HPLC-
UV para su aplicacion en estudios de agua potable y agua residual.

MATERIALES Y METODOS

Reactivos. Tartrato de tilosina como estandar interno
Acetonitrilo (Mallinckodt), metanol y agua grado HPLC, el &cido acético glacial y
acetato de amonio grado reactivo

Instrumentacion y cromatografia

El estudio se hizo con un cromatégrafo de liquidos con un detector ultravioleta 290 nm,
con arreglo de diodos, Columna Waters dC18 Atlantis de 250 X 4.6mm, 5 micras,
balanza analitica (Ohaus), bafio ultrasonico, Cartuchos Oasis Hydrophilic-Lipophilic
Balance (HLB) de 6 cm®. (Waters).

Seccion experimental

Preparacion de la solucion patron a partir de tartrato de tilosina

Se prepard una solucion stock de tilosina a una concentracion de 1260 pg/mL, pesando
12.6 mg de tilosina y llevandola a volumen con metanol en un matraz volumétrico de 10
mL.

Preparaciéon de la solucion de trabajo de tilosina

A partir de la solucion stock de tilosina (1260 pg/mL) se prepard la solucién estandar de
calibracion de 100 pg/mL, transfiriendo 320 pL de solucion de tilosina a un vial de 4
mL y llevando a volumen con metanol.

Extraccion por fase sélida (SPE)

Las columnas y los sorbentes se desarrollan a partir de la tecnologia de extraccion en
fase sélida y permiten la extraccion selectiva de analitos de complejos y muestras de
gran volumen antes de pasar al analisis con HPLC.

La extraccion por fase sélida (SPE) es un método de preparacion rapida de las muestras
mediante la cual se concentran y purifican los analitos buscados previamente antes de
proceder a su andlisis por técnicas cromatograficas (HPLC, GC-MS, LC-MS). Durante
las ultimas décadas la SPE ha aumentado firmemente su aceptacion entre la comunidad
analitica y ha reemplazado rapidamente a métodos tradicionales como la extraccion
liquido-liquido.

Acondicionamiento del cartucho de SPE
Los cartuchos de acondicionaron con 2 mL de agua HPLC y 2 mL de metanol HPLC
(dos veces) sin dejar secar el cartucho.

Preparacion de la fase movil

La fase movil fue preparada por la mezcla de acetato de amonio (20mM): Acetonitrilo
HPLC (65:35 v/v) a pH 6.74 ajustado con &cido acético concentrado. La fase fue filtrada
por membrana de 0.20 um de tamafio de poro y desgasificada en el sonicador durante
15 minutos.

El flujo a través de la columna fue de 1 ml/min y el volumen de inyeccién de 30 ul
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Tabla 1 Condiciones cromatograficas

Parametros instrumentales Condiciones
Modo de elucién Isocratico

Flujo fase movil 1.0 ml/min
Volumen de inyeccion 30 puL

Longitud de onda de deteccidn 265 nm

Columna

Atlantis Waters 150 X 4.6 mm de 5 um

Temperatura de la columna

27° C

Modo de cuantificacion

Estandard interno

Modo de calibracion

Curva de calibracion

Unidades de concentracion pg/mL

Tiempos de retencion Tilosina A
Tilosina C

Tiempo de corrida 25 minutos

Resultados

La curva de calibracion fue lineal en el rango de concentraciones 5 a 50 ug/mL, este
método para determinar tilosina por HPLC-UV fue preciso y exacto.

CURVA DE CALIBRACION TILOSINA A
300
250 |
« 200 A
Y 150
< 1004 y =5.3209x - 05307
50 - R =0.9987
0 . .
0 20 40
CONCENTRACION (ugimL)

60

CURVA DE CALIBRACIONDE TILOSINA C
600
500 -
< 400
v 300
< om - y=114x-7.7218
100 - Rf=0.9965
0 T T
0 20 40 60
CONCENTRACION (ug/mL)

Figura 2 Curvas de calibracion de Tilosinaay c

Validacion del metodo. Para evaluar los pardmetros de la validacion del metodo;
linealidad, precision y exactitud del método, se siguié el procedimiento de calidad
Pruebas de Desempefio clave CAGC7-06 del Laboratorio de Calidad del Agua.
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Linealidad

La linealidad del método es la relacion entre la respuesta del instrumento y las
concentraciones conocidas de analito. La curva de calibracion para tilosina se construy6
con la relacion de areas de analito a estandar interno versus las concentraciones de
analito.

Se realizo el anélisis de regresion lineal para determinar la linealidad del método asi

como para generar la ecuacién de la curva de calibracién: y= mx + b, donde y es la
relacién de area, x la concentracion, m la pendiente y b el intercepto.

LINEALIDAD Y RANGO

La linealidad de la respuesta se determino, preparando soluciones con un contenido de
5, 10, 15, 20 25 y 50 pg/mL de tilosina a partir de una solucién estandard de 100 pg/mL
de tilosina e inyectando cada una de ellas por duplicado en un sistema HPLC. Las areas
de pico medias obtenidas Yy los tiempos de retencion se indican en la tabla 2. A partir
de la pendiente de resultados se calcularon los coeficientes de intercepcion y de
correlacion (r). Al aplicar el método propuesto, se sigui6 la linealidad en el rango de
concentracion de 5 a 50 pg/mL y el coeficiente de correlacion 0.99 indica una buena
linealidad entre la concentracion y el area pico (tabla 3). El valor de la pendiente indica
la sensibilidad del método HPLC

Tabla 2 Areas promedio y tiempos de retencion Tilosinacy A

Concentracion Tiempo Area Tiempo Area
Tilosina retencién media retencion | media
(ug/mL) Tilosina c Tilosina

A
5 12,315 65,95 20,805 24.01
10 13,537 106,73 20.726 49,14
15 13,843 152,01 20,714 81,37
20 13,706 209,18 20,781 107,96
25 13,351 275,64 21,675 136,46
50 13,191 569,16 22,285 262,99

Tabla 3 Resultados de linealidad de Tilosina

Antibiotico | Pendiente | Ordenada al origen | Coeficiente
Aprox. 1 Correlacion

Tilosinac | 1.02 -0.4506 0.997

Tilosina A | 1.00 -0.14199 0.998

Pagina 33




mAU

TILOSINA C

20+
1 TILOSINA A

23.955

8.529 /1963 /

min

Figura 3 Cromatograma del estandar de Tilosina

Tabla 4 Resultados de precision tilosina ¢

Concentracion | Concentracion Area del %
(ng/mL) (ng/mL) pico Recuperacién
Tilosina Tilosina c Tilosina c

25 10.0718 122.54 40.29

25 9.9112 120.71 39.64

25 9.3832 114.69 37.53

25 9.8270 119.75 39.31

25 10.5893 128.44 42.36

25 10.3674 125.91 41.47
Promedio 10.02 122.01 40.10
Desv. estandard 0.42 4.84 1.70
Coef. Variacion 4.19 3.97 4.24

Recuperacidn. La recuperacion de un analito se refiere a la eficiencia de la extraccion
en un proceso analitico. Se informa como porcentaje de analito obtenido luego del
proceso de extraccion. Para su evaluacion se prepararon por duplicado soluciones de
tilosina a concentraciones de 25 ug/mL (tabla 4) y se analizaron segun la metodologia
descrita. La eficiencia de la extraccion se calcul6 mediante la comparacion de las
relaciones de area de las muestras extraidas y de los estdndares no extraidos.

Los valores porcentuales de recuperacion obtenidos se encuentran desde 37 a 42 %.
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DISCUSION DE RESULTADOS

Un coeficiente de correlacion mayor de 0.998 para la relacion de areas versus
concentraciones, sugiere una fuerte relacion entre la respuesta del instrumento y las
concentraciones conocidas de tilosina. Un Coeficiente de variacion menor del 10%
indica que el instrumento es preciso bajo las condiciones del andlisis establecidas. El
coeficiente de variacion promedio 3.98% muestra que el método es reproducible. El
método de extraccion alcanza un porcentaje promedio de recuperacion del 40%. No se
encontraron picos que interfirieran de manera significativa con la respuesta de tilosina.

CONCLUSIONES

Se desarrollo un método rapido y especifico por HPLC-UV para la determinacion de
tilosina mediante extraccion de fase sélida para analizar muestras de agua residual
porcina.
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{Q Mrfi LaSora TR0 BE Cannan DEL A dua

SEETEMA DE GESTION DE CALIDAD
MARYAL DE COMTRO OF CALDAD Akal ITCo

MUESTRAS DE AGLA

i, OBJENKD

Idertificar v cuantificar tiosirg en muestras de agua.

2. CAMPO DE APLICACION

Este método coantifica el fanmaco tibsing en muestras de agua naoal ya sea superficial,
subterranea, agua patable, residualy residual ratada.

4. DEFIMICIOMES

Las defniciones de Blanco de vidiena, BEnco de maads, hibesta sintética, hoesta duplicaday
Muestra fortificada estan en d procedimients de contrad de calidad analtico CADACT08,

d. FUNDEMENTO

La estraction en fase sdida e ura forma de cromaograna digial ipaso 3 pasa) disehiado paa
extraer, distrbuir, yw & adsorber uno o mas componentes de ura fase bquida (muestra) dentro de
una fase estacionar@ (adsorbente o resingl Ura sustancia adsorbente poede removerse del
ad=zorbente paso 3 paso incrementando |3 fuersa de elicion del eluerte técnica de gradiente).

3. EQUIPD

Cromatigrafo HPLC

Sistema de estraccion de fase sdid
Concartrador de muest=s

Balanza araktica con sensiblidad de 0.0001 g

6. REACTMOS w MATERIAL

Estandartartrato de tiosira
hietanal gada HPLE
Aoetonirile grado HPLC

Aoetato de Amonio grado reactivo
Mirogernn
Hire
FAoido
Agua gado HPLC
Fedm ot sdam: (NIEEEENEE T ] 1] W | Rk The
a7 i bl | a7 i i b | L]
Elboar. Peax, [
M. MP Pt AVLET FLOAET kU, MMUEL TARCHES SRS Holm des |
Moar G NDCVMG SAMIRE T o NG
Feirm.CP-11
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{Q Mrﬁ__ LaSoraTORIOOE Cannan DEL A aua

SEETEMA DE GESTION DE CALIDAD
MARYAL DE COMTRO OF CALIDAD AMALITICD

MUESTRAS DE AGLA

Je TERIAL

Colmna Alartis Miders 15044 6 mm de Smicas
Catuchos de estraction enfase sdida ©12 ec Im LS00 mg
“daks arbarde 1.8mL

hicm jeringas de 1000, 500, 100, 50, 25 pL

FPape! aluwiimia

PREPARACHON DE SOLUTIONES

§.1.1 Disohicion madre de @rtate de tilozirg

Pesa gpronimadamente 100 mg de tatrao detilosing en bdanza anditica y colecarko a
un matraz volumanco de 10 ml, aforar con matanol grade HPLE, guardar la disolusion
&n un recipiente color anbar a una temperatura de 4°C, pam eviarsu degradacitn.

6.1.4.1 Prepagaion de dsoloiomes pard fa cuna ok calbasion

A parir e la disvluidn made de fadrato de tihsna b apmsnadasende 2180 ppdil,
prepararias disobcibmes pam 8 conva de calib@cin de aceeml al infenalo de kabagp
mecesana, poregmpl comeentachnmes de 0, 5, 10 15, 20 29 v 50 ppiml edilizanmao
it fEingas domar s difedes vobivemes i abaroon medamd gach HALC

6.1.1.2 Soluzion de acatato de amonio 20mbd
Pesar aprowimadamente 26312 g de acatao de amonie en badanza analtica, disoheer con
agua HPLC v aforar enmaraz volumétrico de 1000mL

G.1.1.3 Fase hind (Aoatao Amonio 20 mbd Acetonido G535 whn)
En un maraz wolumanco de 1000 m L colocar 650 mL de soucion acatao de amonio 20
mibly 350 mL de acstoniril grada HPLE.

G.1.1.4 Aeondicionamiento del carbucho de edt@ccion en fase silida C18.

Loz catuchos colocan en el dispositivo de edtraccion en fase silids v se acondcdoran
can dos lavades de 2 mLde metand HPLC v 2 mLagua HPLC. Postefomments s2 pasa
un itm de muestra utilizando una bomba de vacioy d teminar de pasarse [avacon 2mL

Fdm g eddon: [N A | amthyen: [] [T] [}] Feuimion: [=-T4
a2 | 22 | 2 ar 2 | 2w L]
Chboic. Prax, Apickc.
K. HAA |k AVLES FLOPES K. M- LEL SHhChEE S S Holmz de s
M aT G MDWAA SAWRLE T Al AT /

Frirm.CR-11
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SEETEMA DE GESTION DE CALIDAD
MARYAL DE COMTRO OF CALDAD Akal ITCo

MUESTRAS DE AGLA

He ague HPLC se daja sacar &l caucho C18 convado por 30 minutos. Pamd 13 elusin
del atibidtico tilosna s=agmega 1 mLde meand grado HPLE v se coledta en wales
ambarde 1.8mL == imecta al cromatbgrafo de bquidaes.

7. COMDICIOMES DE LA MUESTRA
La muestra debe corcsenva=se en fraseo anbar y efigemcion ad T.

8. IMTERFEREMCIAS
La= nterferencias s& pusden agrupar entres cateqonas:
. Dischwentes y fo reactivos

1
2. Migtenial de laboratono contaminads
3. Gas acameador, colmings ywh detector contamirado

9. PRECAUCIOMNES

i1 PROCOMIGEYTD

1.4 ERabkcer a5 condbiones  de  operacdn de!  equip cmwaldgeEn  de
Vguidas. (Temperatya ambierte 27°C)

1.2 A partirde la dsmleidn made dellads en la ®ooidy 5.1 peparar b5 dsobiones
pam fa cunva de calivacion i keer mdminn e leekvas.

1.3 G cada ki de B aweRas inckie o Dlamco, duplizado of mwesia, oy estamdar de
coRcerd@cir conocdla oe 18 oFaleiin made, wa awe Rl fodfioada..

1.4 Crterios de aceplacin. O coefRenke de comeloin ok 18 curva debe e o walor
demdm delierab 092098 yel pomendae de varackin erde duplicachs m oebe Fer
fvd oo oled o O,

1.5 Méutralizac con hidmeich de sodfo concertrach gado inuRial a g = 7 bdos s
desechns que 5o gemeay e inecnidn & dnveccln de cada wna de BF mueRas de
agua anafzadas.

Fodm ¢ oddon: [ [T] ] Tamthee B [ [T] ] F el [=-T°H
a | w2 | 2 a7 2 | 2 L]
Entoic. Arax. ke,
M. MR IR AALES FLORES I, HHALEL TChEE SRS Holmg de s
M AT G MDA SRS £l INAE /

Feirm.CP-11
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SETEMS DE GESTION OE CALIDAD
AR AL OF CONMTROL DF CALRAD AmaLIRed

MUESTRAS DE AGUA

10, CALCULOS

10.1 Hacer la nitegracion bajo la cuna de Bs sefides que coincidan entiempo de retencion
con ks estandams de tilosing.

102 Cakdar del cosficiente de comeboion esadsticamente y datemninar I3 pendiente,
ordenada al origen yw cosficients de comabeion.

103 Intepola los vwdoms de las amas de los picos de las muestras en B cuna de
calbracion de ke estandares de tilosing

104 BEn caso de que alguna muestra presarte anaftos en concentraciones mayores 3 los
ambites de 13 cuna de calibracion, =2 pepaa@ una nueva cuna de calbracion que
cubra elintenalo de concentr@cion del andio en B muesta o 5= dilura el etracto.

11.FORMATOS
Mo aplhca.

12. BIELIOGRAF |2
Mo aplica
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Fom g sddn: [T L] A | sthye 1] M [] Fieutkon: [="TH
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