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RESUMEN

El presente trabajo muestra el desarrollo de un método analitico basado en
cromatografia de liquidos de alta resolucion para la cuantificacion de Lisinopril en
orina humana con un intervalo de trabajo de 0.5-20 pg/mL con deteccion al U.V.
Durante el desarrollo se estudiaron diferentes sistemas cromatograficos vy
procesamientos de muestra obteniéndose finalmente uno que cumplio los
requerimientos establecidos. En el método desarrollado, la muestra fue tratada
inicialmente con una extraccion liquido-liquido utilizando hexano para la eliminacion
de sustancias no polares de la matriz, desechandose la fase organica y la fase acuosa
fue inyvecta en el sistema cromatografico bidimensional. La limpieza de la muestra se
llevo a cabo en linea. utilizando una guarda columna Waters Nova-Pak Fenilo de
20*4.6 mm de diametro interno y la posterior elucion a una columna analitica Agilent
Zorbax SB C18 de 250*4.6 mm de diametro interno con deteccion U.V. a 206 nm.
Debido a la sencillez en el tratamiento de la muestra y a la reproducibilidad mostrada.
no fue necesaria la utilizacion de un estandar interno para amortiguar los errores
durante el procesamiento.



INTRODUCCION

La falta de métodos oficiales para la cuantificacion de farmacos en fluidos
biologicos para su uso en estudios de farmacocinética, biodisponibilidad o
bioequivalencia, hace imperante la necesidad del desarrollo de metodologias que sean
capaces de lograr una cuantificacion confiable sin la interferencia de sustancias
endogenas o farmacos administrados de manera concomitante. Los métodos
desarrollados deben demostrar su eficacia a través de una verificacion y validacion.
Un método validado puede aplicarse en estudios de farmacocinética,
biodisponibilidad, bioequivalencia, toxicologicos y en estudios de quimica forense.

Debido a la complejidad de las matrices bioldgicas y a que las concentraciones a las
que se requiere cuantificar los farmacos son por lo regular del orden de microgramos.
nanogramos o picogramos por mililitro, es necesaria la utilizacion de técnicas que
permitan concentrar la muestra y eliminar las sustancias que interfieran con el método
de cuantificacion. Las téenicas de extraccion son una opcion para el procesamiento de
muestra, va que son selectivas y se tiene la opcion de concentrar la muestra. Los tipos
de extraccion son: extraccion liquido-liquido y extraccion en fase solida.

Dentro de los métodos utilizados en la cuantificacion de farmacos en fluidos
biologicos. una de las técnicas mas socorridas en la actualidad es la cromatografia de
liquidos de alta resolucion (CLAR). por su maleabilidad en cuanto a la columna
utilizada. fase movil. deteccion y la posibilidad de automatizacion para el analisis

rutinario. Estas caracteristicas permite manejar un nimero considerable de muestras en
tuempos cortos.

Il desarrollo de todo método para cuantificar firmacos en fluidos biologicos debe
de incluir una etapa de verificacion. La ctapa de verificacion debe incluir
experimentos de selectividad, linealidad. exactitud. precision y recobro,

Dentro de la literatura especializada no existen métodos para cuantificar Lisinopril
en orina de forma eficiente y rapida. Este trabajo se encargo de explorar las
alternativas con las que se cuenta para encontrar una forma rapida y confiable de
cuantificar Lisinopril en orina por CLAR.

El desarrollo del método presentado incluye las etapas de implementacion del
sistema cromatografico, procesamiento de muestra y evaluacion del método.



1. FUNDAMENTACION TEORICA
1.1. IMPORTANCIA DEL DESARROLLO ANALITICO

El desarrollo analitico se encarga de implementar estrategias metodologicas encaminadas
a la creacion, optimizacién, implementacion y validacion de un método analitico de una
manera sistematizada, lo que se traduce en un ahorro de recursos y una mejora de la
productividad.

1.2. IMPORTANCIA DE LA CUANTIFICACION DE FARMACOS EN FLUIDOS
BIOLOGICOS

Hasta hace unos aos, el desarrollo de métodos analiticos para cuantificar farmacos en
fluidos biologicos se aplicaba sélo a la medicina forense, pero en la actualidad las
aplicaciones han crecido y se pueden encontrar en estudios de monitoreo. clinicos,
evaluacion de equivalencia biologica entre productos genéricos y sobre todo en el desarrollo
de nuevos farmacos, desde que es una nueva entidad quimica, hasta que finalmente se
comercializa.

De una manera sencilla, el analisis de farmacos consiste en presentar la muestra ante un
dispositivo que la evaluara y posteriormente arrojara las respuestas "que es" v "cuanto es”.
Sin embargo. un fluido biologico no es una muestra simple. sino una mezcla muy compleja
de lipidos. carbohidratos. proteinas. y otros componentes que pueden interactuar entre si.
interfiriendo con la determinacion del analito. por ejemplo. elevando la respuesta.
enmascarandola o alterando sus niveles debido a una degradacion (factores de pH. enzimas.
cte.). Es en esta situacion en donde el desarrollo analitico cobra una importancia relevante
para implementar métodos que sean capaces de cuantificar farmacos de una manera
confiable.

La importancia de la cuantificacion de farmacos en fluidos biologicos se puede dividir en
dos grandes aplicaciones:

¢ cuando éste se encuentra en la etapa de comercializacion (en uso)
F i ¥ 35 I
e cuando éste se encuentra en las etapas de investigacion v desarrollo.

1.2.1. Fiairmacos en etapa de comercializacion
e loxicologia forense
e Sobredosificacion
e Monitoreo de farmacos

1.2.2. Fiarmacos en investigacion v desarrollo
e larmacologia

e loxicologia

O



e Pruebas clinicas de fase |

¢ Metabolismo

e Farmacocinética

e Desarrollo de formulaciones
* Pruebas clinicas de fase Il

e Farmacodinamia

* Bioequivalencia

1.3. FLUIDOS BIOLOGICOS.

Como va se menciond. un fluido biologico es una mezela compleja de una multitud de
componentes, que pueden reaccionar entre si o con nuestro compuesto de interés v originar
interferencias que pueden enmascarar o aumentar su respuesta. Los fluidos biologicos en los

que generalmente se cuantifican los farmacos de interés. se muestran en la Tabla 1.

Tabla 1. Tipos de matrices biologicas.'

MUESTRAS BIOLOGICAS DE MAYOR A MENOR GRADO DE
DIFICULTAD DE ANALISIS

Sohdos

Huesos
Corazon. higado, rinon. pulmon. musculo
Cerchro

Mezclas

Heces
Nangre
Plasma. suero

Liguidos

Bilis

Orit

Saliva

Sudor

Lagrimas

Liguido cercbroespmal

La seleccion de la matriz bioldgica en la que se realizard la cuantificacion de farmacos en
fluidos biologicos depende directamente de la farmacocinética del analito, ruta de
eliminacion. capacidad para unirse a proteinas y de los alcances del método. Para los
estudios de farmacocinética. biodisponibilidad v bioequivalencia se utilizan la sangre como
primera opcion de fluido biologico: el componente de ésta a emplear depende de la afinidad

del analito por componentes celulares o proteicos.

e Sc utiliza sangre total cuando el analito presenta alta afinidad o permeabilidad a

las membranas celulares de eritrocitos. linfocitos. etc.

e [Il plasma se utiliza cuando el analito presenta alta afinidad por proteinas

plasmaticas.

e [l sucro se utiliza cuando ¢l analito no presenta ni alinidad por células ni por

proteinas.

Otro Muido  biologico  comtnmente  utihizado  en estudios  de farmacocinética. v
bioequivalencia es la orina. Esta es utilizada cuando a elimmacion renal del farmaco
malterado es de cuando menos el 50%0.°




1.3.1. Sangre

I:s una de las matrices mas complejas. Consiste en un fluido amortiguado que contiene
proteinas solubilizadas, grasas, sales disueltas y células suspendidas. Las células rojas son el
principal componente de la sangre y pueden ser separadas del componente liquido por
simple centrifugacion.

I:n general existen cuatro tipos de muestras que se pueden derivar de una muestra de
sangre: sangre total, suero, plasma y fraccion libre de proteinas.

Al analizar sangre total. los componentes celulares de la sangre deben ser lisados para
que su contenido pueda formar una mezcla homogénea con la porcion fluida de la sangre.
Las células pueden ser lisadas utilizando ultrasonido o congelando las muestras por un
tiempo y sometiéndolas a ultrasonido posteriormeme.F

1.3.2. Suero

Este puede obtenerse a partir de la coagulacion y posterior centrifugacion de la sangre
total. eliminando de esta forma las células y factores de coagulacion presentes.

La principal caracteristica del suero es la presencia de grandes cantidades de proteinas.
1.3.3. Plasma

I:s obtenido a partir de la centrifugacion de sangre total a la que se le ha adicionado un
anticoagulante. El plasma es suero que contiene [ibrinogeno y factores de coagulacion.

1.3.4. Fraccion libre de proteinas.

I:s la porcion de la sangre que queda después de que los componentes celulares y las
proteinas plasmaticas han sido eliminados. Esta fraccion conticne sustancias que no estan
unidas a proteinas plasmaticas y puede obtenerse mediante ultrafiltracion.

1.3.5. Orina

I‘sta. a diferencia del suero o plasma. generalmente se encuentra libre de proteinas v
lipidos. La orina es una mezcla constituida por sustancias solubles en agua. El rango de pH
en el que se encuentra la orina es amplio va que se trata de un fluido no amortiguado. El pH
de la orina depende en gran medida de la dicta. La mayoria de los farmacos son solubles en
disolventes organicos por lo tanto. pueden extraerse directamente de la orina. Dadas las
erandes diferencias en volumen de orina que se puede exeretar en un intervalo de tiempo
fijo. es importante la cantidad de farmaco excretada v no la concentracion.'



1.4. PROCESAMIENTO DE MUESTRAS BIOLOGICAS PARA LA
CUANTIFICACION DE FARMACOS

En los ultimos anos, los laboratorios analiticos se han preocupado por realizar analisis
mas rapidos y a un menor costo. Este aspecto recae sobre todo en la preparacion de la
muestra la cual, ocupa mas del 60% del tiempo del analisis, en comparacion con el 7% que
ocupa en realidad la medicion de sus componentes.

El procesamiento de muestra, es un paso critico en la cuantificacion de fiarmacos en
fluidos biologicos, ya que debe ser de aplicacion facil. rapida. de bajo costo v debe eliminar
a la fuente principal de interferencias.

Por esta razon es deseable que el procesamiento sea lo mas sencillo posible y con la
menor manipulacion de la muestra, para tener de esta forma métodos rapidos, economicos y
reproducibles.

Las técnicas tradicionalmente empleadas en el procesamiento de muestras son:
precipitacion de proteinas, extraccion liquido-liquido y extraccion en fase solida.

1.4.1. Precipitacion de proteinas

Los constituyentes mas abundantes en ¢l plasma vy suero son las proteinas v es
recomendable su eliminacion, para evitar que su presencia interfiera en la cuantificacion del
analito. El primer paso en el procesamiento del suero o plasma es la obtencion de una
solucion acuosa libre de proteinas. La fraccion libre de proteinas puede ser analizada o ser
sometida a otros procesos de extraccion. La Tabla 2 presenta las principales formas para
precipitar proteinas.

L.a desnaturalizacion de proteinas previa a la extraccion no debe de considerase una regla
general: aunque los farmacos pueden estar firmemente unidos a proteinas plasmaticas, esta
union es reversible, por lo que a un pH adecuado la muestra puede ser extraia con un
disolvente organico.'

. o 2 ; S I

Tabla 2. Métodos de precipitacion de proteinas utilizados.
Desnaturalizacion y precipitacion de proteinas presentes en suero y plasma
para el anilisis de farmacos

Método Comentario
Calentamiento a 90°C pnriﬁilﬁn. No es muy ehiciente v no se reconuenda para analitos
;. termaolabiles
Ciclos de congelacion- Noes muy eliciente v consume mucho tiempo
descongelacion - — P — = e
Saturacion con sullo Eticiencir moderadie plal final de Ty precipiacion de 7.
de amonio alta concentracion de sales en el sobrenadante

Sullite de zing Eacelente eliciencun plloal fnal de preapitacion de 7

1
Jindroxido de sidio :

Acido metatostorico Ixeelente eliciencia, el pH acodo puede descomponer a b |

SUSLNCEL de mteres.

|
] Puede Hevarse acabo i temperiuras bajas
|

9



Continuacién de la Tabla 2. Métodos de precipitacion de proteinas utilizados.'

[ Acido perclorico. Excelente eficiencia. ¢l pll puede descomponer a la
sustancir de interds, La mayoria de los compuestos hisicos
son extraidos exitosamente.

Acido tricloroacético Buena eficiencia. ¢l reactivo dehe de permanceer Irio y
puede resultar dilicil remover la sustancia de interés.

Ltanol Seorequiere de dos voliamenes para una desnaturalizacion
completa; es til para farmacos inestables a pH dcido.

Acetonitrilo Se requiere de 1.5 voldmenes para desnaturalizacion
completa: es abil para fairmacos inestables a pH acido.

Cloruro de aluminio Es mejor que ¢l sulfato de amonio para compuestos
hisicoy

1.4.2. Extraccion liquido-liquido

En su forma mas simple (en el caso donde las dos fases son liquidas), extraccion significa
la transferencia de un soluto de una fase a otra.

Consideremos una mezcla de dos fases. en la que una fraccion de los dos disolventes y el
analito se encuentra en ambas fases. pero una fase esta constituida principalmente por agua
v la otra por un disolvente organico. Los volimenes de cada fase no son exactamente
iguales a los volimenes que se mezclaron pero para simplificar se supondra que la los
volimenes de cada fase no cambiaron con la agitacion.”

Solubilidad en la fase acuosa:

mol Fl
vol F1

[F1]=
Solubilidad en la fase orgdnica:

mol F2
ol F2

[F2] =

¢l coeficiente de particion o reparto es:
E2

I:sta constante se pude obtener de la literatura o experimentalmente.

StopToes la proporcion de analito que se encuentra en la lase organica v g7 es la
proporcion de analito que se encuentra en la fase acuosa entonees las moles totales son:

n,=(p*n)+(q*n)

10



l=p+gq

las moles en la fase organica son:
p=l-q

por lo tanto:

L x(1-¢)
v

Al despejar q:

v

— |
; V1_'(Kp*vz)

en la ecuacion anterior se observa que la fraccion de soluto remanente de pende del
coeficiente de reparto y de los volumenes de las dos fases. Si se realiza una segunda

extraccion la ecuacion se convierte en:

[

M

v, —(Kp*\*’z)

q*q=
por la tanto si se realizan multiples extracciones la ecuacion general sera:

VIIl
ol Vi —(Kp*\/z)

1.4.2.1. Efecto del pH

Supongase que el soluto que va a repartirse entre las fases 1 7yv7 2 ¢s una amina con una
constante de basicidad (Kb). Supongase ademas que la amina protonada (BH") es soluble
solo en la fase acuosa (1). Supongase finalmente que el coeficiente de reparto entre las dos
lases de la forma neutra, B es igual a Kp. El coeficiente de distribucion se define como:



~_concentracion total en la fase 2

D
concentracion total en la fase |

Por lo tanto:

[B],
[B], +[BH],

Al combinar las relaciones

_IBL -, _[HT*[B] _Kw
B] ¥ [BH'] Kb

Sustituvendo las relaciones en la ecuacion anterior tenemos:

Ka <+ [I-{' ] neutra

Donde oeura €5 la fraccion de la base débil en la forma neutra. B.”

1.4.3. Extraccion en fase solida

En el pasado. la extraccion liquido — liquido ocupé un papel importante en la extraccion
de farmacos de los fluidos biologicos. Sin embargo. el recobro de los analitos tiende a ser
incompleto. Otro inconveniente es que la téenica es lenta v laboriosa. Por estas razones, ¢l
uso y la popularidad de la extraccion en fase solida o EFS, (SPE o Solid Phase Extraction)
ha ido creciendo rapidamente.

La extraccion en fase solida se basa en la separacion de los componentes de una mezcla
por la diferencia en la velocidad de migracion de las moléculas de los componentes a través
de la fase estacionaria. Esto inmediatamente nos remite a pensar en la cromatografia. lo cual
¢s correcto, ya que la extraccion en fase solida se trata de una cromatografia en columna.
Por lo tanto la extraccion en fase solida se ve influenciada por las mismas variables que
alectan a la cromatografia.

En la actualidad los empaques han sulrido una evolucion. producto de la necesidad de
tener recobros mas reproducibles v un rango mas grande de selectividad,

Los tipos de empaque empleados en la extraceion en lase solida son:

e [ase normal
e lase reversa



e Intercambio ionico
l.a EFS puede usarse de dos maneras en la preparacion de muestras:

¢ En la primera, los analitos de interés se retienen en el material de empaque v la
muestra con la mayoria de los componentes no deseados, pasan por el empaque sin
ser retenidos. Los componentes no deseados retenidos son eliminados
selectivamente mediante lavados. Finalmente los analitos de interés son eluidos con
un pequeiio volumen del disolvente apropiado.

¢ En la segunda manera, la muestra pasa por ¢l medio de separacion para la EFS y
los analitos de interés pasan  por el adsorbente. sin ser retenidos. Los
contaminantes se quedan en el empaque y pueden ser desechados.

La primera estrategia es empleada cuando el componente de interés presenta bajos
niveles. o existen multiples componentes que desean aislarse v presentan polaridades
diferentes. Esta manera también es empleada para el enriquecimiento de muestras que tienen
trazas de compuestos y para la concentracion de muestras diluidas. La segunda estrategia se
elige cuando el componente de interés se presenta en altas concentraciones.

En cualquiera de los casos. el adsorbente debe ser primero acondicionado con un
disolvente apropiado. Después del acondicionamiento, se pasa la muestra a través del
adsorbente v las impurezas (interferencias) son desorbidas con un solvente de lavado y
finalmente, el analito se eluye con el solvente apropiado. De manera general para una
extraccion completa son necesarios 4 pasos.

1.4.3.1. Acondicionamiento de los cartuchos de extraccion.

Se refiere al tratamiento del material de soporte con un disolvente organico. Por ejemplo
metanol o acetonitrilo. Esto hace que las cadenas de hidrocarburos de las fases modificadas
se solvaten y permitan una superficie activa que sea accesible al analito y que éste requiere
para que la adsorcion sea reproducible. 5l exceso del solvente organico se retira usando
agua o alguna solucion reguladora de pH.

1.4.3.2. Aplicacion de la muestra.

La muestra en solucion se hace pasar (va sca con avuda de vacio. presion o por
centrifugacion) a través del cartucho de extraccion. El analito se concentra en una zona
muy delgada sobre el adsorbente, Ciertos componentes  indeseables v mas solubles en la
matriz no son adsorbidos o pasan a los desechos.

1.4.3.3. Paso de limpicza (lavado)

LLos otros componentes indeseables (que son retenidos). se lavan del adsorbente usando
un pequeno volumen de agua. solucion amortiguadora. o mezclas de agua metanol. solucion
amortiguadora /metanol segan sea el caso. procurando mantener al analito en el adsorbente.



1.4.3.4. Elucién y recuperacion del analito preparado.

En el altimo paso de la extraccion en fase solida. el analito se eluye del adsorbente,
empleando un disolvente adecuado, quedando de esta forma disponible para el andlisis.
previa dilucion o concentracion. El disolvente se debe escoger de manera que la interaccion
analito-adsorbente sea rota y haya transferencia de aquel al eluente. Por tanto, enlaces muy
fuertes, ya sea de las interferentes o de los analitos con el adsorbente. haran que ciertos
compuestos permanezcan sobre éste. El detallado conocimiento que se tenga del analito,
respecto a su solubilidad, polaridad y lipofilicidad (coeficiente de distribucion, etc.) es la
base para la seleccion del eluente. La seleccion se hace mas facil utilizando "la secuencia
cluotropica” de disolventes. para estimar la fuerza de elucion. de acuerdo con el analito que
se va a extraer.

De acuerdo con sus caracteristicas antes expuestas, la extraccion en fase solida (EFS) es
una alternativa mas fécil, economica y rapida que la extraccion liquido - liquido. que es el
método tradicional empleado para la concentracion de muestras. Los mctodos de EFS
reducen significativamente el volumen necesario de solventes organicos clorados y no
clorados comunmente necesarios para la preparacion de la muestra. Adicionalmente en el
mercado se ofrecen diferentes alternativas de empaques, que permiten un gran numero de
posibilidades de trabajo para cualquier sistema matriz-analito. ademas de ofrecer la
posibilidudec automatizacion del proceso. a través de disefio de extraccion en fase solida
“en linea™.

1.4.3.5. Extraccion en fase solida en linea

La extraccion en fase solida en linea es una herramienta analitica que al ser
implementada de manera adecuada. es capaz de reducir considerablemente los tiempos de
procesamiento de muestra. Ademas de que aumenta la precision de los métodos.
aprovechando la gran reproducibilidad de los sistemas de inyeccion actuales y minimizando
la manipulacion de la muestra.

El sistema de extraccion en linea mas simple se compone de una columna analitica y una
guarda columna (en este caso se trata de una version mas corta de la columna analitica). Las
guarda columna se colocan antes de la columna analitica para protegerla de las sustancias de
la matriz que pueden contaminar la columna analitica: esto es posible ya que al contener el
mismo tipo de empaque. las sustancias tendran el mismo tipo de interaccion que con la
columna analitica. de esta forma cualquier especie presente en la muestra que se ligaria
irreversiblemente a la columna analitica scra retenida por la guarda columna v nunca
alcanzard la columna analitica. La ventaja de utilizar una guarda columna es que el costo de
¢sta es mucho mas bajo que el de una columna analitica.

Lina forma mas compleja de extraccion en linca se lleva a cabo realizando cambios de
columna  mediante la utilizacion de valvalas  (cromatografia  bidimensional). En la
cromatografia bidimensional, la valvala cambia de posicion en periodos de tiempo
preestablecidos para el cargado de la muestra v clucion. Las valvulas pueden ser manuales o
automatizadas. La cromatogralia bidimensional sc utiliza principalmente para realizar la



limpieza de la muestra, aunque también se puede utilizar para concentrar al analito de
intercs.

Un sistema de cromatografia bidimensional se compone principalmente de:

Un inyector

Dos sistemas de bombeo

Una valvula de al menos 6 vias y dos posiciones

Una columna analitica

Una guarda columna (columna de lavado o enriquecimiento).
e Un detector

e Un sistema de recoleccion de datos

LI

Cuando la cromatografia bidimensional es utilizada para realizar la limpicza de la
muestra se divide en cuatro etapas:

¢ Cargado de muestra. En esta etapa la muestra es introducida en la guarda columna
por el sistema de inyeccion.

¢ Lavado de muestra. Durante esta etapa. los componentes indeseables de la matriz
se lavan de la guarda columna (son enviados a desechos) mientras que el analito es
retenido. Es recomendable utilizar una fase movil con bajo poder de elucion para
mantener al analito en la guarda columna.

e Elucion. En esta etapa la valvula cambia de posicion y el analito es enviado a la
columna analitica mediante la accion de una fase movil con mayor poder de
elucion. El tiempo empleado para esta etapa es critico. va que si es demasiado
corto, el recobro sera incompleto vy si es demasiado largo. se corre el riesgo de
introducir sustancias que afecten el desempeno de la columna analitica con el paso
del tiempo.

e Lquilibrio. [En esta etapa la columna y la guarda columna son regresadas a las
condiciones iniciales para su acondicionamiento.

Cuando la cromatografia bidimensional es utilizada para limpieza de muestra. la técnica
se conoce como corte en zona. Haciendo una analogia con la destilacion. existen tres
diferentes tipos de corte en zona™:

* Corte al frente. En éste la vilvula se conmuta cuando la zona que contiene al
analito se encuentra en la parte mas alejada del punto de aplicacion de la guarda
columna (ver Figura 1).

e Corte del corazdn. Se denomina asi cuando la valvula se conmuta al encontrarse
la banda del analito en la parte media de la guarda columna (ver Figura 2).

e Corte de cola. Iis cuando la vilvula se conmuta al encontrarse la banda del anahito
cerca del punto de aplicacion de la guarda columna (ver Figura 3).
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Figura 1. Donde se muestra el esquema del corte al frente

Punto de

CGiuarda columna

Banda del analito
Figura 2. Donde se muestra el esquema del corte del corazon

= = |
o f Punto de
Guarda columna / i
{ 4— aplicacion

Banda del analito

Figura 3. Donde se muestra el esquema del corte de la cola

Existe otro tipo de clasificacion de la cromatografia bidimensional de acuerdo a la

disposicion de los componentes de sistema v al sentido de la elucion:

e (Cromatografia bidimensional con clucion en el mismo sentido (ver Figura

4).

e Cromatografia bidimensional con elucion a contra flujo (ver Figura 5).
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Cromatografia bidimensional con elucién en el mismo sentido
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Desechos

Desechos

|
Sistema de j
Recoleccion } Detector

de datos |
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Figura 4. Cromatogralia bidimensional con elucion en el mismo sentido.
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Cromatografia bidimensional con elucién a contra flujo
Bomba 3 :
" - — Desechos
de lavado Inyeceor erechos
Valvula en posicion Guarda
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elucion
de datos
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Figura 5. Cromatografia bidimensional con elucion a contra flujo.

Cuando el objetivo es concentrar al analito de interés. la guarda columna e¢s Hamada
columna concentradora; para este fin. s¢ hace pasar una cantidad de muestra mientras el
analito es retenido en la columna concentradora v los componentes de la matriz son
desviados a desechos: una vez que se ha conseguido una cantidad de analito suliciente. la
vilvula conmuta ¢l flujo v una fase movil eluye al analito a la columna analitica.

[.a cromatogratia bidimensional requicre de cuidados especiales va que se trata de un
sistema mas complejo: en este tipo de sistema es muy importante [iltrar v desgasificar las
fases moviles para evitar la formacion de burbujas y los taponamientos por particulas. La



filtracién debe de realizarse también a las muestras. Es necesario que el analito presente
tiempos de retencion reproducibles con diferentes lotes de guarda columnas. Debe evaluarse
¢l tiempo de vida de las guarda columnas y verificar que sea reproducible de lote a lote para
cvitar pérdidas de tiempo innecesarias. Es necesario también realizar una limpieza del
sistema general de forma regular.

lLa cromatografia bidimensional como todas las técnicas tiene sus ventajas y desventajas,
las cuales son presentadas en la Tabla 3.7

Tabla 3. Tabla de ventajas y desventajas de técnicas por cromatografia bidimensional para
limpieza de muestra.

Ventajas Desventajas
Minima manipulacion de muestra Se requiere de equipo adicional
como columnas adicionales, sistemas
Procesamiento de muestra en linea de bombeo y valvulas

Reduccion considerable de tiempo de| Se requiere de fases moviles
procesamiento de muestra compatibles

Posibilidad de automatizacion total Se necesita cambiar periodicamente
la guarda columna

Alta precision y exactitud

Mejoras  en la  selectividad por
| combinacion de diferentes tipos de
| empaques y tipos de cromatografia

Menor  consumo  de  disolventes
organicos

Proteccion de analitos fotolabiles

1.5. CROMATOGRAFIA DE LiQUIDOS DE ALTA RESOLUCION (CLAR)

Pocos métodos aplicados al analisis quimico son realmente especificos para un analito en
particular y se torna mas complicado cuando el analito de interés tiene que ser separado de
una matriz compleja. Una herramienta muy poderosa v util en éste tipo de casos es la
cromatografia.

La cromatografia se define como un método fisico de separacion en el que los
componentes a separar se distribuyen en dos fases. una de las cuales constituye un lecho
estacionario (fase estacionaria). v la otra un fluido que pasa a través o a lo largo del lecho

estacionario (fase movil).

l.a palabra cromatogratia (kromatos, color v graphos, escrito) fue utilizada por vez
primera por el botinico ruso M. Tswett en 1906 para designar una téenica empleada por ¢l
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para separar pigmentos vegetales; hizo pasar por una columna de vidrio, rellena de
carbonato cidlcico, un extracto de hojas verdes en éter de petrdleo, adicionando
posteriormente el disolvente puro por la parte superior de la columna obtuvo una serie de
bandas horizontales diversamente coloreadas, debido a la diferencia de adsorcion por el
carbonato calcico de los colorantes de la planta. Actualmente se sabe que la separacion no
esta condicionada por el color, sin embargo, se sigue utilizando el nombre de cromatografia
por motivos historicos.

En la separacion de pigmentos realizada por Tswett, la fase estacionaria es el relleno de
carbonato cdlcico. el éter de petrdleo es la fase movil y los pigmentos los componentes a
separar que se encuentran sometidos a dos fuerzas contrarias: el disolvente tiende a arrastrar
a los componentes hacia la salida de la columna y el carbonato calcico, adsorbiéndolos,
tiende a retenerlos; como estos efectos son de diferente intensidad para los distintos
pigmentos. el resultado es que se desplazan a distinta velocidad por la columna, pudiendo
llegar a separarse.”

La cromatografia de liquidos de alta resolucion (CLAR), también conocida como
cromatografia de liquidos de alta presion, es una técnica completamente instrumental de
cromatografia liquida. La CLAR debe su éxito a la variedad de combinaciones de las
condiciones de operacion. es decir: el tipo de empaque de la columna, fase movil,
dimensiones de la columna, velocidad de flujo v sistema de deteccion.

L.a migracion diferencial en la CLAR es el resultado del equilibrio de distribucion de los
componentes de una mezcla entre la fase estacionaria y la fase movil. Dichos componentes
se separan en la columna y al salir de ésta son conducidos por la fase movil hacia un
detector donde se registra la senal generada. esta senal es transmitida después a un sistema
de recoleccion de datos donde se genera un cromatograma. En el cromatograma obtenido se
observa el tiempo de retencion caracteristico para las condiciones empleadas. El
cromatograma resultante puede ser empleado para determinar la concentracion del analito.

Es importante definir primero algunos parametros importantes para después presentar las
distintas teorias que definen al fenémeno cromatografico.

1.5.1. Parametros cromatogrificos

La distribucion del analito entre las fases puede ser descrita de una manera muy simple.
Un analito esti en equilibrio entre las dos fases.

Distribucion del analito entre las lases:

A <A

movil estacionaria

[.a constante de equilibrio. K. es Hamada cocficiente de particion. delinido como la

concentracion molar del analito en la fase estacionaria dividida entre la concentracion molar
del analito en la fase movil.
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El tiempo que transcurre desde la inyeccion de la muestra hasta que se obtiene la maxima
altura del pico que corresponde al analito cuando es detectado al final de la columna es el
denominado Tiempo de Retencion (tg) y por consiguiente, el volumen de fase mavil
necesario para eluir el centro de esa banda cromatografica se denomina Volumen de
Retencion (V). Idealmente, cada analito en una muestra tendra un tiempo de retencion
diferente.

El tiempo que se requiere para que la fase movil pase a través de la columna se denomina
Tiempo Muerto (1y). Se determina indirectamente considerando el tiempo que tarda en eluir
un compuesto no retenido por el sistema cromatogratico. El volumen que la fase movil
ocupa en la columna se denomina Volumen Muerto (V) ver Figura 6.

Vi oty

M
N

me

Voot

1l
N

VOLUMEN O TIEMPO

> = »

Figura 6. Donde se muestra de manera esquematica ¢l concepto de tiempo de retencion y
tiempo muerto.

El término llamado Factor de Retencion o Factor de Capacidad (k'). es frecuentemente
utilizado para describir la relacion entre la cantidad de sustancia en la fase estacionaria y la
fase movil. Esta relacionado con el coeficiente de particion del soluto y a diferencia del
tiempo de retencion, es un parametro que no se ve influido por cambios en la velocidad de
flujo o en el tamano de la columna. Se caleula de La siguiente manera:
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g ¥ ly se obtienen facilmente de un cromatograma. Un valor ideal para k* se encuentra
entre 2 y 20, cuando el factor de capacidad de un analito es menor a uno, significa que su
clucion es tan rapida que la determinacion exacta de este parametro es muy dificil. en
cambio altos factores de capacidad (superiores a 20) implican que la elucion toma un tiempo
muy largo. y por consecuencia se corre el riesgo de tener picos demasiado anchos en su base
v dificiles de detectar. ademas de tener tiempos de corrida demasiado prolongados.

También se define la Selectividad o Factor de Separacion (o), la cual describe la
separacion de dos especies A y B:

St el valor de a es 1, las dos especies no se resuelven. si o > 1 indica que los dos picos
estan resueltos.,

Para obtener separaciones optimas, es fundamental lograr picos cromatograficos agudos
v simétricos. Esto significa que el ancho de la banda cromatografica debe ser lo mas angosta
posible. De esto se deriva que sea importante medir la eficiencia de la columna. Idealmente.
los picos cromatograficos presentan un comportamiento similar a una campana de Gauss.
pero en la practica. la mayoria de los picos presentan alguna desviacion a este
comportamiento. siendo una de las mas comunes lo que se denomina como Coleo (T). Hay
que puntualizar que cuando el ancho de la base del pico aumenta. indica que mas de un
mecanismo de retencion se esta presentando. lo cual no es deseable. Al igual que otros
parimetros cromatograficos. existen diversas maneras de calcular la simetria de un pico v
cuando la asimetria de ¢éste es minima. las diferencias en los resultados de las diferentes
formas de calcular la simetria son casi il!]pcri:&.‘plihics,1

1.5.2. Teorias del fenémeno de separacion cromatogrifica.

La cromatografia moderna se fundamenta principalmente en dos teorias desarrolladas a
mediados del siglo XX cada una de las cuales tienen sus ventajas y limitantes.

1.5.2.1. Teoria de platos

I:sta teoria fue propuesta por Martin y Synge en 1941, Se fundamenta principalmente en
una analogia que hacen de la extraceion a contra corriente v la destilacion.

I'n esta teoria. la columna se considera como un sistema estatico en equilibrio. Para la
separacion se asume que la columna tiene una longitud v Tujo constantes. A partir de esto se
definen varios parimetros acerca del desempeno del sistema de separacion.

Il modelo del plato teorico supone que la columna cromatografica consiste de un numero

decapas separadas Hamadas  platos  teoricos. Iinestos “platos™ ocurren equilibrios
independientes de Ta muestra entre la fase estactonaria y la fase movil. Bl analito se mueve a
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través de la columna debido a equilibrios de transferencia entre la fase movil y el proximo
plato (Figura 7).

COLUMNA

A
\

T

PLATO
TEORICO

Figura 7. Representacion esquematica del plato teorico.

Ls importante remarcar que los platos teoricos realmente no existen como un aspecto
fisico. solo son una convencion que ayuda a comprender el proceso mediante el cual una
columna realiza su funcion de separacion. También sirven como una medida de la eficiencia
de la columna, mediante el conocimiento de la cantidad de platos tedricos que posee. El
namero de platos teoricos es representado por la letra No y evidentemente es deseable un
mayor numeros de platos tedricos para obtener una separacion mas eficiente.

Esta teoria también define la Alnwra Equivalenie del Plato Teorico o HEPT (H). A
medida que el parametro H es mas pequeno. existe un mayor nimero de platos teoricos en
la columna. Si la longitud de la columna es L. entonces la altura equivalente del plato
teorico es:

A
H=—
N
El nimero de platos teoricos de una columna puede ser calculado mediante diversas
expresiones matematicas; sin embargo. la siguiente expresion evita el riesgo asociado al
momento de dibujar las tangentes para la determinacion del ancho en la base del pico:

Donde 17 > es Ta distancia que se mide entre las lineas del pico a una altura del 50% del
maximo,

Como se puede deducir de la explicacion anterior. ¢l desempeno de las columnas esta
dircctamente relacionado con ¢l numero de platos tearicos. es decir entre menor sea la altura
del plato tearico. mavor seri el numero de ellos v por lo tanto la eliciencia sera mayor.

[~
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1.5.2.2. Teoria de la velocidad (teoria cinética)
Propuesta por J.J. Van Deemter en 1956 considera la dinamica de la separacion.

Una descripcion mas real del proceso de separacion dentro de la columna considera el
tiempo tomado por el analito en los equilibrios que tiene entre la fase estacionaria y la fase
movil. La forma de la banda que resulta de un pico cromatografico es afectada por la
velocidad de elucion. También es afectada por las distintas rutas disponibles por las cuales
las moléculas de soluto pueden desplazarse dentro v entre las particulas que conforman la
fase estacionaria.

Los distintos mecanismos que contribuyen  al  ensanchamiento de la  banda
cromatografica son descritos por la ecuacion de Van Deemter. Esta define a la alwra del
plato tedrico (H) * como:

B
H=A +=+Cu
u

Donde u es la velocidad linear promedio de la fase movil. 4. B v C son factores que
contribuyen al ensanchamiento de la banda.

1.5.2.2.1. Difusion de remolino

La difusion de remolino corresponde al termino “A™ de la ecuacion de Van Deemter. La
fase movil se desplaza a través de la columna. la cual esta empacada con la fase
estacionaria. Las moléculas de analito tomaran distintas trayectorias (de manera aleatoria) a
través de la fase estacionaria. Esto tiene como consecuencia que la banda se ensanche
debido a que las distintas trayvectorias son de diferente longitud.

Este parametro esta directamente relacionado con el tamano de las particulas, la
eeometria y lo compacto del empaque de la fase estacionaria.’

1.5.2.2.2. Difusion Longitudinal

La difusion longitudinal corresponde al termino "B de la ecuacion de Van Deemter. La
concentracion del analito es menor al final de la banda que en el centro v esto se debe a que
las moléeulas del analito tienden a migrar desde la porcion central concentrada de la banda.
a las regiones mas diluidas a ambos lados de clla. Este fenomeno ocurre tanto en la fase
movil como en la estacionaria, y su magnitud ¢s inversamente proporcional a la velocidad
de la fase maovil. es decir. si la velocidad de la fase movil es alta. los efectos de la difusion

longitudinal decrecen.
1.5.2.2.3. Resistencia a la transferencia de masa
.o resistencia a la transterencia de masa se conoce tambien como el termino ~C7 de la

ceuacion de Van Deemter. Al analito Te toma un cierto tiempo aleanzar el equilibrio entre
las Tases. por lo tanto si la velocidad de la fase movil es alta, no se logran verdaderos
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estados de equilibrio y el analito que esta relativamente distante de la fase estacionaria,
tendera a desplazarse mas rapido, lo que contribuye a que la banda cromatografica se
ensanche, sobre todo cuando la velocidad de la fase movil es alta.”

Con la ecuacion de Van Deemter se obtiene una grafica que relaciona la altura del plato
tedrico (H) con el promedio de la velocidad lineal de la fase movil (Figura 8).’

//

o~
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Término A

Velocidad de flujo

Figura 8. Grafico tipico de Van Deemter.

Este grafico es sumamente qtil en la determinacion de la velocidad optima de la fase
movil. Es importante recordar que mientras mas pequeiio sea el valor de la altura efectiva
del plato teorico mejor sera la separacion.

1.5.2.3. Resolucion

Aunque la selectividad o describe la separacion de los centros de las bandas
cromatograficas. no considera el ancho de las mismas. Otra medida de la eficiencia de la
separacion entre dos especies es el parametro que se denomina Resolucion (R). La

resolucion de dos especies, A y B esta definida por la siguiente expresion:

Normalmente en la mayoria de las separaciones cromatograficas. una resolucion
adecuada se tiene con valores de R>1.5.

Los parametros hasta ahora revisados como la resolucion. el numero de platos tedricos. la
selectividad v el factor de capacidad pueden ser relacionados de una manera sencilla
mediante la siguiente expresion matematica:

’ LY

. N (x—l] I+ k!
R= = —_—
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-
h



Para obtener alta resolucion, los tres parametros deben ser maximizados. Un incremento
en N, el numero de platos tedricos, mediante el empleo de una columna de longitud mayor,
también provoca un incremento en el tiempo de retencion, y por consecuencia la banda se
ensancha, lo cual no es deseable. En lugar de incrementar de esta manera el nimero de
platos teoricos, la altura equivalente de un plato teorico (H) puede ser reducido mediante el
empleo de columnas cuya fase estacionaria tenga un tamaio de particula menor.

Es frecuente que controlando el factor de capacidad k', las separaciones mejoren
notablemente. Este objetivo puede ser alcanzado cambiando la composicion ya sea de la
fase movil, de la fase estacionaria o de ambas.

La selectividad puede ser manipulada para mejorar las separaciones. Cuando su valor se
encuentra cercano a la unidad, la optimizacion de k™ y el incremento de N no es suficiente
para proporcionar separaciones adecuadas en un tiempo razonable. En los casos en que k™ es
optimizado en primera instancia, la selectividad puede ser incrementada mediante alguno de
los siguientes procedimientos:

e Cambiar la composicion de la fase movil.

e Cambiar la composicion de la fase estacionaria.

e Implementar reacciones de derivatizacion ( como la incorporacion de especies que
complejen con el analito.)

Los conceptos antes revisados son los mas empleados en cromatografia porque describen
como es que ocurre el proceso de separacion v las condiciones que pueden ser manipuladas
B e f % P 7

para obtener separaciones Optimas y con tiempos de elucion minimos.

1.5.3. Tipos de cromatografia

En cromatografia. los componentes de la mezcla son transportados por la fase movil a
través de la fase estacionaria. Cada especie sufre un retardo distinto en su transporte debido
a varios tipos de interacciones:

e Adsorcion en la superficie
e Solubilidad
e Carga

En la Tabla 4. se presentan los cuatro principios de separacion en la téenica de

cromatografia de liquidos; generalmente se presenta uno u otro. de acuerdo con el fenéomeno
que propicie la retencion de las moléculas en la fase estacionaria.
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Tabla 4. Clasificacion de los principios de separacion cromatograficos.

Tipo de bl Fase Principio de la
; " Fase Mavil ; i 2
Cromatografia Estacionaria separacion
Liquido / liquido Liquido Liquido (r()nlalqgfz?ﬁa d
particion
Cromatografia de
adsorcion
Slido / liquido Liquido Solido Cromatografia de

exclusion molecular

Cromatografia de
intercambio ionico

[La cromatografia se puede dividir de acuerdo al tipo de separacion.

e [lucion

¢ Anilisis por desplazamiento

e Analisis frontal

I:n la separacion por elucion el soluto sufre un fenomeno de particion entre las dos fases.
l.a separacion se fundamenta en la retencion relativa de la sustancia de interés.

I:n el analisis por desplazamiento los materiales se mueven a traveés de la columna al ser
desplazados por una sustancia con mayor retencion.

En el analisis frontal las muestras se adicionan de manera constante a la columna y los

componentes se analizan conforme eluyen, uno de los ejemplos es la filtracién a través de
carbono. Se utiliza principalmente para evaluar la retencion relativa y no para la separacion de

/!
mezclas.

1.5.4. Aplicacién

En la actualidad las aplicaciones de la cromatografia de liquidos de alta resolucion son
tan amplias que seria dificil no encontrar una rama de la quimica v de las ciencias de la vida
en general en la que no se incluva esta téenica. va sea con fines preparativos, de
identificacion o de cuantificacion.

Debido a las cualidades de esta téenica. se puede emplear en la investigacion para la
identificacion. purificacion y cuantificacion de sustancias nuevas. analisis de compuestos
puros. formas farmacéuticas, analisis de alimentos. industria metalargica. andlisis de
productos biotecnologicos. secuenciacion de proteinas y una cantidad innumerables de
aplicaciones de caracter cualitativo v cuantitativo en las ciencias forenses.



1.5.5: Equipnrﬁ

El equipo requerido para la cromatografia de liquidos de alta resolucion esta constituido
en forma general por un reservorio para la fase mévil, un sistema de bombeo, un sistema de
inyeccion de muestra, un sistema de deteccion y un registrador o sistema de recoleccion de
datos.

1.5.5.1. Bombas

Los requisitos o aspectos mas importantes que debe reunir una bomba o sistema de
bombeo son:

Producir presiones estables hasta un maximo de 6000 psi.
Mantener el flujo libre de pulsaciones

Generar intervalos de caudales de flujo (0.1 a 10 mL/min)
e Controlar de manera reproducible el flujo de disolvente

e Resistir la corrosion

1.5.5.1.1. Clasificacion de las bombas utilizadas en CLAR

Las bombas que se usan en CLAR se pueden clasificar segtin su funcionamiento y diseno

en:
1.5.5.1.1.1. Segin la velocidad del disolvente

Segin la velocidad del disolvente (o eluente) que puede suministrar la bomba:

e Micro bore (1- 250 pl./min)
e Standard bore ( 100 pL/min - 10 mL/min)
e Preparativa (> 10 mL/min)

1.5.5.1.1.2. Seguin el tipo de material

Segtn el tipo de material usado para la trayectoria del disolvente (o eluente):

e Metalicas
» No-Metalicas

1.5.5.1.1.3. Segiin ¢l mecanismo de desplazamiento

Segun el mecanismo de desplazamiento del disolvente (o eluente):
e Mecinicas
e Reciprocantes

e De desplazamiento continuo o de jeringa
e Neumaticas



1.5.5.1.2. Programacion de introducciéon del disolvente
Existen dos métodos de programacion de disolvente en CLAR:

* [socratico
e Gradiente de elucion

Gradiente de elucion es un término que se utiliza para describir el proceso mediante el
cual se cambia la composicion de la fase movil a lo largo de una corrida analitica. Pueden
efectuarse de dos maneras: a baja presion y a alta presion

Cuando se desarrolla un analisis usando el método de gradiente se deben tener presente
dos objetivos: obtener la mejor resolucion de los componentes de la muestra en el menor
tiempo posible y asegurar alta precision v exactitud.

Para obtener buenos resultados con el método de gradiente debemos seguir 5 pasos
fundamentales:

¢ Determinar la composicion inicial y final del solvente

e Ajustar el tiempo del gradiente

e Determinar la forma de la curva del gradiente (lineal, concava o convexa)
¢ Ajustar la velocidad del flujo para mejorar la resolucion

e Regresar la columna a las condiciones iniciales para la siguiente inyeccion

1.5.5.2. Sistemas de Inyeccion de muestra

Los sistemas de inyeccion han evolucionado con el desarrollo de nuevas tecnologias: en
un principio se utilizaban jeringas de alta presion. las cuales se encuentran en desuso
actualmente. En la actualidad los sistemas de inyeccion utilizan un conjunto de valvulas, ya
sea de tipo neumatico o mecanico.

1.5.5.3. Columnas y Fases Estacionarias

La constante innovacion en el diseiio de los materiales de empagque. ha sido uno de los
factores determinantes para la utilizacion masiva de la CLAR.

1.5.5.3.1. Componentes de una Columna

Basicamente la columna consta de dos elementos:

1.5.5.3.1.1. Material de Empaque

Durante la evolucion de los materiales de empaque se han realizado mejoras en dos

sentidos: la primera basada en la naturaleza quimica de la particula v la segunda basada en
las caracteristicas fisicas de la particula.
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Actualmente las columnas analiticas cuentan con modificaciones quimicas en sus
materiales de empaque tales como mayores cargas de carbono, sello terminal, grupos
polares insertados, bajo contenido de metales pesados, etc., que aunado a las modificaciones
fisicas tales como tamafios de particula pequefios (< 5 pum), alta porosidad y formas
esféricas. dan como resultado columnas cada vez mas eficientes que pueden ser utilizadas
bajo condiciones extremas que en el pasado se consideraban impensables (pH > 8,
temperaturas > 60° C, fases moviles 100% acuosas. etc.).

1.5.5.3.1.2. Contenedor del Empaque

LLos contenedores de los empaques solo pueden variar en cuanto a: longitud, diametro y
material.

1.5.5.4. Deteccion

La eficiencia de un detector cromatografico depende de la relacion sefial ruido que
proporcione y de la capacidad para proporcionar sefiales reproducibles.

Los tipos de detectores en CLAR se clasifican en:

e Detectores basados en una propiedad de la fase movil. Ejemplo: Detector de indice
de Refraccion

e Detectores basados en una propiedad de la sustancia a separar. Ejemplo: Detector
de Fluorescencia, Detector Ultravioleta

Los detectores mas utilizados en CLAR son:
1.5.5.4.1. Detector UV
Hay basicamente tres tipos:

s Detector de Longitud de Onda Fija
e Detector de Longitud de Onda Variable
¢ Detector de Arreglo de Diodos

1.5.5.4.2. Detector de Indice de Refraccion.

Se han disenado muchos modelos de detectores de indice de refraccion para CLAR. pero
en la actualidad solamente existen dos tipos:
e Tipo Deflexion
e Tipo Fresnel



1.5.5.4.3. Detector de Fluorescencia.

Este detector es sumamente sensible teniendo el inconveniente de que solamente puede
detectar compuestos que tengan fluorescencia nativa o inducida por derivatizacion.

1.5.5.4.4. Detector de Fluorescencia Inducida por Laser
Los detectores de Fluorescencia Inducida por laser se clasifican segin:

e La Fuente de Excitacion
e El sistema optico

1.5.5.4.5. Electroquimicos

Los detectores electroquimicos son una alternativa para la deteccion de moléculas que no
presentan absorcion de luz U.V. ni fluorescencia nativa.

1.5.5.4.5.1. Pueden ser clasificados en tres tipos

e Detector Amperométrico
* Detector Conductimétrico
¢ Detector Potenciométrico

Se deben tener algunas precauciones con los detectores electroquimicos para asegurar
analisis reproducibles:

e Verificar que la bomba. el detector v registrador (integrador) estén conectados

adecuadamente a tierra.

Usar bombas reciprocantes

Mantener en todo momento el flujo de la fase movil en el detector.

Operar con el voltaje adecuado

Monitorear la altura de los picos para observar cambios en la eficiencia que nos

indique la necesidad de reacondicionar los electrodos.

e Tener electrodos de referencias extras en solucion 3M de NaOH vy reemplazar el
electrodo de referencia en la celda 1 6 2 veces a la semana.

e Desconectar el detector electroquimico cuando se esté lavando la columna

¢ Ultilizar agua, soluciones amortiguadoras y disolventes organicos de alta purcza.

. & @

1.6. COMPUESTO DE INTERES (LISINOPRIL)

1.6.1. Nomenclatura
1.6.1.1. Nombre quimico

e L-Prolina. 1-[N*-(1-carboxi-3-fenilpropil)-L-lisil |-dihidrato.(S)”
. I-[Nl-[{S)-l-carhuxi|-3-l'cnilpm|1il|—],—Iisil|—l—pr0]in:| dihidrato”



o (S)-1-[N*-(carboxi-3-fenilpropil)-L-lisisl|-L-prolina dihidrato'"
1.6.1.2. Nombre genérico
Lisinopril.
1.6.1.3. Nombres comerciales
Prinivil, Zestril, Carace, Novatec, Acerbon. Alapril. Coric. Prinil. Tensopril. Vivatec.'’
1.6.1.4. Nimero de registro CAS
93015-83-7 (dihidratado)’, 76547-98-3 (anhidro). 83915-83-7 (dihidratatdo)"’
1.6.2. Formula, estructura y peso molecular

La estructura, formula condensada y peso molecular de Lisinopril se muestran en la
Tabla 5.

Tabla 5. Donde se muestra la estructura y peso molecular de Lisinopril "'

HoN

HOOC H

Estructura del Lisinopril

Formula condensada C»;H3,N;052H-0 |
PM. 441.52 ¢/mol |

1.6.3. Propiedades fisicas

. i 3 5 : 5 12
I:l Lisinopril es un polvo o eristal de blanco a incoloro v sin olor.
1.6.3.1. Solubilidad

La solubilidad aproximada de Lisinopril a temperatura ambiente se muestra en la Tabla
0.



Tabla 6. Solubilidad de Lisinopril.”

Disolvente Solubilidad (en mg/mL)

Agua 97

Metanol 14 |

Etanol Menora 0.1

Acetona Menor a 0.1

Acetonitrilo Menora0.1

Cloroformo Menora (.1 .

N.N-Dimetilfomamida Menor a 0.1 ]
* El valor de la solubilidad depende del grado de agua contenido en la solucion.

1.6.3.2. Constantes de disociacion

Las constantes de disociacion para el Lisinopril se muestran en la Tabla 7.

Tabla 7. Constantes de disociacion de Lisinopril.”

Constantes de disociacion de Lisinopril |
pKa, 2.5
pKa, 4.0
pKa; 6.7
pKay 10.1

1.6.3.3. Coeficiente de particion

El coeficiente de particion de Lisinopril en bufter de fosfatos 0.1M a pH 7.0/n-octanol es
de 10.2 + 0.5 a temperatura ambiente.

1.6.3.4. Espectro U.V.

Il espectro de absorcién de luz ultravioleta de Lisinopril se encuentra en la Figura 9.

1.6.4. Estabilidad’
1.6.4.1. En estado solido — térmica

I:l Lisinopril es estable en estado solido a temperatura ambiente (20-25°C). La
degradacion puede ser inducida cuando el solido es expuesto a condiciones mayores a
105°C. Istudios por CLAR han demostrado que sulre una deshidratacion intramolecular
degradandose en primer grado a la Dicetopiperazina (DKP). La transtormacion de Lisinopril
en DKP es mas alta en recipientes cerrados en los que se ha inyectado nitrogeno (80%). que
en recipientes cerrados en los que no se ha inyectado nitrogeno (50-60%) o en los
recipientes abiertos (6%).

d
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Figura 9. Espectro de absorcion ultravioleta de Lisinopril ( 1.374mg/mL) en: (a) solucion
0.IN de hidréxido de sodio v (b) solucion 0.1N de HCI?

1.6.4.2. En estado sélido — fotoquimico

Se observan decoloraciones muy ligeras cuando el Lisinopril es expuesto a radiacion
U.V. muy intensa por 24 horas.

1.6.4.3. En solucion

La estabilidad del Lisinopril en solucion a una concentracion de 0.2 mg/mL fue estudiada
a diferentes rangos de pH (2.7-10) y a una fuerza ionica constante (p = 0.3). El Lisinopril
sufre un proceso de descomposicion rapido en medio dcido donde el producto mayoritario
de descomposicion es la DKP. En soluciones basicas y neutras ¢l rango de descomposicion
¢s minimo.

1.6.5. Métodos de anilisis

Para el andlisis de Lisinopril existen diversas metodologias reportadas. pero como el
objetivo de este trabajo fue el desarrollo de un método por CLAR solo se incluiran los
sistemas cromatograficos.

A continuacion se presenta en la Tabla 8§ un resumen de los sistemas cromatogralicos
reportados para la cuantificacion de Lisinopril. 'n la Tabla 9 se muestran algunos sistemas
cromatogralicos utilizados en la cuantificacion de Lisinopril en fluidos biologicos,



1.6.5.1. Cromatogrificos en solucion

Tabla 8. Condiciones cromatogréficas para el analisis de Lisinopril por CLAR.

Columna

Condiciones cromatogrificas

Referencia

Lorbax RP-8 250*4.6 mm,
Spm.
Temperatura 50°C.

A: Acelonitrilo

B: 0.02 M NaH,PO, pH 5.0

Gradiente:

0% A a30% A gradiente lineal hasta 35min
Isocritico:

4% A y 96% B

PRP-1 (Hamilton Co)
250*4.6 mm.
Temperatura 50°C.

A:0.02 M NaH,PO, pH 6.8

B: 0.015 M NaH,PO, pH 3.0

C: Acetonitrilo

Isocritico:

4% Ay 96% B

Gradiente |

ASC 97.5:2.5 por 10 min ¥ luego un gradiente lineal a A/C 70:30 en
30 min

Gradiente 2:

B/C 95:5 por 10 min v luego un gradiente lineal a A/C 70:30 en 30
min

LiChrosorb RP-§
200%4.6 mm. 10 pm.
Temperatura 50°C,

A: Acetonitrilo

B: Metanol

C: 0.004 M Fosfato pH 2.0
D: 0.04 M Fosfato pH 2.0
E: 0.03 M Fosfato pH 2.0
lsocritico 1:

ASC 45:55

Isocrdtico 2:

B/ 45:55

Isocritico 3:

AJE 20:80

Isocritico 4:

A/D 15:85

R-LiChrosorb C-18
200%4.6 mm. Sum.

A: Solucion reguladora de dcido acético pH 3.8
B: Acetonitrilo

Isocritico:

A/B 4:1

Hypersil QDS 250*4.5
nun, Spum.

A: Heptanosulfonato de sodio 20mM pli 2.3
B: Acetonitrilo/THF 19:1

Isocratico:

A/B 63:37

Columna con empaque C-8
v particula de 3-10 pm.

A: Fosfato 0.03M pH 2.0, hexanosulfonato 0.1 %
B: Acetonitrilo

Isocratico:

A/B 80:20

Spherisorh 5 ODS-2
250%4.6 mm.

A: Fosfato pH 3.0 con 0.4% de trictilamina
B: n-Propanol

Isocritico:

A/B 95:5

| uBondapak phenyl 300%3.9

mm
LTINS

A: Metanol

B: Agua

C: Acido artolostorico $5%
lsocritico:

A/BIC 60:40:0.05

I

|

I

Sphenisorh octil 5pm
250%L6 mm.

A: Fosfato pli 2.0 20 mM
B: Acetonitrilo
Isocritico:

Varias proporciones

fad
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1.6.5.2. Cromatograficos en fluidos biolégicos

Tabla 9. Condiciones cromatograficas para el analisis de Lisinopril por CLAR en fluidos

biologicos.
Columna Condiciones cromatogrificas Matriz | Referencia
A: Metanol .
) B THF Plasma
i Pack - 1*3. - 4
MNova Pack C-18 300*3.9 C: Fosfato 0.01 M pH 2.6 18
mm, dpm. ;
Isocritico:
65:5:30
Az Acetonitrilo
pBondapak C-18 B Mw.'m)l
300*3.9mm, 10pm L THE Orina b
e o D: 15 mM KH,PO, pHl 2.9 ‘
lsocritico:
ABICID 6:1:1:92
: . Fosfat H 2.4, 20mM ilamina
LiChrosphere 100 RP-18 3 il\O:e::oo:itPriln A nontamina Plasma 20
250%4. s 5 ;Oring
SordemmIum | socratico: A/B 67.3:32.5 ik

1.6.6. Farmacologia
1.6.6.1. Mecanismo de accion

Se ha comprobado que el Lisinopril inhibe a la enzima convertidora de angiotensina
(ECA) en seres humanos y animales. La ECA es una peptidil dipeptidasa que cataliza la
conversion de angiotensina | a angiotensina [1. sustancia vasoconstrictora y estimulante de
la secrecion de aldosterona por la corteza suprarrenal. La inhibicion de la ECA da por
resultado una disminucion de la angiotensina Il en el plasma y por consiguiente. tambicn
disminuye la secrecion de aldosterona.

El mecanismo mediante el cual el Lisinopril reduce la presion arterial es principalmente
la supresion del sistema renina-angiotensina-aldosterona y ha demostrado ser
antihipertensivo en pacientes que sufren de hipertension arterial con bajo nivel de renina.

En pacientes diabéticos, la ECA se encuentra presente en el endotelio con actividad
incrementada. lo que resulta en la formacion de angiotensina Il y la destruccion de la
bradicinina, asi como la potenciacion del dafio al endotelio causado por la hiperglucemia.
Los inhibidores de la ECA incluyendo el Lisinopril. inhiben la formacion de angiotensina
I1. reducen la destruccion de bradicinina y disminuyen el mal funcionamiento endotelial. ™'

1.6.6.2. Farmacocinética y biodisponibilidad

La farmacocinética seguida por radio inmuno analisis (RIA) después de la administracion
de una dosis de 10 mg mostro que la concentracion plasmatica maxima fue de 95 + 35 nM a
un tiempo de 7 + 1 hora, un area bajo la curva (0-72 horas) de 1694 + 808 nM h / L. La
farmacocinética en plasma mostré un perfil polifasico y una vida media terminal de

aproximadamente 30 horas. La depuracion renal fue de 106 + 13 ml. / min con recobro
urinario y fecal de 29 + 15 % y 69 + 23 %. Ll Lisinopril no es metabolizado. sc absorbe y



excreta sin cambios en la orina. La absorcion no es influenciada por la presencia de
alimento en el tracto gastrointestinal.

En el caso de dosis multiples, muestra una vida media efectiva de 12.6 horas. La
disminucién de la concentracion sérica muestra una fase terminal prolongada que no
contribuye a la acumulacion del medicamento. Parece no unirse a otras proteinas en el
plasma. La insuficiencia renal disminuye la eliminacion y se vuelve importante cuando la
tasa de filtracion glomerular es menor de 30 mL / min.

Otros estudios han demostrado que cruza ligeramente la barrera hematoencefalica.”

1.6.6.3. Reacciones secundarias y adversas

En estudios clinicos controlados el Lisinopril fue bien tolerado. La mayor parte de los
efectos adversos presentados fueron ligeros v de naturaleza pasajera.

Los efectos secundarios clinicos mas frecuentes reportados son: mareos. cefalea. diarrea,
fatiga. tos y nduseas. Otros efectos secundarios menos frecuentes son: efectos ortostaticos
(incluyendo hipotension) rash cutaneo y astenia. Rara vez presenta edema angioneurotico de
la cara. extremidades. labios, lengua. glotis y/o laringe.

o T i T 4 . x . . 7 22
Contraindicaciones: pacientes con angioedema hereditario oradiohépatico.



2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Para realizar estudios de farmacocinética, biodisponibilidad, toxicologia.
bioequivalencia, etc. es necesario contar con métodos analiticos capaces de cuantificar
farmacos en matrices biologicas sin la interferencia de sustancias endogenas o farmacos
administrados concomitantemente.

Los métodos analiticos en fluidos biologicos no se encuentran al alcance de manera
oficial, por lo que el desarrollo del método analitico se torna indispensable y relevante. No
obstante que existen una serie de métodos va reportados en la literatura especializada, estos
no siempre cumplen con las caracteristicas requeridas. Los métodos analiticos en fluidos
biologicos reportados en la literatura especializada son generalmente tomados como
referencia para optimizar, implementar o adecuarse a las condiciones experimentales en un
laboratorio en particular. Algunas veces. por el objetivo que se pretenda alcanzar y las
condiciones propias en el laboratorio, esto no es posible y tiene que recurrirse al desarrollo
de un método analitico.

Actualmente. dentro de la literatura especializada los métodos reportados para cuantificar
Lisinopril en fluidos biolégicos se realizan con técnicas que no se encuentran al alcance o
son dificiles de implementar para un analisis rutinario (estudios de farmacocinética.
biodisponibilidad o bioequivalencia). El desarrollo analitico se convierte entonces en una
herramienta indispensable para implementar un método de facil aplicacion en el analisis
rutinario de Lisinopril en orina.

;Por qué en orina?

Porque se trata de un farmaco que se excreta en orina en forma inalterada. Los resultados
que se obtengan a partir de la cuantificacion de Lisinopril en orina serviran de apoyo en un
estudio de bioequivalencia en el que se cuantificara el farmaco en plasma.

¢ Para que dosis y que rango de concentracion en orina?

l.a dosis que se administrara a los voluntarios en el estudio de bioequivalencia es de 20
mg v el rango de concentraciones esperado es de (.5-20 pghnl,."’

No existen muchos métodos empleados para la cuantificacion de Lisinopril ¢n orina y a
los que se pudo tener acceso. presentan metodologias complejas que no son faciles de
implementar para un estudio de bioequivalencia. ya que consumen mucho tiempo. Dado que
en los estudios de bioequivalencia se genera una gran cantidad de muestras. los métodos que
impliquen gran inversion de tiempo seran mads costosos.



3. OBJETIVO

Desarrollar un método analitico para cuantificar Lisinopril en orina a concentraciones de
0.5-20 pg/mL por CLAR.



4. DISENO DE LA INVESTIGACION

El disefio de esta investigacion es de tipo experimental, prospectivo. longitudinal y
descriptivo.
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Orina de voluntarios humanos.

5. POBLACION
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6. CRITERIOS DE INCLUSION

Orina colectada en un plazo menor a 2 horas antes del analisis.

Orina colectada en un plazo mayor a 2-24 horas con cloruro de benzalconio al
0.01%.

Orina colectada en un plazo mayor a 24 horas antes del analisis con cloruro de
benzalconio al 0.01% almacenadas en congelacion.



7. CRITERIOS DE EXCLUSION

e Orina de voluntarios con problemas renales.
e Orina de voluntarios que hayan ingerido café, bebidas de cola o bebidas
alcoholicas.



8. CRITERIOS DE ELIMINACION

o Cuando la muestra se pierda durante el analisis.
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9. DISENO EXPERIMENTAL

9.1. SUSTANCIA DE REFERENCIA

La sustancia de referencia utilizada fue Lisinopril marca Sigma, lote 73H0893.

9.2. REACTIVOS Y EQUIPO

Los reactivos utilizados se encuentran reportados en la Tabla 10.

Tabla 10. Reactivos utilizados

Reactivo Mareca Grado
Acido orto fosforico 1. T. Baker RA ACS
Agua e HPLC
Acetonitrilo IFermont HPLC
Metanol Fermont HPLC
Tetrahidrofurano Mallinckrodt HPLC
Hexano Fermont HPLC
Fosfato monobdsico de potasio Fermont RA ACS
Acido clorhidrico 1. T. Baker RA ACS
Hexanosulfonato de sodio Sigma RA ACS
Heptanosulfonato de sodio Spectrum RA ACS
Octanosulfonato de sodio Sigmi RA ACS

La matriz biolégica (orina) fue recolectada de voluntarios masculinos sanos de 18-35
anos con pesos comprendidos entre 60 y 80 Kg. Se utilizd como conservador cloruro de
benzalconio para tener una concentracion final de 0.01% en la orina v se almacenaron a

- 40°C + 5°C.

El equipo cromatografico y equipo adicional utilizado para el desarrollo del método es el
enlistado en la Tabla 11. El control de la valvula de seis vias se realizo de forma automatica.

Tabla 11. Equipo cromatografico empleado

Equipo Marca Maodelo
Bomba cuaternaria de pistones reciprocantes Wianers 6001
Controlador de bomba cuaternaria Waters | e
Bomba isocritica de pistones reciprocantes Waters 510
Automuestrador _ Waters 717 Plus
Detector UV Dual - Wanters 2487
Vitlvula conmutadora de (ujo de Seis Vias Valeo-VICL | e
Programa de procesamicnto de datos Millenium 32 Waters Version 3.05.01




LLa Tabla 12 muestra el equipo auxiliar utilizado para el desarrollo del método.

Tabla 12. Equipo auxiliar empleado

Equipo Marea Modelo
Balanza Analitica Mettler AE 260
Centrifuga Sorvall Du Pont RT 60001
Potenciometro Beckman 45
Uliracongelador Nuaire UN /6512Gk]
Refrigerador Reveo RECS004A18

Pipeta automatica 5-50 pl,

Finnpipette

Pipeta automatica 40-200 pl.

Labsystems

Finnpipette Digital

PPipeta automatica 200-1000 pl Labsystems Fisherbrand
Pipeta de descargas miluples Eppendorf T
Camara de extraccion en fase solida Waters | e

La Tabla 13 muestra las diferentes columnas analiticas utilizadas para el desarrollo del

método.

Tabla 13. Columnas analiticas empleadas

Marca

Caracteristicas

Agilent Zorbax SB

C18. 250*4.6 mm DI v particulas hibridas irregulares de Sum

Waters X Terra

RP 18, 150 *3.9 mm DI v particulas hibridas irregulares de Spum

Waters X Terra

RP 8, 150 *3.9 mm DI v particulas esféricas de Sum

[.a Tabla 14 muestra los cartuchos de extraccion en fase solida y guarda columnas
utilizadas para el desarrollo del método.

Tabla 14. Cartuchos de extraccion en fase solida

Marca

Caracteristicas

Waters SEP-PAK

C18 de 100 mg v bece

Waters Oasis

HLB de 10 mg v lec

Waters Resolve

CN guarda col de 204 6mm DI

Waters Nova-Pak

CN-HI? guarda columna de 20%4.6mm DI

Witers Nova-Pak

Phenil guarda columna de 20#4.6mm DI

Waters Nova-Pak

C8 guarda columna de 20*4 timm DI

Agilent Zorbax SB

CN guarda columna de 12.5*4 6mm DI

9.3. METODOLOGIA, RESULTADOS Y DISCUSION DE RESULTADOS

Durante ¢l desarrollo del método se estudiaron diferentes alternativas para ¢l sistema
cromatogralico y el procesamiento de la muestra. Una vez concluida la etapa del desarrollo
del sistema cromatografico v procesamiento de muestra, se realizo una verificacion del
método.
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9.3.1. Diseiio del Sistema Cromatogrifico

En el desarrollo de los métodos analiticos por CLAR. el primer paso fue obtener un
sistema cramatografico capaz de trabajar en el intervalo de concentraciones propuesto.

En un principio se tomd como base el sistema cromatografico propuesto por Wong y
Charles (ref. 19) modificando la columna analitica ya que no se contaba con una de la marca
indicada por los autores. Se utilizo una columna con empaque C18 y mismas dimensiones
(ver Figura 10).

e Fase movil: Fosfatos 15mM pH 2.9: Acetonitrilo: Metanol: Tetrahidrofurano
92:6:1:1

e Columna analitica: Agilent Zorbax SB C18 250*4.6mm DI

e Flujo: 1.5 mL/min
Longitud de onda: 206 nm

0 \d"'_‘ ! ——
0 5 10 15 mil
Figura 10. Cromatograma representativo de Lisinopril (100 pg/mL) en el sistema basado
en el propuesto por Wong v Charles.

El resultado obtenido con este sistema cromatografico no fue el deseado ya que el
Lisinopril presentd un factor de capacidad menor a 1. La diferencia en el factor de
capacidad obtenido en este trabajo con respecto al obtenido por Wong y Charles se debe
principalmente a la columna utilizada. Es conocido que las columnas pBondapak presentan
una gran actividad de grupo silanol y contienen una baja carga de carbono, lo cual ocasiona
que los compuestos polares. principalmente los que tienen grupos funcionales amino sean
retenidos con mayor intensidad a pH cercanos 0 mayores a 3. Esto se da principalmente por
la interaccion de las cargas generadas por los grupos silanoles residuales (carga negativa) y
la de los grupos funcionales amino (carga positiva). Las columnas con mayor carga de
carbono y menor actividad de grupo silanol mas modernas. como la utilizada (Agilent
Zorbax SB C18). minimizan la interaccion del grupo silanol por dos mecanismos: el
primero utiliza un impedimento esterico v el segundo inactiva los silanoles con un sello
terminal. La combinacion de la columna utilizada con una baja actividad de grupo silanol
(impedimento esterico) sumado a un pH en el cual la molécula se encuentra con cargas
positivas v negativas hace que la retencion y el factor de capacidad del Lisinopril sea muy
bajo.

Aunque las columnas con baja carga de carbono y gran actividad de grupo silanol
retienen a los compuestos polares con mayor intensidad que la nueva generacion de
columnas. no son una buena opeion va que los equilibrios secundarios que presentan hacen
que la eficiencia de la separacion sca baja. ademas de producir picos anchos v coleados que
causan problemas en la integracion. Owo problema que presentan las columnas de este tipo
es la poca reproducibilidad de lote a lote de columnas.
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El siguiente paso fue disefiar un sistema cromatografico con una fase acuosa a pH de 2.0
y 10 mM de hexanosulfonato de sodio y una columna C8 de 15 cm de longitud (basado en
el sistema propuesto por USP 25, ref. 42). Se disefid un experimento con tres proporciones
de modificador organico, para evaluar con cual proporcion se obtenia el mejor resultado.

e Fase movil A. Acetonitrilo : Fosfatos pH 2.0 + 0.05 hexanosulfonato de sodio 0.1%

15:85.

e [Fase movil B. Acetonitrilo : Fosfatos pH 2.0 £ 0.05 hexanosulfonato de sodio 0.1%
10:90.

e Fase movil C. Acetonitrilo : Fosfatos pH 2.0 + 0.05 hexanosulfonato de sodio 0.1%
5:95.

La columna analitica utilizada fue una Waters X Terra RP 8, 150 *3.9 mm DI y
particulas hibridas irregulares de Sum, el flujo fue de 1.5 mL/min y deteccion U.V. a 206
nm. La temperatura utilizada fue de 30°C. Durante el analisis se decidio incluir una
temperatura adicional para la fase movil C. la cual es fue de 60° C.

Los resultados mostraron que a pH de 2.0 ¢l hexanosulfonato de sodio que actiia como
reactivo de par i0nico se carga negativamente v se une a los grupos amino de Lisinopril que
presentan carga positiva, haciendo que la retencion v el factor de capacidad aumente de
manera significativa, permitiendo una separacion mas efectiva que la que se obtendria sin la
formacion del par ionico. Ver Figuras 11 v 12
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Figura 11. Cromatogramas representativos de Lisinopril (10 pg/mL). A) fase movil A a
S0°C. B) Fase movil B a 50°C.
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Figura 12. Cromatogramas representativos de Lisinopril (10 pg/mL). A) Fase movil C a
50°C. B) fase movil C a 60°C.

Se encontro que las condiciones con las que se obtuvo el mejor compromiso entre tiempo
de corrida y factor de capacidad fueron cuando se utilizo una columna analitica Waters X
Terra RP 8, 150 *3.9 mm DI y particulas hibridas irregulares de Sum, con flujo de 1.5
mL/min. con temperatura de 60°C y deteccion U.V. a 206 nm. Con esto se concluyo la parte
del disenio del sistema cromatografico.

9.3.2. Diseno del Procesamiento de Muestra

Una vez establecido un sistema cromatografico el siguiente paso fue el diseno del
método de procesamiento de la muestra.

Debido a las caracteristicas fisico-quimicas del Lisinopril no es posible realizar una
extraccion liquido-liquido ya que a cualquier pH la molécula se encuentra ionizada
(presenta grupos funcionales amino y carboxilo) lo que impide su extraccion a la fase
organica. esto concuerda con lo ya descrito por Wong y Charles (ref. 47). Esta fue la razon
por la cual se descartdo desde un principio como una alternativa de procesamiento. La
precipitacion de proteinas se descartd ya que la orina en sujetos sanos se encuentra
practicamente libre de éstas. En este punto. la alternativa de procesamiento se limitaba a la
extraceion en fase solida.

9.3.2.1. Extraccion en fase solida

Se disenaron experimentos en los cuales se procesaron soluciones de Lisinopril con los
cartuchos de extraccion en fase solida Waters Sep-Pak C18 y Waters Oasis HLB.
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9.3.2.1.1. Experimento 1,
Acondicionamiento de los cartuchos de extraccion Sep-Pak C18.

e Se activo con 5 mL de metanol.
e Se equilibré con 5 mL de solucion reguladora de pH 6.5.

Acondicionamiento de los cartuchos Oasis HLLB

e Seactivo con 3 mL de metanol.
e Se equilibro con 3 mL de solucion reguladora de pH 6.5,

Procesamiento de muestra en cartuchos Sep-Pak C18 u Oasis HLB.

e Se colocaron 2 mL de solucion de Lisinopril (1 pg/mL) o blanco de orina.

Se realizaron tres lavados con 1 mL de solucion amortiguadora de fosfatos a pH
6.5.

Se eluyo la muestra con 6 mL de metanol.

Se evaporo a sequedad a 60°C con un flujo suave de nitrégeno.

Se reconstituyo con 200 ul de agua.

Se inyecto al sistema cromatografico.

Los blancos de orina procesados presentaron un color ambar con particulas en suspension
y 1o se inyectaron para evitar que la columna analitica se dafara.

9.3.2.1.2. Experimento 2.
Acondicionamiento de los cartuchos de extraccion Sep-Pak C18.
e Se activo con 5 mL de metanol.
e Se equilibro con 5 mL de solucion amortiguadora de fosfatos a pH 2.0 vy
hexanosulfonato de sodio 0.1%.
Acondicionamiento de los cartuchos de extraccion Oasis HLB.
e Seactivo con 3 mL de metanol.
e Se equilibro con 3 mL de solucion solucion amortiguadora de fosfatos a pH 2.0 y
hexanosulfonato de sodio 0.1%.
Procesamiento de muestra en cartuchos Sep-Pak C18 u Oasis HLB.
e Sc colocaron 4 ml. de solucion diluida 1:1 de Lisinopril (1 pg/ml) o blanco de
orina con solucion amortiguadora de pH 2.0 0.1% de hexanosulfonato de sodio.

e Sc realizaron dos lavados con 2 ml. de solucion amortiguadora de fostatos a pll 2.0
y hexanosullonato de sodio 0.1%.
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e Se realizaron dos lavados con 2 mL de HCI 0.1N

¢ Se eluyo la muestra con 4 mL de metanol.

* Se evapor6 a sequedad a 60°C con un flujo suave de nitrogeno.
¢ Se reconstituy6 con 200 pl de agua.

e Seinyecto al sistema cromatografico

Con este procesamiento nuevamente el aspecto de los blancos de orina después de
reconstituir fue de color ambar con particulas en suspension por lo que no se inyectaron las
muestras para no dafiar la columna.

Las sustancias contenidas en la orina son de caracteristicas polares, lo que dificulté su
procesamiento ya que al tratar de retener al Lisinopril, se retienen también dichas sustancias.
Debido al fracaso para lograr una extraccion en fase sélida eficiente se recurrio entonces a
la cromatografia bidimensional.

9.3.2.2. Extraccion en fase solida en linea (cromatografia bidimensional).

Para implementar la cromatografia bidimensional el primer paso realizado fue
caracterizar el tiempo de retencion del analito de interés en la guarda columna.

9.3.2.2.1. Caracterizacion de tiempos de retencion en diferentes guarda columnas.

La evaluacion de los tiempos de retencion del Lisinopril se llevo a cabo con la siguiente
condicion.

e Fase movil: solucion amortiguadora de fosfatos a pH 2.0 y heptanosulfonato de
sodio 0.01%.

» Velocidad de flujo: 0.5 mL/min.

e Temperatura de la guarda columna: 50°C.

El tiempo de retencion de Lisinopril en las distintas guarda columnas se puede ver en la
Tabla 15.

Tabla 15. Caracterizacion de tiempos de retencion del Lisinopril en diferentes guarda

columnas.
Marca Caracteristicas Vienipy (le_ I SheHCio
(min) R
Waters Resolve CN guarda columna de 20%4 6mm DI | 1.8
Waters Nova-Pak CN-HP guarda columna de 20*4.6mm DI | 1.5
Waters Nova-I"ak Phentl guarda columna de 20%4.6mm DI 70,0
Witers Nova-I"ak C8 guarda columna de 20%4 6mm DI =200
Agilent Zorbax 5B CON guarda columna de 125*46mm bl | 1.8

Una vez caracterizados los tiempos de retencion en las diferentes guarda columnas, se
procedio a optimizar la fase movil para la limpieza de la muestra en las guarda columnas



Waters Nova-Pak Phenil y en Waters Nova-Pak C8. En la Tabla 16 se pueden ver los
resultados obtenidos.

Tabla 16. Caracterizacion de tiempos de retencion del Lisinopril en diferentes guarda
columnas y con diferentes proporciones de modificador organico.

Tiempo de retencion
(min)

Marca Fase mavil

Soluciéon  amortiguadora  de  pH 2.0
Waters Nova-Pak Phenil heptanosulfonato de sodio 209
0.1%:Acetonitrilo 95:5

Solucion  amortiguadora  de pH 2.0
Waters Nova-Pak C8 heptanosulfonato de sodio 28
0.1%:Acetonitrilo 95:3

Solucion  amortiguadora  de  pll - 2.0
Walers Nova-Pak Phenil heptanosultonato de sodio 3.34
0.1%:Acetonitrilo %0:10

Con los resultados anteriores se determino que la mejor opcion para ser utilizada como
columna de limpieza es la Waters Nova-Pak Phenil y que el tiempo de lavado propuesto es
de 2.5 min, ya que con este tiempo se asegura que el analito se mantendra en la guarda
columna.

9.3.2.2.2. Diseiio de la cromatografia bidimensional.

Se selecciono la elucion a contra flujo. ya que esta disposicion permite disminuir el
ancho de pico, aumentando de esta forma la sensibilidad del método.

9.3.2.2.2.1. Experimento 1

En éste se realizaron inyecciones de blancos de orina, soluciones acuosas de Lisinopril a
10 pg/mL y orina adicionada con Lisinopril a una concentracion de 10 pg/mL. Las
soluciones. blanco de orina y orina adicionada se inyectan sin ninglin procesamiento previo
va que la limpieza de la muestra se llevo a cabo en linea.

Sistema cromatografico bidimensional:

e Columna analitica: Waters X Terra RP 8 150%4.6 mm de DI y 5 um de tamano de
particula.

e Guarda columna de limpieza: Waters Nova-Pak Phenil de 20¥4.6 mm de DI v
particulas esféricas de 4 um.

e [:lucion a contra flujo.

e [ase movil de lavado: Solucion amortiguadora de fosfatos a pH 2.0 con
heptanosulfonato de sodio 0.1%:Acetonitrilo 90:10

e lase movil de clucion: Solucion amortiguadora de fosfatos a pH 2.0 con
heptanosulfonato de sodio 0.1%:Acetonitrilo 90: 10,

e Velocidad de flujo de lavado: 0.5 mL/min.

e Velocidad de flujo de elucion: 1.5 mlL/min.

L
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* Tiempo de lavado: 2.5 min.

Tiempo de elucion: 2.5 min.

Temperatura de la columna y guarda columna: 50°C
Deteccion U.V.: 206 nm.

Volumen de inyeccion: 100 pL.

L ]

Los resultados del experimento 1 (ver Figura 13) muestran que el sistema cromatografico
bidimensional no cumplio con el objetivo de separar selectivamente al Lisinopril de los
componentes de la matriz bioldgica, por que la resolucion en la columna analitica es pobre.
Una alternativa para mejorar la resolucion fue modificar el empaque de la columna
cambiando de un empaque RP8 a uno C18.
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Figura 13. Cromatogramas representativo de una solucion de Lisinopril (10 pg/mL) en
orina con el sistema cromatografico bidimensional del experimento 1.

9.3.2.2.2.2. Experimento 2

Este tuvo como objetivo optimizar el sistema cromatografico bidimensional al cambiar la
columna analitica Waters X Terra RP 8 por una Agilent Zorbax SB C18 de 250%4.6 mm. Se
aumento el flujo para acortar ¢l tiempo de la corrida. No existe tratamiento previo de los
blancos de orina. soluciones acuosas y orina adicionada.

Il sistema cromatografico bidimensional se diseio de la siguiente forma:

e Columna analitica: Agilent Zorbax SB C18 de 250*4.6 mm de DI con particulas
esféricas de Spm.

h
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e Guarda columna de limpieza: Waters Nova-Pak Phenil de 20*4.6 mm de DI y
particulas esféricas de 4 pm.

e Elucion a contra flujo.

e Fase movil de lavado: Solucion amortiguadora de fosfatos a pH 2.0 con
heptanosulfonato de sodio 0.1%:Acetonitrilo 90:10

e Fase movil de elucién: Solucion amortiguadora de fosfatos a pH 2.0 con
heptanosulfonato de sodio 0.1%:Acetonitrilo 78:22.

e Velocidad de flujo de lavado: 0.5 ml./min.

¢ Velocidad de flujo de elucion: 2.5 mL/min.

e Tiempo de lavado: 2.5 min.

e Tiempo de elucion: 0.5 min.

e Temperatura de la columna y guarda columna: 50°C

e Deteccion U.V.: 206 nm.

e Volumen de inyeccion: 100 plL.

Los resultados de este experimento (ver Figura 14) mostraron claramente una mejora en
la resolucion del Lisinopril de las sustancias endogenas de la matriz biologica. Aunque la
mejora en la resolucion es alta este sistema cromatografico aln no es capaz de cuantificar de
manera exacla y precisa la concentracion de 0.5 pg/mL.
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Figur;l 4. ('nﬁmalogramas representativos: A) Solucion de LEnopril (10 pg/mL) en agua.
B) Solucién de Lisinopril (10 pg/mL) en orina.

9.3.2.2.2.3. Experimento 3
Utilizando la propiedad del Lisinopril de no ser extraido con disolventes organicos, se

dectdio eliminar las interferencias de la matriz con una extraccion liquido-liquido ¢ inyectar
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la fase acuosa en el sistema cromatografico. Se disend un experimento en el cual se utilizo
cloroformo y hexano para limpiar la zona de elucion de Lisinopril utilizando el siguiente
sistema de cromatografico bidimensional:

Columna analitica: Agilent Zorbax SB C18 de 250%4.6 mm de DI con particulas
esféricas de Spm.

Guarda columna de limpieza: Waters Nova-Pak Phenil de 20*4.6 mm de DI y
particulas esféricas de 4 pum.

Elucion a contra flujo.

Fase movil de lavado: Solucion amortiguadora de fosfatos a pH 2.0 con
heptanosulfonato de sodio 0.1%:Acetonitrilo 90:10

Fase movil de elucion: Solucion amortiguadora de fosfatos a pH 2.0 con
heptanosulfonato de sodio 0.1%:Acetonitrilo 78:22.

Velocidad de flujo de lavado: 0.5 mL/min.

Velocidad de flujo de elucion: 2.5 mL/min.

Tiempo de lavado: 2.5 min.

Tiempo de elucion: 0.5 min.

Temperatura de la columnas y guarda columna: 50°C

Deteccion U.V.: 206 nm.

Volumen de inyeccion: 100 pl.

Tratamiento previo de la muestra:

Se transfirié una alicuota de 2.0 mI. de muestra a un tubo de ensayo de vidrio.

Se adicionaron 2 mL de disolvente organico (Cloroformo o Hexano).

Se agitoé durante 5 minutos con vortex.

Se centrifugo a 2500 rpm durante 3 min para romper posibles emulsiones.

Se separaron las fases y se conservo la acuosa.

Se inyectaron 100 plL de la fase acuosa en el sistema cromatografico
bidimensional.
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Figura 15. Cromatogramas representativos del experimento 3 del disefo de la extraccion
en fase solida en linea.

Los resultados muestran (ver Figura 15) que el tratamiento previo con hexano es la mejor
alternativa para mejorar la limpieza de la zona de elucion del Lisinopril.

Se evalud el recobro de Lisinopril en orina utilizando el pretratamiento de la muestra
con hexano vy el sistema cromatografico bidimensional del experimento 3 a concentraciones
de 0.5, 1.0, 2.0, 5.0, 10, y 20.0 pg/mL. Los resultados se pueden ver en la Tabla 17 los que
muestran como a medida que va disminuyendo la concentracion de Lisinopril el recobro
aumenta; esto fue debido a una interferencia que tiene un efecto aditivo en el area del pico
de Lisinopril. La propuesta para lograr una mejor selectividad y resolver el problema de la
interferencia, fue cambiar el reactivo de par ionico utilizado (Heptanosulfonato de sodio)
por Octanosulfonato de sodio para tener una mayor retencion del Lisinopril y tratar de dar
mavyor selectividad a la separacion.
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Tabla 17. Evaluacion del recobro de Lisinopril en orina a diferentes concentraciones con el
sistema cromatografico bidimensional del experimento 3 y pretratamiento con

hexano.
Concentracion teorica
% Recobro
(pg/mL)
20.0 100.4
10.0 100.6
5.0 106.2
2.0 110.6
1.0 129.5
0.5 158.3
9.3.2.2.2.4. Experimento 4

El disefio de este experimento se baso en las recomendaciones del experimento anterior.
Este experimento se realiza utilizando el tratamiento previo de muestra siguiente:

¢ Se transfirié una alicuota de 2.0 mL de muestra a un tubo de ensayo de vidrio.

¢ Se adicionaron 2 mL de Hexano.

e Se agito durante 5 minutos con vortex.

¢ Se centrifugé a 2500 rpm durante 3 min para romper posibles emulsiones.

e Sc separaron las fases y se conservo la acuosa.

e Seinyectaron 100 pL de la fase acuosa en el sistema cromatografico bidimensional

En este procesamiento se omite el paso de la centrifugacion ya que se ha observado que
las fases se separan al reposar unos cuantos segundos.

Se evaluo el tiempo de retencion de Lisinopril en la guarda columna con la fase movil de
solucion amortiguadora de fosfatos a pH 2.0 con Octanosulfonato de sodio
0.1%:Acetonitrilo 90:10 a flujo de 0.5 mL/min y se observo que éste era mayor a 15 min.
Por lo anterior, se decidié aumentar el flujo a 1.0 mL/min para disminuir el tiempo de la
corrida.

Se realizo también la reduccion de la velocidad de flujo de elucion para incrementar la
interaccion del analito con la columna y lograr de esta forma una mejor separacion.

Finalmente el sistema cromatografico bidimensional quedé conformado de la siguiente
manera:

e Columna analitica: Agilent Zorbax SB C18 de 250*4.6 mm dc DI con particulas
esféricas de Spm.
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e Guarda columna de limpieza: Waters Nova-Pak Phenil de 20¥4.6 mm de DI y
particulas esféricas de 4 pum.

e Elucion a contra flujo.

e Fase movil de lavado: Soluciéon amortiguadora de fosfatos a pH 2.0 con
Octanosulfonato de sodio 0.1%:Acetonitrilo 90:10.

e Fase movil de elucion: Solucion amortiguadora de fosfatos a pH 2.0 con
Octanosulfonato de sodio 0.1%:Acetonitrilo 78:22.

* Velocidad de flujo de lavado: 1.0 mL/min.

* Velocidad de flujo de elucion: 2.0 mL/min.

e Tiempo de lavado: 6.5 min.

e Tiempo de elucién: 0.7 min.

e Temperatura de la columna y guarda columna: 50°C

e Deteccion U.V.: 206 nm.

¢ Volumen de inyeccion: 100 pL
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Figura 16. Cromatogramas caracteristicos de orina adicionada con procesamiento de
muestra con cromatografia bidimensional del experimento 4. Orina adicionada
con Lisinopril izquierda 1 pg/mL y derecha 0.5 pg/mL.

Los resultados obtenidos (ver Figura 10) muestran que el pretratamiento de la muestra en
conjunto con la cromatografia bidimensional lograron tener una resolucion adecuada entre
las sustancias endogenas de la matriz y el Lisinopril. Dados los resultados anteriores, se
propuso realizar un experimento de Incalidad.

Se evaluo la linealidad del método utilizando concentraciones de 0.5, 1.0, 2.0, 5.0, 10.0 ¥

20.0 pg/mL. Los resultados muestran (ver en la Tabla 18) la existencia de proporcionalidad
entre la concentracion y area ya que la r™ tiene un valor mayor a (.99, asimismo se observo
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que las diferencias entre la concentracion tedrica y la interpolada en ninguno de los niveles
probados fueron mayores al 10.0%.

Tabla 18. Linealidad del método con ¢l procesamiento del experimento 4.

Concentracion : Concentracion . .
e ; Area 2 % Diferencia
de Lisinopril interpolada

20.00 2118955 19.98 0.12

10.00 1067980 10.05) 0.47

5.00 531712 4.98 (.40

2.00 227159 2.10 5.15

1.00) 104078 0.94 5.99

0.50 52700 045 9.05
Pendiente 105848.9
Ordenada 4566.9
r 099997
r 099993

Debido a los resultados de linealidad, se planted realizar un experimento para evaluar la
estabilidad del sistema cromatografico bidimensional (tolerancia), ya que en muchas
ocasiones las sustancias muy retenidas pueden interferir con la cuantificacion en este tipo
de sistemas cromatograficos al perder eficiencia en la guarda columna por saturacion. El
experimento se realizé inyectando sucesivamente orina adicionada a una concentracion de
10 pg/mL procesada previamente, se observo que la respuesta de Lisinopril tenia una
tendencia a bajar conforme pasaba el tiempo hasta que en la inyeccion 66 se perdio por
completo la sefial. Se supuso que la pérdida de la senal de Lisinopril en el sistema
cromatografico era debida a la saturacion de la guarda columna con sustancias endégenas
muy retenidas, lo cual disminuye la capacidad de retencion, provocando que el Lisinopril no
se retenga en la guarda columna; para resolver esto se propone realizar una regeneracion en
linea.

9.3.2.2.2.5. Experimento 5

Tomando en cuenta la propuesta del experimento 4 se planteé un experimento para
realizar la limpieza en linea con regeneracién de la guarda columna.

El sistema cromatografico quedo conformado de la siguiente forma:

e Columna analitica: Agilent Zorbax SB C18 de 250*4.6 mm de DI con particulas
esféricas de Spm.

e Guarda columna de limpieza: Waters Nova-Pak Phenil de 20¥4.6 mm de DI y
particulas esféricas de 4 um.

e Elucion a contra flujo.

e Fasc movil de lavado: Solucion amortiguadora de fosfatos a pH 2.0 con
Octanosulfonato de sodio 0.1%:Acctonitrilo 90:10.

e Fasc movil de clucion: Solucion amortiguadora de fosfatos a pH 2.0 con
Octanosulfonato de sodio 0.1%:Acctonitrilo 78:22.
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e Velocidad de flujo de lavado: 1.0 mL/min.

* Velocidad de flujo de elucion: 2.0 mL/min.

e Tiempo de lavado: 6.5 min.

e Tiempo de elucion: 0.7 min.

e Temperatura de la columna y guarda columna: 50°C

e Deteccion U.V.: 206 nm.

e Regeneracion en linea: Se realiza un gradiente en la guarda columna cambiando el
porcentaje de Acetonitrilo de 10% a 50% del minuto 6.5 al 10 utilizando gradiente
lineal y regresando a la proporcion inicial del minuto 10 al 14 con gradiente
concavo.

Los resultados obtenidos (ver Figura 17) mostraron que el sistema cromatografico
bidimensional con regeneracion de la guarda columna en linea mantiene una selectividad y
sensibilidad adecuada.
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Figura 17. Cromatogramas caracteristicos de orina adicionada con Lisinopril izquierda 1
pg/mL y derecha 0.5 pg/mlL.

Con este sistema cromatografico bidimensional y el pretratamiento de muestra se realizo
nuevamente un experimento para evaluar la tolerancia a un gran numero de inyecciones. Se
realizaron inyecciones sucesivas de orina adicionada a 10 pg/mL previamente procesada
obteniéndose como resultado que al cabo de 50 inyecciones el coeficiente de variacion fue

menor a 1.0%.

Ya que los resultados fucron apropiados sc decidio realizar los experimentos de
verificacion del método.
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9.3.3. Verificacion del método.

En esta etapa se establecio si efectivamente la metodologia propuesta se comporta de
manera selectiva, exacta, precisa y lineal.

Las pruebas de verificacion del método fueron las siguientes:

Linealidad

Recobro absoluto
Precision y exactitud
Selectividad

Al inicio de cada experimento se evaluo la adecuacion del sistema con la inyeccion
sucesiva de 5 soluciones de orina adicionada a una concentracion de 10 pg/mL. El sistema
se consideraba acondicionado si el coeficiente de variacion era menor a 2.0%, solo después
de cumplir esta condicidn se inyectaron las muestras. La Tabla 19 muestra un ¢jemplo de
adecuacion del sistema.

Tabla 19. Adecuacion del sistema del experimento de linealidad del método.

NUMERO DE AREA
INYECCION LISINOPRIL
1 , 1016382
2 1010353
3 [ 1019628
4 1023878
5 1008972
PROMEDIO 1015843
DESV. ESTANDAR [ 6256 [
iC.V. | 0.6 |

9.3.3.1. Linealidad del método

La linealidad del método se evalué mediante el procesamiento de tres curvas
independientes y procesadas el mismo dia.

Las concentraciones utilizadas para evaluar la lincalidad fueron 0.5, 1.0, 2.0, 5.0, 10.0 y
20.0 pg/mL de Lisinopril en orina.

Para realizar el analisis de regresion se utilizo el método de los minimos cuadrados
tomando como variable independiente X la concentracion tedrica y como variable
dependiente Y™ el drea obtenida del pico cromatogrifico del Lisinopril. Se realizo la curva
y sc obtuvo la ccuacion de la recta tomando en cuenta todas las replicas.

. . s . ~ i
Los criterios de aceptacion para este experimento fucron que la r~ debe de ser mayor a
0.99 y que la diferencia entre la concentracion teorica y la concentracion interpolada no
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fuera mayor a 15.0%, excepto para el punto de 0.5 pg/mL, que podia tener una diferencia
de hasta 20.0%. Se evalu6 individualmente y el promedio de las replicas.

La Tabla 20 muestra los resultados de la linealidad del método. Se observa que la
linealidad cumple con el criterio establecido para la r’, cumple el criterio establecido para la
diferencia, excepto, para uno de los puntos bajos en que se desvia mas de 20%; este error es
atribuible a un error de procesamiento y no es causa suficiente para afirmar que el método
no es lineal. De acuerdo a los resultados anteriores, se comprueba que existe
proporcionalidad entre la concentracion y la respuesta obtenida, por lo que el método se
considera lineal en el intervalo de 0.5 — 2.0 ng/mL.

Tabla 20. Linealidad del método.

ICONCENTRACION
IDENTIFICACION|  LISINOPRIL AREA CONC. Y
MUESTRA (pg/mL) LISINOPRIL [INTERPOLADA DIF.
C1l 20.000  2030308. 19.62 1.91
21 20.000  2071436.0 20.02) 0.08
31 20,000 2108769.0 20.38 1.88
C12 10000 1005623.5 9.70 3.05
Cc22 10000 1047277.0 10.10 0.99
32 10000 1061584.0 10.24 2.37
C13 5.00/ 499299 f 479 4.15
c23 5.00 519689.5 4.99 0.20
33 5.00 525612.5 5.05 0.95
Cl4 2.00 224929.0) 2.14) 6.79
C24 2.00 2154895 2.04 2.22
C34 2.00 214883.5 2.04 1.93
Cl5 1.0 115592.5 1.08 7.72)
25 1.00) 99703.0) 0.92 7.67
35 1.00 100540.0 0.93 6.85
Cl6 0.50 66729.5 0.6 20.81
C26 0.50 48771.0 0.43 13.96
C36 0.5 50287.0 0.44 11.03
Pendiente(B) = 103275.6618
Ordenada (A) = 4343 587
Coef Reg (1) = 0.999676
Coef.Det.(r') = 0.999353

9.3.3.2. Recobro absoluto

El recobro absoluto se evaluo a concentraciones de 0.5, 10.0 y 20.0 pg/mL. Para evaluar
¢l recobro se prepararon por triplicado soluciones acuosas de Lisinopril a las
concentraciones mencionadas y se inyectaron en la columna analitica. La respuesta
promedio de las soluciones acuosas se¢ utilizo para calcular el recobro del Lisinopril en el
mctodo. Asi mismo se prepararon soluciones de orina adicionada a las concentraciones
mencionadas y se procesaron por triplicado. El recobro se calcula mediante comparacion
directa de las areas de las mucstras procesadas contra las dreas promedio de las soluciones
acuosas (sin procesar).



Los resultados obtenidos se pueden observar en la Tabla 21.

Tabla 21. Recobro absoluto a tres concentraciones dentro del intervalo establecido.

CONCENTRACION

20.00 10.00 0.50
% RECOBRO 93.5 93.7 94.8
EN 91.7 94.4 87.6
ORINA 91.1 92.1 94.5
PROMEDIO 92.1 934 923
DESV. EST 1.2 1.2 4.1
V. 1.3 1.3 44

% C.V. GLOBAL 2.5

Aun cuando no existe una especificacion para la prueba de recobro absoluto es
importante que la misma sea reproducible a lo largo del intervalo, ya que esto asegurara una
respuesta lineal y serd un indicativo de la reproducibilidad del método.

9.3.3.3. Precision y exactitud.

Los experimentos de precision y exactitud se llevaron a cabo durante dos dias,
analizando muestras homogéneas de orina adicionada, por quintuplicado, a tres
concentraciones no incluidas en la curva (0.6, 6.0 10.0 pg/mL). La cuantificacion se realizé
con una curva preparada a partir de pesada independiente y cargada en una matriz diferente
a la de las muestras.

Para cumplir con el criterio de aceptacion para la prueba de precision, el coeficiente de
variacion de las replicas debid de ser menor al 15.0%. tanto por dia, global y por nivel de
concentracion.

Para la exactitud el criterio empleado fue que la cuantificacion de las replicas no podia
diferir mas del 15% del valor real, tanto individual, global y por nivel de concentracion.

La Tabla 22 muestra los resultados obtenidos en el primer dia del experimento de
precision y exactitud. En este dia los resultados cumplieron con los criterios de aceptacion
previamente establecidos, ya que el coeficiente de variacion para las replicas fue menor a
15.0%, la diferencia de la concentracién cuantificada con respecto la tedrica no sobrepaso el
limite de 15.0% en ninguna de los casos.
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Tabla 22. Primer dia de exactitud y precision.

CONCENTRACION
TEORICA

16.00] 6.00] 0.60]
15.7 5.500 0.58)
ICONCENTRACION 15.75 5.9 0.59)
INTERPOLADA 15.53 5.5 0.58
15.85 5.72 0.57
15.27 5.63 0.58
PROMEDIO 15.62 5.65 0.58
DESV. EST 0.2 0.2 0.0
% C.V. 1.5 3.0 1.5
1.9 8.4 28
% DIFERENCIA 1.6| 1.7 0.8
RESPECTO A i 8.3 2.9

LA TEORICA 0.9 4.6 5
4.6 6.2 3.5
% DIFERENCIA 24 5.9] 3.0

PROMEDIO

La Tabla 23 muestra los resultados obtenidos en el segundo dia del experimento de
precision y exactitud. En este dia los resultados cumplieron con los criterios de aceptacion
previamente establecidos ya que el coeficiente de variacion para las replicas fue menor a
15.0%, la diferencia de la concentracién cuantificada con respecto la tedrica no sobrepaso el

limite de 15.0% ni individual ni global.

Tabla 23. Segundo dia de precision y exactitud.

CONCENTRACION
TEORICA

16.00 6.00 0.6
15.93) 5.85 0.64
(CONCENTRACION 15.47 5.54 0.63
INTERPOLADA 16.07 5.54 0.63
16.01 5.31 0.69)
14.65 5.85 0.68
PROMEDIO 15.63 5.62 0.66

DESV. EST 0.6 0.2 0.
% C.V. 38 4.1 4.2
0.5 25 6.3
% DIFERENCIA 33 7.7 5.7
RESPECTO A 0.4 7.6 5.0)
LLA TEORICA 0.0 114 14.4
5.4 2.6 14.(
% DIFERENCIA 2.3 6.4 9.2

PROMEDIO

La Tabla 24 muestra los resultados obtenidos para los dos dias del experimento de
precision y exactitud. Los resultados globales cumplicron con los criterios de aceptacion
previamente establecidos ya que el coeficiente de variacion para las replicas fue menor a
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15.0% y la diferencia de la concentracion cuantificada con respecto la tedrica no sobrepaso
el limite de 15.0%.

Tabla 24. Resultados globales de los experimentos de exactitud y precisién.

CONCENTRACION
TEORICA

16.00 6.0 0.6

15.93 5.85 0.64

CONCENTRACION 15.47 5.54 0.63

CUANTIFICADA 16.07] 5.54] 0.63)

16.01 5.3 0.6¢

14.65 5.85 (.68

157 5.50) (.58

15.75 500 {1.59

15.53 5.5( (.58

15.85 5.72 (.57

15.27 363 .58

PROMEDIO 15.62 5.63 0.62]

DESV. EST 0.4 (1.2 0.0

% C.V. 279 3.4 7.0

% DIFERENCIA 2.4 6.1 N
PROMEDIO

9.3.3.4. Selectividad

La selectividad fue probada inyectando secis blancos de orina de diferentes fuentes,
procesados de la misma manera que las muestras. El criterio de aceptacion de esta prueba
fue que ninguno de los blancos presentara senal al tiempo de retencion del Lisinopril. Los
seis blancos no presentaron sefal al tiempo de retencion del Lisinopril. En la figura 18 se
muestra un cromatograma tipico de un blanco de orina comparado con una solucion de orina

adicionada con Lisinopril a 10 pg/mL.
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Figura 18. Cromatograma tipico de un blanco de orina ( a la izquierda) contrastado contra
una solucion de orina adicionada a 10 pg/mL (a la derecha).

65



Los resultados de la verificacion del método demuestran, que el método se comporta de
manera lineal en el intervalo de 0.5-20 pg/mL. El recobro absoluto es reproducible a lo
largo del intervalo, lo que sumado a la precision y exactitud mostrada durante cuantificacion
de Lisinopril, comprueba que no es necesaria la utilizacion de un estandar interno. La
ausencia de sefial al tiempo de retencion de Lisinopril en los 6 blancos de orina de distintas
fuentes, permiten intuir que durante el anilisis de muestras el método se comportara de
manera selectiva. Dado que se utilizaron diferentes fuentes de orina para cargar las muestras
de la curva en el experimento de exactitud y precision durante los dos dias se analisis, se
comprueba que la concentracion cuantificada no se encuentra influenciado por la fuente de
orina utilizada.

De acuerdo a todos los resultados anteriores se determina que el método desarrollado
permite cuantificar de manera confiable al Lisinopril en orina humana a concentraciones
comprendidas entre 0.5 pg/mL y 20 pg/mL, con un procesamiento de muestra sencillo,
practicamente automatizado.
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10. CONCLUSIONES

Se establecieron las condiciones experimentales necesarias para cuantificar de manera
exacta y precisa Lisinopril en orina humana utilizando CLAR bidimensional, en un

intervalo de concentraciones de 0.5 pg/mL a 20u g/mL.

El tratamiento de la muestra propuesto fue sencillo en términos de manipulacion y tiempo
de ejecucion.

El sistema de cromatografia empleado proporcioné  parametros cromatograficos
adecuados, ya que el método desarrollado cumple con los requerimientos de sensibilidad,
exactitud y precision, para ser empleado en el analisis de muestras de estudios de
bioequivalencia.

Para que el método pueda emplearse en estudios de biodisponibilidad o bioequivalencia se
debera realizar la validacion formal del método.
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