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DESARROLLO Y
VALIDACION DEL METODO
PARA LA DETERMINACION

DE ACIDO CLOFIBRICO POR
CROMATOGRAFIA DE GASES

MASAS

Manuel Sanchez Zarza!, Martha Avilés Flores? y Luis Alberto Gonzalez Esquivel®
Instituto Mexicano de Tecnologia del Agua. Paseo Cuauhnahuac 8532, Jiutepec, Morelos 62550 México.

RESUMEN

e desarroll6 'y valido una
S metodologia para la cuantificacion

de 4cido clofibricoderivatizado con
trimetilsilildiazometano en muestras de
agua por cromatografia de gases acoplada a
un detector selectivo de masas (CG-MS). El
método se validd en diferentes pardmetros
como linealidad, exactitud, precision,
limites de deteccion y cuantificacion. Las
concentraciones de validacion se encuentran
en el intervalo de 0.0025 a 0.1644 pgl-1.
Los limites de deteccion y cuantificacion
obtenidos son 0.0003 y 0.0053 pgL-1.

Palabras clave: aido clofibrico,trimetilsilildiazomet
ano, validacion.

INTRODUCCION

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 firmacosen
las ciudades de Alemania, Italia, Estados
Unidos y Canadé; como acido clofibrico
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(270 ngeL-1) y gemfibrozil (70 ngeL-
1),bezafibrato (27 ngeL-1), carbamezapina
(258 ngeL-1), diclofenaco (6 ngeL-1),
penazona (400 ngeL-1),provocando un
grave problema de salud publica.

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

En aguas superficiales al norte de America
y Europa, se han detectado concentraciones
de 0.75-1.50 pgeL' de acido clofibrico
(Sandersonet et al., 2003), mientras
que Pedersenet et al. (2005) reportaron
concentraciones de Gemfibrosil en cuerpos
de irrigacion en regiones aridas de Estados
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Unidos de 190- 790 ng*L-1 y en corrientes
de agua de 160 — 360 ngeL-1.

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.
Los resultados de Acido Clofibrico,
oscilaron entre 0.02 y 0.22 pgeL-1.
Estas concentraciones son menores en
comparacion con los resultados de estudios
realizados en ciudades europeas (Carballaet
et al., 2005).

Enladeterminacion de acido clofibricoel uso
de cromatografia de gases espectrometria de
masas se facilita por su conversion a ester
volatil. Los metilesteres son particularmente
convenientes para la ionizacion electronica
en espectrometria de masas y producidos
por la reaccion de sustratos acidos con
diazometano.

Una alternativa es el trimetilsilildiazometano
(TMSDM), que es un derivado del
diazometano, sin embargo éste es muy
selectivo y exhibe reaccion con el acido
carboxilico para producir el metilester, el
TMSDM es facil de usar y mas seguro que
el diazometano. El uso del TMSDM para la
conversion de compuestos fenoxidcidos o
similares a metilesteres para analisis por CG/
MS se ha reportado en estudios realizados
por Johnson et al. (1997).

Objetivo

El objetivo de este estudio fue desarrollar
y validarel método de Acido Clofibrico por
cromatografia de gases masas, empleando
como derivatizantetrimetilsilildiazometano.

MATERIALES Y METODOS

Se desarrollé6 un método para la validacion
de acido clofibrico, mediante el método
de adicion de estandar. El método implica
una extraccion en fase sélida con cartuchos
de extraccion en fase solida Chromabond
C18 de 3mL 500mg. El método se valido
en el rango de concentraciones de 0.0025 a
0.1644 pglL-1.

Reactivos
Estandar de Acido Clofibrico
marca AldlrichChemical  C0.>99%,

DerivatizanteN-(t-butildimetilsilil)-N
metiltrifluoroacetamida ~ (MBSTFBA),tri
metilsilildiazometano (TSDM),Surrogado
4,4’-Diclorobifenilo, Metanol grado HPLC,
Hexano grado HPLC, Acetona grado
HPLC,. Viales de 1.8 mLMicrojeringas de
1000, 500, 100, 50, 25 uL.

Equipos

Cromatografo de gases VARIAN modelo
3800 acoplado a espectrometro de masas/
masas modelo VARIAN SATURNO 2200,
Columna capilar VF5ms 30 m X 0.25mm X
0.25 pum, , las muestras fueron inyectadas al
cromatografo de gases.

Balanza analitica OHAUS, Potencidometro
Orion-Termo, Bafio Ultrasonico, Sistema
de extraccion en fase solida marca VARIAN
equipado conunabombade vacio,Rotavapor,
Concentrador de muestras Minivap

Condiciones cromatograficas

Se determinaron las mejores condiciones
del cromatégrafo de gases en cuanto a
la respuesta en la sefial y separacion del
pico de acido clofibrico, el programa de
temperatura fue el siguiente: 65°C durante
2 min, seguido de 30°Cmin-1 hasta alcanzar
una temperatura de 180°C, posteriormente
seguir a 1°Cmin-1 hasta la temperatura de



230°, finalmente a 300°C durante 30°Cmin-
1 para tener un tiempo final de corrida de
13.5 min.

Para detectar los analitos, primero se
realizd en modo SCAN (todos los iones)
en un rango de escaneo de 50-500 m/z y
una vez identificados los analitos en modo
SIM (monitoreo selectivo de iones). La
temperatura de la fuente de impacto de
electrones fue de 220°C. La energia de
ionizacion fue fijada en 70eV.

Validacion del método analitico

Para evaluar los pardmetros de linealidad,
precision y exactitud se prepararon 21
concentraciones de  acidoclofibricopor
duplicado en el rango de 0.0025 a 0.1644

pgl-1.

Linealidad. La linealidad del método es la
relacion entre la respuesta del instrumento
y las concentraciones conocidas del analito.
La curva de calibracion para acido clofibrico
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se construyd con la relaciéon de areas de
analito a estandar versus las concentraciones
del analito.

Se realizé el andlisis de regresion lineal
para determinar la linealidad del método asi
como para generar la ecuacion de la curva
de calibracion y = mx + b, donde y es la
relacion de area, x la concentracion, m la
pendiente y b el intercepto.

Se usaron estandares externos para la
cuantificacion. Las curvas de calibracion se
obtuvieron consieteconcentracionesestandar
(regresion lineal: R2 >0.98). La identidad
de las sustancias en muestras sintéticas se
confirmé revisando la abundancia relativa
de los iones caracteristicos (Figura 1).

Se realizaron pruebas con dos derivatizante
s(Trimetilsilildiazometano y el MTBSTFA),
el que genero6 una sefial mas sensible fue el
Trimetilsilidiazometano.
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Figura 1 Linealidad acido clofibrico
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RESULTADOS Y DISCUSION
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Figura 2. Cromatograma de acido clofibrico

Para calcular la linealidad se analizaron 6
diluciones del estandar por triplicado, se
demostrd respuesta lineal en el rango de
0.0025 a 0.1644 ngl-1. El coeficiente de
correlacion superior a 0.99 (figura 1) para
la relacion de area versus concentracion,
sugiere una fuerte relacion entre la respuesta

del instrumento y las concentraciones
conocidas de acido clofibrico. Un
coeficiente de variacion menor de 5%,

indica que el instrumento es preciso bajo
las condiciones del andlisis establecidas. En
la Figura 2 se muestra el cromatograma del
acido clofibrico.

Precision
La precision se evalu6 mediante nueve

determinaciones con tres niveles de
concentracion 0.0050, 0.0404 y 0.1614pgL-
1. Los resultados obtenidos se indican en la
tabla 1. Los valores de desviacion estandar
son de 2.07, 0.49 y 0.42, lo que confirma la
precision del método analitico.

Exactitud

Los resultados del ensayo obtenidos
se indican en la tabla 2. Los wvalores
porcentuales de recuperacion  obtenidos
se encuentran dentro del limite estandar
de entre 86.02 y 95.32, lo que confirma la
exactitud del método.

Limites de deteccion y cuantificacion
La determinacién del limite de deteccion

Cuadro 2. Resultados de la exactitud del método.

Concentracion

Porcentaje de recobro

Tedrica (%)

(HgL")

0.0050 88.85 89.88 9114 88.46 86.02 86.34 87.83
0.0404 91.05 90.01 89.99 90.02 89.98 91.01 90.04
0.1614 95.32 95.06 9518 9524 9530 9528 94.99
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Tabla 3. Resultados de muestras agua de pozo y agua residual.

Tipo de muestra

Concentracion ugL"

Agua pozo 0.037
Agua pozo 0.055
Agua residual 0.103
y cuantificacion se realizd en base a la LITERATURA CITADA

desviacion estandar de la respuesta del
blanco y a la pendiente de la curva de
linealidad, obteniéndose valores de 0.0003
pgl-1 para el limite de deteccion y 0.0053
pugl-1 para el limite de cuantificacion.

Analisis de muestras de agua potable

Se realizo un muestreo en un pozo de
abastecimiento y una descarga de agua
residual de un municipio del Estado de
Hidalgo, con el fin de cuantificar la presencia
de acidoclofibricoen los dos tipos de agua;
los resultados se presentan en la siguiente
tabla

CONCLUSIONES

Se concluye que el método de derivatizacion
con el Trimetilsilildiazometano es mas
sensible que el aplicado con el MTBSTFA
para la identificacion y determinacion de
acido clofibrico.El limite de deteccion
alcanzado con estatécnica de analisis (0.0003
ugmlL-1) esta por debajo lo reportado en la
bibliografia, lo que indica ademas que el
método de extraccion en fase sélida es el
adecuado para éste farmaco.La precision
del método es adecuada y esta por debajo
de lo especificado (> 20 %) y cumple con el
especificado en los métodos EPA.En base a
los resultados obtenidos de la validacion se
concluye que el método de andlisis de acido
clofibricopor cromatografia de gases masas
y extraccion en fase solida es un método
sensible y confiable.
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