‘;} £
s, B
T,
(] o
& L5

ESCUELA DE QUIMICA

CON ESTUDIOS INCORPORADOS A LA
UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

DETERMINACION DE IMPUREZAS ORGANICAS
VOLATILES EN METILDOPA POR CROMATOGRAFIA
DE GASES CAPILAR-INYECCION DE LA FASE VAPOR

T E S i S
QUE PARA  OBTENER EL TTULO DE

QUIMICO FARMACEUTICO  BIOLOGO

P R E S E N T A

MARTHA UGALDE HERNANDEZ

MEXICO, D. F. 1994

TESIS CON
FALLK DE ORKGEN



pr—

%‘g Universidad Nacional
:‘\-A

2%  Auténoma de México
UNAM

UNAM — Direccién General de Bibliotecas Tesis
Digitales Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADOS © PROHIBIDA
SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta
protegido por la Ley Federal del Derecho de
Autor (LFDA) de los Estados Unidos
Mexicanos (México).

El uso de imégenes, fragmentos de videos, y
demas material que sea objeto de proteccion
de los derechos de autor, sera exclusivamente
para fines educativos e informativos y debera
citar la fuente donde la obtuvo mencionando el
autor o autores. Cualquier uso distinto como el
lucro, reproduccién, edicion o modificacion,
sera perseguido y sancionado por el respectivo
titular de los Derechos de Autor.



Presento a mis padres
Martha y José Juan,
este trabajo,
simbolo de nuestro esfuerzo
y del gran amor que les tengo.

Gracias per confiar en mi.

Comparto con mis hermanos
Maria Estela, Marta Leonor y
Miguel Angel, la maravillosa

experiencia de alcanzar un anhelo.

Comparto también contigo Aurora,
este trabajo, como un ejemplo mas,
de que todo es posible ...

. «. AauUNQuUe no parezca.

Mi abuelita querida.



A ti1, Marco Antonio, te agradezco

la ayuda y apoyo incondicionales,
cuande todo parecia gris y no tenar fin.
Hoy sé, que lo unico que no tiene fin,

es el amor verdadero, como el nuestro.

Como correspondencia a tu fiel compafiia,
y a la confianza que me diste,
cuando tu y yo sabiamos que era necesnrig:
te ofrezco este trabajo,

Santo Nifio de las Suertes.



Al Centro A. F. de Estudios Tecnolégicos,
gracias por permitirme realizar
en sus instalaciones este trabajo;
especialmente a aquellas personas
que me ofrecieron apoyo y empefio sinceros

para que el presente culminara.

Mo despido asti,
de la Universidad Motolinia,
quien construyé mi educacién,
desde su inicio, hasta hoy ...

««v mi Gnica escuela,



CONTENIDO

INDICE

CAPITULO 1. INTRODUCCION

1.1 Planteamiento del problema

1.2 Objetivos

1.3 Hipétesis

CAPITULO 11. GENERALIDADES

2.1 Datos
2.1.1
2.1.2
2.1.3
2.1.4
2.1.5
2.1.6
2.1.7
2.1.8
2.1.9

monograficos de metlildopa
Sinonimia

Férmul; semidesarrollada
Sintesis y purificacién
Especies

Propledades fisicas
Identificacién
Estabilidad
Farmacocinética

Propiedades farmacolégicas

2.1.10 Dosis y formas farmacéuticas

2.2 Impurezas orgaAnicas volatiles

2.2.1

2.2.2

Definfcion

Ensayo oficial

PAGINA

10

10

11
12
13
13
13



2.2.3 Métodos de anslisis
2.2.4 Toxicidad
2.2.5 Propledades fisicas
2.3 Cromatografia
2,3.1 Clasificacién de técnicas cromategraficas
2.3.2 Teoria de la cromatografia
2.3.3 Cromatografia liquido-gas
2.3.3.1 AnAlisis de la fase vapor
2.3.3.2 Instrumentacidn
Automuestreador de la fase vapor
Puerto de Inyeccién e inyector con divisor de flujo
Columnas
Detector de ionizacién de llama
Integrador
2.3.3.3 Temperatura programada
2.3.3.4 Métodos de cuantificacién
2.4 Validacién
2.4.1 Definicién
2.4.2 Parametros de validacién para impurezas organicas

volatiles (prueba limite)

CAPITULO I1I. PARTE EXPERIMENTAL

3.1 Diagrama de flujo
3.2 Material, reactivos y equipo

3.2.1 Material

15 -
19
21
22
22
23
27
27
30
31
az
34
a7
39
40
41
43

43

43

S1
52
52



3.2.2 Reactivos

3.2.3 Equipe

Metodologta

3.3.1 Soluciones y muestras

3.3.2 Condiciones de cperacién del sistema
3.3.3 Procedimiento

Validacien

3.4.1 Selectividad

3.4.2 Precisién (repetibilidad)

3.4,3 Intervalo y limite de deteccian
3.4.4 Tolerancia

3.4.5 Exactitud al! 100 %

CAPITULO IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1

Resultados

4.1.1 Metodologia

4.1.2 Validaclien
4.1.2.1 Selectividad
4.1.2.2 Precisisn krepetihil!dnd)
4.1,2.3 Intervalo y limite de deteccian
4.1.2.4 Tolerancla

4.1.2.5 Exactitud al 100 %

4.2 Discusién

53

53

54
54
87
59
66
66
66
66
€6

68

70
70
15
75
76
77
85
86
86



CAFITULO V. CONCLUSIONES 94

BIBLIOGRAFIA 96

APENDICE. ABREVIATURAS . 103



CAPITULO




INTRODUCCION

1.1 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Existen normas oficlales en la Industria Farmacéutica que
establecen que todas las materias primas y productos de uso
farmacéutico, deben cumplir con una serie de especificaciones
mediante las cuales se garantice su estabilidad, potencia, pureza y
desde luego, su 1nocuidad ante el censumidor. Para determinar si
el producto o© materia prima Be ancuentra dentro de sus
especificaciones, se requiere aplicar meétodos de analisis

debidamente validados.

Las impurezas orgédnicas volatiles son los restos provenientes de
los disolventes organices veolatiles utilizados en los procesos de
sintesis y/o purificacién de materias primas, y en la fabricaclién
de los preparados farmacéduticos., La presencia de estos disoclventes
en los preparados farmacéuticos, pone en peligro la salud del
consumidor debjdo a su toxicidad, especialmente si los medicamentos
se destinan a la administracién por periodos prolongados, como es
el caso de la metildopa {la terapla con cualquier fArmaco
antihipertensivo como la metildopa as!{ lo requiere). Por lo tanto,
el control de las {mpurezas orgénicas volAtiles en materias primas,
ha cobrado gran importancia en los ultimos aflos, y empieza a formar
parte del control de calidad de algunas de ellas (3,7,34,36,38,44,

45,54,65,66).



Es asi{ como surge la necesidad de un método de anAlisis para la
determinacién de impurezas orgénicas volatiles en metildopa,
materia prima. Dade que hasta la fecha la GComisién de la
Farmacopea y del Formulario Nacional de los Estados Unidos
Americancs, es la unica que ha establecido oficialmente que el
benceno, cloroformo, 1.,4-dioxanc, cloruro de metileno y
triclorostilenc deben controlarse en algunas materias primas como
impurezas organicas volatiles, se adoptard su criterfo para
astablecer cudles disolventes se determinaran en metildopa, materia
prima. Debido a que en las rutas de sintesis y purificacién de la
metildopa, reportadas en la literatura no s5e ha empleado al
tricloroetileno, se excluye su cuantificacidén en esta materia prima

{8-19,21-29,31-33).

1.2 OBJETIVOS

Determinar cuantitativamente benceno, cloraformo, 1,4-dioxanc vy
clorure de metilenoc en metildopa materia prima, por cromatografia

de gases capilar - inyeccién de la fase vapor.

Determinar los parAdmetros de validacién de selectividad, precisién,
intervalo, limite de deteccisn, tolerancia y exactitud para
determinar 8! el método de analisis cumple con los propésitos para

los cuales fué disefiado.



1.3 HIPOTESIS

La metildopa se descompone térmicamente, por 1o que no es
conveniente realizar la determinacién de impurezas orgéanicas
volatiles, de acuerdo al método V propuesto por la Farmacopea de
los Estados Unidos Americanos para esta materia prima, ya que se
descompone dentro de la columna. Por lo tanto, alternativamente se
propone determinar las impurezas orgénicas volatiles en metildopa
materia prima, por cromatograf{a de gases capilar -~ inyeccién de la

fase vapor (método IV de la misma Farmacopea).
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GENERALIDADES

2.1 DATOS MONOCGRAFICOS DE METILDOPA

2.1.1 SINONIMIA

Alfa-metildopa
3-hidroxi-a-metil-L-tirosina
L-3-13,4-dlhidroxifenili-2-metilalanina
a-metii~B~{3,4-dihidroxifenill-alanina
L-~{-)-x-meti{l-B~(3,4~dihidroxifenillalanina
{-)~3-13,4~dihidroxifenil}-2-matil~L~alanina
a-metil-L-8-(3,4~dlhidroxifenil)-a—-alanina

Acido (~-)-2-amino-2-(3,4-dihidroxibencil} propiénico

Aclido L-2-amino-2-metil-3-13,4-dihidroxifenil) propiénico

6,26,27,29,35,40,42,57, 64)

2.1.2 FORMULA SEMIDESARROLLADA

Figura 1. Férmula quimica de metildopa (20,64).

HO CHgz

'HO CHp ——— € —= COOH

|

NHp




2.1.3 SINTESIS Y PURIFICACION

Las primeras rutas de sintesis quimica de la metildopa estan
reportadas a partir de los afos sesenta. Todas ellas se
caracterizan por involucrar multiples disolventes orgaénicos. En la
Tabla 1 se presenta una lista de los disolventes involucrados en la

sintesis y purificacién de esta materia prima.

Tabla 1. Disolventes wutilizados en la sintesis y purificacién
quimica de metildopa materifa prima.
Compuesto(s) precursor(es) Disolvente(s) Ref
3,4-Dimetoxifenilacetona Cloruro etllenco 8

Cloruro metileno

DL-N-Acetil—-3-(3,4-dimetoxifenil)- Agua 9
2-metilalanina
l-x-feoniletilamina

Quinina Isopropanol 10
Me(4,3-HO(MaOQ) CgH3CHz} CCICOsH Metanol
DL-Me(3,4-(HO 153 CgHaCHp} CCLICOZH Butanol
Estricnina Agua
Me(3,4—(Me0)y CgHaCHg) CBrcOgH Etanol
Brueina Secbutanol

Piridina

Benceno
DL~a—amino-a—~{3,4=-dimetoxibencii) Eter 11

propionitrile Etanol

Isocianato aceético Butanol
DL-a—1{3,4-dimetoxibencil)—a~ Agua

(w-carbalcoximetilureido)
proplonitrilo

L~a~amino~a-vainillilpropionamida Isopropanol 12
Terbutanol
Metanol
Agua




Tabla 1. Continuacién.

Compuestols) precursorlies) Disolventeis) Ref
Metil-vainillil-cetona Isopropanol 13
l-canfor-10-4cido sulfénico Dioxano

Eter

Acetona

Piridina

Cloruro metilenc

Terbutanol

Agua
3,4~dimetoxibromobencenc Benceno 14
L-a~amino-x—metil-B-bromopropicnato
B-cloro-ax—amino~a-metilpropionate
3,4~dihidroxifenilacetona Benceno 15
Oxido de propileno Acetona
3,4-dihidroxi-aminonitrilo Agua
3,4~dihidroxifenilacetona Metanol 16
Bencilamina Cloruro metileno

Agua

Cloroformo
L-a-acilamido-«-(3,4-dialcoxibencil) Agua 17

propionitrilo

3,4-(metilendioxi)fenilacetona Metanol 18

Agua
metil-a-isocianopropionato Metanol 19
3,4~-dimetoxibencil-bromurc
Esteres del acido piruvico Metanol 26
Aminas primarias
Sales de DlL—metildopa Etanol 27
Moetildopa {(purificacién) Agua 33




La via microbiolégica también es una alternativa de sintesis

de metildopa (Tabla 21:

Tabla 2. Disolventes utilizados en la sintesis microbiolégica de
metildopa.

Compuestois) Génerols) Disolventes Ref
precursortlaes) productor{es)
N-benzoil-DL-3-(3, 4~ Alcaligenes Matanol 28
metilendioxifeni 1O~ Acetona
2-metilalanina
a-metil-L-tirosina Pseudomona (no indica 29
Bacillus ninguno}
Vibrio

Streptomyces
Asporgillius
HQUFDBED ra

2.1.4 ESPECIES
Anhidra: CjyoHiaNOy (P.M,= 211.22)
Sesquihidrato: CygH;aNO4 1.5 HpO {P.M.= 238.24)
Clorhidrato (éster etilicol: CypH;4NO4 HCI (P.M.= 275.73)
135,64).

2.1.5 PROPIEDADES FISICAS

Polvo fino o cristales monoclinicos color blanco o blanco

amarillento que puede eontener trozos desmenuzables. Muy
higroscépica. inodora e insipida. Funde a una temperatura
superior a los 290°C (hasta 310°C) con descompos icién.

Solubllidad: 1 g en 100 ml de agua, i g en 0.5 ml de 4acido



clcrhld:lga diluido {(al 10 %), 1 g en 400 ml de etanol, {nsoluble

‘‘en éter y cloroformo. Sus constantes de disociacién acida (pka)
gon: . 2.25 (-COOH), 10.35 {=-NHz), 9.0 (-QH) y 12.6 (=-DOH')
{4,6,20,30,35,40).

2.1.6 IDENTIFICACION
Reaccionaes coloridas (6}
Nitrato de plata amoniacal: café¢ rojizo-negro
Cloruro férrico: verde
Reactivo de Folin-Ciocalteu: azul
Potasa metanslicat amariilo-anaranjado
Espectro ultravioleta; Maximos de absorbancia a 279 y 302 nm
en soluciaén acucosa &cida y alcalina respectivamente (6).
Espectro infrarrojo: Principales sefiales a 1600, 1288, 1261,
1530, 1123, 1219 cm~1 en pastilia de bromuro de potasfo (6},
Espectro de masasi Principales sefiales a 124, 123, 89, 88,

77, 51, 44 y 42 m/z (6).

2.1.7 ESTABILIDAD

La metildopa es estable a pH Acido-neutro hasta por 50 horas,
en cambio, a pH de 8 se degrada aen un pericdo de 3-5 horas. La
inestabilidad de la metildopa en soclucién acucsa ests ligada a la
degradacisén oxidativa del grupo catecol de su estructura (-CgHgO3),
ia cual aumenta gensiblemente de forma directa en presencia de

oxigeno y con el pH, e {inversamente con la cantidad de reactivo



inicial. La reaccién de descomposiclén se puede catalizar con
iones manganeso, de cobalto, de niquel, cupricos y férricos. En la
primera etapa de degradacién se forma alfametildopacrome (rosado-
rojizo) y en la segunda un peolimero de alfametildopamina (negro?}

{35},

2.1.8 FARMACOCINETICA

Se absorbe pobremente por via oral (50 %), aunque también se
absorba por via intravenosa. Se distribuye en tode el organismo
con un volumen de distribucién de aproximadamente 0.6 1/kg,
alcanza una vida media de 2 h y presenta unién a las proteinas
plasmadticas del 20 X%. Se metaboliza principalmente a su forma
conjugada, el mono-O-sulfate, y en minima properecién (menos del 5 %
de la dosis) en 3-0-metil-aifametildopamina, a.\famatildopnmlna{
3-~0-motil-ax-metildopamina Y 3,4-dihidroxifenilacetona; o bién,
permanece inalterada. Su principal via de eliminacién es la fecal,
aunque paequefias cantidades se eliminan en la orina (con una

depuracién plasmatica de 3 ml/min/kg) (3,6,42,43).

2.1.9 PROPIEDADES FARNACOLOGICAS

Se wutiliza como antihipertensivo en el tratamiento de
hipertensién arterial mediante un mecanismo de bloqueo adrenérgico
conocido parcialmente. El {sémero levégiro de la metildopa actua

indirectamente a través de la «-metil-noradrenalina (en quien se

11



transformal) sobre neuronas adrenérgicas centrales relacionadas con
la regulacién cardiovascular (3,42,43,60),

La hipertensién arterial es un padeciniento de presisn
sanguinea elevada, puede sar provocada por farmacos,
glomerulonefritis, produccién y liberacion excesiva de estercides
endégenos de actividad mineralocorticoide, eclampsia del embarazo,
tensién mental, estado emocional depresivo, ansiedad, angustia,
estilo activo de vida, obesidad, alto consumo de electrolitos, edad
avanzada, etc¢. Debido a que las causas mencionadas por lo general
estAn presentes en el paciente, el tratamiento antihipertensivo
requiere de ser prolongado, convirtiéndose asi 1los farmacos
antihipertensivos en medicamentos de administracién crénica o
prolongada (3).

La terapla con metildopa produce somnolencia, tolerancia,
nbdugeas, debilidad, cefalea, bradicardia, diarrea, alteraciones
sexuales, congestién nasal, fatiga, depresion peigquica Yy

parkinsonismo (3,42,57).

2.1.10 DOSIS Y FORMAS FARMACEUTICAS
Para adultos se prescriben 0.5 - 2,0 g diarios por via oral,
Para nifios se prescrihen 10 mg/kg al dia repartidos en 2, 3 & 4
dosis como tratamiento iniclal, y 65 mg)kg con un maximo de 3 g al
dia como dosis de mantenimiento. Dosis maxima diaria 3 g (42,57,
Disponible en suspensién oral (S50 mg/ml), comprimidos (125,
250 y 500 mg} y solucién inyectable (en forma de éster etilico, SO

mg/ml) 421y,

12



2.2 [IMPUREZAS ORGANICAS VOLATILES

2.2.1 DEFINICION

Las {mpurezas organicas volatiles (1.0.V.) son disolventes
orgAnicoes volatiles, que 8e encuentran presentes en algunas
materias primas y preparados farmacéuticos debido a los procesos de
sintesis, purificacién y/o fabricacién; los cuales son
potencialmente téxicos, aun en muy bajas concentraciones (ppm), en
muchos da los casos de manera irreversible (7,34).

Segun la U.S.P. XXI1, la prueba de organicos volatilas es una
prueba limite de impurezas téxicas; la cual consiste en este caso,
en demostrar que las impurezas orgé&nicas volatiles presentes en la
metildopa no exceden el limite de contenido ya establecido (Tabla

3, pag. 141 (64-66).

2.2.2 ENSAYO OFICIAL

Apoyada en datos de los disolventes orgadnicos volAtiles usados
en los procesos de sintesis y purificacién de las materias primas
utilizadas por la industria farmacéutica, y en la preparacién de
los productos farmacéduticos (propledades fisicas y quimicas,
frecuencia de uso, farmacocinética y toxicologia): as{ como en
datos de animales de laboratorio y humanos (promedio de vida,
volumen de agua y aire recibidos al dia, periodo de gestaciénl, y
en estudios toxicolégicos realizados a través de los cuales se
determiné cual era el érgano vital mAs sensible a estos

disolventes, dependiendo de la via de adminsitracién; la Comisién
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de la Farmacopea de f{os Estados Unidos Americanos, determiné cudles
gon los disolventes que producen efectos crénicos (neurotoxicidad y
efectos reproductivos adversos) ©o {rrevercibles (teratogenicidad},
y los denominé impurezas organicas volatiles. Para cada uno de
elios establecié la cantidad maAxima permisible o limite que podian
contener algunas materias primas y los comprimidos recubiertos,

mismos que se presentan en la Tabla 3 (34,45,65):

Tabla 3. Limites U.S.P. para 1.,0.V, t66).

Impureza Orgénica Volatil Limite (ppm)
Benceno 100
Cioroformo S0
1,4-Dioxanc 100
Cloruro de metileno 100
Tricloroetileno 100

En 1988 la Farmacopea y el! Formulario Nacional de los Estados
Unidos Americanos (U.S.P. Y N.F.}), {introdujeron el control del
contenido de {impurezas orgdnicas volatiles (*“Organic Volatile
Impurities <467>") comoc una nueva regulacién .y .como parte del
control de las materias primas que see emplean en la fabricacién de
medicamentos de administracién prolongada (al meros 30 dias
consecutivos), y de comprimidos recubiertas también de
administracién prolongada (susceptibles de contener alguna o todas
las 1.0.V.) (45).,

No obstante, de la lista’ da materias primas para la cual es
apiicable 1la prueba de [.0.V, (hasta 425}, pueden excluirse

aquellas cuya monografia {ndique la prueba de pérdida al secado

14



{siempre y cuando la impureza esté presente en la supaerficie del
cristal y pueda ser removida bajJo las condiciones de la pérdida a)

secado) sélo si cumplen con los requisitos que sefiala la Tabla 4

{45)
Tabla 4. Criterio de exclusién para la prueba de I.0.V. en
materias primas {451 .
Limite de pérdida a! secado Dosis maxima {mg/dia)
{menor o figual que)

Mayor o igual gque 0.1 % 50.0

Mayor o igual que 0.2 % 25.0

Mayor o igual que 0.3 % 33.0

Mayor o igual que 0.4 % 12,5

Mayor o igual que 0.5 % 10.0

Mayor & igual que 1.0 % 5.0

2.2.3 HKETODOS DE_ANALISIS R

La U.S.P. propone seis métodos de anAdlisis para 1.0.V. en
materias primas, todos conaisten en el anAdiisis de una muestra de
vapor o liquida por cromatografia de gases, cuya descripcisén es la

siguiente (66):

Metodo I
Preparacién de solucionest
1. Solucién de referencia: Disolver 1.0 ug de cloroformo, 2.0 ug de
benceno, i,4-dioxano, cloruro de metileno y tricloroetilenc en cada
ml de agua o del disolvente especificado en la monografia.
2. Solucién problema: Disolver en agua o en el disolvente

especificado en la monografia una cantidad exactamente pesada de la

15



materia prima para obtener una solucién de concentracién aprox}mada
a 20 mg/mi.,

Sistema cromatografico: Columna de silica fundida de 30 m de
longitud, 0.53 mm de d.i. y 5 um de fase fenilmetil polisiloxano.
Guardacolumna de silica desactivada con fenilmetil siloxano de 5 m
de longitud y 0.53 mm de d.i. Inyector sin divisor de flujo.
Detector de ionizacién de llama y puerto de inyeccién a 260 y 70°C.
Helio como gas portador a una velocidad lineal de 35 cm/seg.
Programa de temperatura para la columna de 35*'C (S5 min), alcanzar
los 175*C a una velocidad de calentamiento de B°C/min, y después a
una velocidad de calentamiento de 35°C/min elevar la temperatura a
260°C (16 min}.

Validez del cistema: La resolucién entre cada par de sefales del
cromatograma de Lta solucién de referencia debe ser al mencs de 1.0
y ol coeficiente de variacién de las respuestas individuales guando
mucho del 15 %,

Procedimjento: Inyectar volumenes iguales y por separado de 1 ul
de las solucicones problema y de referencia. Medir las respuestas
de todas las sefales que aparezcan en el cromatograma
correspondiente a la solucién problema. ldentificar conforme al
tiempo de retencién cada sefal y calcular la cantidad de [.0.V.
detectadas; la cual no debe exceder los limites especificados en la

Tabla 3, a menos que la monografia individual indique otros.
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Metodo L1

Emplea un sistema dindmico de inyeccién de la fase vapor con purge
y trampa {con nitrégeno como gas de purgal) acoplado a un
cromatografo de gases. La trampa es de al menos 25 em de longitud
con un d.i. de por lo menos 2.67 mm, empacada con ¢éxido de 2,6-
difenilo, silica gel y carbén de coco. El desorbedor tiene la
capacidad de elevar la temperatura rapidamente hasta 250°C.
Preparacién de  soluciones: LLa preparacién de las soluciones
problema y de referencia es la misma que la descrita en el
método I.

Sistema_ cromatografico: Columna de vidrio de 2.44 m de longitud y 2
mm de d.i., con 1 X de fase pollietilenglicol-diepéxido esterificado
con Acido tereftAlico sobre carbén como soporte. Detector de
fonizacién de llama. Helio como gas portador a un flujo de 40
ml/min. Progreama de temperatura de la columpna: 45°C (3 mind,
elevarla a una velocidad de 8°C/min hasta 220°C (15 min).
Procedimiento: Introducir 5.0 ml de ambas soluciones por separado
en el sistema de purga y trampa, purgar durante 10 min a T.A.
Desorber las 1.0.V. de la trampa elevando su temperatura a 180°C (4
min) e {iniciar su separacién cromatografica. Identificar cada
sefal del cromatograma de la solucién problema en base al tiempo de
retencién y calcular la cantidad de 1.0.V. en la materia prima, la
cual no debe exceder los limites esapecificados en la Tabla 3, a
menos gue la monografia inleidu;l indique otros.

Validez del sistema: La resolucién entre cada par de sefiales del

cromatograma de la soluclén de referencia debe ser al menos de 1.5
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y el coeficlente de variacién de las respuestas individuales cuando

mucho del 10 X.

Método 111
Emplea el mismo sistema cromatografico que el método 11, pero
utiliza un espectrofotémetro de masas como detector y un sistema
computarizado para la adquisicién y almacenamiento de datos. La

preparacién de las @oluclones problema y de referencia ee la misma

que la descrita en el método I.

fotedo 1y

La preparacién de las soluciones problema y de referencia es 1la
misma que la descrita en el método 1, de las cuales se transfiere
por separado, una alicuota de 5 ml a un vial que contenga i q de
sulfato ea sodio, calentar el vial sellado a 80°C durante 60 min.
El procedimientoc ez el mismo que el descrito en el método I, sélo
que se inyecta i ml de la fase vapor.

Sistenns cromatogréfico: Columna de 30 m de longitud, 0.53 mm de
d.i., de silica fundida recubjerta con 3.0 um de clanopropilifenil
dimetil polisi{loxano. Emplea una guardacolumna de 5 m de longitud
y 0.5 mm de d.{. con silica desactivada con fenilmetilisiloxano.
Programa de temperatura para la columna:t 40°C (20 min) hasta 240°C
{20 min). Inyector sin divisor de flujo. Puerto de inyeccién y
detector de {oinizacién de llama a 140 y 260°C respectivamente.
Emplea helio como gas portador a una velocidad lineal de 35 cm/seg.
Validez del sistema: La resoclucién entre cada par de sefiales del

cromatograma de la solucion de referencia debe ser al menos de 3.0
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y @l coeficiente de varlacién de las respuestas individuales cuando

mucho del 15 %,

Método V
El sistema cromatografico es el mismo que el descrito en el método
Iv. La preparacién de las soluciones problema y de referencia, y
el procedimiento son los mismos que los descrites en el método 1.

Sigue el mismo criterio de valldez del sistema que el método IV.

Método VI
Emplea un cromatégrafo de gases con detector de ionizacién de
llama. La preparacién de las soluciones preblema y de referencia,
y el procedimiaento son los mismos que los descritos en el método I.
El sistema cromatogrAfico se especifica en la monografia individual
conforme a una .tabla que aparece en la descripcién de los métodos
para 1.0.V. que propone la U.5.P. en su capitulo "Organic Volatile
Impurities <467>"., Sigue el mismo criterio de wvalidaez del sistema

que el método I.

2.2.4 TOXICIDAD

Benceno: Ee téxico por cualquier via de administracién. Es un
fuerte {rritante de la plel causando dafio tisular y quemaduras.
dérmicas si el contacto con el disolvente es persistente. EI
contacto con los olos inflama la conjuntiva y produce quemaduras
corneanas. La sintomatologia de 1la exposicién aguda’ (elevada

concentracién por un periodo corto)l al benceno -consiste en
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anorexia, inflamacién respiratoria, edema y hemorragia pulmonar,
congestién renal y edema cerebral: acompafhiada de tos, carraspera,
cefalea, néduseas, vertigo, somnolencia, fiebre, c¢iancsis,
convulsiones y deliric que pueden desencadenar la muerte. La
exposiclén crénica (prolongada a bajoe niveles) genera alteraciones
en la produccién de las células sanguineas, siendo las principales

causas de muerte la anemia aplastica y la leucemia 15,39,43,67).

Cloroformo: La exposicién aguda a este disolvente produce
trastornos gastrointestinales, desvanecimiento, narcosis y
arritmias cardiacas que pueden inducir el pare cardiaco. La

exposiclén crénica produce degeneracion del tejido hepatico y de
las nefronas. Produce necrosis hepatica severa debido a su

metabolito, el fosgeno (5,43).

Cloruro de metileno: Es una substancia hepatotéxica potencial

narcética, ademads {aunque no tanto como el cloroformo) muy

irritante del tracto respiratorio y de la piel 139,43).

Trtcloro;txleno: Es narcético potencial, por expoeicién crénica
causa degeneracisn lenta del aistema nervioso y digestivo, y
posiblemente pérdida de la visién. Ee un podaeroso irritante de la
piel produciendo eritema y ampolias en ia piel mads sensible. Sus

efectos hepatotéxicos son minimos (39,43).

El cloroformo, cloruro de metileno y tricloroetileno
pertenecen a la categoria de los hidrocarburos halogenados, la cual

se caracteriza toxicolégicamente por producir depresidén del sistema
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nervioso central y lesiones a nivel renal y hepatico tan severas
como la necrosis y el céancer. La sintomatologia producida por
exposicién moderada a ellos, consiste en irritacién ocular, nasal y

de la garganta, cefalea, vémito y nauseans (43,67},

1,4-Dioxano: La exposicion aguda al 1,4-dioxano produce irritacién
ocular y de las vias respiratorias, veértigo, cefalea, anorexia,
trastornos ghAstricos, nduseas, vémito, somnolencia, uremia, e
incluso coma y muerte. Los efectos del contacto prolongado
producen degeneracién y necrosis principalmente a nivel renal,

hep4atico, cerebral y de células epiteliales ({(5).

2.2.5 PROPIEDADES FISICAS

Tabla 5. Férmula estructural de impurezas organicas volatiles (58).

ci
éH-— cl
&
Benceno Cloroforme
]
CH2— C}
° d
1,4-Dioxano Cloruro de metileno
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Tabla 6. Punto. de ebullicion de Iimpurezas organicas volAtiles
(4,58),

Impureza Organica Volatil Punto de ebullicién
., (*c)

Benceno 80.1
Cloroformo 61.2
1,4-Dioxano 101.5

Clorureo de metileno 40.7

Tabla 7. Solubilidad de impurezas orgénicas volAtiles (59).

Impurezas Orgénicas Volatiles En agua En alcohol
tg/100 ml?
Benceno 0.06 = (etilico)
Cloroformo 0.82 = letilico)
1,4-Dioxano ® muy soluble
(etilico)
Clorurec de metilenc 0.198 o (metilicol}

2.3 CROMATOGRAFIA

2.3.1 CLASIFICACION DE TECNICAS CROMATOGRAFICAS
Las técnicas cromatograficas se .clasifican de acuerdo a la
fase estacionaria en (53):
1. Fase estacionaria sélida {adsorcioen):
~ Fase mévil liquida (cromatografia sélido~liquido)
- Fase mévil gaseosa (cromatografia sélido-gas)
2. Fase estacionaria liquida (purticién):
— Fase movil liquida (cromatografia liquido—1liquido)

- Fase movil gaseosa {(cromatografia liquido-gas)
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2.3.2 TEORIA DE LA CROMATOGRAFIA

En cromatografia cada soluto ("s") o componente de la muestra
sufre una serie de equilibrios entre una fase estacionaria (FE) y
otra mévil (FM), desde que entra a la columna hasta que eluye de

ella (Figura 2) (61):

Figura 2. Proceso cromatografico (61).
/PFH ALTURA DE PLATO TEORIGO
Pty
P Semagynn surey -~

LR 11

'

FE SERAL
CROMATOGRAFICA

TIEMPO DE RETENCION
LONGITUD DE LA COLUHMNA

Tales equilibrios estan relacionados por una constante de particién

o distribucién (K} (61,63):
K=CFE / CFM (Ec. 1}

donde C FE = Concentracién de “s" en la FE
C FM = Concentracién de "s" en la FM

Esta constante de distribucién K puede expresarse en términos de
una relacién de distribucién o particién, llamnd@ también factor de

capacidad (k') y una relacién de fages (8):
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K=k'8 {Ec. 2}

donde 8 es la relaclién del volumen de fase mévil (VM) y el volumen
de fase estacionaria (VE); y k' es la relacién de! nimero de moles
de “s" en la FM (nM) y el numero de moles de "s" en la FE (nE)

(61,63):
B = VUM / VE (Ec. 3

k* = nE /7 nM (Ec. 4)

Una vez que se astablecen los repetidos equilibrios de "s*
eantre ambas fases, éste oluye de la ¢olumna a un tiempo llamado de
retencion (tR), el cual se define como el tiempo que tarda “s* en
salir de la columna. El tR ©s el resultado de 1a suma del tiempo
que “s" paermanece en la FE, el tiempo de retencién neto (te), y del

tiempe que “s* permanece en la FM, el tiempo muerto {tm) (611},

Andlogamente surgen kos pardmetros volumen de retencién (VR),
volumen muerto (Vm) y volumen de retencisn neto (Vel. E! VR es el
volumen de FM requerido para que "s" eluya de la columna. Vm es el
volumen de FM requerido para que un soluto no retenido (Nz, Ar, He
o CHy) eluya de la columna. Ve es el resultado de la sustraccién
de VM a VR. La conversiétn de un parémetro de tiempo a su anédlogo de
volumen se consigue por introduccién del flujo de la FM (F)} como

por ejemplio (61,63):

VR = {tR)(F) (Ec. 5)
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La separacién de los componentes de la muestra obedece a que
existe entre ellos, una diferencia envla velocidad de migracién a
lo largo de la columna cromatografica; la cual a su vez radica en
ta diferencia de afinidades (por la fase mévil y estacionaria), la
cual es evidente en aspectos précticos gracias al tR (53,61).

La cajidad o eficiencia de la separacién cromatografica se
estima por otros paradmetros como lo son el numero de platos
teéricos (N}, 1la altura equivalente a un plato teérico (H}, la
resolucién (Re), el factor de capacidad (K') y la selectividad
relativa {«} (53,61).

E} nimero de platos teéricos representa el nimero de
equilibrios que sufre "s" en la columna, se calcula con el ancho de
la sefial medido en la linea base cortada por las tangentes a ésta
{W) y con su tR. Este parametro se relaciona con H, que se define
como la seccién de la columna en la que se efectua un equilibrio, e

involucra la longitud de la columna (L} (53,61).
N = 16 (tR/W)2Z tEc., 6)
H=L /N (Ee. 7}
Van Deemter estudié las contribuciones de diferentes factores
relacionados con la velocidad de la fase mévil (u), en el

ensanchamiento de las seflales cromatogrAficas, expresAndolas como

@] valor de H (53,63}

H= A + B/u + Cu (Ec. 8)
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"A* se refiere a la existencia de una diversidad de trayectorias
que ofrecen las particulas del empaque a "s"} es independiente de
la velocidad de la fase mévil, Desde luego su influencia es nula en
columnas carentes de soporte, donde la FE liquida estd depositada
directamente sobre el tubo (53,63).

“B/u" se refiere a la difusién longitudinal de “s" en la FM,
consecuencia del efecto del gradiente de concentracisdn que se
genera al entrar las moléculas de "s" a la cabeza de la columna: de
manera que a mayor velocidad de fase mévil, la separacion de las
moléculas de "s" respecto al centro de la sefial serd mas
pronunciada. En cromatografia de gases, de los tres términos de la
ecuacién de Van Deemter, es éste el que contribuye mayormente en &l
ensanchamiento de la sefal, debido a los grandes coeficientes de
difusién de las wmoléculas gaseosas de "s” en la fase mbévil
(53,63).

“C" se refiere a la raesistencia a la transferencia de masa de *“s*
an ambas fases. Si la penetracion de "s" en la FE, asi como su
liberacién Ae 1o misma se dificultan, el establecimiento de un
equilibrio de “gs* entre ambas fases se retarda. La FM arrastrard a
aquellas moléculas que se encuentren en ella, dejando atras a la;
que se encuentran en la FE; por lo que el aumento de la velocidad
de la FM produce ensanchamiento de la sekal, y con ello aumento del

valor de H {53,63).

L.a resolucién entre deos sefiales cromutdqrhf!cna se define como

@l cociente que resulta de dividir la diferencia de sus tismpos de
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retencién entre el promedio de sus anchos medidos en linea base
(53,61,641:

Rs = 2 (tR2 -~ tR1} (Ec. 9)
WL + w2

La selectividad o retencison relativa es la relacién entre un
parametro de retencien de "s" y el mismo de un compuesto de

referencia (s8r) (53,63}

a« = tR ("s*) / tR tsr) {(Ec. 10)

2.3.3 CROMATOGRAFIA LIQUIDO-GAS (CLG)

2.3.3.1 ANALISIS DE LA FASE VAPOR

El analisis de la fage vapor tiene el mismo principio de la
destilaciéon por arrastre de vapor. En este tipo de destilacion la
muestra se calienta a una temperatura tal que se previene la
descomposicién de ésta, de manera que los componentes volAdtiles se
reparten entre las fases liquida y vapor para ser arrastrados por
una corriente de vapor de agua 1(50,53). .

En el andlisis de la fase vapor, una muestra liquida o sélida
contenida en un vial perfectamente sellado, se mantiene a
tomperatura constante un lapso dado, durante el cual se establece
el equilibric del soluto “s" entre las fases condensada y vapér a

esa temperaturaj; para que después se analize cuantitativamente una

muestra de la fase vapor por cromatografia de gases. De esta
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manera, en ia destilacién por arrastre de vapor y en el anAlisis de
la fase vapor, se establece e! equilibrio de “s" entre la fase
condensada y su fase vapor; de acuerdo a una constante de

distribuciéen (K) y a temperatura constante {Figura 3) (50).

Figura 3. Equilibrio de un soluto "s” en el anadlisis de la fase
vapor {50).

FASE VAPOR -

"s" CROMATOGRAFO
DE GASES

—1>
-1
3

ngw
-3

FASE CONDENSADA
Temperatura
constante

Los métodos de andlisis de la fase vapor se clasgifican en
estAtico (sistema cerrado) y dindmico (sistema abierto). El método
estatico consiste del anAlisis de una muestra de vapor (de una
etapa) tomada de un vial sellado; o bién, de mAs de ung.muistru de
vapor tomadas consecutivamente (etapas multiples). El método
dinémico consiste del anAlisis de dos muestras de vapor tomadas una
.antos y la qtra despues de pasar sobre la fase vapor del vial, un

flujo de gas puro (aire) (50).
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La principal aplicacién del andlisis de la fase vapor es la
determinacién de trazas (S 100 ppm) de substancias volatiles. En
@ste caso, dado que “s" se encuentra en muy baja concentracién en
la muestra original, se requiere recuperar la mayor cantidad
posible de "s" en la fase vapor; es decir, aumentar la sensibilidad
del analisis. Para ello, se hueden aprovaechar los beneficios de

los siguientes efectos (501}

a. Aumentar la temperatura del vial, con lo que se desplaza el
equilibrio de "s*“ hacia la fase wvapor, aumentando as{ su
concentracién en esta fage.

b, La disolucién de un disolvente orgénico (miscible con agual} en

agua desplaza el equilibrio de "s hacia la fase vapor, si la
solubilidad de "“s“ es menor en e} agua.

<. La adic¢ién de una sal f{(cloruro de sodio, cloruro de amonio,
sulfato de scdio, sulfato de amonio, sulfato de magnesio, carbenato
de potasio, citrato de sodio, entre otraa) en proporcién del 10 al
20 % también desplaza el equilibrio de "s" hacia la fase vapor. La
sal actia como un inhibidor parcial competititvo.

d. La retencidén de la muestra de vapor previa a su entrada a la
columna por medio de un adsorbente o una trampa criogénica, permite

la entrada de una muestra de mayor volumen a la columna (sistema de

purga y trampal.
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Las ventajas del anAlisis de la fase vapor son (47,50}
a. Ofrece mayor sensibilidad que la inyeccién de la muestra
liquida. La muestra de vaper puede ser de 1 & 3 mi.
b, Elimina el riesgo de la contaminacién de la columna con material
no volatil. Util en el andlisis de muestras biolégicas.
c. Evita un complejo pretratamiento de la muestra antes de
analizarla.
d. Reduce considerablemente la sefial del disolvente.
e, Elimina la {nterferencia de los componentes no volatiles de la
muestra.
f, Puede ser automatizado aumentande con ello la precisién del

sistema.

2.3.3.2 INSTRUMENTACION
La inastrumentacidén bAsica para el anAlisis de la fase vapor
consta de los siguientes componentes (Figura 4) (55,61):
1. Reservéreo para ¢l gas portador (RGP)
2. Automuestreador de la fase vapor (AFV)
3. Cromatégrafo de gases {(CG)
- Puerto de inyeccién (PI)
~ Horno termostatizado (H}) y columna (C}
- Detector (D)

4. Integrador o graficador (1)
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Figura 4. Esquemg»‘dﬁa~lu instrumentacién para el anAlisis de la
fase vapor. T o TR

cG

AUTOMUESTREADOR DE LA FASE VAPOR

El automuestreador de la fase vapor opera mediante un sistema

‘de una vAlvula y un rizo para transferir la muestra de vapoer al

cromatégrafo de gases. La muestra condensada contenida en un vial
se calienta a una determinada temperatura, la cual se mantiene
constante durante-un lapso dado (tiempo de equilibracién). Una vez
transcurrido ese tiempo, se inyecta gas portador a travées de la
aguja al interior del vial, para aumentar la presién 1Interna
{presurizacién); para que en la siguiente etapa se llene
automdticamente el rizo econ la fase vapor del vial; y finalmente
4sta se transfiera al puerto de {nyeccién del cromatégrafo a traves
de una linea de transferencia precalentada. El rizo y la aguja se
purgan con un flujo continuo de gas portador para evitar que gueden

en ellos rasiduos de la muestra de vapor anterior (47).
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PUERTO DE INYECCION E INYECTOR CON DIVISOR DE FLUJO

El puerto de ({inyesccién e8 la seccién de! cromatégrafo
destinade a recibir la muestra, ya sea liquida o gaseocsa. Debe
estar disefiado para poder alojar a ios distintos tipos de
inyectores; asi como para adaptarse a diferentes temperaturas y
columnas. Dado que es en &1 donde se wvaporizan las muaestras no
gaseosas, debe estar a wuna temperatura que lo permita. En
cromatografi{a de gases existen cuatro tipos de (nyectores: {inyector
con divisor de flujo, inyector sin divisor de flulo, inyector
directo e inyector en columna (41,55).

En el anadlisis de trazas resultan particularmente utiles el
inyector sin divisor de flujo y el directo; sin embargo, algunas de
sus caracteristicas se convierten en desventalas o limitantes de su
ugo cuando no es facil implementar sus requerimientos. El primero
genaera sefiales anchas #8i los solutos de la muestra {(la cual es
grande) no se concentran antes de entrar a la columna; para lo cual
se requiere una diferencia minima de 100*°C entre los puntos de
ebullicién del disolvente y del soluto. El inyector direoto
requiere de un disefic y de Jeringas especiales para depesitar la
muestra muy cerca de loe primeros centimetros de Lla columna
{(7,41.55}),

El inyector en columna no sélo requiere del implemento para la
concentraclén de solutos previa a su separacidén, sino ademas, dado
que la muestra se deposita en forma liquida “en la columna" se

requiere que ésta esté libre de material no volatil con objoto'd.
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evitar gque quede atrapado en la coiumna. También la muestra daebe

ser grande ya que se requlere analizar trazas (7,41,55}.

Aun cuando la principal aplicacién del inyector con divisor de
flujo es el anslisis de solutos presentes en altas concentraciones
en la muestra, puede ser adaptado mediante una relaciéon de divisioen
de flujo baja (segun se verd mas adelante) para analizar trazas

(_s 100 ppm} de éstos (55).

El fundamento de operacién del inyector con divisor de flujo
es el siguiente: El flujo total de gas portador previamente
calentado se divide en dos flujos, uno que pasa por debajo del
septa del puerto de inyecclén para realizarle una purga (2-5
ml/min) y el otro més grande, que entra a la camara de vaporizacién
o inserto (consisten de un tubo de berosilicato de aproximadamente
2-4 mm de d.i{. y 5-10 cm de longitud) en donde se mezcla con la
muestra vaporizada. Posteriormente, cerca de la entrada de la
columna este flujo de gas portador-muestra vaporizada sufre otra
divisién en dos flujos (establecida mediante una valvulal, el maAs
pequefio de los cuales entra a la columnsa y el restante es eliminado
a la atmosfera (5%5).

La divisién del flujo gas portador-muestra se conoce como
relacién de divisién de flujo y puede adoptar dos expresiones
141,55):

FT 1 FPC FPC : FT
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donde FT = flujo total
FPC = flujo parcial que entra a la columna
Los valores numericos de estas relaciones oscilan entre 1:5 y

1:1000 {(de acuerdo a la expresién FPC:FT) {41,585},

Las caracteristicas de este inyector son - linealidad,
reproducibilidad, amplia gama de relaciones de divisién de flujo,
inercia quimica y estabilidad térmica. La reproducibilidad es
especialmente importante, ya que la divisién de *lujo debe
realizarse siempre a una misma proporcién que ademés, deber ser
representativa de la muestra. La reproducibilidad es sensiblomente
dependiente de la reproducibilidad de laas {nyecciones, por lo que
la automatizacisn resulta una alternativa excelente. La {nercia
quimica es fundamental en el anAlisis de trazas para evitar la
pérdida de los componentes de interés (55).,

Las desventajas del inyector con divisor de flujo son: pérdida
de golutos de baja volatilidad (la vaporizacién de la muestra es
casi instantanea), restriccién de! andlisis de solutos termolébiles

y consumo de grandes cantidades de gas portador {(55).

COLUMNAS

Es en la columna donde se desarrolla el proceso de separacién
de los componentes de una muestra. La cromatografia de gases se
infcié con al uso de las columnas empacadas; sin embargo,

posteriormente aparecieron las capilares (1956}, La Tabla 8

34



compara algunas caracteristicas de columnas empacadas y capilares

(41,511,611},

Tabla 8. Columnas empacadas y capilares (41,61).

Caracteristicas Empacadas Capilares
Longitud (m) 0.5 - 6.0 5 - 150
Diametro interno (mm) 2-6 0.2 - 0.75
Espesor de pelicula {um) L - 10 0.0% - 1.0
Relacién de fase (8) 5 - 20 20 - 500
Flujo (ml/min} 10 - 60 0.5 - 15
Presion (psi) 10 ~ 40 3 - 40
N/m* 2500 5000

* N/m = numero de platos teéricos por metro.

Las columnas capilares se construyen con un tubo generalmente
de vidrio (silica fundida) de diémetro y longitud variable, en cuyo
interior se deposita 1la fase liquida estacionaria con o sin soporte

sélido. Se clasifican como sigue (41,51,631):

a. Capilares de pared recubierta. La fase estacionaria se deposita
en la pared interior del tubo:
- Gran calibre o megaboro: 0.50 ~ 0.75 mm de d.i.

- Pequefio calibre: 0.20 - 0.35 mm de d.i.

b. Capilares de capa porosa. La fase estacionaria se deposita en
la pared {nterior de un tubo atacado por algun medio fuertemente

4cido o basico.

c. Capilares con soporte. La fase estaclionaria se deposita sobre

un soporte lnerte finamente dividido (tierras siliceas o aluminal.
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Graclas a sus pequefios disdmetros internos, las columnas
capilares sufren bajas caidas de presisén, por lo que soportan ser
de tantos metros de longitud. Las relacicnes de fase de las
columnas capilares y su gran longitud comparadas con las de las
columnas empacadas, ofrecen mayor eficiencia. En el caso
particular de las columnas con pared recubierta, el ensanchamiento
de las sefiales por efectc de la multiplicidad de paso, debida a las
particulas del soporte, desaparece. Ademads, las columnas capilares
ofrecen sobre las empacadas alta resistencia mecénica debido a la
cubierta externa de poliimida o poliamida (1,51,61).

La fase estacionaria constituye la parte activa en la
saparacién cromatografica, cuyos atributos deseables son:
selectividad, estabilidad quimica (no se modifica su estructura),
estabilidad térmica (no se desprende al trabajar a temperaturas
cercanas a su limite superior! ¥y larga vida uti}. .Dada 1la
necesidadlde evitar que la fase estacionaria se desprenda con el
cambic de temperatura de la columna {(temperatura programada)l, se
introdujeron las columnas con fase de enlaces entrecruzados,
generando asi{ columnas mucho mAs estables térmicamente y de larga
vida utii (1,611,

Las f;ses estacionarias utilizadas en columnas capilares
abarcan todo el intervalo de polaridad. Los polietilenglicoles y
los cianopropilpolisiloxancs son fases polares, lLas cuales
presentan interacciones Acido-base e interacciones entre el grupo
CN y los electrones n de solutos insaturados. Los enlaces C-Cl

{halégeno), C-0 y C-N, actuan como dipolos permanentes y los dobles
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enlaces .de los solutos sufren polarizacién formando dipolos
inducidos (1.61...).

La columna DB-624 "J & W Scientific" con fase cianopropil-
fenil-dimetilpolisiloxano es una columna de pared recubierta de
pequefio calibre y alta pelaridad, con intervalo de temperatura de
-20 a 260 *C, util en el analisis de hidrocarburos halogenados

(52).

DETECTOR DE IONIZACION DE LLAMA

El detector es el dispositivo del cromatégrafo destinade a
generar una sefal debida a aquel compuesto que llegue a é} después
de haber eluido de la columna, que sea de composicién quimica
diferente a la de la fase mévil; y que ademias, tenga la capacidad
de hacer que el detector genere tal sefal. E! detector debe operar
a ta temperatura. necesaria para impedir la condensaclén de los
solutos provenientes de la columna, y con ello evitar su
contaminacién y el entorpecimiento de la emisién de sefiales

146,551,

En cromatografia de gases existen los siguientes detectores:
{onizacién de {lama (DILL}), capturs de electrones {DCE),
conductividad teérmica (DCT), termoiénico o lonizacién de 1llama
alcalina {DT o DILLA}Y, fotométrico de liama {DFF),
espectrofotémetro de masas (CG-EM) e infrarrojo (CG-IR}. Algunos
son selectivos como el DFF (azufre y fésforol, DILLA (fésforo y

nitrégeno) y el DCE (elementos electréon atrayentes). El resto se
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N
consideran detectores de respuesta universal, pues responden a una
amplia gama de substancias. Los espectrofotémetros de masas e
infrarrejo son técnicas que se han acoplado a un cromatégrafo de
gases con el objeto de identificar cada scluto proveniente de la
columna mediante la obtencién del espectro correspondiente. Debido
al coste e instrumentacién inheraentes de estos detectores
especializados, su aplicacién en el analisis de trazas resulta
impridctica; ademis de que en este tipo de andlisis lo que se busca
primordialmente es la alta sensibilidad del detector, la cual puede
conseguirse con otro detector como ei DILL o el DCT. No obstante,
el DILL se prefiere sobre el DCT para el analisis de impurezas
organicas volétiles a nivel de partes por millén, ya que es més
sensible, cubre un amplio orden lineal y ofrece gran estabilidad y

reproducibilidad (46,55).

El principio de operacién del detector de lonizacién de llama
es el siguiente:
Los solutos provenientes de la columna se mezclan con un flujo de
bidrégeno para entrar a un quemador sobre la salida del cual,
graciag a un flujo de aire u oxigeno que llega al mismo sitio, se
pfbduce una ilama, Es en esta llama donde ,se queman los solutos o
componentes de la muestra, generando ion;a positivos, negativos y
electrones libres; quienes son atraidos por un par de electrodos
situados a ambos lados de la llama. La corriente resultante se
captura en un convertidor analégico digital, el cual envia la sefial

a un graficador para que la registre {46,55!.
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El DILL es un detector de alta sensibilidad, la cual esta en
funcién de la relacién de los filujos de aire o hidrégeno, siendo lia
éptima aproximadamente diez veces mayor el primero, con respecto al
segundo. Responde a los compuestos organicos linealmente. Es
estable a las fluctuaciones de temperatura y del flujo de la fase
méevit., En ausencia de muestra genera una linea base muy estable.
El tamafo de su respueata es proporcional al numero de enlaces C-H
de la molécula que detecta. No detecta al aire, agua, CO, COo, O3,
Nz, NO, NO2, N20, NpOaz, NH3, HCN, H2S, CSp, CCly, SiCl,, CHgSiCla,
SiF4, Y gases inartes; ademds de gque su respuesta se atenua con la
prosencia de hetercaAtomos y grupos funcionales. La condensacién
del vapor de agua se evita con una temperatura superior a los 100°C

(46,55).

INTEGRADOR

Es un sistema registrador con integraderes electrénicos para
proporcionar informacién con respecto a la cantidad de soluto que
llega al detector. Los parAmetros de integracién se definen como
sigue (46):
- Atenuacién: Medida del tamafio de las sefiales en el cromatograma
expresada como 20, donde n+l1 reduce ta altura de ia sefial
cromatografica a la mitad, n~1 aumenta al doble la altura de la
sefial cromatografica (48),
~ Velocidad de carta: Corresponde a} desplazamiento del] papel

graficador en e! integradeor, expresade en cm/min (48).
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- Ancho de la sefal: Separacién entre las tangentes do la sefal
cromatografica, medida a ta mitad de su altura y expresada en
minutos (48]},

~ Nivel de ruido: Altura minima para la deteccién de la sefial
cromatografica, donde una unidad de aumento duplica la altura
minima aceptada para el calculo y reporte correspondientes (48).

~ Area de rechazo: Superficie total bajo la curva de la sefial
cromategrafica minime requerida para incluirse en el calculo y

reporte correspondientes (48).

2.3.3.3 TEMPERATURAN PROGRAMADA
En la retencién la temperatura es el parAmetro mas importante
después de la fase estacionaria. Las ventajas de la cromatografia

de gases a temperatura programada son tiempos de anAlisis cortos y

sefiales menos anchas y coleadas. La cromatografia de gases a
temperatura programada (CGTP) consiste en 1iniciar el proceso
cromatografico a una temperatura inicial {Tol}, aumentarla o

disminuirla a una velocidad (v, *C/min) hasta alcanzar la
temperatura final (Tf}; pudiendo sostener por tiempos »(to y tf)
deseados las temperaturas inicial y final. Un programa de
temperatura se puede expresar de manera simplificada como: To
(to) = V « Tf (tf). Util en el andlisis de mezclas complejas cuyos
componentes cubren un amplie intervalo de puntos de ebulliclén

(46,61) ,
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2.3.3.4 METODOS DE CUANTIFICACION
‘ La respuesta de la substancia de interés en un sistema
cromatografico, puede wmedirse como altura (de la linea base al
punto maximo) ©o como Area (superficlie total) de la sefial
correspondiente. La medida por altura raquiere de una linea base
estable para mayor precisién y exactitud. Es especialmente util en
la cuantificacién de picos coleados y ligeramente sobrepuestos. La
medida por 4rea es conveniente con picos bien resuveltos vy
ligeramente asimetricos (61,62).
Los métodos de cuantificaciém con referencia externa e interna

son cominmente usados en cromatografia de gases:

- Referencia Externa:

La cuantificacién de una substancia de interés consiste en
interpolar el tamafio de su respuesta en una curva de calibracién
construida con una serie de concentracicnes a diferentes niveles de
la substancia de referencia del mismo compuesto {variable
independiente) y la respuesta de cada concentracién (variable
dependiente). Es requisito indispensable que la medida de estas
respuestas provengan de un mismo sistema y bajo las mismas

condiciones (62).

— Referencia Interna:
La cuantificacién de una substancia de interés consiste en
interpolar la respuesta relativa de la substancia de interés en una

curva de calibracian construida con diferentes concentraciones de
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la substancia de referencia del mismo compuesto (preparadas con
volumenes diferentes de una solucién de [a substancia de intereés

adicionados de una cantidad fija de la substancia de referencia

interna) (variable independiente), y la respuesta relativa de la
substancia de referancf{a {(variable dependiente) (62).
RR SI = RA_SI - (Ec, 11}
RA SR
dondet RR S1 Respuesta relativa de la substancia de interés

=

RA S1 = Respuesta absoluta de la substancia de interés

RA SR = Respuesta absoluta de la substancia de referencia
interna

La cuantificacién con subastancia de referencia interna
compensa los errores analiticos; pero para que una substancia
funcione como tal, debe cumplir con los sigulentes requisitos
161,62);

-~ Aparecer comc una sefial perfectamente separada del resto de las
sefiales del cromatograma y tener un tR cercano al de la substancia
de interéds.

~ Ser altamente pura, no reaccionar con los componentes de la
muestra ni con las fases mévil y estacionaria, ni formar parte de
la muestra original.

-~ Ser estable térmicamente y de volatilidad y estructura quimica
similares a las de la substancia de interés.

-~ Estar prasen(e en la muestra en uUnaA concentracién tal que. su
respuesta sea de tamafo similar al de la substancia de intereés

(proporeionar una respuesta relativa cercana a la unidad},
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2.4 VALIDACION

2.4.5 DEFINICION
La validacién de un método analitico se define como el proceso
mediante e! cual se establece que el método cumple con los

requisitos para cuyas aplicaciones se desarrollé (64).

2.4.2 PARAMETROS DE VALIDACION PARA I[.0.V. (PRUEBA LIMITE)

Los pardmetros recomendados por la U.5.P, XXI1 para validar
meé todos analiticos para pruebas timite son: selectividad,
ifntervalo, limite de deteccién, tolerancia y exactitud. No

obstante, es conveniente evaluar la precisién obtenida ya que en

este caso se manejan substancias volatiles, Estos para&metros de
validacién se definen como sigue {64):
Selectividad: Es la capacidad del! sistema para proporcionar

la respuesta de la substancia de Interés, inalterada por Ila
presencia de otros componentes de la muestra (impurezas, productos
de degradacién, componentes del placebo). Usualmente se exXpresa
como ja diferencia entre los resultados de la muestra adicionada de
estos componentes y los resultados de la mueatra que no los
contiene. Es una medida del grado de interferencia (o ausencia de
@lla) en @1 anAlisis de muestras complejas (64).
Se avalua mediante el cAdlculo de la resolucién entre cada par .

de sehales adyacentes en el cromatoﬁramu de la muestra .de

referencia al 100 %, e identificande cada sefal del cromatograma
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por comparacién de los tiempos de retencidon de cada 1.0.V. y de la
substancia de referencia interna. El valor de la resolucién debe

ser mayor o {gual a 3 (64,66).

Resolucidn (Rs):

Rse = 2 _(tR2 = tR1) (Ec. 9)
Wi + w2
Precisjsn: Es el grado de oconcordancia entre resultados

analiticos individuales cuando el procedimiento se aplica
repetidamente a diferentes muestreos de una muestra homogénea del
producto. Usualmente se expresa en términos de desviaclén esténdar
o de coeficlente de variaclén. Es una medida del grado de
repetibilidad del meétodo analitico. La repetibilidad es la
concordancia obtenida entre determinaciones independientes
realizadas bajo las mismas condiciones {analista, » tiempo,
laboratorio, etc.). El coeficlente de variacién global de las

respuestas individuales no debe ser mayor del 15 % (37,64,66).
Media aritmética (X): X¥X=5Lx / n {Ec. 12)

Desviacién estAndar (S): S = (x) — %2 (Ec. 13)

Coeficiente da variacisn (C.V.):

C.V. = (S X 1000 / % {Ec. 14)
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Intervalo: Esta definido por las concentraciones comprendidas
entre los niveles de concentracion superior e inferior de la
substancia de interés (incluyendo estos niveles), en el cual se ha
demostrado que el método es lineal, preclso y exacto. Usualmente
se eoxpresa con las unidades obtenidas en el método analitico
(porciento, partes por milleén) (64).

Se evalua mediante el calculo de! coeficiente de variacién del
factor respuesta de todo el {ntervalo estudiado (al menos tres
réplicas de por lo menos tres niveles de concentracién, inferiores
y superiores al 100 X {nclusive). Tambié¢n mediante el célcule por
el método de minimos cuadrados, de los coeficientes de
determinacién y de cofrelacién del grAafico partes por millén contra
respuesta, asi como un analisis de wvarianza de regresién lineal
simple. El coeficiente de varijacion del factor respuesta no debe

ser mayor del 15 % (37,64,66).

Factor respuesta (F):

F = respuesta relativa (Ec. 15}
pPpm experimental

Media aritmeética del factor respuesta (F):

FeEF /n (Ec. 16}

Desviacién estandar del factor respuesta (SF):

SF = L IFL - B2 (Ec. 1T)
n - 1 :
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CQQchlante de variacién del factor respuesta (C,V.F.):

C.V.F.= (SF X 100) / F {Ec. 18}

Coaficiente de determinacién (r2);

r2 = _b2 (Exz — (Ex)2/n) (Ec. 19}
(Ey< = (Ey)i</n)

Coeficiente de correlacién (ri:

r =/ 12 (Ee. 20)

Pendiente (b):

b =n {Exy) - (Ex)ItEy) . (Ec. 21}
n (Ex<} - (Ex)

Ordenada al origen la): i

a = Ly -~ b (Ex) (Ec. 22)-
n

' Analisis de varianza de regresién lineal simple:
Suma de cuadrados de regresién (SCR}):

SCR = b {Lxy) + a (Ly} ~ ((Ey}2 / n) {Ee. 23)
Suma de cuadrados residual (SCri:

SCr = Ly2 - b (Exy) - a (Ty) (Ec. 24)
Suma de cuadrados total t3CT):

SCT = SCR + SCr ) (Ec. 25)
Grados de libertad de regresién (GLR):

GLR = Numero de variabies - 1 (Ec. 26)

Grados de libertad residual (GLr):
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GLr = Numero de pares de datos - 2 (Ec, 27
Grados de libertad total (GLT):

GLT = GLR + GLr (Ec. 28)
Cuadrado medio de regresién (CMR):

CMR = SCR / GLR {Ec. 29)
Cuadrado medio rasidual (CMr):

CMr = SCr / GLr (Ec, 30}
Razén de varianza t(RV):

RV = CMR / CMr {Ec. 31}

Limite de _deteccién: Es la concentracién minima de una

substancia que puede ser medida y reportada con un 95 X de
confianza (a = 0.05}) de que la concentraclén de esta substancia es
mMAYOr QUEe Gero. Para aspectos cuantitativos, el Ilimite de
deteccién debe ser al menos cinco veces menor que el 100 X de la
substancia de interés. Usualmente se expresa en términos de
concentracién {porciento, partes por bilién, ete.) (2,49,64).

Una alternativa para calcular el limite de deteccién es
mediante la ecuacién 33. La conversién del limite de deteccién a
las unidades de concentracisn del meétodo (en este caso, partes por
mitlén) se realiza calculando "x“, y substituyendo en "y" el valor

del LD, a partir de la ecuacion de regresion (ecuacién 34) (2,37).

Desviacion estandar de ios puntos observados X,Y (S y/x):

Sy/x = p=1 (Sy2 - b2 s5x2) {Ec. 32)
L y
"~
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Limite de doteccién (LD):

LD = a + ((£)1(S »/y}) {Ec. 33)

Ecuaciéon de regresidn (minimos cuadradosi:

y = bx +a {Ec. 34)

Tolerancia: Es el grado de reproducibilidad de los resultados
analiticos obtenidos del anhlisis de una muestra homogénea del
producto, y al aplicar modificaciones de las condiciones normales
de operacién a algunos pardmetros criticos. En eoste caso se
evaluard cantidad de sulfato de scdio, presisén, temperatura y
estabilidad de la muestra a 24 horas. La cantidad de suifato de
sodio en el vial, la presién de presurizacién del vial y la
temperatura del bafio del automuestreador de Lla fase vapor son
variables que afectan la sensibilidad del analisis. La estabilidad
de la muestra es una caracteristica particularmente importante para
muestras constituldas por componentes volatiles; ya que rApidamente
pueden cambiar las concentraciones sin proporcién, debido a que
generaimente existe una diferencia de volatilidad entre ellos
(47,64),

Se evalua mediante el coeficlente de variaciéﬁ global de las
respuestas individuales, e! cual no debe ser mayor al 15 %

164,66} .



Exactitud al_ 100 %: Es la concordancia entre el valor
obtenido al aplicar el método analitico a la muestra y el valor
verdadero, Se expresa como el porciento de recobro obtenido del
anadlisis de muestras a las que se les ha adicionado el 100 % de la
substancia de interés (placebos adicionados) (56,64).

Se evalua mediante el célculo de la media aritmética y el
coeficiente de variacién de los porcientos de recobro de al menos

" tres muestras placebo adicionado de solucién de referencia al
100 %. Debers realizarse por el mismo analista y bajo lag mismas
condiciones. E! coeflciente de variacién de las respuestas

individuales no debe ser mayor del 15 %X (56,66).

Porclento de recobro (% recobrol:

% Recobro = Cantidad recuperada X 100 {Ec. 35)
Cantidad adicionada
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PARTE EXPERIMENTAL

3.1 DIAGRAMA DE FLUJO

I PREPARACION DE SOLUCIONES Y DE MUESTRAS I
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L PRUEBAS PRELIMINARES I

I SELECCION DEL PROGRAMA DE TEMPERATURA PARA LA COLUMNA I

‘ SELECCION DE LA SUBSIANCIA DE REFERENCIA INTERNA I

l PREPARACION DE LAS SOLUCIONES DE REFERENCIA AL 80,100 Y 120% I

r SELECCION DE LOS PARAMETROS DEL INTEGRADOR

EVALUAGCION PRELIMINAR DE LA PRECISION I

1
VALIDACION:

SELECTIVIDAD, PRECISION, INTERVALO, LIMITE DE DETECCION
TOLERANCIA Y EXACTITUD AL 100 %




3.2 MATERIAL, REACTIVOS Y EQUIPO

3.2.1 MATERIAL
Pipaetas graduadas (5 y 10 ml}
Pipetas volumétricas (1 y 5 ml)
Pipetas automaticas Eppendorf
Pipetas Pasteur
Propipetas
Matraces volumétricos (50, 100, 200 y 500 ml)
Matraces erlenmeyer (500 y 1000 ml}
Probetas de vidrio (25, 100 y 500 ml)
Vasos de precipitadoes (25, 50, 100, 250 y 1000 ml)
Tubos de ensaye (13 X 100 mm)
Tuboes capilares
Viales para anAlisis de la fase de vapor incoloros (10 ml)
Septas de silicén con una cubierta de teflén (20 mm didmetro!
Casquillos de ajluminio (20 mm diAmetro)
Microjeringas (10 nl)
Jeringas con sello de teflén y vAlvula de paso (0.5, 1.0y
2.0 ml)
Engargolador de viales de 20 mm de didmetro
Desengargolador de viales de 20 mm de diAmetro
Gradilla para tubos. de ensaye
EspAtulas de diferentes tamafos

Burbujémetro
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3.2.2 REACTIVOS

Sulfato de sodio. Grado reactive. Merck.

Acido clorhidrico. Grado analitico. Baker.

Agua. Grado CLAR (2 14 Mohm!}.

Bencene. Grado CLAR. Aldrich.

Ciclohexano. Grado alta pureza. Baxter B & J.

Cloroformo. Grado CG-capilar/CG-EM. Baxter B & J.

1,4-Dioxanc. Grado alta pureza. Baxter B & J.

n-Heptano. Grado analitico. Merck,

Isobutancl. Grado anatitico. Baker,

Cloruro de metileno. Grado alta pureza. Baxter B & J.

Alcohol metilico. Grado ChromAR CLAR. Mallinckrodt.

n~Propanol. Grado alta pureza. Baxter B & J.

Tetrahidrofurano. Grado LiChrosorb. Merck.

Tolueno. Grado analitico. Merck.

Xileno. Grado analitico. Baker.

Metildopa, sesquihidrato, materia prima. Grado U.S.P.
Proveedor Sochimia. Lote unico. Libre de cualquier residuo

de disolvente organico volatil.

3.2.3 EQUIPO
Agitador mecénico Vortex.
Aparato para punto de fusién en capilar Thomas Hoover Serle
70~-480 con intervalo de temperatura de -10 a 360°C.
Automuestreador de la fase vapor Hewlett-Packard 19395A,

equipado con un rizo de 1 ml.
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Balanza analitica Mettler AE-260, con sensibilidad de 0.1 mg.

Cromatégrafo de gases Hewlett-Packard 5890 Serfe II, de
temperatura programable. Equipado con un detector de
lfonizacion de llama, inyector con divisor de flujo e
inserto de borosilicato. Columna DB-624 *“J & W Scientific*
de silice fundida de 30 m de longitud, .0.32 mm de d.i.,
1.8 um de espesor de fase del polimero de cianopropilfenil
dimetilpolisiloxane, con intervalo de temperatura de -20 a
260°C. Helio como gas portador.

Integrador Hewlett-Packard 3396A.

Parrilla de calentamiento con agitacién magnédtica.

Refrigerador Ojeda RV2P-30 con {ntervalo de temperatura de

2 a B°C.

3.3 METODOLOGIA

3.3.1 SOLUCIONES Y MUESTRAS

3.3.1.1 AGUA LIBRE DE RESIDUOS VOLATILES

Hervir la cantidad necesaria de agua CLAR en un matraz erlenmeyer
durante 20 min y dejar enfriar a T.A., Preparar un dia antes de su
uso. Toda el agua que se utilice en este trabajo sera de esta
calidad, por lo que en lo subsecuente gse referird a ella como agua

simplemente.
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3.3.1.2 SOLUCIONES DE ACIDO CLORHIDRICO
De acuerdo a la Tabla 9, transferir el volumen aproximado de &cido
clorhidrico concentrado a un matraz volumétrico de 50 ml que

contenga 20 ml de agua. Dilulr, llevar a volumen y mezclar.

Tabla 9. Soluciones molares de dcido clorhidrico

Solucién de HCL Mililitros de HC! concentrado
(concentracién aproximada) {volumen aproximado)
0.1 M 0.42
0.5 M 2.12
1.0 M 4.24
1.5 M 6.36

3.3.1.3 BSOLUCION DE REFERENCIA AL 80 %
La preparacién de esta solucién se {ndicard una vez establecida en

la secclén 3.3.3.4.

3.3.1.4 SOLUCION DE REFERENCIA AL 100 %
La preparacisn de esta solucién se {ndicard una vez establecida en

ita seccién 3.3.3.4.,

3.3.1.5 S0OLUCION DE REFERENCIA AL 120 %
La preparacién de esta solucién se indicarsd una vez establecida en

la seccién 3.3.3.4.
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3.3.1.6 MUESTRA DE IMPUREZAS ORGANICAS VOLATILES {(MUESTRA I0V)

"a. Tronsferir 5 ml de metanol a un vial de 10 ml.

b. Adicionar 5 ul de cada uno de los sigulentes disolventes:
benceno, cloroformo, 1,4-dioxanc y cloruro de metileno.

¢. Sellar perfectamente y mezclar suavemente.

3.3.1.7 MUESTRA DE IMPUREZAS ORGANICAS VOLATILES Y REFERENCIA
INTERNA (MUESTRA 10V-RI)

a. Transferir 5 mi de metanol a un vial de 10 ml.

b, Adiciomar 5 ui de cada uno de los siguientes dlsolventest
benceno, gloroformo, i,4-dioxano, cloruro de metileno Y el
disolvente elegido como substancia de referencia interna.

c. Sellar perfectamente y mezclar suavemente.

3.3.1.8 MUESTRA PROBLEMA

a. Pesar 2.5 g de sulfato de sodio en un vial de 10 ml.

b. Adicionar los mg de metildopa establecidos en 3.3.3.1 (pag. 60).
<. Adicionar 5 ml del! medio de disolucién elegido en 3.3.3.1 (pp.
59-601.

d. Sellar perfectamente y mezctar suavemente.

3.3.1.9 MUESTRA DE REFERENCIA AL 80 %
2. Pesar 2.5 g de sulfato de sodio en un vial de 10 mil.
b. Adicionar 5 ml de la solucién de referencia al 80 %.

c. Sellar de inmediato perfectamente y homogenaizar suavemente.
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3.3.1.10 MUESTRA DE REFERENCIA AL 100 %
a. Pesar 2.5 g de sulfato de sodio en un vial de 10 mi.
b, Adicionar 5 ml de la solucién de referencia al 100 X.

c. Sellar de inmediato perfectamente y homogeneizar suavemente.

3.3.1.11 MUESTRA DE REFERENCIA AL 120 %
a. Pesar 2.5 g de sulfato de sodio en un vial de 10 ml,
b. Adicionar 5 mi de la solucién de referencia al 120 %,

c. Sellar de inmediato perfectamente y homogeneizar suavemente.

3.3.1.12 MUESTRA PLACEBO ADICIONADO DE SOLUCION DE REFERENCIA AL
100 %

a, Pesar 2.5 g de sulfato de sodio en un vial de 10 ml.

b. Adicionar los mg de metildopa establecidos en 3.3.3.1 (pag. 60).
c¢. Adicionar 5 ml de la solucién de referencia al 100 %,

¢. Sellar de inmediato perfectamente y homogeneizar suavemente.

3.3.2 CONDICIONES DE OPERACION DEL SISTEMA
El sistema consta del automuestreador de la fase vapor, del
cromatografo de gases y del integrador. Las condiciones de trabajo

del automuestreador se establecieron en un trabajo previo.
AUTOMUESTREADOR DE LA FASE VAPOR
- Temperatura del bafio: 85°C

~ Tiempo de equilibracisén: 45 min
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- Temperatura de la vAlvula y del rizo: 90°C
- Programa de inyeccién:
Tiempo de presurizacién: 7 seg
Tiempo de llenado del rizo: 5 seg
Tiempo de transferencia de la muestra: 30 seg
Tiempo de purga del rizo y la aguja: 5 min
- Flujo del gas portador: 15 ml/min
- Preslén de aire (para el sistema pneumdticol’: 3.5 bar
- Presisn del gas de presurizacién (heliol): 1.2 bar

— Numero de inyecciones por vial: 1

CROMATOGRAFO DE GASES

- Presién a la cabeza de la columna: *

-~ Flujo a la salida de la columna: =

~ Temperatura del detector: ¥

- Temperatura del puaerto de inyecciéni *
- Flujo de gas auxiliar: 20 ml/min

~ Flujo de hidrégeno: 35 ml/min

- Flujo de aire: 350 ml/min

-~ Flujo de }a purga del septa: 2.5 mi/min
— Flujo total de gas portador: *

- Programa de temperatura de la columna: *

~ Tietpo de equilibrio de la temperatura del horno: 0.5 min

* Condicién que se determinard durante el degarrollo

procedimiento (3.3.3).
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INTEGRADOR

La atenuacién, velocidad de carta, ancho de la sefial, nivel de

ruido y &rea de rechazo, se determinarsn en la seccién 3.3.3.5.

3.3.3 PROCEDIMIENTO

3.3.3.1 PRUEBAS PRELIMINARES

Para que las 1.0.V. se liberen de la estructura cristalina de
la metildopa y pasen a formar parte de la fase liquida (medio de
disolucién), es necesario que la metildopa se disuelva. Dado que
la molécula de metildopa es estable en solucién neutra y Actda,
846l0 se probaran estos medios de disolucién (Acido y neutro).

Una wvez elggido e} medio de disolucién, se determinaré la
cantidad maxima de metildops gque es soluble bajo las condiciones en
las que va a estar en la muestra problema {temperatura del bafo del

automuestreador).

SELECCION DEL MEDIO DE DISOLUCION DE LA METILDOPA

a. Preparar los tubos de ensaye como sSe indica en 1la Tabla 10.
Agitar y observar.
b. Determinar cuAl de los dos medios de disolucién disuvelve

completamente a la metlldopa.

59



Tabla 10.

Solubilidad de metildopa

en soluciones

molares de Acido

clorhidrico.

Tubo Concentracién aproximada Agua Metildopa

de HCL (M) (5 ml) {ml}) {mg)

1 0.1 0 200

2 0.5 0 200

3 1.0 o} 200

4 1.5 [} 200

5 - 5 200

DETERMINACION DE LA CANTIDAD MAXIMA

ANALIZAR

DE METILDOPA

a. Preparar los viales como se indica en )la Tabla 1i.

b. Sellarlos perfectamente,

QUE SE PUEDE

agitarios suavemente y mantenerlos a

temperatura constante de 85°C durante 45 min y observar.

Tabla 11%. Solubilidad de metildopa en una soluclén molar de Acido
clorhidrico en presencia de sulfato de godio.

Vial Sulfato de sodio Metildopa Medio de Disolucién

tg) (mg) {ml}

1 2.5 100 S

2 2.5 150 5

3 2.5 175 S5

4 2.5 200 S

S 2.5 500 E)

6 2,5 [+] 3

c. Establecer

como cantidad méaxima

do metildopa

que se puede

analizar a la cantidad (mg) mas grande que esté compleotamente

solubilizada.
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DETERMINACION DEL COMPORTAMIENTO DE LA METILDOPA CON RESPECTO A LA
TEMPERATURA

a. Colocar una pequefia muestra de metildopa en un tubo capilar
especial para determinar punto de fusién.

b. Insertar el tubo capilar coén metildopa y comenzar a elevar la
temperatura aproximadamente 5°C/min.

c. Observar cuidadosamente al comportamiento de la metildopa vy
determinar cual es la temperatura a la que se empieza a

descomponer.

3.3.3.2 SELECCION DEL PROGRAMA DE TEMPERATURA PARA LA COLUMNA

Seglin lo especificado por la U.S5.P. XXII, se requiere que la
resolucién entre dos sefiales adyacentes sea mayor o igual a 3.0
(66). Si las sefiales cromatogradficas no presentan tal resolucién,
ajustar las condiciones de trabajo (temperatura infcial, tiempo
inicial, velocidad de calentamiento, temperatura final y velocidad

lineall,

a. Acondicionar el aistema durante 20 min a la temperatura maxima
de trabajo de la columna.

b. Preparar una muestra 10V (3.3.1.6, pag. 56).

c. Inyectar la fagse vapor (1 ul) de la muestra [0V recién

preparada.
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d. Ajustar las condicliones del sistema cromatografico tal gque se
cumpla el criterio de resolucién establecido por la U.S.P. XXII
(Ecuacién 9, pag. 27}).

e. Identificar cada componente de la muestra 10V de acuerdo a los
tiempos de retoncién (por inyeceién de la fase vapor de cada

digolvente por separadol.

3.3.3.3 SELECCION DE LA SUBSTANCIA DE REFERENCIA INTERNA

a. Elegir todos aquellos disciventes gque cumplan con la mayoria de
los requisitos para funoionar como substancias de referencia
interna (mismos que se describieron en 2.3.3.4, pag. 42) y que se
tengan disponiblas).

b. Acondicionar el sistema durante 20 min a la temperatura maxima
de trabajo de la columna. Utilizar o] programa de temperatura
elegido en 3.3.3.2.

o. Inyectar por separado la fase vapor (1 ul) de cada uno de ios
disclventes elegidos como substancias de referencia interna.

d, Observar sus tiempos de retencién e impurezas, y seleccionar el
que se¢ comporte de la forma mds adecuada.

e. Preparar e inyectar la fase vapor de una muestra ‘10V=Rl
(3.3.1.7, pag. 56}, Calcular nuevamente la resolucién (ecuacién 9,
pag. 27), si se-cumple e! criterio ya establecido, las condiciones
del sistema quedardn tal cual, Bi no se cumple, volver a ajustar

los parametros de trabajo hasta que se cumpla el criterio.
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f. Comparar el tamafio de la sefia! de la substancia de referencia
interna con el de las sefales de las I.0.V. Ajustar de una manera

aproximada la concentraciéen de la substancia de referencia interna.

3.3.3.4 PREPARACION DE LAS SOLUCIONES DE REFERENCIA

En la validacion del método analitico para la determinacién de
1.0.V. en metildopa, se requiere de una solucién de referencia al
100 % para todos los ensayos, y de soluciones de referencia al 80 y
120 % para el ensayo de interwvalo. ElL benceno, cloroformo, 1,4-
dioxano y cloruro de metileno deberan estar contenidos en las
soluciones de referencia al 80, 100 y 120 X, a una concentracisn
tal que en 5 ml de cada una de ellas, se encuentre el equivalente
al 80, 100 y 120 % del limite U.S.P. de cada disolvente. Estos
equivalentes se calculardn en base a la cantidad de metildopa que
se puede analizar (determinada en 3.3.3.4, pag. 60) y considerapndo
que el limite U.S.P. de cada [.0.V. corresponde al 4100 %. Los
limites U.S.P. para las I.O.V..expresadoa en ppm aparecen en la
Tabla 3 {pag. 14). Las solucliones de referencia también deberén
contener a la substancia de referencia interna a la concentraciosn

ajustada en 3.3.3.3.

a. Proponer por medioc de diluciones seriadas (utilizando metanol en
ila primera y medio de disolucién en las restantes}, la preparacién
de lae soluciones de referencia al 80, 100 y 120 %; de manera gue

las {mpurezas orgénicas volatiles estén contenidas en las
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soluciones de referencia a las concentraciones que resulten de
aplicar la ecuacién 36 para cada 1.0.V. y para cada solucién de
referencla. Asegurar la completa disclucién de cada disclvente en
cada dilucién conforme a los datos bibliograficos de solubilidad de

las 1.0.V. y de la substancia de referencia interna.

1.0.V. = (MDP) (ggm) {Ec. 36)
5 X 10

donde:

1.0.V. = concentracién de lag impurezas organicas volatiles en
las soluciones de referencia expresada en mg/ml.

MDP = cantidad de metildopa que puede ser analizada expresada
en mg (determinada en 3.3.3.1, pag. 60},

ppm = partes por millén de cada 1.0.V. conforme a la Tabla 12.

Tabla 12, Concentracién (ppm) de 1[.0.V. en <inco mililitros de las
soluciones de referencia.

Partes por milién para preparar

Impureza Orgénica la solucién de referencia al
Volatil -

80 % 100 % 120 %
Benceno - 80 100 120
Cloroformo 40 S0 60
1,4-Dioxano 8o 100 ) 120
Cloruro de metileno 80 100 120

3.3.3.5 SELECCION DE LOS PARAMETROS DEL INTEGRADOR
- Atenuacién: elegir una atenuacién tal que se registren todas las
sefiales de los componentes de la muestra de referencia al 100 X%,

sin que abarquen toda la carta.
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- Velocidad de carta: aelegir la velocidad de carta con la cual
todas las sefiales se puedan distinguir con claridad.

— Ancho de la sefal: elegir aquel valor gque cubra el ancho de
todas las sefiales.

— Nivel de ruido: con el sistema acondicionado, programar el
integrador para gque evalue el nivel de ruido de forma automatica.

— Area de rechazot elegir el area de la sefial de interés mas
pequefia, calcular un 10 % menos en @l Area y asumirla como &rea de

rechazo.

3.3.3.6 EVALUACION PRELIMINAR DE LA PRECISION
Segun lo especificado por la U.3.P. XXII, Be requiere que el
coeficiente de variacién de las reapuestas individuales sea menor

al 15 % (66).

a. Acondiclonar el sistema durante 20 min de la forma indicada
anteriormente, Utilizar el programa de temperatura establecido en
3.3.3.3 y los parbm-tros‘dal integrador elegidos en 3.3.3.5.

b. Preparar cinco muestras de referencia al 100 X (3.3.1.10, pag.
57).

€. Inyectar las muestras de referencia al 100 %,

d. CAlcular el C.V. lecuacién 14, pag. 44) de las respuestas de las

1.0.V. y de la substancia de referencia interna.
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3.4 VALIDACION

3.4.1 SELECTIVIDAD
a, Preparar dos mnuestras de referencia al 100 % (3.3.,1.10, pag.
57).

b. Inyectar las muestras de referencia al 100 X%.

3.4.2 PRECISION (REPETIBILIDAD)

a. Preparar quince muestras de referencia al 100 % (3.3.1.10, pag.
57) a partir de tres soluciones de referencia al 100 %, preparadas
de forma independiente @l mismo dia y por el mismo analista {(cinco
muestras de cada solucién de referencia al 100 %),

b. Inyectar las muestras de referencia al 100 %.

3.4.3 INTERVALO Y LIMITE DE DETECCION

a. Preparar al menos tres muestras de referencia al 80 %, al menos
tres muestras de referencia al 100 X y &l menoe tres muestras de
referencia al 120 X (3.3.1.9, 3.3.1.10, 3.3.1.11, pp. 56-57).

b. Inyectar las muestras de referencia al 80, 100 y 120 %.

3.4.4 TOLERANCIA

3.4.4.1 ESTABILIDAD DE LA MUESTRA
a. Preparar al mencs sgels muestras de referencia al 100 %
(3.3.1.10, pag. 57).
b. Inyectar la mitad de las muestras de referencia al 100 %X al

tiempo cero o inicial (tg). Inyectar el resto de las muestrac a

66




las 24 horas (tpy), cuyas condiciones de almacenamiento son

temperatura ambiente (20°C % 2°C) e iluminacién natural.

3.4.4.2 CANTIDAD DE SULFATO DE SODIO
a. Preparar al menos sels muestras de referencia al 100 X, la mitad
de ellas deberan contener 2.;9 g de sulfato de sodio y el resto
2.51 g de sulfato de sodio (3.3.1.10, pag. 57},

b. Inyectar las muestras de referencia al 100 X%.

3.4.4.3 PRESION DEL AUTOMUESTREADOR DE LA FASE VAPOR
a., Preparar al menos seis muestras de referencia al 100 %
(3.3.1.10, pag. 57).,
b. Inyectar la mitad de Jlas muestras de referencia al 100 %
operando el automuestreador a 1.0 bar, e inyectar el resto de las

muestras de referbncia al 100 % a 1.4 bhar.

3.4.4.4 TEMPERATURA DEL BANO DEL AUTOMUESTREADOR DE LA FASE
VAPOR
a. Preparar al menocs seis muestras de referencia al 100 %
(3.3.1.10, pag. 57).
b. Inyectar la mitad de las muestras de referencia al 100 X,
operande el bafio del automuestreador a 84°C, e inyectar el resto de

las muestras de referencia al 100 % a 86*C.
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3.4.5 EXACTITUD AL 100 %

a. Preparar tres muestras placebo adicionado de solucién
referencia al 100 % (3.3.1.12, pag. 57},

b, 1Inyectar las muestras placebo adicionado de solucién

referencia al 100 %,
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CAPITULO IV



RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 RESULTADOS

4.1.1 HMETODOLOGIA

La solubilidad de la metildopa en los medios acuosos de
disolucién 4&cido y neutro fue comparable. La metildopa a una
concentracién de 40 mg/m! (a 85°C) es perfactamente soluble en una
solucién de &cido clorhidrico 0.5 M en presencia de 2.5 g de
sulfato de =sodio. Por lo tanto el medio de disolucién apropiado
para disolver 150 mg de metildopa es la solucién de HCI 0.5 M
{concentracién que debe quedar en el vial, es decir, en una muestra
de referencial. Asi pues, la preparacién de la muestra problema es

la siguiente:

Muestra problema

a. Pesar 2.5 g de sulfato de sodlio en un vial de 10 ml.

b. Adicionar 150 = | mg de metildopa.

c. Adicionar 5 ml de una solucién de a&cido clorhidrico 0.5 M.

d. Sellar” perfectamente y mezclar suavemente.

En el anAligis del comportamiento de la meti{ldopa con respecto

a la temperatura se encontré que ésta se descompone a loes 275°C.

Entre el tetrahidrofurano, xileno, toluens, ciclohexano,

{sobutanol, n-heptano y n-propanol se seleccioné al n-propanol como



substancia de referencia interna para el benceno, cloroformo, 1,4-—

dioxano y cloruro de metileno.

Las condiciones de operacisn del cromatégrafo de gases e
integrador establecidas durante el desarrolle del procedimiento

fueron:

Cromatégrafo de _gases:

-~ Presién a la cabeza de la columna: 7.5 psi

- Flujo a ta salida de la columna; 1.80 ml/min.
- Temperatura del detector: 260°C

-~ Temperatura del puerto de inyeccién: 180°C

Flujo total de gas portador: 35 ml/min ( 15 ml provienen del
automuestreador de la fase vapor).
- Programa de temperatura de la columnas

S0*C (1.5 min} = 20°C/min - 200*C (0.1 min).

Integrador:

- Atenuacisn: 20 (tR=0 a tR=5.9) 2~! (tR=6 a tR=9.1)
- Velocidad de carta: 0.7 em/min

— Ancho de la sefial: 0.04 min

- Nivel de ruido: 2

— Area de rechazo: 1000 unidades

Los tiempos de retencién de cada disolvente, correspondientes al

programa de temperatura establecido se presentan en la Tabla 13:
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Tabia 13. Tiempos de retencién de I.0.V., substancia de referencia
interna y disolvente con el programa de temperatura:
S0*C {1.5 min) - 20°C/min -~ 200°C (0.1 min}.

Disolvente tR (min)
Metanol 2.8
Cloruro de metileno 4.0
n—-propanol 4.5
Cloroformo 5.1
Benceno 5.6
1,4-Dioxano 6.3

Dentro de la revisién de los factores que afectan la exactitud
del método analitico, se propuso la preparacién de las soluciones
de referencia al 80, 100 y 120 X y de las muestras de referencia al

80, 100 y 120 % como sigue:

Soluciones de referencia

1. Solucién de 1.0.V.

1.1 Soluclén de cloroformo
Diluir 1.0 g (aproximadamente 0.66 mi) de cloroforme ocon mezcla
metancl/agua (9:1) y llevar a volumen de 100 ml.

1.2 Solucién de benceno, cloroformo, 1,4-dloxano y cloruro de
metileno.
Diluir una alicuota de 10 ml de la solucién de cloroformo, 0.2 g
(aproximadamente 0.22 ml) de bencenc, 0.2 g (aproximadamente 0.20
ml) de 1i,4-dioxanc y 0.2 g (uproxima&amanta 0.15 ml} de cloruro de
metileno con mezcla metanol/agua (9:1) y llevar a volumen de 100
ml. Diluir una alicuota de 5 ml de la solucién anterior com agua y

llevar a volumen de 100 mi,
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2. Solucion de substancia de referencia interna

Diluir 0.4 g (aproximadamente 0.5 ml) de n-propanol con mezcla
metanol/agua (9:1) y llevar a volumen de 100 ml. Diluir wuna
alicucta de 5 ml de la solucién anterior con agua y llevar a

volumen de 100 ml.

3. Solucién de referencia al 80 %
Diluir una alicuota de 4 ml de la solucién de 1.0.V. y una alicuota
de 5 ml de la solucién de substancia de referencia interna con agua

y llevar a volumen de 100 ml.

4. Solucién de referencia al 100 %
Diluir una alicuota de 5 ml de la golucisén de 1.0.V. y una alicuota
de 5 ml de la golucién de substancia de referaencia interna eon agua

y llevar a volumen de 100 ml.

5. Solucién de referencia al 120 %
Diluir una alicuota de 6 ml de la solucién de 1.0.V. y una alicuota
de 5 ml de la solucién de substancia de referencia interna con agua

y llevar a volumen de 100 ml,

ues 8 _d eferencia

1. Muestra de referencia al 80 %

a. Pesar 2.5 g de sulfato de sodio en un vial de 10 ml.

b. Adicionar 2 ml de una solucién de HCl 1.25 M. Mezclar
vigorosamente y refrigerar (5°C} durante 60 min.

c. Adicionar 3 ml de la solucién de referencia al 80 %X.
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d. Sellar de inmediato y perfectamente. Mezclar suavemente.

2. Muestra de referencia al 100 %

a. Pesar 2.5 g de gulfato de sodio en un vial de 10 ml.

b. Adicionar 2 ml de wuna solucién de HClI 1.25 M. Mezclar
vigorosamente y refrigerar (5°C) durante 60 min.

c. Adicionar 3 ml de la solucién de referencia al 100 X.

d. Sellar de inmediato y perfectamente. Mezclar suavemente.

3. Muestra de referencia al 120 %

a. Pesar 2.5 g de sulfato de sodio en un vial de 10 ml.

b. Adicionar 2 ml de wuna solucién de HCI 1.25 M. Mezclar
vigorosamente y refrigerar (5°C) durante 60 min.

c. Adicionar 3 ml de la solucién de referencia al 120 %.

d. Sellar de inmediato y perfectamente. Mezclar suavemente.

Las partes por millén nominales del benceno, cloroformo, 1,4-
dioxano, cloruro de metileno y n-propancl en las muestras de

referencia al 80, 100 y 120 % son {Tabla 14):

Tabla 14A. Partes por millén nominales de 1.0.V. y substancia de

referaenclia interna en las muestras de referencia.
Muestra de referencia al
Disolvente

80 % 100% 120%
Benceno 80 100 120
Cloroformo 40 50 60
1,4-Dioxano 80 100 120
Cloruro de metileno 80 100 120
n-Propanol 160 200 240
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4.1.2 VALIDACION

4,1,2.1 SELECTIVIDAD

En la Figura 5 aparece el cromatograma del anAlisis de ia fase
vapor de una muestra de referencia al 100 %X, y en la Tabla 15 el

valor de resolucién obtenido entre cada par de seflales adyacentes.

Figura S.
al 100 %.

i
:fij’ ‘ 2.7

3.990
4.455

AnAlisis de la fase vapor de una muestra de referencia

S$.135

¢ 5.6
6.300

Tabla 15. Resolucién entre cada par de sefiales adyacentes en una
muestra de referencia al 100 %.

Par de sofiales Tiempo de Resolucion
retencién (min)

Cloruro de metileno — n-Propanol

4.0 - 4.5 3.63
n-Propanol - Cloroformo 4.5 - 5.1 6.67
Cloroformo - Benceno 5.1 ~ 5.6 5.17
Benceno - 1,4~-Dioxanc 5.6 - 6.3 8.30
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4.1.2.2 PRECISION

Tabla 16. Precislén
relativas al n-propanoll.

{REPETIBILIDAD)

{repetibilidad} del

sistema

(respuestas

soluciones de referencia al 100 %.
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impureza Solucidén de referencia
Organica Parametro al 100 %
Volatil Estadistico
3 2 3
n S -] 5
Benceno ® 11.8647 11.7226 11.1945
C.v. % 3.95 3.7L 4.71
C.V.G. %X 3.11
1 2 3
n 5 S S
Cloroformo X 0.4296 0.4303 0.4034
C.V. % 3.26 2.28 4,04
C.V.G. % 3.65
1 2 3
n 5 5 5
1,4~Dioxano X 0.1843 0.1829 0.1620
C.v, .% 1.47 1.18 2.%3
C.V.G. % 0.63
1 2 3
n ] 5 . 5
Gloruro Metileno X 1.5445 1.5236 1,4616
: C.v. % 2.91 2.10 3.50
C.V.G. % 2.86
n Numero de datocs
E3 Media aritmética de respuestas relativas al
n-propancl
C.V. % Coeficiente de variacién
C.V.G, % Coeficionte de variacién global de las tres



4.1.2,3 INTERVALO Y LIMITE DE DETECCION

Tabla 17. Intervalo de! sistema (niveles nominales de 80, 100 y
120 ppm para el bhenceno, 1,4-dioxano y cloruro de metilenc; y de
40, S0 y 60 ppm para el cloroformo!.

Benceno Cloroformo

Nivel! experimental Respuesta Nivel experimental Respuesta
(ppm} ralativa tppm} relativa
9.2625 0.3356

9.4074 0.3308

9.4108 0.3399

78.88 9.4246 39.89 0.3370
B8.7826 0.3160

9.5601 0.3410

11.2253 0.4073

12.0640 0.4336

96,60 11,0261 49.87 0.2956
11.0136 0.4007

14.3730 0.5179

118.32 14.1347 $9.84 0.5091
13.1315 0.4805

1,4-Dioxano Cloruro de wetileno

Nivel experimental Respuesta Nivel experimental Respuesta
(ppm) relativa {ppm) relativa
0.1448 1.2472

0.1391 1.2468

0.1342 1.2602

85.72 0.1480 8t.52 1.2256
Q.3433 1,1536

0.1432 1.2210

0.1732 1.4904

0.1876 1.%698

107.18 0.1742 101.90 1.4390
0.1707 1.4857

Q.214) 1.8800

128,58 0.2146 122.28 1.83588
0.2112 1.7774
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Tabla 18, Datos estadisticos del intervalo y limite de deteccién
del sistema (niveles nominales de 80, 100 y 120 ppm para el
benceno, 1{,4-dloxano y cloruro de metileno; y de 40, 50 y 60 ppm
para el cloroformol.

Parédmetro estadistico Impureza orgénica volatil
Yy
Limite de detecclién Benceno Cloroformo{l,4=Dioxano| Cloruro
metileno
n 13 13 13 13
F 0.1169 0.0083 0.0017 0.0149
C.V.F, % 3.70 3.47 3.91 3.20
a 0.2227 0.0011 -0.000017 0.0077
b 0.1144 0.0083 0.00165 0.0148
T 0.9753 0.9805 0.9859 0.9837
r2 0.9512 0.9614 0.9721 0.9676
Limite de deteccién
(ppm) ¥ S a4 T a8
n Numero de pares de datos o puntos observados {(X,Y)
r Msdia aritmética del factor respuesta
C.V.F. % Coeficlente de variacién del factor respuesta
a Ordenada al origen
b Pendiente
r Coeficiente de correlacion
r2 Goeficiente de determinacion
x LD = a + ((t)(Sx/y)); a =.0.05
Tabla 19. Analisis de varianza de regresién lineal -!mpld del
bencenc en el ensayo de intervalo.
Fuente de Suma de Grados de Cuadrado Razén de
variacién cuadrados lipertad med io varianza
Regresién 42.3219 1 42.2219 215.60
Residual 2.1%90 11 0.1963
Total 44.4809 12

F (0.95,1,11) = 4.84
Ho: X y Y no estén relacionadas linealmente
Ha: X y Y estén relacionadas linealmente
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Tabla 20,  AnAlisis de varianza de redresiton lineal simple del
cloroformo en el ensaye de intervalce.
Fuente de Suma de Grados de Cuadrado Razdn de
variacién cuadrados libertad medio varianza
Regresisn 0.0569 1 0.0569 261.01
Residual 0.0024 1 2.18 ¥ 1074
Total 0.0593 12
F (0.95,1,11) = 4.84

Hot X y Y no estén relacionadas linealmente

Ha: X y Y estan relacionadas linealmente

Takla 21. AnAlisis de varianza de regresién lineal simple del 1,4-

dioxano en el ensayo de intervalo.
Fuente de Suma de Grados de Cuadrado Razén de
variacisn cuadrados fibertad medio varianza
Ragresién 0.0105 1 0.0105 980.11
Residual 0.0002 11 1.81 X 10~5
Total 0.0107 12

F (0.95,1,11) = 4.84

Ho: X y Y no estan relacionadas linealmente
Ha: X y Y estén relacionadas linealmente

Tabla 22,

AnAlisis de varianza de regresién

cloruroc de metilenc en el ensayo de intervalo.

lineal simple del

Fuente de Suma de Grados de Cuadrado Razén de
variacién cuadrados libertad medio varianza
Regresién 0.7558 1 0.7356 279.93
Residual 0.0298 11 0.0027
Total 0.7856 12

F (0.93,1,11) = 4.84

Ho:
Has
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Las Figuras 6, 7, B8 y 9 (pp. 81-84) corresponden a la
representacisn grafica del intervalo para el benceno, cloroformo,

1,4-dioxano y clorurc de metileno respectivamente.
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Figura 6,

Intervalc del Benceno.

5 Unidodés de respuesta relativa

13

11

7
78.88

98.60

Partes por milldh

£ . . P
Replicas —©- Ecuacidn

Y = 01144 X + 0.2227

118.3
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Figura 7. Intervalo del Cloroformo.

6 Unidades de respuesta relativa

- 4
Partes por millon

" Réplicas ~©— Ecuacidn

Y = 00083 X + 0.0011

0.5 D
0.4

0.3

%.89 49.87 59.84
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Figura 8. Intervalo del 1,4-Dioxano,

0.2

0.1

0.05

Unidades de respuesta relativa

85.72 107.15

.
Partes por milion

LT -
®* Replicas —©— Ecuacidn

Y = 0.00165 X -~ 0.000017
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Figura 9. 'Intervalo del Cloruro de metileno.

2 Unidades de respuesta relativa

1.8

1.4

1.2

1
81.52 101.90 122.2

Partes por milidn

* Réplicas —S— Ecuacidn

Y = 0.0148 X + 0.0077
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4.1.2.4 TOLERANCIA

Tabla 23. Tolerancia del sistema I(respuestas relativas al n-—
propanol).
Impureza Organica Volatil
Parametro
Condiclén estadistico|Benceno|Cloroformo 1,4~ |Clorurec
Dioxano|Metileno
n 4 4 4 4
o x 11.3322 0.4093 0.1764[ 1.4962
Estabilidad c.v, X 4.38 4.12 4.29 3.62
de la
muestra n 3 3 3 3
(horas) 24 13 11.4224 0.4116 0.1774] 1.4394
C.V. % 1.04 0.59 0.86 1.56
C.V.G. % 0.56 0.40 0.40 2.74
n 4 4 4 4
2.49 23 9.6956 0.3856 0.1739] 1.4437
Cantidad de c.v. % 6.96 6.01 4.08 4.47
sulfato
de sodio n 4 4 4 4
{grames} 2,51 X 9.9579 0.3954 0.1770] 1.4614
C.V. % 5.04 6.55 1.02 5.12
C.V.G. % 1.89 1.77 1.25 0.86
n S 5 -3 S
1.0 X 10.7989 0.4164 0.1670] 1.5268
Presion C.V., % 4.31 3.94 1.50 2.47
de presuri-
zacién n 4 4 4 4
{bar) 1.4 ® 10.7870 0.4158 0.1689) 1.5137
C.V. % 3.02 3.05 0.74 1.57
cCV.G. = 0.08 0.10 0.80 0.61
n 4 4 4 4
Temperatura B84 k3 9.5707 0.3823 0,1735] 11,4562
del bafio del C.Vv. % 6.47 5.21 2.19 4.15
muestreador -
automat ico n 4 4 4 4
de la fase 86 R 10.0783 0.3949 0.1750) 1.4552
vapor Cc.V. « 4,74 4.20 0.97 3.08
{*C)
C.V.G. % 3.65 2.29 0.6% 0.05
n Numere de datos C.v., % Coeficiente de variacién
x Media aritmética C.V.G. % Coeficlente de variacién global

|
»
.
]
|
‘
.
.
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4.1.2.5 EXACTITUD AL 100 %

Tabla 24. Exactitud del método al 100 % ({porcientos de recobro
con respuestas relativas al n-propanol).

Parémetro Impureza organica voléatil -

estadistico Benceno Cloroformo {1,4-Dioxano [Cloruro metileno

n 3 3 3 3
X 108.48 109.02 96.43 109.03
C.V. % 7.08 6.23 3.72 6.09
n Numero de datos
X Media aritmética del porciento de recobro
C.v. % Coeficiente de variacién

4.2 DISCUSION

La temperatura del bafio del automuestreador de la fase vapor,
@l tiempo de equilibracién de las muestras y el efecto salino son
las variables que determinan el desplazamiento del equilibrio
liquido-vapor en el vial. Una temperatura de 85°C favorece el
enriquecimiento de la fase vapor con los componentss volatiles de
la muestra (cuyos puntos de ebullicidén estan incluidos en el
intervalo 40 - 102°C) sin provocar sobrepresién en el interior del
vial, lo cual muy probablemente lo haria estallar o se producirian
fugas, Yy con ésto la subestimacién en la cuantificacién
correspondiente. Asi pues, al someter a las muestras con sulfato
de sodio a 85°C durante 45 minutos, el equilibrio liquido-vapor del
benceno, cloroformo, 1,4-dioxano y cloruro de metileno se desplaza

hacla la fase vapor por aumento de sus constantes de distribucién.
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El puerto de inyeccién a una temperatura de 180°C evita la
condensacién de la muestra de vapor que se deposita en &1, la cual
se encuentra a 90 Cs de lo contrario ésto provocaria
irreproducibilidad en la divisién del flulo, y la fraccién de la
muestra que entra a l!a columna no seria representativa de la
muestra original, situacién ‘que mermaria considerablemente la
precisisn del sistema.

Dada la baja capacidad de muestra de la columna, esta podria
saturarse con la muestra de vapor que toma el automuestreador (1
ml); sin embargo, ésto no sucede ya que con la relacién de divisien
de flujo empleada (1:18), sélo entra a la columna aproximadamente

'1/18 de la muestra.

Con @1 detector a una temperatura de 260°C {(temperatura
superior a la temperatura final de! programa de la columna) los
componentes de la muostra provenientes de 1a columna no se
condensan al llegar a ¢l. De lo contrario se contaminaria el
detector y se alteraria la estimacién de los componentes de la

muestra.

Con el programa S0°C (1.5 min) - ZO;C/min - 200°C (0,1 min)
se obtiene la completa separacién de los componentes de la muestra
en un tlempo de anAlisis de 9.1 min. Con los valores de los
parAmetros de integracién establecidos, las sefiales de las
impurezas orgAnicas voladtiles y substancia de referencia interna
cubren aproximadomente desde el 20 hasta el 100 %X de la carta y se

obtiene una linea base caracterizada por ruido casi imperceptible.
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La met“do;:u es un derivado aminoAcido, cuyos grupos carboxilo
{-COOH) y amino (-NHZ) pueden cargarse eléctricamente segin el
madio en el que se encuentren. En medio A&cido la molécula se
protonea (especie Acidal y en medio neutro (agua) permanece con
carga neta de cero (especie neutra)., La especie A&cida es mas
soluble que la neutra, por lo que es razonable que 1a metildopa se

disuelva mejor en la solucisdn de HCl 0.5 M que en agua.

El cloroformo y el cloruro de metileno presentan uniones
dipolo-dipolo con la fase estacionaria, el benceno {nteraccién
dipolo~-dipolo inducido, y el n-propanol y 1,4-dioxano interaccines
dipolo-di{polo y puente de hidrégeno. Debido a estas interacolones
es posible su retencién en la columna, cuyo orden de elucidén se
debe a la mezcla de los efectos de sus puntos de ebullicién y las

fuerzas intermoleculares.

Considerando que para obtener una mezcla homogénea es
{indispensable la completa disolucién del soluto en el disolvente,
en la preparacién de las soluciones de referencia, se utilizé en la
primera dilucién una mezcla matanol/uqﬁu (9:1) debido a que el
benceno. cloroformo y cloruro de metileno son muy solubles en
alcohol y casi no lo sSon en aguaj en tanto que el 1,4-dioxanoc y el
n-propanol son muy solubles en ambos disolventes. Las diluciones
subsiguientes se realizaron con agua exclusivamente, y no con una
golucién de HCl 0.5 M, para evitar que se verifique una reaccidén

Acido-bose al momento de mezclarse la solucién de referencia con el
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sulfato de sodio en el vial. Dado que se estd trabajando con
substancias volétiles, no es conveniente que se produzca una
reacciéan de esta naturaleza, ya&a que se puede alterar su
concentracisén en la muestra.

No obstante, como se requiere que en el wvial quede wuna
¢concentracion 0.5 M de HCl, se propuso adicionar 2 ml de una
solucién de HCl 1.25 M al vial con sulfato de sodio y refrigerarlo;
y después, adicionar 3 ml de la solucién de referencia. De esta
manera, se previene la reaccién exotérmica y se obtlene una
concentracién 0.5 M de HCl en el vial. El vial se refrigera para

controlar mejor la concentracién de los componentes volatiles.

De las cuatro impurezas orgénicas volatiles el cloroformo
deberia de tener la reaspu¢sta de menor tamafio en el detector de
fonizacién de Lllama, por tener sélo un enlace C-H y aestar a la
mitad de la concentraciéon que el resto de ellas. Sin embargo, as
@l 1,a-dioxano el que produce la menor respuesta debido a que au
solubilidad en agua es {nfinita, y por tanto su equilibrio esta
desplazado hacia la fase condensada del vial y su recuperacidn en
la fase vapor es pobre; comportamiento que no presenta el
cloroformo. El benceno tiene 6 enlaces C-H y adema&s su equilibrio
eatd desplazado hacia la fase vapor dada Bu casi insolubilidad en
medio acuoso, de alli que su respussta sea tan grande. El ¢loruro
de metileno tiene 2 enlaces C-H, sin embargo su respuesta es mayor
que la del n-propancl que tiene 7 enlaces de ese tipo, lo cual se

debe a que la =olubilidad en medio acuocso del primero es mucho
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menor que la dei -fegundo, y ésto favorece el desplazamiento hacia
la fase vapor, As{ la respuesta del cloruro de metileno es mayor
que la del n-propanol a pesar de que este Ultimo se encuentra al

doble de concentracién que el primero.

La resolucién entre cada par de sefiales adyacentes en el
andlisis de la fase vapor de una muestra de raeferencia al 100 % es
mayor que 3, por lo tanto, se cumple el criterio establecido por la
U.S.P. XXII, 90. suplemento.

Los coeficientes de variacién de las respuestas {ndividuales
del benceno, cloroformo, 1.,4~dioxano y cloruro de metileno en todos
los ensayos de validacién no exceden el limite establecido por la
U.S.P. XXII, 90. suplemento (15 %).

Aproximadamente el 95 %X de la variabiliidad total de las
respuestas relativas del benceno, cloroformo, i,4~dioxano y cloruro
de metileno, eés explicada por la regresisén; es decir, la ecuacién
de regresisén describe adecuadamente la relacién entre las variables
partes por millén y respuesta relativa. Ambas variables se
relacionan linealmente en los (ntervalos nominales de 80 a i20
partes por millén para el benceno, 1,4-dloxano y cloruro de
metileno y de 40 a 60 partes por miilén para el cloroformo; con una
intensidad minima del 97 X%. .

El limite de deteccién del benceno, cloroforme, 1,4-dioxano y
cloruro de metileno es al menos cinco veces menor que la
concentracién equivalente al 100 % de cada uno de ellos, por lo que

su cuantificacién es confiable en el sistema propuesto.
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Los porcientos de recobro promedio estan incluidos en el

intervalo de 96 a 110 X.

Conforme a los resultados de validacién, la manera de
determinar benceno, cloroformo, 1,4-dioxano y cloruro de metileno,
an el control de calidad de un lote dado de materia prima, deberé
ser la siguiente:

1. Preparar cinco muestras de referencia al 80 %, c¢inco al
100 % y cinco al 120 %, como se indica en la seccién de resultados
{pp. 72-74). Construir con ellas una curva de calibraclién con
niveles nominales de 80, 100 y 120 ppm para el benceno, 1,4-dioxano
y cloruroc de metileno; y de 40, 50 y 60 ppm para el cloroformo.

2. Preparar tres muestras problema como se {indica en 1la
seccién de resultados {pag. 70),

3. Inyectar la curva de calibracién y las muestras problema en
el sistema acondicionade durante una hora a las condiciones
establecidas (pp. 57-58,71).

4, Calcular las partes por millén de cada impureza orgénica
volatil en el lote probliema de metildopa, aplicando la ecuacidén 37,
cuyo resultade promedio (de las tres muestras problema) no deberé
exceder los limites que se indican en la Tabla 25 para establecer
que se encuentra dentro de especificacliéni ya que de lo contrario

se deberd rechazar el lote:

ppm = {respuesta relativa - ordenada al origen){(150) {Ec. 3T)
{peso de la muestra)(pendiente)
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Tabla 25. Limites de aceptacién de impurezas orgdnicas volatiles
en metildopa, materia prima, por el método de andlisis de la fase
vapor.

Impureza orgénica volatil Limite de aceptacidn
{ppm)
Benceno 120
Gloroformo 60
1,4-Dioxanc 105
Cloruro de metilenc 120
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CAPITULO V



|
}
|

CONCLUSIONES

El ané&lisis de la fase vapor por cromatografia de gases
capllar permite la adecuada determinacién cualitativa Yy
cuantitativa del benceno, cloroformo, 1,4-~dloxano y cloruro de
metileno en metildopa materia prima, evitando la descomposicién de

ésta,

El método analitico y sistema propuestos, cumplen con los
requisitos de selectividad, precisian, intervalo, tolerancia vy
exactitud establecidos por la U.S.P. XXII, 90. Suplemento:

Ambos son selectivos para el benceno, cloroformo, 1,4-dioxanc,
cloruro de metilenc y n-propanel {substancia de referencia
internal.

El sistema es preciso con coeficientes de variacién de 3.1%,
3.65, 0.63 y 2.86 %, para el benceno, cloroformo, 1l.4~djoxano y
cloruro de metileno, respectivamente; todos inferiores al 15 %
establecido.

El sistema es lineal en el intervalo de 80 a 120 partes por
millén para el benceno, i,4-dioxano y cloruro de metileno, y de 40
a 60 partes por milién para el cloroformo.

El sistema es tolerable en los intervalos de cantidad de
sulfato de sodlo de 2.49 a 2.51 g, presién de 1.0 a 1.4 Dbar,
temperatura de 84 a B86°C; y la muestra es estable hasta por 24

horas.



El método analitico es exacto con coeficientes de variacién
para el benceno, cloroformo, 1,4~dioxanc y cloruro de metileno de
7.08, 6.23, 3.72, 6.05 %, respectivamente; todos ellos también

inferlores al 15 %X establecido.

La calibracién por refera;cia internsa mejora considerablemente
la precisién del sistema y del méetodo analitico, lo cual es
particularmente importante en un andlisis de trazas de substancias
volatiles.

Deben evitarse los cambios bruscos de temperatura al preparar
y manipular las muestras, las cuales preferentemente y en la medida
de lo posible, deben permanecer a una temperatura menor gque la

ambiental.
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Grados centigrados
Metano

Cromatografia de Liquidos de Alta Resoclucién
Centimetro

Coaficienta de variacisn

Diametro interior

Ecuacisén

Gramols)

Horeas

Hipétesis alterna

Acido clorhidrico

Hello

Hipstesis nula

Impurezas organicas volatiles

Kilogramo

Litros

Metro .

Molar {(expresién de concentracién)
Miligramo

Minuto

Mililitro

Milimetro

Megachms

Relacién masa/carga

Microgramo

Microlitro

Micrais)

Nitrégeno

Nanémetrols)

Pagina

Peso molecular

Paginas

Partes por millén

Libra por pulgada cuadrada

Soluto (o componente de la muestra)
Segundo

Temperatura ambiente

Tiempo de retencisn

Farmacopea de los Estados Unidos Americanos
Ancho de la sefial cromatografica
Variable independiente (partes por wmillén)
Variable dependiente (respuesta relativa)
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