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I. INTRODUCCION

El uso de técnicas analiticas muy sensibles es imprescindible para la cuantificacién de
compuestos que se encuentren en baja concentracion o acompafiados de una gran cantidad
de sustancias que pueden interferir con su determinacion. Por ejemplo, para el control de
calidad, que determina la eficacia y seguridad de los medicamentos, es necesario contar con
una técnica que permita su determinacién, asi como la de sus posibles productos de
degradacion fisica, quimica o metabdlica. Por otra parte, el analisis de los metabolitos en una
matriz biologica, es un aspecto fundamental en los estudios farmacocinéticos, ya que

determinan la biodisponibilidad y la duracién de la respuesta clinica.

Un ejemplo claro de la gran utilidad de la CLAR dentro de la industria farmacéutica es
el analisis cuali-cuantitativo de mezclas racémicas, en donde, por medios tradicionales como
la espectrofotometria UV no es posible porque las bandas de absorcidén de estos compuestos
se sobreponen por la similitud de sus estructuras quimicas. Mas aun, la absorbancia de
excipientes, sabores o algun otro principio activo en la forma farmacéutica pueden ocasionar

problemas adicionales para el analista.?

La narcolepsia es un trastorno de suefio caracterizado por estados de cataplejia y
episodios de suefio repentinos que afectan la vida cotidiana de las personas que la padecen.
El medicamento indicado para el tratamiento de este padecimiento se denomina Modiodal,

cuyo principio activo es modafinil.

El mecanismo a través del cual modafinil (mezcla de enantibmeros R- y S-)
promueven el estado de vigilia aun no esta completamente definido. Esta indicado
principalmente en el tratamiento de trastornos del suefio como el sindrome de apnea del
suefio e hipopnea y narcolepsia, asi como en otras enfermedades, por ejemplo, enfermedad
de Parkinson, enfermedad de Huntington, pacientes con esclerosis multiple y pacientes con
déficit de atencion. Es un estimulante del SNC que tiene poca dependencia, comparado con

otros farmacos estimulantes caracteristicos como las anfetaminas.
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RESUMEN

El modafinil es un farmaco promotor del estado de vigilia, que desde no hace mucho tiempo surgi6
como tratamiento para la narcolepsia. Su mecanismo de accidon todavia causa controversia, pero
recientemente se ha reportado que puede incrementar indirecta y parcialmente el estado de vigilia a
través de la inhibicién de la liberacion via serotonérgica de GABA. Es un compuesto quiral debido a su
sulféxido asimétrico, pero se usa como un racemato. La blsqueda por descifrar el mecanismo de
accion de la mezcla racémica, de cada enantiomero y de sus dos metabolitos mayoritarios, demanda
métodos analiticos eficientes para seguir el perfil farmacoldgico de estos compuestos. El propésito de
este trabajo fue hacer una busqueda bibliografica y a partir de las distintas técnicas y métodos
reportados para su cuantificacion en diferentes matrices, hacer un analisis evaluando todos los
pardmetros considerados en la determinacion. EI método mas adecuado fue el que usa un sistema
CLAR bidimensional, ya que el tiempo total de andlisis es de 30 minutos, sin requerir tiempo previo para
el tratamiento de la muestra. La Unica restriccién para usar este método es el costo que puede llegar a
alcanzar el sistema CLAR debido a los componentes que lo conforman. Se demostré también que la
cuantificacion se puede llevar a cabo usando columnas convencionales C18 o columnas quirales
derivadas de ciclodextrinas o amilosa.
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Actualmente el interés clinico de la farmacologia de modafinil es creciente, como se
menciona anteriormente, ain no esta bien definido el mecanismo de accion de cada uno de
sus enantidmeros. Se encuentran reportados métodos analiticos que permiten su
cuantificacion en plasma, suero y orina por CLAR que describen el uso de esta técnica

acoplado a un detector de masas empleando una columna enantioselectiva.

Este trabajo presenta el andlisis tedrico de los métodos existentes para la
determinacion de modafinil, comparando ventajas y desventajas de lo reportado en la
literatura para finalmente proponer un método analitico para el analisis de modafinil en
plasma. Este tipo de muestras bioldgicas, son de suma importancia para monitorear el

comportamiento de este farmaco en estudios farmacocinéticos y toxicologicos.

Il. MARCO TEORICO

1. CROMATOGRAFIA DE LIQUIDOS DE ALTA RESOLUCION

La cromatografia liquida se ha convertido en una de las técnicas mas versatiles de las que
dispone el analista debido a su sencillez y capacidad para obtener separaciones de alta
resolucion. Se pueden desarrollar separaciones basadas en caracteristicas tan diversas
como la polaridad de los solutos, su naturaleza idnica, su peso molecular, su capacidad de

particion o su capacidad para formar complejos.*®

En la actualidad la CLAR es ampliamente utilizada debido a que presenta una alta
sensibilidad y se puede adaptar facilmente a determinaciones cuantitativas exactas. Su
campo de aplicacion cubre una gran parte del dmbito cientifico y su éxito se debe a la
posibilidad de actuar de forma muy precisa sobre la selectividad entre los compuestos a
través de la eleccion de la columna y de la composicién del eluyente, es decir, al sacar
partido de las interacciones disolucion / fase movil / fase estacionaria. Se extiende a una gran
diversidad de sustancias como aminoacidos, proteinas, hidrocarburos, carbohidratos,
farmacos, terpenoides, plaguicidas, antibioticos, esteroides y una gran cantidad de

sustancias inorganicas. Figura 1.2’
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Cabe mencionar que la CLAR disfruta de un seguro incremento en ventas de
instrumental y publicaciones que describen aplicaciones nuevas e innovadoras. Algunas
areas de reciente crecimiento incluyen la miniaturalizacién de los sistemas de CLAR, analisis
de acidos nucleicos, proteinas intactas y digeridas, andlisis de carbohidratos y analisis
quiral.*

La cromatografia es una poderosa técnica de separacion que tiene aplicacion en todas
las ramas de la ciencia y esta basado en un proceso de migracion diferencial en el cual los
componentes de una mezcla son transportados por una fase mavil, gas o liquido y retenidos
selectivamente por una fase estacionaria que puede ser un liquido o un sélido, ambas fases

son inmiscibles.’

* Orina

* Plasma / suero

* Compuestos
enddgenos y

exogenos * Aminoéacidos

* Farmacos
* Antibiéticos
* Analgésicos

ANALISIS
FARMACEUTICO

ANALISIS CLINICO

* Acidos nucleicos
* Lipidos
* Esteroides

CONTROL
CONTAMINACION

* lones en agua
* Pesticidas

* Sustancias
cancerigenas

* Vitaminas
ANALISIS
BIOQUIMICO
CAMPOS DE APLICACION
ANALISIS
INDUSTRIAL
ANALISIS
ALIMENTARIO * Diversas areas
* Control de

* Micronutrientes
* Aditivos
* Contaminantes

Procesos

Figura 1 Campos de Aplicacién de la Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucién.?’
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2. ORIGEN DE LA CROMATOGRAFIA

A principios del siglo XX, el botanico ruso Mikhail S. Tswett (1906) realizé por primera vez la
técnica cromatografica para intentar aislar los pigmentos de plantas, haciendo pasar
disoluciones de estos compuestos a través de una columna de vidrio rellena con carbonato
de calcio finamente dividido. Las especies separadas aparecian como siete bandas
coloreadas en la columna a las que denomino “cromatograma”, lo que justifica el nombre que
eligié para el método que deriva de las palabras griegas chroma, que significa “color”, y
graphein, que significa "escrito" (literalmente "escritura de color") para describir su "colorido"
experimento. * 7 2> 26

En 1941, Martin y Synge, quienes no habian tenido éxito al usar la extraccién por
contracorriente para la separacién de aminoacidos en muestras de lana, desarrollaron un
proceso de cromatografia liquida en la cual utilizaron una columna empaquetada que
contenia gel de silice saturado en agua y una fase moévil de butanol-cloroformo. Estos
autores perfeccionaron las técnicas experimentales y explicaron los aspectos tedricos del
procedimiento tan detenidamente que en 1952 se les otorgd el premio Nobel por este

trabajo.®

Afos después la cromatografia liquida seguia llevandose a cabo en columnas abiertas
de vidrio de 15-20 cm de longitud por 1-4 cm de didmetro interno, las cuales se rellenaban
con una fase fija (silice, alimina) y se hacia fluir una muestra a través de ella mediante la

adicién continua de una fase mévil por efecto de la gravedad (figura 2).%*>

Sin embargo, con el paso del tiempo los investigadores se dieron cuenta de que
podian aumentar la eficiencia de las separaciones al disminuir el tamafo de particula de los
rellenos de las columnas. Siendo asi hasta finales de los afios sesenta cuando se desarrolla
la tecnologia adecuada para producir y utilizar rellenos de tamafio de particula tan pequefios
como los del orden de 3 a 10 ym, generando también la necesidad de utilizar altas presiones

para lograr que fluya la fase movil.*?
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Adicidn
de muestra Elucion 1 Elucidn 2 Elucion 3

(Neg/ru) . s 4 4

. . Nota: El componente
azul, puede eluirse con
5 EtOH/agua

(] [

Figura 2 Extraccién de pigmentos de una planta por cromatografia en columna de vidrio. Un solo cartucho
puede separar los tres componentes. °

De esta manera surge, la técnica de la CLAR, que requiere de instrumental especial

que permita trabajar con altas presiones requeridas. > *> ¢

3. DEFINICION

La CLAR o, en inglés HPLC, debido a las altas presiones requeridas (1,000 a 7,000 psi), es
esencialmente un método fisico-quimico basado en la separacion de una mezcla de
compuestos a partir de su distribucion e interaccidon selectiva entre los solutos en dos fases
inmiscibles, una fija o estacionaria y una movil que se desplaza a altas presiones a traves de
fase fija haciendo uso de instrumentacién automatizada de alta eficiencia (tanto como 20,000

N/m).3, 5,12,19

4. OBJETIVO DE LA CROMATOGRAFIA

El principal objetivo de la cromatografia es separar los componentes de una muestra. Dicha

separacion depende de los anchos de los picos y de los espaciamientos de tiempo y volumen
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entre picos. Como resultado se puede obtener, una separacion eficaz de pares de

componentes con bandas angostas o anchas.

Esta preferencia hacia las bandas angostas se cuantifica mediante los siguientes

parametros cromatogréaficos: Eficiencia, Resolucién, N y Coeficiente de reparto.?®

5. VENTAJAS DE CLAR

Eficiencia. Los detectores empleados son capaces de detectar cantidades del analito muy
pequefias y generalmente son detectores no destructivos, por lo que este método puede ser
empleado no solo para la cuantificacion de los productos sin degradar y/o degradados, sino

también para el aislamiento y la identificacién de los mismos.* ©

Economia. Aunque el costo inicial del equipo y disolventes son altos, se compensa con la
rapidez del analisis, la cantidad de informacion obtenida, la pequefa cantidad de muestra y el
namero de analisis que se puede realizar por jornada laboral, lo que hace del mismo un
método analitico ideal. EI material de relleno usado en las columnas son particulas muy
pequefias (3-50 ym) que permiten aumentar la eficiencia de la separacién de las muestras,
ademas en muchos casos las columnas usadas generalmente son reutilizables para otros

analitos.®

Temperatura. Debido a que el proceso cromatografico se realiza por cromatografia a

temperatura ambiente, la ruptura de compuestos termolabiles dentro de la columna es poco
frecuente, ademas se evita la preparacion de derivados que permitan estabilizar el

compuesto.®

Mezclas de compuestos. Se pueden lograr separaciones en minutos de varios analitos

presentes en una misma muestra ya que las presiones y la velocidad de flujo pueden ser

controladas. °
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Lo mas reciente en deteccion para la CLAR, refiriéndose en la selectividad se ha visto
con el uso de espectrometria de masas (MS) y por algunas aplicaciones esto puede ser visto
como el método de deteccion ideal. Sin embargo, mas consideraciones vanas tales como el
tamafio de la instrumentacion y su accesibilidad queda limitada debido al costo que
representa el acoplamiento de masas a la cromatografia de liquidos de alta resolucion
(CLAR-MS).?##

6. TECNICAS DE SEPARACION CROMATOGRAFICA

Por técnicas de separacion cromatograficas se entienden las formas de poner en contacto
las muestras problema con la fase movil y estacionaria, la mas habitual es la técnica de
elucién. La cromatografia de elucidon consiste en que una unica cantidad de la muestra
disuelta en la fase movil se introduce en la parte superior de la columna (donde se encuentra
la fase estacionaria) después de lo cual la mezcla se distribuye entre ambas fases y
posteriormente, se agrega de forma continua fase mavil (eluyente), lo que hace avanzar la
muestra dentro de la columna en una serie de transiciones entre la fase movil y estacionaria.
El movimiento de los solutos (componentes de la mezcla) tiene lugar sélo en la fase movil y

la velocidad media de avance depende del tiempo que el soluto permanece en esta fase.”

El andlisis frontal es la técnica donde se alimenta continuamente a la columna con una
solucién de la muestra, de esta forma se obtienen datos termodinamicos. Cuando la columna

se satura comienzan a eluir los solutos en el eluyente.

En el andlisis por desplazamiento se introduce a muestra como una solucion en una
sola porcion, pero se hace que los componentes bajen por la columna por la adicién continua
de una solucion que es mas afin por la fase estacionaria que cualquier otro de los
componentes de la muestra. La concentracion de cada uno de los componentes puede
determinarse por las distancias del cromatograma. Esta técnica se utiliza frecuentemente en

escala preparativa.
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7. MECANISMO DE LA SEPARACION

El proceso de separacion depende de diversos mecanismos que se relacionan directamente
con la naturaleza quimica de la fase estacionaria, los solutos de interés y la fase movil.

Figuras 3y 4.

Por lo tanto la retencion se debe a la competencia que se establece entre:
Fase movil-Superficie adsorbente
Analito-Superficie Adsorbente

Si las fuerzas de interaccion de la fase estacionaria con el analito son débiles, este
sera poco retenido y eluira cerca del top. En cambio, si la interaccion es muy fuerte su elucion
se vera retardada e incluso puede quedar retenido en la fase estacionaria, sin eluir del

sistema.

El proceso de adsorcion de los analitos sobre una fase estacionaria polar como la silice

o la alumina esta gobernado por interacciones especificas entre los grupos polares de la

superficie adsorbente y los del analito. Las interacciones mas representativas son:3 3!

a. Interaccion dipolo-dipolo. Esto es usual para los disolventes polares, como HO,
MeOH y ACN. A causa de la diferencia de electronegatividad existente entre algunos
agrupamientos, se produce una localizacion de carga, formandose un dipolo de tipo
permanente. Si la molécula del soluto es polar, se vera atraida por los dipolos de la

fase movil y se unird electrostaticamente a ellos, siendo eluida.*

b. Interaccidon por puentes de hidrégeno. El establecimiento de puentes de

hidrégeno entre fase movil y solutos adquiere mas importancia si es mayor la
capacidad donadora del dador de protones y, por otro lado la capacidad aceptora de las

moléculas. La probabilidad de que surjan enlaces por puentes de hidrégeno sera mas
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considerable cuando las moléculas dadoras sean acidos, y las aceptoras, de naturaleza

mas bien basica.>?

MUESTRA
PESO MOLECULAR MAYOR PESO MOLECULAR MENOR
DE 2000 DE 2000
SEC CROMATOGR HC
Cromatografia REF\/AIESFES A AFIA DE 'NTIEg’ffI(A:“C")B'O INTERACCION
de exclusién AFINIDAD HIDROFOBICA

ﬁ‘ﬁ

SOLUBLE EN SOLUBLE EN
HEXANO METANOL

GPC GFC

Figura 3. Representacion esquemaética de la metodologia general para la seleccién de una modalidad de
separacion cromatografica. GPC= Cromatografia de Permeacion de Gel. GFC= Cromatografia de Filtracion en

1
Ge|.30, 3
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MUESTRA
PESO MOLECULAR MAYOR PESO MOLECULAR MENOR
DE 2000 DE 2000
SOLUBLE EN
DISOLVENTE SOLUBLE
ORGANICO EN AGUA
\ | [ \
SOLUBLE EN SOLUBLE EN - -
NO IONICO
HEXANO METANOL IONICO
\
7 1 \ \ \ -
tsc | | BPcrP BPC-NP CpC ec | | Brc-NP | | BPC-RP IPC cll
BPC-RP |- cm EC

Figura 4. Seleccion de modalidades cromatogréficas: LSC= Cromatografia Fase Normal de Absorcion; BPC-
RP= Cromatografia de Fase Reversa Enlazada; BPC-NP= Cromatografia de Fase Normal Enlazada; IPC=

Cromatografia de Pares lonicos; EC= Electro Cromatografia; Cll= Cromatografia de Intercambio Iénico; CM=

Cromatografia Micelar; CPC= Cromatografia de Particién Centrifuga.®* 3"

8. CLASIFICACION DE CLAR

La cromatografia puede clasificarse segun la naturaleza fisica de las fases, en la clase de
equilibrios implicados en la transferencia de solutos entre las fases (el fenédmeno fisico-
quimico originario del coeficiente de distribucion K), y el procedimiento utilizado. Figura 6. Sin
embargo, la clasificacion a continuacién en las Tablas 1 y 2 da prioridad a la naturaleza de

las fases presentes.’

Cuando la fase movil es un gas, las técnicas cromatogréaficas pueden dividirse en:

10
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Cromatografia_gas-liguido. La fase movil es un gas y la fase estacionaria es un

liquido inmovilizado por impregnacion o por enlaces sobre un soporte inerte que puede

ser simplemente la pared de la columna.

Cromatografia gas-sélido. La fase estacionaria es un soélido poroso (grafito o gel de

silice o aluminio) y la fase mévil es un gas. Este tipo de cromatografia de gases es muy

efectivo para analisis de mezclas de gases o de compuestos con bajo punto de

ebullicion.

Clasificacion General

Cromatografia de Liquidos (LC)
Fase Movil: Liquida

Tabla 1. Clasificacién de técnicas cromatogréficas.’

Técnicas Especificas

Liquido-Liquido

Liquido-fase unida quimicamente

Liquido-Sélido o adsorcion

Intercambio I6nico

Exclusién por tamafio

Fase Estacionaria

Liquido adsorbido sobre un sélido

Especies organicas enlazadas a una
superficie sélida
Sélido
Resina de Intercambio l6nico

Liquido en los intersticios de un soélido
polimero.

Tipo de Equilibrio

Distribucion entre liquidos

inmiscibles

Distribucién entre el liquido y la
superficie enlazada

Adsorcion

Intercambio I6nico

Distribucion/Exclusion

Cromatografia de Gases (GC)

Gas-Liquido

Gas-Fase unida quimicamente

Gas-Solido

Liquido absorbido entre un sélido
Especies organicas enlazadas a una
superficie sélida

Sélido

Distribucién entre un gas y un
liquido
Distribucion entre el liquido y la
superficie enlazada

Adsorcion

Cromatografia de Fluidos
Supercriticos (SFC)

Fase Movil: Fluido Supercritico

Especies organicas enlazadas a una
superficie solida

Distribucion entre el fluido
supercritico y la superficie enlazada.

Maria Fernanda Morales Guerrero
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Tabla 2. Divisién de la cromatografia de acuerdo al tipo de fase moévil.*>*

Nombre Fase Movil Fase Estacionaria
Cromatografia Gas-Liquido Gas Liguido
Cromatografia Gas-Sélido Gas Sélido
Cromatografia Liquido-Liquido Liguido Liguido
Cromatografia Liquido-Sélido Liquido Solido
Cromatografia Fase-Reversa Liguido Sélido

En el caso de la cromatografia liquida se emplea una fase movil liquida. La gran ventaja de la
cromatografia de liquidos reside en la comparacion de diversas propiedades de las fases
moviles con distintas fases estacionarias y diversos detectores. La cromatografia de liquidos

abarca diversas técnicas y muchas de ellas se clasifican con mas de un nombre. Tabla 3.3

a.Cromatografia liguido-soélido (adsorcion). La fase estacionaria es un soélido

finamente dividido sobre el que las moléculas se adhieren por un doble efecto de
adsorcion fisica y quimica. La separacidén se basa en repetidas etapas de adsorcion-

desorcion. Figura 5. El parametro fisico-quimico es el coeficiente de adsorcion.’

Si la muestra es soluble en disolventes no polares o0 moderadamente polares tales
como: hexano, diclorometano, cloroformo o éter etilico, entonces la cromatografia de
adsorcion es una buena opcion. EI mecanismo de la cromatografia de adsorcion
involucra la interaccién entre la molécula de la muestra y la fase estacionaria. Tal
interaccion es un caso de competencia en el que las moléculas de la fase movil y las
del soluto compiten por los sitios de adsorcion discretos sobre la superficie del
empaque de la columna. La interaccidon entre las moléculas del soluto y el adsorbente
es oOptima cuando los grupos funcionales del soluto se sobreponen exactamente a
estos sitios de adsorcion.®*

12
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b. Cromatografia de _intercambio _iénico. La fase estacionaria esta constituida por

una matriz polimérica que presenta una superficie cargada idGnicamente, por ejemplo
acidos carboxilicos 0 aminas cuaternarias, con carga contraria a la de la muestra y la
fase movil consta de una disolucion amortiguadora acuosa, en la que el pH y la
polaridad se encargan de controlar el tiempo de elusion. La fase estacionaria permite el

intercambio de estos contrapones maviles con iones del mismo signo de la muestra.

A medida que la fase movil pasa por la superficie, los solutos idnicos son retenidos
mediante la formacién de uniones quimicas electrostaticas con los grupos funcionales.

Las fases moviles utilizadas en este tipo de cromatografia siempre son liquidas.

Cuanto mayor sea la carga de la muestra, mas fuertemente sera atraida hacia la

superficie iénica y, por tanto, mas tiempo tardara en ser eluida.? **

Figura 5. Fendmenos de adsorcion y absorcion.”

c. Cromatografia_de _exclusidn o por_tamafio. También llamada cromatografia de

filtracion por gel o de permeacion por gel La fase fija es una sustancia polimérica que
esta formada por material que posee poros de dimensiones comprendidas entre ciertos
limites, llevando a cabo un fraccionamiento relacionado con el tamafio molecular. En

este caso el coeficiente de distribucion toma el nombre de coeficiente de difusion.8, °
13
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La moléculas de tamafio mayor son excluidas y eluyen primero, mientras que las mas

pequefias que penetran en los poros son retenidas mas tiempo.®

Este método es muy adecuado para la separacion de mezclas en las cuales los solutos

varian considerablemente de tamafio molecular. La fase movil en este tipo de

cromatografia puede ser liquida o gaseosa.?

Tabla 3. Division de la cromatografia de acuerdo al mecanismo de retencion.

Nombre Mecanismo de Retencién

Cromatografia de Adsorcién

Adsorcion a un Sélido

Cromatografia de Particién

Equilibrios de Particién en Fluidos

Cromatografia de Intercambio I6nico

Intercambio Iénico

CROMATOGRAFIA
GASES LIQUIDOS
GAS- SOLIDO GAS- LIQUIDO COLUMNA PLANA
CcCF
PAPEL
LIQUIDO- LIQUIDO- FASE INTERCAMBIO .
SOLIDO LIQUIDO oMU IONICO EXCLUSION
PERMEACION EN GEL FILTRACION EN GEL

25,26

Figura 6. Clasificacién de la cromatografia segun las caracteristicas de la Fase Mévil y la Fase Estacionaria.*®
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d. Cromatografia_de Afinidad. Permite la separacion de mezclas proteicas por su

afinidad o capacidad de union a un determinado ligando. En este caso, las proteinas
gue se retienen en la columna son aquellas que se unen especificamente a un ligando

que previamente se ha unido a la matriz de la columna.®*

Por ejemplo un inhibidor enzimatico o un anticuerpo, se utiliza especialmente en

separaciones bioquimicas.®

e. Cromatografia Liguido-Liguido o de reparto. Utiliza una fase estacionaria liquida

que forma una fina pelicula sobre la superficie de un material inerte y poroso que solo

desempefia un papel de apoyo.*®

Las moléculas de soluto se distribuyen entre los dos liquidos: uno es la fase movil y el
otro es la fase estacionaria, que se encuentran homogéneamente dispersas en un

soporte sélido, finamente dividido.*°

f. Cromatografia de pares idnicos. La cromatografia de pares i6nicos es un tipo de

cromatografia de reparto en fase reversa que se utiliza para la separacion y
determinacion de especies idnicas. En la cromatografia de pares ionicos la fase movil
esta constituida por una disolucién tampon acuosa que contiene un disolvente organico
como MeOH o ACN, y un compuesto iénico que aporta un contraidon de carga opuesta a
la del analito. Un contraidn es un ion que se combina con el i6n del analito para formar
una pareja de iones, que es una especie neutra que es retenida por el relleno de fase

reversa.’

g. Cromatografia_micelar. La cromatografia micelar, permite separar tanto analitos

neutros como cargados. La separacion de compuestos neutros, se basa en la adicién
de un tensoactivo cargado a una concentracion suficiente para formar micelas. Estos
analitos neutros se distribuyen entre la fase micelar y la fase acuosa en diferente

extensiéon dando lugar a su separacion. Las moléculas neutras interaccionan con la

15
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micela en diferente grado en funcion de su hidrofobicidad y adquieren de esta manera

movilidad.

h. Cromatografia quiral. El uso de fluidos supercriticos para separar enantiomeros es

una de las tareas mas importantes en diversas areas de investigacion, especialmente
en farmacos y agroquimicos. Esto porque, es bien sabido que dos formas enantidmeras
de una molécula pueden mostrar diferente actividad bioldgica. ElI uso de fluidos
supercriticos para separar, con eficiencias altas y tiempos de retencion cortos, la
isomeria es extremadamente ventajosa en este dificil trabajo. Se pueden utilizar
modificadores organicos para ver el efecto en la resolucién y valor de factor de

capacidad k'. Ejemplo de estos modificadores son metanol, etanol y 2-propanol.*

i. Cromatografia de fluidos supercriticos. La fase moévil es un fluido en estado

supercritico, como el diéxido de carbono a uso 50°C y 150 bares. La fase estacionaria
puede ser un solido o un liquido. En este tipo de cromatografia un fluido supercritico es
utilizado como fase mdvil, la fase estacionaria es un tipo de fase enlazada como en la
cromatografia de fase reversa o normal, incluso puede utilizar columnas que se utilizan
en cromatografia de gases como las de silice fundida recubierta con la fase

estacionaria de alto grado de entrecruzamiento.*®

j. Cromatografia de liguidos de fase enlazada. En casi todos los casos, como fase

estacionaria se utilizan compuestos unidos quimicamente a un soporte sélido de silice.
El medio poroso actlia Unicamente como un soporte para el agua, que se desempefa
como un agente de reparto. Figura 7. La fase estacionaria de cromatografia de reparto
es un liquido adsorbido o enlazado covalentemente en un sdlido inerte. La separacion
se fundamenta en el reparto del soluto entre la fase movil y la fase estacionaria. Esta
técnica se divide en “fase normal”, y “fase reversa”, cuyas principales diferencias

radican en las distintas polaridades de su fase estacionaria y mévil. Tabla 4.% *
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Fase normal. Se compone de una fase estacionaria de naturaleza fuertemente polar
(silice) y una fase mévil no polar (hexano, THF, etc.). La retencibn de cada
compuesto presente en una muestra se debe a la distinta solubilidad en la fase
movil (no polar) y afinidad en cuanto a la fase estacionaria (polar). Respectivamente
el analito menos polar es el primero en eluir y el mas polar sera el ultimo debido a
gue relativamente es el mas soluble en la fase mdvil y un aumento en la polaridad

de la fase mavil provoca una disminucion del tiempo de elucion.> ® 3

Fase reversa. Esta técnica a diferencia de la normal, se utiliza una fase estacionaria

de naturaleza no polar (hidrocarburo), mientras la fase mévil es un liquido polar
(agua o un alcohol). En este caso también la separacion de los compuestos se basa
en la afinidad por la fase estacionaria y la fase maovil (solubilidad). Los compuestos
gue permanecen mayor tiempo retenidos son los no polares y los mas polares
eluyen primero y un aumento en la polaridad de la fase movil aumenta el tiempo de
elucién. "0

Las caracteristicas de la cromatografia de fase reversa pueden enunciarse de la

siguiente forma:

* Analisis de compuestos no ionicos, ionicos e ionizables que pueden ser
separados en la misma columna y con la misma fase mévil.

= La fuerza de atraccion superficie no polar-soluto es débil.

= La adsorcion irreversible, frecuentemente es silica gel, raramente ocurre.

= La fase movil predominante es agua.

= El orden de elucion es predecible, en funcién de la hidrofobicidad del analito

y de su ionizacién.
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Tabla 4. Comparacioén de la cromatografia de liquidos en Fase Normal y Fase

5,30
Reversa.
Fase Normal Reversa
Polaridad del relleno Alta Baja
Polaridad del disolvente Baja Alta
Orden de elucién Primero el menos polar Primero el més polar
Efecto del incremento de polaridad Reduce los tiempos de ) y
) y Aumenta los tiempos de retencién
del disolvente retencion

La retencién y selectividad se controlan fundamentalmente con la composicion de la fase
movil. Por lo tanto, para obtener una fase mévil de fuerza de elucion Optima, se ensayan
mezclas de H,O, MeOH, ACN o THF en H,0. *°,**

FASE MOVIL FASE MOVIL
NO POLAR POLAR
OH FOCO
. polar
H OH
OH OH
OH OH

OH Semi
polar

T w
=0
e
=
Superficie no polar de la fase estacionaria

Superficie polar de la fase estacionaria

A B

Figura 7. A. Cromatografia de Liquidos en fase Normal; B. Cromatografia en fase reversa. Los circulos
representan los tipos de compuestos presentes en la muestra e indican su orden de elusién en direccién del

flujo de la fase mévil.>
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La siguiente clasificacion referida en la figura 8, involucra todas las caracteristicas

importantes que se toman en cuenta en la eleccion de la técnica a utilizar, ademas de las

caracteristicas propias de las moléculas que se van a analizar:

PM<2000

Peso Estimado
de las Muestras

PM>2000

. Adsorcién en Fase Normal
Soluble
Enlace en Fase Normal
Orgénico-
Sgl 0 Metanol Enlace en Fase Reversa
S MeOH/H20-
Soluble
7 Permeacion en gel
Soluble 9
—— No lénico Fase Reversa
Fase Reversa Par
— I6nico/ Supresion
Acuoso- 2/ I6nica
| Z
Soluble o Intercambio
2/ l6nico
—— Péptido Fase Reversa
Organico- Permeacion Rango de PM Desconocido
Soluble en gel Rango de PM Conocido
7 7 r— pH2-7.5
—  Filtracion |
en Gel. 77 75
. Intercambio [  Cationico
lonico L Ani6nico
Acuoso-
7 Fase [ pH2-10
Soluble . p
L pH>10
— Interaccioén hidrofébica

Figura 8. Clasificacién de la cromatografia segun las caracteristicas de los solutos a analizar.>
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. FACTORES QUE AFECTAN LA SEPARACION

= Solubilidad.
= pH de la fase movil.
= Pureza de los disolventes.

= Desgasificacion y temperatura.

a.Efecto del pH en CLAR.

En CLAR de fase reversa, la retencion de los analitos es relacionada con su
hidrofobicidad. Entre mas hidrofobico es el analito, mas tiempo sera retenido. Cuando

un analito es ionizado y llega a ser menos hidrofobico, entonces su retencion decrece.

Los acidos pierden al menos un protdon y son ionizados cuando el pH se incrementa, las
bases ganan al menos un proton y son ionizados cuando el pH disminuye. Es por esto
gue, cuando se trata de separar mezclas por CLAR de fase reversa que contienen
acidos y/o bases, se vuelve necesario el control del pH de la fase mévil usando un

amortiguador apropiado para conseguir resultados reproducibles.

En ocasiones se desarrollan métodos en CLAR de fase reversa usando amortiguadores

que tienen poca o ninguna capacidad reguladora en un pH especifico de la fase movil.

Para métodos mas robustos, es recomendable que las separaciones se desarrollen en
una fase movil con un pH en donde la retencién de los analitos sea poco afectada.
Cuando se separan bases, por ejemplo, fases mdéviles con un amortiguador acido
usualmente muestran mejor reproducibilidad que fases maoviles con amortiguadores

neutros.

La concentracion del amortiguador sobre la fase moévil usualmente tiene poco efecto
sobre la retencion en CLAR de fase reversa, mientras mas alta es la concentracion del
amortiguador mayor sera el control del pH. Una concentracion del amortiguador en el

rango de 20 a 50 uM es adecuada para la mayoria de las aplicaciones en fase reversa.’®
20
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Figura 9. El efecto del pH en la retencion de acidos y bases. Grado de disociacion de dos acidos débiles

y grado de protonacion de dos bases débiles en funcién de pH. °

b.Efecto de la temperatura en CLAR.

La temperatura es una variable que afecta la estabilidad de la muestra, la resolucion
cromatografica y la deteccion. El control de la temperatura en cada paso es esencial en
CLAR. La llegada de la inyeccién automatica ha significado que las muestras sean
frecuentemente guardadas por periodos de horas a dias esperando ser inyectadas.
Muchas muestras son indefinidamente estables, aunque algunas otras, particularmente
aguellas de origen biolégico son altamente Iabiles. Incluso simples compuestos
sintéticos pueden descomponerse mientras esperan ser inyectados. Por consiguiente,

la estabilidad de la muestra es esencial para el desarrollo del método por HPLC.
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El tiempo de retencion de un compuesto depende no solamente del tipo de fase
estacionaria, sino también de la temperatura de la columna. Por esta razon es

importante considerar la importancia de la temperatura en la separacién por CLAR.

El resultado general de un aumento en temperatura es disminuir los tiempos de la
retencién de todos los picos en el cromatograma. Un ejemplo comun en el cual la
retencion incrementa al aumentar la temperatura es en CFR o Cll de proteinas. En este
caso, el aumento de temperatura permite desdoblar e incrementar potencialmente los
sitios de contacto para la adsorcion. En CPG, el incremento en el volumen

hidrodindmico asociado con el desdoblamiento puede disminuir la retencién.

Esto se acompafia a menudo por una cierta disminucién en la resolucion de la muestra
apenas como en el caso de aumentar la fuerza de elucién. En otros casos, los picos
dentro del cromatograma pueden cambiar sus posiciones relativas mientras que se
varia la temperatura, y ésta conduce a alteraciones mas complejas en la separacién, en
donde los tiempos de retencion disminuyen y en ocasiones los equilibrios involucrados

modifican y determinan el orden de elusién.

Los efectos de la temperatura en la eficiencia de la columna son extremadamente
pronunciados en CFR. Un incremento de temperatura reduce el ensanchamiento de
banda por la transferencia de masa intraparticula, la transferencia de masa interfacial y
la cinética de sorcion, pero aumenta el ensanchamiento de banda por los efectos de la
difusion longitudinal. En otras palabras, una temperatura elevada generalmente mejora
la cinética de adsorcion y desorcion, pero el ensanchamiento de la banda se
incrementa. Debido a la compleja interaccion de estos diferentes factores, al aumentar
la temperatura se ha observado una disminucion de H en separaciones de moléculas
pequefias, mientras que para separaciones macromoleculares se ha observado lo
contrario. Debido a estos efectos relacionados a la temperatura, es ventajoso llevar a
cabo un control de la temperatura de la columna, ya que manteniendo constante la

temperatura de la columna es mas probable mantener la misma separacion de forma
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cotidiana, y dentro de un dia. Si la separacion es apenas adecuada en temperaturas

mas bajas, puede no ser aceptable en temperaturas mas altas.

Las caracteristicas de la fase estacionaria también se afectan por la temperatura.
Fases con enlaces alquilo, son objeto de cambios irreversibles por la liberaciéon
hidrolitica de la fase enlazada desde el soporte. La hidrélisis se acelera a altas
temperaturas. En fases poliméricas puede incrementar la penetracion del disolvente en
la particula como consecuencia del hinchamiento, el cual puede provocar una

degradacion irreversible.

Varias moléculas, en particular grandes moléculas biolégicas, presentan una
conformacion definida que es en funcion de la temperatura. A bajas temperaturas, una
proteina globular, por ejemplo, esta tipicamente en una conformacién compactada, sin
exponer sus partes hidrofobicas con el disolvente. Cuando la temperatura se
incrementa, la proteina se desnaturaliza y el nucleo hidrofébico queda expuesto. La
forma desnaturalizada puede eluir con diferente tiempo de retencion que la forma
inicial. Si la transformacién es lenta, dos distintos picos se pueden registrar. Si la
transformacién es rapida, un solo pico ancho podra observarse entre los tiempos de
retencion de la forma inicial y la compactada. El cambio conformacional es
especialmente importante en la cromatografia de proteinas en fases adsortivas

hidrofébicas.

Los efectos de la temperatura en la respuesta del detector se pueden dividir en varias
categorias. La respuesta del detector puede ser dependiente de la temperatura de sus
componentes, esto es el porqué los detectores son normalmente calibrados antes del
andlisis. Los detectores de indice de refraccion son los méas sensibles a los cambios de
temperatura. Los espectrofotometros de luz UV-VIS han sido disefiados para ser
insensibles a los efectos del indice de refraccion. Debido a que un solo cambio de
indice de refraccibn puede cambiar la absorancia de 100 mAU/°C, el control de la

temperatura es importante para la deteccion UV-VIS de alta sensibilidad. También
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puede cambiar el espectro de absorcion UV, ocasionando cambios en los coeficientes

de extincion relativos.

La temperatura puede no ser una variable importante en varias separaciones
cromatograficas rutinarias, ya que las fluctuaciones en la temperatura ambiente son
suficientemente pequefias, que el efecto en la separacién es imperceptible, aunque
bajo ciertas circunstancias el control de la temperatura es critico. Muchos compuestos

labiles pueden requerir este control para evitar descomposicion dentro de la columna.

Para cromatografia quiral, la enantioselectividad, es seguida por una fuerte funcién de
la temperatura. La disminucion de la temperatura incrementa la enantioselectividad y
reduce el tiempo de retencion en la separacion de B bloqueadores en una fase quiral
estacionaria N-3,5-dinitrobenzoil-a-amino fosfonato. Para compuestos como naftaleno y

difenil, la retencién y resolucién disminuyen con CFR. Figura 10.

Resumiendo, se puede decir que el control de la temperatura puede ser necesario en la
autoinyeccion, elucién y deteccidén de la muestra. El control en la autoinyeccion es el
principalmente importante para evitar la degradaciéon de la muestra. La temperatura
afecta la elucion por los efectos de la eficiencia de la columna y selectividad y en la

conformacion del analito.®
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Figura 10. Separacion de citocromo c de conejo por CFR a alta velocidad A) 26°C; b) 42°C y ¢) 70°C.°

10. COMPONENTES DE LA CLAR

El equipo debe ser apto para resolver y trabajar con muestras de diferente tipo y realizar el
méaximo de operaciones, tales como, programacion de fase movil, recoleccion de fracciones a

la salida de la columna, etc.

Para tener rapidez en el andlisis es necesario contar con materiales de relleno de
columna de alta eficiencia y que el instrumento posea sistemas de bombeo de alta presion

para la fase movil.

La reproducibilidad y estabilidad son caracteristicas esenciales si se quiere obtener del

instrumento un funcionamiento efectivo a largo plazo.

Debe proporcionar un control adecuado sobre los parametros de operacion, tales
como el flujo de la fase movil, la temperatura, presiéon, composicion de la fase movil, etc., y
para ello debe contar con control de temperatura y flujo, sistema de bombeo de alta presion,
programadores de fase mévil (gradiente), detector, etc.
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Un buen instrumento, ademas de trabajar con pequefas cantidades de muestra, debe
generar sefales de intensidad apreciables. La sensibilidad de todo cromatégrafo de liquidos

depende sobre todo del sistema de deteccidn que utiliza.

La instrumentacion general para un cromatografo de liquidos incorpora los siguientes

componentes:

a. Recipientes. Un recipiente para la fase movil. Puede ser uno o mas recipientes de
vidrio, plasticos inertes o de acero inoxidable para la fase mévil, cada uno de los cuales

contiene de 200 a 1000 mL de un disolvente.®, 1!

La toma del disolvente generalmente se hace a través de un filtro entre 0.45-2 ym de
porosidad, para remover pequefas particulas que pueden obstruir y dafiar el sistema

de bombeo y la columna.

Es importante también considerar la desgasificaciéon de la fase movil, pues muchas
veces, especialmente con fases moviles polares, hay una marcada tendencia del
oxigeno y otros gases a disolverse en el liquido. Si estos gases se desgasifican dentro
del instrumento y forman burbujas, pueden afectar seriamente el funcionamiento del
detector y la eficiencia de la columna. Para realizar la desgasificacion se pueden
emplear diferentes instrumentos, la aplicacién de vacio al recipiente que contiene la
fase movil mientras se agita con un agitador magnético, empleando un sonicador o bien

empleando el modulo de desgasificacién con que cuentan diferentes equipos.*® *

b. Sistema _de bombeo. El cual se considera el componente mas importante de la

cromatografia de liquidos ya que impulsa a la fase mévil hacia el inyector y permite el
arrastre de la muestra a través de la columna de manera exacta y precisa. Las
columnas utilizadas estan rellenas de materiales especiales de particulas muy

pequefias, lo cual hace que la resistencia al flujo de la fase moévil sea muy elevada.® **

Los aspectos mas importantes en el sistema de bombeo son:
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= Quimicamente inerte.

= Presion maxima de operacion. (5,000 psi).

= Intervalos de volumenes obtenibles (entre 0.5y 10 mL/min).

* Reproducibilidad y constancia del flujo (aproximadamente 1 %).

= Caracteristicas del flujo (gradiente, cambio rapido de disolvente).

También es importante que tengan resistencia a liquidos corrosivos, asi como la

facilidad para efectuar el cambio de fases méviles y la limpieza del sistema.*>*’

Existen diferentes tipos de bombas:

= Piston reciprocante (las mas comunes).
= Piston reciprocante de doble cabeza.

» Bombas de jeringa (mas empleadas en SFC y micro CLAR).’

c. Sistema_de_inyecciéon. Es un sistema manual o automatizado, el cual permite

introducir la muestra en solucion través de bucles de muestra sin interrumpir el flujo del
disolvente. Estos dispositivos son normalmente una parte integrada del equipo
cromatografico y pueden ser bucles intercambiables que permiten la eleccion de

tamafios de muestra desde 5 a 500 pL.°

Las muestras deben ser introducidas en la entrada de la columna con un minimo de

turbulencia. Para lo cual hay dos modos de trabajo:

* Flujo detenido.

* Flujo de disolvente
Hay tres tipos basicos de inyectores:

1. Flujo detenido. Se hace una inyeccion a presion atmosférica, el sistema es cerrado

y el flujo es reiniciado (generalmente el sistema mantiene la presion en operacion).
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Esta técnica es empleada porque la difusion en liquidos es pequefia y la resolucion
generalmente no es afectada.

2. Septum. Son inyectores semejantes a los empleados en cromatografia de gases.
Estos inyectores son usados a presiones de 60-70 atm. Desafortunadamente, el
septum no es compatible con todos los disolventes empleados en cromatografia de
liguidos. Ademas las pequefias particulas de gotas en el inyector pueden provocar
problemas para entrar. *°

3. Valvulas loop. Este tipo de inyector es el empleado mas comunmente para

volimenes mas grandes de 10 pL y frecuentemente son usados en sistemas
automatizados. En la posicion de llenado, la muestra en el loop es llenada a presiéon
atmosférica, cuando la valvula es abierta, la muestra en el loop se pasa a la
columna.'® Las valvulas inyectoras se fabrican solo de materiales inertes, como el

teflon y el acero inoxidable, y su disefio es tal que resisten presiones muy elevadas.

d. Precolumnas. En ocasiones para aumentar la vida media de la columna analitica, se

coloca una precolumna que elimina no solo las particulas en suspension y los
contaminantes de los disolventes, sino también componentes de la muestra que se

unen irreversiblemente a la fase estacionaria.®

e. Columna de separacion. Son tubos largos de acero inoxidable que contienen el

empaque necesario para efectuar la separacion deseada y son capaces de resistir altas

presiones.'

La capacidad de la columna depende de su longitud, diametro y material de relleno.’®
La longitud optima de la columna que es requerida para una particular separacion, es
dictaminada por el nimero de platos tedricos necesarios para dar una resolucion
deseable. Si la columna es muy pequefia, entonces claramente la columna no tendra
suficiente “capacidad de resolucion” para llevar a cabo la separacion y si esta es muy
larga el tiempo de andlisis sera muy largo. Las longitudes de columnas mas comunes

utilizados en CLAR oscilan entre 5-25 cm de longitud.
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A finales de los afios 70’s las columnas de CLAR fueron a menudo empacadas con
particulas de 10 uym (o incluso 20um). Actualmente, la mayoria de separaciones por
CLAR son llevadas a cabo con materiales de empaque donde el DI es de alrededor de
0.5-4.6 mm. Este diametro no surge por casualidad, cuando un soluto es inyectado
dentro de la columna se extiende axialmente (en direccién perpendicular al flujo) a la
cama de la columna. Si se extiende bastante lejos en esa direccion, alcanzara la pared
interior de la columna. En esta region incluso las columnas mejor empacadas tendran
algunas irregularidades en su empaque, las cuales pueden contribuir al
ensanchamiento a la banda cromatografica, y ademas una reduccion en la eficiencia.
Esa region de empaque irregular puede ser reducida, inicialmente por el uso de
columnas con superficies internas pulidas, pero nunca pueden ser eliminadas
completamente. Particulas mas pequefias daran una region irregular mas pequefia en
la pared de la columna, pero esta operacion afectara directamente a la presion del

sistema.'®

El uso de estas Ultimas columnas tiene ventajas cuando nos referimos a la CLAR
analitica. Por ejemplo: tienen una alta sensibilidad (hasta 100 veces mas), son mas
rapidas y, al usar menos cantidad de disolventes, son también mas econdmicas (hasta

100 veces menos de disolvente).

Los factores que afectan la eficiencia de una columna son los siguientes:

= Longitud de la columna.

= Diametro de la columna.

= Tamario de particulas del empaque de la columna.
= Naturaleza de las fases.

= Cantidad de fase estacionaria.

= Temperatura de la columna.

= Velocidad de flujo.

= Cantidad de muestra inyectada.

= Material del cual fue elaborada la columna.
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= Empaquetado de la columna.

= Viscosidad del disolvente.®

Actualmente existe una gran variedad de columnas de fase reversa, las cuales han sido
tratadas quimicamente para elevar su eficiencia y son también mas especificas para
diferentes compuestos, la mas comun es la C18 (empaque con soporte de silice unida

covalentemente a una cadena de 18 carbonos) la cual es estable.** *°

El material cominmente méas usado para el empaque de columnas para CLAR es la
silice. Puede ser usada sin modificacion o derivada quimicamente en los grupos
silanoles, permitiendo que la superficie quimica sea alterada para obtener diferentes

modos de cromatografia.

Preparada comunmente por la hidrolisis &cida del silicato de sodio seguida por la
emulsificacion de una mezcla de alcohol-agua y una subsecuente condensacién para
obtener un gel sdlido de silice. Esta es entonces lavada y secada para usarse como
empaque en las columnas para CLAR. Las condiciones especificas bajo las cuales este
procedimiento es llevado a cabo (pH, catélisis, temperatura) afectaran las propiedades

del material resultante. *°

La seleccion de la columna debe realizarse de acuerdo a la complejidad del analito y la
matriz empleada, pues esta una parte muy susceptible de saturarse por impurezas de

la matriz o concentracion empleada del analito. Figura 9.

Ultimamente se ha mejorado la tecnologia para empaquetar las columnas, lo que ha
permitido fabricar columnas de menor DI, longitud total y tamafio de particula

empacada.

Las columnas pueden ser tan estrechas como 1 mm (generalmente llamadas columnas
microboro). También hay columnas capilares de silice fundida (320 um; DI). Sin
embargo, el uso de estas columnas exige la utilizacion de un equipamiento especial

designado o modificado para manejar muy pequefios volumenes. Tamarfio de particulas
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tan pequefias como 1 ym pueden ser usadas, aunque su aplicacion es un poco mas

especializada.

COLUMNA HPLC

DIMENSIONES DE LA
FASE ESTACIONARIA COLUMNA
o TAMARO )
TIPO DE TAMANO DE LONGITUD DIAMETRO
SUPERFICIE DE PORO PARTICULA INTERNO
PROPIEDADES QUIMICAS PROPIEDADES FiSICAS
Selectividad / Factor de Capacidad Eficiencia / Velocidad

Figura 11. Caracteristicas de las columnas para CLAR seglin sus propiedades fisicoquimicas.™

Cuando el tamafio de particula disminuye, la presion requerida para mantener cualquier
velocidad de flujo dado se incrementa. Con columnas convencionales y con los
tamafios de particula mencionados anteriormente, las presiones de operacion varian de
aproximadamente de 250 psi a 5000 psi dependiendo de factores tales como la
viscosidad de la fase moévil y la velocidad de flujo. Esto hace que ademas de la
demanda del empaque de la columna debe ser capaz de resistir las presiones de

operacion sin un dafio estructural.

Ademas de los requisitos para la produccion de particulas pequefias, uniformes,
porosas y rigidas, una fase estacionaria para la CLAR debe ser facilmente disponible
en una forma pura y debe ser quimicamente resistente a los disolventes usados como
fases moviles (idealmente deberia ser estable a todos los valores de pH). Como es a

menudo encontrar en la CLAR, no hay materiales Unicos los cuales cumplan con todos
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los criterios, pero una variedad de soportes son usados, cada uno con sus ventajas y

desventajas.

f. Fase Movil. Aun cuando la fase movil no es parte del instrumental, el control de la

presion, el flujo y la composicion de la misma, son muy importantes.*®

La composicion del disolvente o fase movil es una de las variables que influencia la

separacion, por ello es importante conocer las caracteristicas:

* Que esté disponible comercialmente.

= Precio.

= Pureza y estabilidad, que no presente contaminantes. En la actualidad
contamos con productos de grado cromatografico. Bajo contenido de
impurezas

= No degradar o disolver la fase estacionaria.

= Miscible con otros disolventes para formar mezclas utiles.

= Ser compatible con el detector. Transparencia Optica (cuando se usan
detectores UV).

= Disuelva la muestra

= Que tenga baja viscosidad para reducir las caidas de presién.*®

= Que tenga una polaridad adecuada para permitir una retencidon conveniente
de la muestra en la columna.™ *°

Es indispensable que la muestra sea soluble en la fase movil para que pueda ser

transportada a través de la columna. Cuando se introducen muestras en disolucion,

puede presentarse precipitacion de la muestra dentro de la camara de inyeccién o en la

columna si el disolvente de la muestra y la fase movil son muy diferentes en polaridad.

Esto causaria pérdida de resolucion en la separacion por lo que se deben seleccionar

con cuidado.

32

Maria Fernanda Morales Guerrero




Determinacién de Modafinil por CLAR

La baja viscosidad de la fase movil es muy importante en la eficiencia de la separacion,
ya que influye en el efecto de transferencia de masa entre la fase movil y la fase
estacionaria. La fase movil debe ser compatible con el detector empleado lo que es
particularmente importante en el caso de programaciones de la fase mévil, puesto que
el cambio de composicion de ésta puede afectar el funcionamiento del detector; debe
ser de alta pureza, usualmente de grado espectroscopico 0 bien grado

cromatogréafico.™

Todos los disolventes de grado cromatogréafico, son filtrados cuidadosamente antes de
ponerse a la venta, sin embargo, pueden acumular particulas en suspension que
pueden perjudicar a los componentes del sistema CLAR. Estas particulas en
suspension pueden venir de varias fuentes, incluso de la exposicion al polvo en el aire
durante el trasvase al depdsito para disolvente, la exposicidbn a particulas del aire
durante el almacenamiento del disolvente en el depdsito o la degradacion lenta del

recipiente.

Las particulas suspendidas pueden ocasionar costosos dafios a la bomba, a las
precolumnas, y en general causar desgaste del sistema de CLAR. Los fabricantes de
equipo cromatografico tienen en cuenta este problema y recomiendan que se filtre y
desgasifiquen los disolventes antes de usarlos. En el instante que se abre un nuevo
recipiente de disolvente grado cromatografico, se expone el interior de este a la
atmosfera y empieza a acumular gases disueltos. El oxigeno disuelto que constituye el
21% de la atmésfera puede producir mayor interferencia en los detectores de

fluorescencia y electroquimicos.

El nitrdgeno disuelto es el otro componente de la atmdsfera que puede producir
burbujas en la columna analitica y cuando el disolvente entra al detector produce picos
falsos y desviaciones de la linea base. El anhidrido carbdnico disuelto generalmente es

la causa de los cambios de pH en la fase movil.
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Existen tres métodos comunes que se utilizan hoy para la filtracidbn previa de los

disolventes grado cromatografico:

1. Filtro a la entrada del disolvente.
2. Filtraciéon al vacio.
3. Filtracion en linea

Por otro lado, existen cuatro meétodos comunmente usados para desgasificar

disolventes grado cromatografico:

= Sonicacion.
= Burbujear Helio.
= Degasificacion electrénica en la linea del flujo.

= Desgasificacion al vacio en linea.

g. Detector. Es la parte del sistema que permite observar y ubicar en tiempo y espacio

la posicién de cada componente de una muestra a la salida de la columna.®

Esta conectado a la salida de la columna al monitor en tiempo real. El detector puede
ser el mas sofisticado y uno de los mas caros componentes del sistema

cromatogréafico.®

Existen diferentes tipos de detectores y se emplean de acuerdo a las caracteristicas de
los compuestos y tipo de elucién que depende del método analitico. De esta forma

pueden clasificarse como detectores de:

= UV- VIS: Longitud de onda fija y Longitud de onda variable
= Dispositivo de Diodos

= indice de Refraccion

* Fluorescencia

= Electroquimica

= Electroforesis Capilar
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= Dispersion Laser
= |R transformada de Fourier
= Conductividad

= Masas y Masas/Masas

El detector transforma las sefiales i6nicas, moléculas épticas entre otros, en sefales
eléctricas las cuales son proporcionales a la cantidad de analito que se encuentra en
ese momento en el detector. Esta sefial es entonces procesada por un integrador, el

cual es empleado para la cuantificacion del analito presente.
Los detectores pueden ser también clasificados en dos grandes categorias:

1. Detectores de propiedades de masa. Los detectores de propiedades de masa
responden por algun cambio en ciertas propiedades fisicas en el eluyente, donde esta
propiedad es comun en la fase movil y en el analito. Esta magnitud es alterada por la
presencia del analito y es donde surge la deteccion y cuantificacion. Un ejemplo es el
detector de indice de refraccion.

2. Detectores de propiedades del soluto. Los detectores de propiedades del soluto
responden a ciertas propiedades uUnicas del analito, tales como la fluorescencia,
actividad electroquimica, con absorcion pequefia o sin contribucién de la fase movil,

entre otros.
El detector debe tener ciertas propiedades generales como:

= Respuesta. Debe proporcionar una respuesta con la cual se identifique el
compuesto a cuantificar.

= Sensibilidad. La cual es variable y depende del la muestra. Esta limitada por
el nivel del ruido del instrumento.

= Ruido. Es la variacién de la sefial del instrumento que no es atribuida a la

muestra y que puede ser producida por fallas electrénicas, variaciones de
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flujo o temperatura, fluctuaciones en el voltaje, burbujas de aire atrapadas en
el detector, etc.

= Linealidad. Para utilizar la sefal generada por el detector como una medida
cuantitativa, dicha sefial debe guardar una relacion lineal con la
concentracion de la muestra.

= Estabilidad. Debe ser insensible a los cambios de temperatura y a la
variacion de flujo a la vez que ser compatible con programaciones de la fase
movil.™

El propésito de los detectores en un sistema CLAR es identificar la presencia de ciertos

componentes de interés en el eluyente. Dentro del detector el analito sufre algunas

interacciones fisicoquimicas, por las cuales el analito es reconocido.

El detector mas comun es el de absorcion UV-visible. Su funcionamiento se basa en la
absorcién de luz por parte de la muestra al pasar a través de ella un haz de luz
monocromatica ultravioleta. La respuesta de éste detector es selectiva, ya que soélo se
detectaran los compuestos que absorban la luz de la longitud de onda a la que opera el

detector.”®

El detector UV-visible tiene las siguientes caracteristicas:

= Es el adecuado para farmacos que poseen grupos cromoéforos con gran
absorciébn (también se utilizan para derivados que posean estas
caracteristicas) que puedan ser de longitud de onda fija, mas sensibles y
estables, o variable.

= Aunque la sensibilidad no es muy buena comparada con otros tipos de
detectores (por ejemplo de fluorescencia o electroquimica), la sensibilidad es
suficiente para la mayoria de analisis por CLAR.

= La simplicidad de su disefio y economia significa que los detectores de
absorbancia por UV no son generalmente caros en comparacion con otros

equipos de deteccion.
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Tabla 5. Propiedades de algunos detectores en CLAR™

Rango de (Caracteriza Gradiente

. Costo
Detector Propiedad Sensibilidad Selectividad aplicacion  al soluto? de )
_, relativo
elusion
UV-VIS * * * Kk * % % * * * *

UV-Vis Espectrofotométrico * * * % * * %k * % * * * *
Fluorescencia * % Kk * %k * * * * * * %k
indice de Refraccion * * * % * NO * k%

Electroquimico
* % Kk * % % * * % * * %k

(Amperométrico)

Espectrometria de Masas * %k * Kk * * * * Kk * * Kk * * Kk

* Bajo/Pobre; * * Moderado; * % *x Alto/Bueno

h. Reqgistrador. Es el sistema que se encarga de la captura, procesamiento y

almacenamiento de datos, el cual puede ser un integrador o una computadora con el

software adecuado para el procesamiento de datos cromatograficos. & %4

Disolventes
Desgasificador
Bomba
Inyector

Columna

Detector

Figura 12. Componentes basicos en un sistema de Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucion.
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11. PARAMETROS CROMATOGRAFICOS

Estos parametros definen en forma matematica las caracteristicas del proceso

cromatografico y son obtenidos a través del cromatograma de la separacién especifica.
Se describen a continuacion cada uno de los parametros cromatograficos:

a. Coeficiente de reparto (K). Cuando un soluto entra al sistema cromatografico

inmediatamente se reparte o distribuye entre la fase movil y la fase estacionaria. Si la
fase movil se para en cualquier momento, el soluto establece un equilibrio de
distribucion entre las dos fases. La concentracién en cada fase esta dada de por el

coeficiente de reparto: **

k- Ce
C.
Donde:

CE= Concentracion de soluto en la fase estacionaria (mol/L)
CM= Concentracion de soluto en la fase movil (mol/L)

b. Factor_de capacidad (k’). Es la relacion para describir las velocidades de

migracion de los analitos en las columnas y se interpreta considerando que mientras
mayor sea el valor de este factor menor es la velocidad de migracion de los solutos en
la columna.

Es un parametro que describe la velocidad de migracion de los analitos en la columna.
La k™ debe tener valores de 2 a 5. Si el valor es superior los tiempos de retencion son
demasiado largos.

Cuando k™ es pequefio (0-1), este factor indica resolucion limitante y valores de (2-10)

o tato)

mejoran la resolucion.

to
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C. Ecuacion _de Van Deemter. La forma de los picos cromatograficos es

influenciada por tres procesos que son: la difusion de remolino, la difusion longitudinal y
la transferencia de masas. Las magnitudes de estos cambios estan influenciadas por la
velocidad de flujo, el tamafio de particula del material de empaque, las velocidades de

difusioén y el grosor de la fase estacionaria. %°

La ecuacién de Van Deemter relaciona estos fendmenos con la velocidad lineal de flujo

(u) y la altura del plato (H).

H= A+(%)+Cu

Donde:

A = Difusién Remalino 6 Direcciones de flujo mdltiples.

B = Difusion longitudinal.

C = Contribucién de masa.

u = Es la velocidad de la fase movil que pasa por la columna.

d. Tiempo muerto (tg). Tiempo que tarda en eluir un compuesto que no es

retenido en la fase estacionaria, que es el mismo que tarda la fase mévil en salir de la
columna. Se puede calcular inyectando un disolvente mas débil que la fase movil (o un
compuesto que no sea retenido, en fase reversa se usa uracilo) y calculando su tiempo

de retencion.

e. Tiempo de retencién (tR). La retencidon neta de un analito es una funcién de

las interacciones del soluto-fase estacionaria, soluto-fase moévil e interacciones fase
movil-fase estacionaria que contribuyen a la retencion. La retencion neta de un analito
es igual a la suma del tiempo gastado en la fase mavil t,, y al tiempo gastado en la fase

estacionaria, ts: t.=ts+t,

Lo que significa que es el tiempo que tarda en aparecer el maximo del pico en la

elucién de un compuesto o tiempo que tarda un compuesto en salir de la columna.*®
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Si todas estas interacciones con la fase estacionaria son constantes, entonces la
retencidn y la selectividad son solamente funciones de la composicion de la fase movil.
Una fase movil sencilla generalmente puede ser compuesta de una mezcla de dos
disolventes: un disolvente débil A y un disolvente fuerte B. por ejemplo, un eluyente
tipico en fase reversa puede consistir de una mezcla de agua, el disolvente deébil en un
sistema de fase reversa, y un modificador fuerte organico tal como metanol o
acetonitrilo. De manera similar, un eluyente en fase normal, tipicamente consiste de
una mezcla de un disolvente débil como n-heptano y un modificador fuerte tal como

cloroformo o etil acetato.

t.=t,+(1+k)

f. Tiempo de retencion _reducido (t'r). Es el tiempo de retencion menos el

tiempo muerto.

g. Resolucién (R). Es una medida numérica del grado de separacion de dos

compuestos, en este término si se toma en cuenta el ensanchamiento de los picos, asi
gue la magnitud de este valor si permite asegurar la separacion de dos picos. Establece

la eficiencia del sistema.*°

Donde:

t, y t;= tiempos de retencion.

w, Yy w;= altura de los picos, obtenidos extrapolando los lados de los picos hasta la linea base
equivalentes a 40.

Si R>1,5 la separacion es total. La resolucidn es una variable adimensional por lo tanto

el try W deben estar en las mismas unidades.
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Factores que afectan la resolucion:

= Paraincrementar la resolucion se incrementa la longitud de la columna.

= Utilizando una fase fija constituida por particulas de menor tamafo.

= Disminucion del didmetro de la columna.

= Disminucion del tamafio de muestra.

» Seleccion adecuada de la fase movil.

= Seleccion adecuada de la fase estacionaria.
Empaquetamiento regular de la columna. *°
La velocidad de flujo tiene un efecto considerable sobre el tiempo de retencién de
los constituyentes de la muestra. A mayor velocidad de flujo menor tiempo de
retencion. La velocidad de flujo mas rapida puede o no mejorar la forma del pico,
pero la correlacion velocidad de flujo-tiempo de retencién es invariable.?®
Incrementando la temperatura de la columna decrece el tiempo de retencién para
todos los constituyentes de una muestra. Ademas se tiende a obtener mejores

separaciones aumentando la temperatura de la columna. *'

h. Volumen de retencion (VR). Se le denomina al volumen de fase moévil

requerido a eluir una sustancia de la columna.

V R = tR * F
Donde:
tr=Tiempo de retencion
F= Flujo

i. Volumen _muerto ( Vo ). Es el volumen de fase madvil en la columna, el cual

depende adicionalmente del volumen extracolumna hasta llegar al detector.

Donde:

D= Diametro de la columna.

L= Longitud de la columna.

0.65= 65% del volumen de la columna.

41

Maria Fernanda Morales Guerrero




Determinacién de Modafinil por CLAR

Figura 13. Porcién de un cromatograma registrando picos Gausianos mostrando tg en diferentes tipos de

cromatografias.*®

Maria Fernanda Morales Guerrero
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J. Factor de Selectividad (a). El factor de separacién o retencion relativa también

llamado selectividad, a describe la posicion relativa de dos picos adyacentes en un
cromatograma. Para su calculo se utiliza los tiempos de retencion corregidos, ya que la
separacion de los picos depende de la interaccidn selectiva con la fase estacionaria, es
decir el tiempo que permanecen en esta fase, y no el tiempo que emplean en recorrer

la columna a la velocidad de la fase moévil.

La selectividad de un sistema depende de la naturaleza de cada uno de los

componentes, fase mavil, columna y muestra, de su afinidad mutua y del modo en que

interaccionan entre si.>% *°

Donde:

t; y t,= tiempos de retencién.

k’'s= Factor de capacidad del compuesto B, que es el mas retenido.
k's= Factor de capacidad del compuesto A, que es el menos retenido.

k. Factor_de asimetria (As). La asimetria (tailing) es una de las formas mas

comunes de alejamiento de la curva Gaussiana y su medicién es importante puesto que
puede llevar, de acuerdo a su magnitud, a errores considerables de cuantificacién, e

incluso a oscurecer picos adyacentes.*°

Uno de los problemas frecuentemente en cromatografia es el tailing o asimetria, que
puede ser anterior o posterior respecto al maximo de retencion (As<l o As>1
respectivamente). La asimetria es normal en la cromatografia. Los picos perfectamente
gaussianos son realmente infrecuentes, pero es la magnitud de la desviacion de ese

ideal la que determina que pueda o no tolerarse.*
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Resumiendo, es el grado de coleo o asimetria de los picos, esto se puede observar

cuando T es mayor a 1, y también se puede observar el factor de cabeceo cuando T es

AS :W 0.05
2f

menor a 1.

Donde:
W05 = ancho del pico medida al 5.0% de su altura.
f = ancho del pico medido a partir del inicio del pico hacia la mitad de este a nivel de linea base.

Figura 14. Porcién de un cromatograma registrando picos Gausianos donde se muestra la asimetria.*?

l. Numero de Platos Tedricos (N). Se considera que una columna

cromatografica estd compuesta por una serie de estrechas capas horizontales y
contiguas separadas, a las que se les denomina plato tedrico. En cada uno de ellos
tiene lugar el equilibrio fisicoquimico del soluto entre la fase maovil y la fase estacionaria;
el movimiento del soluto, en el desarrollo cromatogréafico, consiste en una serie de
transferencias sucesivas de un plato al siguiente. Refleja el nimero de veces que el

soluto se distribuye entre las dos fases durante su paso a través de la columna.
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A un valor alto de N, se mejora la calidad de pico. El niumero de platos tedricos de una
columna, para un analito, se mide en funcion del tiempo de retencion (tr) y de la

anchura del pico (Wb).*®
El nimero de platos es indicativo de la eficiencia del empaque de la columna.®*

Se puede decir que cuantos mas anchos sean los picos menor nimero de ellos podran
resolverse en el mismo intervalo de tiempo, y por tanto podran separarse menos
componentes de la muestra. En otras palabras, cuanto mas puntiagudos sean los

picos, mejor es la columna. Establece la separacion del compuesto.

2

tr
Wy

N = N =16

L
H

Donde:

N= Numero de platos teoricos.
tr= Tiempo de retencion.

Wb= Ancho del pico 4c.

L= Longitud de la columna.
H= Altura del plato.

Variables que afectan la eficiencia:

 La eficiencia de la separacion aumenta cuando el nimero de platos tedricos
aumenta y disminuye la altura del plato.

= Longitud de la columna: Al aumentar la longitud de la columna, aumenta el
nameros de platos y la eficiencia aumenta.

= Viscosidad: Al disminuir la viscosidad, aumenta el nimeros de platos y disminuye
la altura del plato.

= Tamafo de la particula: A menor tamafio de particula, aumenta el nimero de

platos y disminuye la altura del plato, logrando mayor eficacia de la columna.
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m. Longitud de la columna (L). La longitud de la columna L esta dividida en N

equilibrios individuales de una misma altura H, numerados de 1 a n. El calculo se puede

obtener a partir de la eficiencia.>®

L=N*H

n. Altura Equivalente a un Plato Te6érico. Es una medida de la eficiencia de la

columna que involucra al numero de platos tedéricos (N) y la longitud de la columna (L)
Este parametro se calcula para compuestos de referencia, ya que permite comparar

columnas de longitud diferente, aungque no se trate de un valor constante.

Cuanto menor sea la altura del plato tedrico (H) mayor serd el nimero de platos
tedricos en una columna cromatografica y consecuentemente mayor sera la eficacia de
la misma. La medida cuantitativa de la eficiencia se hace mediante la altura de plato

tedrico (H). Por ello las separaciones de buena calidad se asocian con pequefios

valores de H*: L
H=—
N

0. Altura de plato reducida (h). En las cromatografias donde la fase mévil es un

liquido y para las columnas cuyo relleno esta formado por particulas esféricas, se aplica
frecuentemente la altura de plato reducida h, que tiene en cuenta el didmetro medio de

particulas dm. Esto permite comparar la eficiencia de las columnas rellenas de

particulas de tamafio diferente. Las columnas que tienen la misma relacién presentan

rendimiento similar.

Donde:

h= Altura de plato reducida
H= Altura del plato
dp= Diametro de particula

Si h <3 Columna buena
4< h = 5 Aceptable
= 6 Columna muy deteriorada
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Figura 15. Porcién de un cromatograma registrando picos Gausianos con sus respectivos parametros

cromatogréaficos.*®

p. Velocidad lineal (u). La velocidad lineal, de la fase movil, se mide con el

tiempo de transito de un soluto no retenido, ty. En cromatografia interactiva ningun
material puede eluir antes de este tiempo. Las unidades resultantes de la velocidad

lineal son cm/s.®* u=Ll
to

Donde:
L= Longitud de la columna
To= Tiempo muerto
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12. ADECUABILIDAD DEL SISTEMA

La adecuabilidad del sistema son pruebas utilizadas para verificar que el sistema
(instrumento, analista, equipo, sustancia de referencia entre otros) funciona correctamente,
con base en criterios establecidos previamente, que permitan asegurar la confiabilidad de los

resultados de un método analitico.*?

Las pruebas de adecuabilidad del sistema se basan en el concepto de que: el equipo e
instrumentos de medicion, las operaciones analiticas y las muestras que van a ser
analizadas constituyen un sistema integral, que puede ser evaluado como tal. Las
caracteristicas que se establecen como representativas de la adecuabilidad, dependen del
tipo de método a ser evaluado. Estas son importantes especialmente en el caso de los

métodos cromatograficos.’

Determinacion: Inyectar por quintuplicado la solucion del analito. Reportar la respuesta

del analito, calcular el CV y para cada inyeccién determinar:

= Factor de capacidad (k")
= Resolucion (R)
= Factor de coleo

= Numero de platos tedricos (N)
Criterios de aceptacion

» CV £ 2% para la respuesta analitica

= k'>2

» R>2

= Factor de coleo <2
= N>2000
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13. PREPARACION DE MUESTRA.

La preparacion de la muestra es una etapa decisiva en todo método de analisis, en especial
en la determinacion de microcomponentes (trazas) en donde la matriz que rodea al analito es

muy compleja, esto depende de varios factores que se mencionan a continuacion:

Propiedades fisicas y quimicas del analito.
Concentracion de analito en la muestra.
Naturaleza de la matriz en la muestra.

Forma en la que se presenta el analito en la muestra.

o &~ 0 dpoP

Compatibilidad de los medios de solubilizacion y extraccion con el sistema
cromatografico.
6. Tipo de detector.

7. Compatibilidad con el detector. %’

a. Tratamiento Previo.

La naturaleza de la muestra dicta el modo basico de preparar la solucién a inyectar. Si
la muestra es liquida puede inyectarse directamente previa filtracion, en cambio si es
un sélido es necesario molerlo y homogeneizarlo apropiadamente, y posteriormente las
sustancias a analizar presentes en la matriz sélida deben solubilizarse en un solvente
adecuado. Estos disolventes deben seleccionarse por su poder solubilizante del analito
y su bajo poder solubilizante de los componentes de la matriz de la muestra o de

aguellas sustancias que puedan dafiar las columnas o el equipo cromatografico.

Tanto para el tratamiento previo de las muestras, como para posteriores pasos de
purificacion pueden utilizarse todas las operaciones conocidas de la quimica analitica

como: liofilizacion, evaporacion, filtracion, centrifugacion, precipitacion y solubilizacion.
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b. Desproteinizacion.

Las proteinas presentes en las matrices biologicas deben eliminarse antes de inyectar
la muestra en el equipo para evitar que precipiten dentro. Esta operacion se denomina

desproteinizacion.

La desproteinizacion es una forma particular de la separacion de sustancias por
precipitacion. Se realiza agregando varios agentes, entre ellos: solventes organicos,
sales, acidos o cationes, o bien por ultrafiltracion. Los solventes organicos como el
MeOH, ACN o EtOH agregados a una solucién acuosa de una proteina, disminuyen su
solubilidad y, en condiciones adecuadas, inducen a su precipitacién. Cuanto menor sea

la polaridad del disolvente agregado mejor sera su capacidad de desproteinizacion.

c.Extraccion Liguido-Soélido.

La extraccion liquido-solido, también llamada lixiviaciébn, comprende la solubilizacion del
analito presente en una muestra solida previamente molida con un disolvente
adecuado, con la ayuda de agitacion. Las caracteristicas del disolvente de
solubilizacion, la cantidad de extracciones, la velocidad y el tiempo de agitacién
dependeran tanto de las caracteristicas del analito como de la matriz que lo rodea. Un
tipo especial de extraccidon liquido-solido emplea sistemas continuos con disolventes

calientes (Soxhlet) y se aplican a analitos poco solubles 0 a matrices muy complejas.

d.Extraccion Liguido-Liguido.

La extraccion liquido-liquido es la distribucion de una analito entre dos liquidos
inmiscibles. Esta técnica es una operacion muy lenta y tediosa, muy dependiente de la
habilidad del operador y que esta expuesta a numerosos problemas (formacion de
emulsiones, manipulacion de grandes cantidades de disolventes toxicos e inflamables,
peligro en evaporaciones finales, etc.). Adicionalmente, en el analisis de trazas debe

considerarse que los disolventes de extraccion pueden agregar nuevos compuestos a
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la muestra a analizar (sus propias impurezas) y que estos compuestos pueden interferir

en la determinaciéon del analito.

e.Filtracion.

Tanto las muestras como los estandares a inyectar deben estar totalmente libres de
particulas en suspension. Las particulas presentes en las muestras pueden rayar los
sellos del inyector, o bloquear algin componente del equipo cromatografico
especialmente tuberias o filtros de columnas. La filtracion de las muestras se realiza en
filtros desmontables o fijos que contienen membranas de 0.45 6 0.22 um de un material
apropiado. Estos filtros se seleccionan de a cuerdo a sus resistencia frente al disolvente

de disolucion de las muestras.

Se debe tener especialmente en cuenta la posible adsorcion de analito a las
membranas. Para ello se suele filtrar una solucion estandar de analito y se inyecta en el
equipo de CLAR tanto la muestra filtrada como la muestra sin filtrar y se compara la

concentracion hallada de analito en ambas.

f. Extraccion en fase solida.

La extraccion en fase sdlida (SPE) consiste en una extraccion liquido-sélido a través de
pequefias columnas o cartuchos de plastico (usualmente polipropileno) rellenadas con
cantidades variables (desde 100 hasta 500 mg) de distintos materiales similares a los
de CLAR. La extraccion tiene lugar mediante mecanismos de sorcion-desorcion de los

analitos en la superficie del material activo de las columnas.?

g.Derivatizacion.

En CLAR se pueden utilizar reacciones de derivatizacion antes o después de la
separacion (se prefiere antes), para aumentar la respuesta de un detector a un
determinado compuesto, o para disminuir la polaridad de una amina, por ejemplo. Las

reacciones de derivatizacibn mas utilizadas en CLAR se dirigen a la obtencién de
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derivados fluorescentes, siendo de menor importancia las que pretenden producir
cromoforos detectables al UV. También los isbmeros Opticos pueden derivarse para
formar diastereoisbmeros, que pueden separarse en columnas convencionales no

quirales.’

La sensibilidad de un método de separacion depende de su capacidad de carga y de la
naturaleza de los detectores disponibles. Esta sensibilidad es superior en CLAR en
comparacion con otros métodos que sélo trabajan en forma miniaturizada. Cabe aclarar
que para el analisis farmacéutico es mas importante la sensibilidad a la concentracion y
no a la masa. De la misma manera, en la deteccion por absorbancia y por fluorescencia
es también la sensibilidad a la concentracion y no a la cantidad minima detectable que

es relevante.*®
14. APLICACIONES CUALITATIVAS/CUANTITATIVAS

a. Aplicaciones Cualitativas. El analisis cualitativo se hace para la determinacion

del tiempo de retencion de compuestos puros conocidos que se supone que estan
presentes en la muestra. Estos valores son comparados después con los tiempos de
retencién de los picos producidos por la muestra. Esta aproximacion es valida solo
cuando todas las condiciones cromatograficas son idénticas, cuando se realizan todas

las medidas, y se usa la misma columna cromatogréfica para hacer dichas mediciones.

b. Aplicaciones Cuantitativas. Para que sea posible el analisis cuantitativo es

necesario que la respuesta del detector sea lineal con la concentracion; en cuyo caso,
la cantidad de cada compuesto en la muestra es proporcional al area de su pico

cromatogréafico.?®
15. METODOS DE CUANTIFICACION

a. Adicion de estandar. Los detectores proporcionan distintas respuestas para la

misma concentracién de dos solutos diferentes, 1o que hace necesaria la calibracion o

52

Maria Fernanda Morales Guerrero




Determinacién de Modafinil por CLAR

calculo del factor de respuesta del detector para cada analito. Para construir la recta de
calibrado se preparan unos patrones de concentraciones conocidas y proximas a la del
problema; se realiza la cromatografia para los patrones y se calcula el area de los picos
para cada patron. A continuacion se obtiene la grafica correspondiente, representando
en ordenadas la respuesta del detector (areas) y en abscisas la concentracion de los
patrones. Esta debe ser una recta que pasa por el origen. Obteniendo, posteriormente,
el cromatograma del problema, se interpola su area en la grafica, para determinar la

concentracion.®’

b. Normalizacion interna. Este procedimiento evita las incertidumbres asociadas

a la inyeccion de la muestra; es el método de la normalizacion de las éareas. Es
necesario que se separen todos los picos completamente. Permite conocer la
composicién de la muestra en porcentaje referida al total, la concentracion del analito

se calcula por la relacion de su area con el area total de los picos.

Cizﬁmo

Donde A es el area del pico y ZA, es la sumatoria de todas las areas del cromatograma.

C. Patron interno. Permite obtener mayor precision en la obtencién de la recta de

calibrado y por tanto en el andlisis cuantitativo, porque evita la incertidumbre causada
por la inyeccion de la muestra, reduce errores causados por variacion de las
condiciones. Es el método empleado cuando existe una gran manipulacion al preparar

la muestra.

La obtencién de la recta de calibrado difiere de lo expuesto anteriormente en que tanto
en la preparacion de los patrones como en la del analito, se aflade una cantidad
idéntica de una sustancia que actla de "patron interno”. La recta de calibrado se
obtiene representando en ordenadas el cociente (Area patrén/Area patrén interno)

frente a concentraciones de los patrones, en abscisas.

Las caracteristicas que debe cumplir la sustancia empleada como patrén interno son:
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= No ser un componente original de la muestra.
= Naturaleza similar al resto de los solutos.

- Agregarse en concentraciones similares a los analitos de interés. ’
16. VALIDACION DEL METODO

Es necesaria la validacion del método para verificar que los parametros de rendimiento son
adecuados para usarlos en la determinacion de modafinil, incorporar mejoras en el método,
ampliar el alcance del método para nuevas matrices, el control de calidad indique que el
método esta cambiando con el tiempo o que el método se use en un laboratorio diferente o

con diferentes analistas o instrumentos.®

a. Confirmacién de identificacion, Selectividad y Especificidad. La identidad

se establece cuando la sefial producida en la etapa de medicion puede ser atribuida
Gnicamente al analito y no a la presencia de algo similar o la coincidencia. La
selectividad y la especificidad evalian la confiabilidad de las mediciones ante la
presencia de interferencias; la segunda se considera por lo general como un 100% de
selectividad. Las interferencias pueden disminuir o aumentar la sefial atribuida al
analito.

Estos parametros no requieren mayor validacion cuando se utilizan procedimientos
normalizados para una matriz especifica, puesto que el trabajo ya lo han adelantado
quienes desarrollaron y validaron el método. En estos casos se deben tener en cuenta
las especificaciones sobre posibles interferencias y la manera de suprimirlas, si existen.
Sin embargo, el laboratorio debe considerar el estudio de las interferencias e la
validacioén si las matrices de las muestras que analiza son muy variadas y si en alguna
de ellas los interferentes se encuentran en niveles muy altos que pueden no ser
suprimidos por los procesos recomendados. Este seria un caso de ampliacion del
alcance del método para nuevas matrices.

La selectividad de un método se estudia adicionando de manera deliberada a una
muestra las interferencias que se crea tengan mayor probabilidad de estar presentes en
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las muestras. Si no se conoce a ciencia cierta la existencia o no de interferencias, se
puede valorar la selectividad del método por comparacion con la aplicacion de otro
método. La selectividad también puede estar afectada por la existencia del analito en
una muestra en mas de una forma como libre o enlazado, o en diferentes estados de

oxidacion.® "

b. Limite de deteccion (LOD). Se debe saber cual es la minima concentraciéon del

analito en la matriz biolégica que se puede detectar (ruido) confiablemente cuando se
aplica un método para el analisis de una muestra, aunque no existe un acuerdo
universal sobre la terminologia y existen varios criterios para su cuantificacion. En
algunos casos es suficiente brindar una indicacion del nivel en el que la deteccion se
toma menos confiable (promedio de lectura de blancos del método mas tres veces su
desviacion estandar) pero resulta conveniente aplicar una metodologia mas exacta; en

cualquier caso se recomienda informar el mecanismo seleccionado.® "

C. Limite de cuantificacion (LOQ). El LOQ es la minima concentracién de analito

que se puede determinar con un nivel aceptable de precision (repetibilidad) y exactitud.
Varias convenciones lo definen como la concentracion del analito correspondiente al
valor del blanco mas 5, 6 6 10 desviaciones estandar de la media de blancos. Se
considera que el punto tiene validez como limite de cuantificacién, si su valor promedio
cae dentro del 20% del valor nominal con un coeficiente de variacibn no mayor que
20%.% "

Ninguno de los dos limites representan niveles en los que la cuantificacion es
imposible; es simplemente una regidn en que la magnitud de las incertidumbres
asociadas es de valor semejante al resultado real. El limite de cuantificaciéon no se debe

determinar por extrapolacion por debajo del menor estandar analizado.

d. Exactitud. La exactitud, que es la cercania de un resultado al valor verdadero,
se evalla en la validacién por comparacion con los valores de referencia de un material

caracterizado (material de referencia), o con los valores tomados de otro método
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caracterizado. Los valores de referencia deberian ser trazables a las normas
internacionales; los materiales de referencia certificados generalmente se aceptan
como trazables. Es ideal que el material de referencia sea de matriz natural lo mas
similar posible a las muestras de interés. En caso contrario los materiales de referencia

pueden ser:

Preparados por adiciones de materiales de referencia certificados puros u otro de

pureza y estabilidad adecuadas a muestras tipicas, o

Muestras tipicas bien caracterizadas, controladas para verificar su estabilidad vy

pasadas por un proceso interno de control de calidad.

El valor promedio de las determinaciones en cada nivel de concentracién de los datos
de repetibilidad y reproducibilidad deben estar dentro del £15% del valor nominal de
concentracion.” ™ 72

e. Precisiéon. Se denomina asi al grado de concordancia entre resultados
analiticos individuales cuando el procedimiento se aplica repetidamente a diferentes
porciones de una muestra homogénea del producto. Las dos medidas mas comunes de
la precision, que generalmente se define en términos de la desviacion estandar o el
coeficiente de variacion (desviacion estandar relativa) son la repetibilidad y la

reproducibilidad.

f. Repetibilidad. Es la precision mas pequefia esperada, de una idea de la

variabilidad que se espera cuando un método es aplicado por un solo analista en el
equipo durante un periodo corto. Se lleva a cabo analizando en un mismo dia por
sextuplicado tres concentraciones conocidas: baja, media y alta. El coeficiente de
variacién no debe ser mayor que el 15%.% "

g. Reproducibilidad. Representa la variabilidad que se obtiene cuando una

muestra es analizada por varios laboratorios tiene un valor mas amplio. La precisiéon

intermedia y mas (til en casos especificos se obtiene cuando se evalla la
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reproducibilidad entre analistas en un mismo laboratorio. El coeficiente de variacion no

debe ser mayor que el 15%.

La repetibilidad y la reproducibilidad generalmente dependen de la concentracion del
analito y por lo tanto se deben determinar para diferentes concentraciones,
estableciendo, cuando sea relevante, la relacion entre la concentracion y el coeficiente

de variacion.

A partir de las desviaciones estandar de repetibilidad y reproducibilidad se pueden
calcular los limites de repetibilidad y de reproducibilidad, que permiten al analista saber
si la diferencia entre andlisis duplicados es significativa, en las respectivas
condiciones.® "+ 2

h. Linealidad. Es la capacidad de un método analitico en un intervalo de trabajo,
para obtener resultados que sean directamente proporcionales a la concentracion del
compuesto en la muestra. Se debe determinar el intervalo de concentraciones de
analito dentro del cual se puede aplicar el método; esto se refiere a las concentraciones
efectivamente medidas y no a las muestras originales. En el extremo inferior de
intervalo de concentraciones el factor limitante es el valor del limite de deteccion; en el
extremo superior el alcance depende de la respuesta del instrumento o de condiciones

analiticas establecidas como éptimas.

Dentro del intervalo de trabajo puede existir un rango de repuesta lineal (intervalo
lineal); los célculos de regresion por si solos pueden ser insuficientes para establecer la
linealidad; se debe complementar con una inspeccion visual de la linea y los residuos.
En general los controles de linealidad requieren efectuarse con al menos diez

concentraciones o valores diferentes.

La evaluacion del intervalo de trabajo y del intervalo lineal permiten definir qué grado de
calibracion se requerira al usar el método; en el intervalo lineal puede ser suficiente un
punto de calibracion para establecer la pendiente de la linea de calibracién en multiples
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puntos, preferiblemente mas de seis. La respuesta del instrumento a la concentracion
no tiene que ser perfectamente lineal para que el método sea eficaz, pero la curva debe
ser repetible cotidianamente. El intervalo de trabajo y el intervalo lineal pueden ser
diferentes para matrices diferentes segun el efecto de las interferencias que aporte la

matriz.%> "

I Sensibilidad. La sensibilidad es el gradiente de la curva de respuesta, o lo que

es lo mismo, el cambio en la sefial correspondiente a un cambio de concentracion de
analito. Para el intervalo lineal de un método, la sensibilidad corresponde a la pendiente
de la recta de calibracion, y es un parametro objeto de seguimiento cuando se efectdan

calibraciones rutinarias.’?

J. Robustez. Es una medida de qué tan bien responde un método analitico ante
una implementaciéon no tan perfecta, ya que si ciertas etapas del método no se
implementan con el suficiente cuidado, tendran un efecto severo sobre la efectividad
del método. Generalmente este parametro aplica para métodos desarrollados por el
laboratorio, en las cuales se realizan variaciones deliberadas en el método y se
cuantifica el efecto en el rendimiento, antes de entrar en estudios de colaboracion. Por
lo tanto es una variable que no necesariamente debe ser objeto de la validacién cuando

se utilizan métodos normalizados.”*

k. Tolerancia. Se deben establecer aquellos factores ajenos al método analitico
como diferentes equipos, lotes de reactivos, columnas, etc., que se pueden presentar al
reproducir el método en otras condiciones de uso; esto es, a pequefas, pero
deliberadas modificaciones al analizar muestras adicionadas de concentracion

conocida en la matriz biolégica. °

l. Estabilidad Analitica de la Muestra. Propiedad de una muestra, preparada

para su cuantificacion, de conservar su integridad fisicoquimica y la concentracion del
analito después de almacenarse durante un tiempo determinado bajo condiciones

especificas durante su manejo, almacenamiento y procesamiento.
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m. Condiciones de almacenamiento. Evalla la estabilidad del o los compuestos

en la matriz biolégica, bajo las condiciones de almacenamiento en las que se
mantendran las muestras, por un periodo por lo menos equivalente al que transcurre

desde la obtencion de la muestra hasta su andlisis.®

n. Ciclos de congelacion-descongelacion. Evalua la estabilidad del compuesto

por analizar al congelar y descongelar a temperatura ambiente muestras de
concentracion conocida; esto constituye un ciclo de congelacion-descongelacion. Se
deben evaluar al menos dos ciclos de congelacion-descongelacion antes de analizar

las muestras. °

0. Intervalo de cuantificacion El intervalo de cuantificacion o rango consta de 6

concentraciones diferentes en funcion de las concentraciones esperadas de modafinil,
incluye el limite de cuantificacion, puntos intermedios y la concentracion maxima

esperada.” "

p. Recuperacidon _absoluta. Se analizan al menos por duplicado un minimo de

tres concentraciones conocidas: baja, media y alta del compuesto por analizar en la
matriz biolégica, dentro del rango. Se comparan estos resultados con las respuestas de
disoluciones del mismo compuesto en las mismas concentraciones y en los mismos
disolventes. El porcentaje de estas razones no necesariamente es del 100%, pero debe

ser reproducible en cada nivel de concentracién dentro del rango. °

o] Selectividad. Se establece la selectividad del método al analizar muestras

blanco de la matriz biologica proveniente de al menos seis voluntarios. Se evalua el
método contra posibles interferencias (por ejemplo, metabolitos, productos de
degradacion del compuesto de interés y cualquier otro farmaco administrado de manera

concomitante). No deben existir interferencias en el compuesto por analizar.’
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17. PROPIEDADES FISICO QUIMICAS DEL MODAFINIL
Nombre: 2-[(RS)-(Difenilmetil)sulfiniljlacetamida
Férmula Condensada: C15H1sNO>S
PM: 273.4

NUmero CAS: 68693-11-8

R-Modafinil S-Modafinil

Figura 16 Estructura quimica de Modafinil y sus enantiémeros.

Caracteristicas: Polvo cristalino blanco o casi blanco. P.f. 164° a 166° Muestra polimorfismo.

Cristales monoclinicos.

Solubilidad: practicamente insoluble en H,O y ciclohexano, ligeramente soluble en MeOH y

acetona.

Identificacion: Espectrofotometria infrarroja de absorcion y CLAR.
Longitud de onda: 225-236 nm

Impurezas:

A. [(RS)-(difenilmetil) sulfinil] acido acético
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B. 2-[(difenilmetil) sulfonil] acetamida.

C. Metil [(RS)-(difenilmetil) sulfinil] acetato

A. [(RS)-(difenilmetil)sulfinil]acido acético

o\\S //1)7\

B. 2-[(difenilmetil)sulfonillacetamida

Figura 17 Estructura quimica de las impurezas de modafinil.
18. MODAFINIL

Esta disponible para su uso clinico desde 1998 bajo los hombres de Modiodal® (Europa) y
Provigil® (USA). Debido a no produce renuncia y tolerancia que son asociados con los
estimulantes tradicionales como son el uso crénico de anfetaminas, esta categorizado por la

Federal Food and Drug Administration (FDA) como farmaco tipo 1V.*®

El modafinil mejora la labor neuro psicolégica desarrollada en voluntarios sanos,
pacientes adultos con déficit de atencion y trastornos de hiperactividad y pacientes con
esquizofrenia crénica. También se utiliza en pacientes con enfermedad de Huntington**; asi
mismo, actda por un mecanismo similar al de los neuropéptidos orexina A y B para promover

la liberacion de histamina.*?
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La deficiencia de orexinas contribuye a la fisiopatologia de narcolepsia, un sindrome
de hipersomnolencia. El bloqueo parcial del receptor orexina es suficiente para producir

somnolencia pero no cataplejia.**

El modafinil es farmacol6gicamente distinto de los clasicos compuestos que inducen
vigilia como son las anfetaminas, metilfenidato y pemolina. En comparacion con estos
compuestos, modafinil es bien tolerado y con bajo potencial de abuso. A pesar de
investigaciones exhaustivas, el mecanismo exacto de modafinil para mantener el estado de
vigilia aun es desconocido. Busquedas significativas se han enfocado en las acciones dopa-
aminérgicas de este compuesto. Se ha demostrado que modafinil incrementa los niveles de

dopamina extracelular.*®

La narcolepsia es un trastorno de suefio crénico caracterizado por un cuadro de
sintomas que incluyen suefio excesivo durante el dia, cataplejia (una repentina pérdida del

tono muscular bilateral provocado por emociones fuertes), alucinaciones y paralisis de suefio.

Los pacientes con narcolepsia también exhiben ataques de movimiento rapido del ojo
(REM). EI REM usualmente no ocurre hasta después de 90 minutos del comienzo del suefio

y sigue un ciclo de 90 minutos en controles normales.

Las hipocretinas/orexinas (orexina-A o hipocreatina 1 y orexina-B o hipocreatina 2) son
dos grupos identificados independientemente, son un par de neuropéptidos expresados en

el hipotalamo lateral juegan el rol mayor en la patogenésis de la narcolepsia.*?

El papel principal de las orexinas es el mantenimiento del estado de alerta con
consecuencias funcionales ligadas a los procesos psicolégicos. Desde que ciertos procesos
homeostaticos en los mamiferos (apetito, temperatura corporal, liberacion hormonal y
procesos cognitivos) son relacionados con el suefio y el mantenerse despierto, es asi como

las orexinas vinculan el suefio y el despertar con estos procesos. *
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Por otro lado, este farmaco también se utiliza en pacientes con esclerosis multiple
para reducir la fatiga, ya que este es un sintoma comun que ocurre arriba del 92% de los

pacientes. La fatiga persiste con el tiempo y esté relacionada con la discapacidad fisica.

El modafinil también tiene la potencia para proteger las neuronas contra la
degeneracion y se sugiere que su via de accién es por diferentes mecanismos en el proceso

de muerte celular en lo que a la enfermedad de Parkinson se refiere.

Esta asociado con el incremento adrenérgico, glutamatoérgico y la actividad de las

hipocreatininas y la disminucién de la actividad GABA en partes especificas del cerebro.

El tratamiento con modafinil disminuye en pacientes con trastornos de déficit de
atencion hiperactivo, lo impulsividad y la hiperactividad, contrarresta los efectos sedativos de
antipsicoticos, antidepresivos y agentes estabilizadores de humor o sedantes después de

anestesia general y mantiene y aumenta el efecto de los antidepresivos.

También es usado en el suefio excesivo durante el dia para los enfermos de
Parkinson. Tiene una proteccion potencial contra la muerte neuronal en modelos in vitro e in
vivo de heridas mecanicas, neurotdxicas e isquémicas. Previene la toxicidad por glutamato
en cultivos de células corticales, previene el incremento de niveles toxicos de aspartato y
glutamato después de heridas isquémicas y previene el desarrollo de lesiones en el

hipocampo.*®

19. QUIRALIDAD

Desde la década pasada ha ido creciendo el interés por la cromatografia quiral, termino dado
a la separacion de compuestos Opticamente activos por técnicas cromatogréficas. Este
interés se ha despertado ampliamente como resultado de la identificaciéon de la mayoria de
las sustancias psicolégicamente activas existentes en forma quiral. Ademas los diferentes
enantiomeros de un farmaco pueden exhibir ampliamente diferentes actividades bioldgicas
en ambos grados y naturaleza. Por ejemplo, la actividad hormonal de dos enantibmeros de
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adrenalina difieren muy significativamente, uno puede ser varias veces mas activo que el
otro. De forma similar, un enantiomero de efedrina no solamente tiene actividad psicoldgica,

también degrada la actividad del otro enantiomero cuando estan presentes en mezcla.

Un desagradable ejemplo, en particular, de moléculas quirales, es el efecto
contrastante que tuvo el farmaco talidomida. Este medicamento inicialmente salié al mercado
como la mezcla racémica de N-acido ftaliglutamico imida. La actividad farmacéutica reside en
el isbmero R- el cual no se descubrio hasta después de que se comprobd que el enantiomero
S- era fuertemente cancerigeno y su presencia en la mezcla racémica causaba serias
malformaciones en el feto. Al pasar el tiempo, como resultado de esta tragedia, la pureza de
farmacos quirales ha llegado a ser un aspecto muy importante en la identificacion y ensayo

de estas moléculas.

Ademas en varios paises hay leyes que dictan que si un farmaco puede existir en
diferentes estructuras quirales, la actividad psicolégica relativa de los diferentes
enantiomeros debe ser determinada. La separacion e identificacion de enantiomeros es en la
actualidad un problema analitico muy importante y la cromatografia quiral es la técnica

natural que aplica a la resolucién de tales mezclas.

Quimicamente, la quiralidad puede resultar de un centro quiral como un atomo de
carbono con diferentes grupos unidos a cada enlace, desde la hélice estructural como en el
caso de las proteinas, de la quiralidad plana como demostracion en algunos compuestos
ciclicos sustituyentes, de la quiralidad axial como en los espiranos y la quiralidad torsionada

mostrada en halégenos sustituyentes.

Ademas otros atomos como sulfuro, nitrégeno, fésforo y boro también pueden
presentar quiralidad. La quiralidad simple con un sélo centro quiral puede ser representada

de la siguiente manera:
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Figura 18. Dos figuras en las que sus imagenes en el espejo no son superponibles, se denominan

enantiomeros.

La rotacidon de la luz polarizada es una importante propiedad fisica que es usada en
las determinaciones quirales. Si una molécula tiene dos carbonos asimétricos (quirales) en
su estructura, entonces es posible que tenga dos pares de moléculas Opticamente activas,

dichos pares son llamados diasteroisomeros como en la figura siguiente:

D o 5 D
MO N
4_{:; Par df —;;—h- -l-—-é—- Far di i"‘

Figura 19. Pares de moléculas 6ptimamente activas
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Si los dos carbonos asimétricos tienen la misma sustitucion, se formaran nuevamente
los dos pares de diasteroisdmeros, pero solo un par poseerd la simetria plana que

Opticamente sera inactivo. Los pares inactivos se denominan meso diasteroisomeros.

Los enantiomeros poseen propiedades fisicas y quimicas idénticas pero los
diasteroisomeros pueden diferir y estas diferencias pueden ser usadas en adecuados

procedimientos fisico quimicos para separar enantiomeros.

La mezcla de enantiomeros es reactivada con un agente quiral apropiado y los

diasteroisomeros entonces formados, son separados por las técnicas clasicas.

Una de las primeras separaciones cromatograficas de enantiomeros fue realizada por
Gil-Av, quién uso cromatografia de gases para separar los derivados trifluoroacéticos de
algunos aminoacidos en una fase estacionaria activa Opticamente que consistia en N-
trifluoroacetil-L-fenilalanina ciclohexil éster. Esto demostr6 que los isomeros L eluyen al

ultimo en la fase estacionaria L y primero en la fase estacionaria D.

No se ha probado que la cromatografia de gases sea la mejor técnica para separar
isdbmeros Opticamente activos, ya que todos los solutos deben ser volatilizados y esto es una
restriccion para que el peso molecular de los solutos pueda se eluido y también sus

polaridades, a pesar de la posible derivatizacion.

En contraste, la cromatografia liquida permite por si misma separaciones quirales y

hay dos procedimientos basicos para separar solutos épticamente activos.

Primeramente, la cromatografia en fase reversa puede ser empleada y una sustancia

guiral puede ser adicionada en concentraciones bajas en la fase mévil.

El aditivo quiral sera absorbido en la superficie de la fase reversa y actuard como una

fase estacionaria de adsorcion con actividad quiral.
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Esta técnica hace la deteccion quiral mas dificil ya que provee en un segundo plano la
actividad optica en la fase movil que puede ser de algunos érdenes mayores que el de los

solutos activos quiralmente.>

IIl. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El Modiodal es un agente promotor del estado de vigilia que se administra via oral. El
principio activo de este medicamento es el compuesto modafinil. EI mecanismo de accién de
modafinil no estd completamente determinado pero su accion es similar a la de los agentes
simpatomiméticos como las anfetaminas y el metilfenidato, aunque difiere en el perfil

farmacoldgico.

No se ha comprobado que modafinil produzca dafio funcional, pero como cualquier
farmaco estimulante que altera el SNC, puede alterar habilidades motoras, el juicio
(produciendo efectos psicoactivos, euforia, alteraciones en la percepcion del
comportamiento, pensamientos y sentimientos). Es por eso que Modiodal esta clasificado
como un medicamento controlado (tipo 1V) usado solamente por pacientes que han tenido
una completa evaluacion de su padecimiento, ya que algunos pacientes pueden tener mas

de un trastorno del suefio que contribuye con su somnolencia excesiva.

El modafinil es un compuesto quiral debido a su sulfoxido asimétrico, y la parte
farmacol6gicamente activa es la mezcla racémica. No obstante, se ha reportado que las
actividades farmacoldgicas de los dos enantidmeros son diferentes y que el enantiomero (+)
{2-[(S)-(Difenil metil) sulfinil] acetamida} es eliminado tres veces mas rapido que el
enantiomero (-) {2-[(R)-(Difenil metil) sulfinil] acetamida}. Los enantiomeros no se
transforman. En el estado de equilibrio, la exposicion total del isbmero (S) es

aproximadamente tres veces que la del isémero (R)

Por esta razon, la demanda por obtener un método analitico eficiente y selectivo en
muestras biolégicas, en este caso plasma, que siga el perfil farmacol6gico de los
enantiomeros y sus dos mayoritarios metabolitos para poder descifrar el mecanismo de
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accion y toxicidad de la mezcla racémica y cada uno de los enantibmeros en la promocion de

la vigilia y su potencia como estimulante en abuso terapéutico.*’

Utilizando las propiedades fisicoquimicas del compuesto se llevara a cabo el estudio
tedrico para poder llegar a proponer un método de cuantificacidbn. Para obtener dicho
método, sera necesario evaluar los métodos actuales reportados para su determinacion y

cuantificacion, sean o no cromatograficos.

Se tendra en cuenta la matriz en la que se encuentra el analito para poder sugerir la
preparacion de muestra. Se evaluaran condiciones como pH y temperatura, para ver la

manera en que afectan los parametros cromatograficos.

V. OBJETIVOS

= Revision de técnicas cromatogréaficas recientes para la determinacion de modafinil en
diferentes matrices.

= Comparar las técnicas no cromatograficas enfocadas al andlisis de modafinil.

= Comparar ventajas y desventajas de las técnicas cromatogréficas y no
cromatograficas.

= Proponer un método analitico por CLAR para el analisis de modafinil en plasma.

V. HIPOTESIS

Debido a que el modafinil es una molécula que presenta enantibmeros activos, se espera
gue la mejor propuesta para la determinacién y cuantificacion de este farmaco, sea a través

de un método analitico por Cromatografia de Liquidos enantioselectiva.
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VI. METODOLOGIA

Consulta bi

bliogréfica.

\ 4

Estudio de los principios basicos de CLAR.

A

Revision de propiedades fisico-quimicas de modafinil.

v

Revision de técnicas cromatograficas recientes de modafinil en

diferentes

matrices.

A

Comparar técnicas de andlisis cromatograficos y no
cromatograficos.

A

Identificar ventajas y desventajas de las técnicas.

A

Resultados

y discusion.

A

y

Propuesta del método analitico para la cuantificacion

A

y

Analisis del método propuesto.

y

Conclusiones.

A

Entrega de i

nforme final.
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7

RESULTADOS Y DISCUSION DE RESULTADOS

VII.
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Determinacién de Modafinil por CLAR

TRATAMIENTO
DE LA MUESTRA

Extraccién liquido-liquido. 1 mL de plasma en dietil éter. Extraccién con dietil éter,
esto provoca picos significantes derivados de la matriz. A 1 mL de plasma se le
agrego 1 mL de HCI 0.1 M, 100 uL de soln std, 100 yL de estandar interno (4 ug) y
10 mL de éterdietil y se agito. Las 2 fases se separaron por centrifugacién a 4000 g
durante 10 minutos a 0-4°C. La capa organica fue evaporada hasta sequedad a
temperatura ambiente bajo una corriente de nitrégeno. El residuo seco se
reconstituyé con 200 uL de eluente y se inyectaron 25 pL al sistema cromatogréfico.

Las soluciones estandar stock fueron preparadas disolviendo por separado 10 mg

SOLUCION de M, 10 mg de MA y 10 mg de Sl en 10 mL de MeOH. La solucién de trabajo
STOCK contenia M y MA. Las concentraciones de cada compuesto fueron 200, 150, 100, 50,
20, 10,5,2y 1 mg/L.
CURVA DE La curva de calibracion fue construida con la adicién de 20, 15, 10, 5, 2,1, 0.5,0.2y
CALIBRACION | 0.1 pg de My MA juntos y 4 ug de estandar interno a alicuotas con 1 mL de plasma.

Solo se cuantifica M y MA. El rango cuantificable fue de 0.130 (0.140 para MA) a 20 pg/mL. Se obtuvo
una buena relacion lineal en el rango de concentraciones estudiado (0.1-20 mg/L). Este es el primer
método descrito para la determinacion de M y su metabolito acido en plasma. Analisis selectivo y
sensible. Estandar Interno: [bis-(4-fluoro-fenil)metilsulfinillacido acético. El estudio clinico se lleva a cabo
en sujetos con administracion oral de 200 mg de modafinil.

F

Q

Neu —$0—CH,—C
OH

Estandar interno

Figura 20. Estandar interno [bis-(4-fluoro-fenil)metilsulfiniljacido acético.
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Determinacién de Modafinil por CLAR

Figura 21. (A) Control de plasma humano. (B) Plasma control cargado con 2mg/L de M, 2mg/L de MA y 4mg/L El. (C)
Cromatograma de pacientes que recibieron una dosis oral de 200mg de M: pico 1=M, pico 2 MAy pico 3 El.
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Figura 22. Curva de concentracion vs tiempo, de plasma para M y su metabolito MA después de una dosis oral de 200mg de
M.
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Determinacién de Modafinil por CLAR

TRATAMIENTO
DE LA MUESTRA

Extraccion fase sélida. 1 mL de plasma. Varian C18. Los compuestos fueron eluidos
con MeOH, el extracto fue evaporado hasta sequedad a 40 °C bajo una corriente de
N,; el residuo fue disuelto en 250 pyL de FM. Se pasaron 2 mL de MeOH, 2 mL de
HCI 0.05 M por el cartucho, luego las muestras de plasma 1 mL+100 uL Sl. Las
mezclas se reconstituyeron con 250 pL de MeOH y se inyectaron 30 pL al sistema
cromatografico.

SOLUCION Las soluciones stock se prepararon disolviendo las cantidades de modafinil y sus
STOCK metabolitos en MeOH para dar una concentracion de 1.0 mg/mL.
CURVA DE Estas soluciones fueron usadas para cargar el plasma blanco para cubrir varios
CALIBRACION | rangos de calibracion: 0.5-20.0 pg/mL.

Se cuantifica M, MA y MS por CLAR para aplicar este método en estudios toxicolégicos y
farmacolégicos. El andlisis involucra la extraccion del farmaco, metabolitos y El en plasma. El limite de
cuantificacion practico, esta definido como la minima concentracién que puede ser medida rutinariamente
con precisién y exactitud aceptable. Para modafinil fue de 0.200 pg/mL y 0.250 pg/mL para MA y MS.
Aunque el rango lineal presentado fue de 0.500 a 20 pug/mL para cada analito. La columna de fase
reversa estaba acoplada a una precolumna C8 (5 um, 30 mm x 3.9 mm D.l.). El buffer se ajusto con
NaOH 10 M, Desgasificada al vacio. El automuestreador fue programado para correr durante 40 min por
muestra. Se utiliza una precolumna C8.
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AU

i

Tiempo

||
P\ NN S | SUUN L 3

"20040 24.60 20,80 23.00 23.20 23.40 25,60 2500 26,00 16,20 26.40 26,60
Minutos

Figura 23. (A) Cromatograma del plasma control. (B) Solucion estandar de plasma que contiene 2.5ug/mL de M,

Minutos

MA y MS y 10ug/mL de El. (C) Muestra de plasma de la administracion oral de 200mg a un voluntario. Contiene
2.47ug/mL de M, 2.30ug/mL de MA 'y 0.18ug/mL de MS. Pico 1= M; pico 2= MA; pico 3= MS y pico 4= El. (D)

Acercamiento del pico 3 del cromatograma (C)
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Ho/mg Plasma
A% ¢

== Modafinil
=o—= Modafinil acido
- [Modafinil sulfona

x x O
Horas

Figura 24 Curva plasmatica de concentracion vs tiempo de M, MA y MS después d la administracién oral de
200mg de M a un voluntario.

Figura 25 El utilizado en el andlisis.
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Determinacién de Modafinil por CLAR

TRATAMIENTO

Se tomo una alicuota de 0.2 mL de plasma control, se le agregd 0.04 mL de
agua y 2.5 ug de El y se centrifugd a 2100 g durante 10 min. La muestra se
extrajo con 5 mL de la mezcla Hexano:Cloruro de metileno:Trietilamina

DE LA (55:45:2) con agitacion durante 2 min. La capa organica se evapor6 hasta
MUESTRA sequedad a 30 °C bajo una corriente de nitrdgeno. El residuo se
reconstituy6 en 0.25 mL de la mezcla de fase movil (70:30). Se inyectaron
50 uL ala columna CLAR.
- Las soluciones que contenian D- y L-modafinil se prepararon en DMF para
SOLUCION ” : )
obtener una concentracion de 5 mg/mL. Las soluciones de trabajo se
STOCK . o
prepararon a partir de esta solucion, disueltas en agua.
Se agregaron cantidades conocidas de D- y L-modafinil al plasma control
S RPIS ara obtener concentraciones finales de 0.100 a 15.0 pg/mL de cada
CALIBRACION | P ' YW

enantiomero.

A pesar de que modafinil se puede extraer con un unico solvente como puede ser cloruro de
metileno y éter etil, no se extrae asi debido que genera picos significantes en los
cromatogramas debidos a la matriz. El estado de ionizacion del ElI puede producir efectos
potenciales sobre el pH, para evitar esto se agrega la trietilamina. Una pequefia variacién de las
condiciones de optimizacion para la separacion cromatografica en columnas a base de
proteinas (quirales) frecuentemente producen una pérdida en la resolucién de los enantiomeros.
Se agrega un El para medir los posibles efectos de la matriz. EI El utilizado fue: 3,3-

difenilpropilamina.

Estandar interno
(3,3-Difenilpropilamina)

CHy—CH;—CH;—NH,

Figura 26 El utilizado en el analisis.
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d-Modafinil I-Modafinil

Estandar interno

B

I I I I I 1 I | I T 1 I I I

1 T
5 10 15 20 25
Tiempo (minutos)
Figura 27 (a) Plasma control. (b) Plasma de estudio clinico sujeto a una pre-dosis. (c) Plasma control cargado a
una concentracion de 1.00pug/mL de D- y L-modafinil y con 2.5ug de El. (d) Muestra de plasma (cargado con
2.5ug de El) de voluntarios a los que se les administré una dosis oral de 200mg de modafinil después de 2h.

10.0

—4&— Modafinil total
~—l— d-Modafinil
—&- " [.Modafinil

Concentracion de modafinil (ug/mL)
=
1

0 10 20 30 40 50 60 70 80
Tiempo (horas)

Figura 28 Curvas de concentracion de modafinil y sus enantiémeros en plasma después de la administracion de
200 mg a voluntarios.
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Determinacién de Modafinil por CLAR

TRATAMIENTO | Extraccion liquido-liquido. La extraccion L-L de los analitos y el Sl se hizo
DE LA con Hexano:Diclorometano:CH;COOH (55:45:2). La eficiencia de la
MUESTRA extraccion de 0.1 pg/mL fue de 91.3% y de 20 pg/mL fue de 87.9%.

S%I.‘I%%ISN Las soluciones stock (500 pg/mL) con los 3 analitos se prepararon con DMF.
Se hizo un pool de plasma. Se tom6 una alicuota de 0.220 mL (0.200 mL

de plasma+0.020 de DMF) + 0.550 pg (0.050 pg de una solucion 11

pg/mL)de El y se centrifugd. Se acidificaron con HCI 2.0 N (0.200 mL)(por

los efectos de pH en el edo. de ionizacion de MA y del El, se agrego para

CURVA DE protonar los COOH) y se extrajeron en 5 mL de
CALIBRACION Hexano:Diclorometano:CH;COOH (55:45:2) en vortex durante 2 min. Se

asume que el CH3COOH glacial puede mejorar la extraccion de los acidos.
Después de una centrifugacion de 10 min, la capa organica se transfirié a un
tubo limpio y se evapor6 a sequedad a 30 °C bajo una corriente de
nitrégeno. El residuo fue constituido con 0.250 mL de buffer de fosfatos pH
2.50.02 M- ACN (70-30).

Se cuantific6 modafinil y sus dos metabolitos (MA y MS). El limite de cuantificacion practico,
esta definido como la minima concentracion que puede ser medida rutinariamente con precision
y exactitud aceptable. El volumen de la muestra se reduce de 1 a 0.200 mL, (esto es importante
especialmente en estudios pediatricos 0 en pacientes con bajos hematocritos) mientras baja el
LOQ a 0.100 pg/mL para los tres analitos. Tedricamente, si la cantidad de soluto inyectada se
mantiene constante, la sensibilidad puede ser inversamente proporcional al cuadrado del
didmetro de la columna, por lo que se espera que un aumento de sensibilidad disminuya el
LOQ. Se disminuye el gasto de volumen de solventes al usar una columna de boro reducida y
una velocidad de flujo menor. Se utiliza un El (Feniltio)acido acético (extraccion). El buffer de
fosfatos se ajusta con acido ortofosforico.El volumen de inyeccién equivale a 0.02 mL de la
matriz, para disminuir el ruido en la linea base debido a la matriz biol6gica. Los analitos fueron
extraidos con una minima cantidad de hexano. Con la extraccion del plasma con hexano, no
hay picos debidos a la matriz. Los mejores resultados cromatograficos fueron observados con
una extraccién diclorometano:hexano (45:55). La columna fenil fue elegida para cambiar la
selectividad con respecto a los picos derivados de la matriz fue ademas incrementada por la
eleccion de MeOH como modificador organico. La retencién incrementa con una disminucién de
pH porque se elimina la ionizacion de los grupos COOH. A un pH 3.6 MA eluye antes que
modafinil, pero en algunas muestras de plasma hay picos (matriz) que eluyen al mismo tiempo
gue modafinil, por lo que un aumento de pH no es practico.
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Figura 29 Efecto de pH en la resolucion.
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El Modafinil

Modafinil acido

1/ Modafinil sulfano
| +

| N a

N L Ll L L
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18

Tiempo (Minutos)

Cromatogramas de 80 mV en escala completa

Figura 30 Cromatogramas representativos de los extractos de: (a) Plasma humano control. (b) Plasma cargado
con 0.100 pg/mL de M, MA y MS y 0.550ug de El. (c) Plasma estandar cargado con 1.0ug/mL de M, MAy MS y
0.550ug de El. (d) Muestra de plasma de un voluntario después de la administracion oral de 400mg de M
(concentraciones calculadas: M= 3.09ug/mL; MA= 0.495ug/mL y MS= 1.24ug/mL).

Figura 31 Estandar interno.
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100.0 4
o0 Modafinil
&4 Modafinil acido
o—o Modafinil sulfona
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Curvas de la concentracion de plasma vs. tiempo para modafinil,
madafinil acido y modafinil sulfona en voluntarios sanos después
de la administracion oral de una dosis de 400mg de modafinil.

Figura 32 Curvas de concentracion plasmética.
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Determinacién de Modafinil por CLAR

Extraccion fase solida. 1 mL de plasma. La preparacion de la muestra
fueron alicuotas de (50 pL/mL), las cuales se evaporaron con una corriente
TRATAMIENTO de nitrégeno a temp amp, a cada tubo se le agrego 0.5 m.L, de plasmay 0.5
DE LA mL de agua. Se transfirieron a cartuchos para la extraccion. Se pasaron 2
MUESTRA mL de MeOH, 2 mL de H;0O, las muestras de plasma, 1 mL NaCl, 1 mL H,0,
1 mL de solucién acida de ACN 20% y finalmente 1 mL H,O. Las mezclas
se reconstituyeron con 250 pL de MeOH y se inyectaron 50 pL al sistema
cromatogréfico. Se us6 un cartucho C18.
. La solucion stock de modafinil se preparo en MeOH (1000 pg/mL). De esta
SOLUCION . . i , :
STOCK splgmon se prepar6 otra de 80 pug/mL y después una serie de soluciones
diluidas a 40, 20, 10,5y 1 ug/mL
CURVA DE Las concentraciones utilizgd_as para la curva de calibracion _fuero_n: 6, 4, 2,
CALIBRACION 1, 0.5 y 0.3 pg/mL por triplicado. Se obtuvo una buena linealidad de la
concentraciones de 0.15-3 pug/mL de cada enantiomero

En este proyecto se llevd a cabo la sintesis de modafinil. Fases estacionarias derivatizadas a
base de polisacaridos han mostrado ser eficientes en la resolucién de series de sulféxidos
quirales. Los ty se estimaron usando 1,3,5-tri-ter-butilbenceno para el modo normal y ACN para
fase reversa. . Fase normal: Hexano:EtOH (65:35) Selectividad=2.2; Rs=4.5. k=4.52 (1°) y 9.48
(2°). En esta condicién, MS tiene el msmo K que el primer enantibmero LOD:0.005 pg/mL. Se
sabe que la selectividad se puede ganar alterando el modo de elucién, se trabaj6é primero bajo
condiciones de elucién polar con 100% de EtOH y MeOH, aun asi no hubo diferencia en el K de
MS. Se cambio a fase reversa y se observé un incremento del K, aunque la selectividad
deseada no se logr6 usando MeOH:H,O (70:30) hizo que el K de MS fuera el mismo que el 2°
enantibmero. Al incrementar la cantidad de H,O al 50% el K de MS aumento pero aun asi no se
obtenia una buena selectividad. El uso de ACN:H,O fue la FM que mostr6 la selectividad
deseada. K'=0.3 (MA), 2.8 (+modafinil), 3.9 (2°modafinil) y 7.9 (MS) en FR. LOQ= 0.02 pg/mL.
El pool blanco de plasma no muestra interferencia de compuestos enddgenos. Se prefirid una
calibracion externa debido a la preparacion de la muestra. Bajo condiciones de elucién en
FaseNormal, este método puede ser usado para analizar la pureza enantiomérica en volumen
farmacéutico. Para esta aplicacion la fuerza de la FM debe incrementarse a Hexano:EtOH
(60:40).
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Figura 33 Cromatogramas.
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5 10 15 20 25 30
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Cromatograma del pool de plasma

Figura 34 Plasma control.
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a)

enantiomeros de modafinil

mADbs

1
0
M L M i A Il A L i 1 A J
0 5 10 15 20 b3 0
) minutos
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b)
as
2 -

enantiomeros de modafinil

mAbs

Figura 35 Cromatogramas de: (a) Plasma control. (b) Muestra de plasma que contiene (x)-modafinil.
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Extraccion: Acetato de etilo (orina) y Acetato de etilo:CH;COOH(100:1)
(plasma). EXTRACCION ORINA: 5 mL de X (X= orina con M para calibrar,
control negativo de orina 0 muestras de orina de individuos que tomaron M).
Se agregaron 10 mL de acetato de etilo. Se agit6 en un agitador Eberbach
durante 30 min a velocidad baja. Se centrifug6é a 3000 rpm durante 20 min.
Después de la extraccidén con acetato de etilo, se agregaron 50ug de El. Se
mezcl6 en vortex durante 10s. Se pipeteo la fase organica y evapor6 bajo
N, a 60 °C. Se reconstituy6 la mezcla con 700 uL de FM. Se mezcl6 en
TRATAMIENTO | vortex durante 10s. Se centrifugd a 3000 rpm durante 5 min. Se coloco el
DE LA extracto en los viales. EXTRACCION PLASMA: 2 mL de Y (Y= plasma con
MUESTRA M para calibrar, control negativo de plasma o muestras de plasma de
individuos que tomaron M). Se agregaron 20 pg de El {(feniltio)acido acético
[1 mg/mL MeOH]}. Se mezclé en vortex durante 10s. Se agregaron 10 mL
de Acetato de etilo:CH;COOH(100:1) (esta mezcla puede extraer el El
cuando se le agrega al plasma, ademas es capaz de extraer el MA; una
ligera desventaja es que cuando se reconstituye el extracto queda turbio y
hay que centrifugar otra vez a 3000xg durante 5 min antes de transferirlo al
vial). Se agité en un agitador Eberbach durante 30 min a velocidad baja. Se
centrifugé a 3000 rpm durante 20 min.*

M (Img/mL): Pulverizar 10 tabletas de M 100 mg. Se extrajeron (2
SOLUCION extracciones) 100 mg de las tabletas pulverizadas con 50 mL de MeOH en

STOCK un agitador Eberbach durante 30 min. Se centrifugé a 3000 rpm durante 20
min. Se guardaron a 4 £3 °C.

Se hicieron pools de plasma y orina, estos fueron extraidos y analizados por
CLAR para asegurar que no hay sustancias relacionadas que puedan

CURVA DE interferir en el andlisis de M o el El. Después se procedi6 a hacer la curva
CALIBRACION | agregando volimenes de la solucion stock de M para obtener
concentraciones de: 0.1, 1, 5, 10 y 20 pg/mL (se evaporo el MeOH) a
alicuotas de 10 mL de plasma u orina para resuspenderlo.

Ya que modafinil es un estimulante del SNC, tiene la posibilidad de ser un farmaco de abuso
(produce efectos duraderos de vigilia, sin atributos adictivos o rebote de suefio) por lo que se
requieren métodos de monitoreo del farmaco precisos. El: (feniltio)acido acético. El MA se
puede usar para confirmar el consumo de M en casos de antidoping. En este estudio no se
analiza porque no esté disponible comercialmente. La composicion de la FM es compatible con
la mayoria de las columnas de fase reversa. Pardmetros evaluados: exactitud (orina y placebo)
y reproducibilidad. Se evaluaron también muestras de plasma de sujetos gque consumieron
aspirina, y orina de sujetos a los que se les habia administrado acetaminofen para determinar si
estos interfieren con el analisis. Para el andlisis de M se evaluaron 3 posibles El: (a) 3-
Acetamidofenol, (b) (Feniltio) &cido acético y (c) Carbamazepina. (a) y (c) se pueden extraer
rapidamente de plasma y orina con acetato de etilo. (b) requiere una extracciébn bajo
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condiciones &cidas o se tiene que agregar al solvente de la extraccion después de la extraccion.
Se eligié (b) porque no se encontraron sustancias de la extraccién que pudieran interferir en el
analisis. %DE RECOBRO: Se determiné comparando las concentraciones de las calibraciones
de orina y plasma contra los estandares de M. La sensibilidad analitica de M fue 1.7, mas alta a
220 nm que a 233 nm, aunque hubo mas interferencias debido a la extraccién. Por eso se eligio
233 nm. Las concentraciones de M en las muestras de orina tomadas después de 2 h de la
administracion fueron casi idénticas cuando se analizaron a 220 y 233 nm (13.5%£9.2
pMg/mL)(13.6£9.6 pg/mL). La exactitud de la determinacion de M se evalud al analizar la orina de
32 individuos que tomaron dosis de 200 y 400mg de M y de la orina de 16 individuos a los que
se les administré placebo. Las muestras fueron aleatorias, esto es, no se sabia cuéles eran las
muestras con M y cudles con placebo. Con los resultados obtenidos se clasificaron
efectivamente las 16 negativas y 32 positivas muestras. Al evaluar el suero y la orina de los
individuos que tomaron aspirina y acetaminofen, demuestra que estas sustancias no interfieren
en el andlisis. La diferencia de este método analitico con los reportados anteriormente es que es
un estudio farmacocinético, difiere los disolventes utilizados para la extracciéon (Burnat y
Gorman 2002 utilizan una fase sélida absorbente), la composicién de la FM (Gorman usa ACN y
buffer de fosfatos pH 2.5 para plasma y pH para orina; Burnat usa ACN y acido ortofosforico; y
Moachon ACN y CH;COOH. la ventaja de este método es que elimina el riesgo de intoxicacion
asociados al uso de ACN y diclorometano y los efectos de la acidez de los buffers de fosfatos
en la columna cromatografica y las bombas. La sensibilidad del método es comparable con la
de Burnat y Gorman, aunque la sensibilidad se puede incrementar ademas de resuspender el
extracto en una cantidad menor de FM (100 L), inyectando un volumen mayor o usando una
columna con DI mas pequefio.
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Figura 36 Cromatogramas.
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TRATAMIENTO | Las soluciones de sulfuro, sulfoxido, MS, MA y etil éster fueron preparadas
DE LA disolviendo cantidades conocidas de los componentes en la misma
MUESTRA disolucién usada como fase movil

Se desarrollo un método cromatogréfico capaz de eluir y resolver M y sus sustancias
relacionadas originadas desde la sintesis. Se estudiaron los efectos de pH, temp y el % de
modificador organico en la resolucion. Separacién y cuantificacién de sustancias relacionadas:
sulfuro, sulféxido, MS, MA y derivados de éster, éstos son 8 intermediarios que pueden estar
presentes como impurezas potenciales en los productos finales de modafinil. Este método no
sb6lo es adecuado para monitorear las reacciones durante el proceso sino también como
aseguramiento de la calidad de modafinil. De acuerdo a la ICH, los limites de sustancias
relacionadas e impurezas en ingredientes activos debe ser <0.1 %. Para productos finales, las
impurezas en la dosis diaria del farmaco < 2 g/dia debe ser reportado con un umbral < 0.05 %,
umbral de identificacion < 0.10 % y un umbral de calificacion < 0.15 %. Para farmacos de uso
diario con dosis = 2g/dia deben ser 0.3, 0.05 y 0.05 % respectivamente. Por eso hay una gran
necesidad de métodos analiticos, los cuales sean Utiles para monitorear los niveles de
impurezas en los productos finales de M durante el proceso de desarrollo. Gradiente de elucién
con ACN 30% al min 0, con un incremento gradual a 60% a los 8 min, un incremento a 80% a
los 13 min, de 13 a 20 min 90% a una velocidad de flujo de 1.0 mL/min a 30 °C. El disolvente
fue filtrado a través de un filtro de PTFE 0.45 ym y desgasificado con vacio. Adecuabilidad del
sistema: se llevo a cabo utilizando 0.1 % de todos los intermediarios del proceso cargados al M
y evaluados al hacer 5 inyecciones. El sistema fue considerado como adecuado al tener un
factor de coleo para modafinil <1.2. La resolucion fue mayor a 3.9. Todas las sustancias que se
sintetizaron fueron caracterizadas por HNMR y espectrometria de masas. Los compuestos Il y
IV tuvieron poca resolucion. Varios sistemas isocraticos han sido probados para la separacion y
resolucion de los compuestos, pero debido a la alta diferencia en polaridad del sulfuro, sulféxido
y sulfona, los esfuerzos no rinden resultados satisfactorios. Como la polaridad es diferente,
todos los compuestos muestran diferente comportamiento en la retencion. El orden de elucién
de los 9 compuestos en condiciones especificas fue: acido>amida>éster vy
sulféxido>sulféxido>sulfuro. Todas las sustancias relacionadas muestran absorcion en el rango
de 210-235 nm. Efecto de la temperatura: la temperatura no mostrd ninglin cambio en el orden
de elucién pero hubo un pequefio efecto en el tiempo de retencién, resolucion y factor de coleo.
Se midi6 el efecto a 7 diferentes temperaturas: 15, 20, 25, 30,35,40 y 45 °C. Modafinil, ha
mostrado una menor resolucién de 3.69 a 15°C y la mas alta resolucion= 4.0 a 30°C. Por lo que
esta Ultima fue la elegida para el analisis de todos los compuestos mostrando una buena
resolucion y factores de coleo en un rango aceptable. Efecto del pH: con una disminucién de pH
el coleo se incrementa y el K' decrece para todos los compuestos. Aun pH de 6.5 se obtuvieron
picos simétricos y con buena resolucion.
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Figura 37 Cromatogramas de modafinil.
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Figura 38 Espectros de absorcion y As.
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Figura 39 Reacciones quimicas involucradas en la sintesis de modafinil y sus sustancias relacionadas: I:
modafinil sulféxido acido; Il: modafinil sulfona acido; I1l: modafinil sulfuro acido; IV: modafinil sulféxido; V:
modafinil sulfona; VI: modafinil sulfuro; VII: modafinil éster sulféxido; VIII: modafinil éster sulfona; IX: modafinil
éster sulfuro; X: bencidrol.
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Figura 40 Efecto de temperatura y pH.
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Preparacion de las muestras de plasma cargado: Para preparar las muestras
de plasma fortificado, se hicieron alicuotas de 20 pL y el disolvente se
evaporé bajo una corriente de nitrégeno. Los analitos secos fueron
reconstituidos usando 200 uL de plasma humano. Alicuotas de 190 uL se
colocaron en el automuestreador y se inyectaron 100 L en el sistema CLAR
con cambio de columna.

TRATAMIENTO
DE LA
MUESTRA

Solucién estandar: Las soluciones stock fueron preparadas de acuerdo a M
SOLUCION (20 mg), (£) MA'y MS (10 mg) disueltos en 10 mL MeOH. Las tres soluciones

STOCK fueron preparadas por separado (500 pg/mL) en alicuotas de 500 pL diluidas
con 10 mL de MeOH.

Se usaron sol std de M, MA y MS para cargar las muestras de plasma y
hacer la curva de calibracibn para cada analito a las siguientes
concentraciones: 0.100, 0.250, 0.500, 0.800, 2.00, 3.50 y 5.00 pg/ml para
(+)M; 0.150, 0.250, 0.500, 0.800, 2.00, 3.50 y 5.00 pg/ml para (-)M y MA;
0.500, 0.800, 1.00, 2.00, 3.50 y 5.00 pg/ml para MS.

CURVA DE
CALIBRACION

Sistema CLAR bidimensional: La separacion de columnas acopladas que usan un medio de
acceso restringido como la primera dimensién para excluir macromoléculas y retener micro
moléculas, ha sido exitosamente usado para un gran nimero de fluidos bioldgicos. Se uso un
sistema CLAR bidimensional acoplando un medio de acceso restringido (RAM) (una columna de
albumina con suero bovino (BSA)) a una columna quiral (amilosa trsi[(S)-1-feniletilcarbamato]. La
cuantificacién se hace con la preparacion de la muestra on-line. El sistema consiste en 2 bombas
Shimadzu, una de las bombas contiene una valvula FCV-AL para la seleccién del disolvente.
Una vélvula de muestra CLAR 7000 Nitronic EA fue usada para automatizar el cambio de
columna. El orden de elucion fue determinado por la inyeccion de (+) y (-) M a las condiciones de
separacion establecidas. Los enantiomeros enriquecidos fueron obtenidos por una separacion
enantiomérica, usando una columna amilosa tris[(S)-1-feniletilcarbamato] cubierta con APS-
Hypersil como fase estacionaria usando hexano: EtOH (50:50) como fase movil a 3 ml/min. Las
actividades Opticas de los enantiomeros separados fueron definidas usando un polarimetro
Perkin Elmer modelo 241. A condiciones analitica y semipreparativa (+) M fue el primer
enantiomero en eluir. Procedimiento del cambio de columna: La posicion del dispositivo
cambiador de columna alterno entre las posiciones uno y dos y fue controlado a través de
eventos cronomatizados usando el Class-VP Software. Inicialmente, el cambiador de columna
fue colocado en la posicidon uno y la muestra de plasma humano fue inyectada en la columna
RAM. La secuencia de tiempo utilizada se enlista en la tabla uno. La valvula six-port permanecié
en esta posicién por 5.20 min, mientras que las primeras macromoléculas fueron descargadas
por 2.5 min a una velocidad de flujo de 1 mL/min usando KH,PO,0.01 M pH 2.5:CH3;CN (95:5)
como FM y después eluyeron los analitos a 0.8 ml/min usando KH,PO, 0.01 M pH5.1:CH3CN
(70:30). Al mismo tiempo, la columna analitica fue acondicionada con KH,PO, 0.01 M
pH5.1:CH3CN (73:22.5:4.5) liberados por la bomba dos a una velocidad de flujo de 0.8 mL/min.
Entonces, la valvula cambia a la posicion dos redireccionando el flujo desde los desechos a la
columna analitica; los analitos fueron eluidos dentro de la columna quiral entre 5.20 y 6.80 min a

102

Maria Fernanda Morales Guerrero




Determinacién de Modafinil por CLAR

una velocidad de flujo de 0.8 mL/min. Al término de este tiempo, la valvula fue cambiada de
regreso a la posicion uno y la bomba uno permanecié durante 10 min liberando KH,PO,4 0.01 M
pH5.1:CH3CN (70:30) a una velocidad de flujo de 0.8 mL/min, para la ultima descarga de los
solutos retenidos. Antes de acondicionar la columna RAM (1mL/min) con la FM inicial de la RAM,
la columna fue limpiada durante 8 min usando KH,PO,4 0.01M pH5.1:CH3CN (40:60), también a
una velocidad de flujo de 1mL/min. Después de la transferencia de los analitos a las columnas
quirales, estos fueron analizados usando la misma FM en la que la columna quiral fue
acondicionada (desde 6.8 a 30 min). No se requirié tiempo para la preparaciéon de la muestra.
Validacion del método: Linealidad, selectividad, exactitud y precision, recobro, LOQ, LOD y
estabilidad. Recientemente una amplia gama de columnas RAM que permiten la inyeccién
directa de fluidos biolégicos han sido reportadas y han generado gran interés por que
disminuyen tiempo de andlisis. Permiten la inyeccién directa de las muestras biolégicas, la
columna RAM es capaz de remover componentes enddgenos con alta eficiencia. Las fases
estacionarias derivatizadas a base de polisacaridos han probado ser muy eficientes en la
resolucion de series de sulféxidos quirales. El uso de amilosa trsi[(S)-1-feniletilicarbamato] en
fase reversa muestra el mejor desempenio en la separacién de enantimeros de M y fue elegida
como columna analitica. Para determinar el perfil de elucién y los tiempos de retencién de los
analitos en la columna RAM, la columna fue directamente conectada al detector UV. Aunque las
proteinas del plasma podrian eluir en los primeros cinco minutos usando solamente agua como
FM, para precisar la retencion del MS, fue necesario evaluar la influencia del pH de la FM. Para
el cambiador de columna y la columna quiral fue necesario evaluar la influencia del pH en a
resolucion de los 4 compuestos. Para esto fue usado un buffer de fosfatos (0.01M) a diferente
pH con ACN como modificador (75:25) a 0.5 mL/min. Es evidente una disminucién en el factor de
retencion para MA por el incremento del pH del buffer de fosfatos, demostrando que la
resolucion entre los enantiomeros del acido y M pueden ser ajustados por el pH de la FM. No se
ha llevado a cabo ninguna evaluacion de la separacion de los enantiomeros del MA, en este
estudio se lleva a cabo la cuantificacion de la mezcla racémica. El tiempo de vida y la estabilidad
de las columnas quiral y RAM BSA probaron ser muy buenas. La calidad del rendimiento de
ambas columnas se mantuvo con mas de 280 inyecciones de plasma de 100 uL cada una. La
adsorcion de residuos protéicos en los frits de acero inoxidable increment6 la presion de la
columna RAM durante el desarrollo del método, pero con un solo paso de limpieza del frit se
disminuyd la presién y se restaurd la columna a su nivel de desempefio original.
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desechos

Bomba 1

desechos

Walvula de seleccion

[ Auto-inyector

Diagrama esquematico del sistema de cambio de columnas

Figura 41 CLAR bidimensional.

Figura 42 Reacciones involucradas en la sintesis de modafinil
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Figura 43 Efecto pH y perfiles de exclusién de proteinas plasmaticas.
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Figura 44 Cromatogramas de: (a) Plasma control. (b) Plasma cargado con los analitos a 0.25ug/mL en las
condiciones establecidas. (c) Muestra la ventana de tiempo usado para la transferencia de los analitos a
0.25ug/mL, de la columna de medio de acceso restringido a la columna quiral.
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Determinacién de Modafinil por CLAR

Extraccion en fase sélida (SPE). Se extrajo 1mL de sangre. El suero se separa por
centrifugaciéon a 4500 x 5 min. Se almacen6 a -20°C. El porcentaje de recobro a 3
diferentes concentraciones (baja, media y alta) fue de 90.2% para modafinil. Los
cartuchos se lavaron con 1 mL de MeOH seguidos de 1mL de agua. 300 pL de suero
se cargaron con las soluciones de trabajo de adrafinil, M y MA a concentraciones
adecuadas. La muestra se aplico al cartucho y se lavo con 1mL de agua. Se eluyo la
muestra con 1mL de ACN. Se inyectaron 20 pL al sistema cromatogréfico.

TRATAMIENTO
DE LA MUESTRA

La solucion stock de modafinil se disolvio en metanol que contenia 0.05% de acido
formico (generar el espectro de masas protonado de los analitos) para obtener una
concentracion final de 0.50 mg/mL de modafinil.

SOLUCION
STOCK

Se uso suero control para la curva de calibracion y la validacion. La curva de
calibracidn se llevé a cabo por adicidn std a un blanco de suero. Curva estandar lineal

CURVA DE de 16.5 hasta 5000 ng/mL. Se construyo variando la concentracion inicial del control
CALIBRACION |desde 16.5 Adrafinil, 21 My 25.4 de MA hasta 5000 ng/mL. Las concentraciones de
las muestras de la concentracién inicial individuales fueron 30, 50, 100, 200, 500,
1000, 2000 y 5000 ng/mL.

Determinacion de modafinil, adrafinil y su metabolito acido en una sola corrida cromatografica. Adrafinil en
el suero de rata fue estable durante tres ciclos de congelamiento-descongelamiento (a temp. amb) en 6h.
Es generalmente metabolizado en una forma activa llamada modafinil. Ambos, adrafinil y modafinil sirven
como agonistas adrenérgicos alfa 1. Incrementan la actividad locomotora en ratones ratas, perros y
monos. Administracion oral de adrafinil 20 mg/ Kg. Farmacocinética: modelo no compartamental. El MS
fue operado en modo ion positivo. Voltaje de spray: 5kV, con capilar de transferencia de temperatura de
300 °C. Se uso Argdén como gas de colisién a una presion de 1.5 mTorr. Las energias de colisiéon fueron de
20-40 eV.

0
= O
8 Mwnon

Estructura quimica de adrafinil

Figura 45 Estructura quimica de adrafinil.
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Se evaluaron distintos métodos y técnicas de varios autores, empleadas en la determinacion
de modafinil. La mayoria de estos métodos son llevados a cabo empleando CLAR en sus
distintas modalidades: CLAR clasica (Tabla 6, 7, 9, 11); CLAR quiral (Tabla 8, 10, 13) y

CLAR acoplada a espectrometria de masas (Tabla 14).

Asi mismo, los métodos que existen para la caracterizacion de este compuesto son: analisis
cristalogréfico de rayos X, las actividades épticas se determinan con polarimetro, IR, HNMR,
CNMR y punto de fusién.

Todos los ensayos analizados en este trabajo, a excepciéon de la Tabla 12, que es un estudio
aplicado a graneles de producto terminado en la sintesis de modafinil, se llevaron a cabo en
matrices biolégicas como suero, plasma y orina. La preparacion de la muestra, para la
limpieza y purificacion, se lleva a cabo mediante extracciones en fase solida (Tabla 7, 10,
14), extracciones liquido-liquido (Tabla 6, 8, 9) y hay un caso donde no se requiere
tratamiento previo de la muestra, ya que la extraccién se lleva a cabo dentro del mismo

sistema cromatografico utilizando una columna BSA (Tabla 13).

Debido al punto anterior, en el paso donde se prepara la muestra, es muy importante saber
gue lo que estoy recuperando sea de manera repetible. Esto se puede saber determinando el
porcentaje de recobro. La manera de cuantificar la pérdida de muestra, es mediante la

adicion de un estandar interno para controlar la pérdida (repetibilidad).

Todos los ensayos descritos llevan a cabo una calibracion por adicion de un patron interno y
una corrida de la matriz control (no contiene modiodal), ya que debido a la naturaleza de las
muestras (bioldgica), se tiene que comprobar que no existen interferencias debidas a los

constituyentes de la matriz.

Con el pasar de los afios, los métodos se van optimizando, prueba de esto es el tiempo de
analisis requerido, en los primeros estudios los tiempos van desde los 45 minutos, hasta los
més actuales de 20 minutos, incluso 30 minutos sin necesidad de tiempo adicional para la
preparacion de la muestra (Tabla 13).
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Los rangos de longitud de onda utilizados en la deteccion UV-VIS, abarcan rangos que van

desde los 225 hasta los 240 nm.

En lo que se refiere a las fases moviles utilizadas, el método de la Tabla 11 difiere en los
disolventes utilizados en los demas métodos (Tablas 6, 7, 8, 9, 10, 12, 13 y 14) para la
extracciéon, todos estos utilizan una composicion de la fase movil a base de ACN, buffer de
fosfatos, MeOH, CH3COOH, CH3COONHjs;. La ventaja de este método es que elimina el
riesgo de intoxicacion asociados al uso de ACN y diclorometano (son sustancias que se
pueden absorber por inhalacion del vapor a través de la piel y por ingestion) y los efectos de

la acidez de los buffers de fosfatos en la columna cromatogréfica y las bombas.

Todos los métodos que utilizan amortiguadores se encuentran dentro del rango maximo: 10

M, ya que si es mayor puede haber precipitacion de sales.

Todos los analisis utilizan fases estacionarias con tamafios de particula entre 3-10um, lo que
proporciona una alta eficiencia, sensibilidad, tiempos de andlisis cortos y un consumo de
disolventes reducido. Ninguno de los métodos reportados menciona la forma de las
particulas de la columna. Hay que tener en cuenta que al reducir el tamafio de particula, se

puede aumentar la eficiencia.

Las ciclodextrinas y sus derivados son los selectores quirales mas comunmente utilizados en
separaciones quirales (Tabla 8). Los requerimientos para una separacion quiral en fase
reversa utilizando una columna de ciclodextrinas son: la presencia de al menos un
sustituyente de tamafo apropiado para formar un complejo de inclusion con la cavidad de la
ciclodextrina y un sustituyente sobre o cerca del centro quiral con la potencia de interactuar
con los grupos hidroxilo en la cavidad de la boca de la ciclodextrina. Los dos anillos
aromaticos de modafinil hacen posible que ocurra el complejo de inclusion. El oxigeno del
sulfinil y probablemente la amida de modafinil tengan la funcién de interactuar con los grupos

hidroxilo de las ciclodextrinas.
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Los volumenes de inyeccidn usados estan dentro de lo permisible1l-50uL, ya que si fueran
muy altas se incrementaria la altura y los picos pudieran perder eficiencia. La Tabla 8 utiliza
un volumen de inyeccion 100uL, se justifica con el procesamiento de la muestra dentro del

sistema cromatografico.

En lo que refiere a la cantidad de muestra inyectada, las concentraciones utilizadas van de
10-100ug, ya que si se inyecta mas cantidad de muestra la columna puede ya no retener.
Las velocidades de flujo van 0.3-1.4 mL/min. A mayor velocidad de flujo, también se puede

ver comprometida la eficiencia (disminuye).

La sensibilidad se puede incrementar, ademas de re suspender el extracto en una cantidad
menor de fase moévil (100uL), inyectando un volumen mayor o usando una columna con DI
mas pequefo. La Kd significa que la afinidad del soluto a la fase estacionaria es alta, en este
caso de enantiomeros todo depende de la energia de superficie (Energia de Gibbs) para

medir su espontaneidad.

En lo que se refiere al efecto de la temperatura y pH, la Tabla 9 muestra que hay una mejor
resolucion a pH 2.5, la Tabla 12 muestra que no hay efecto en el tiempo de resolucion debido
a un incremento de temperatura, pero al incrementarla, hay una disminucién en el coleo de
los picos (As). La Tabla 13 muestra que no hay gran variacion al incrementar pH en el factor

de retencion (k) y en la resolucion (Rs) para (2)-MA, (+)-M, (-)-M y M, pero si para MS.

Todos los estudios que siguen el perfil farmacocinético, alcanzan la concentracion maxima

de modafinil a las 5 horas.

Los tiempos de retenciébn para modafinil se encuentran entre los 7 y 11 minutos; (R)-
modafinil: 19min (S)-modafinil: 22min (Tabla 8); (R)-modafnil: 11min y (S)-modafinil: 16min
(Tabla 10); (R)-modafinil: 11min y (S)-modafinil: 14min (Tabla 13); MA 10-14 minutos.

En muestras biologicas el valor maximo de CV de la respuesta analitica es del 15%. En todos

los métodos el valor maximo no sobrepasa este valor.
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La validacién de los métodos manejan los parametros de linealidad, exactitud, precision,
LOQ, LOD, estabilidad y porcentaje de recobro. S6lo hay un método que determina robustez
(Tabla 12). Este parametro es importante llevarlo a cabo cuando hay un cambio en el
sistema, por ejemplo, un cambio de columna (detector celda, termostato). Cuando hay un
cambio en el método, por ejemplo, un cambio de disolvente, conviene determinar el

parametro de tolerancia. Si las diferencias no son mayores al 2% hay robustez y tolerancia.

A continuacion se muestra una tabla con la importancia de la validacion de los métodos

analiticos:

Tabla 16. Parametros a evaluar durante la validacion de un método analitico®

TIPO ESTADISTICO TIPO
OPERATIVO/ECONOMICO
Exactitud, Inversion

Rastreabilidad

Precision, Mantenimiento
Incertidumbre
Reproducibilidad Rapidez
Especificidad Facilidad de uso
Selectividad Simplicidad

Limite de deteccion

Limite de

cuantificacion

Robustez
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VIIl. CONCLUSIONES

El comportamiento en el orden de elucion de los compuestos es el siguiente: estandar
interno>MS>MA>M, y (S)-modafinil>(R)-modafinil.

Es posible llevar a cabo la separacion de enantiomeros en columnas C18.

La cromatografia en fase reversa en fases estacionarias a base de ciclodextrinas puede
llevarse a cabo, ya que muestran robustez y una excelente reproducibilidad. La resolucion de
los enantiomeros de modafinil y sus metabolitos se puede lograr usando un amplio rango de
buffers (fosfatos y CH3COOH) y ACN o MeOH como modificadores organicos. Para
mantener un valor de seguridad de pH de 2-7 lo ideal es usar buffer de fosfatos.

Lo mas sencillo es llevar a cabo un método isocratico, pero en este caso que puede haber

varias interferencias probablemente debidas a la matriz, lo ideal es hacerlo por gradiente.

Un ensayo en gradiente nos proporciona una alta resolucién, pero mayor consumo de tiempo

de analisis y disolventes.

El mejor método desarrollado es el que utiliza un sistema CLAR bidimensional, ya no
requiere tiempo para la preparacion de la muestra. La Unica restriccion es que debido a la

complejidad del equipo, éste incrementa su costo.

IX. PROPUESTAS

Método sugerido:

Llevar a cabo el protocolo para la obtencion de muestras de plasma de acuerdo a la NOM-
177-SSA1-1998.

Preparacion de la muestra: Extraer en fase sélida 1 mL de plasma: pasar primeramente en el

cartucho C18 con MeOH, seguido de HCI 0.05 M, la muestra de plasmay 100 pL de estandar
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interno; evaporar a sequedad y reconstituir con fase movil. Inyectar al sistema

cromatografico.

Condiciones del sistema cromatografico:

Columna:

Columna quiral a base de ciclodextrinas

Caracteristicas columna:

10-25 cm de longitud con tamafo de

particula de 3-10 pm

Fase Movil: Buffer de fosfatos : MeOH
Proporcion: 60:40

Velocidad de Flujo: 1 mL/min

pH: 2.5-4

Tipo de elucion: Isocratica

Cromatografia:

Fase reversa

Temperatura: 30 °C
Volumen de inyeccion: 20 pL
Detector: UV-VIS
Longitud de onda: 225-240 nm
Concentracion: 50 pg

Estandar interno:

(Feniltio) acido acético

Los parametros mencionados arriba son la propuesta inicial para iniciar el analisis practico
de modafinil, pero conforme el método se vaya desarrollo, tendran que hacerse los ajustes

necesarios.

Conviene hacer una evaluacion de los parametros cromatograficos (resolucion, eficiencia,
factor de capacidad, selectividad) de los cromatogramas obtenidos en los métodos de

cuantificacion estudiados para obtener los resultados teéricos.
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