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Resumen

En el informe se presenta el desarrollo y la validacion de una metodologia analitica
basada en cromatografia de liquidos de alta eficiencia acoplada a espectrometria de
masas (CLAE-EM) capaz de cuantificar ibuprofeno en agua Mili-Q y agua de la llave, en
concentraciones comprendidas dentro del intervalo de trabajo 0.05-50 mgL?l. El
intervalo de trabajo mostré una buena linealidad presentando coeficientes de
correlacion r>0.999. Los limites de deteccion (LDD) para ambas matrices fueron de 0.03
mgL1, mientras que los limites de cuantificacion (LDC) para agua Mili-Q y de la llave
fueron 0.05 y 0.04 mgL!, respectivamente. La precision y exactitud del método fueron
evaluadas a 3 niveles de concentracion en ambos tipos de agua; mostrando
magnitudes comprendidas entre los 0.2.-2.2 %CV y 95.6-104.3 %R, respectivamente.
Los resultados de la validacion denotan que el método desarrollado es aceptable y
eficiente para cuantificar ibuprofeno de acuerdo con guias de validacion nacionales e
internacionales. El método fue aplicado para cuantificar la concentracion de ibuprofeno
en agua Mili-Q y de la llave a lo largo de 5 horas en una reaccion de degradacion

fotocatalitica.
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Introduccion

El ibuprofeno (IBP) un antinflamatorio no esteroideo utilizado para aliviar el dolor de
multiples afecciones. Este compuesto tiene una masa molecular de 206.28 g mol?, un
punto de fusién entre 75-77 °C, ebullicion de 157 °C y una solubilidad en agua de 21
mgL?® a 25 °C (ChemPub, Bethesda (MD), National Library of Medicine (US), 2004).
Dichas propiedades le confieren una estabilidad ante los mecanismos de atenuacion
natural tal como la fotdlisis; ya que, de acuerdo con lo reportado por Andreozzi et al,
(2003) la degradacion del IBP mediante la incidencia de luz solar es practicamente nula.
A causa de ello, la utilizaciébn de técnicas de oxidacion avanzada como el uso de
diversos tipos de fotocatalizadores, es una de las principales estrategias de tratamiento
de agua; ya que tiene por objetivo degradar y mineralizar en su totalidad a este tipo de
compuestos. Sin embargo, evaluar la eficiencia degradativa de los fotocatalizadores
requiere del uso de técnicas analiticas de alta sensibilidad y selectividad, capaces de
medir la molécula objetivo en concentraciones a nivel de trazas en medios acuosos.

La seleccion del método analitico dependera, por un lado, de las necesidades de
medicién, por ejemplo: nivel de concentracion por evaluar, precision y exactitud del
método, entre otras. Y por el otro, de las propiedades fisicas y quimicas intrinsecas del
analito, asi como del conjunto de interacciones existentes entre el analito con la matriz y
el instrumento con el que se realizara el andlisis. Bajo este contexto, debido a las
propiedades fisicas y quimicas del ibuprofeno i.e., baja volatilidad, elevada polaridad y
solubilidad en medio acuoso, asi como la necesidad de medir concentraciones a nivel
de trazas (mgL™?) con una elevada sensibilidad, la Cromatografia de Liquidos de Alta
Eficiencia acoplada con Espectrometria de Masas (CLAE-EM) es la metodologia
analitica indicada para realizar este tipo de estudios.

La técnica CLAE-EM es la mas eficiente para analizar la degradacion de compuestos
organicos, debido a tres ventajas 1) permite analizar la muestra sin realizar un cambio
de fase previo, 2) posibilita la elucidacion de la estructura molecular del compuesto de
interés mediante la identificacion de los iones moleculares caracteristicos y los
fragmentos mas estables, 3) facilita la aplicaciébn de experimentos de identificacién
especificos, favoreciendo la reduccion de los limites de deteccion y cuantificacion del
método. Debido a que monitorear un ion simple (SIM, Single lon Monitoring por sus
siglas en inglés) aumenta la sensibilidad del método, mediante la reduccién del ruido de
fondo (SIM, Single lon Monitoring por sus siglas en inglés) (Rouessac et al, 2008).

No obstante, el método analitico desarrollado debe cumplir con una serie de criterios
que establezcan: 1) las caracteristicas de desempefio, limitaciones e influencias de
operacion de este. En otras palabras, es necesario demostrar mediante la presentacion
y confirmacion de evidencias experimentales, que el método analitico es confiable para
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cumplir el objetivo por el cual fue desarrollado (Lazos & Hernandez, 2004). En este
orden de ideas, cuando se realiza un analisis de un analito a nivel de trazas via CLAE-
EM, es necesario cumplir y demostrar los siguientes requisitos: Intervalo lineal y de
trabajo, limites de deteccion y cuantificacion, precision y exactitud o recuperacion
(Comision de Control Analitico y Ampliacion de Cobertura, 2015).

En el presente trabajo se desarroll6 y validé una metodologia analitica basada en
CLAE-EM para la cuantificacién del farmaco ibuprofeno en dos matrices, la primera de
ellas es en agua Mili-Q (libre de interferentes) y la segunda es en agua potable corriente
(llave). El desarrollo experimental tuvo por objetivo validar un método de cuantificacion
capaz de medir cambios en la concentracion de IBP en concentraciones comprendidas
entre los 0.05 y los 50 mgL? con valores de precision y exactitud de CV<5% vy
95%=<R<105%, respectivamente. Una vez establecido el método, este se utilizara para
evaluar la degradacion fotocatalitica del IBP como resultado de la aplicacion de
multiples catalizadores y fotocatalizadores sintéticos.

En el apartado 1 se describe el desarrollo experimental que permitio cuantificar al
ibuprofeno en las dos matrices acuosas mencionadas con antelacion. Incluyendo la
identificacion estructural y seleccidn del ion selectivo por monitorear (SIM), seguido por
el establecimiento de las condiciones cromatogréaficas de analisis y la optimizacion de
los pardmetros instrumentales del espectrometro de masas tanto dependientes de la
ionizacion instrumental como los que dependen de la fase moévil. Asimismo, se detallan
las ecuaciones y experimentos utilizados para validar ambos métodos desarrollados
para cuantificar el ibuprofeno tanto en agua Mili-Q como en agua de la llave. En el
apartado 2 se presentan los resultados obtenidos en cada una de las etapas del
desarrollo experimental junto con la evaluacion de la aplicabilidad de ambos métodos, a
través de la evaluacion de la capacidad degradativa del ibuprofeno promovida por un
fotocatalizador ZnS/BiOBr (10:90 %m/m).



1. Metodologia analitica para la cuantificacién del Ibuprofeno

1.1 Establecimiento de las condiciones experimentales y optimizacién de los
parametros del espectrometro de masas y de las condiciones
cromatograficas para la identificacion selectiva del ibuprofeno

La identificacion estructural del ibuprofeno se hizo a través de la técnica de

espectrometria de masas. Para ello, se prepararon 100 mL de una disolucién acuosa de
30 mgL* de un estandar analitico de ibuprofeno (>98 %, Sigma-Aldrich). Después, se
transfirid una alicuota de 1 mL de la disolucién a un vial ambar de HPLC para su
posterior andlisis espectrométrico. La identificacion estructural del ibuprofeno se realizé
en un espectrometro de masas (Agilent 6420, Agilent Technologies). Posteriormente se
establecieron las condiciones cromatogréaficas que promovieran un incremento de sefial
analitica y una menor dispersion del pico cromatografico. Una vez establecidas las
condiciones de operacion tanto del cromatégrafo como del espectrémetro de masas,
estas fueron optimizadas en funcién de la estructura quimica del analito y de la
composiciéon de la fase mévil. Esta ultima optimizacion se realizo utilizando el modo de
adquisicién de monitoreo de ion simple (SIM) sobre el ion molecular del ibuprofeno [M-
H] 205 m/z.

1.1.1 Identificacion estructural del ibuprofeno mediante el barrido de iones
fragmento (SCAN)
La identificacion estructural de los iones fragmento caracteristicos de la molécula de

ibuprofeno se hizo en el espectrometro de masas al realizar un barrido completo de los
iones (full SCAN). Para ello, se prepararon 50 mL de una disolucién estandar de
ibuprofeno con una concentracion de 10 mgL™t. Después, se transfirié una alicuota de 1
mL a un vial de HPLC para inyectar 1 pL de la disolucion al espectrometro de masas.
Los andlisis de fragmentacion fueron conducidos en los modos de ionizacion positiva y
negativa del instrumento, empleando una ventana de adquisicibn comprendida entre los
70-300 m/z, y las condiciones de operacién estandar a saber: Voltaje de fragmentacion
de 60 V, voltaje capilar de -4000 V (ionizacion negativa) y 4000 V (ionizacion positiva),
una temperatura y flujo de gas de secado de 200 °C y 8 Lmin, respectivamente. Se

consider6 un modo de ionizacibn aceptable aquel que permitiera obtener una
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fragmentacién constante y representativa de la masa molecular (ion molecular) del

farmaco.

1.1.2 Establecimiento de las condiciones cromatograficas
Una vez identificados los iones fragmento y seleccionado el ion molecular a seguir, se

establecieron las condiciones cromatogréficas que permitieran alcanzar dos objetivos
principalmente: 1) eluir el IBP en un tiempo de retencion (tr) comprendido entre los 3 y
los 6 min y 2) producir la mayor intensidad de la sefial analitica posible sin comprometer
la simetria del pico cromatografico. En este sentido, se evaluaron tres condiciones
cromatograficas, a saber: La composicion y el flujo de la fase movil, asi como el
volumen de inyeccion. Estas condiciones fueron evaluadas por triplicado. Mientras que
las condiciones que brindaron los mejores resultados fueron evaluadas por
heptuplicado, tal como es sefialado en la Tabla 1. El analisis cromatografico se condujo
en fase reversa empleando una columna Zorbax SB-C18 (4.6 x 100 mm, 5 pum de

tamafio de particula).



Condicion Nivel evaluado No. de réplicas Intentos

Cromatografica (n) (Exitosos/Fallidos)

Agua:MeOH (50:50) 3 (3/0)

Fase movil Agua:MeOH (10:90) 3 (3/0)

(%v/v) Agua:MeOH (5:95) 7 (7/0)

Volumen de 1 3 (3/0)

inyeccion 3 3 (3/0)

(ML) 5 7 (7/0)

0.3 3 (3/0)

Flujo (mLmin-?) 0.4 7 (7/0)

0.5 3 (3/0)

Tabla 1. Condiciones cromatogréficas del ibuprofeno

1.1.3 Optimizacién de los parametros correspondientes al espectrémetro de
masas
El monitoreo de la molécula de ibuprofeno durante su andlisis por HPLC-MS se realizé

a través del modo de adquisicion de monitoreo de ion simple (SIM, por sus siglas en
inglés) utilizando al ion molecular del IBP como el ion fragmento a seguir durante la
medicion. La cantidad e intensidad del fragmento molécula depende tanto de las
propiedades fisicas y quimicas del analito como de la fase mdévil utilizada durante el
analisis cromatografico. Debido a ello, la sefial analitica esta fuertemente vinculada a
seis parametros de adquisicién instrumentales; a saber: 1) temperatura (°C), 2) flujo del
gas de secado (Lmint), 3) presion del nebulizador (psi), 4) voltaje de fragmentacion (V),
5) voltaje de aceleracion (V) y 6) voltaje capilar (V).

Con el objetivo de incrementar la sensibilidad de la sefial analitica (area del pico
cromatografico) dentro del espectrometro de masas en concentraciones de partes por
milléon (mgLt), los pardmetros mencionados con antelacién fueron optimizados de forma

univariante de acuerdo con lo sefialado en la Tabla 2. Se consider6 como un nivel
10




instrumental aceptable aquel que aumentara la mayor sefial analitica (un maximo de
area de pico cromatogréfico). Para realizar la optimizacion de cada factor, se inyectaron

5 uL de una disolucién acuosa de 30 mgL* de ibuprofeno.

Parametro Nivel evaluado | No. de réplicas Intentos
" (Exitosos/Fallidos)

200 3 (3/0)
250 7 (7/0)
Temperatura (°C) 300 3 (3/0)
325 3 (0/3)
350 3 (0/3)
8 3 (3/0)
Flujo del gas de 11 7 (7/0)
secado (Lmin?) 14 3 (3/0)
17 3 (3/0)
Presion de 9 3 (3/0)
nebulizacién 12 3 (3/0)
(psi) 15 7 (7/0)
60 7 (7/0)
Voltaje de 75 3 (3/0)
fragmentacion 95 3 (3/0)
V) 105 3 (3/0)
135 3 (3/0)
0 3 (2/1)
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Voltaje de 3 3 (3/0)
aceleracion (V) 5 3 (3/0)
7 7 (7/0)

Voltaje -1000 3 (3/0)
capilar -4000 7 (7/0)

V) -7000 3 (3/0)

Tabla 2. Pardmetros instrumentales del espectrémetro de masas optimizados para
promover la fragmentacion molecular del ibuprofeno



1.2 Validacion del método analitico para la cuantificacion de ibuprofeno en
matriz acuosa
Los parametros de desempefio tipicos para un analisis cromatografico fueron validados

de acuerdo con la guia nacional de validacién de la Comisién de Control Analitico y
Ampliacion de Cobertura (CCAYAC-CR-03/1), la cual lleva por nombre “Criterios para la
validacion interna y confirmacion de métodos fisicoquimicos” (Comision de Control
Analitico y Ampliacién de Cobertura, 2015) y con la guia internacional Eurolab Espafia
& P.P. Morillas y colaboradores, 2016 que lleva por titulo “La adecuacion al uso de los
métodos analiticos”. La validacién tuvo por objetivo asegurar la calidad de las
mediciones de ibuprofeno en dos matrices acuosas, a saber: agua Mili-Q y agua

potable de la llave.

1.2.1 Determinacion de los parametros de desempefio del método
Los pardmetros de desempefio validados para el presente método fueron los

siguientes: Intervalo lineal y de trabajo, limites de decision (LD), deteccion (LDD) y
cuantificacion (LDC), precision, exactitud y evaluacion del efecto matriz.

1.2.1.1 Intervalo lineal y de trabajo
El intervalo lineal y de trabajo se determinaron experimentalmente mediante la

construccion de una curva de calibracion de ibuprofeno. Para ello, se prepararon 20
disoluciones de un estandar de ibuprofeno con diferentes concentraciones
comprendidas en el intervalo de 0.0001-70 mgL™, las cuales fueron inyectadas al
CLAE-MS. Con las areas obtenidas para cada nivel de concentracion se construy6 un
gréafico de concentracion de ibuprofeno (variable X) contra el area obtenida (variable Y).
A partir de la cual se evalué la linealidad del sistema a través de la conjuncion y
aceptacion de tres pruebas, a saber:

1) La inspeccién visual del gréafico obtenido de la relacion entre las concentraciones del
ibuprofeno y sus areas asociadas. Donde se consideraron como aceptables a todos
aquellos niveles que siguieran una tendencia lineal y se descartaron a los que
presentaban desviaciones visuales de la linealidad.

2) El calculo de la ecuaciéon de la recta (ecuacion 1) y el coeficiente de correlacion de

Pearson (r) (ecuacion 2), determinados a partir de un analisis de regresion por minimos
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cuadrados sobre la curva de calibracidon experimental. Se considerd aceptable a la
curva de calibracion que presentara un coeficiente de correlacion (r) superior a 0.98.

Area = m * Concentracién [IBP] — b

(1)
R(X,—X )Y, —Y)
JE(X;—X )PE(Y,—Y )3

(2)

3) El estudio visual de los residuales a lo largo de la curva de calibracion. Considerando
como un nivel de concentracién aceptable, aquel que presentara una distribucion
aleatoria de sus residuales a un nivel de confianza del 95 % (0=0.05) y con una
dispersion del 99.7 % (X # 20).

1.2.1.2 Limites de deteccién (LDD) y cuantificacion (LDC)
Para establecer los limites de deteccion y cuantificacion, primero fue necesario

determinar la concentracién de ibuprofeno capaz de brindar una sefal analitica
diferenciable con respecto al ruido de fondo proveniente del blanco de muestra (Limite
de decision). Debido a que el modo de adquisicién utilizado en el espectrémetro de
masas (SIM) mide selectivamente la masa correspondiente al ion molecular del
ibuprofeno, el blanco de muestra utilizado ya sea: agua Mili-A o agua de la llave no
presentaron una sefial analitica minima. Por lo que, para determinar la minima sefial
analitica medible, fue necesario fortificar los blancos de muestra con concentraciones
conocidas de ibuprofeno.

Para ello, Se prepararon tres disoluciones de ibuprofeno por triplicado de forma
independiente con las siguientes concentraciones: 0.001, 0.003 y 0.005 mgL*, después,
fueron transferidas a un vial de HPLC de 1 mL e inyectadas al cromatégrafo. Para cada
nivel de concentracién se analizé un blanco de muestra independiente por triplicado.
Las areas asociadas tanto a los tres niveles de concentracion evaluados como a los
blancos de muestra fueron utilizadas para calcular la relacién entre la sefial analitica del
analito con respecto al ruido de fondo (SNR) de acuerdo con la ecuacion 3. Se
consideré como una sefial diferenciable con respecto al ruido, al nivel de concentracion

cuya SNR fuera mayor o igual a 3.
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Area de la sefial del analito

Area del ruido de fondo

SNR =
(3)

Una vez identificada la concentracion de ibuprofeno que brinda una SNR=23, esta se
utilizé para calcular los limites de deteccion (LDD) y cuantificacion (LDC) del método.
Para alcanzar estos objetivos, se prepararon siete disoluciones independientes de IBP
con una concentracién de 0.005 mgL™, las cuales fueron inyectadas al cromatégrafo.
Con los resultados de las areas de cada inyeccion se calcularon las areas promedio
asociadas al limite de deteccién (A’top) y al limite de cuantificacién (A’Loc) de acuerdo
con las ecuaciones 4 y 5, respectivamente. En donde Y representa al valor medio de las
areas y o la desviacion estandar.

A’LDD =Y + 30
(4)

Apc =Y + 100
(5)

Posteriormente, las areas promedio calculadas para ambos limites (ecuaciones 4 y 5)
fueron sustituidas en la ecuacion de la recta derivada de los experimentos para la
determinacion del intervalo lineal (ecuacion 1). En donde, al despejar la concentracion
de ambas ecuaciones, se obtienen los correspondientes limites de deteccion y
cuantificacion, ecuaciones 6 y 7, respectivamente.

A;pp = m * Concentracion[IBP],pp — b

(6)

A'LDC = m * Concentracion [IBP];pc — b

(7)
1.2.1.3 Precision
La precision del método se determiné para tres niveles de concentracion de IBP a lo
largo del intervalo de trabajo de la curva de calibracion lineal, a saber: 0.05, 5y 50 mgL"
1, Cada nivel de concentracion fue preparado de forma independiente e inyectado por
heptuplicado. La precision de cada nivel se determin6 mediante el célculo del
coeficiente de variacion (%CV) usando la ecuacion 8. Donde, X es el valor medio de las

areas obtenidas para cada nivel y o es la desviacion estandar.
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o
%CV = X * 100

(8)
1.2.1.4 Exactitud
La exactitud del método se determiné para tres niveles de concentracién de IBP a lo
largo del intervalo de la curva de calibracion lineal, a saber: 0.5, 10 y 45 mgL™. Los tres
niveles evaluados fueron preparados por heptuplicado de forma independiente y
posteriormente inyectados al equipo. La exactitud se calculé a través de experimentos
de recuperacion (%R), y se calcul6 tal como lo sefiala la ecuacion 9.

Conc.IBP
%R = [ labicionapo « 100

[Conc.IBP]pgrerMiNADO

(9)

1.3 Aplicacién del método. Evaluacion de la actividad de foto degradacion de
ibuprofeno generada por cinco catalizadores
La aplicabilidad del método se evalu6é midiendo la concentracion de ibuprofeno en agua

Mili-Q y de la llave durante una reaccién de degradacion utilizando un fotocatalizador
ZnS/BiOBr (10:90 %m/m); la evaluacion se realizd por triplicado y de forma
independiente; con los resultados obtenidos se calcularon los valores medios y las
desviaciones estandar para cada punto en cada matriz para evaluar la dispersion de los
resultados a lo largo del andlisis. Se consideraron como aceptables a todas las
desviaciones estandares menores al 5 %.

Para cada reaccién se prepararon 250 mL de ibuprofeno con una concentracién de 30
mgL. La disolucion fue transferida a un reactor vidrio de doble cara conectado a un
recirculador a una temperatura constante de 25 °C. Durante la reaccion se incidieron
100 mLmin? de aire de ultra alta pureza (Praxair, 5.0 UAP). Posteriormente se
afadieron 125 mg del catalizador bajo agitacion constante. Una vez que el experimento
fue puesto en marcha, se tomaron 13 muestras de 1 mL en tiempos establecidos a lo
largo de la reaccion, a saber: 0, 5, 10, 15, 30, 45, 60, 90, 120, 180, 240 y 300 minutos;
estas muestras fueron transferidas a un vial ambar de HPLC para su posterior analisis

cromatografico.
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2. Resultados

2.1 Establecimiento de las condiciones experimentales y optimizacién de los
parametros del espectrometro de masas y cromatograficos para la
identificacion selectiva del ibuprofeno

2.1.1 Identificacion estructural del ibuprofeno mediante el barrido de iones
fragmento (SCAN)
La identificacion estructural del IBP empleando los modos de adquisicion de ionizacion

negativa y positiva son mostrados en la Figura 1. La ionizacibn en modo negativo
(Figura 1a) produce un fragmento de masa especifico de la molécula de IBP. En donde
el ion [M-H]" 205.1 m/z corresponde tanto al ion molecular como al pico base del analito.
Mientras que, el subproducto de ionizacion mas estable corresponde al compuesto 1-
etil-4-isobutil benceno (161.2 m/z).

Entretanto, la ionizacion producida en el modo positivo (Figura 1b) produjo como ion
molecular y pico base al aducto de IBP mas dos moléculas de sodio [M+H+2Na]* (251.1
m/z) y como producto de fragmentacion estable el aducto simple de ibuprofeno-sodio
[M+H+Na]* (229.2 m/z).

A pesar de que ambos modos de ionizacion producen fragmentos identificables, se
eligio el modo de adquisicion de ionizacién negativa, ya que este produce al ion
molecular como pico base del espectro de masas del ibuprofeno [M-H] 205.1 m/z, es
decir: este modo de adquisicion brinda la selectividad requerida para un seguimiento de
degradacion. Este ion, ha sido seleccionado previamente por otros autores para
cuantificar la degradacion de IBP en otros tipos de catalizadores (Cardoso da Silva et
al, 2014; Wang et al, 2017).
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Figura 1. Espectros de masa de ibuprofeno obtenidos en modo SCAN. a) ionizacion
negativa (-ESI), b) ionizacion positiva (+ESI)

2.1.2 Establecimiento de las condiciones cromatograficas

Las condiciones cromatograficas optimas son mostradas en la Figura 2. De las tres
condiciones evaluadas, la composicion de la fase movil mostr6 ser el factor
cromatografico mas importante de la optimizacion. En principio, la composicion
Agua:MeOH (50:50 %v/v) no permite la elucion del IBP dentro del periodo de tiempo
requerido (6 min). No obstante, el incremento en la proporcién de MeOH (290 %v/v)
permite eluir el pico cromatografico del IBP dentro del periodo de tiempo requerido, ya
que presenta un tiempo de retencién de 4.4 minutos y también favorece un incremento
sustancial en la sefial analitica (Figura 2a). Bajo esta consideracién, la proporcion
Agua:MeOH (5:95 %v/v) fue la composicion promotora de las mejores condiciones de

un analisis cromatografico.
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Por su parte, el volumen de inyeccion aumenta el area del pico conforme incrementa el
volumen inyectado (Figura 2b) sin ocasionar una dispersion sustancial del area, por lo
que se decidio inyectar un volumen de 5 pL.

El flujo de la fase movil propicié importantes diferencias entre el menor flujo evaluado
(0.1 mLmin) y los dos flujos superiores (0.2 y 0.3 mLmint) Figura 2c. En este sentido,
en el menor de los flujos se observd un aumentd en la sefial analitica, sin embargo,
dicho aumento fue propiciado por un ensanchamiento del pico cromatografico. Este
fendmeno se debid a la baja velocidad de la fase maovil, ya que, bajo estas condiciones,
el IBP tiene un mayor tiempo de contacto con la columna, provocando una lenta elucion
cromatografica del compuesto. Este ensanchamiento de la sefial analitica no es
deseable, ya que representa un aumento en la dispersion tanto del tiempo de retencion
como en las magnitudes de la sefial analitica. Mientras que los flujos 0.2 y 0.3 mLmin-t
no presentaron diferencias importantes en cuanto al area y la dispersion del pico
cromatografico. Debido a esto y con el fin de garantizar la baja dispersion de las areas

medidas, se optd por trabajar con un flujo de 0.3 mLmin2.
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2.1.3 Optimizacion de los parametros del espectrometro de masas
Seleccionado el ion fragmento a seguir [M-H] 205 m/z y establecidas las condiciones

cromatograficas, se optimizaron las condiciones instrumentales del espectro de masas
que promueven un maximo en la sefial analitica (area de pico), las cuales son
mostradas en la Figura 3.

En la Figura 3a se observa que la temperatura de ionizacion, el voltaje de
fragmentacién y el voltaje de aceleracion, son los factores que afectan en mayor
medida la intensidad de la sefial analitica, siendo la temperatura el factor mas
importante. En este sentido, las temperaturas <250 °C no ofrecen la energia de
ionizacion necesaria para promover la formacion del ion molecular de forma eficiente;
Mientras que las temperaturas >250 °C favorecen la degradacion del ibuprofeno, ya que
este compuesto comienza su proceso de descomposicion térmica dentro del intervalo
de temperaturas comprendido entre los 180-300 °C (Tita et al.,, 2011). Bajo este
contexto, la temperatura éptima de ionizacidon que permite obtener un maximo del area
de fragmentacion con la menor pérdida de IBP a causa de la descomposicidon térmica
fue 250 °C.

De forma similar, al aplicar un menor voltaje de fragmentacién (60 V), se favorece el
aumento de la sefial analitica, ya que emplear una menor energia de ionizacion
produce de forma preferente la formacién del ion molecular [M-H] (Figura 3b). En
contraste, es necesario usar el mayor voltaje de aceleracion (7 V) para incrementar la
sefal analitica (Figura 3c); este voltaje permite colimar y transportar el ion molecular de
forma mas eficiente a través del sistema del acelerador del espectrémetro de masas.

De manera analoga, el flujo del gas de secado, la presién del nebulizador y el voltaje
capilar (Figura 3d, 3e y 3f) afectan la intensidad de la sefial instrumental, aunque en
menor proporcion que los factores mencionados con antelacion. Bajo este contexto, las
condiciones de operacion 6ptimas fueron 2 Lmin?t, 3 psi y -4000 V para el flujo, la

presién y el voltaje capilar, respectivamente.
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Optimas para el analisis HPLC-MS del ibuprofeno.

Parametros optimizados

Nivel determinado

Espectrometro de masas (MS)

Modo de ionizacién

Negativo (-ESI)

lon fragmento seleccionado (m/z) 205
Temperatura de ionizacion (°C) 250
Voltaje de fragmentacion (V) 60
Voltaje de aceleracion (V) 7
Flujo del gas de secado (Lmin) 2
Presién del nebulizador (psi) 3
Voltaje capilar (V) -4000

Cromatégrafo (HPLC)

Composicion de la fase mévil (%ov/v)

Agua:Metanol (5:95)

Volumen de inyeccion (uL)

5

Flujo de la fase movil (mLmin-t)

0.3

ibuprofeno

Tabla 3. ParAmetros operacionales 6ptimos del cromatégrafo de liquidos de alta
eficiencia acoplado a espectrometria de masas para la cuantificacién de la molécula de

Finalmente, en la Tabla 3 se presenta un resumen de las condiciones de operacion
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2.2 Desarrollo y validacion de los métodos de cuantificacion de ibuprofeno para
agua Mili-Q y agua de la llave
Los parametros de desempeiio de los métodos de cuantificacion determinados para

ambas matrices acuosas (agua Mili-Q y agua de la llave) son mostrados y discutidos
por separado en las secciones 4.2.1 y 4.2.2 para el agua Mili-Q y el agua de la llave,
respectivamente. En la seccion 4.2.3 se presentan los resultados de la evaluacion del
efecto matriz entre los dos tipos de agua, asi como una comparacion global entre los

métodos (Mili-Q y agua de la llave).

2.2.1 Validacion del método para la cuantificacién de ibuprofeno en agua Mili-Q
2.2.1.1 Linealidad

Los resultados para determinar el intervalo lineal y de trabajo del método son
presentados en la Figura 4. A partir de inspeccion visual del grafico de calibracion
construido (Figura 4a), se observa una pérdida en la linealidad en los niveles de
concentracion superiores a 50 mgLt, motivo por el cual, se decidié evaluar el intervalo
comprendido entre 0.05 y 50 mgL™t. Al graficar este Ultimo se obtuvo un nuevo gréfico,
presentado en la Figura 4b, en donde se observa una clara tendencia lineal a lo largo
del intervalo; ésta se evalud calculando el coeficiente de correlacion (r), empleando la
ecuacion 1 descrita en la seccion 2.1.1, quien presentd un valor de 0.999. Este valor de
r fue superior a 0.98, que de acuerdo con lo establecido para la guia de validacion
(Comision de Control Analitico y Ampliacion de Cobertura, 2015); este intervalo esta
considerado como una correlacion lineal.

Adicionalmente, se realizd el grafico de residuales (Figura 4c) sugerido por la guia
internacional Eurolab Espafia & P.P. Morillas y colaboradores, 2016 para evaluar la
linealidad. En este grafico se aprecia una distribucién aleatoria de los mensurandos en
todos los niveles de concentracion evaluados, garantizando asi la linealidad del
intervalo comprendido entre 0.05-50 mgL! y un ajuste al modelo lineal de la ecuacién 2

sefalada en la seccion 2.1.1, la cual se muestra a continuacién (Ecuacion 10).

A = 20188 * Concentraciéon[IBP] — 28.50
(10)
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2.2.1.2 Limites de decision (LD), deteccion (LDD) y cuantificacion (LDC)
Los resultados de las areas obtenidas y el célculo de la sefial minima diferenciable de

ibuprofeno con respecto al ruido de fondo (SNR) para los niveles 0.001, 0.003 y 0.005
mgL* se muestran en la Tabla 4. Las concentraciones 0.001 y 0.003 mgL™ no exhiben
unidades de area superiores a las determinadas para el ruido de fondo (blanco de
muestra). En contraste, la concentracion 0.005 mgL' mostré una sefial analitica
diferenciable con respecto al ruido (SNR23). Razon por la cual, esta Ultima
concentracion fue seleccionada como el limite de decisiébn del método (LD) y fue
utilizada para calcular los limites de deteccion y cuantificacion del método.

Concentracién | AreadeIBP | Areadel blanco | SNR
(mgL™) (u.a) (u.a.)

99 97 1.02

0.001 93 101 0.92

107 88 1.22

Valor medio de la relacién sefial/ruido 1.05

189 106 1.78

0.003 213 102 2.09

201 98 2.05

Valor medio de la relacion sefial/ruido 1.97

387 91 4.25

0.005 406 109 3.72

403 105 3.84

Valor medio de la relacion sefial/ruido 3.94

Tabla 4. Areas experimentales y relacion sefia/ruido (SNR) determinadas para calcular
el limite de decision (LD)del ibuprofeno en agua Mili-Q
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Con la concentracién 0.005 mgL™ se calcularon los LDD y LDC de acuerdo con las
ecuaciones 4-7 sefialadas en la seccion 2.1.2. Los resultados son mostrados en la
Tabla 5. De acuerdo con lo calculado, se establecieron las concentraciones de 0.03 y
0.05 mgL* como los limites de deteccién y cuantificacién, respectivamente.

Concentracion Area de IBP (u.a.) Media del Desviacion
area (u.a.) | estandar (o)
(mgL-) (n=7)
0.005 345 | 377 | 403 | 312 | 426 | 502 | 388 393 61

Limite de deteccién (LDD)

A’Lop (u.a.) 182.6

Concentracién LDD (mgL?) 0.03

Limite de deteccién (LDC)

A’tpc (u.a.) 608.5

Concentracién LDC (mgL™?) 0.05

Tabla 5. Determinacion de los limites de deteccion y cuantificacion de ibuprofeno en
agua Mili-Q

2.2.1.3 Precisién y exactitud

Los resultados correspondientes a la precision y exactitud son sefialados en la Tabla 6.
Los coeficientes de variacion determinados exhiben magnitudes menores al 5%. De
manera analoga, las magnitudes de los porcentajes de recuperacion estan
comprendidas entre 98.4-102.8 %. Ambos parametros mostraron valores de precision y
exactitud aceptables para un nivel de concentracién de mgL? tal como lo sefialan
Taverniers et al, 2004 y la Comisién de Control Analitico y Ampliacién de Cobertura,
2015. Estos resultados indican: 1) no existe una dispersion significativa de la sefial
analitica para cada nivel evaluado y 2) no existe pérdida de analito ni reduccién en la

sefal analitica durante el procedimiento experimental.
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Parametro Concentracién (mgL™)
evaluado 0.05 5 50
Precision (%CV) 2.0 0.4 0.2

Concentraciéon (mgL)

0.5

10

40

Exactitud (%R)

98.8-101.1

98.6-102.8

98.4-100.5

Tabla 6. Precision y exactitud del método de cuantificacion de IBP en agua Mili-Q
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2.2.2 Validacion del método para la cuantificacion de ibuprofeno en agua de la
llave

2.2.2.1 Linealidad

En la Figura 5 se presentan los graficos de linealidad construidos para la determinacion
de IBP en agua de la llave. De manera similar a las curvas de calibracién para agua
Mili-Q, mediante la inspeccién visual del gréfico de calibracién construido dentro del
intervalo 0.05-70 mgL™? (Figura 5a), se observé una pérdida en la linealidad del sistema
en las concentraciones superiores a 50 mgL™t. En este contexto, al graficar las areas
obtenidas en el intervalo 0.05-50 mgL* (Figura 5b), se observé un comportamiento
lineal el cual se ajusté al modelo lineal (Ecuaciéon 11), obteniendo un coeficiente de
correlacion de Pearson (r) de 0.999 (Calculado de acuerdo con la ecuacion 1, seccion
2.1.1) y fue superior al establecido por la (Comisién de Control Analitico y Ampliacién
de Cobertura, 2015). La linealidad se corroboro al observar una distribucion aleatoria de
todos los niveles evaluados dentro del grafico de residuales (Figura 5c), confirmando
asi su carécter lineal (Eurolab Espafia & P.P. Morillas y colaboradores, 2016).

A = 20038 = Concentracién[IBP] — 115.9
(11)
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2.2.2.2 Limites de decision (LD), deteccion (LDD) y cuantificacion (LDC)
La sefial minima diferenciable de ibuprofeno con respecto al ruido de fondo (blanco de

muestra) fue evaluada para los niveles 0.001, 0.003 y 0.005 mgL, los cuales son
mostrados en la Tabla 7. La concentraciéon de 0.005 mgL™ fue seleccionada como limite
de decision (LD) al exhibir un valor de relacion sefial-ruido superior a 3. A causa de ello,
se eligid la concentracion 0.005 mgL™? para calcular los limites de deteccién (LDD) y

cuantificacion (LDC) del método.

Concentracién | AreadeIBP | Areadel blanco | SNR
(mgL™) (u.a) (u.a.)

87 124 0.70

0.001 96 116 0.83

90 131 0.69

Valor medio de la relacion sefial/ruido 0.74

232 118 1.97

0.003 243 125 1.94

251 133 1.89

Valor medio de la relacion sefial/ruido 1.93

379 120 3.16

0.005 392 129 3.04

373 115 3.24

Valor medio de la relacion sefial/ruido 3.15

Tabla 7. Areas experimentales y relacion sefial/ruido (SNR) determinadas para calcular
el limite de decision (LD) del ibuprofeno en agua de la llave
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Los limites de deteccion y cuantificacion fueron calculados de acuerdo con las

ecuaciones 4-7 seflaladas en la seccion 2.1.2. Con base en los resultados mostrados

en la Tabla 8., se determiné como limite de deteccién a la concentraciéon 0.03 mgL?ty

como limite de cuantificaciéon 0.04 mgL™2.

Concentracion Area de IBP (u.a.) Media del Desviacion
(mgLY) (n=7) area (u.a.) | estandar (o)
0.005 315 | 390 (413 | 322 | 441 | 474 | 388 406 50
Limite de deteccién (LDD)
A’top (u.a.) 556.1
Concentracién LDD (mgL™?) 0.03
Limite de deteccién (LDC)
A’loc (u.a.) 906.4
Concentracion LDC (mgL™?) 0.04

Tabla 8. Determinacion de los limites de deteccidon y cuantificacion de ibuprofeno en
agua de la llave

2.2.2.3 Precisién y exactitud
Los resultados de precision y exactitud se presentan en la Tabla 9. La precisidbn mostré

valores del coeficiente de variacion menores al 5% siendo la concentraciébn mas baja la

gue presentd un mayor coeficiente de variacion de 2.2%. Entretanto, los porcentajes de

recuperacion oscilan entre 96.9-103.6%. La precision y la exactitud estdn en buena

concordancia y son aceptables de acuerdo con lo sefialado por Taverniers et al, 2004 y

la Comision de Control Analitico y Ampliacion de Cobertura, 2015. De forma similar al

método validado para agua Mili-Q, en el agua de la llave tampoco existen dispersiones

significativas de la sefal analitica ni pérdida de analito durante el procedimiento

experimental.
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Parametro Concentracién (mgL™)

evaluado 0.05 5 50

Precision (%CV) 2.2 0.7 0.9

Concentraciéon (mgL)

0.5 10 40

Exactitud (%R) | 96.9-103.1 | 100.4-103.6 | 98.1-102.3

Tabla 9. Precision y exactitud del método de cuantificacion de IBP en agua de la llave
2.2.3 Evaluacion del efecto matrizy comparacion entre métodos
En la Tabla 10 se muestra un resumen de los parametros de desempefio evaluados
para la validacion de cada curva de calibracion; en la cual se observa que ambos
métodos exhiben pardmetros de desempefio con magnitudes similares y aceptables de
acuerdo con las guias de validacién nacional e internacional.
En este contexto, la similitud de los valores obtenidos para la pendiente de ambas
curvas de calibracion indica, que las posibles sustancias que componen al agua de la
llave y pudieran actuar como interferentes de la medicion analitica, no propician un
cambio sustancial en la sensibilidad de la sefial.
Esto se corrobora al comparar las pendientes de ambos métodos (Figura 6); donde
anicamente, se aprecia una ligera desviacion entre las areas obtenidas en los niveles
de concentracion mas bajos (0.5-2) mgLt. No obstante, los valores determinados para
la precision y la exactitud sugieren que las minimas desviaciones de los resultados no

afectan sustantivamente a la sefial analitica en los niveles mas bajos de concentracion.
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calibracion del agua Mili-Q y de la llave dentro del intervalo de concentraciones
comprendido entre 0.05-50 mgL!
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Parametro Agua Mili-Q | Aguade lallave n
Linealidad
Intervalo de trabajo (mgL™) 0.05-50 0.04-50 30
Pendiente (u.a./mgL?) 20188+290 20038+302
Intercepto (u.a.) 28.5+66.0 115.92+69
Coeficiente de correlacion (r) 0.999 0.999
Precision (%CV)
0.05 mgL* 2.0 2.2
5 mgL? 0.4 0.7 7
50 mgL? 0.2 0.9
Exactitud (%Recuperacion)
0.5 mgL? 98.8-101.1 96.9-103.1
10 mgL? 98.6-102.8 100.4-103.6 7
40 mgL* 98.4-100.5 98.1-102.3
LD (mgL™) 0.005 0.005 3
LDD (mgL™) 0.03 0.03 7
LDC (mgL™) 0.05 0.04 7

para cuantificar ibuprofeno en agua Mili-Q y de la llave.

Tabla 10. Resumen de los parametros de desempefio de la validacion de los métodos
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2.3 Aplicabilidad de los métodos de cuantificacion de ibuprofeno
Los resultados de la degradacion fotocatalitica de ibuprofeno para ambos tipos de agua

empleando el fotocatalizador ZnS/BiOBr (10:90 %m/m) son mostrados en la Tabla 11.
En donde se puede observar que todos los niveles de concentracion calculados
presentan valores de desviaciones estandar significativamente menores a sus
correspondientes valores medios de concentracion, demostrando asi que el método es
robusto para medir cambios en la concentracion de ibuprofeno en ambos tipos de agua

a lo largo de los tiempos de reaccion evaluados.

Tiempo Agua Mili-Q Aguade lallave
(min) Valor medio de | Desviacion | Valor medio de | Desviacién
concentracion | estandar (o) | concentracion | estandar (o)
IBP (mgL) IBP (mgL™)

0 29.87 0.23 30.14 0.07

5 26.44 0.15 25.31 0.07

10 21.87 0.26 20.73 0.09

15 15.88 0.18 16.25 0.20

30 10.86 0.20 14.73 0.09

45 7.25 0.17 9.3 0.06

60 2.59 0.14 521 0.10

90 0.15 0.02 2.21 0.15

120 0.06 0.01 0.57 0.21

180 <LDD | = - 0.08 0.02

240 <LDD | <LDD | -

300 <LDD | - <tDD | =

Tabla 11. Cinéticas de degradacién de ibuprofeno. a) Agua Mili-Q, b) Agua de la llave.
Los resultados estan mostrados como los valores promedio + desviacion estandar

(Xz0), LDD. Limite de deteccion
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Conclusiones

Los métodos de cuantificacion analiticos desarrollados para agua Mili-Q y de la llave
han sido validados satisfactoriamente de acuerdo con la guia nacional CCAYAC-CR-
03/1 y la guia internacional Eurachem para medir la concentracion de ibuprofeno dentro
del intervalo comprendido entre 0.05 y 50 mgL.

El método desarrollado es robusto y eficiente para analizar cambios en la concentracion
de ibuprofeno productos de reacciones de degradacion fotocatalitica en los dos tipos de

agua examinados.
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