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2. Resumen ejecutivo. 
 
Las sustancias activas de los fármacos son una clase nueva de los así  llamados contaminantes 
emergentes que se han incrementado en los últimos años. Las drogas veterinarias y humanas 
son continuamente liberadas en el ambiente como resultado de los procesos de fabricación, la 
disposición de productos no usados o expirados y en las excretas. La cantidad de fármacos y 
sus metabolitos bioactivos esta siendo introducida al ambiente en pequeñas cantidades; sin 
embargo su continua introducción puede conducir  a altas concentraciones a largo plazo y de 
forma continua, pero los efectos adversos no han pasado inadvertidos en los organismos 
acuáticos y terrestres. 
 
El incremento en el uso  de estas drogas en el ganado, en la producción de aves, granjas 
porcícolas y granjas piscícolas durante las últimas cinco décadas ha causado una selección 
genética de bacterias dañinas, que es materia de gran preocupación. Sin embargo, otros 
compuestos farmacéuticos, especialmente polares, tales como las drogas ácidas anti-
inflamatorias y reguladoras de lípidos también requieren atención. La eliminación de fármacos 
en las Plantas de Tratamiento de Agua Residual se ha encontrado ser mínima 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 fisicoquímicas (alta solubilidad y poca degradabilidad en agua) son 
capaces de penetrar en todos los pasos de filtración natural y entrar a los grandes cuerpos de 
agua así como al agua potable. 
 
Dado  la potencial peligrosidad de los fármacos en el medio ambiente, se requiere de 
metodologías analíticas capaces de determinar dichos compuestos a niveles traza, razón por la 
cual en el presente trabajo se implementa y valida la determinación de los fármacos amoxicilina, 
diclofenaco mediante cromatografía de líquidos y hormonas tales como 17ß-ESTRADIOL Y el 
17Ŭ-ETINILESTRADIOL, Acetato de 17ß-Estradiol y Estrona en agua potable y agua residual 
mediante cromatografía de gases y extracción en fase sólida. 
 
Los parámetros de  validación son  linealidad del sistema, linealidad del método,  límites de 
detección, límites de cuantificación, precisión y exactitud, así como los porcentajes de 
recuperación obtenidos mediante la extracción en fase sólida de cada uno de los compuestos 
emergentes. 
 
En el anexo de este informe se presentan en forma resumida los resultados de validación así 
como los procedimientos de análisis de cada uno de estos compuestos para agua potable y 
residual. 
 
3. Obtejivos 
 
Identificar compuestos orgánicos emergentes, desarrollar e implementar metodologías para 
análisis de compuestos por cromatografía de líquidos o gases. 
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4. Antecedentes 
 
Durante décadas la comunidad científica ha realizado estudios de diversos contaminantes 
químicos cuya presencia en el medio ambiente está regulada por distintas legislaciones, 
contaminantes como los compuestos perfluorados sulfonados (PFOs), hidrocarburos 
aromáticos, 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 análisis ha permitido 
alertar la presencia de otros contaminantes potencialmente peligrosos, denominados 
globalmente como emergentes. La agencia de protección ambiental de Estados Unidos de 
América (EPA) se refiere a los contaminantes emergentes (CE) como materiales o productos 
químicos 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 todavía una normativa que los regule (EPA, 2008;). Los CE son 
de distinto origen y naturaleza química (Barceló y López, 2007; Smital, 2008). El término 
ñemergenteò es usado no solo para el agente contaminante, si no como una nueva 
ñpreocupaci·n emergenteò por el efecto que desencadena la presencia de estos contaminantes 
detectados recientemente en el agua residual (Daughton, 2001). Todavía no se tienen datos 
suficientes para una valoración apropiada de su impacto (Barceló 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 desinfección 

¶ 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 fármacos 

¶ Pesticidas polares y sus productos de degradación / transformación 
Surfactantes y sus metabolitos 
 
 
Está demostrada la presencia de productos farmacológiamente activos en las aguas residuales, 
así como su baja remoción en los procesos de depuración convencionales (Clara et al., 2006; 
Joss et al.,2004; Miao et al., 2004; Paxeus, 2004; Petrovic et al., 2003; Strenn et al., 2003). Así 
mismo, muchos de estos compuestos se han detectado en las aguas superficiales y 
subterráneas (Drewes et al., 2003; Bernhard et al., 2006), existiendo estudios sobre los efectos 
acumulativos y tóxicos en los peces. Aún no están claras las consecuencias de la presencia de 
muchos fármacos en el agua residual y su efecto en el medio ambiente (Poseidon, 2004). 
Las aguas superficiales y las aguas subterráneas son actualmente la mayor fuente de 
producción de agua potable en todo el mundo, sin embargo estudios han revelado 
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recientemente la presencia de fármacos en ellas, tal es el caso de ciudades como Alemania, 
Italia, US, Canada, algunos de los fármacos mencionados son : Ácido  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 preocupación 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 fármacos llegan al medio ambiente por medio de su metabolización y excreción por el 
hombre. El fármaco administrado puede ser excretado sin ningún cambio, en forma de 
conjugados de glucurónidos o sulfatos, como metabolito principal o como una mezcla de 
muchos metabolitos (Strenn et al., 2004). En general, en el organismo los fármacos son 
metabolizados por diversos mecanismos, luego son excretados en forma de derivados más 
polares y solubles en agua, que presentan una actividad farmacológica 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 área de cromatografía se desarrollará, implemetará y validará 
técnicas analíticas para este tipo de compuestos, como son la amoxicilina, diclofenaco y 
hormonas. 
 
4.1 Hormonas y compuestos disruptores endocrinos. 
 
Recientemente, se ha puesto atención a un grupo de contaminantes presentes en las aguas 
municipales, los compuestos disruptores endocrinos (CDEs). Estos compuestos tienen la 
capacidad de interferir con la función normal del sistema endocrino de los seres humanos y de 
la fauna. Los CDE son compuestos  químicos que interfieren con la actividad normal de las 
hormonas. La disrupción endocrina puede ser a través de los productos químicos sintéticos que 
actúan o bloquean la actividad hormonal normal o a través de la exposición  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 Clasificación de compuestos disruptores endocrinos. 
 
Los compuestos disruptores endocrinos se clasifican en cuatro categorías principales: 
hormonas naturales y sintéticas (estrógenos 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 García, 204), ésteres de ftalato (Routledge et al., 
1999), etoxilatos alquilfenólicos (Ferguson et al., 2001), y hormonas naturales y sintéticas 
(estr·genos) (Braga et al., 2005; Aerni et al., 2004; Andersen et al., 2003; DôAscenzo et al., 
2003; Baronti et al., 2000; Larson et al., 1999; Ternes et al., 1999a). 
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Las hormonas o estrógenos y los etoxilatos  alquilfenólicos son los compuestos que han 
recibido más atención, debido a que su presencia en ls 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 estrógenos naturales y sintéticos 
presentan una mayor actividad estrogénica en las aguas residuales (Snyder et al., 2001; Korner 
et al., 2000). 
 
Los principales estrógenos 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 (E1), 17ß-estradiol (E2), Estriol (E3) y 17Ŭ-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 está relacionada con una alta 
acumulación en el plasma sanguíneo (Larsen et al., 1999; Stumpf et al., 1996).  
 
4.1.2 Hormonas naturales y sintéticas (estrógenos del sexo) 
 
Existen tres grupos principales de hormonas del sexo: las progestinas, andrógenos y 
estrógenos. El E1, E2, E3 son los estrógenos más importantes. De los tres, el E2 tiene una 
actividad biológica más 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 estrógenos 
principales de las mujeres. También están presentes en los varones, pero en concentraciones 
más bajas. El E2 se convierte fácilmente a E1. Aunque esta reacción enzimática es reversible, 
la formación de E1se ve más favorecida (Cooke y Naaz, 2004) El E3  es un intermediario entre 
el E1 y E2. La concentración del E3 es generalmente más baja, aumenta durante el embarazo, 
convirtiéndose en gran medida la hormona predominante del sexo en la madre y el feto 
(Johnson et al.,2000). El EE2 es compuesto sintético derivado del E2 y es la sustancia activa de 
las pastillas anticonceptivas. 
Los estrógenos y los andrógenos naturales se producen en el organismo masculino y femenino 
en diversas cantidades. Las hormonas son moléculas lipofílicas, solubles en grasas que se 
excretan principalmente como glucuronatos solubles o conjugaciones de sulfatos en el agua. 
Bajo condiciones ambientales estas conjugaciones se hidrolizan rápidamente transformándose 
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 parámetros tales 
como edad, estado de salud, embarazo, período menstrual de la mujer. Tyle y  Routlegde 
(1998) y Colucci et al. (2001) informaron que las cantidades de estrógenos naturales excretados 
por los seres humanos en el período pre menopausia de las mujeres se encuentra entre 10 y 
100  µg/día. La cantidad de E1 excretado es de dos veces más alta en comparación con E2 y 
E3. 
 
4.1.3 Estrógenos sintéticos 
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Este grupo de productos farmacéuticos consiste principalmente en pastillas anticonceptivas. 
Parches anticonceptivos y de administración intramuscular (hormonas para inhibir la ovulación), 
así como estrógenos usados durante la menopausia. Hasta el momento no se encuentran otras 
aplicaciones de esto estrógenos sintéticos. 
 
Los estrógenos sintéticos son copias casi exactas de los naturales. Las pastillas anticonceptivas 
contienen estrógenos sintéticos, tales como el EE2, que se combina a veces con una progestina 
(progesterona). La dosis típica de administración del EE2 es de 20 a 50 µg/dia. Durante 21 días. 
Después de la administración, 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 exposición de organismos a estos estrógenos sintéticos 
es extremadamente peligrosa. 
 
4.1.4 Características fisicoquímicas de los estrógenos naturales y sintéticos. 
 
En la Tabla 1.  Se muestran las principales propiedades fisicoquímicas de los estrógenos 
naturales y sintéticos. La solubilidad en el agua de los estrógenos es baja en el rango de 0.3 
hasta aproximadamente 13 mg/L. Los estrógenos presentan un alto coeficiente de partición 
octanol-agua (log Kwo), indicando que estos compuestos pueden absorberse a una superficie 
sólida. Todos los estrógenos tienen presiones de vapor muy bajas.  
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Tabla 1. Características Fisicoquímicas de los estrógenos 
                                   (Fuente: Routledge et al. 1998) 

Compuesto Estructura Peso 
Molecular 

Solubilidad 
en agua a 
20°C (mg/L) 

Presión de 
vapor 
 (mm Hg) 

 
Log Kwo 

 
 
Estrona  
(E1) 
 
 
 

 

 

 
 
270.4 
(C18H22O2) 

 
 
13 
 

 
 
1.42E-07 

 
 
3.13 

 
 
17ɓ-estradiol 
 
 

 

 

 
 
272.4 
(C18H24O2) 

 
 
13 
 

 
 
1.26E-08 

 
 
4.01 

 
17Ŭ-
etinilestradiol 
 
 
 
 
 

 
 

 
 
 

 
 
296.4 
(C20H24O2) 

 
 
11.3 

 
 
2.6E-09 

 
 
3.67 

Los estrógenos son lípidos 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 alifático en la 
posición C17 (EE2), dos grupos hidroxilo en la posición C3, c17. En el caso de la estrona 
presenta un grupo hidroxilo en la posición C3. La característica distintiva de los estrógenos es la 
presencia de un triple doble enlace en el anillo A condición que le confiere propiedades 
aromáticas (anillo fenólico) únicas de este grupo y características únicas para la unión al 
receptor estrogénico. En las moléculas de los estrógenos se puede distinguir una cabeza polar 
constituida por el grupo hidroxilo y una cola o porción apolar formada por el carbociclo de 
núcleos condensados y los sustituyentes alifáticos (grupo etinil en el caso del EE2 en la 
posición C17). Así los estrógenos son compuestos hidrofóbicos. Aunque los estrógenos son 

http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/0/00/Estradiol.svg
http://es.wikipedia.org/wiki/Archivo:Ethinylestradiol-2D-skeletal.png
http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/0/00/Estradiol.svg
http://es.wikipedia.org/wiki/Archivo:Ethinylestradiol-2D-skeletal.png
http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/0/00/Estradiol.svg
http://es.wikipedia.org/wiki/Archivo:Ethinylestradiol-2D-skeletal.png
http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/0/00/Estradiol.svg
http://es.wikipedia.org/wiki/Archivo:Ethinylestradiol-2D-skeletal.png
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principalmente apolares, su cadena lateral tiene un grupo polar hidroxilo capaz de formar 
puentes de hidrógeno. 
 
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 acuáticos en algunos otros países de Europa, Norte y Sudamérica, y Australia (Kira 
et al., 2002). Los efectos potenciales de la exposición de los estrógenos Estrona, 17ß-Estradiol, 
Estriol, y 17Ŭ-Etinilestradiol han sido estudiados en varias especies de peces. Los resultados 
indicaron que la exposición de estos estrógenos con concentraciones den el rango de 4.5 a 8.1 
ng/L afectó la capacidad esteroidegénica  de los ovarios de los peces ( Palace et al., 2006). 
 
Los estrógenos 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 ahí a las plantas de tratamiento de aguas residuales 
donde los estrógenos se pueden degradar biológicamente o pueden adsorberse en el lodo. Sin 
embargo, los estrógenos removidos por adsorción pueden resorberse y/o entrar nuevamente a 
la fase líquida cuando el lodo es deshidratado, de esta manera contaminando nuevamente las 
aguas superficies, subterráneas y suelos. 
 
Tabla 2 .Concentraciones de los estrógenos en diferentes matrices ambientales. 

Matriz 
ambiental 

Estrona 
E1 
(ng/L) 

17ɓ-estradiol E2 
(ng/L) 

17Ŭ- 
etinilestradiol 
EE2 (ng/L) 

Referencia 

Aguas 
superficiales 

 
<17 
 

 
<8.8 

 
<5.1 

 
Bachmann et al.(2002) Ying 
et al. (2002) 

Influente de 
agua residual 

 
44-102 

 
11-180 

 
<120 

Busch et al. (2002) 
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 
o vías 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 rápidamente a 
los influentes de las plantas de tratamiento donde son removidas y/o biodegradadas 
parcialmente, quedando concentraciones traza en sus efluentes contaminando así a las aguas 
superficiales y suelos.  
 
Las descargas de hormonas en aguas residuales comenzaron a finales de los años 80 y cerca 
de los años 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 feminización 
(Harris et al., 1997; Purdom et al., 1994). La exposición a este tipo de CDE en las etapas 
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predominantes del embarazo puede conducir a malformaciones en los órganos sexuales de los 
niños con coeficientes intelectuales bajos (Mendes, 2002; Guo et al., 1995). Una teoría sobre la 
exposición a CDE indica que en mujeres los CDE puede generar cáncer de pecho y 
endometriosis (Mendes, 2002) y en varones, la exposición a tales compuestos puede ser 
asociada al cáncer de próstata, disminución del esperma, y cáncer testicular (Méndes, 2002; 
Toppan et al., 1996; Giwercman et al., 1993). 
En contraste estudios en la fauna son mucho más 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 producción de vitellogenin (Thorpe et 
al., 2003) y la feminización en peces machos (Bachman et al., 2002). Vitellogenin es una 
proteína que se produce en altas concentraciones en el hígado de os peces hembras para el 
desarrollo de huevecillos (Sumpter, 1995). Por lo tanto, altas concentraciones de vitellogenin en 
los peces masculinos indican exposici·n y respuesta a un CDE. En la tabla 3. Se muesŬtra el 
impacto de algunos CDE en la inducción de la proteína vitellogenin en peces. 
 
 
Tabla 3 Concentración letal media de CDE en la inducción de la proteína vitellogenin en la 
producción de huevecillos en peces. 

Compuesto disruptor 
endocrino 

EC50 Referencia 

17Ŭ-etinilestradiol 1     ng/L Palace et al.(2006) 

Estrona 60   ng/L Thorpe et al. (2003) 

17ɓ-estradiol 25   ng/L Thorpe et al. (2003) 

17Ŭ-etinilestradiol 1.2  ng/L Thorpe et al. (2003) 

 
 
4.1.5 Presencia de Hormonas en aguas residuales. 
 
Los estrógenos naturales  así 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, E3 y 
EE2 en algunos influentes de diversas plantas de tratamiento de aguas residuales pueden estar 
en el rango de 0.4-132 ng/L, aunque 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 estrógenos 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 estrógeno sintético 
encontrado con mayor frecuencia en los efluentes de las plantas de tratamiento de aguas 
residuales municipales. Sin embargo, este estrógeno presenta concentraciones bajas 
comparadas con el E1, E2 y E3. 
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Estudios realizados por Ternes et al., de estrógenos 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 15 y 
27 ng/L para E2 y E1. 
En los Países Bajos también se detectaron E2 y E1 frecuentemente con concentraciones de 
hasta 47 ng/L para E1 y de 1 y 12 para E2 (Desbrow et al.,1998). Las concentraciones de los 
estrógenos en las aguas superficiales fueron generalmente más 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 estrógenos en el rango de 0.01 a 25 ng/L 
(Gibson et al., 2007). 
Aunque existe un incremento en la cantidad de datos que se tiene acerca de la concentración 
de estrógenos en ríos y efluentes de plantas de tratamiento a nivel internacional, en México 
haya pocos estudios sobre concentraciones de estrógenos en las aguas residuales crudas, 
aguas superficiales. 
Debido a la problemática de los compuestos emergentes (hormonas y fármacos) se planteo la 
implementación del desarrollo  de metodologías por cromatografía  de gases y cromatografía de 
líquidos para la identificación y cuantificación  de compuestos orgánicos emergentes 
(Compuestos disruptores endocrinos (Hormonas), Antibióticos (Amoxicilina) y Antiinflamatorios 
(Diclofenaco). 
 
 
5. METODOLOGÍA 
 
5.1 Búsqueda bibliográfica de métodos de análisis para la cuantificación de los compuestos 
5.2 Selección de los métodos a implementar. 
5.3 Cotización de reactivos, material y estándares. 
5.4 Identificación y determinación de tiempos de retención cromatográficos de los compuestos 
orgánicos. 
5.5 Generación de los métodos instrumentales (condiciones instrumentales de análisis). 
5.6 Estandarización de métodos de análisis mediante extracción en fase sólida (bajo consumo 
de disolventes, es rápida y económica). 
5.7 Determinación del porcentaje de recuperación de los compuestos orgánicos por extracción 
en fase sólida. 
5.8 Validación de métodos de análisis cromatográficos de compuestos orgánicos de interés. 
5.9 Cálculo de precisión exactitud, límite de detección, cuantificación y coeficiente de variación. 
5.10 Elaboración de los procedimientos de amoxicilina, diclofenaco y hormonas. 
5.11 Elaboración de informe 
 
 
6. RESULTADOS 
 
6.1.1 Implementación de las metodologías (17ß-ESTRADIOL Y el 17Ŭ-ETINILESTRADIOL, 
Acetato de 17ß-estradiol y Estrona). 
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Una  vez que se seleccionaron los métodos  para determinar los compuestos emergentes, se 
procedió a la implementación analítica como se describe en el siguiente punto. 
 
Implementación de la metodologías, para las hormonas (17ß-ESTRADIOL Y el 17Ŭ-
ETINILESTRADIOL, Acetato de 17ß-estradiol y Estrona). 
 
Debido a que se requieren diferentes equipos analíticos para la detección y cuantificación de 
cada familia de compuestos, lo ideal es agrupar los compuestos y emplear un método analítico 
común y que resulte adecuado. Los dos métodos más comunes para la determinación para las 
hormonas (17ß-ESTRADIOL Y el 17Ŭ-ETINILESTRADIOL, Acetato de 17ß-estradiol y Estrona)  
son la cromatografía de gases acoplada a un detector selectivo de masas (CG/MS) y la 
cromatografía de líquidos de alta resolución (HPLC) con detector de UV-Vis para  Amoxicilina y 
Diclofenaco. Por ambos métodos los compuestos por medir se deben extraer del agua por 
extracción en fase sólida (SPE) empleando resinas comercialmente disponibles. 
Para las hormonas se requiere derivatizar los compuestos previamente al análisis 
cromatográfico.  
 
6.1.2 Identificación y determinación de tiempos de retención cromatográficos de los compuestos 
orgánicos. 
 
Para el caso de 17ß-ESTRADIOL, 17Ŭ-ETINILESTRADIOL, Acetato de 17ß-estradiol y Estrona. 
La metodología consistió en preparar un estándar de cada compuesto en un disolvente afín 
(metanol grado pesticida o HPLC) de 1 µg/mL. Cabe mencionar que se usaron estándares 
certificados marca CHEMSERVICE lote:               con fecha de caducidad                    .  
Los estándares se evaporaron con flujo de nitrógeno suave, posteriormente se derivatizaron con 
50 µL de BSTFA-TMSCI  y piridina por  30 minutos a  80ºC. Pasado el tiempo se deja alcanzar 
la temperatura ambiente y concentra a sequedad con nitrógeno gas suavemente. 
Se cambia de disolvente a tolueno, afora a 1 mL con Tolueno y se Inyecta al Cromatógrafo de 
gases-masas.  
 
Los estándares se inyectaron para generar el método cromatográfico, variando condiciones de 
análisis, es decir  rampas de temperatura para generar picos bien definidos y resueltos, hasta 
obtener las condiciones cromatográficas y de la trampa iónica adecuadas (tablas 4 a 7), así 
como los tiempos de retención y los iones característicos de las hormonas Estrona (E1),  17ß-
estradiol (E2), 17Ŭ-etinilestradiol (EE2) y Acetato de 71ß-estradiol (E2AcO) con iones 
característicos de  342, 416, 425 y 366 respectivamente (tablas 1). Los cromatograma 
generados en modo de barrido (SCAN) de la mezcla de los estándares de hormonas se 
observan en la figura 1.  
Condiciones cromatográficas en modo SCAN para la detección de Estrona (E1),  17ß-estradiol 
(E2), 17Ŭ-etinilestradiol (EE2) y Acetato de 71ß-estradiol (E2AcO). 
 
Tabla 4. Escaneo de masas 
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Tabla 5. Rampeo de temperaturas 
 

 
 
 
Tabla 6. Condiciones de Inyector  
 

 
 
 
Tabla 7. Iones Característicos y tiempos de retención de Estrona (E1),  17ß-estradiol (E2), 17Ŭ-
etinilestradiol (EE2) y Acetato de 71ß-estradiol (E2AcO). 
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Figura 1. Cromatograma de Hormonas en modo de Barrido (SCAN) .

 
Para hacer más sensible el método y alcanzar los límites de cuantificación y  y los límites de 
detección más  bajos se generó el método de Masas /Masas ( tabla 8 a 11). 
 
 
 
Generación de los métodos instrumentales (condiciones instrumentales de análisis). 
 
 
CONDICIONES CROMATOGRÁFICAS 
 
Tabla 8.RAMPEO DE TEMPERATURAS     Tabla 9. CONDICIONES DE INYECTOR 



  
 

México, Diciembre 2011                                                                                       Página 15 de 94 
F.C0.2.04.00 

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

             
 
Tabla 11. IONES CARACTERÍSTICOS Y TIEMPOS DE RETENCIÓN 
 

 
 
 Una vez ajustados los tiempos de retención y las condiciones cromatográficas para el método 
de Masas/Masas, se inyectó una solución de la mezcla de Hormonas de 10 ng/L, generándose 
el siguiente cromatograma (figura 2). 
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Figura2. CROMATOGRAMA CON CONDICIONES DE MS/MS 

 
Una vez generado el método  se procedió a generar las curvas de calibración para las 
hormonas mencionadas (gráficos 1 a 3). 
 
Estandarización de métodos de análisis mediante extracción en fase sólida (bajo consumo de 
disolventes, es rápida y económica). 
 
Gráfica 1. Curva de calibración de la Estrona rango de concentración de 0.046 ng/L a 0.740 
ng/L 
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Gráfico 2. Curva del 17ß-Estradiol  rango de concentración de 0.046 ng/l a 0.720 ng/L. 

 
 
 
 
Gr§fico 3. Curva del 17Ŭ-etinilestradiol rango de concentración de 0.028ng/L a 0.456 ng/l. 

 
 
 
Una vez generada la curva de calibración y obtenidos los parámetros de linealidad (m,b,r), se 
procedió a realizar dos curvas de calibración más para iniciar de esta forma el proceso de 
validación como se indica en el procedimiento CAGC7-06. 
 
Determinación del porcentaje de recuperación de los compuestos orgánicos por 
extracción en fase sólida  
 
Posterior a esto se acondicionaron los cartuchos de extracción en fase sólida para la prueba de 
desempeño de las hormonas, así como la obtención del porcentaje de extracción de cada 
analito. 
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Validación de métodos de análisis cromatográficos de compuestos orgánicos de interés 
y cálculo de precisión exactitud, límite de detección, cuantificación y coeficiente de 
variación 
 
Para el cálculo de los límites de detección, límite de cuantificación del método, precisión y 
exactitud, se prepararon siete soluciones estándar de concentración más baja de la curva de 
calibración. Las siete soluciones de concentración baja se sometieron al proceso de extracción 
en fase sólida con cartuchos de extracción Figura 3. 
 
 
Figura 3. Proceso de extracción en fase sólida. 

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

 
 
Se derivatizaron con BSTFA/MSCI y piridina a una temperatura de 80ºC por 30 minutos en 
estufa. Pasado el tiempo se sacaron y dejaron enfriar. Se realizó el cambió de disolvente a 
tolueno y se reconstituyo con tolueno y por último se inyectaron al Cromatógrafo de Gases ï
Espectrometría de Masas. 
 
En el anexo A  se presentan los datos de linealidad, los límites de detección del método, límites 
de cuantificación, precisión, exactitud e intervalos de confianza  para las hormonas. 
 
Discusión de Resultados. 
 
El método de derivatización más adecuado y que presenta una mayor sensibilidad es con el  
BSFTA mezclado con TMCSI y piridina como catalizador a 80 ºC por 30 minutos. 
 
De las pruebas de desempeño se observan que los límites de detección son del orden de 
nanogramos 0.007 ng/L, 0.003ng/L, 0.002 ng/L para 17ß-estradiol,  Estrona, y 17Ŭ-etinilestradiol  
respectivamente. 
Se calculó la Linealidad y posteriormente se prepararon las soluciones requeridas en el 
procedimiento de prueba de desempeño para obtener los límites de detección, cuantificación, 
precisión, exactitud e intervalos de confianza como se indica en el procedimiento  CAGC7-06. 
Los resultados se presentan en el anexo A para 17ß-estradiol,  Estrona, y 17Ŭ-etinilestradiol. 
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En cuanto a los límites de cuantificación se obtuvieron de 0.064, 0.053 y 0.026 para  
17ß-estradiol,  Estrona, y 17Ŭ-etinilestradiol por debajo de las concentraciones reportadas en la 
bibliografía, lo que hace al método aplicable a aguas residuales y de abastecimiento. 
La precisión 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 determinación de estos compuestos y que además cumple 
con los criterios del procedimiento CAGC7-06. 
 
Elaboración de los procedimientos de amoxicilina, diclofenaco y hormonas 
 
Un vez concluido la validación de las hormonas 17ß-estradiol,  Estrona, y 17Ŭ-etinilestradiol, se 
procedió a generar su procedimiento de análisis el cual se encuentra en el Anexo A (página   ), 
junto con el de diclofenaco y amoxicilina. 
 
7. CONCLUSIONES. 
 
La cromatografía de gases masas con extracción en fase sólida es una técnica sensible y 
adecuada para la determinación de 17ß-estradiol,  Estrona, y 17Ŭ-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 recuperación aceptables en los tres tipos de matriz. 
 
Tanto el 17ß-estradiol,  Estrona, y 17Ŭ-etinilestradiol presentan una alta correlación, como lo 
indica la linealidad de cada uno de los compuestos. 
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6.2 DESARROLLO Y VALIDACIÓN DE UN MÉTODO POR CROMATOGRAFÍA DE LÍQUIDOS 
DE ALTA RESOLUCIÓN (HPLC)  PARA LA DETERMINACIÓN DE DICLOFENACO Y 
AMOXICILINA. 
 
6.2.1Introducción. 
 
De todos los contaminantes emergentes, los que probablemente suscitan mayor preocupación y 
estudio en los últimos años son los fármacos y, en particular, los antibióticos. El consumo de 
fármacos en los países de la UE se cifra en toneladas por año, y muchos de los más usados, 
entre ellos los antibióticos, se emplean en cantidades similares a las de los pesticidas (Jones 
OA et al., 2001). 
Las primeras evidencias de la presencia de fármacos en el medio acuático se 
produjeron en los años 70 con la identificación en aguas residuales en EEUU del ácido 
clofibrico, que es el metabolito activo de varios reguladores de lípidos en sangre (clofibrato, 
etofilin clofibrato, y etofibrato). Sin embargo, no ha sido hasta principios de la década de los 90 
que el tema de los fármacos en el medio ambiente ha surgido con fuerza, como demuestran los 
numerosos artículos publicados desde entonces, los cuales han despertado un gran interés 
científico y social (tal y como ocurrió en España tras la publicación en la prensa de algunos de 
los resultados obtenidos por el equipo de investigación del Dr. Barceló: El Periódico, 26 Octubre 
2005; El País, Enero 2006; El global, 30 Enero 2006). 
Entre los fármacos mas prescritos en medicina humana destacan los 
Analgésicos /antiinflamatorios como el ibuprofeno y el diclofenaco, los antiepilépticos como la 
carbamacepina, antibióticos como la amoxicilina y el sulfametoxazol, y los ɓ-bloqueantes como 
el metoprolol. A estos cabe añadir los, cada vez más, utilizados en veterinaria, en actividades 
como la acuicultura, la ganadería, y la avicultura. Según las propiedades fisicoquímicas de los 
fármacos y sus metabolitos y productos de degradación, y las características de los suelos, 
estas sustancias pueden llegar a alcanzar las aguas subterráneas y contaminar los acuíferos o 
bien quedar retenidas en el suelo y acumularse pudiendo afectar al ecosistema y a los humanos 
a través de la cadena trófica. En consecuencia, para una evaluación realista del medio acuático 
es necesario un estudio integrado agua subterránea-suelo/sedimento-agua superficial suelo. 
Los fármacos que se han detectado en el medio ambiente acuático, ya sea directamente o sus 
metabolitos, incluyen analg®sicos/antiinflamatorios, antibi·ticos, antiepil®pticos, ɓ-bloqueantes, 
reguladores de lípidos, 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 eliminación incompleta en las plantas de depuración de aguas) o en 
aguas subterráneas (debido a la escasa atenuación que experimentan algunos compuestos 
durante la filtración a través de suelos) se sitúan normalmente en el rango de ng/L o ɛg/L, 
mientras que en suelos y sedimentos, en donde pueden persistir durante largos periodos de 
tiempo (la vida media del ácido clofibrico, por ejemplo, se estima en 21 anos), alcanzan 
concentraciones de hasta g/Kg (Hernando MD et al., 2006a; Díaz-Cruz MS, Barceló D, 2005). 
Pero lo que ha despertado una mayor preocupación ha sido el hallazgo de algunos de ellos 
(como el ibuprofeno, el diclofenaco, la carbamacepina, o el ácido 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 están aún 
claras, pero en otros el riesgo parece evidente, y alarmante. Asi, por ejemplo, el diclofenaco, 
aparte de afectar a los riñones en los mamíferos, se ha asociado (como consecuencia de su 
uso en veterinaria) con la desaparición de los buitres blancos en la India y Pakistán, lo que 
supone, según el autor de este estudio (Fent K et al., 2006), un desastre ecológico comparable 
al acontecido en el pasado con el DDT. Otro ejemplo es el del propanolol, que el equipo de 
investigación del Dr. Barceló ha detectado en múltiples ocasiones en España (Hernando MD et 
al., 2006b), y que se ha visto tiene efectos sobre el zooplancton, así como sobre los organismos 
bentónicos (Fent K et al., 2006). 
Como resultado de las investigaciones llevadas a cabo hasta ahora, algunos fármacos están 
siendo considerados por la US EPA como posibles candidatos a ser incluidos en la lista de los 
contaminantes orgánicos prioritarios en el agua potable, como es el caso del diclofenaco 
(antirreumático), la carbamacepina (antiepiléptico), y el cloranfenicol (antibiótico). En la UE, por 
el momento, no se han fijado límites máximos en el agua potable, y por tanto, no es necesario el 
seguimiento de tales compuestos, sin embargo, lo más probable es que en un futuro próximo 
sean regulados. 
Actualmente en Europa hay más de 3000 ingredientes activos permitidos para su uso en el 
cuidado de la salud. Sin embargo, desde que se detectara el primer residuo de ácido clofibrico 
hasta el momento, únicamente unos 100 de ellos han sido alguna vez analizados en diferentes 
compartimentos medioambientales. La necesidad de seguir trabajando en esta línea de 
investigación, en la que se debe incluir el estudio de los metabolitos y los productos de 
transformación (Miao XS et al., 2005; Bedner M, Maccrehan WA, 2006), es, por tanto, evidente. 
Por el momento el número de artículos dedicados al análisis de fármacos en aguas es muy 
superior al del análisis en matrices solidas (Díaz-Cruz S et al., 2003; Díaz-Cruz MS, Barceló 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 tecnológicos habidos en el 
campo de la química analítica permiten afrontar hoy por hoy este reto con grandes 
probabilidades de éxito. 
Para el análisis de fármacos se han empleado fundamentalmente la cromatografía de gases y la 
de líquidos con espectrometría de masas, pero la tendencia es a emplear, tanto en una como 
en otra, la espectrometría de masas en tándem para poder diferenciar entre posibles isómeros 
(Díaz-Cruz MS, Barceló D, 2005; Petrovic et al., 2005; Petrovic M, Barceló D, 2006). Los grupos 
de fármacos que en la actualidad se consideran mas peligrosos y demandan investigación son: 
- los antibióticos, por la posibilidad de que se desarrollen cepas bacterianas resistentes que 
hagan que estos compuestos resulten ineficaces para el fin para el que fueron diseñados (Díaz-
Cruz S et al., 2003) (los antibióticos ocupan el tercer puesto en volumen de uso de todos los 
fármacos 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 fácilmente las aguas subterráneas por percolación a 
través de suelos. 
- los citostaticos, porque debido a su gran potencia farmacológica, exhiben con frecuencia 
propiedades carcinogénicas, muta génicas o embriogénicas, y, al igual que los anteriores, 
parecen presentar una eliminación negligible en los procesos de depuración, y  los estrógenos, 
utilizados fundamentalmente como anticonceptivos y para el tratamiento de desórdenes 
hormonales tan frecuentes como la menopausia, que son los responsables en muchos casos de 
la aparición de fenómenos de feminización, hermafroditismo, y disminución de la fertilidad. 
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Debido a lo anteriormente expuesto, se implementa en el laboratorio de calidad del agua la 
metodología de análisis de diclofenaco y amoxicilina. 
 
6.2.2.1 DICLOFENACO. 
 
6.2.2.1.1 Mecanismo de acción del Diclofenaco: 
 
EL Diclofenaco es un fármaco 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 inhibición de la síntesis de prostaglandinas. El 
Diclofenaco inhibe la síntesis de prostaglandinas en los tejidos del cuerpo por la inhibición 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 formación de prostaglandinas en la ruta del 
ácido araquidónico. 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 
agregación plaquetaria. Puede bloquear la generación del dolor a través de una acción 
periférica que puede implicar la reducción de la actividad de las prostaglandinas, y posiblemente 
la inhibición de la síntesis o acciones de otras sustancias que sensibilizan los receptores del 
dolor a la estimulación mecánica o química. 
 
Fórmula desarrollada: 

 
Propiedades fisicoquímicas: 
 
Fórmula molecular:      C14-H11-Cl2-NO2  
Peso molecular:       296.15  
Olor:   Sin olor 
Solubilidad: En agua, 50 mg/mL a 25ºC 
 
 

6.2.3.2 METODOLOGÍA DE ANÁLISIS 
 
6.2.3.2.1 Material y reactivos. 
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     6.2.3.2.2 Equipos e instrumentos 
 

¶ Cromatógrafo de Líquidos HP 1050, calibrado 

¶ Balanza analítica OHAUS Discovery, código E-866, calibrada  

¶ Balanza analítica OHAUS Explorer Pro, código Tar-PP-03 

¶ Potenciómetro Orion-Termo, calibrado  

¶ Baño Ultrasónico 

¶ Parrilla de agitación 
 
     6.2.3.2.2 Reactivos y disolventes 
 

¶ Fosfato monobásico de potasio  J. T. Baker,  grado reactivo 

¶ Hidróxido de sodio J. T. Baker, grado reactivo 

¶ Ácido fosfórico,  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  ñMillexò con tama¶o de poro de 0.45 Õm 

¶ Micropipetas calibradas de 500 y 1000 µL, código, EM-UA-09   

¶ Cartuchos  de separación 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 
 
Denominación Común Internacional (DCI)       Diclofenaco 
Denominación Genérica       Diclofenaco 
Número de Lote       BCBD2026V 
Fecha de Caducidad       Octubre de 2018 
Fabricante       SIGMA 
   
 
   
6.2.3.2.5 Método analítico 
 
      6.2.3.2.5.1 Preparación de soluciones 
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      6..2.3.2.5.2 Solución fosfato de potasio monobásico 0.025M pH 4.7 ± 0.1. Disolver 3.40g 
de fosfato de potasio monobásico 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 Solución fosfato de potasio monobásico 0.025M pH 11 ± 0.1. Disolver 0.34g 
de fosfato de potasio monobásico 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 móvil pH 6 ± 0.1. Mezclar un volumen de 150mL de solución de fosfato de 
potasio monobásico 0.025M pH 4.7 ± 0.1 y 350mL de acetonitrilo. Filtrar a través de membrana 
de 0.45 µm y sonicar por un periodo de 10 minutos. Ajustar la mezcla a pH 6 ± 0.1 con NaOH 
1N  
 
      6.2.3.2.5.4 Solución reconstituyente. Mezclar un volumen de 30mL de solución de fosfato 
de potasio monobásico 0.025M pH 11 ± 0.1 y 70mL de acetonitrilo. Ajustar, si es necesario, pH 
de la solución a 12 con NaOH 1N.  
 
      6.2.3.2.5.5 Solución de lavado. Preparar una solución 70/30 de fosfato de potasio 
monobásico 0.025M pH 4.7 y acetonitrilo. 
 
     6. 2.3.2.5.6 Solución Stock de referencia Diclofenaco, 1000 µg/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 dilución completa. Llevar a volumen con metanol.  
 
     6. 2.3.2.5.7 Solución Estándar de Diclofenaco 40 µg/mL (Sol. A). Transferir 1 mL de la 
solución Stock de Diclofenaco a un matraz volumétrico de 25mL, mezclar y aforar con solución 
reconstituyente ajustado a pH 12 ± 0.1. 
 
     6.2.3.2.5.8 Solución Estándar de Diclofenaco 4 µg/mL. Transferir 1mL de la solución 
Estándar de Diclofenaco 40 µg/mL (Sol. A) a un matraz volumétrico de 10mL, mezclar y aforar 
con solución reconstituyente ajustado a pH 12 ± 0.1. 
 
      6.2.3.2.5.9 Solución Estándar de Diclofenaco 2 µg/mL. Transferir 5mL de la solución 
Estándar de Diclofenaco 4 µg/mL a un matraz volumétrico de 10mL, mezclar y aforar con 
solución reconstituyente ajustado a pH 12 ± 0.1. 
 
      6.2.3.2.5.10 Solución Estándar de Diclofenaco 1 µg/mL. Transferir 2.5mL de la solución 
Estándar de Diclofenaco 4 µg/mL a un matraz volumétrico de 10mL, mezclar y aforar con 
solución reconstituyente ajustado a pH 12 ± 0.1. 
 
     6.2.3.2.5.11 Solución Estándar de Diclofenaco 0.4 µg/mL. Transferir 2mL de la solución 
Estándar de Diclofenaco 2 µg/mL a un matraz volumétrico de 10mL, mezclar y aforar con 
solución reconstituyente ajustado a pH 12 ± 0.1. 
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      6.2.3.2.5.12 Solución Estándar de Diclofenaco 0.2 µg/mL. Transferir 1mL de la solución 
Estándar de Diclofenaco 2 µg/mL a un matraz volumétrico de 10mL, mezclar y aforar con 
solución reconstituyente ajustado a pH 12 ± 0.1. 
 
     6.2.3.2.5.13 Solución Estándar de Diclofenaco 0.08 µg/mL. Transferir 2mL de la solución 
Estándar de Diclofenaco 0.4 µg/mL a un matraz volumétrico de 10mL, mezclar y aforar con 
solución reconstituyente ajustado a pH 12 ± 0.1. 
 
     6.2.3.2.5.14 Placebo. Agua municipal potable. 
 
      6.2.3.3 Procedimiento de Extracción de la Muestra 
 
     6.2.3.3.1 Preparación de placebo adicionado. Transferir una alícuota de 1mL de solución 
estándar de Diclofenaco de concentración 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 Separación 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 Extracción de la muestra. Transferir el total del placebo adicionado al cartucho de 
separación. Aplicar vacío para obtener un flujo aproximado de 10mL/min. Lavar posteriormente 
con 5mL de solución de lavado anteriormente descrita. 
 
     6.2.3.3.4 Elución  y reconstitución de la muestra. Transferir 2mL de acetonitrilo al 
cartucho y colectar en un vial de 4mL, concentrar a sequedad con flujo de nitrógeno y adicionar 
1mL de la solución reconstituyente pH 12±0.1. 
         
6.2.4 Condiciones cromatográficas. 
 

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

Detector: UV/Vis 

Fase móvil: 

Solución amortiguadora de 
fosfatos 0.025M pH 4.7 ± 0.1: 
Acetonitrilo (30:70), ajustar a pH 6 
± 0.1 con NaOH 1N 

Flujo: 1mL/min 

Temperatura auto inyector: 25oC 

Temperatura horno para columna: 25oC 

Longitud de onda: 280nm 

Volumen de inyección: 100 µL 

Tiempo de retención: 3.6 ± 0.1 min 
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      6.2.5 Plan  de prueba para  validación. 
 
 
      6.2.5.1 Eficiencia de la columna.  
 
Procedimiento. Utilizar una mezcla metanol/agua (60/40) como fase móvil e inyectar 
metilparabeno y propilparabeno como estándar. 
 
Información de reporte y cálculos. Reportar las siguientes respuestas analíticas obtenidas: 

¶ Eficiencia de la columna expresada como número de platos teóricos (N). 

¶ Resolución 
 
 
      6.2.5.2 Aptitud del Sistema. 
 
Propósito. Verificar las características de repetitividad que permiten determinar si el sistema 
cromatográfico es adecuado para la ejecución del método analítico. 
 
Procedimiento. Verificar la aptitud del sistema inyectando por sextuplicado una solución 
estándar de concentración conocida. Esto debe realizarse cada vez que se inicie una corrida 
analítica. 
 
Información de reporte y cálculos. Reportar las siguientes respuestas analíticas de 
Diclofenaco obtenidas: 
 
Á Tiempo de retención (tr)  
Á Área bajo la curva del pico correspondiente al Diclofenaco 
Á CV de las respectivas áreas reportadas de Diclofenaco 
 
Criterios de Aceptación  
Á Tiempo de retención de Diclofenaco 
Á CV Ò 2.0 % 
 
6.2.5.3 Linealidad del sistema. 
 
Propósito. Verificar la habilidad del sistema cromatográfico (analista, reactivos, sistema de 
separación y sistema de detección) en términos de la variabilidad  en la respuesta analítica 
(área bajo la curva, tiempo de retención). 
 
Procedimiento. Preparar al menos tres curvas de calibración con al menos seis puntos de 
concentración de Diclofenaco desde 80ng/mL a 4000ng/mL. Transferir cada una de las 
soluciones de referencia a viales de 1.5mL para su inyección. Inyectar por duplicado cada punto 
y registrar al área bajo la curva. 
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Información de reporte y cálculos. Obtener un promedio de las áreas registradas por cada 
punto de la curva. Trazar una gráfica de concentración (x) vs  área (y), incluir en ella la ecuación 
y la línea de ajuste. Calcular el valor de la pendiente (b1),  la ordenada al origen (b0), el 
coeficiente de determinación (r2) y el intervalo de confianza para la pendiente IC(b1). 
 
Criterios de aceptación. 
Á r2 Ó 0.98. 
Á IC (b1) no debe incluir el valor  cero. 
 
 

6.2.5.4 Precisión del Sistema. 
 
Propósito. Verificar la habilidad del sistema cromatográfico (analista, reactivos, sistema de 
separación y sistema de detección) en términos de la variabilidad  en la respuesta analítica 
(área bajo la curva, tiempo de retención) como función de la concentración de la sustancia de 
referencia para determinar si el sistema es adecuado para la ejecución del método analítico. 
 
Procedimiento. Preparar por sextuplicado, soluciones de concentración consideradas como 
alta, media y baja. En este caso se considerarán 4000ng/mL, 1000ng/mL y 80ng/mL. 
 
Información de reporte y cálculos. Calcular Desviación Estándar (S) y Coeficiente de 
Variación (CV) de la respuesta analítica. 
 
Criterios de aceptación. 
Á CV Ò 2%. 
 

6.2.5.5 Linealidad del Método y porcentaje de recobro. 
 
Propósito. Verificar la capacidad del método analítico para asegurar que la respuesta es 
directamente proporcional a la concentración de Diclofenaco adicionada al placebo. 
 
Procedimiento. Las soluciones de cada nivel se preparan por sextuplicado y por diluciones 
independientes. La preparación del placebo adicionado debe ser de concentraciones alta, 
media y bajo (4000ng/mL, 1000ng/mL y 80ng/mL). Obtener los cromatogramas de cada 
inyección y registrar las áreas del pico principal, calcular la cantidad recuperada en ng/mL 
 
Información de reporte y cálculos. Trazar una gráfica de cantidad adicionada (x) vs. cantidad 
recuperada (y). Calcular el valor de la pendiente (b1), la ordenada al origen (b0) y el coeficiente 
de determinación (r2), el intervalo de confianza para la pendiente IC(b1), el intervalo de 
confianza para la ordenada al origen IC(b0) y el coeficiente de variación de regresión (CVY/X). 
Calcular el promedio aritmético (˄), la desviaci·n est§ndar (S), el coeficiente de variaci·n (CV) 
del porcentaje de recobro. 
 
Criterios de aceptación.                            
Á r2 Ó 0,98 
Á IC (b1) debe incluir la unidad 
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Á IC (b0) debe incluir el cero  
Á CVY/X Ò 2,0% del porcentaje de recobro 
Á CV  Ò 2,0 % 
 

6.2.5.6 Precisión y Exactitud del Método. 
 
Propósito. Verificar la concordancia entre el valor experimental (cantidad recuperada) con su 
verdadero valor (cantidad adicionada). 
 
Procedimiento. Preparar extracciones de muestras de concentración alta, media y baja 
(4000ng/mL, 1000ng/mL y 80ng/mL). La extracción de las muestras se realizará por 
sextuplicado y por pesadas independientes. 
 
Información de reporte y cálculos. 
Calcular el porcentaje de recobro. Calcular el promedio aritmético del % de recobro (˄), la 
desviación estándar (S), el coeficiente de variación (CV) del contenido. 
         
Criterios de aceptación. 
Á CV  Ò 2,0 %. 
 
 

6.2.5.7 Estabilidad analítica de la muestra. 
 
Propósito. Verificar la reproducibilidad de los resultados de prueba bajo las condiciones 
normales de operación, analizando las soluciones de la muestra en diferentes intervalos de 
tiempo,  la información generada en este tipo de estudios permite establecer el tiempo máximo 
de análisis de una muestra procesada en una etapa especifica del método analítico. 
 
Procedimiento. Preparar una muestra de concentración 4000ng/mL y fraccionarla en 9 viales. 
Determinar al inicio la valoración de la preparación 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 día soluciones de referencia recientemente preparadas. Proseguir con 
el análisis de cada fracción de la solución muestra, utilizar un vial por acondicionamiento por 
día. 
 
Información del reporte y cálculos. Obtener el an§lisis inicial (Ȓ0) y el análisis de cada 
condici·n de almacenaje (Ȓ1). Calcular la diferencia absoluta de la media aritmética de cada 
condición de Diclofenaco respecto al análisis inicial |di|. Con la siguiente fórmula: 
 
|di| = ƅȒ1 ï Ȓ0ƅ 
 
Donde: 
|di| = Diferencia absoluta 
Ȓ0 = Condición inicial % 
Ȓ1 = Condición de almacenaje % 
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Criterio de aceptación. 
|di| Ò 2.0 % 
 
 
      6.2.5.8 Límite de Cuantificación. 
 
Propósito. Determinar la mínima cantidad de Diclofenaco en la muestra que puede ser 
cuantificado con una precisión y exactitud aceptable bajo las condiciones de operación 
establecidas la habilidad del sistema cromatográfico (analista, reactivos, sistema de separación 
y sistema de detección) en términos de la variabilidad  en la respuesta analítica (área bajo la 
curva, tiempo de retención) como función de la concentración de la sustancia de referencia para 
determinar si el sistema es adecuado para la ejecución del método analítico. 
 
Procedimiento. Preparar de 3 a 5 niveles de concentración, por triplicado, soluciones de 
4000ng/mL, 1000ng/mL y 80ng/mL de la concentración del analito, partiendo de la solución 
stock de Diclofenaco utilizada para la linealidad del sistema.  
 
Información de reporte y cálculos. Calcular el valor de la pendiente, ordenada al origen, 
desviación estándar de regresión, coeficiente de correlación, coeficiente de variación y el 
intervalo de confianza para la pendiente. Calcular el Límite de Cuantificación (LC) con la 
siguiente ecuación: 
 
LC = 10ů / m 
 
 
Donde: 
ů es la desviaci·n est§ndar de regresi·n. 
m, es la pendiente de la línea de calibración. 
 
Criterios de aceptación. 
Á r 2  Ó 0.98 
Á IC para la pendiente no debe incluir el 0 

 
6.2.5.9 Robustez. 
 
Propósito. Evaluar la capacidad del método analítico de mantener su desempeño al 
presentarse variaciones significativas, en las características normales de operación del método. 
 
Procedimiento. Realizar la valoración por triplicado de una muestra homogénea. Determinar la 
valoración de cada una de las muestras utilizando soluciones de referencia recientemente 
preparadas, realizar la corrida cromatográfica bajo las siguientes condiciones: 
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Á pH 1: pH normal de trabajo de la fase móvil (pH=6) 
Á pH 2: pH de prueba de la fase móvil (pH=6.5) 
 
Información del reporte y cálculos. Reportar el contenido de Diclofenaco en las muestras, 
calcular la media aritmética de la condici·n normal de operaci·n (Ȓ0), y de la condición de 
operaci·n modificada (Ȓi). Calcular la diferencia absoluta de la media aritmética de cada 
condición de operación modificada con respecto a la condición normal mediante la siguiente 
fórmula: 
 
|di| = ƅȒ1 ï Ȓ0ƅ 
 
Donde: 
|di| = Diferencia absoluta 
Ȓ0 = Media aritmética de la condición normal (%) 
Ȓ1 = Media aritmética de la condición modificada (%). 
 
Criterio de aceptación. 
|di| Ò 2,0%. 
 
    6.2.5.10 Tolerancia. 
 
Propósito. Establecer el grado de reproducibilidad de los resultados analíticos obtenidos por el 
análisis de la misma muestra bajo modificaciones externas al método como: diferentes equipos, 
lotes de reactivos o columnas. 
 
Procedimiento. Realizar la valoración por triplicado de una muestra homogénea de producto 
terminado escogiendo una presentación. Determinar la valoración de cada una de las muestras 
utilizando soluciones de referencia recientemente preparadas, realizar la corrida cromatográfica 
bajo las siguientes condiciones. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

CONCENTRACIÓN 
(ug/mL) 

pH 

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 
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CONCENTRACIÓN 
(µg/mL) 

EQUIPO 

COLUMNA 
1 

COLUMNA 
2 

COLUMNA 
3 

4 TOL  M1 TOL M1 TOL M1 

4 TOL  M2 TOL M2 TOL M2 

4 TOL  M3 TOL  M3 TOL  M3 

 
Á  
Á Columna 2 : Columna de prueba (Agilent C18 250mm X 4.6mm, 5 µm) 
Á Columna 3 : Columna de prueba (Waters C18 250mm X 4.6mm, 5 µm) 
 
Información del reporte y cálculos. Reportar el contenido de Diclofenaco en las muestras, 
calcular la media aritmética ( )˄, desviación estándar (S) y coeficiente de variación  (CV) de los 
datos obtenidos. 
 
Criterio de aceptación.  
Á CV total Ò 2,0 %. 
 
6.2.6 RESULTADOS 
 
      6.2.6.1 Eficiencia de la columna. 
 

¶ Eficiencia de la Columna. Se reportó una eficiencia de la columna de 1968.32 platos 
teóricos. 

¶ Resolución. Se reportó una resolución de la columna de 2.5 
 
6.2.6.2 Aptitud del Sistema. 
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Cromatograma de diclofenaco. 

 
                       
Tabla 1. Relación de tiempo y área para Aptitud del Sistema 
El coeficiente de variación en la aptitud del sistema es menor al 2% y el tiempo de retención se 
observa alrededor de los 3.58 minutos. 
 
 
6.2.6.3 Linealidad del Sistema. 
 
El valor R2 es mayor a 0.98. El intervalo de confianza para la pendiente se calculó con la ayuda 
de la herramienta ñExcelò y no incluye el valor cero. 
 

 
Tabla 2. Relación concentración/área para Linealidad del Sistema 
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Fig. 1. Linealidad del Sistema. 
 
 

6.2.6.4 Presición del Sistema.  
 

 
Tabla 3. Precisión del Sistema. 
 
 
Se realizaron 6 muestras de tres concentraciones diferentes. Los Coeficientes de Variación son 
menores al 2%, por lo tanto aprueban este parámetro. 
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 6.2.6.5 Linealidad del método y porcentaje de recobro. 
 

 
Tabla 4. Relación de concentraciones para Linealidad del Método. 
 
 
Se realizaron seis extracciones de  tres concentraciones diferentes, el promedio de cada 
concentración recuperada se graficó contra la adicionada para obtener la linealidad del método. 
 
 

 
Fig. 2. Linealidad del Método. 
El valor R2 es mayor a 0.98. Los intervalos de confianza para la pendiente y el intercepto fueron 
calculados con la ayuda de ñExcelò. 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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Tabla 5. Parámetros para evaluar Linealidad del Método. 
 
 

 
 
Tabla 6. Porcentaje de Recobro. 
 
     
 
 
 
 
 



  
 

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

 
 
 
 6.2.6.6 Precisión del Método. 
 

 
Tabla 7. Precisión del Sistema. 
 
     6.2.6.7 Estabilidad analítica de la muestra. 
 
La diferencia absoluta reportada según la prueba de estabilidad analítica no rebasa el 2% por lo 
que la muestra se considera estable para el estudio comprendido en 5 días. 
 
 

 
Tabla 8. Relación de áreas para Estabilidad de la muestra. 
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Tabla 9. Relación de áreas en porcentaje para Estabilidad de la muestra. 
 

 
Tabla 10. Diferencia absoluta de porcentaje para Estabilidad de la muestra. 
 
 
      6.2.6.8 Límite de Cuantificación. 
 
 Partiendo de la fórmula establecida para obtener el límite de cuantificación del método 
analítico para determinación de Diclofenaco, éste se obtuvo en la cantidad de 0.04 µg/mL 
 

 
Tabla 11. Límite de cuantificación 
 
      6.2.6.9 Robustez. 
 
La relación de áreas reportadas al cambiar el pH de la fase móvil no se vieron 
significativamente afectadas pero el tiempo de retención del pico si observó un comportamiento 
distinto. 
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Tabla 12. Relación de áreas para Robustez                                
 

 
                 
 
Tabla 12. Relación de tiempo de retención para Robustez 
 

 
      6.2.6.10 Tolerancia. 
 
La relación de áreas se vio afectada en las dos columnas de prueba además de que en ambas 
presentaron el pico más ancho y más pequeño. 
 

 
Tabla 13. Relación de áreas para Tolerancia. 
 
7.2 DISCUSION Y CONCLUSIONES 
 
Como resultado del análisis de la linealidad del método, dicho parámetro cumplió con los 
criterios de aceptación establecidos y hubo una relación lineal entre las concentraciones del 
Diclofenaco y las áreas obtenidas para cada una. 
 
Como se observa en las Tablas 4 y 6 se obtuvieron valores de desviación estándar relativa y 
porcentaje de recobro dentro de los límites establecidos considerados como aprobados y hubo 
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una relación lineal entre los valores de referencia por lo que se considera que el método es 
exacto. 
 
En el parámetro de repetitividad, fueron necesarias al menos 6 determinaciones de cada 
concentración para asegurar que el método es preciso, con valores de coeficientes de variación 
menores al 2%. Según los resultados obtenidos en el reproducibilidad se puede concluir que el 
método es aceptable. 
 
Se logró obtener un buen límite de detección para determinar concentraciones relativamente 
bajas de Diclofenaco.  
 
De acuerdo a  los resultados obtenidos, el método analítico desarrollado mediante 
cromatografía de líquidos de alta resolución permite cuantificar Diclofenaco de forma eficiente 
en muestras de agua potable, pues se obtienen picos finos, bien definidos y con buena 
resolución entre ellos. 
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6.3. AMOXICILINA 
 
 
6.3.1 Antibiótico 
El término antibiótico fue utilizado por primera vez por Selman Waksman en 1942 así entonces  
en términos estrictos o históricos, un antibiótico es una sustancia secretada por un 
microorganismo, que tiene la capacidad de afectar a otros microorganismos. 
Pero en la actualidad la definición de un antibiótico está siendo usada para incluir a los 
antimicrobianos sintéticos o quimioterapéuticos antimicrobianos y otros agentes derivados de 
productos naturales y aquellos con propiedades antibióticas descubiertas empíricamente. El 
objetivo del tratamiento con antibióticos es conseguir una concentración de este, en el foco de 
la infección, por lo tanto la automedicación con antibióticos es peligrosa y a veces 
contraproducente ya que un antibiótico bactericida y uno bacteriostático 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 antibiótico semisintético derivado de la penicilina. Se trata de una aminó 
penicilina que actúa contra un gran espectro de microorganismos, tanto gran positivos como 
gran negativos, es absorbida rápidamente en el intestino delgado (disponibilidad de 80% aprox.) 
y es eliminada en la orina sin ser metabolizada. Este antibiótico es más estable a pH acido (3.5-
6.0) tiene un pKa1 2.8, pKa2 7.2, soluble en agua, metanol y etanol, e insoluble en hexano, 
benceno y acetonitrilo. 
 
 
  

 
 
 
FIGURA 1. Estructura molecular de la amoxicilina 
 
 
METODOLOGÍA 
 
6.3.1 Búsqueda bibliográfica 
 
Se revisaron artículos relacionados con la investigación de los cuales, se tomaron las 
condiciones cromatográfIcas, tiempos de retención y áreas aproximadas a las cuales habían 
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obtenido, los picos de la amoxicilina, además de las soluciones (fase móvil, buffer) y las 
condiciones de estas (pH, Molaridad, relación v/v) 
 
6.3.2 Selección del método por HPLC para la determinación de amoxicilina 
 
Se realizaron pruebas con estándares (STD) de amoxicilina, trabajando con las diferentes 
soluciones (fase móvil, buffer) y condiciones de estas que mencionaban los artículos, con la 
finalidad de obtener la que diera una mayor estabilidad a la molécula, durante las pruebas se 
probaron diferentes tipos de columnas  cromatográficas con el fin de ajustar los tiempos de 
retención de los picos. 
 
Cromatograma de Amoxicilina  con tiempo de retención de 3.94 min. 
 

 
 
 
 
6.3.3 Linealidad del sistema. Curvas de calibración a partir de estándar de amoxicilina  
 
Estas curvas fueron preparadas para determinar la linealidad del sistema el cual solo se puede 
trabajar con estándares por lo tanto lo único que se está 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 fármacos en el agua. 
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6.3.4 Validación del método. 
Para la validación del método se realizaron, diferentes pruebas y se analizaron 
estadísticamente, para demostrar cada parámetro que se menciona a continuación, los cuales 
se describe como se obtuvieron de una forma más detallada en el resultado
Linealidad del sistema y precisión del mismo, % de recuperación. 
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6.3.5 Optimización del método de extracción ( % de recuperación) 
 
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 extracción , para la 
preparación de la muestra se trabajo con diferentes tipos de agua (HPLC, municipal, deionizada) 
modificándoles el pH, para posteriormente fortificarlas con diferentes concentraciones de 
amoxicilina, estas fueron pasadas por extracción en fase sólida y eluidas con distintos solventes 
(metanol, acetonitrilo, metanol/acido fórmico) para después concentrarlas por evaporación con N2 , 
para de esta forma obtener el solvente que arrastrara la muestra en mayor cantidad. 
 
 
 
6.3.6 RESULTADOS 
 
TABLA 1. Condiciones cromatografícas 
 

 
 
6.3.6.1 Selección del método HPLC 
 
El método fue seleccionado debido a que las concentraciones a analizar fueron muy bajas, las 
condiciones cromatográficas se determinaron por una serie de pruebas utilizando diferentes 
columnas ( Agilent, Thermo) de las cuales la columna Thermo de 250 x 4.5mm y 5µm de espesor 
fue la que dio una mejor respuesta a la señal de la amoxicilina, el flujo (1ml/min) y la longitud de 
onda 228nm) se tomaron de los artículos. 
 
6.3.6.1.2 Preparación de soluciones para fase móvil 
 
Soluci·n ñAò acido ac®tico 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. 
 
 

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

DETECTOR UV/Vis 

FASE MOVIL 
Solución de acetatos pH 4.6 ± 0.1 Metanol 
(96:4) V/V 

FLUJO 1 ml/minuto 

LONGITUD DE ONDA 228 nm 

VOLUMEN DE INYECCION 100 µL 

TIEMPO DE RETENCION  8.39 ± 1.0 min 
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Soluci·n ñBò 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 soluci·n ñAò se tomaron 255ml y se disolvieron con 245ml de la soluci·n ñBò estas se llevaron 
a 1000ml con agua HPLC, estas cantidades adicionadas de ambas soluciones daban el PH 
deseado. 
 
Fase móvil 
Del buffer de acetatos PH 4.6 se tomaron 500 ml y se mezclaron con 20ml de metanol grado 
HPLC, posteriormente esta solución se  filtro por membrana de 0.45µm y se desgasifico por 15 
min. 
 
 6.3.6.2.1 Preparación de soluciones de trabajo 
 
Soluci·n ñstockò 
Se pesaron 11.5 mg del estándar de referencia  de amoxicilina, se disolvió con 25 ml de 
dimetilsulfoxido y se aforo a 100 ml con acetonitrilo grado HPLC 
 
Solución fosfato de sodio 0.02 M pH 6 ± 0.1  
Se pesaron  2.83 gramos de Fosfato de sodio dibásico anhidro y se disolvieron  en 500ml de agua 
HPLC posteriormente se llevo a 1000ml con la misma agua, se ajusto en pH con acido fosfórico (P: 
84.17%) e hidróxido de sodio al 2 N 
 
Solución 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 solución, posteriormente se les ajusto el pH, a la primera con acido 
fosfórico y a la segunda con acido acético e hidróxido de sodio. 
 
. 
6.3.6.3 Linealidad del sistema 
 
 Nos sirve para determinar la proporcionalidad, entre la concentración del principio activo y su 
respuesta, para esta determinación se prepararon 3 curvas de calibración en diferentes días, 
donde se utilizaron 6 concentraciones (15, 25, 50, 100, 300, 500 ng/ml), para esto fue necesario 
realizar dos soluciones. 
 
Soluci·n ñAò: se tomo 1ml de la solución stock con una concentración de 101.12 µg/ml y se aforo 
a 100ml con buffer de acetatos pH 4.6.  
 
soluci·n ñBò : se tomo 5ml de la soluci·n ñAò con una concentraci·n de 1.0112 Õg/ml y se aforo a 
50ml con buffer de acetatos .esta  solución tuvo una concentración de 0.10112 µg/ml. En la 
siguiente tabla se explica de que solución y en qué cantidad se tomo para lograr la concentración 
deseada. 
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TABLA 2. Concentración de estándares para curvas de calibración 
 
 

Solución Alícuota  
(ml) 

Aforo buffer de 
Acetatos pH 4.6 
(ml) 

Concentración 
teórica (ng/ml) 

B 1.5 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 concentración se colocó en viales ámbar de 1.5ml y se colocaron en 
cromatógrafo de la siguiente forma adecuabilidad (100 ng/ml), fase móvil de acetatos, buffer de 
acetatos pH 4.6, concentración 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 concentración. 
Para poder calcular la linealidad es necesario trazar graficas de concentración (x) vs área (y), e 
incluir en ella la ecuación y la línea de ajuste, calcular el valor de la pendiente (b1), la ordenada al 
origen (b0) el coeficiente de determinación  (r2 ) y el intervalo de confianza para la pendiente IC (b1). 
Con la finalidad de determinar si cada curva cumple con los criterios de aceptación (TABLA 6) 
 
TABLA 3. Resultados de la curva de calibración (día 1) 
 

Concentración 
teórica (ng/ml) 

Concentración real    
(ng/ml) 

Relación  de áreas 

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 concentración real se obtuvo multiplicando la cantidad de alícuota tomada por la 
concentración de la solución a la que esta correspondía y se dividió entre los mililitros de buffer a 
los que se aforo el resultado de la concentración en daba en  (µg/ml) por lo tanto para obtenerla en 
(ng/ml) el resultado se multiplico por 1000 ya que (1µg =1000ng) 
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FIGURA 3. Grafica de la curva de calibración (día 1) 
 
 
 
TABLA 4. Resultados de la curva de calibración (día 2) 
 

Concentración 
teórica (ng/ml) 

Concentración real 
(ng/ml) 

Relación  de áreas 

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 

 
 
 

y = 0.1504x + 0.3143 
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FIGURA 4. Grafica de la segunda curva de calibración (día 2) 
 
 
Para la tercera curva se  preparo una nueva soluci·n ñstockò ya que la soluci·n utilizada en la 
primera y la segunda curva de calibración se comenzó a degradar, dando areas muy por debajo de 
las obtenidas en las anteriores curvas. Todo se realizo de la misma manera  pero en esta ocasión 
la concentraci·n de la soluci·n ñstockò fue de 103.74Õg/ml. La soluci·n ñAò tuvo una concentraci·n 
de 1.0374Õg/ml y la ñBò de 0.10374Õg/ml. 
 
Para obtener los resultados y poder hacer coincidir la concentración 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=Concentración 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 ï 0.1669 
Y = 1.84 
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TABLA 5. Resultados de la tercera curva de calibración ajustada (día 3) 
 

Concentración 
teórica (ng/ml) 

Concentración real 
(ng/ml) 

Relación de 
áreas (datos 
originales) 

Relación de 
áreas (con 
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 

 
 
 

 
 
FIGURA 5. Grafica de la tercer curva de calibración ajustada (día 3) 
 
TABLA 6. Resultados estadísticos de las tres curvas de calibración 
 

Criterio Curva 1 Curva 2 Curva 3 

b1 0.150397 0.12844078 0.13289086 

b0 0.3143 0.0051 -0.1669 

r2 .99996056 .99981387 .99998128 

IC(b1) 0.149- 0.151 0.126 ï 0.130 0.132- 0.133 

CV  0.82% 1.61 % 0.02% 

b1=Pendiente, b0= ordenada al origen, r2= coeficiente de determinación, IC (b1)= intervalo de 
confianza al 95% para la pendiente, CV=coeficiente de variación de la regresión. 
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TABLA 7.  Criterios de aceptación para cada curva 
 

criterio  

r2 Ó 0,98. 

CV de la regresión  NO <  2% 

IC (b1) No debe incluir el 
valor cero 

 
Por lo tanto las tres curvas de calibración cumplen con los criterios establecidos 
 
 
Posteriormente  de obtener los resultados de las tres curvas de calibración y viendo que estas 
cumplían con los criterios de aceptación, las áreas de las tres fueron promediadas, graficadas y de 
igual forma se determinaron los criterios de aceptación por medio  de las herramientas estadísticas 
de Excel.  
 
 
TABLA 8. Promedio de áreas de las tres curvas de calibración 
 

Concentración real 
(ng/ml) 
 

Área curva 1 Área curva 2 Área curva 3 Promedio de 
áreas 

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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FIGURA 6. Grafica de la linealidad del sistema intervalo de concentraciones 15.16 ï 505.60 ng/mL. 
 
 
TABLA 9. Resultados estadísticos de la linealidad del sistema 

Criterio  

b1 0.137209751 

b0 0.0495 

r2 1 

IC(b1) 0.136 ï 0.137 

CV  0.82% 

 
b1=Pendiente, b0= ordenada al origen, r2= coeficiente de determinación, IC (b1)= intervalo de 
confianza al 95% para la pendiente, CV=coeficiente de variación de la regresión. 
 
TABLA 10. Criterios de aceptación para la linealidad del sistema 
 

criterio  

r2 Ó 0,98. 

CV de la regresión  NO <  2% 

IC (b1) No debe incluir el 
valor cero 
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6.3.6.4 Limite de detección y cuantificación 
Se prepararon 4 estándar en tres ocasiones de diferente concentración ( 5, 10, 15 y 50 ng/ml) a 
partir de la soluci·n ñstockò, estos fueron inyectados en el cromat·grafo 3 veces cada uno, 
obteniendo como resultado que la concentración de 10ng/ml se puede detectar, pero debido a que 
su área es muy pequeña no se pudo integrar, por lo tanto no es cuantificable, sin embargo la 
concentración de 15ng/ml si es cuantificable dando una área de 1.90,1.84 y 1.99 
 
6.3.6.5 Precisión del sistema 
 
Su finalidad es verificar la habilidad del sistema cromatográfico (analista, reactivos, sistema de 
separación y sistema de detección) en términos de la variabilidad  en la respuesta analítica (área 
bajo la curva, tiempo de retención,.) como función de la concentración de la sustancia de 
referencia para determinar si el sistema es adecuado para la ejecución del método analítico. Sé 
prepararon 6 estándares de cada concentración (15, 50,500ng/ml) 
De la soluci·n ñstockò (103.74Õg/ml) se tomo 1 ml y se llevo a 100 ml con buffer de acetatos pH 4.6 
esta fue la soluci·n ñAò(1.0347Õg/ml), de esta soluci·n se tomo 5 ml y se llevo a 50 ml con buffer 
de acetatos pH 4.6 (0.10374µg/ml), posteriormente se tomo la alícuota correspondiente de cada 
solución por seis ocasiones para cada estándar, se coloco en viales ámbar de 1.5ml cada estándar 
y se inyecto al cromatógrafo por duplicado, para determinar la respuesta. 
En los resultados se reporta la señal analítica y se calcula el coeficiente de variación (CV), donde 
(CV) no debe exceder el 1.5% 
 
TABLA 11. Datos de la precisión del sistema 
 

Concentración real  
(ng/ml) 

Área 1 Área 2 Relación de áreas 

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 4.71 

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 4.12 

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 variación para la linealidad del método 

Concentración CV 

15.56 13.59-19.93 

51.87 4.35-6.88 

505.60 6.09-6.88 

 
 
6.3.6.6 Optimización del método de extracción 
 
Después de revisar los artículos seleccionados donde manejaban la técnica de extracción en fase 
sólida, 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 3 y 1 ml 
de metanol, el estándar para la muestra fue en buffer de fosfatos  pH 6 ± 0.1 y el agua utilizada fue 
municipal (llave), se utilizo fase móvil de fosfatos a pH 3 ± 0.1, posteriormente de pasar la muestra 
por el cartucho de separación fue eluída con  1ml de buffer de fosfatos pH 3 y se inyectaba al 
cromatógrafo, pero esta prueba se descarto ya solamente era reproducible en volumen de 1 ml, ya 
que aumentándose el volúmenes de muestra la amoxicilina se degradaba. 
 
Prueba de ensayo 2 
En esta prueba se cambio el tipo de cartucho ahora se utilizo CHROMABOND C6, utilizando buffer 
de fosfatos a diferente pH (3, 4.5, 6.0) para acondicionarlos, los estándares 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 nitrógeno, 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 cuestión 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 separación, para la 
muestra se utilizo un volumen de 100ml de agua municipal (llave) con E.D.T.A sal disódica 100mg 
por cada 1000ml, la muestra fue eluida con metanol/acido fórmico (100ml/90µl) y evaporada a  
sequedad con nitrógeno, finalmente fue reconstituida con buffer de acetatos pH 4.6 ± 0.1, es 
estándar fue preparado en buffer de fosfatos pH 6 ± 0.1 con una concentración de 100ng/ml. 
 Esta prueba fue la que nos dio el mejor porcentaje de recuperación con un volumen de muestra 
de 100ml (80%), ya que a mayor volumen el porcentaje de recuperación de amoxicilina disminuía a 
un (9%), obteniéndose su producto de degradación que es el acido amoxicilico. El porcentaje de 
recuperación se obtuvo de la siguiente manera % de recuperación = área de la muestra / área del 
estándar (100). 
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6.3.6.6.1 Acondicionamiento de cartuchos 
 
Los cartuchos de separación  utilizados fueron OASIS HLB Waters 6cc, estos fueron 
acondicionados con 6 ml de metanol grado HPLC y 6 ml de solución de buffer de acetatos pH 4.6/ 
E.D.T.A. 
 
6.3.6.6.2 preparación de la muestra 
 
Se utilizo agua municipal (llave) a la cual se le colocó 100mg de E.D.T.A sal disódica por cada 
1000 ml y se le ajusto el pH a 4.6 ± 0.1 con acido fosfórico e hidróxido de sodio, posteriormente se 
le coloco 1 ml del estándar con la concentración deseada. 
 
6.3.6.6.3 Proceso de extracción, elución y recuperación 
 
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 retención del analito, al terminar de extraerla 
se dejo con vacío por 10 min, para que no hubiera humedad en el cartucho de separación, pasado 
este tiempo la muestra fue eluida con 1ml de la solución metanol/acido fórmico (100ml/90µl) y 
evaporada con nitrógeno hasta sequedad para finalmente ser reconstituida (recuperada) con 1 ml 
de buffer de acetatos pH 4.6 ± 0.1 e inyectada al cromatógrafo. 
 
Discusión de Resultados 
 
Se observó que la precisión del sistema está por encima del criterio de aceptación (menor a 2%), 
lo que implica que el fármaco es inestable y requiere un estabilizante. 
 
 
7. 3 Conclusiones 
 
Se obtuvo un límite de detección de 10 ng/L y un límite de cuantificación de 15 ng/L. 
 
Se obtuvo un coeficiente de correlación de 1, lo que indica una alta correlación entre la respuesta 
instrumental y la concentración del analito, un coeficiente de variación de 0.82% pasando el criterio 
por ser menor a 2%, implicando una alta precisión del sistema. 
 
Por otra parte se concluye que la amoxicilina es un fármaco que se degrada muy rápidamente y 
requiere un estabilizante, esto se comprobó con la precisión del sistema al rebasar el coeficiente 
de variación establecido como criterio y que es menor al 2%. 
 
Se obtuvó un 80% de recuperación en el proceso de extracción que es  aceptable para este tipo de 
farmacos ya que este fármaco se degrada. 
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RESUMEN DE RESULTADOS DE LA VALIDACIÓN DE LOS COMPUESTOS EMERGENTES EN 
ESTUDIO. 
 
        Cuadro 1. 

RESULTADOS DE VALIDACIÓN 

Compuestos 
orgánicos 
emergentes 

Límite de 
detección 
(ng/L) 

Límite de 
cuantificación 
(ng/L) 

Precisión 
(%) 

Exactitud 
(%) 

Coeficiente 
de 
correlación 
(r) 

17ß-Estradiol 
 

0.007 0.064 4.8 103 0.99 

17Ŭ-
Etinilestradiol 

0.002 0.026 7 64.5 0.99 

Estrona 0.007 0.068 4.7 86.01 0.99 

Diclofenaco 
GC/MS 

1.5 9.1 8 101.4 0.99 

Diclofenaco 
HPLC 

7.5 82 1.97 102.5 0.99 

Amoxicilina 
HPLC 

10 15 13.6 80 1 

 
 
Conclusiones. 
 
Se validaron las metodologías para los compuestos emergentes 17ß-Estradiol, 17Ŭ-Etinilestradiol, 
Estrona, Diclofenaco y Amoxicilina en agua. 
 
Se concluye que para el caso de las hormonas y diclofenaco se obtuvieron límites de detección, 
límites de cuantificación del orden de nanogramos por litro cuando se emplea la cromatografía 
acoplada a espectrometría de masas. 
Se obtuvieron límites más altos para el diclofenaco y la amoxicilina debido a que se aplicó  
cromatografía de líquidos de alta resolución con detector de ultravioleta visible que es una técnica 
menos sensible que la del detector de masas. 
 
Estas metodologías son aplicables a muestras de agua potable y residual ya que cumplen con los 
límites de detección y cuantificación aceptables, con una precisión y exactitud adecuadas para el 
análisis de agua.  
 
Se implementaron las metodologías para los compuestos emergentes en estudio que se presentan 
en cuadro 1 de resultados de validación y se generaron sus  respectivos procedimientos. 
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LABORATORIO DE CALIDAD DEL AGUA      
CROMATOGRAFIA 
DE GAES        
PRUEBA DE DESEMPEÑO       

  HORMONAS: ESTRONA     
ESTÁNDAR :  MARCA :  LOTE :  PUREZA:  
LÍMITE DE DETECCIÓN DEL MÉTODO     
PROM.BCOS  0 ng/L  t 99% 3.747  
LDM = B+ (t) (S)      
LDM =    0.007    
       
LIMITE DE CUANTIFICACIÓN      
LCM= 10S + X      
LCM =   0.058    

MUESTRA 
CONC TEOR 
(ng-L) 

CONC PROM 
(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    
PRECISIÓN DEL METODO      

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

%R = 85.0114      

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

EXACTITUD DEL METODO      

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

Exactitud=  85.0114 
CUMPLE CRITERIO PROCED. 
CAGC7-06   

       
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   
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