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I.INTRODUCGI ON

21 campo de accién del control de la calidad Wa =iadturaude =Anttarmmntn
tento en su técnica como en su organiracién, todo esto en respuesta a la
experiencia opsrative de la industria en los iltimos afios. De esta ha
surgildo um conjunto sistemético de principlos, de pricticas y de tecnolg
gias para el buea desarrollo del control de la calidad de un produzto,
con resultados miés confiables.

Une técnica de anidlieis que permite la identificacidén y cuanti“ica~
ci1én de los componentes de una mescla en forma exacta, Treproducible, ria-
pida y especifica de una gran variedad de sustancias no voldtiles, termg
1ébiles, idnicas etc, es la Cromatograria Liquida da Alta Sficiencia,
(HPLC: High FPerfomance liquid Chromatography).

la HFIC en los filtimos afios ha resultado ssr una contribucién signi
ficativa para los andilisis farmacéuticos, bioqufmicos y clinicos.

£1 motivo del presente trabmjo eés mostrar uns aplicacidn importante
de la AFLC en 1z cuantificacidén de la penicilina G sddica y peniciline G
procaina en un polvo para suaspensiién invectable; ya que por otres técni-
cas analftices 30lo se lograba determinar la cantidad total de penicili-
na G, sin conocer qué csntided correspondia a la sal eSdice y cual a la
procaina. »

La cuantificacién des mstas salas de penicilina G es de gran impor—
tancia, ya que sefiala la efectividad de este antidiitico en cuanto a su

actividad anti-=bacteriana, al presentarse sn las concentraciocones adecua-



das y en susencia de productos de degradacién u otras sustencies sjenas

que pudieran disxiruir la activided farmacolégica del mismo.
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IJ. ANTEGEDENTES,
4,12,17,18
2.1 Las osnieilinas.

Penicilina es el término genérico de un grupo de sustanela.s_ natura~
1ss y semlsintdticas de caracter antibidtico, Su accidén es a nivel de ip.

hibicidn de la sintesis de la pared edluler bacteriena, y por asta i§'e~

considera bastericida,
La estructura bAsica de las penicilinas esté constitulda pbrj_erlya.ni

1llo tiazolidinice (4), unido a un snille bats-lactamico (B',",’ 'el»cu'ci.i,

estd unido & una cedena lateral (R).

o] s
4 N\ /CH3
R-C-NH-CH——CH C
L i S I™~cH
B , A 3
0=C —— N ———~CH-COOH

Estructura. bAsice do las venicilinas,

El micleo de la venicilina (ac. €—aminopenicilénico) es la base es—

tructural principal a ls que se dobe su activided bloldgica; la transfor

macién metabdlica o la alteracidén quimice de esta porcidn de la molScula
le hace perder toda eficacila antibacteriana importante.
La cadona lateral (R) ostablece muchas de las caracterf{sticas anti-

bacterianas y farmacoldgicas de cada tipo particular de penicilina.



17,18
2.2 Clasificacidn.

Ya en 1943 me vid que 1ls penicilina preparade en Eatados Unidos de
Yorteamdrica era diferante a la obtenida en Inglatarra. Pronto me democa-
tré que la penicilina estadounidense tenia una cadena lateral bencflloa,
mientras gque la inglesa tenf{a por cadena lateral un grupce 2-pentenilo.

Por haberse descublertc otrss penicilinas naturales, fue preciso eg
tablescer une nomenclatura. En Estados Unfdos se emplesron lstras mayniscuy
las para designar las diversas penicilinas. Algunas de las prireras peni
cilines naturales (F,X,K) fueron objeto de eatudios clfnicos, y resulta-

ren inferiorea & 1a bencilpenicilina (penicilins G).

Bastructura Quinica de Alpunas Pmnicilinas.

Gadenz Lateral Nombre Gensricc

Penfcilina G
FPenicilina V

Fenaticilina

Awnicilina

Carbenicilina
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2.3 Fenioiline G sddica.

- Pérmula condensada: CigH37N>Na0Q;S

~ FSrmula desarrollada:

@.CHZCONH——;!:H_-_}:H ‘ :

- 0=C —-—N——CH-COONa

~ Peso moldculsr: 356,37
pH: entre 6 y 7.5 en aclucidn acuocss oonte-niencio 50 mg/ml.

Dasoripcidns polvo cristelino blanco o ligeramsnie amarillento,

= Solubilidad: muy scluble en ague&, poco soluble en alcohol.
Feniciilina G sédica contiene entre 80 y 93.8% de penicilina (CigH1gN504S).

-~ Identificacidn:

- Colorea la flama de amarilio intenao.

A 5 ml de una solucién acuosa de penicilina 1l:50, afiadir una
gota de HACL: Se forma un precipitado blanco.

Bl espectro deo absorcidn infrarrojo de la muestra exhibe mé-—
ximos a las miam.s longitudes de onda y tiene intenasidades
relativas simileres al de penicilina G sSdica, patrdn de re-

ferencia.

Llevar a ignloién 10 mg de penicilina G sédica en un crisol



de platino, agragar un poco de ague y una gota de HCL y £11--—

trar. E1 flitredo resporxie a la prueba de sodio a la flama,

- Valoracidn. Métodos oficimless YodomStrico y Microblolégico.
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2.4 8 G ocalna.

- PSrmula condensada: C16H3gN20;S- Cyy HooNpOp+ HO

- PSrmula desarrollada:

v s
@- CH2c0Nﬁ+CH-cx1/ \c<CH3
. ] | | ~ens

0=C ———N-——CH-COOH'

- Pmao moleculars 588,72
pH: 5-7.5 en una scluclén acuosa conteniendo aproximadamente Bobmg/ml.

Deacripoidn: cristales blancos o casi blancos o polve miorocristalino,
inodoro, relaetivamente establse al aire y la lus.

=~ Solubilidad: poco moluble en agua; soluble en alcohol y en cloroformo;

sus soluciones son dextrorrotatorias y se inactivan rdpidamente con
dcidos, alcalis y agentes oxidantes. .
‘Fenicilina G procafina contiene entre 51.0% y 59.6% de penicilina
(C16H19N50,8).
- Identificacidni
~ El sapectro de absorcidn infrarrojo da la muestra exhibe ma-
ximos a las mismazs longitudes de ondm que el de pen;cilina G

procaina patrén de referencia y con intensidadesa relativas

iguales,



— Una solucidn saturadea de penioilina G procmina produce un
precipitado café con S.R An v;nr'o > 1y rrartntiats Hlanee
fAam S R ¥ prdnusA An ntas®n mermiirton,

-~ A5 ml de una solucldn saturada de penicilina G procaina
egregar 3 gotas de HCL 411, mazclar, agregar una gota cde so
lucidn de nitrkto de sodio (1:110) y agregar a la soclucién
50 mg de B-naftol en unu mescla de 2 ml de S.R de NaOH y 3ml

de aguas Se forma un precipitsdo rojo escarlata.

-~ Valoracidn. Métodos oficieles: Yodomitrico y MicrobiolSglico.
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2.5 Absoreidn, distribucidn y excrecidn de la penictlina G.

Absorcidn.

Por vim oral. Avroximadamsnta un tercio de la penieilina G ingerida
es absorbida en el inteatinc sl las condiciones son favorables, La absor
eidén tiene lugar ovrincipelmente en el duodeno, con tael répidez que la
concentracidn mixima en la sangre se alcanzs en 30 a 60 minputos,

Dos tercios, quita mas, deo dosis ingerida llegan al colon sin ser
asbsorbidos, y en 41 son inmctivedos por bacterias; solo una pecueila can-—
tidad o3 excreteda en heces, La dosis oral de penicilina G debe ser el
cuddruplo o 8l quintuplo de la dosis intramuscular a fin de obterer nive

1es sangufneos de 1pual altura y duracidn,

For inyzccidn intramiscuisr. La velocidad de absorcidn de la penici
1ina G inyectada ¥ la magnitud y persistencis de los ni.ve}le's sé.nguineos
alcanzados depsnden de michos factores; entre ellos, la dosis, el vehicy
o, le concentracidn, forma ffsica y solubilidad de la sal o del dster
de 12 panicilina G.

Otros factores, especialmonte la excrecidn renal, influyen en la
concentracidén y duracién de los niveles del antibidtico en el plasma, For
ejemplo, es tan Tépida ls eliminacidn de la penicilina G por los rifiones
que la concentracidn plasmiatica cae a la mited de su valor en el término
de una hora de haber inyeactedo un preparado acuosoc.

Sa han ensayado muchos medios para prolongar la persistencis del ap



tibidtico en el cuarpo y, por lo tanto, disminuir la frecusncia de las
inyacciones. Lo que nés frecuentemente se utilira, son los preparados de
penicilina G de accidn prolongada, sstos estin dostinados a la inyuccidn
intramiscular pro®unda para formar en 2l seno dsl miscnlo un depdsito
del antibidtico que sarid absorbido paulmtinamsnte en el curso de 12 hrs
o de varios dfas.

Los dos compuestos de aceldn prolongada actuslmente m&s en uso son

la psnicilina G procaina y la penicilina G benzatinica.

Distribucidn.

La peniocilina G se difunde en todo el organismo, pero hay marcadas
diferencias de concentracidén en varios 1lfquidos y tejidos. Mas del 90%
de ls penicilina G de la sangre esté en el plasma, ¥ menos del 10% esté
en los ;ritrbcitos; aproximadamente 65% estd unida en forma reversible a
la albiimina plesmitica. La baja concentracidn de protefna en otros 1fqui
dos corpovales, y por lo tanto el gradec reducido de fijecidn de peni cill
na, contribuyen a la eficaola del medicamento. Aparecen cantidades Impor

tantes en hfgado, bilis, rifidn, semen, linfa o intestino.

crecion.
2n circunstancias normales, la penicilina G es ridpldamente excreta-
da por el organismo, principalmente por los =rifiones, perc en pequeiia can

tidad por la bllis > otras viaa,

ia rdpida excreclén reonal del antibidtico es la razén de que se ra-

10



quieran madios espsciales para prolongar la permanencia del madicumento
en el cuvsrpo.
11,17,1%

2.6 Reacgiones secunderles v téxicas & las punicilinas.

Las ponicllinas, como todos los agentes antimicrobianos, provocan
diversos efectos adversos, las reacclones tienen gravedad diversa desde
las ruy leves y evanescentes hasta las mas graves, incluso mortsles. Se
han producido despuds de emplear el producto por cuslquier via, y han
afectuado la mayor parte de los t;jidos ¥ 6rganos, por separado o en for-
wa difuass.

La firecuencia de loms sfectos no desssdos varfa semin el preparado y
le vfa de administracién. Do les poanicilinas inyectables, 1a penicilina
G procafna produce la.mAs slta frecuancia de rescciones, aproximadamente
5%; la paniciline G mcuosa, de 2 a 2.,5%; 1la panicilina G bensatinica pro
duce e®ectos secundarios en 0.3% de loa pacientas. Por io general la via
parenteral entrafia mayores rilesgos qus ls via oral.

£l meoanismo mAs ccmin en la patogénesis de los efectos adversos de
cualquier clase de penicilina es la hiverrensibilizacidn. 1as resccilones
aldrglcas a 1la peanicilina varfan en frecusncia de 0.7 & 10%. So cree que
la poenicilina es la osuse mas general de alérgia 2 los medicawentos, y
en wus manlfestaclones abarca casi toda 1la gams de reacclones por alerela
y mocanismos inmunitarios,

Pueden obassrvarse reacciones de hiperssnsibllidad con cusliquier do-

sis y forma de pinicilina, sin que haya habido exposicidn antarior al ms



Adicamento o inmediatamente después de la sdministracidn de la primera do
ais. Aunque con la eliminacidn dql antibidtico suelen desaparecer pronto
las manifestaciones alérglcas, puede que pcraistan por una o dos semanas
despuss de terminado el tratamiento. En algunos casos la reaccidn es leve
y parsiste miesntras continia el uso de la penicilina, En otros, la reac-—
¢1én 63 mis seria y requiere la inmadiata cesacidn dsl trataniento. En
otros casos es necesario prohlibir todo futuro uso de la penicilina, por
que hay rlesgo de mmerte, y el paciente debe de ser advertido de ello.
Se ha visto reacciones de sensibilizacién a la penicilina tan varia
das como las siguientess erupciones cutdness de varles clases, lesslones
bucales, fiebre, nefritis intersticial, as{ como también reacclones mas
graves como enfermedad del suero, fendmeno de Arthus y las resccionss

més peligrosas como anafilaxia.

11,17,19

2.7 Usos cliinicos de 1ag penlcilinss.

A pesar de las ventajas de los nuevoe antimicrodbisnos, loes anterio-
res como la penicilina G son muy (tiles en innumerablea situaciones fre-

cuentes en la practica diaria.
Tomamos, por ejemplo, las infecciones por anasroblos; priacticamente

todos estos gérmenes, salvo sl PBectergides fragllia, son senaibdbles a la

poanicilina, contra esta bacteria resultan eficaces la clindamicina y el
cloranfenicol, perc mientras, la penicilina G es excelente en infecclo-

nes anaerobias graves que afectan el sistema nervioso oentral.
Para algunos olfnicos la penicilina constituye el mejor tratamiento

de las infeoaiones del aparato respiratorio superior, el se tiene en

12



cuenta que la mayorf{s aon cauaadan por cocos grampositivos todavia no re
sistentes al medicamanto.

Llos nsumococos todavia 3on responsables da la mayorfia de las neumo~
nfas bacterianas no adquiridas en sl hospitel v la penicilina G as alin
el farmaco de primera eleccidn, con las cefalosporinas como la mejor al—

ternativa,

La neumonitis por mspiracidn (mis frecuente en anclanos) as debe

por lo general a estreptococos anaaroblos, Bacteroides gpelaninogenicus v

obact m cle , susceptibles a la penicilina G procaina en gran

des dosis,
La moningitis en los adultos, por lo general, es producida por ma-—

ningococos © neumococos y todos los casos son sensiblea o la penicilina,

13



4.7

3,4 ,5
2.p Mitndos parg.la. deterwinscidc de veniclliaa G. 4

a) AnAlisis microhloldeicos a.l) Mitodo.de eilindros sobra placa.

b.1) Mitodo ifedomitrico.
b) Anali=tie gquimicos b.2) Datarminmcidn colorimétrica de hidroxilamina
b.3) Dotarminactidn eravimitrica de venicilina G

a.l) %romatopra~fa de geses

e) Anilisis cromatograftfeos :
.2) Cromatosraff{a de Lfquidos de Alta
Eficliencia. CoE

a) AnAlfsis microbioldglco.
a.l) Métode de cilindres scbre plsca.
La sficacia de los antihidticos, desde el ounto de vista terapdutico,

se deminstra por la inhibicidn qus sfactiian sotre mieroorganismos espac{fi--

cos, bajlo condiclonss esnsciale=. Ia disminucidn de 1la actividad antimicro—

biana, ain no ss vuede deamostrar wor mitodos quimlicos, naro af madiante valg
raciones microhloldéglicas, util!zando midios de cultivo esmacieles.

El método oficlal vara valoracidn Seraofutice de vonicilina G =s 91 de
cilindros sohre placa, qua s8s basa an la difusidn del antibidtieo desde un
cilindro vertical, sobre una cava de apgar solidificade que contiene sl germon
de prueba, dacositada en una caja vatri. La rona de inhibicidén oreviasta del

microorganismo s un érea cilenular cue gueda enturamente alrededor del cilin

Aro oue contione la solucidén d=21 antihidtico.

b) Andlisis auimicos.

b.1) Mitedo fodomdtrigo.

La penicilina pueds ser inactivada mor deoscomposicidn hidrolfticae del

anillo B-lactamico por influencia de un dlcall o por accidn da una enrima sg

14



pecf{®ica como lo es 1la wnanicliinasa. El producto de

acido pesntnildico.

R~ CONH~—CH-——CH

O=C—

mnléiiina

esta hidrilisis as el

Sk o
. et e,
R—CONH-—-CH c<:> 3
R T o CH4

H~COOH

- mnicilﬁiica '

Reaccidn de Hidrélisis de la Penicilina.

En el ansayo 1odondtrino se anrovecha aste comvortamiento! dos alicuotas

N

1d4ntices de una =5incidén ecuosa ds panicili

: mon transTeridssz a matraces

saparados., A wno ma la adiciona NaOH o panicilinare; despuds de clerto tiempo

sa le adiciona HCL cara neutralirzar la solucldn 7 enragulida se agresa un

exceso do soluaidn de fodo. E1 exceso de lodo es titulade vor retroceso con

tiosulfato. 4 el otro, &1 blanco se le sdiciona fodo directaments, ain la

{nactivaeidn fnicial que se hisoc en la alfcucta anterior. El folo es titula-

do vor ratroceso con ticsulfato.

La difearencia en los voliwnas d4 solucidn de {odo ccnaumido es relati-

vo & la csntidad de panicilinm en la alircuota,
Todo @sto sa 1leva a cabo trabafanio simultansamante una muestra astan-

dar de raferencia,

15



b.?2) Determinscién scleximétrica Qe hidcexilaminag.
Esta determinacidn ss besa =n le formwacidén de un complejo colorido
(ro3o), al combinerse el 1on Merro (ITI) con 1 producto de 1a reaccidn

previa gue s» llove a calo entrs le penicllina Gy la ihid"rfoxilé.mi C(un ée.

htdroxamino).

R=CONH——CHw———CH . : o3
RN TR Pt o

0=C =

mnizilina

0=C. '+ NH=— CH~COOH

NHOH®. .

an, W'AroxdnTro

b.3) Determinecidn gravimitrias de vonieilina G.

Este método se considera gravinmdtrico debido a qus orrumite una deterni-

necisn cuantitativa de penlcilina G mediante precipitacidn, ff1®ra-dn  peasio

del vrecivitado ohtenido.
Esta detarminacidn ses basa en la formacidn de una 3al de la oeniciline

1llamada nenicileto de N—etil piveridonio, aque ae nrecipita en forma ds cris-
tales astables a tomperatura ambliante que con “acilidad sa vnedms nesar v de-

tearminar as{ la cantidad de oanicilina axistante an una muestra.

16



¢) MStodos de andlisles por Cromatoprafia.

La cromatografie es un método fisico quimico de sepmracidn. Las tég
nicas cromatogrificas incluyen todo proceso en que le senaracién de loas
gomponentes de una mozcla es realigzada por la adsorcldn diferencisel: o sg
lucidén do los componentes individuales entre dos fases inmiscibles (eata
cionaria y mévil).

12,15,15,22
c.l) Cromptogrefia de geses.
Hey varias clases de cromatogra.fe, depandiendo del estado fisico

da la fase estaclonaria y la fase mévil:.

Pase estecionaria Tipo d¢ crometografia.

Paso movil
gas 1{quido oromatograrfa gas-i{quido
gus sdlido cromatograffa gas-sdlido
1{quido 1{quido cromatografia lfquido-~liguido
1fquido adlido cromatografia 1lfquido-sdlido

Como ss pusde ver, si la Caso ostaclonsaris as un 3élido se hzdbla de
oromatograf{a gas-sdlido. Este tdcnloa depende ds las propledades de ad-
sorcidn del empaque de la columna para separar muestras, en eapecial ga—
s6s,

La amplia variedad des fases lfquidas con que ss cuenta en la actual]
dad, hacen de la cromatogr;a!'{u gas-1fgquido, is forms mds versdtil y selsc
tiva de la cromatograffa de gases.

En la cromstopraffa gas-lfquido, la separacién de los componentes

de una muestra ss lleva a cabo en una columna casi siempre de paguefio

17



diametro, la columna es la parte donde la separacidn tlene lugar y esté
empacada con un material inerte que en la mayorfa de los casos es tierra
de infusorlos, ladrilio molido o carbdn, dicho materiel recibe el nombre
de soporte, Egte sovorte esis recublerto por un liquido semlsélide llams
do fuse estaclonaria,

El gas que transporta la muestra & analizar y que se cuela s través
de lo fase estsclonaria recibe el nombre de fase mévil; un diagrama que

e jemplifica esto es el de la figura No. 1,

RLIRDTY

Figura No. 1. Partes yue integran el interior de una
columma de separacidn en Cromatografis
de gases.

El proceso responsable da la separacidn cromatografice gas-lfquido
ea la perticidn. En este procesc la mezola muestra es introducida en la
corriente del gas portador a la columna donde ge efectua la seperacion,
moviéndose los compuestos individualmente s diferentes velocidades depep

dlendo de la solubilidad do =»llos en la fuse liquida 2stacionaria. Como

es de esperar, enire mayor sea la solubilidad de los componentes de la



ruestra en la fass liquida su presién de vapor serdé menor, por lo tanto,
los compomentes serin retenidos mis tiempo en 1s columa; por el ocontra—
rio, entre manor sas la solubilidsd awmentari ls presidn de vapor y los

componar.tes seréin poco retenidos en le columma. Este proceso de separa—-—

e1én estdé 1lustrado en la figura Mo. 2.

///////////7/7/////////////////'//////2%»47////////
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Mgura ¥o, 2. Separacidén por particién en Cromatogra=-
fia gas-liquido.
La cromatografis gas lfquido es una teécnica de eluclidn. Aqui el gas
portador fluyye a trsvés de la colutna de modo continuo durante la opora-

cidn. Epo un momento dado se inyecta la musstra a través de un tapon de

hole con
cantidad

una Jeringe de precisidn generalmente de 1 a 10 a1l, una pequeha
de muestrae que es generalwente deld orden de 0.2 & 5 jul y en es—
ta forma se hace llegar la muestra liquide a una zona de calsntamiento o
bloque de inyeccidn en donde la ruestra es introducida, ewaporada y arrag
trada por el gas de acarreo que generaimente as nitrdgeno o helio, hasta
l1a entrada de la columa; (por esto ea qus las sustancies a analizar por

cromatograrfa de pases deben tener una adecuada volastibilidad y ser tér-—

micamente estables). 3s sentonces que la mezcla ampiera & ponerse en con-—



tacto con ls fese 1lfiquida de la colurna. La separacidn de los componen-—-
tes que comprenden la mezcla resulta de una diferencia de las miltiples
fuerzas por las cuales los materialas de la& colurma tienden a retener ca

da uno de laos componentes, ya sea que la naturaleza de la retencidn ses

adsorcién, solubilidad, ligadures quimicss, polaridad o filtracidn mole-—

cular. La columna ratiene aslgunos componentes més tiempo que otros, Como
consecuencia, todos los componentea pasan 8 través de la columna a velo—

cidades varlebles y emergen en orden inverso a su retencidn en los mate-

riales de la columa.,
Al empnrger de la columna, la fase gaseosa entrae inmedlatamente a un

detector contiguo a ia columna, Aguf los componsntes individuales son rg
glatradoa como una morie de wmefiales que aparecen en une grafice como una
suceslidn de picos, fFormando asf{ el cramstograma.

5,14.21,25,?,'7
b.2) Cromatoerarfa Lfguida de Alte Eficiencia.

En base a las diversas necesldades del anélisia, se llegd a desarrg
llar técnicas cromatogréfices tan valiosas como la HPLC (High Perfomancs
Liquid Chromatography = Cromatograf{a IL{quide de Alte Eficlencia).

La técnica de HPLC hace posibls los anélisis rapldos de compuestos
no voldtiles, i1dnfcos y termolébiles que anteriormente era casi imposi—
ble determinar; ss{ como también ofrece ventajes ten grandes como la al~
ta sensibilidad, axactitud, rdpider y gran poder de resolucidn, el tiem-
po de retencidn es repreoducible y muy corto, la instrumentacidén necess-—~

ria es -rersatil y facil de manejar,



En la cromatopra”fa lfquida clisioca, una colwrna de vidrio de una
longitud apraximads de 30cr, se llene con un s6lido granuler adecuado
con o sin unma pelfcula de 1lfquidos y sin movimlento, agregéndose el 1f-~
quido transportador y la muestra. Lsa dificulted principal es 1la lentitud.
S1 los granvlos son lo suficianterente paguefios para dar una buena sepa-—
racidén, entonces la velocidad de eluclién por gravedad decrece en. unas

cuantas gotes por mfmito. Este smistems se muestra en la figura No.3.

m diselvente
{fase mévil).
@a-prte
fene estacionaria)

F‘lgﬁz;a No. 3. Sistems tipico de Cromatografis liquida
Clésina.
La manera obvia de aumenter la velocidad de slucién consistis en
forzar al lfquido por medio de unas bomba de desplazemiento positivo o
por la presidc de un gas. los aparatos antiguos no podfen soportar altas

preasiones sinr siterarse, de modo que para hacer un nuevo dise®o se nece-—

sitaron msyoros adslantos.



le cromatograffs de lfouidos de alta oficiencia tiene la ventsja de
que opsra a mAs baja temperatura; el intervalo obviamente se limita con
lcs puntos de congelacidén y de ebullicidn del dicolvente.

Todo lo anterlor hacoe ver quez le HFLC ea una técnica vliable para 1a
separacio’n de sustancias que no sonortan tempersturas elevadss y mucho
menos que sean capasces de voletilizerse.

La cromatografia 1fquida separs los compuestos de acuerdo s sus fun
clones moléculares. El mcanismo mediante el cusl se aspare un compussto
de otro, envuelve una interaccidn sslectiva entre las moldcules del soliu
to (muestrs) y dos fases, una estacionaria y une mivil.

La fase astacionaris se reflare a la columra, la cual 6s un cillindro
rigido dontro del cual, se encuentra el materiel de empagues formado por
pequeas particulas, la Tase mdvil ¢ disolvente fluye continuamznte a
través da le columms y.detactor.

Los dos sistemas de cromestograffe liquide funcionan de acuerdo e
los mismos principios, con la diferencia de que la cromatograf{s lfguida
de columna clédsica se trabajla a la presidén ambiental y en la cromatogra-
r{a 1{quida de alta eficiencia se trebaja a presionss eltas.

El macanismo de separacidn de loa componentos de una mezcla por HPLO
se rosumm de la ajguiente manera:

El disolvente que conccemos en cromatograffa lfgquida como fase mdvil
se bombea a alta presidn al cromatdgrafo situado en una cémara & tecpors
tura controlada. La muestra ea introducida, en el sistema via inyector,
desde donde se transporta hacfa la columa por la fase mévil, asi la se-

paracién de los componentes de la mezcla serd el resultado de la adhesidn
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o difusién de los componentes en las particules que forman el empaque de

1a columa.

La bombe gue succlona la fase mSvil que proviene del reservorio,’

llove a través del sistema a €lujo constante; cuando la miaajtx'-a.‘k‘es imré

teda, e&s ®orzada a “ravés de la columna, separandose en‘b.nriddéi,’f'

les eluyen de la 'x'r;irsma hacim el detector y de 211f lu se a?

hacia =1’ rdgi'sti‘adﬁd"r'.‘ El resultado de este meconismo llevara a separacio

nes mAs efi_cﬁéntéa y rdpidas,
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25,27

c.2.1) Clasificacidn de la Cromatografia lf{guida en Zolumna.

Existen muchas maneras de clasificar la cromatograffs 1lfquida en oo
Jumna. Rasandose en la naturaleza de la fase estacionaria y en los oproce
sos da la separaclén, pueden snumsrarse custro tipos.

- Cromatograf{a de adsorcidn. La fase estacionaria es un adsorbente

¥ 1la gevaracidn 3o basa en repstidas estapas de adsorcidn—desorcidn.

- Cromatorrafia do particidén. La aeparacién no ss basa en la adsor—
cidn, sino en una verdadera particidn entre la fase mivil y la fuse esta

clionaria,

- Cromatograffe de intercambic 3idnico. 21 lecho estaclonarlo tisne

una superficie cargada idnicamente, con carga contraria a la de la mes-
tra. Esta téenica se usa casl exclusivamsnte con muestras idnicas o ioni
gables. Cuanto mayor sea la carga de ia muestra, mas fuertemente sers
atrafde hacia la superficie idnica y, por tanto, mas tiempo terdara en
sor eluida. La fase wSvil 93 un tapdn acuoso, en el que sl pH y la pola-

rided sme utilizan para controlar el tiempo de elucién.

- Cromatograff{e de exclusidn. Se rellena la columna con un material

que poses poros de dimnsioneé oonp:%andidns antreo clertos limites, con

1o que la muestra es retenida o Tlltrads segin sca su tamaiico molecular.

-

Devandiendo des la polaridad de las fases, vodemos dividir = la cro-

ratograffa 1fquida en:



« Cromatografia en fase normal. Aquf el lecho estacionario es de na

turaleza fusrtemente polar y la fass mivil es no polar, do osta forma

la9 muestras polarvres quedan retenidas en la columa durante tiempos mayo

res que los materiales menos polares o no polares.

- Cromatograf{s en fase inversa. En este caso el lecho estaciomnario

es de naturaleza no polar, mientras que la fase mSvil ez un liguido polar.

Bn este caso, cuanto més no polar sea ls rmestra, mayor sera au retencidn.

Algunas vecesa se puede modificar la fass mdvil para ajustar su polg
ridad. £n fase normal, puede hacersze por adicién de upa sustancia wis po

lar, en tanto g en la fase inversa el aditivo seara una sustanclsa menos

polar.
En la figura No. 4. se presentan estas dcs técnicas, al tiempo que

se indica el orden de elucidn de los distintos comronentes de una muestra

en funcidén de sus diferentes polaridades.

Entonces cuardo se habla de cromatograrf{a 1l{quide on fese normal o
inverse sl proceso se desarrolla tomando en cusnta la polaridad de 1la
muestra, el empaque de la columa y la fase mSvil, las cuales se encuen-—

tran en interrelacidén constante.

Bl parimetro gque en HFLC nos va dar la eleccidn de la columna yvde
la fase mSvil, viene dado por la polsridad de la musatra que vamos a se-—
parar. Normalmsnte esta idea viene dada, por el disolvente de la muestra
¥ por supuegsto sablendo que 1o similar disuslve lo similar, la polarided

de la wuestra serd la misma del disclvente que se utilice.



FASE NOAMATL,

Componentaes:

Fase movil no polar - ‘

OH
Polares
OH

OH Semipolares

OH
No polares
OH

Suparficie polar de la
fase estacioparis.. .

FASE_INVERSA ;
Fase mévil polar
No polares

CH3 Semipolares

Polares

Superficle no polar de

Flgura Yo. 4. Ilustrascidn grafics de la oromatografis lfiquida en
fase normal y en feze inversa. Se indica el tipo
de compuestos pressntes en la mucetra y su posicidn
relativa en la direccidn del flujo.



. . 21,25,27
c.2.2) Conceptos y Definiciones Bisjces en Cromsto .

Le separacidén cromatogrifics ds une mexcla dependes de las interaccig
nes entre las fases mdvil y estscionaria; ests seperacidn imvolucra ractg'

Tes y varliables tales como:

— Resolucién.

El término resolucidén, deseribe el grado o la magnitud de la separa
0i18n;: por tanto hablamos de qus también un components es separado de
otro.. La resoluelidn o8 definida matemAticamants para dos componentes de
una mezola, cono le diferencim de log volimenea de eiucidn, dividida por
al promedio de loa archos del pico. Este medicidn se reallga como lo in-

dica el cromatograma de la figura No. 5.

R o= V2 -\
1/2 (1 e w2)

donde 1

R = resolucidn,

V3= volumen de retencidén del plco 1.
Vo= volumen de retencién del pleo 2,
Wy=m ancho del pico 1.

W2e ancho del pico 2,

Figura No. 5. Gromatograma que muestra los peramstros necesarioa para la
determinacidn de la resolucidn en una separscién cromato--
gréafica de dos componentas.



los valores de V3, Vo, W1 y 75 podréan ser madidos en unidades de vg
luman, tiempo o distancla de mtqnclén en el cromatograma.
La resolucidn dentro de la separacidn oromstogrifica esta intimaren

ta relsasionada con otros parametros como sont

-~ Factor de capscidad.

Un pico os generalmsnte identificado, usando la medida de retencidn,
& monudo, el término tiempo de retencidn es utilizedo midiendo desde que
sa afsctiia la inyeceidén haste el punto en dorde aparece el dpica del pi-
co o banda. Bl tdrmino universal miés frecuentemsnte usedo para . ident}
ficar © losalizar un ploo, ea ¢l Zsaztor de capacidad (X 7)., Bl factor &e

capacidad de un compononte dado es definido como sigue:

Ve
donde °
K =z Tactor de capacidad.

Vo= Volumsn muerto.
Vis Volurmen de retencidn,

Los valores do V3 y Vg estarin medidos en términca de las mismas
unidades; Vy @5 llamado volumen muertc y 65 una medida de la retencidn
{en términos de volumon, tilempo o distancia) peara un componsnte no rete-
nido. El volumen muerto de un sistema, en términos de volumsn, es la me-
dicidn del volumsn del sistema desde ol inyector hasta el delector.

‘Bl volumen muertc, s usualwsente sencillo ds medir, como la distan-~

cia en 8l crometograma, sntre el runte de inyeccidn, hasta el primer ni-—



co y se asume que en este punto un volumen de disolvente correspondiente

a la columns, ha puasado por el detactor,

%n 1la figura Ko. 6 se muestra un cromatograma en el gue se vin‘dica

la forma de interpratar loa pardmetros de Vg, Vi, Vi, Wby Jh

dondms

Vo = volumen muerto.

V} = volumsn de ratencidn.

V i~ volumsn de retencién corregido,

¥b @ anchura de la base,
Wh = anchura medida al 50€ de la altura total del pico.

Mgura No, 6 Esquema de un cromatograma,

- Q! (-] i) .

El factor de selsctivided o de separacidn (e ) indica la capacided
gue tiene la columma para separar dos o mis compuestos de une meszcla al
paser por ella y es una relacién de loa factores de capecidad y los coe-

ficientes d» particidn de los aoclutos; asfoc esta definido solo por dos

pilcos y es igual a3

o = 2=V - K3
Vi-Wvw K’l
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Q
o
3
Q
)

Pactor de separacidn.
Volumen de retenoidn del ptco 1.
Volumen de retencidn del pilco 2,
Volumen muerto,

Pactor Ade capacidad pars el pico 1.
Pactor de capacidad para el pico 2,

geabtl
LR T

L}
N

81 dos compuestos eluyen con o¢ = 1.0 cada valor de Kes idéntico al

otro v sa observa un scle pico en el cromatograma,

- NMimsro de_platos tedrigos.
El nmaro de platos tedricos mide el ancho del pico en el sistema

compleato, desde el inyector hasta el detector y usualmante gs madido y

comparado con &l eatdndar.
Bl nimsro de platos tedricos (N) de un sistems, describs la desvia-—

cidén del pico er relacidn a su centro. Y se define comos

N = 16 (-%’--)2

dondes
N = Rimoro de platos tedricos,
V = Volumen de rstencidn, que también puede ser medido en términos de

tismpo o distancia de retencidn.
W = ancho del pico, obtenido por la extrapolacién con la 1{nea base,

El numero de platos tedricos existentes, expresa la eficiencia de

la columna para dar bandas estrechaa. Y se calcula como:
Ericiencia =\IF = 4=

dondes

Nimsro de platos tedricoe.
7Jolumnn ‘de retencidén (también puede astar dado en términos de tiempo

(tr) o distancia (dr).
Aplitud de la base del pico.

1 4
1}
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Ia forma de interpretar en el cromatograma 108 parémitros necesarios
para calcvlar el mimoro de platog tedricos (N), se musstra en ls figura

No. 7.

Pigura No., 7. Diagrame para calcular el nidmero de
platos teoricos.
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5,26,28
2.9 El Cromatderafo de Lfquidos de Alta Eficilepncia.

5S4 se observa un cromatografo de lfquidos, sncontramos que el ins--
trumento estéa formado por varios médulos, y c¢ade uno de ellos realiza
una funcidn propla.

Las partes més importantes de un cromatSgrafo de liquidos de rlta
eficiencla sons

l.- Bomba

2.~ Sistoma de inyeccidn

3.~ Columna

4.— Datector

5.—~ Sistema de regilatro

6.~ Integrador

EX esquema correspondlents de 1la figura No. 8 muestra 1lvs comporien-—
tes principales de un equipo de cromatograffa de lifguidos de alta efi—-

ciencia.

1l.- Bogbg.

En HFLC se emplean colusmas que tienen didmstros muy reducidos y
estén empacades con matsriales sspeciales de partfoulas muy psqusfias, es
to vrovoca que la fase mivil -pnsente uns resistencia elsveda al {lujo,
por lo tanto, se requisre de una presidn alta que al aplicarse al lfqui-
do lo forra a psaar por la columa a una velocidad satisfactoria.

Esta presidn elta y satiafa-toria se obtiene con una bomba movida

por un motor, La bomba debe ser capazx da libsrar 1fquido a ima velocidad
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DEPGSITO.DE LA FASE
 MOVIL.

]

BOMBA DE DISTRYBUCTGN
- DE-DISOLVENTRS.. .

INYECTOR.

COLUMNA. N

DETLECTOR

INTEGRADOR,

REGISTRADOR.

HACIA 2L DE3SAGUE,

Figura No. 8, Eaquema funcional de un equipo de cromatografia de Liqui-
dos de Alta Eficiencia.
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constante sin pulsaciones. los febricantes usan varios mitodos ingenio-
so0g nara alcanzar esta condicidén, Una forma consiste en introducir los

cilindros y pistones programados de tal modo que uno se llene rdpidamen-—
te mientras el otro me vacfa en forma lenta; despuds eate \iltimo lleva a

cabo la funcidn de llenado mlentras el primero se vacia, repitisndose el

ciclo.

2.— Sistemas dea ipvecoidn.

El méftodo de introduccoidén de 1la muestra es de gren importancia en
HPILC. S{ un dispositivo de inyecc-:ién poco eficiente da lugar a una apli-—
cacidn de los componentes de 1la muestira en forma de bandas largas y sn——
chas, nl siquiera las mesjores columas podrén dar lvgar a plcos sgudos.

La principsl consideracién a tensr en cuenta en el disefio de un in-
yector es la necesidad. de proporceionar una zona de poco volumen completa
mente barrida por la fase mdvil, para eviter 1la difusidén de la mwsstra -
8sf como también su dilucidn.

A madida que 1a tecnologia en instrumentacidn y columnas ofrecen
equipos analfticos que proporcionan separaciones extremadamente répidas
y eficaces de cantidades de material increiblemente pequefias, ol nivoal
de exigencia en los sistemas de inysccidn aurenta enormemente. Por tanto
ia 1rwéc016n a través de un septum historicamente ha sido

mientras que

8l witodo de introduccidn.de musstra més utilirzedo, los inyectores con

septum estién sfendo sustituidos rapidamente por valvulas impelsntes de
inyeaeidn sin seaptum.

3.~ Columa.

Una columa s usualmente un tubo cilindrico, que podra tener entre
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2mm y 7mm de di&r-atro, y servirid pera contener le rade estecionaria (em-—

|
pague) en su interlor. lLa longitul de la columna on HPIG varlia de 15 &
|
|

30em y generslwente son de acero inoxidabla.
721 ampaquas de la columna debe conservar su con!‘i‘_uracitSn de forme
Liculas deberén

tal, que actis cowmo un lecho cromatografico, y las pa
|

ser rigidaes vara poder mantener su forma, ein cuando ‘Tye someta el lecho
a altss oresiones durante su uso. ‘\

ILas dimenrsionas de las partfculas de la Tase estécionariu son muy
pequafira, & alpunos de estos materiales se les llama 'l;peliculnms", ¥
otros contienen “mses 1lfquidas gufricemente unidas a fa guperficle del
material, £l tamefio de ls particula controla el procesd de difusidn de
las moldculas de la mrastra hacla adentro y hacila ufuei-a de los poros de
le partfcula. Zoncorme disminuyrs el tamafio de la partfcula, la profundi-
dad de los poros también disminuve y el oroceso de trm%;sf'erencin de masa

se hace mAs rapldo, permitiendo obtenar andlisls rdpldas sin pérdidas en

la resolucidn.

4.~ Daotactor.

A los detectores los podemns clasificar en dos cnt?egoriaa: a8l el dg
teoctor e capaz de captar la reapu2sta de todos los cou%meatoa que estéan
emergionrdo de 1la columtma se 1a denomina detector no selﬂiactivo, antre
e%%.08 tenamos A los datasztorwes da fndice de re®raccidn y de lonizacidn
por “lama, Si aste solo canta alenmos dea los componantes que eluven se

conoce como detastor saloctivo, aiomplos de estos son: el detector de

luz ultraviocleta y lue visible y el de Tluorescencia.

35



- Dotactor da_iIndice de relraccidn.

Zon ests detector sa miden las diferencias an los Indices de rofrac
©16n haste una parte en 105 o mas, lo que cormrvonde & unas cuantsl par
tes por milldn da un soluto orginico en agua. Esto proporeiona un mitodo
de deteccidn pare la cromatografi{ia lfquida no especifico, cuya sensivllj
dad depende solmments de 1la diferencla conalderabls en la cantidad madi-
da entre los molutos y el disolvente, Les vanteja de la detaccidn del In-
dice de refraccidn es que puede emplearse con disolventes cuyas propleda
des ffsicas (como smbsorcldén wnliravicleta) infiersn con otras formus de
deteccidn, la dasventmja es qus no puede ussrse con gradientes de elucidn
ya qua el cambio en el fndice de th-accién debido a 1la programacidn com
plasta del disolvente trensforme cualguier sefal) producide por los compo-—

nentes sluldos,

— Detector de jopizagidr por flama (DIFP),

Un alambre de acerc inoxidabls de aproximadamente O.lmm de dié&metro
sirve para transportar el efluenta do la columna e través de una smerle
ds wmanipuleciones. Primero se limpla el alambre y lusgo se oxida supsrf)
clalmente al calentarlo en una corriente de aire, 5e cubre con uns capa
delgada del liguido de 1r columa, %1 alambre mojado pasa por una peque-—
ﬂ-b estufa, on donde-le evapora ol disolvente, y despuds se mste a una ep
tufa oxidants en donde la muestra ne quema hasta 20, y H,0. E1 producto
CO5 se transporta con Hy y N, se pasa scbre un cataliszador de Ni, que .
lo reduce hasta CH,. S1 CH; se lleva directamsnte al DIF,

Ls venteja del detector de alambre mévil e&s su adaptabilidad tinica

al gradisnte de elucidén; la desventala consiste sn que mecanicamsnte as
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myy complejo y sstér-propenso a un mal funclonamiento.

~ Datactor de Jlug miltravieletwn v visible.

Ests detector es sensible y pruciso, lm concentraecidn de la muestra
es inversamnte proporclonal a 1la fraccidn de luz trasmitida a través de
la calda, de acuerdo con la ley de Beer, Su funcionamiento se basm en 1a

absorcidn ds la lur por parte de la muestra al pasar a través de ella un

haz de luz monocromitica UV o VIS.

La respuesta de este detector es selectiva, sdlo sa datectarin los

compuestos que abgorban luz de longitud de onda & la que opera el detec-

tor,
El fotématro de luz UV y VIS es relativamente insensibls & los cam-—

bios de flujo o de tempsratura, fécilmente se efectuan programaclones de

faze movil.

— Dategtor fluoromdixico.

Es un datector relaclonado con le absorcidén ultraviolete que se basa
en las modidas de fluorescenciam. Esta tfcnica es de especial importsncia
en las wmmchas aplicaciones bioquimicas de la cromatorra®fa 1{quida.

Para los compuestos que presentan fluorescencia natural, asf como
para los que pueden convertirse en fluorescentess por simple derivatiga-—
e1én, ea 8l tipo de dsteccidn wés wimpls que exists.

Los detactorea das fluorescencisa son los mds sensibles y espeefficos
de todos los detectorss dpticos, lo cual se usa ventajosamente en la de-—

terminacidn de esvacies con “luorescencie espec{fica en miestres comple-

Jen.
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La fluoreszencie tiene luger cusndo los compuostos yua possen dater
minados grupos funcionales eavecfficos se excitan con energfa de clertsas
iongitudes de ondea (cortas) y emiten rediacidn de mayorvs longitudes.

Yormalments la emisldn se determina en direcclén perpendicular a la
excitacidn, y naturalmente l1ls capacidad real de fluorescencia de grupos

quimicos eapecf{ficos es €uncidn de las longitudes de onda de la exclta-—~

eidén y de ls emisidn.

5o sty r.

lLa funcidn de un registrador es Vr%epmeentaz- en un registro gr&i‘icoy
la gefial dada por el detector. Generalmente se utiligan potenciématros
de 1 & 10 mv,

Los registradores debon ser de respuesta répida de ls plums y velo-

cidad varisble del papel.

6.- Inteprador,

Los integradores son inatrumentos electrdnicos, los cuales estén co
nectados directamente & un amplificador en serle entre el registrador y
el detactor, contianen un acumulador nimerico de informacién., Las unida-
des mas complejas pueden esr programables para compensar cualquier grat®i
cador cromatogréfico con anomalfas en los plicos ds baja resolucidn, y
pusden programarse sutomdticaments para corregir cada components por un
factor de correc~idn presélo:c!.onado.

La funcién princirml de los intesgradores es proporcionar diractamepq
te el Aroa de los picoa: sin embargo exlsten algunos més rodernos los

cualss tienen un computador el cual parmite a la unidad proveer loa anéa—

il



14813 wultiples nfia complejos, incluyendo 1las habilided psre opersr otros
instrumentos como son los disposaltivos psara selecclonar los tiempos y ma
nipular los dstos obtenidos.

Entre los datos que reglstran, podemos moncionsr: tiempo de reten-—
cidn, métodoas de correccidn de la linea base, integracidén de loe puntos
de iniclo y terminacidén y al finsel del and&lisis proporciona un informs
completo incluyendo tiempo de retencidn ajustacdo, volumen de retensidn y
concentracién individual de los componentes de la mwzcla y‘ del esténdar

utilizadoe.
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IXI. PARTE EXPERIVENTAL.

3.1 Deaarrollo del mitodo Mt 1s gz;g_nz,;ficgcién de ponicilina
¢ s5dice 10111 a en un polvo pare suspan-——

s16n _inyectabls.
Material,

- probeta de 500 ml.

~ 5 matrsces aforados ds 50 ml.

-~ 3 matraces E,M de 500 ml.

~ Bquipo de filtracidn por membrena (Millipore).

~ Mombranas de filtracidén parae solucionses orgénices y acuosas,.

Rsactivos.

— Matanol absoluto Lichrosolv (Mexrck).
- Agua bidestilada.

- Reactive D; (fosfato de dibutilamina).
- Fosfato potasico monobasico.

~ Ac fosfirico.

~ Penicilina G sSdica esténdar.

- ¥enicilina G procafna eaténdar,

~ Clorhidrato de procaina estdndar.

Bquipo.
- Cromatografo de L{quidos de Alta Eficiencia, Varian modelo 5000.

equipado con:
— Demtactor de onda variable modelo vari-chrom.
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- Integrador modele CDS 111 L.
- Graficedor modelo 3176.
- Inyector Rheodyne modelo 7125,

- Columna lMioropack MGCH 10.

Preparaqgidn de_soluciones.
~ Solucidn de referencia externe (ssténdar): pesar exactamente

0.0400g de penicilina G s5dica estindar en un matrag volumétrico de
S0ml y siiadir a este mismo 0,M200g de clorhidrato de procaina esténdar

disolver y llevar al aforo con una mezsla de metanol-zgus (1:l).

- Solucidén problemg: pesar exactaemente 0,0600g del polvo para sus—
pensién Inyectable que contiene una mezcle de penicilina G sddica y pe—
nicilina G procafna en un matraz de 50ml, dilsolver y llevar el aforo

con metanol-agua (1sl),

= Buffer de fosfatos: pesar 4.24g de foafuto potiasico monobdsico
en un matrar volumétrico de 500ml y llsvar al aforc con agus bidestila-

da.

Zendiojoney Je trabajo.

Las mestras c; analizaron en el cromatégrafo de lfquidos de alta
eficloncia bajo les simxientsé zondiciones:
- Page mévil: Matanol-buffer de fosfatos (1lil), mis resctivo Dy, pH r1-
nal: 6.4
— Velocidad de flujo: 1.5 ml/min.



~ Velocildad de carte:r 1 em/min.
- Sensibilided: 0.1 aufs.
- longitud de onda: 230 nm

- Volumsn de inyeccidn: 20 il

* 1o conoentracidn del reactivo D, utilizada en la fase ‘movil es de.

1.5 ml por cada 100 ml de buffer.
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IV.RESULTADOS,

4.1 Espacificidad del método_anaiftico.

En los cromatogramas correspondientes al andlisis de 1la solucidn es
tandar y problama que consistisn en una mezcla de penicilina G sddica y
penicilina G proceafna, ss observa que no existe suatancia ajena que in—
terfiriere en los tiempoz de retencidén de los componsntes de importancia
pars la susntificacién.

kin wometiando las solucionss a degreduacidén en medio acido, bésaico
y oxidante, los productos de eate degradecidén formsdos, tuvieron tiempos
de retencidén distintos a 1las sustancies de interés, indicando con esto
que el mitodo de Cromatograffa dse Lfquldos de 4lta Eficiencia bajc las
condicionay Sdesles de endlisis para penicilina G y procsfna es especifi

co.
En 108 cromatogramas 1, 2, 3, 4, 5, 6, y 7 se muestran los resulta-

dos obtenidos para determinar ls especificidad del método de Cromatogra-—

rfa de Lf{quidos de Alts Eficliencia para psniecilina G y procafna.



Este ocromatograma muest

ra el afecto de lus
icilina G addices ¥y
A) Pente¢iline G con

7.7

ds pen

mexcia

'
penicilina G vrosafna.

1a

un tiempo de retencidém de 3.9 minutos. B)-
Procafne con un tiempo de retencidn da

solar durentes 30 dies, en el polvu que cop
minutos.

ten

1.

CROMATOGRAMA No.
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=

o T",’r Aol - .-;"t.{
| ~Tiemps {mimiftes)
La

i [

CROMATOGRAMA No. 2. BEn este cromatograma ss musstra la dograda-
c1én en medio écido (pHe 2), en un tiempo
de reaccién de 2 hre, A} Penicilina G con
un tiempo de retencidn ds 3.7 minutos. B)
Procafna con un tiempo de retencidn de 7.5
minutos. C) Producto de degradacidn con un
tiempo de retencidn de 2.2 minutos.
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R
CROMATOGRAMA No. 3. Aquf se muoestre la degradacidn en mdio
dcido [pHa 2) *en un tismpo de reaccldn

de 24 hra. A) Penicilina G con un tieme

po de retencién de 3.9 minutoa. 3) Pro-

caine con un tiempo de retoncidn de 7.7

minutos. 2) Producto de degradacidn con
un tismpo de retencidn de 2.3 minutos.
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CROMATOGRAMA No. 4. Bate cromatogramsa musstra la degradacidn
alealina {pHe 12) deo una morcla de poni-

cilina G sddica y peniclilina G procafna,
en un tiempo de rwaccidn de 2 hrs. A) P
nicilina G con un tiempo de rwetencidn de
3.7 minutos. B) Procafna con un tiempo
de rTetencidn de 7.5 minutoa. $) Preducto
de dagradacidn con un tiempo da retencidn

de 2.0 minutos.
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Iayssclén,

SROMATOGRAMA No. 5.

7 & 9
Ticupe (slniites

Eate cromatograma ruestra la degradacién
alealina (pHx 12), de la mizele deo peni-
cllina G sédica y penicllina G procains,
en un tiempo de reaccidn de 24 hrs. Nitg
se que la ponicilina G y procaina fueron
degradadas totalmente. C,D y B) Produc—
tos de dagradacidn alcalina. B) rrocalna,
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CROMATOGRAMA No. 6.

En este cromatograma se muestra ls degradg
cién en medio oxidante de 1la mszcla de ps—
nicilina G addica y penicilina G procafna,
en un tiempo de reaccidén de 2 hrs. Como se
puede obesrvar, ain no se detecta ningim
producto de degradacidn. 4) Ponlollina C
con un tiempo de retencidn de 3.7 minutos.
B) Procafna con un tiempo de retencidn de
7.5 minutos, C) HZS'E con un tiempo de re—-
tencidén de 1.7 minutoa.
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.2 Validnacldn estediatica del mitodo_anflitico.

Para que un mitodo se considere estad{sticamente valido, se deben
establecaer criterios estad{sticos para evaluar la exactlitud, linearidad

y precisidén del mftodo eanalitico.

Penic a G sédice.
a) actitwd.
Se preparéron 10 soluciones de penicilina G addica y se enalizaron
dentro de las condiciones ideales del mStodo. los resultedos se enlistan
en la tabla No. 1,

TABLA No. 1. Evaiuaoién esteldfstica del midtodc pars lr determi-
neclén de ponicilinae G oSdica por HPLG.

mg. agregados. mg. recupsrados. % de recupsracién.
40,0 40,0 ino,0
40.0 39.6 99.1
40.0 40.1 100.2
40,0 40.3 100.7
40,0 40.1 i00,.2
£40.0 39.5 98.6
40.0 40.5 101.3
40,0 39.7 9.4
40.0 39.8 99,6
40.0 33,2 97.9

Media X = 99.709

Desviaczidn_estandar S g 0.9492

Varianga 3 = 0.9009

Zrror estdndar E.5 = 0.30016

Intervalo de confianzs 1.C =& 0.67837

Limite da confilanza L.C = 99.0306 - 100.3673
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Tteo = £2.26?7 para un nivel de significancia de 0.05 y 9 grados
libartad, v
Taxp = ~ 0.969%,

Debido & que T experimsntal es menor que T tedrica, ae ror'jnqlu'ye

que al mitodo es exacto para penlcilina G s&diég,pbxf Qi{ométqgrél‘:td de

Liquidos de Alta Eficiencila,




b) Linearidad.

Para damostrar que este mitodo anilitico es lineal para: panicillna
G sé3ica, me prepararon 3 soluciones de cada una de lss S dit‘erentes con
contraciones y se analizaron seginh el método, Iue maultados se pregen——

tan en la tabla No. 2 y la grafica No. 1. R

TABLA Fo. 2. Resultados promadio de tres medioiones de cada con-
centracidén, obtenidos para la linearidad de penici-

1ina G addica por HFLGC,

»g. agregedoa mg. recupsrados % de recuperacidén
(X (Y)

20.0 20.5 2.3
30.0 30.5 10 6
40.0° 39.5 96,7
50.0 50.3 100.3
60.0 59.9 9.9
¥ =40.1
= 40
Sxw 14.1421
Sye 13,9448

Intercepto a la ordenaia g = 0.668
pendiente b = 0.9858
Coeficients de correlacidn r = 0.9997

Inferencia acerca de g.
Ttao =£2.35 para un nivel de significancia de 0.05 y 3 grados
de libertad.

Toxp = 1.22 .
Debido & qus T experimsntal es emnor que T tedrica se ocop

prueba qua g = O

Inferencia acerca ds b,
Tteo =% 2.35 para un nivel de significancie ds 0,05 y 3 grados
de libartad.

Texp = = 1.27 -
Dabido a que T experimantal es menor ques T tedrica se com

prusba que b = 1.
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Debido & que el valor obtenido de } ®s muyy cercano a uno y el valor
de g muy cercano & cero, se concluye que el métode es linsal para penici

lina G sdédica por Cromatografia de Lfquidos de Alte sficiencia.
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CRAPICA No. 1. Linsaridad del método da Gromatoprati{s de 1fauidos
de Alta Rrisiencia nars veniciline G, :
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e} Pracisién (reoroduciblilided).

Dos analistas reallzaron estas ‘pruobaa,, haclendo csda uno tres ené-

11sis del mismo lote en dos dfes. Los resu;tgdbs 80" pm'aantz‘m::en" la ta--

bla No. 3 y tabla No. 4.

TABLA No. 3. Resultsdos obtenidos en el estidic d
analista y dfa para la reproducibilida

 ANALISTA
1(3 = 1) 2(y = 2)

: ; 100,02 100.93
11 =1) 98.48 99.91
101,27 101.54

DIA
100.30 ' 9,74
201 = 2) 99.0 101.51
100.37 101.84

Modelo matematicos
¥i§ = p+DL + A§ +DAL S+ € (21))
donde:r

D1
‘J

dfe i-éaimo .
analiata j-ésimo
interacolién dfa-analista al nivel j y al nivel %.

&(111)- error oxperimntnl.
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TABLA No. 4 Esperaneas Medisa Cuadradaes.

Fuente de Grados de - ,Sum&t.oi-iérds

variscidn,
Dy

Aj

DA1j
€c(143)

Dobido a que sl valor de F calculsds &8 menor que F tedrics, se de—
fine que no existe ningin efecto de algunas de las fuentea de variacidn

en le daterminscisn de penicilina G por Cromatografia de !fquides de
Altea Eficiencia,
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Clorhidrato de procafpa.
a) Exactitud.
Se analizaron 10 muestras a una concentracidn dada, bajo las condi-

ciones 6ptimas del método. Los resultados se eniistan en lm tabla No. 5.

TABLA No. 5. Braluacidn estadfstica del rmétodo para la determi-'' '
nacidén de Clorhidrato de procafina por HPLC, S

£ de recuperacidn.

mg. sgregados. mg. recupersdos.
20.0 20.1 100.6
20.0 19.7 98.5
20.0 20.4 1.9
0.0 20.2 101.0
20.0 19.8 99.0
20.0 20.2 100.9
20.0 20.0 99.9
20.9 19.7 G8.3
20.0 19.8 98,9
20.0 20.3 101,7

Modie X = 100.087

Desviacidén_estdndar S = 1.2681

Varianza S2 = 1.6082

2rror aatéandar £.S = 0.40)0

Intervalo de confianza I.C = 0,9063

ILfmite de confimnza L.C = 99,1806 - 100.9933

Titmo =X 2.2622 para un nivel de significacncia de 0.05 y 9 gdos
de libertad.

Toxp = 0.2169.

Dabido a que T experimental es menor que T tedrica, se concluye que

ol mStodo os exacto para clorhidrato de procafna por Cromatograffa de L{

qu‘dos de Alta Eficiencia.
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b) Linesridad.

Para domastrar gue este método de andlisis es 1ineal para clorhidrg
to de procafna, se esnalizaron 3 soluciones de cade una de j_.ﬁa 5 difaeren-

tes concantraciones preparadas. Los resultados se mest.run'ei;vlul tablna

No., é y la grafica No, 2,

TABLA No. 6. Regultados promedic de treas mdioiones ‘o cedd con~ ..
cantracidn, obbenidos para lsa lﬁnee.ridad de’ clorl:i—

drato de procaina pcr HPLC,

mg. recupsrados. £ de @éu‘pézja‘cién'.

mg. agregados,
. (xf (x)
16.0 10.2
15.0 15.2
20.0 20.1
25,0 25.1
30.0 30.4
T = 20.404
% = 20.0
Sxm 7.0710
Sy= 7.3795
Intercevto a la ordensda a = -~ 0.44
pendiente b - 1.0422
Coeficlente de correlacién p = 0.9986

Inferencia acerca de g4.
Teeo =% 2.35 para un nivel de signifiocancia de 0.05 y 3 grados

d= libarted.
Texp = - 0,65
Debide a qus T experimantal &8 manor gue T tedrica se copm

prucbha que g = O

Infersencia acerca de }.
Tieo »22.35 para un nivel de gsignificancia de 0.05 y 3 grados

de libertad,
Texp = - 1.27
Debido a que T expsrimental os msnor qus T tedrica se com

prusba que b =« 1
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Dabido a gue el valor obtsnido de b es myy cercano a uno y el va-

lor do a muy cercano & caro,’ se éonqllve que- el método es ‘lineal péra.

clorhlidrato de procaina por. . xiomtogfafiéldieﬂli’quidqé ‘de fi;ltg}Efi‘qien.-_

cla, o
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GRAFICA No, 2, Linearidad del mftodo de Cromstceraffia da Liguidos

de Alts Xfictiencias vara procafina,
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e¢) Procisidn (reproducibilidsd).
Dos analistas realigardn estas pruebas, hacjendo ceda uno tres sna~

11sis dal mismo lote en dos dfas. lLos resultedor se presentan en;ls tebls

No, 7 y tabla No.: 8.

TABLA No. 7. Resultados obtenidos en el estudio del or
: . analista y dfa para ls renroducibil:ld X

ANAI;ISTA.‘

1(5 = 1) 23 =20
100.39 S100.58

1 e 1) 9o.48 98.99
102,33 0l).21
DY A ‘ ‘
’ E 00,01 ) 101,79
201 = 2) 100.72 99.76
98.86 00,25

Modelo matematicos

Y13 = n+Di+ AJ + DALY 18 (313)

donde:

D1 = dfa 1 -dnimo
A} = analista j-daimo
interaccién dfa-analfsta al nivel j y al nivel 1.

DAL 3
£k {11 3)= error esxperimental,
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TARLA No, 8. Eaperanzas Modies Cusdrades,

Fuonta de Crédoﬁ de

variacidn, liberta-d

D1 1
A3 1
DALy 1 | 1z
e (114) 8 -119872.58  -14959.073

Dabido a que ol valor de F calculada es menor que F teorioca, as do-
fine que no exismte ningin efecto de algunas de las fuentes de variaocidn

en la determinaciin de clorhidrato de procafna por Cromstografias de Lf--

quidos de Alta Efioclencia.
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4.3 Céleyloe paras le ounantificacidn.

~ Para obtener los mg de procafna:s

{a/b) (50 C31) (A. problema/A., esténdar) = mg de procafna.

donde:

& = peso molécular de procafna base,

b = peso molecular de ciorhidrato de procafna,

€= concentracit én del estédnder de procafna (mg/ml).
A = area del pico correapondiente & procsafna,

~ Para obtenor los mg totales de penicilina C.

(50 C,) (A.problema/A. esténdar) = mg de peniciliina G.

donde:

Cox concentracidn del esténdar de paniciline G sédica (mg/ml).
A" = drea de los picos correspondientes a penlcilina G, tsnto

del problema como del esténdar.

- Para obtener los mg de penicilina G correspondientes a la sal
procafna:

= mg de penicilina G correspondientes a

(c/d) (mg de procafna)
la sal procafna.

donde:
© = peso solécular de penicilina G.
d = peso molécular de procafna base.
~ Fara obtensr mg de peniciline G sédicas
mg de penicilinea G total - mg psnicilina G correspondientes = mg de peni-
cilina G ad

a le sal procaina.
dica.
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deo haber efectuado diversas pruehas preliminares, se obtuvo los reaulta-f

4.4 Descripeidn de los cromatoprapas.

Inego de haber alcanzado las condiciones experimantales: 6ptzim, y‘

dos siguientes exprespados en los crometogramas &, 9 y 10, :

t
1
[
I

TSt WA
i i} R
B :

i)

e

i
i
{
|

8 9 1b 1 12

i
{
]

H
B ¢
i

N

TS e 7
‘rgemx?o‘ (m1 n{xtoa ): ’ - {

CROMATOGRAMA Bo. 8. Este cromatograma corregsponde a la solucidn

utilizada como estander externo. A) Penici-
1lna G con un tiempo de retencidén de 3.9 mi
nutos. B) Prosafna con un tiempo de reten-i
cién de 7.7 ninutos.
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Y 5 6 7 8

¥ Tiempo { minutos.

CROMATOGRAMA No. 9, Crometograma que representa la solucidn

problema anslizada,. A) Penicilina G cen
un tiempo de retencidn de 3.9 minutos,
8) Procafns com un tiempo de retencidn

de 7.7 minutos.
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CONCLUSTIONES ..



IV,. CONSLUSTONES.,

La Cromatografia Liguida de Alta Eficlencis permitié llevar a cabo
la cuantificacidén de dos sales distintas de penicilina G _(ssl sédica y
sal procafna) ambas mercladas para una suspsnsién inyscteble, an forma
exacta, precisa, reproduclble y espec{Cica.

For los resultedos obtenidos ean este tryabajo, se puede obasrvar que
le HPFLZ 8l permitir una desterminacién cusntitativa de penicilina G sddi«
cs y penlcilina G procalna en forma rapidu y sencillis, fécilments se pug
den ramplezar técnicas volumitricas y gravimétricas que por ser laborio-—
gsas se invierte un meyor tiempo de andlisis.

g1 contar con un equipo de HPLC, personel capecitado pare el msnajo
de este, la facilidad de implementscidén de la técnica anslitica y bajo
costo de los disolventes utllizedos, fueron los requisitos fundamentales
para loprar ests ¢rabajo,.

La identificacidn de productos do degradscidn de la penicilins G se
puedse llevar a cabo en forma especifica, suncue el Unico inconveniente
serfa conseguir los esténdares de estos productos que no son de facil
adquisicidn.

Bste mitodo enslitico ase puede smplesar para el control de calidad
de aste producto inyectable, con un ahorro considerable, tanto de tiempo
como de costo ds los reactivos utilizados en el andlisis, ya que por -~
ejomplo comparando las condiciones ds trabejo reportadss hasta la fecha,

parn cuantificar penicilina G por HPLC, gs utilize como fase movil di-—-
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solventes costceos como el acetonitrilo. En camblo'en las condicionas
loeradas on este trabajo, la Mame mwSvil consistid en mstanol absoluto
srado reactivo annlftico, qus tiene. un costo.casf custro veces mwnor

al del acetonitrilo.
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