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INTRODUCCIÓN. 
 
 
Hasta principios de 1990, los compuestos peligrosos no polares, y por tanto los 
contaminantes orgánicos persistentes (COP) y los metales pesados, fueron el foco de 
interés y etiquetados como contaminantes prioritarios,  consecuentemente fueron parte 
de  intensos programas de monitoreo y por tanto están regulados por distintas 
legislaciones (Becker et al., 2008; Bandala et al., 2006; Presuman et al. , 2004; Xia et 
al., 2005 ; Mattson, 2007). Actualmente estos compuestos son menos relevantes para 
los países industrializados desde que se logró una drástica reducción de la  emisión  
debido a la adopción de medidas apropiadas y de eliminación de las fuentes 
dominantes  de contaminación. 
Sin embargo, la emisión de compuestos orgánicos llamados contaminantes 
emergentes o nuevos no regulados han surgido como un problema ambiental y existe 
un amplio consenso que esta clase de contaminantes requiere una intervención 
legislativa. Afortunadamente el desarrollo de nuevos y sensibles técnicas de análisis 
instrumental  ha permitido alertar de la presencia de estos compuestos emergentes.  
 
La Agencia de Protección al Ambiente los Estados Unidos de América  (EPA)  se 
refiere a ellos como materiales o productos químicos caracterizados por ser una 
amenaza para la salud humana y para el ambiente, ya que son relativamente nuevos y 
no se tiene un amplio conocimiento de su impacto en el ambiente y, en el hombre, así 
como de carecer de una legislación que los regule (EPA 2008). 
 
La lista de contaminantes emergentes incluye una amplia variedad de productos de 
uso diario con aplicaciones tanto industriales como domésticos. Dentro de ellos se 
encuentran los compuestos bromados retardantes de llama, parafinas cloradas, 
pesticidas polares, metabolitos, compuestos perfluorados, drogas, productos para el 
cuidado e higiene personal y fármacos. 
 
La característica más relevante de este grupo de contaminantes es que no 
necesariamente tienen que persistir para causar efectos negativos debido a que las 
elevadas tasas de transformación/renovación pueden ser compensadas por su 
introducción continua al ambiente. Desafortunadamente, para la mayoría de los 
contaminantes emergentes no hay datos disponibles que indiquen su presencia, riesgo 
y ecotoxicidad, por lo que es difícil predecir cuales serían sus efectos sobre la salud 
humana y los organismos acuáticos. 
 
Algunos especialistas indican que de todos los contaminantes emergentes, los 
antibióticos son los compuestos de mayor preocupación; a pesar de ello, otros 
compuestos, especialmente los metabolitos polares y las mezclas complejas 
representan grandes retos para los toxicologos (Barceló 2003). 
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FUENTES DE CONTAMINANTES EMERGENTES. 

 
Los fármacos así como otros contaminantes, provienen de una amplia variedad de 
fuentes, estos compuestos pueden tener implicaciones para los humanos en caso de 
exposición, así como otros efectos en el ambiente y en la vida silvestre, donde además 
se acumulan. De manera general, las fuentes de contaminación caen dentro de dos 
categorías: puntuales y dispersas. 
 
 
 
FUENTES PUNTUALES.  
 
Una fuente puntual es una entrada localizada y definida de contaminantes al ambiente, 
puede ser una descarga, una crecida de lluvia o algún punto conocido donde el agua 
es vertida de manera constante. Este tipo de fuentes tienden a ser más fáciles de 
controlar que las no puntuales. 
 
 
 
FUENTES NO PUNTUALES. 
 
Algunas veces se les ha llamado también fuentes difusas, y el término se refiere a 
aquellas fuentes que no tienen un sitio de entrada definido. Algunos ejemplos de 
fuentes no puntuales son la deposición atmosférica y el agua de escorrentía. El punto 
exacto donde los contaminantes entran al cuerpo receptor dependen del tipo de 
fuente, su localización y de las propiedades físicas de los contaminantes. Si los 
contaminantes son un gas o partículas finas éstos pueden caer directamente al suelo 
con la lluvia. La misma lluvia puede lavar las partículas que han sido depositadas en 
las superficies cercanas a los causes y, si los contaminantes son solubles en el agua, 
éstos pueden ser transportados a gran distancia. Durante las lluvias, las partículas 
mayores, incluyendo el suelo, pueden ser acarreadas hasta los cuerpos de agua. 
Estas pueden tener contaminantes tales como pesticidas adheridos a ellos. 
 
 

 
PROBLEMÁTICA DE LOS FARMACOS EN AGUAS RESIDUALES. 
 
Actualmente está demostrada la presencia de productos farmacológicamente activos 
en las aguas residuales debido a su alto consumo y sus altas tasas de excreción 
(Soliman et al., 2004; Ternes, 2001; Lajeunesse y Gagnon, 2007). Tanto los fármacos 
como sus componentes han llamado la atención de la comunidad científica, debido a 
los posibles efectos que provoca en el ambiente ( Perez y Barceló, 2007; Muñoz et al., 
2008; Parrott y Bennie, 2009; Sumpter,2007; Kanda et al., 2003), sin embargo, el 
riesgo potencial y los bajos niveles de concentración de los fármacos en ambientes 
acuáticos aun esta en debate ( Pomati et al., 2006; Poseidon, 2004; Diedrich, 2007). 
La presencia de fármacos humanos como veterinarios en aguas residuales ha 
incrementado, así como sus efectos en receptores ecológicos; por lo cual la 
comunidad científica esta buscando nuevas herramientas y métodos para mejorar la 
evaluación de dichos riesgos (Dorne et al., 2007; Lajeunesse y Gagnon, 2007; 
Watkinson et al., 2007; Gagnon et al., 2008).  
 
Estudios revelan que en el agua residual se han encontrado más de 20 tipos de 
fármacos de distinta composición, según el país y el consumo (Poblete, 2007), 
inclusive la venta de fármacos se ha incrementado en todo el mundo en un 25% 
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(European Federation of Pharmaceutical Industries and Associations, 2003; Robinson 
et al., 2007). La Unión Europea (UE) tiene registrados mas de 3,000 fármacos que al 
ser excretados pueden provocar posibles efectos a nivel ambiental,  resistencia 
bacteriana, genotoxicidad hasta llegar a dañar al ser humano. (Petrovic et al., 2008; 
Robinson et al., 20007; Muñoz et al., 2008; Sumpter, 2007). Debido a su ubicua 
presencia en el medio ambiente Barceló (2007), los cataloga como contaminantes 
pseudo persistentes.  
 
En E.U.A, se producen grandes cantidades de fármacos y drogas, tanto recetadas y 
no recetadas; aproximadamente el consumo humano de antibióticos en este país es 
de 11,000,000 kg cada año (Soliman et al., 2004). Su persistencia en el medio 
ambiente es desde más de un año (fármacos como la eritromicina, ciclosfamida, 
naproxeno y sulfametoxazol) hasta varios años para el ácido clofibrico (ACL). Incluso 
en estudios de suelo se ha encontrado en los primeros 10 cm fármacos como: 
ibuprofeno, naproxeno, triclosan y bisfenol y a profundidades de 30 cm se ha 
encontrado ACL y estrona (Xu et al., 2009). También se han encontrado fármacos en 
sedimentos de rios (Antonic y Heath., 2007). El resultado de encontrar contaminantes 
trazas en el suelo es que pueden acumularse en la superficie lo cual con el tiempo y la 
infiltración del agua se han llegado a encontrar en las aguas subterraneas( Xu et al., 
2008). 
 
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 
recientemente la presencia de fármacos en ellas, tal es el caso de cuidades como 
Alemania , Italia, US, Canada, algunos de los fármacos mencionados son:   Acido 
clofíbrico (270 ng·L-1  ), bezafíbrato (27 ng·L-1  ), gemfibrozil (70 ng·L-1  ), 
carbamezapina  (258 ng·L-1), diclofenaco (6 ng·L-1 ), penazona (400 ng·L-1  ), 
provocando un alta preocupación al presentarse en agua potable. (Zwiener, 2007; Yi 
Hua et al., 2006; Quintana y Reemtsma, 2004; Gross et al., 2007; Farre et al., 2007; 
Drewes et al., 2003). 
 
Los 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 activad 
farmacológica reducida respecto al compuesto original (Flores et al., 2008; Bellido, 
2006).  
 
Por ejemplo, la carbamecapina es metabolizada en el cuerpo humano y solo se 
excreta un 2-3 % de la dosis administrada en su forma original. El bezafibrato (BZF) es 
un antilipemiante del cual se excreta un 50 % en forma de glucorónidos y 20 % en su 
forma original (Scharf et al., 2002). Los fibratos se excretan entre el 95% y el 99% en 
la orina como ACL libre y conjugado, (MD consult, 2009; Davidson et al., 2007). El 
gemfibrozil (GFZ) se excreta aproximadamente un 70% por orina, principalmente como 
glucurónido, menos del 2% se excreta como GFZ sin cambios y un 6% de la dosis se 
encuentra en las heces (Sacks, 2008). Otros autores, como Siemens et al. (2008), 
mencionan que la cantidad de Gemfibrosil excretada es de un 6% vía urinaria y 70 % 
como metabolitos y para el BZF un 50 % vía urinaria y 20 % como glucorónidos. 
 
Los fármacos están diseñados para ser muy activos e interaccionar con receptores 
específicos en el hombre y animales. Los efectos potencialmente acumulativos en el 
agua residual ya sea a mediano o largo plazo pueden ocasionar daños en el medio 
ambiente o en el hombre causando procesos psicológicos anormales, debilitación 
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reproductiva (US Department of Health and human Services, 1998; EMEA, 2006), 
efectos crónicos y en incluso toxicidad (Radjenovic et al., 2007a; Verenitch et al., 
2006), además de crear una proliferación de microorganismos resistentes a los 
fármacos. Se ha reportado que los fármacos pueden generar toxicidad a niveles 
específicos en organismos acuáticos como algas, moluscos, crustáceos y peces 
(Smital, 2008). Se ha observado que el triclosan causa toxicidad en el crecimiento de 
las algas (Orvos et al., 2002), la carbamezapina ha mostrado toxicidad aguda en 
algas, invertebrados y peces (Ferrari et al., 2003) y en conjunto con el ibuprofeno y 
Acido clofíbrico se han encontrado efectos sinérgicos en algas (Cleuvers, 2003). 
Inclusive algunos fármacos son clasificados por algunos autores como disruptores 
endocrinos (Deborde y Gunten, 2008; Benotti et al., 2009; Comerton et al., 2009). 
 
Usualmente los contaminantes del agua son eliminados en las plantas tratadoras de 
agua pero para los nuevos Compuestos Emergentes al presentarse en 
concentraciones muy pequeñas (ng·L-1) no es posible obtener una alta remoción de 
ellos con los procesos de depuración convencionales (Clara et al., 2005b; Joss et al., 
2004; Miao et al., 2004; Paxeus, 2004; Petrovic et al., 2003; Strenn et al., 2003; 
Zwiener y Frimmel, 2003) y en ocasiones no son detectados (Antoníc y Heath 2007; 
Schröder, 2002). 
 
COMPUESTOS FARMACÉUTICOS REGULADORES DE LÍPIDOS. 
 
  
Los clofibratos han sido utilizados desde 1962 como drogas antilipidemicas y 
posteriormente fueron desarrollados el Gemfibrosil, Bezafibrato  y fenofíbrato 
(Sampayo et al., 2006; Cortancans et al., 2005). El metabolito activo del clofíbrato es el 
Acido clofíbrico. Los fíbratos y sus derivados son drogas que se utilizan para el 
tratamiento de Hipertrigliceridemia, para la prevención de arteroesclerosis (Krakoff et 
al., 2000; Sampayo et al., 2006), para reducir los niveles de triglicéridos y aumentan 
los niveles de lipoproteína de alta densidad (HDL) (Flores et al., 2008). En la Tabla 1 
se muestran las características físico-químicas de estos fármacos y su identificación 
numérica química (CAS). 
 
En un estudio realizado en el Río Ebro se detectaron concentraciones alrededor de los 
600 ng·L-1 de diversos fármacos. Los fármacos más prevalecientes fueron el Acido 
clofíbrico y Gemfibrosil (Segarra, 2006). El Río Llobregat y Río Ebro fueron unas de las 
primera cuencas españolas en las que se puso de manifiesto la existencia de 
fenómenos de feminización en peces ocasionados por la presencia de compuestos 
disruptores endocrinos con actividad estrógena (Labandeira et al., 2007; Lacorte et al., 
2006). Posteriormente en estos mismos ríos se hicieron estudios evidenciando la 
presencia de otros fármacos como el Acido clofíbrico con concentraciones por debajo 
de los 250 ng·L-1  (Barceló y López, 2007). En el Rio Taff al sur de Gales se han 
encontrado concentraciones de Acido clofíbrico de 101 ng·L-1  y en Bezafibrato de 60 
ng·L-1  (Kasprzyk et al., 2008). Nakada et al., (2007) reportaron que en el Río Tone, 
Japón se han encontrado concentraciones de Bezafibrato  que oscilan de 425-1,500 
ng·L-1. Con el paso del tiempo estas concentraciones pueden acumularse provocando 
daños en el ambiente sin embargo esta información a un es limitada (Nikolaou et al., 
2007). 
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Tabla 1. Características físico-químicas de fármacos reguladores de lípidos. 

 
NOMBRE N° 

CAS 

ESTRUCTURA 

MOLECULAR 

PESO MOLECULAR 

Gemfíbrozil 

25812-

30-0 

 

 

 

C15H22O3 

250.33 g·mol
-1
 

Bezafíbrato 
41859-

67-0 

 

C19H20ClNO4 

361.82 g·mol
-1
 

 

Ácido 

clofíbrico 

882-

09-7 

 

 

C10H11ClO3  

214.65 g·mol
-1
 

 
 
 
Estudios sobre la remoción de fármacos en plantas de tratamiento de aguas residuales 
(Radjenovic et al., 2007a) han revelado que las remociones varían según los procesos 
que se utilicen, así como según las condiciones de operación, tales como carga 
orgánica (F/M), tiempo de residencia hidráulica (TRH), concentración de la biomasa 
(X), tiempo de retención celular (TRC). En la Tabla 2 se muestran concentraciones de 
fármacos reguladores de lípidos, determinadas por diferentes autores, tanto en el 
influente, como en el efluente de diferentes plantas de tratamiento de aguas 
residuales. 
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Tabla 2. Concentraciones de fármacos reguladores de lípidos en plantas de tratamiento de aguas residuales 
municipales. 

 

FÁRMACO 
INFLUENTE, 

µg·L
-1
 

EFLUENTE, 

µg·L
-1
 

REFERENCIA 

GEMFIBROZIL 

 

 

0.453-0.965 

nd-0.36 

- 

- 

- 

0.090 

2 

- 

- 

 

- 

- 

1 

4.76 

0.143 

- 

5.9 

 

4.8 

 

Lishman et al., 2006 

Gross et al., 2006 

Metcalfe et al., 2003a, b 

Andreozzi et al., 2003 

Rodriguez et al., 2008 

Radjenovic, 2007a 

Radjenovic, 2009 

Verenitch et al., 2006 

Pedersen et al., 2005 

 
 
En aguas superficiales al norte de America y Europa, se han detectado 
concentraciones de 0.75-1.50 µg·L-1  de Gemfibrosil (Sanderson et al., 2003) mientras 
que  Pedersen et al. (2005) reportaron concentraciones de Gemfibrosil en cuerpos de 
irrigación en regiones áridas de Estados Unidos de 190- 790 ng·L-1  y en corrientes de 
agua de 160 – 360 ng·L-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 fármacos en este sistema de irrigación. 
Como resultado, las concentraciones de Gemfibrosil oscilaron entre 0.02 y 0.22 µg·L-1. 
Estas concentraciones son menores en comparación con los resultados de los 
estudios en ciudades europeas (Carballa et al., 2005). 
 
Se necesita el desarrollo de procedimientos para evaluar el riesgo toxico que existe al 
tener la presencia de fármacos en el ambiente. Actualmente, se tienen y se planean 
nuevas regulaciones en E.U.A, Canada y Europa (U.S. Department of Health and 
Human Services Food and Drug Administration, 1998; Gorman, 2001; EMEA, 2001; 
Ferrari et al., 2004). El análisis químico tradicional permite identificar y cuantificar los 
contaminantes presentes pero no ofrece suficiente información de su toxicidad. 
Algunos de los métodos utilizados para determinar la toxicidad se realizan en algas, 
peces, bacterias, células de embriones entre otros (Pomati et al., 2006).  
 
Con respecto a la toxicidad de los fármacos reguladores de lípidos, Rosal et al. (2009) 
realizaron un estudio con muestras de agua residuales provenientes de un clarificador 
secundario de una planta de tratamiento de agua residuales (con una pequeña 
contribución de aguas industriales y farmacéuticas), localizada en Alcalá de Henares 
(Madrid). Se realizaron bioensayos y el Gemfibrosil resultó tóxico con la prueba de 
Anabaena con un EC50 de 4.42 mg·L-1. En otro estudio, realizado en USA, en 139 
puntos de muestreo, se encontraron concentraciones de Gemfibrosil de 0.79 µg·L-1 y 
un LC50 menor a 10 µg·L-1 en aguas superficiales y subterráneas (Kolpin et al., 2002). 
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Quinn et al. (2008) en un estudio, llevaron a cabo pruebas de toxicidad de diversos 
fármacos calificando al GemfibrosilFZ y Bezafibrato como los más tóxicos con 
respecto a la prueba en H attenuata con EC50 de 320 µg·L-1  considerándolos de alto 
riesgo al acumularse en cuerpos de agua. Hernando et al. (2004) mencionaron que en 
concentración menores de 2 µg·L-1 de Gemfibrosil, BZF y ACL no existe toxicidad en 
Daphnia Magna.  
 
FARMACOS VETERINARIOS. 
 
Un estudio realizado en Reino Unido  ayudó a identificar fármacos veterinarios 
presentes en el ambiente. Se encontró que 56 compuestos pueden ser liberados al 
ambiente en cantidades significativas, entre los que se destacan las clortetraciclina, 
cipermetrina, diazinona, emamectin benzoato, ivemectina, lincomicina, ácido oxolínico, 
oxitetraciclina, srafloxacina, tetraciclina, trimetropina y tilosina (Boxall et al., 2003b). 
 
Debido a la problemática de los fármacos se planteo la implementación del desarrollo  
de metodologías por cromatografía  de gases para la identificación y cuantificación  de 
compuestos orgánicos clorados en aguas residuales industriales y municipales. 
 
 
 
OBJETIVO 
 

• Implementar y validar dos metodologías por Cromatografía  
• Disminuir el gasto de solventes en la extracción para la identificación de 

compuestos orgánicos farmacéuticos en agua residual y municipal 
 
 
 
 
METODOLOGÍA 
 
Busqueda de información bibliográfica de determinación de compuestos emergentes, 
específicamente ácido clofibrico, gemfibrozil, tilosina mediante cromatografía y 
extracción en fase sólida. 
 
Busqueda de métodos de análisis EPA 
 
Revisión  de las metodologías y selección de los métodos de derivatización con 
posterior determinación por cromatografía de los compuestos de ácido clofibrico, 
gemfibrozil, tilosina. 
 
1.Búsqueda bibliográfica de métodos de análisis. 
2.Selección de los métodos a implementar. 
3.Cotización de reactivos, material y estándares requeridos. 
4.Adquisición de material y reactivos. 
5.Implementación de metodologías 
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IMPLEMENTACIÓN DE LA METODOLOGÍAS. PARA EL ÁCIDO CLOFÍBRICO Y 
GEMFIBROZIL. 
 
La implementación se realizó por cromatografía de gases acoplada a un detector 
selectivo de masas (CG/MS). Para el ácido clofibrico y gemfibrozil se requiere 
derivatizar los compuestos previamente al análisis cromatográfico para determinar sus 
tiempos de retención y los picos característicos de los compuestos en estudio.  
 
La metodología consistió en preparar un estándar de cada compuesto en un disolvente 
afín (metanol grado pesticida o HPLC) de 1 µg/mL y 5 µg/mL . Cabe mencionar que se 
usaron estándares certificados marca CHEMSERVICE. 
  
Los estándares se derivatizaron con dos derivatizantes, el trimetilsilildiazometano 
(TSDM)  2 M en hexano y el N-(t-butildimetilsilil)-N-metiltrifluoroacetamida (MTBSTFA) 
marca SIGMA ALDRICH con  de pureza mayor a 98%. 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 1 y 2)  y 
cromatogramas 1 y 2. Los cromatogramas generados en modo SCAN inyectados 
independientemente y mezclados se observan en la figura 1. 
 

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

Clofibrico y Gemfibrozil .  

 

Rampeo  

 

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

 
 

La inyeccion se realizo en modo split/splitless 

 

TR                            Compuesto                 Ion Caracteristico  

8.231  Acido Clofibrico              128, C:1 

10.589  4,4-Diclorobifenilo           222, C:1 

10.733  Gemfibrozil                        122.0, C:1 143,C2 

 

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

 
Para hacer más sensible el método y alcanzar los límites de cuantificación más bajos y 

los límites de detección se genero el método de ion selectivo (SIS) tabla 3. 
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Tabla 3. Metodo SIS, Con un rango de masa 40m/z400m/z 

 
 
 
Una vez generado el método  se procedió a generar la curva de calibración para los 
dos fármacos. 
 
La curva de calibración tiene un rango de 2.5225 – 161.44 ng/L, el gráfico se presenta 
a continuación. 
 
 
Curva de calibración de ácido clofíbrico. 

Curva de calibración de ácido clofibrico

y = 251835x + 1697.1

R2 = 0.9961
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La curva de calibración de Gemfibrozil tiene un rango de 2.5 -301.5 ng/ mL 
El gráfico de la curva se presenta a continuación. 
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Curva de calibración de Gemfibrozil. 
 

Curva de Calibración de Gemfibrosil

y = 148297x - 714.87

R2 = 0.9967
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Una vez generadas las curvas 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. 

 
RESULTADOS. 
 
De la gráficas se puede observar que ambos fármacos presentan coeficientes de 
correlación mayores de 0.99, lo que indica una alta relación entre la respuesta del 
instrumento en áreas y la concentración de los dos analitos. 
Por otra parte se presenta también un coeficiente de variación menor del 10%, lo que 
indica que es un método altamente preciso y por último se tiene una exactitud del 89 
para ácido clofíbrico y 106 para gemfibrozil. 
En el Anexo se presentan los datos de linealidad, los límites de detección del método, 
límites de cuantificación, precisión, exactitud e intervalos de confianza  para los dos 
fármacos. 
Como último resultado se genera un procedimiento de análisis de estos dos fármacos 
en agua potable y agua residual. 
 
DISCUSIÓN 
 
El método de derivatización más adecuado y que presenta una mayor sensibilidad es 
con el TSDM, el ácido clofibrico en el cromatograma tiene una mayor señal con 
respecto al MTBSFTA. 
 
De las pruebas de desempeño se observan que los límites de detección son del orden 
de nanogramos 0.3 y 0.6 para ácido clofibrico y gemfibrosil respectivamente. 
Se calculo 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 para ácido clofibrico y gemfibrosil. 
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En cuanto al los limites de cuantificación se obtuvieron de 5.3 y 7.1 para el ácido 
clofibrico y gemfibrosil 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 1.82 y la exactitud de 89.11 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. 

 
 
 
 
CONCLUSIONES. 
 
La cromatografía de gases masas con extracción en fase sólida es una técnica 
sensible y adecuada para la determinación de ácido clofibrico y gemfibrosil en agua de 
abastecimiento y en agua residual. 
 
El método fue probado con agua de pozo y en agua residual obteniéndose porcentajes 
de recuperación aceptables en ambos tipos de matriz. 
 
La determinación se realizó mediante extracción química y extracción en fase sólida 
(SPE) con cartuchos OASIS  HIdrofílico-Lipofílico HLB. Se aplicarón dos métodos de 
derivatización N-(t-butildimetilsilil)-N metiltrifluoroacetamida (MTBSTFA) y 
trimetilsilildiazometano (TSDM). 
 
El derivatizante TSDM presentó la mejor sensibilidad con respecto al MTBSTFA en 
relación de 10:1. La curva de calibración fue lineal en el rango de concentraciones 
establecido. El método fue preciso y exacto con un  límite de cuantificación  de 7.1 
ngL-1 ,  límite de detección de 0.6 ngL-1 y porcentajes de recuperación dentro del 
intervalo de 96-109%.  
El método validado se probó con muestras reales de agua de pozo y agua residual. 
 
Se genero un procedimiento de análisis de gemfibrozil y ácido clofíbrico. 
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ANEXO 
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DESARROLLO Y VALIDACIÓN DE UN MÉTODO POR CROMATOGRAFIA 

LÍQUIDA DE ALTA RESOLUCIÓN (HPLC) PARA LA DETERMINACIÓN DE 

TILOSINA 

 

INTRODUCCIÓN  

 

Los hábitos de consumo actuales en nuestro país están generando una serie de residuos 

o microcontaminantes que hace tan solo unos años no existían. Entre estas nuevas 

substancias aparecen los PPCPs (fármacos y productos de higiene personal) que son un 

amplio grupo de compuestos químicos utilizados en medicina veterinaria, prácticas 

agrícolas, salud humana y cosmetología. 

 

Una vez que se han ingerido estos medicamentos son absorbidos y metabolizados por el 

organismo y luego excretados junto con las aguas residuales; algunas de estas sustancias 

no son degradadas en las depuradoras y llegan a las aguas superficiales con los vertidos 

de los efluentes depurados. 

Dentro de las sustancias farmacológicamente activas, pueden considerarse como mas 

representativos los siguientes grupos terapéuticos: Antiflamatorios y analgésicos, 

antidepresivos, antiepilépticos, antineoplásticos, betabloqueadores, antibióticos, etc. 

 

La tilosina es un antibiótico macrólido, que fue aislado de cultivos de suelo obtenido 

originalmente de Tailandia. El espectro antimicrobiano ha sido descrito como 

esencialmente Gram-positivo. Las pruebas in vivo han mostrado actividad contra 

Leptospira sp. en animales de laboratorio y cerdos, erysipelas de pavos y cerdos y 

Haemophilus pertussis. La tilosina también mostró propiedades como promotor del 

crecimiento en pollos y cerdos. El fosfato de tilosina esta disponible para estimular el 

crecimiento y mejorar la eficiencia de la alimentación en gallinas, pavos y cerdos.  La 

tilosina también ha mostrado ser activo contra las especies Clostridium y las bacterias 

en forma de esporas. 

La tilosina A es convertida en diferentes formas bajo condiciones ácidas, neutrales o 

alcalinas (Paesen et al., 1995a,b).  La Tilosina es producida por fermentación y los 

productos formulados son una mezcla de tilosina A, tilosina B, tilosina C y tilosina D, la 

Tilosina A es el mayor componente. 

 

  

OH CH3
CH3

N

R3

O

CH3

O

R1CH3O

CH3
OH

CH3

O

O

CH3

O

CH3

O

R2

O

OH
CH3 O

O

 
´Figura 1 Estructura química de Tilosina 
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En los últimos diez años, la producción porcina se elevó un 28% en México. Los 

estados con mayor producción de ganado porcino son Sonora, Guanajuato, Michoacán y 

Jalisco (INEGI, 2009). En  2003  la  producción  de  cerdos  fue  de  14,625,199  

cabezas.   Se estima  que  un cerdo produce  5.8 kg de efluente  diariamente  (excretas  y  

orina)  o un volumen  de  0.27 m
3
·animal

-1
·mes

-1
(Anónimo, 2006).  En México la mayor 

parte del agua generada en las granjas porcinas es liberada al medio ambiente sin 

tratamiento previo. Cuando se cuenta con un sistema de tratamiento, por lo general éste 

se encuentra en condiciones deplorables, sin funcionamiento o sin cumplir con las 

normas de descarga aplicables para la industria porcina (NOM-001-SEMARNAT-1996 

y Ley Federal de Derechos de 1991, aplicable para valores de DQO y SST  de 300 y 30 

mg·L
-1

 en los efluentes de granjas porcinas) (Girón, 2009).  

 

En México el tratamiento más común de los desechos biológicos de una granja porcina 

es como abono directo o en forma de composta (SAGARPA, 2004). Se estima que el 

38% de las granjas porcinas vierten sus residuos en cuerpos receptores (De Victorica y 

Galván, 2005), lo que provoca contaminación en los mantos freáticos y en las aguas 

superficiales. 

 

Muchas de las investigaciones actuales de manejo de agua residual proveniente de la 

industria porcícola, están enfocadas en la reducción de olor y la disposición apropiada 

del estiércol.  

 

Es bien conocido que los cerdos reciben altas dosis de antibióticos para prevenir 

enfermedades y como precursores del crecimiento. Al respecto, se tiene muy poca 

información, a nivel mundial, sobre el efecto de estos antibióticos en los sistemas de 

tratamiento. Por lo que un área nueva que necesita mayor atención es la remoción de 

antibióticos veterinarios en los sistemas de tratamiento de agua residual porcina. 

Actualmente las investigaciones del destino de estos compuestos en los sistemas de 

manejo de estiércol y en el medio ambiente son limitadas. 

 

Recientemente  se han detectado concentraciones traza de fármacos veterinarios 

alrededor del mundo en suelos, aguas superficiales, aguas subterráneas y aguas 

residuales municipales e industriales. Aunque los impactos de algunos compuestos han 

sido muy investigados, muchas otras sustancias encontradas en el medio ambiente son 

menos estudiadas.  

 

OBJETIVO 

Desarrollar el proceso de  validación del método analítico para la cuantificación de 

tilosina  por HPLC –UV mediante extracción de fase sólida  

 

METODOLOGÍA 

Se desarrollo un método para la cuantificación de tilosina con elución isocrática  por 

cromatografía de líquidos de fase reversa, con detección ultravioleta a 290 nm,  

mediante el método de adición de estándar. Se utilizó tartrato de tilosina como estándar 

interno. El método implica una extracción en fase sólida  con cartuchos C18, la 

separación se realizó en una columna C18 en fase reversa y la fase móvil fue una 

mezcla de acetato de amonio (20mM): acetonitrilo (65:35 v/v) ajustado a pH 6.74 con 
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ácido acético concentrado. El método se validó en el rango de concentraciones de 5 a 50 

µg/mL con adición de estándar de tilosina de 100 µg/mL. 

Este estudio describe un metòdo adecuado para la determinación de tilosina por HPLC-

UV para su aplicación en estudios de agua potable y agua residual. 

 

MATERIALES Y MÉTODOS 

 

Reactivos. Tartrato de tilosina como estándar interno   

Acetonitrilo (Mallinckodt), metanol  y agua grado HPLC, el ácido acético glacial  y 

acetato de amonio grado reactivo 

 

Instrumentación y cromatografía 

El estudio se hizo con un cromatógrafo de líquidos con un detector ultravioleta  290 nm, 

con arreglo de diodos, Columna Waters dC18 Atlantis de 250 X 4.6mm, 5 micras, 

balanza analítica (Ohaus), baño ultrasónico, Cartuchos Oasis Hydrophilic-Lipophilic 

Balance (HLB)  de 6 cm
3
. (Waters). 

 

Sección experimental 

Preparación de la solución patrón a partir de tartrato de tilosina 

Se preparó una solución stock de tilosina a una concentración de 1260 µg/mL, pesando 

12.6 mg de tilosina y llevándola a volumen con metanol en un matraz volumétrico de 10 

mL. 

 

Preparación de la solución de trabajo de tilosina 

A partir de la solución stock de tilosina (1260 µg/mL) se preparó la solución estándar de 

calibración de 100 µg/mL, transfiriendo 320 µL de solución de tilosina a un vial de 4 

mL y llevando a volumen con metanol. 

 

Extracción por fase sólida (SPE) 

Las columnas y los sorbentes se desarrollan a partir de la tecnología de extracción en 

fase sólida y permiten la extracción selectiva de analitos de complejos y muestras de 

gran volumen antes de pasar al análisis con HPLC. 

 

La extracción por fase sólida (SPE) es un método de preparación rápida de las muestras 

mediante la cual se concentran y purifican los analitos buscados previamente antes de 

proceder a su análisis por técnicas cromatográficas (HPLC, GC-MS, LC-MS). Durante 

las últimas décadas la SPE ha aumentado firmemente su aceptación entre la comunidad 

analítica y ha reemplazado rápidamente a métodos tradicionales como la extracción 

líquido-líquido. 

 

Acondicionamiento del cartucho de SPE 

Los cartuchos de acondicionaron con 2 mL de agua HPLC y 2 mL de metanol HPLC 

(dos veces) sin dejar secar el cartucho. 

 

Preparación de la fase móvil 

La fase móvil fue preparada por la mezcla de acetato de amonio (20mM): Acetonitrilo 

HPLC (65:35 v/v) a pH 6.74 ajustado con ácido acético concentrado. La fase fue filtrada 

por membrana de 0.20 µm de tamaño de poro y desgasificada en el sonicador durante 

15 minutos. 

El flujo a través de la columna fue de 1 ml/min y el volumen de inyección de 30 ul 
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CURVA DE CALIBRACION DE TILOSINA C
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Tabla 1 Condiciones cromatográficas 

Parámetros instrumentales                               Condiciones 

Modo de elución Isocrático 

Flujo fase móvil 1.0 ml/min 

Volumen de inyección 30 µL 

Longitud de onda de detección 265 nm 

Columna Atlantis Waters  150 X 4.6 mm de 5 µm 

Temperatura de la columna 27° C 

Modo de cuantificación Estándard interno 

Modo de calibración Curva de calibración 

Unidades de concentración µg/mL 

Tiempos de retención Tilosina A  

 Tilosina C 

Tiempo de corrida  25 minutos 

 

Resultados 

 

La curva de calibración fue lineal en el rango de concentraciones 5 a 50 ug/mL, este 

método para determinar tilosina por HPLC-UV fue preciso y exacto. 

 

Figura 2 Curvas de calibración de Tilosina a y c 

 

 

 

Validaciòn del método. Para evaluar los parámetros de la validación del método; 

linealidad, precisión y exactitud del método, se siguió el procedimiento de calidad 

Pruebas de Desempeño clave CAGC7-06 del Laboratorio de Calidad del Agua.  
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Linealidad 

La linealidad del método es la relación entre la respuesta del instrumento y las 

concentraciones conocidas de analito. La curva de calibración para tilosina se construyó 

con la relación de áreas de analito a estándar interno versus las concentraciones de 

analito. 

Se realizó el análisis de regresión lineal para determinar la linealidad del método así 

como para generar la ecuación de la curva de calibración: y= mx + b, donde y es la 

relación de área, x la concentración, m la pendiente y b el intercepto. 

 

LINEALIDAD Y RANGO 

La linealidad de la respuesta se determino, preparando soluciones con un contenido de 

5, 10, 15, 20 25 y 50 µg/mL de tilosina a partir de una solución estándard de 100 µg/mL 

de tilosina e inyectando cada una de ellas por duplicado en un sistema HPLC. Las áreas 

de pico medias obtenidas   y los tiempos de retención se indican en la tabla 2. A partir 

de la pendiente de resultados se calcularon los coeficientes de intercepción y de 

correlación (r). Al aplicar el método propuesto, se siguió la linealidad en el rango de 

concentración de 5 a 50 µg/mL y el coeficiente de correlación 0.99  indica una buena 

linealidad entre la concentración y el área pico (tabla 3). El valor de la pendiente indica 

la sensibilidad del método HPLC  

 

 

                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                  

Tabla 2 Areas promedio y tiempos de retención Tilosina c y A 

Concentración 

Tilosina 

(µg/mL) 

Tiempo 

retención 

Area 

media 

Tilosina c 

Tiempo 

retención 

Area 

media 

Tilosina 

A 

5 12,315 65,95 20,805 24.01 

10 13,537 106,73 20.726 49,14 

15 13,843 152,01 20,714 81,37 

20 13,706 209,18 20,781 107,96 

25 13,351 275,64 21,675 136,46 

50 13,191 569,16 22,285 262,99 

 

 

 

 

           Tabla 3 Resultados de linealidad de Tilosina 

Antibiótico 

 

Pendiente 

Aprox. 1 

Ordenada al origen Coeficiente 

Correlación 

Tilosina c 1.02 -0.4506 0.997 

Tilosina A 1.00 -0.14199 0.998 
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Figura 3 Cromatograma del estándar de Tilosina 

 

 

 

 

Tabla 4 Resultados de precisión tilosina c 

Concentración 

(µg/mL) 

Tilosina 

Concentracion 

(µg/mL) 

Tilosina c 

Area del 

pico 

Tilosina c 

% 

Recuperación 

25 10.0718 122.54 40.29 

25 9.9112 120.71 39.64 

25 9.3832 114.69 37.53 

25 9.8270 119.75 39.31 

25 10.5893 128.44 42.36 

25 10.3674 125.91 41.47 

Promedio 10.02 122.01 40.10 

Desv. estándard 0.42 4.84 1.70 

Coef. Variación 4.19 3.97 4.24 

 

 

 

Recuperación. La recuperación de un analito se refiere a la eficiencia de la extracción  

en un proceso analítico. Se informa como porcentaje de analito obtenido  luego del 

proceso de extracción. Para su evaluación se prepararon por duplicado soluciones de 

tilosina a concentraciones de 25 ug/mL (tabla 4) y se analizaron según la metodología 

descrita. La eficiencia de la extracción  se calculó mediante la comparación de las 

relaciones  de área de las muestras  extraídas y de los estándares  no extraídos. 

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

Un coeficiente de correlación mayor de 0.998 para la relación de áreas  versus 

concentraciones, sugiere una fuerte relación entre la  respuesta del instrumento y las 

concentraciones conocidas de tilosina. Un Coeficiente de variación menor del 10% 

indica que el instrumento es preciso bajo las condiciones del análisis establecidas. El 

coeficiente de variación promedio 3.98% muestra que el método es reproducible. El 

método de extracción  alcanza un porcentaje promedio de recuperación del 40%. No se 

encontraron picos que interfirieran de manera significativa con la respuesta de tilosina. 

  

 

CONCLUSIONES 

Se desarrollo un método rápido y específico por HPLC-UV para la determinación de 

tilosina  mediante extracción de fase sólida para analizar muestras de agua residual 

porcina.  
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