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PROPUESTA DE METODO ANALITICO PARA LA CUANTIFICACION DE PARABENOS (METILPARABENO Y
PROPILPARABENO) EN DOS FORMAS FARMACEUTICAS LIQUIDAS, POR HPLC.

INTRODUCCION.

Las formas farmacéuticas liquidas (como soluciones y suspensiones), en especial las que
se consideran multidosis tienen una gran posibilidad de sufrir contaminacién de tipo
microbiana durante la fabricacién, el uso durante el tratamiento por parte del paciente y
mas aun durante el tiempo de vida Util, esto debido a los componentes de su formulacion
sumado a la gran cantidad de agua que contienen, hacen de estas un ambiente idéneo

para el crecimiento microbiano.

El que un producto farmacéutico esté contaminado, o llegue a contaminarse
microbiol6gicamente implica un riesgo sanitario para el usuario, ya que la mayoria de los
microorganismos contaminantes producen algun tipo de enfermedad al humano. Cabe
mencionar que los primeros microorganismos que entran a un preparado farmacéutico, no
son precisamente patdgenos pero son los que adecuan y generan las condiciones para
que los microorganismos patégenos puedan subsistir, también es de suma importancia
mencionar que no todos los patdégenos producen algun efecto en la apariencia del
producto, por lo que es mas que importante evitar el crecimiento de los mismos en los
productos farmacéuticos, tanto para seguridad del paciente como por el impacto
econémico y de renombre que implica que una empresa tenga un producto contaminado

en el mercado ya sea al momento de ser fabricado o durante su vida Uutil.

Dentro de la industria existen muchos productos, como las soluciones intravenosas, que
se requiere sean esterilizados y permanezcan asi durante su uso y vida Util, este proceso
implica un gasto excesivo e innecesario para algunos productos que no lo requieren, por
lo mismo se ha buscado la forma de conservar estos preparados, para asegurar su

calidad.

Debido a todo lo anterior dentro de las formulaciones de las formas farmacéuticas liquidas
no estériles, se debe agregar uno o mas conservadores, los cuales deben ser seguros, y
en cantidad suficiente para evitar el crecimiento microbiano dentro de la formulacién. Pero
sobre todo deben ser estables dentro de la formulacion durante el tiempo de vida util de

los preparados donde se usen.

La autoridad sanitaria ha tomado medidas en este asunto ya que en su NOM-073-SSA1-

2015, Estabilidad de farmacos y medicamentos asi como remedios herbolarios, establece
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que se debe cuantificar el contenido de conservadores en las formas farmacéuticas
liqguidas multidosis, durante todo el estudio de estabilidad para asegurar que los
conservadores se encuentran a una concentracion adecuada, que evita el crecimiento
microbiano, durante toda su vida Gtil conservado a las condiciones que se mencionan en

la etiqueta.

A pesar de que la autoridad sanitaria pide la cuantificacion de los conservadores usando
una técnica analitica, vigente, especifica y validada, dentro de la literatura oficial
(farmacopeas nacional y extranjeras) no existe monografia para cuantificar conservadores
dentro de las diferentes formas farmacéuticas, esto se debe a que cada formulacion es
diferente y el conservador no siempre es el mismo en todas los productos, la eleccion de

los mismos depende de cada empresa.

En la empresa donde se realizara el proyecto, se utilizan como conservadores el
metilparabeno y propilparabeno y no se cuenta con una técnica para cuantificarlos en la
suspension de Metronidazol suspension 5g/100ml y en la solucién de Dextrometorfano
300mg/100ml, debido a que la cuantificaciébn de conservadores es requisito indispensable
para realizar tramites en COFEPRIS, sumado a todo lo mencionado anteriormente, es de
suma necesidad desarrollar un técnica especifica, lineal y reproducible capaz de
cuantificar ambos compuestos (metilparabeno y propilparabeno) en ambas formas

farmacéuticas.

Se decidi6 realizar la técnica por HPLC debido a la gran similitud estructural que tienen
ambos compuestos, lo que les da caracteristicas fisicas y quimicas muy parecidas entre
ellas la longitud de onda a la que absorben, por lo tanto, es necesario un método que
primero se capaz de separar ambos compuestos para después cuantificarlos

individualmente.

Por dltimo para corroborar que el método es especifico, lineal, reproducible, se hara la
validacién del mismo, ademas porque la autoridad sanitaria exige que el método sea

validado para que pueda ser utilizado.

Este trabajo es de suma importancia debido a todo lo que implica tanto para el
consumidor, al cual se le esta asegurando que su medicamento es seguro el tiempo que
marca la etiqueta, como para la empresa, ya que por un lado se esta cumpliendo con un

requerimiento para realizar los tramites correspondientes con la Comision Federal para la
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Proteccion contra Riesgos Sanitarios (COFEPRIS) y por otro lado tiene la seguridad de
gue su producto se encuentra en condiciones 6ptimas. Pero todo esto depende de que el

método analitico se desarrolle satisfactoriamente.
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MARCO TEORICO.
CONSERVADORES.

1.1 Fuentes e incidencia de la contaminacion microbiana.

Los microorganismos forman parte del medio ambiente. Se encuentran en el aire que
respiramos, en los alimentos que comemos y en el agua que bebemos. Algunos
microorganismos indigenas residen en el cuerpo en numero considerables, hasta el punto
de constituir una tercera parte del peso seco de las heces. Es evidente, que tanto los
materiales no procesados como los medicamentos acabados contendran
microorganismos, salvo que se adopten medidas especificas para impedirlo. La
preparacion de medicamentos estériles es un proceso experto y costoso que exige un
equipo complejo, personal calificado y un ambiente de trabajo controlado. La produccion
de todos los productos farmacéuticos segln estas normas exigiria argumentos
convincentes que justificaran los elevados costes y el gasto consiguiente para los
usuarios. Los factores a considerar son: las fuentes y la incidencia de los
microorganismos en los farmacos y preparados farmacéuticos, las consecuencias de esta
contaminacién tanto en lo que se refiera a la estabilidad de los medicamentos como a la
salud de los pacientes y, y las magnitudes y tipo de microorganismos que podrian

tolerarse. (1)

Como se observa en la tabla 1 y en la figura 1, son muchos los factores que pueden
contribuir a la carga microbiana asociada a un preparado farmacéutico en cada fase de su
fabricacion, desde la reunién de los materiales originales hasta el envasado del producto

final.
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Tabla 1. Fuentes de contaminacion microbiana.

Fuentes de contaminacion microbiana

Agua Grupos de gramnegativos poco exigentes:
Pseudomonas, Xanthamonas, Flavobacterium,
Achromobacter.

Aire Esporas de mohos:

Penicillium, Mucor, Aspergillius.
Esporas bacterianas:

Bacillius ssp.

Levaduras

Micrococos

Materias primas

Tierras Esporuladores anaerobios: Clostridium spp.
Pigmentos Salmonella

Almidones Coliformes

Gomas Achnomyces

Productos de origen Coliformes

animal

Personal Coliformes

Estafilococos
Estreptococos

Corynebacteria
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Figura 1. Factores que intervienen en la fabricacién higiénica

Los trabajos realizados por Bloomfield (1990) y por Spooner (1996), llamaron la atencion
sobre la necesidad de controlar mejor la calidad microbiolégica tanto de materiales de
partida como de los procesos de fabricacion. En consecuencia, la frecuencia con que se
aislan concentraciones elevadas o especies peligrosas es mucho menor desde hace unos
afios, aunque el problema no ha desparecido en modo alguno. Se sabe que las fuentes
principales de contaminacién microbiana de los medicamentos son el agua (el material de
partida mas frecuente) y los materiales no procesados de origen natural, entre ellos los

farmacos vegetales y los minerales como el talco, el caolin y la bentonita.

Los microorganismos habitualmente presentes en el agua son de tipo Pseudomonas,
Achromobacter, y Alcaligenes, incluida, en ocasiones, Ps. aeruginosa. Se demostré que el
agua purificada es una fuente tipica de microorganismos en la que, durante su uso, la
columna de intercambio de iones puede contaminarse a partir del agua que pasa por ella
y los microorganismos que quedan atrapados se multiplican con gran rapidez,

produciendo recuentos elevados en el agua de salida.
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El agua producida por 6smosis inversa también planteara problemas si la membrana de
osmosis no se desinfecta a intervalos regulares. Incluso el agua destilada, que se
encuentra libre de microorganismos cuando abandona el destilador, puede ser una fuente
significativa de contaminacion tras su almacenamiento. Ello se explica porque el cloro que
protege al agua potable se pierde con la destilacién y las bacterias gramnegativas pueden
crecer hasta alcanzar concentraciones de 10°- 10°ml a temperatura ambiente en pocos
dias. Estas bacterias suelen acceder al agua destilada a través de las tuberias de
conexion de goma o plastico de mala calidad o porque los envases no estan bien

cerrados.

Algunos medicamentos manufacturados poseen actividad antimicrobiana, por ejemplo
porque su pH es desfavorable, lo que significa que no evita que los medicamentos
fabricados a partir de materias primas contaminadas lo estén también, siendo esto es lo
mas comun. Ademas es importante tener en cuenta que, en algunos casos, el recuento
inicial de bacterias en una mezcla recién preparada puede aumentar de manera
sustancial durante su almacenamiento, sobre todo cuando la formulacidbn no contiene un

conservador.

Una fuente importante de contaminacidon microbiana es el personal que prepara los
medicamentos y los pacientes que los utilizan. En el ambiente general la mayor parte de
las bacterias aerotransportadas proceden de las personas. Los movimientos del cuerpo, la
espiracion, el habla, y claro esta, la tos y los estornudos constituyen fuentes importantes
de contaminacién. Entre los microorganismos que pueden diseminarse de esta forma se
encuentran los estafilococos, presentes sobre todo en la piel y en las ventanas nasales de
las personas sanas, los estreptococos que a veces existen en la garganta y distintas
Enterobacteriaceae, como salmonelas y coliformes que habitan en los intestinos. Otra
microflora que puede contaminar los medicamentos y que no suele asociarse al ser
humano son las esporas aerotransportadas tanto de bacterias como de hongos, entre
ellos de varias levaduras naturales, habitantes anaerobios del suelo y la tierra como los
clostridios, y las bacterias transportadas por el agua y poco exigentes, en general

gramnegativas.

Las posibilidades de que los microorganismos penetren en los medicamentos durante su
fabricacion y uso son considerables, por lo que no debe sorprender que al hacer un

estudio de deteccion de contaminacién microbiana en preparados no estériles y sus
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ingredientes se encuentren siempre microorganismos. Como ya se dijo la incidencia de la
microflora en los medicamentos a su salida de los dispensarios o fabricas depende en
gran medida de la naturaleza de los ingredientes, es decir, de si son naturales o
sintéticos, de la calidad de los vehiculos y del cuidado y actitud del personal que

interviene en su produccién.

1.2. Crecimiento y multiplicacion de los microorganismos en los productos
farmacéuticos
La mayoria de los materiales de partida y, por tanto, los preparados farmacéuticos que los
contienen, mantiene la vida de algunos microorganismos, aungque esta capacidad es muy
variable y depende de las propiedades nutritivas y del contenido de humedad de cada
producto, no es prudente suponer que, por ejemplo, un polvo seco o un comprimido estan

a salvo de la contaminacion microbiana.

Casi todos los medicamentos disponen de fuentes accesibles de elementos nutritivos y
humedad y se han hecho muchas descripciones de los efectos de la proliferacion
microbiana en ellos, traducida a veces en la produccién de olores o en una degradacion
visible. Este deterioro puede ser molesto y caro, pero el problema mas grave se presenta
cuando el desarrollo de los microorganismos no va acompafiado de signos evidentes o da
lugar a efectos tardios. Por ello, es importante conocer el contenido microbiano de todos
los farmacos y productos farmacéuticos y no prestar atencion tan solo a los que deben ser
estériles o los que son especialmente propensos a la putrefaccion. Un estudio de la
interaccion de los microorganismos en alimentos demostr6 como los microorganismos
pioneros pueden preparar el terreno para invasores posteriores, degradando los
nutrientes complejos, alterando el pH, y aumentando la cantidad de humedad disponible,
hasta que se establece la poblacion final que causa la putrefaccion. Los invasores
iniciales tanto en alimentos como en medicamentos, pueden alcanzar concentraciones
elevadas sin producir efectos visibles y, ademas, cuando se investiga el producto ya
putrefacto, quiza hayan sido desplazados por completo por los responsables finales de la

putrefaccion.

Salvo que se tenga en cuenta esta cadena, los efectos peligrosos de medicamentos

aparentemente estables y la importancia de algunos contaminantes pueden pasar
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inadvertidos. Asi, un jarabe puede contaminarse al principio con levaduras osmofilas, que
crecen en concentraciones elevadas de azlcares y que cuando los utilizan crean las
condiciones idoneas para el establecimiento secundario de microorganismos menos
especializados. Cuando estos jarabes se estudian, pueden quedar pocas huellas de las
levaduras que iniciaron el proceso de degradacion, por lo que su intervencion sera

ignorada.

1.3. Consecuencias de la contaminacion.
Hoy se sabe que la presencia de microorganismos en los preparados farmacéuticos
puede tener consecuencias variadas, que oscilan entre las minimas y las muy graves. Por
ejemplo, las esporas del hongo Mucor pueden encontrarse en forma quiescente y no
producir nunca la degradacion del medicamento ni peligro para el paciente que lo toma.
En el otro extremo estaria la presencia de Salmonella en un medicamento, pues si bien la

degradacion visible seria escasa o nula, de hecho constituiria un grave peligro sanitario.

Los casos conocidos de consecuencias graves debidas a la contaminacién guardaron
relacion, en su mayoria, con medicamentos que deben ser administrados estériles. Esto
no debe sorprender, ya que los preparados estériles suelen administrarse por via
parenteral u ocular y en esas circunstancias un microorganismo extrafio constituye un
peligro especial. Se sabe que los liquidos para infusidn intravenosa son un area potencial
de preocupacion, debido a que los liquidos contaminados han provocado la muerte de
algunos pacientes. La practica establecida de afiadir farmacos a las infusiones, a menudo
es pacientes hospitalizados, puede suponer otro posible peligro microbiolégico a menos
que le proceso sea supervisado estrechamente por personal experto. Los preparados
oftalmicos, incluidas las soluciones para lentes de contacto, han sido responsables de
graves infecciones oculares, llegando incluso a provocar ceguera, como consecuencia de

la contaminacién microbiana.

Ademas de la posible infeccion de los pacientes, el otro efecto importante de la
contaminacién de los medicamentos es el deterioro general, que puede dar lugar a
alteraciones evidentes tales como cambio de coloracién, separacion de las emulsiones y
produccion de gas y distintos olores. Estos efectos comparativamente espectaculares del

deterioro tienen la virtud de llamar la atencion del consumidor sobre el problema, y



PROPUESTA DE METODO ANALITICO PARA LA CUANTIFICACION DE PARABENOS (METILPARABENO Y
PROPILPARABENO) EN DOS FORMAS FARMACEUTICAS LIQUIDAS, POR HPLC.

afortunadamente, disuadir de su consumo. Sin embargo, en otros casos, los
microorganismos pueden utilizar los ingredientes activos sin causar por ello signos
visibles de degradacién. Asi, los salicilatos (entre ellos la aspirina), el paracetamol, la
atropina, el cloranfenicol, la prednisona y la hidrocortisona pueden sufrir degradacién
hacia distintos productos sin actividad terapéutica. Los conservantes, afiadidos con el fin
de proteger a los principios activos frente a los microorganismos, pueden ser también una
fuente accesible de elementos nutritivos para éstos, sobre todo cuando sus

concentraciones son bajas o cuando son de estructura aromatica.

Las bacterias pueden producir diversas sustancias téxicas potencialmente peligrosas en
los productos contaminados, incluso aunque se hayan aplicado procedimientos de
esterilizacion o solo queden células muertas y sus residuos. En los preparados
parenterales, las endotoxinas, componentes lipopolisacaridos de las bacterias
gramnegativas, pueden producir fiebre cuando se inyectan. Los hongos producen
micotoxinas, que desde tiempos remotos se conocen como factores implicados en
enfermedades como el ergotimso y, mas recientemente, en la gastroenteritis, ambos
debido al uso de cereales contaminados. La participacién de micotoxinas, en concreto de

la aflatoxina, en el cancer ha estimulado el estudio de estas sustancias.

1.4. Conservacion de los productos farmacéuticos.

Gracias al conocimiento de los muchos factores implicados en la contaminacién
microbiana de los medicamentos y la aplicacién de algunos procedimientos adecuados,
es posible obtener una gama de productos que, en caso necesario, pueden ser estériles o
contener un grado aceptable de microorganismos. Esto no basta para si mismo si no se
toman, ademas, las medidas necesarias para reducir al minimo la contaminacion y
degradacion de los medicamentos durante su uso. Los envases bien disefiados, en
general unidosis en el caso de los preparados estériles, y una conservacion cuidadosa
contribuyen en gran medida a este fin, por siempre que sea aceptable, una garantia
afiadida consiste en incorporar una sustancia antimicrobiana o un conservante a la

formulacion.

El enfoque correcto de la conservacion se basa en dos principios. El primero es que no

debe afiadirse un conservante a un producto para enmascarar alguna deficiencia del
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proceso de fabricacién y el segundo es que el conservante debe ser una parte esencial de
la formulacion, elegido para proporcionar proteccion en ese caso concreto. La creciente
atencion que ahora se presta a la preparacion higiénica de los productos farmaceéuticos ha
eliminado la necesidad de conservantes para combatir las cargas microbianas iniciales
elevadas, pero persiste el problema de la proteccion contra la degradacién que puede
producirse por la contaminaciéon durante el uso del medicamento. Si se decide afadir un
conservante para evitar esta degradacién, sera necesario conocer los factores que

influyen en su eficacia. (1)

En adicién a la estabilidad de los productos farmacéuticos, contra las degradaciones
tanto fisicas como quimicas junto con los cambios ambientales a los que los productos
estan expuestos ciertos preparados liquidos y semisélidos deben ser protegidos contra la

contaminacién microbiana.

Algunos tipos de productos farmacéuticos, por ejemplo, preparaciones oftalmicas e
inyectables, son esterilizados por métodos fisicos durante la manufactura y muchos de
ellos requieren un agente antimicrobiano para mantener la condicion aséptica durante el
uso y almacenaje. Otro tipo de preparaciones no son esterilizadas durante su preparacion
pero son particularmente susceptibles a crecimiento microbiano debido a la naturaleza de
sus ingredientes, estos productos son protegidos por la adicién de un conservador. Las
preparaciones que proveen de un excelente medio para el crecimiento microbiano son
aguellas preparaciones acuosas, especialmente jarabes, soluciones, emulsiones,
suspensiones, y algunos semisélidos particularmente cremas. Ciertas preparaciones que
contienen una alta cantidad de alcohol no requieren la adicién de un conservador cuando
el contenido de alcohol es suficiente para prevenir el crecimiento microbiano.
Generalmente 15% V/V puede prevenir el crecimiento bacteriano en medio acido y un
18% V/V en medio alcalino. La mayoria de productos farmacéuticos que contienen

alcohol, como elixirs y tinturas son auto esterilizado y no requieren conservador adicional.

)

1.5. Seleccién de conservadores.
Cuando algun preparado farmacéutico requiere la adicibn de algun conservador, la

seleccidn es basada en varias consideraciones, incluidas las siguientes:

11
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e El conservador previene el crecimiento del tipo de microorganismos que se
consideran los mas comunes en la formulacion

e El conservador es suficientemente soluble en agua para lograr concentraciones
adecuadas.

e La proporciébn de conservador debe permanecer no disociado en el pH de la
preparacion.

e La concentracion requerida de conservador no debe afectar la seguridad vy
comodidad del paciente, es decir, no debe ser irritante, toxico y sensibilizan te.

e El conservador debe ser adecuadamente estable y no deberia reducirse en
concentracion debido a descomposicion quimica o volatilizacion durante la vida util
de la preparacion.

e El conservador debe ser completamente compatible con todos los demés aditivos
de la formula y no debe interferir con ellos ni con la eficacia del medicamento.

e El conservador no debe tener efectos adversos.

1.6. Consideraciones generales de los conservadores

Los microorganismos como bacterias generalmente les favorece para su crecimiento un
medio ligeramente alcalino, hongos y levaduras prefieren un medio acido. Aunque pocos
microorganismos pueden crecer por debajo de pH 3.0 o por encima de pH 9.0, la mayoria
de las preparaciones farmacéuticas acuosas tienen el rango de pH favorable por lo tanto
deben de ser protegidas contra el crecimiento microbiano. Para ser efectivo, un agente
conservador debe ser disuelto en cantidad suficiente dentro de la fase acuosa de la
preparacion. Ademas, so6lo la fraccibn no disociada o la forma molecular de un
conservador tienen la capacidad de conservacion, porque la forma ionizada es incapaz de
penetrar el microorganismo. Entonces el conservador elegido debe ser en gran parte no
disociada en el pH en el que la formulacion es preparada. Los conservadores &cidos
como acido benzoico, borico y soérbico son mas efectivos si el medio es acido, a la
inversa los conservadores alcalinos que son menos efectivos en medios acidos o
neutrales y mas efectivos en medios alcalinos. Si los materiales de la formulacién
interfieren con la solubilidad o la disponibilidad del conservador su concentracién quimica
puede ser engafiosa, porque esta puede que sea una medida no real de la concentracion
efectiva del conservador. Se han descubierto muchas incompatibilidades entre las
combinaciones de conservadores y algunos aditivos farmacéuticos, muchas de las

combinaciones incompatibles conocidas que inactivan el contenido de conservadores

12
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macromoleculares incluyen varios derivados de celulosa, poli etilenglicoles, y gomas
naturales. Estos incluyen tragacanto, el cual puede atraer y mantener los conservadores
como parabenos y compuestos fendlicos haciéndolos indisponibles para su funcién
conservadora. Ademas el conservador no debe interactuar con su contenedor, como un
tubo de metal o un frasco de plastico. Dicha interaccion puede resultar en descomposicion

del conservador, causando descomposicion y contaminacion. (2)

1.7. Factores que influyen en la eficacia de los conservadores

Aparentemente, la gama de antimicrobianos disponibles es muy amplia, pero esta idea
solo se mantiene hasta que se plantea la necesidad concreta de un conservador para un
medicamento especifico. Una revision de las formulas de la Farmacopea de los Estados
Unidos demostr6 que se utilizaban 38 conservadores y 42 combinaciones de
conservadores distintas, sin embargo, un analisis de los agentes mas utilizados revel6
que solo unos pocos se emplean con regularidad en el 70% o mas de los productos de
cada una de las diversas categorias. Si se comparan estos resultados con la primera
edicion de esta farmacopea, podra constatarse que durante el periodo transcurrido no se
han introducido conservadores nuevos; por el contrario muchos han perdido popularidad
debido a problemas de toxicidad, como sucede con las sales de fenilmercurio, de manera

que la gama de conservantes disponibles disminuye en lugar de aumentar.

Decir que el conservador no debe ser téxico, ni tener olor y que ha de ser estable y
compatible con los demas componentes de la formulacién farmacéutica sobre la que ha
de ejercer su efecto contra una amplia gama de posibles microorganismos contaminantes
es una simplificacion excesiva. SOlo la toxicidad excluye a muchos compuestos
antimicrobianos de su uso en preparados parenterales, oftadlmicos u orales. Cualquier
microorganismo que entre en un medicamento se multiplicara en la fase acuosa o en la
superficie de contacto inmediata, por lo que la funcion primordial del conservador sera
alcanzar una concentracion protectora en esa fase. Ademas el pH de la formulacion

puede tener una gran influencia sobre la eficacia del conservador. (1)
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1.8. Mecanismo de accién
Conservadores interfieren con el crecimiento microbiano, multiplicacion y metabolismo a

través de uno o mas de los siguientes mecanismos:

Modificacion de la permeabilidad de la membrana celular y la fuga de los

componentes celulares (lisis parcial)

e Lisis y fuga citoplasmatica

e Coagulacién irreversible de los constituyentes citoplasmaticos (ejemplo:
precipitacion de las proteinas)

¢ Inhibicion del metabolismo celular como por interferencias con sistemas de
enzimas o inhibicién de sintesis de la pared celular.

e Oxidacioén de constituyentes celulares.

e Hidrolisis

Algunos de los conservadores usados comunmente en la industria farmacéutica y sus

posibles mecanismos de accidn se muestran en la tabla 2.

Tabla 2. Probables mecanismos de accién de algunos conservadores

Conservador Probable mecanismo de accién

Acido benzoico, é&cido bérico y p- | Desnaturalizacion de proteinas
hidroxybenzoato

Fenoles y compuestos fendlicos clorados Desnaturalizacion en las membranas

citoplasmaticas y también por oxidacion de

las enzimas
Alcoholes Desnaturalizacion en membranas
Compuestos cuaternarios Accion litica en membranas
Mercuriales Desnaturalizacion de  enzimas  por

combinacién con grupos tiol (-SH)

1.9. Uso de los conservadores
Sustancias adecuadas pueden ser adicionadas a las preparaciones farmacéuticas para
mejorar su permanencia o utilidad. Estos aditivos son adecuados solo si son no toxicos e
inofensivos en las concentraciones administradas y que no interfieran con la eficacia

terapéutica 0 con ensayos o0 valoraciones de la preparacion. Ciertas preparaciones
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intravenosas dadas como reponedoras de sangre o nutrientes de gran volumen no tienen
permitido que contengan aditivos bacteriostéaticos porque la cantidad requerida para
preservar dichos grandes voliumenes podria constituir un riesgo de salud para el paciente.
Estas preparaciones como la solucion de dextrosa intravenosa que se encuentran en
presentaciones de 500 y 1000 mL, no contienen conservadores antibacteriales. Por otro
lado las soluciones inyectables que son de pequefios volimenes, por ejemplo la inyecciéon
de sulfato de morfina que se encuentra en una presentacion de 1 ml, puede ser

preservada con un conservador adecuado.

Algunos ejemplos de los conservadores y sus concentraciones comunmente empleados
en la industria farmacéutica son: acido benzoico ( 0.1% a 0.2%), benzoato de sodio (0.1%
a 0.2%), alcohol ( 15% a 20%), fenol ( 0.1% a 0.5%), cresol (0.1% a 0.5%), clorobutanol
(0.5%), cloruro de benzalconio ( 0.002% a 0.01%) y combinaciones de metilparabeno y
propilparabeno (0.1% a 0.2%), estos Ultimos son especialmente buenos contra los
hongos. La porcién re guerida varia con el pH, disociacidn, y otros factores como

los aditivos adicionales dentro de la formulacion.

Para ser preservados cada tipo de formulacién el farmacéutico debe de considerar en su
investigacion la influencia del conservador y la comodidad del paciente. Por ejemplo, un
conservador para una solucion oftalmica tiene que tener propiedades poco irritantes,
como el clorobutanol, cloruro de benzalconio. En todos los casos el conservador tiene que

ser biol6égicamente probado para determinar su seguridad y eficacia.

Los conservadores mas comunmente usados en los preparados farmacéuticos son los
parabenos (alcali esteres del acido p-hidroxibenzoico, como el metil y propil parabeno).
Estos componentes son altamente efectivos contra bacterias grampositivos y hongos a
bajas concentraciones (ej. A concentraciones de 0.1- 0.3 porciento, las combinaciones de
parabenos proveen una efectiva preservacion de los preparados). Debido a su uso tan
extenso el perfil toxicologico de los parabenos ha sido altamente investigado, y su
seguridad en el uso de los mismos han sido ya establecidos para los ésteres como metil,

propil, y butil parabenos. (3)

Para formas farmacéuticas como las cremas los conservadores que se llegan a utilizar
ademas de los parabenos incluyen &cido benzoico, &cido sorbico, benzil alcohol,

fenoxietanol, clorocresol, cloruro de benzalconio y cetrimida. Todos tienen ventajas y
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desventajas, las cuales hacen combinaciones particularmente efectivas. Por ejemplo,

aunque el metilparabeno es altamente activo contra bacterias grampositivas y

moderadamente activo contra levaduras y hongos, es débilmente activo contra bacterias

gramnegativas. Una combinacion de metilparabeno con fenoxietanol genera un sistema

preservativo que es también altamente activo contra bacterias gramnegativas. Los

conservadores acidos, como el benzoico y el sérbico, son sélo activos como acidos libres,

y para esto es necesario que las formulaciones que contengan estos conservadores

tengan un pH menor a 5.0. En la tabla 3 se observa una lista de los conservadores mas

usados en los productos farmacéuticos, junto con sus propiedades microbiolégicas y

fisicoquimicas.

Tabla 3. Propiedades microbioldgicas v fisicoquimicas de los conservadores

Actividad antimicrobiana®

Conservador Gram Gram Hongos Levaduras Concentracion Rango O/W°
+ - enuso (%)  depHP
Acido benzoico 1 2 3 3 0.1 2-5 3-6
Acido sérbico 2 2 2 1 0.2 <6.5 35
Fenoxietanol 2 1 3 3 1.0 Amplio -
Metilparabeno 1 3 2 2 0.4-0.8 3.0-95 75
Propilparabeno 1 3 2 2 0.4-0.8 3.0-9.5 80
Butilparabeno 1 3 2 2 0.4-0.8 3.0-9.5 280
Clorocresol 1 2 3 3 0.1 <8.5 117-
190
Cloruro de 1 2 3 2 0.01- 0.025 4-10 <1
benzalconio
Cetrimida 1 2 3 2 0.01- 0.1 4- 10 <1

a. 1. Alta actividad; 2. Actividad moderada; 3. Actividad débil

b. Rango de pH éptimo para la actividad

c. Coeficiente de particion agua/aceite (oil/water)
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1.10. Metilparabeno y Propilparabeno

Estos esteres de acido p- hidroxibenzoico son usados en primera instancia para prevenir
el crecimiento de hongos, pero en concentraciones mas elevadas poseen actividad
antibacteriana. El uso efectivo de estos es limitado por su baja solubilidad en agua.
Ademdas de que se ha encontrado que se unen a un gran numero de sufractantes y
polimeros no iénicos, reduciendo su bioactividad. Estos son usados en combinacién con
el metil éster al 0.03- 0.1% y el propil éster al 0.01- 0.02%. (4).

Los parabenos son efectivos en un amplio rango de pH y son antimicrobianos de amplio
espectro, aunque como se ha mencionado anteriormente son mas efectivos contra
hongos y levaduras. La actividad antimicrobiana aumenta conforme aumenta la cadena de
alcali, pero la solubilidad en agua disminuye; por lo tanto una mezcla de parabenos es
usada frecuentemente para proveer mas proteccion. La eficacia del conservador se puede
aumentar adicionando propilenglicol (2-5%), o usando parabenos en combinacién con

otros agentes antimicrobianos como imidurea.

Debido a la poca solubilidad de los parabenos, las sales de parabenos (particularmente la

sal de sodio) son las que se usan con mas frecuencia dentro de las formulaciones.

Metilparabeno junto con el propilparabeno se usan para la conservaciéon de muchos
productos farmacéuticos, tanto tépicos como orales, también son usados en formas
parenterales y oftdlmicas. Los parabenos son no mutagénicos, no teratogénicos, y no
cancerigenos. Estos compuestos no exhiben niveles significantes de sensibilizaciéon de

fotocontacto o fototoxicidad. (5)
Las caracteristicas fisicas de ambos conservadores se observan en la tabla 4. (6)

Tabla 4. Propiedades fisicas del metilparabeno y propilparabeno

Metilparabeno Propilparabeno
Estructura o o OH
CH;,
®)
HC” Y
(@)
OH
Férmula condensada CgHsO3 C1oH1,03
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Metilparabeno

Propilparabeno

CAS

Sinénimos

Peso molecular
Punto de fusién
Solubilidad

Descripcién

[99-76-3]

Acido  4-hidroxybenzoico
metil  éster, metil p-
hidroxibenzoato, 4-
hidroxibenzoato de metilo.
152.15mg

131°C

un gramo se disuelve en
400ml de agua, 40ml de
aceite caliente,
aproximadamente 70ml de
glicerol caliente; facilmente
soluble en alcohol,
metanol, acetonay éter.

Cristales incoloros o polvo

blanco cristalino.

[94-13-3]
Acido 4-hidroxibenzoico propil
éster, propil p-hidroxibenzoato |,

4-hidroxibenzoato de propilo.

180.20mg

96-97°C

Soluble en 2000 partes de agua,
facilmente soluble en metanol,
alcohol anhidro, acetona, y éter
dietilico; poco soluble en agua en

ebullicion.

Cristales incoloros o polvo

blanco cristalino

Metilparabeno

El metilparabeno se usa con frecuencia como conservador en preparados farmacéuticos,

en la tabla 5 se puede observar los usos mas comunes y las concentraciones a las que

se utiliza dentro de las formulaciones farmacéuticas.

Tabla 5. Usos y concentraciones del metilparabeno en formulaciones farmacéuticas

Uso

Concentracién (%)

Intramuscular (IM), Intravenoso (1V)

Soluciones para inhalar
Inyecciones intradérmicas
Soluciones nasales

Preparaciones oftalmicas

Soluciones y suspensiones orales

Preparaciones rectales

0.065- 0.25

0.025- 0.07

0.10
0.033

0.015-0.2
0.015-0.2
0.18

0.1-
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Uso Concentracion (%)
Preparaciones tépicas 0.02-0.3
Preparaciones vaginales 0.1- 0.18

El metilparabeno tiene una actividad microbiana en un rango de pH de 4-8. La eficacia de
este conservador disminuye con el aumento del pH debido a la formacion del anién
fenolato. El metilparabeno es el menos activo de todos los parabenos, ya que la actividad
antimicrobiana incrementa conforme aumenta la cadena de alcali. En la tabla 6 se
observa el minimo de concentracion necesaria de metilparabeno en solucién acuosa para

inhibir el crecimiento de diferentes microorganismos.

Tabla 6. Concentracion Minima Inhibitoria (MICs) de metilparabeno en solucién acuosa

Microorganismo MIC (ug/ml)
Aerobacter aerogenes ATCC 8308 2000
Aspergillius oryzae 600
Aspergillius niger ATCC 9642 1000
Aspergillius niger ATCC 10254 1000
Bacillus cerus car. Mycoides ATCC 6462 2000
Bacillus subtilis ATCC 6633 2000
Candida albicans ATCC 10231 2000
Enterobacter cloacae ATCC 23355 1000
Escherichia coli ATCC 8739 1000
Escherichia coli ATCC 9637 1000
Klebsiella pneumoniae ATCC 8308 1000
Penicillium chrysogenum ATCC 9480 500
Penicillium digitatum ATCC 10030 500
Proteus vulgaris ATCC 8427 2000
Proteus vulgaris ATCC 13315 1000
Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 4000
Pseudomonas aerginosa ATCC 15442 4000
Pseudomonas stutzeri 2000
Rhizopus nigricans ATCC 6227A 500
Saccharomyces cerevisiae ATCC 9763 1000
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Microorganismo MIC (ug/ml)
Salmonella typhosa ATCC 6539 1000
Sarcina lutea 4000
Serratia marcescens ATCC 8100 1000
Staphylococcus aureus ATCC 6538P 2000
Staphylococcus epidermis ATCC 12228 2000
Trichoderma lignorum ATCC 8678 250
Trichoderma mentagrophytes 250

Las soluciones acuosas de metilparabeno a pH 3-6 pueden ser esterilizadas con
autoclave a 120°C durante 20min, sin descomposicion. Las soluciones acuosas a pH 3-6
son estables (menos 10% de descomposicién) por mas de cuatro afios a temperatura
ambiente, cuando las soluciones acuosas estdn a pH de 8 o mas, son susceptibles a
hidrdlisis (una degradacién del 10% o mas después de 60 dias a temperatura ambiente).

Propilparabeno

El propilparabeno se usa con frecuencia como conservador en preparados farmacéuticos,
en la tabla 7 se puede observar los usos mas comunes y las concentraciones a las que

se utiliza dentro de las formulaciones farmacéuticas.

Tabla 7. Usos y concentraciones del propilparabeno en formulaciones farmacéuticas

Uso Concentracién (%)
Intramuscular (IM), Intravenoso (1V) 0.005- 0.2
Soluciones para inhalar 0.015

Inyecciones intradérmicas 0.02- 0.26
Soluciones nasales 0.017
Preparaciones oftalmicas 0.005- 0.01
Soluciones y suspensiones orales 0.01- 0.02
Preparaciones rectales 0.02- 0.01
Preparaciones topicas 0.01-0.6
Preparaciones vaginales 0.02-0.1
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El propilparabeno tiene actividad en un rango de pH entre 4-8. La eficacia del conservador
disminuye con el aumento de pH debido a la formacion del anién fenolato. En la tabla 8
se observa el minimo de concentracién necesaria de propilparabeno en solucién acuosa

para inhibir el crecimiento de diferentes microorganismos.

Tabla 8. Concentracion Minima Inhibitoria (MICs) de propilparabeno en solucién acuosa

Microorganismo MIC (ug/ml)
Aerobacter aerogenes ATCC 8308 1000
Aspergillius niger ATCC 9642 500
Aspergillius niger ATCC 10254 200
Bacillus cerus car. Mycoides ATCC 6462 125
Bacillus subtilis ATCC 6633 500
Candida albicans ATCC 10231 250
Enterobacter cloacae ATCC 23355 1000
Escherichia coli ATCC 8739 500
Escherichia coli ATCC 9637 100
Klebsiella pneumoniae ATCC 8308 500
Penicillium chrysogenum ATCC 9480 125
Penicillium digitatum ATCC 10030 63
Proteus vulgaris ATCC 13315 250
Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 >1000
Pseudomonas aerginosa ATCC 15442 >1000
Pseudomonas stutzeri 500
Rhizopus nigricans ATCC 6227A 125
Saccharomyces cerevisiae ATCC 9763 125
Salmonella typhosa ATCC 6539 500
Serratia marcescens ATCC 8100 500
Staphylococcus aureus ATCC 6538P 500
Staphylococcus epidermis ATCC 12228 500
Trichoderma lignorum ATCC 8678 65
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Las soluciones acuosas de propilparabeno a pH 3-6 pueden ser esterilizadas en autoclave
sin descomposicion. A pH de 3-6, las soluciones acuosas son estables (menos de 10% de
descomposicién) por cuatro afios 0 mas a temperatura ambiente, mientras que las
soluciones a pH 8 o mas son susceptibles a hidrélisis rapida (una degradacion del 10% o

mas después de 60 dias a temperatura ambiente). (5)
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FORMAS FARMACEUTICAS LIQUIDAS

2.1 Solucién
Preparado liquido claro y homogéneo obtenido por disolucion de el o los farmacos y
aditivos en agua otro disolvente y que se utiliza externa o internamente. Las soluciones

inyectables, oftalmicas y Gticas deben ser estériles y libres de particulas.
Via de administracion: oral, parenteral, oftalmica, topica, rectal, 6tica, nasal, cutanea.

Consideraciones de uso: inyectable, para dialisis peritoneal, para enema, para inhalacion,

para nebulizacion.

2.2 Suspensioén
Sistema disperso, compuesto de dos fases, las cuales contienen él o los farmacos y
aditivos. Una de las fases, la continua o la externa es generalmente es un liquido y la fase
dispersa o interna esta constituida de sélidos (farmacos) insolubles, pero dispersables en

la fase externa.
Via de administracion: oral, parenteral, rectal, topica, oftalmica.

Consideraciones de uso: inyectable, de liberacion prolongada, para enema, para

inhalacién, para nebulizacion.
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METODOS ANALITICOS

La quimica analitica es una ciencia de medicion basada en un conjunto de ideas y

métodos que son Utiles en todos los campos de la ciencia y la medicina.

El analisis cualitativo establece la identidad quimica de las especies en la muestra. El
analisis cuantitativo determina la cantidad relativa de esas especies, 0 analitos, en forma
numérica. Lo mas comuln es que un paso de separacidn se parte necesario del proceso
analitico. El andlisis cualitativo suele ser parte integral del paso de separacién, y la
determinacién de la identidad de los analitos es un paso esencial unido al andlisis

cuantitativo.

3.1. Funcion de la quimica analitica

La quimica analitica se aplica en la industria, la medicina y todas las ciencias. Por
ejemplo: las concentraciones de oxigeno y diéxido de carbono se determinan todos los
dias en millones de muestras sanguineas para el diagnéstico y tratamiento de
enfermedades. Las cantidades de hidrocarburos, 6xidos de nitrégeno y mondéxido de
carbono presentes en los gases de del escape de motores automovilisticos se miden para
evaluar la efectividad de los dispositivos de control de la contaminacion atmosférica. Las
mediciones cuantitativas de calcio ionizado en el suero sanguineo ayudan a diagnosticar
las enfermedades de las glandulas paratiroides en seres humanos. La determinacion
cuantitativa de nitrégeno en los alimentos establece su contenido de proteinas y, por

tanto, su valor nutricional.

3.2. Métodos analiticos cuantitativos
Los resultados de un andlisis cuantitativo tipico se calculan a partir de dos medidas una
es la masa o volumen de la muestra que se analiza. La segunda es la medida de alguna
cantidad proporcional a la del analito en la muestra, como la masa, volumen, intensidad
luminosa o carga eléctrica. Esta segunda medida, generalmente completa el analisis y su
naturaleza sirve de base para clasifica los métodos analiticos. Los métodos gravimétricos
determinan la masa del analito o de algun compuesto relacionado quimicamente con él.

En los métodos volumétricos se cuantifica el volumen de una solucion que contiene
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reactivo suficiente para reaccionar por completo con el analitico. Los métodos electro
analiticos comprenden la mediciébn de propiedades eléctricas tales como el potencial,
corriente, resistencia, y cantidad de carga eléctrica. Los métodos electroscopicos se
basan en la medida de la interaccion de la radiacion electromagnética con los &tomos o
moléculas del analito o en determinar la produccion de tal radiacion por el analito mismo.
Por ultimo un grupo de métodos varios incluyen la medicidon de cantidades tales como la
proporcion de masa sobre carga de las moléculas en la espectrometria de masas,
porcentaje de descomposicion radiactiva, color que generan las reacciones, porcentaje de

reacciones, conductividad térmica de las muestras, y actividad Optica e indice refractivo.

Un analisis cuantitativo tipico incluye la secuencia de pasos que se muestran en la figura
2. En algunos casos, es posible omitir uno 0 mas de esos pasos. Por ejemplo si la

muestra ya es liquida se omitiria el paso de disolucion.

3.3. Eleccion del método.
El primer paso esencial de todo andlisis cuantitativo es la eleccién de un método. Es una
eleccion a veces dificil y que requiere experiencia al igual que intuicién. Uno de los
primeros factores que se considera en el proceso de eleccion es el grado de exactitud
necesario. El método elegido suele ser un término medio entre la exactitud necesaria, por

un lado, y el tiempo y dinero disponibles para el andlisis por el otro.

Una segunda consideracion relacionada con los factores econdmicos es el numero de
muestras que se analizara. Por Gltimo la complejidad de la muestra y el nUmero de sus

componentes siempre influyen en algin grado de eleccién del método.

3.4. Obtencion de la muestra

A fin de tener informacioén significativa debe efectuarse el analisis de una muestra que
tenga la misma composicion que el resto del material del cual se obtuvo. Cuando dicho
material es grande y heterogéneo, se requiere mucho esfuerzo para obtener una muestra
significativa. El muestreo es el proceso para obtener una pequefia masa de un material

cuya composicion represente con exactitud a todo el material muestreado.
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La adquisicién de muestras de origen bioldgico representa un segundo tipo de problema
de muestreo. ElI muestreo de sangre humana para la determinacion de los gases
sanguineos ilustra la dificultad de obtener una muestra representativa de un sistema

biolégico complejo.

3.5. Preparacioén de las muestras

El tercer paso del andlisis es la preparacion de la muestra. En ciertos casos no se
requiere preparacion de la muestra antes del paso de medida. Por ejemplo, una vez
obtenida una muestra de agua de rio, lago, océano o agua deionizada del area de
produccion en una planta farmacéutica, es posible medir directamente el pH. En muchos
casos, debe prepararse la muestra de distintas maneras.

Una muestra de laboratorio sélida se tritura para disminuir el tamafio de particula, se
mezcla para garantizar su homogeneidad antes de proceder al analisis. La pérdida o
ganancia de agua modifica la composicién quimica de los sélidos. También, el contenido
de humedad de la muestra puede determinarse en el mismo momento del andlisis con

procedimiento analitico vigente.

Las muestras liquidas presentan una leve diferencia a la vez que relacionada con los
problemas en el paso de preparacion. Si se permite que estén en recipientes abiertos, el
disolvente podria evaporarse y, con ello, se modificaria la concentracion del analito. En el
supuesto de que este Ultimo sea un gas disuelto en un liquido, el recipiente de la muestra
debe estar dentro de un segundo recipiente sellado. Para impedir su contaminacion por

los gases atmosféricos.

Muchos analisis se llevan a cabo con réplicas de muestras, cuya masa o volumen se
determinan con mediciones cuidadosas en las que se usa una balanza analitica o un
dispositivo volumétrico preciso. La realizacion de réplicas mejora la calidad de los
resultados y constituye una medida de fiabilidad. Las medidas cuantitativas de réplicas de
muestras suelen promediarse y luego se aplican diversas pruebas estadisticas a los

resultados para establecer la fiabilidad.

La mayoria de los andlisis se llevan a cabo en disoluciones de la muestra preparadas con

un disolvente adecuado. En teoria, el disolvente debe disolver toda la muestra, incluido el
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analito, de manera rapida y completa. Las condiciones de disolucién deben ser tales que
resulten imposibles las pérdidas del analito. Desgraciadamente, numerosos materiales
que deben analizarse son insolubles en disolventes comunes. En tales circunstancias, se
procede a la modificacion quimica del analito para convertirlo a una forma soluble, esta
suele ser la tarea mas dificil y larga del proceso analitico. Podria requerirse el
calentamiento de la muestra con disoluciones acuosas de acidos fuertes, bases fuertes,
agentes oxidantes, agentes reductores o la combinacion de estos reactivos. También
podria ser necesaria su ignicion al aire o con oxigeno, o la fusiébn de la muestra a alta
temperatura en presencia de diversos flujos. Aun cuando el analito se ha disuelto, cabe
preguntarse si la muestra tiene una propiedad que es proporcional a la concentracion del
analito y que sea mesurable. En caso de no serlo, pueden ser necesarios otros pasos
quimicos para la conversién del analito en una forma susceptible de medida. Por ejemplo,
la determinacion del contenido de manganeso del acero requiere oxidar ese elemento,
con la formacién de MnQO,’, para medir la absorbancia de la solucion coloreada. En este
punto del andlisis, seria factible proceder directamente al paso de medida: pero lo mas

frecuente es que deben eliminarse interferencias en la muestra antes de las mediciones.
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Eleccion de método
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Figura 2. Diagrama de flujo que muestra los pasos del analisis cuantitativo.
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3.6. Eliminacién de interferencias

Una vez que la muestra estd en disoluciéon y se ha convertido el analito en una forma
apropiada para su medida, el paso siguiente es eliminar sustancias de la muestra que
interfieran en su medida. Pocas propiedades fisicas y quimicas de importancia en el
analisis quimico son exclusivas de una especie quimica. Por el contrario las reacciones
utilizadas y propiedades medidas son caracteristicas de un grupo de elementos o
compuestos. Las especies ajenas al analito con efecto en la medida final se llaman
interferencias. Se debe idear un plan para aislar los analitos de las interferencias antes de

emprender la medida final.

3.7. Calibracién y medida de la concentracién
Todos los resultados analiticos dependen de una medicién final X de una propiedad fisica
0 quimica de un analito. Esta propiedad varia de manera conocida y reproducible con la
concentracion C,, del analito. En teoria la medida de la propiedad es directamente

proporcional a la concentracion, es decir:

CA:kX

Donde k es una constante de proporcionalidad. Salvo dos excepciones, los métodos
analiticos que requieren la determinacion empirica de k con estandares y patrones
quimicos cuya C, es conocida. Asi el proceso de determinacion de k es un paso

importante en la mayoria del andlisis, esto es conocido con el nombre de calibracion.

3.8. Calculo de los resultados
Calcular las concentraciones de los analitos a partir de datos experimentales suele ser
relativamente sencillo. Esto se basa en datos experimentales iniciales obtenidos en el
paso de medida, las caracteristicas de los instrumentos de medida y la estequiometria de

la reaccion analitica.
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3.9. Evaluacion de resultados
Los resultados analiticos estan incompletos sin una estimacién de su fiabilidad. Es por
eso que el experimentador debe proporcionar la validacion del método analitico, la cual

debe estar relacionada con los céalculos obtenidos.

3.10. Métodos espectroquimicos

Las medidas basadas en la luz y otras formas de radiacion electromagnética se utilizan
mucho en quimica analitica. Las interacciones de la radiacién con la materia son el tema
de la ciencia denominada espectroscopia. Los métodos analiticos espectroscépicos se
fundamentan en medir la cantidad de radiacién que producen o absorben las especies
moleculares o atémicas de interés. Es posible clasificar los métodos espectroscopicos
segun la region del espectro electromagnético utilizado para la medida. Las regiones del
espectro que se han utilizado abarcan los rayos gamma, rayos X, radiacion ultravioleta
(UV), radiacién infrarroja (IR), microondas y radiofrecuencias (RF). De hecho, el uso de la
palabra espectroscopia amplia su significado para incluir técnicas que ni siquiera abarcan
la radiacién electromagnética, como las espectroscopias de masas, acUstica y de

protones.

La espectroscopia ha tenido una funcién vital en el desarrollo de la teoria atémica
moderna. Ademas los métodos espectroquimicos se han convertido quizas en las
herramientas mas empleadas para dilucidar la estructura molecular y para la

determinacion cuantitativa y cualitativa de compuestos organicos e inorganicos.

3.11. Propiedades de la radiacién electromagnética
La radiacion electromagnética es una forma de energia que se transmite por el espacio a
enorme velocidad. Se denomina luz a la radiacion electromagnética en las regiones del
UV/Visible, y en ocasiones la region IR, si bien el sentido estricto del término abarca solo
la radiacion visible. La radiacion electromagnética puede describirse como una onda con
propiedades de longitud de onda, frecuencia, velocidad y amplitud. En contraste con las
ondas sonoras, la luz no requiere un medio de soporte para su transmision, de modo que
se propaga facilmente en el vacio. Ademas, viaja a una velocidad casi un millon de veces

mayor que la del sonido.
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El modelo de onda no explica fendmenos relacionados con absorcién y emision de la
energia radiante. En relacion con estos procesos, se puede considerar a la radiacion
electromagnética como paquetes discretos de energia o particulas, llamados fotones o
cuantos. Estas dos consideraciones de la radiacion como particulas y ondas no son
excluyentes entre si, sino mas bien complementarias. De hecho, la energia de un fotdén es
directamente proporcional a su frecuencia. De manera similar esta dualidad se aplica al
flujo de electrones, protones y otras particulas elementales, que pueden producir efectos

de interferencia y difraccion habitualmente relacionados con el comportamiento de ondas.

3.12. Interaccién de la radiacion con la materia
Los tipos de interacciones mas interesantes en espectroscopia abarcan transiciones entre
diversos niveles de energia de especies quimicas. Otros tipos de interacciones como la
reflexién, refraccion, dispersion elastica, interferencia y difraccién, estan mas relacionados
con las propiedades generales de la materia, no con los niveles de energia de moléculas
o0 atomos especificos. Los tipos especificos de interacciones observados dependen en

gran parte de la energia de la radiacién utilizada y del modo de deteccion.

3.12.1. Espectro electromagnético
El espectro electromagnético abarca un amplio intervalo de energias (frecuencias) y, por
tanto, de longitudes de onda, en la tabla 10 se puede observar las regiones del espectro
UV, Visible e IR. Las frecuencias utiles varian de >10'°Hz (rayos y) hasta 10° Hz (ondas

de radiofrecuencia).

Tabla 10. Regiones del espectro UV, Visible e IR

Region Intervalo de longitud de onda
uv 180- 380 nm

Visible 380- 780 m

IR cercano 0.78- 2.5 pm

IR medio 2.5-50 pm
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Las principales divisiones del espectro se muestran en la figura 6. Se puede observar que
la porcion visible, a la que responde la vista humana es solo una diminuta porcion del
espectro. Tipos tan distintos de radiacién como los rayos gamma (y) o las ondas de
radiofrecuencia se diferencian de la luz visible solo en la energia (frecuencia) de sus

fotones.

Longitudes de onda en m
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Figura 6. Regiones del espectro electromagnético, en detalle la regién visible. (7)

En la figura 7 se muestran las regiones del espectro electromagnético utilizadas en los
analisis espectroscépicos. También se ilustran los tipos de transiciones atomicas vy
moleculares que resultan de las interacciones de la radiacién con la muestra. La radiacion
de baja energia utilizada en la espectroscopia de resonancia magnética nuclear (RMN) y
la espectroscopia de resonancia de espin de electrones (REE), origina cambios minimos,
como los de espin, mientras que la radiacion de lata energia aplicada en espectroscopia

de rayos y puede generar efectos mucho mayores, como los de la configuraciéon nuclear.
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Figura 7. Regiones del espectro electromagnético (7)

Los métodos espectroquimicos en los que se emplea no solo la luz visible, sino también la

ultravioleta e infrarroja, se llaman métodos épticos pese a que el ojo humano no es

sensible a los dos Ultimos.

3.14. Espectros de absorcion

Un espectro de absorcion es una grafica de la absorcién frente a la longitud de onda,

como se ilustra en la figura 12. La absorbancia también podra representarse frente al

namero de onda o frecuencia. Muchos espectrofotémetros de barrido modernos dan

directamente estos espectros. El color de la solucién se relaciona con su espectro de

absorcion.
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Figura 12. Espectros de absorcion caracteristicos del permanganato de potasio para cinco
concentraciones diferentes (7)

3.16. Absorcion de radiacion ultravioleta y visible
Las flechas centrales de la figura 14 indican que las moléculas consideradas absorben
radiacion visible de cinco longitudes de onda, con lo que se promueven electrones a los
cinco estados vibratorios del nivel electrénico excitado E;. Los fotones ultravioleta, que
son los de mas energia, se requieren para producir la absorcién correspondiente a las

cinco flechas de la derecha.

Como se muestra en la figura 14 la absorcibn molecular en las regiones ultravioleta y
visible se compone de bandas de absorcion, formadas por lineas que estan muy juntas
entre si. Una molécula real tiene muchos mas niveles de energia que los mostrados en la
figura 14, por los que la banda de absorcién caracteristica abarca lineas muy numerosas.
En una disolucién, la especie absorbente esta rodeada por el disolvente y la naturaleza de
bandas de la absorcion molecular suele difuminarse, ya que las colisiones tienden a
dispersar la energia de los estados cuanticos, con lo que generan picos de absorcion

uniformes y continuos.

La figura 16 muestra espectros visibles de la 1, 2, 4, 5- tetrazina obtenidos en tres
condiciones distintas: fase gaseosa, en soluciéon de hexano y en solucién acuosa. En la

primera de ellas, se observa que las moléculas de tetrazina estan separadas entre si de
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manera suficiente para vibrar y girar con libertad, de modo que en el espectro aparecen
numerosos picos de abosrcion individuales, que resultan de las transiciones entre los
diversos estados vibratorios y rotacionales. Sin embargo en solucién de hexano y en
solucion acuosa las moléculas de tetrazina no giran en total libertad, de modo que se
observa una estructura firme el espectro. Ademas las colisiones e interacciones
frecuentes de las moléculas de tetrazina y las moléculas de disolvente hacen que se
modifique la energia de los niveles vibratorios de forma irregular, de modo que el espectro
aparece como un solo pico. La tendencia de los espectros de la tetrazina en esta figura es

caracteristica de los espectros de otras moléculas registrados en condiciones similares.
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Figura 16. Espectros tipicos de absorcion ultravioleta del compuesto 1, 2, 4, 5- tetrazina.
En (a) el espectro se muestra en fase gaseosa. En (b) el espectro se muestra en un

solvente no polar. En (c) se muestra en un solvente polar. (7)
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METODOS ANALITICOS INSTRUMENTALES

La quimica analitica trata de los métodos para determinar la composiciébn quimica de
muestras de materia. Un método cualitativo proporciona informacion relacionada con la
identidad de la especie atdbmica o molecular de los grupos funcionales que estan en la
muestra. En cambio un método cuantitativo proporciona informacion numérica como la

cantidad relativa de uno o mas de estos componentes.

Los métodos analiticos se clasifican con frecuencia en clasicos e instrumentales. Los
clasicos a veces llamados métodos de quimica humeda, precedieron a los métodos

instrumentales por un siglo o mas.

4.1. Métodos clasicos
En la época temprana de la quimica la mayor parte de los andlisis se ejecutaban
separando los componentes de interés, los analitos, que se encontraban en una muestra
mediante precipitacién, extraccion o destilacion. En el caso de los analisis cualitativos los
componentes separados se trataban después con reactivos que originaban productos que
se podian identificar por su color, por sus temperaturas de ebullicion o de fusién, por sus
solubilidades en una serie de disolventes, sus olores, sus actividades Opticas, o por sus
indices de refraccion. En el caso de los analisis cuantitativos, la cantidad de analito se

determinaba mediante mediciones gravimétricas o volumétricas.

En las mediciones gravimétricas se determinaba la masa del analito o de algun
compuesto producido a partir de él. En los procedimientos volumétricos también llamados
titulométricos, se media el volumen o la masa de un reactivo estdndar necesario para

reaccionar por completo con el analito.

Estos métodos clasicos para separar y determinar analitos se usan todavia en muchos
laboratorios. Sin embargo, el grado de su aplicacion general esta disminuyendo con el

paso del tiempo y con el surgimiento de métodos instrumentales para reemplazarlos.
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4.2. Métodos instrumentales

A principios del siglo XX, los cientificos empezaron a explorar fenémenos distintos de los
usados en los métodos clasicos para resolver problemas analiticos. Por lo tanto, la
medicion de propiedades fisicas del analito, tales como conductividad, potencial de
electrodo, absorcibn de luz o emision de luz, relacibn masa/carga fluorescencia
empezaron a usarse en el andlisis cuantitativo. Ademas técnicas cromatograficas y
electroforéticas muy efectivas empezaron a reemplazar la destilacion, la extraccion y la
precipitacion para la separacién de componentes de mezclas complejas antes de su
determinacién cualitativa o cuantitativa. Estos métodos mas recientes para separar y

determinar especies quimicas se conocen como métodos instrumentales de analisis.

Muchos de los fendmenos sobre los que se apoyan los métodos instrumentales se han
conocido desde hace un siglo o mas. Sin embargo, su aplicacién por parte de la mayoria
de los cientificos se retrasé por la carencia de instrumentos confiables y sencillos. De
hecho, el desarrollo de los modernos métodos analiticos instrumentales es paralelo al

desarrollo de la electronica y la industria de la computacion

4.2.1. Tipos de métodos instrumentales
Para clasificar los métodos instrumentales de debe considerar primero algunas
caracteristicas quimicas y fisicas que son Utiles en el analisis cualitativo y cuantitativo. En
la tabla 11 se enlista la mayor parte de las propiedades caracteristicas que se usan
actualmente en el andlisis instrumental. La mayor parte de ellas requiere una cantidad de
energia para estimular una respuesta que se puede medir en un analito. Por ejemplo, la
emision atébmica se requiere un aumento de temperatura del analito para producir primero
atomos de analito gaseoso y luego para excitarlos y llevarlos a estados de energia
superiores. Entonces, los atomos en estado excitado emiten radiacién electromagnética,
caracteristica que es medida por un instrumento. Las fuentes de energia pueden tomar la
forma de un cambio térmico rapido como: la radiacion electromagnética de una regién
seleccionada del espectro; la aplicacion de una cantidad eléctrica, como voltaje, corriente

o0 carga; o tal vez formas intrinsecas mas tenues del mismo analito.
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Tabla 11. Propiedades quimicas y fisicas usadas en los métodos instrumentales

Propiedades caracteristicas

Métodos instrumentales

Emision de radiacion

Absorcion de radiacion

Dispersion de radiacion

Refraccion de radiacion
Difraccion de radiacion
Rotacion de radiacion

Potencial eléctrico
Carga eléctrica
Corriente eléctrica
Resistencia eléctrica

Masa
Razdn masa/carga

Velocidad de reaccion

Caracteristicas térmicas

Radiactividad

Espectroscopia de emision (rayos X, UV,
luz visible, de electrones, de Auger);
fluorescencia, fosforescencia, y
luminiscencia (rayos X, UV, y luz visible)
Espectrofotometria y fotometria (rayos X,
UV, luz visible, IR); espectroscopia
fotoacustica; resonancia magnética nuclear
y espectroscopia de resonancia de espin
electronico

Turbidimetria; nefelometria; espectroscopia
Raman.

Refractrometria, interferometria.

Métodos de rayos X y difraccion electronica
Polarimetria; dispersion optica rotatoria;
dicroismo circular

Potenciometria; cronopotenciometria
Coulombimetria

Amperometria; polarografia
Conductometria

Gravimetria (microbalanza de cristal de
cuarzo)

Espectrometria de masas

Métodos cinéticos

Gravimetria  térmica y titulometria;
calorimetria de barrido diferencial; analisis
térmicos diferenciales; métodos
conductimétricos térmicos.

Métodos de activacion y de dilucién de

is6topos.
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Como se puede observar en la tabla 9 los primeros seis renglones de la misma se
relacionan con interacciones del analito con la radiacion electromagnética. En la primera
propiedad (emisién de radiacion), el analito produce la energia radiante; las siguientes
cinco propiedades (absorcion de radiacion, dispersion de radiacion, refraccion de
radiacién, difraccién de radiacién, rotacién de radiacién) se relacionan con cambios en la
radiacién electromagnética provocados con su interaccion con la muestra. Luego siguen
cuatro propiedades eléctricas (potencial eléctrico, carga eléctrica, corriente eléctrica,
resistencia eléctrica). Para finalizar, se agrupan cinco propiedades diversas: masa,

relacibn masa-carga, velocidad de reaccion, caracteristicas térmicas y radiactividad.

La segunda columna de la tabla 11 enlista los métodos instrumentales que se basan en
las propiedades fisicas y quimicas. Cabe mencionar que no siempre es facil elegir el
método 6ptimo de entre las técnicas instrumentales disponibles y sus equivalentes
clasicos. Algunas técnicas instrumentales son mas sensibles que las técnicas clasicas,
pero otras no. Con ciertas combinaciones de elementos o de compuestos, un método
instrumental puede ser mas selectivo, pero con otras un método gravimétrico o
volumétrico podria sufrir menos interferencia. Igualmente dificiles de plantear son las
generalizaciones con base en la exactitud, la conveniencia o el tiempo necesario. No
siempre es cierto que los procedimientos instrumentales emplean aparatos mas

complicados o costosos.

Cabe mencionar que ademas de la gran cantidad de métodos enlistados en la tabla 9 hay
un grupo de procedimientos instrumentales que se utilizan para separar y resolver
compuestos relacionados estrechamente. Muchas de estas técnicas se basan en la
cromatografia, la extraccion mediante disolventes o electroforesis. Y las caracteristicas
gue se mencionan en la tabla 9 se suelen usar para completar el andlisis después de las
separaciones cromatograficas. De esta manera, por ejemplo, la conductividad térmica, la
absorcion UV e IR, el indice de refraccion y la conductancia eléctrica se usan con ese

objetivo.
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INSTRUMENTOS PARA ANALISIS

Un instrumento para andlisis quimico convierte la informacion acerca de las
caracteristicas fisicas o quimicas de un analito en datos que puede manipular e interpretar
el ser humano. Por tanto, un instrumento analitico se puede considerar como un
dispositivo de comunicacion entre el sistema motivo de estudio y el investigador. Para
recuperar la informacion deseada del analito, es necesario proporcionar un estimulo, el
cual esta casi siempre en la forma de energia electromagnética, eléctrica, mecanica o
nuclear, como se muestra en la figura 17. El estimulo extrae una respuesta del sistema en
estudio cuya naturaleza y magnitud estan regidas por las leyes fundamentales de la
guimica y la fisica. La informacion resultante esta contenida en los fenbmenos que
resultan de la interaccion del estimulo con el analito. Un ejemplo comin es pasar una
banda angosta de longitudes de onda de luz visible a través de una muestra para medir
que tanto es absorbida por el analito. La intensidad de la luz se determina antes y
después de la interaccién con la muestra, y la relacion de estas intensidades proporciona

una medida de la concentracion del analito.

Estimulo Respuesta
, Sistema en estudio (informacién
(fuente de energia) M
analitica)

Figura 17. Diagrama en el que se muestra el proceso global de una medicién con

instrumentos

En general, los instrumentos para andlisis quimico constan de solo unos elementos

bésicos, algunos de los cuales se enlistan en la tabla 12.
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Tabla 12. Algunos ejemplos de partes bésicas en instrumentos

Dominio de b dor d
Fuente de . Clasificador los datos rocesadorde
) Informacion Transductor de la sefial/
Instrumento energia N de la dela
. analitica _ . entrada , . lecturas de
(estimulo) informacion informacion .
) salida
transducida
Amplificador,
digitalizador
) Lampara de Haz luminoso _ _ Corriente pantalla de
Fotometro Filtro Fotodiodo o _
tungsteno atenuado eléctrica diodos
emisores de
luz
Espectrometro Plasma de o _ Amplificador,
o _ Radiacion UV Tubo Corriente S
de emision acoplamiento o Monocromador o o digitalizador
o _ ) o visible fotomultiplicador  eléctrica o
atomica inductivo pantalla digital
Carga
requerida _ .
) Fuente de _ Potencial de _ Amplificador,
Culombimetro . o para reducir u Electrodos Tiempo o
corriente eléctrica . celda reloj digital
oxidar el
analito
_ o _ Amplificador,
Medidor de  Muestra/electrodo  Actividad del Electrodo de Electrodos de Potencial o
o o o o o digitalizador
pH de vidrio i6n Hidrogeno vidrio vidrio y calomel eléctrico o
pantalla digital
Amplificador,
Espectrémetro _ Razén masa-  Analizador de Multiplicador Corriente digitalizador
Fuente de iones o o _
de masas carga masas electronico eléctrica sistema
computarizado
Cromatografia )
B Electrometro,
de gases con Concentracion _ o
_ Columna Electrodos Corriente digitalizador,
detector de Llama de iones . _ o _
cromatogafica polarizados eléctrica sistema

ionizacion de

llama

contra tiempo

computarizado
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Con el fin de entender las relaciones entre las piezas de estos instrumentos y el flujo de
informacion desde las caracteristicas del analito, pasando por todos los componentes
hasta los resultados numéricos o gréficas que produce el instrumento, conviene explorar

cémo se puede representar y transformar la informacién de interés.

5.1. Dominios de los datos
El proceso de medicidn se vale de una gran diversidad de dispositivos que convierten la
informacién de una forma en otra. Antes de investigar como funciona el instrumento vale
la pena entender la manera en que, la informacion se puede codificar o representar
mediante caracteristicas fisicas o quimicas, y en particular por medio de sefales
eléctricas., como la corriente, el voltaje y la carga. Los diversos métodos de codificar la
informacién se llaman dominios de los datos. Con base en este concepto se desarrollé un
esquema de clasificacion que simplifica en gran medida el analisis de los sistemas
instrumentales y facilita la comprension del proceso de medicién. Los dominios de los

datos se podran clasificar en: dominios no eléctricos y dominios eléctricos.

5.2. Dominios no eléctricos
El proceso de medicién empieza y termina con los dominios no eléctricos. La informacion
fisica y quimica que interacciona en un experimento particular reside en estos dominios
de datos. Entre estas caracteristicas estan la longitud, la densidad, la composicién

quimica, la intensidad de la luz, la presién, entre otras.

Es posible tomar una medida y hacer que la informacion radique del todo en los dominios
no eléctricos. Por ejemplo, la determinacion de la masa de un objeto mediante la balanza
mecanica de brazos iguales compara la masa del objeto, el cual se coloca en uno de los
platos de la balanza y los pesos patrones que se sitian en el otro. El experimentador
codifica directamente la informacion que representa la masa del objeto en unidades
estandar y el mismo proporciona la informacién que procesa sumando las masas para
obtener un ndmero. En otras balanzas mecanicas la fuerza gravitacional que actta sobre
una masa se amplifica en forma mecénica haciendo uno de los brazos de la balanza mas

largo que el otro, lo cual incrementa la resolucion de la medida.
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La determinacién de las dimensiones lineales de un objeto mediante una regla y las
medidas del volumen de una muestra de liquido por medio de un recipiente graduado son
otros ejemplos de medicion efectuada exclusivamente en dominios no eléctricos. Estas
medidas se relacionan a menudo con métodos analiticos clasicos. El surgimiento de los
procesadores de sefiales electrOnicas baratas, los transductores sensibles, y los
dispositivos que proporcionan las lecturas ocasion6 el desarrollo de una gran diversidad
de instrumentos electronicos, los cuales reciben la informacion de los dominios no
eléctricos, la procesan en los dominios eléctricos y, para finalizar, la presentan en una
forma no electronica. Los instrumentos electrénicos procesan la informacién y la pasan de
un dominio a otro en forma analoga a la multiplicacion de masa en las balanzas
mecanicas de brazos desiguales. La informacién que se busca inicia en las propiedades
del analito y termina en un numero, y ambas son representaciones no eléctricas. El
principal objetivo de una medicion analitica es obtener un resultado numérico final que

sea proporcional a la caracteristica fisica o quimica del analito que se buscaba.

5.3. Dominios eléctricos
Los modos para codificar la informacion como cantidades eléctricas se pueden subdividir
en dominios analdgicos, dominio de tiempo y dominio digital, el dominio digital ademas de
estar formado por sefales eléctricas, contienen una representacién no eléctrica ya que los

nameros que aparecen sobre cualquier tipo de pantalla contienen informacién digital.

Cualquier proceso de medida se puede representar como una serie de conversiones entre
dominios. Por ejemplo como se observa en la figura 3. En la que se ilustra la medida de la
intensidad de la fluorescencia molecular en una muestra de agua ténica que contiene
trazas de quinina. La intensidad de la fluorescencia es importante ya que es proporcional
a la concentracion de la quinina en el agua ténica, lo cual es la informacién que
buscamos. La informacién empieza en la solucién del agua ténica como la concentracion
de la quinina. Esta informacion se extrae de la muestra aplicando un estimulo en la forma
de energia electromagnética mediante el rayo laser. La radiacion interactia con las
moléculas de quinina que estan en el agua tonica, con lo cual se produce una emisiéon de
fluorescencia en una region del espectro caracteristica de la quinina y de una magnitud
gue es proporcional a su concentracion. La radiacibn que no se relaciona con la

concentracion de la quinina se elimina del haz luminoso mediante un filtro éptico. La
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intensidad de la emision de fluorescencia, que es informacion no eléctrica, se codifica en
una sefial eléctrica mediante un dispositivo especial que se llama transductor de entrada,
este transforma la fluorescencia del agua ténica en una corriente eléctrica |, proporcional
a la intensidad de la radiacion. La corriente proveniente del fototransdutor pasa entonces
por la resistencia R, la cual, segun la ley de Ohm, produce un voltaje o potencial V que es
proporcional a I, la cual a su vez es proporcional a la intensidad de la fluorescencia. Por
ultimo, V se mide con el voltimetro digital para obtener una lectura que es proporcional a

la concentracion de la quinina contenida en la muestra.

5.4. Detectores, transductores y sensores.

Estos tres términos se usas casi siempre como sinonimos, pero de hecho tienen
diferentes significados. EI mas general de los tres términos, el detector, se refiere a un
dispositivo mecanico, eléctrico o quimico que identifica, registra o indica un cambio en una
de las variables de su entorno, como presion, temperatura, carga eléctrica, radiaciéon
electromagnética, radiacion nuclear, particulas o moléculas. En el contexto del analisis
instrumental se usa el término detector en el sentido general en el cual justamente se le
ha definido y se usara sistema de deteccion para referirse al conjunto completo de
instrumentos que indica o  registra cantidades fisicas o quimicas. Un ejemplo es el
detector UV (de luz ultravioleta) que se usa a menudo para indicar o registrar la presencia

de analitos separados en la cromatografia de liquidos.

El término transductor se refiere de manera especifica a aquellos dispositivos que
transforman la informacién en los dominios eléctricos, y a la inversa. Entre los ejemplos
estan los fotodiodos, fotomultiplicadores, y otros fotodectores electrénicos que producen
corriente o voltaje proporcionales a la energia radiante de la radiacion electromagnética
que incide en sus superficies. La relacibn matematica entre la salida eléctrica y la entrada
de energia radiante, temperatura, fuerza o fuerza de campo magnético se llama funcién

de transferencia del transductor.

El término sensor también es amplio, pero se reserva para la clase de dispositivos
analiticos que tienen la aptitud de supervisar especies quimicas especificas en forma
continua y reversible. Hay numerosos ejemplos de sensores como el electrodo de vidrio y

otros electrodos selectivos de iones, el electrodo selectivo de oxigeno de Clark y los
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sensores de fibra éptica (optrodos). Los sensores constan de un transductor acoplado a
una fase de reconocimiento quimicamente selectiva. Por ejemplo, los optrodos estan
constituidos por un foto transductor acoplado a una fibra éptica cuyo extremo opuesto al
transductor estd cubierto con una sustancia que responde de manera especifica a una
caracteristica fisica 0 quimica de un analito. La combinacion del transductor y la fase

selectiva constituye el sensor.

5.5. Instrumentos de lectura
Un instrumento de lectura es un transductor que transforma la informacién de un dominio
eléctrico en una forma que puede entender un ser humano. Por los regular, la sefial
transducida toma la forma de un resultado alfanumérico o la salida gréfica de un tubo de
rayos catodicos, una serie de numeros de una pantalla digital, la posicibn de una
manecilla en un medidor de escalas y, a veces, el oscurecimiento de una placa fotografica
0 un trazo en un a tira de papel registrador. En algunos ejemplos, el instrumento de

lectura se puede acomodar para dar en forma directa la concentracion del analito.

5.6. Computadoras en instrumentos

La mayoria de los instrumentos analiticos contienen o estan conectados a uno o mas
dispositivos electrénicos complejos y a convertidores del dominio de los datos, como
amplificadores operacionales, circuitos integrados, convertidores de datos analdgicos en

digitales y de digitales en analdgicos, contadores microprocesadores y computadoras. (8)
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METODOS DE SEPARACION CROMATOGRAFICOS

En general hay muy pocos métodos para el analisis quimico que son especificos para una
sola especie. En el mejor de los casos, los métodos analiticos son selectivos para unas
pocas especies 0 para una clase de ellas. Por consiguiente la separacién del analito de
las posibles interferencias suele ser una etapa de vital importancia en los procedimientos
analiticos. Hasta mediados del siglo XX, las separaciones analiticas se llevaban a cabo
con métodos clasicos, como precipitacion, destilacion, y extraccion. Ahora, las
separaciones analiticas se realizan mediante cromatografia y electroforesis, es especial

cuando las muestras estan formadas por varios componentes y son complejas.

La cromatografia es un potente método de separacion que tiene aplicacion en todas las

ramas de la ciencia.

La cromatografia es una técnica de separacién, usada cominmente en el analisis
quimico. Probablemente es la técnica mas poderosa y versatil disponible en el andlisis

moderno.

La técnica fue inventada y denominada asi por el botanico ruso Mikhail Tswett a principios
del siglo XX. El la utilizaba para separar varios pigmentos vegetales, como clorofilas y
xantofilas haciendo pasar soluciones de estos compuestos a través de una columna de
vidrio rellena con carbonato de calcio finamente dividido. Las especies separadas
aparecian como bandas coloreadas en la columna, lo que justifica el nombre que eligié

para el método (del griego chroma que significa “color”, y graphein que significa “escribir”).

Las aplicaciones de la cromatografia han aumentado en forma explosiva en los Ultimos
cincuenta afios debido no solo al perfeccionamiento de nuevos y diversos tipos de
técnicas cromatograficas, sino también a las necesidades crecientes de los cientificos de

mejores métodos para la caracterizacion de mezclas complejas. (8)

Hoy en dia la cromatografia es una técnica extremadamente versatil; la cual puede
separar gases Yy sustancias volatiles, por CG (cromatografia de gases); quimicos no
volétiles y de peso molecular muy elevado, por LC (cromatografia de liquidos) y si es

necesario se usa también la TLC (cromatografia en capa fina).

La cromatografia en general se define como: El proceso de separacion que se logra

mediante la distribucion de los componentes de una mezcla entre dos fases, fase
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estacionaria y fase movil. Los componentes mantenidos preferentemente en la fase
estacionaria se retienen mas tiempo en el sistema que los que son distribuidos
selectivamente en la fase movil. Como consecuencia los solutos se eluyen del sistema
como concentraciones locales en la fase movil en orden creciente de sus coeficientes de
distribucién con respecto a la fase estacionaria, con lo cual se logra una separacién. A la
distribucién final de los componentes en funcion de su posicidn sobre la fase estacionaria,

o del tiempo en que eluyen se le denomina cromatograma. (6)

La cromatografia agrupa un grupo importante y diverso de métodos que facilitan la
separacion, identificacion de componentes estructuralmente relacionados en mezclas
complejas; muchas de dichas separaciones son imposibles por otros medios. En todas las
separaciones cromatograficas la muestra se disuelve en fase mévil (que puede ser un
gas, liquido o un fluido supercritico) la cual se hace pasar a través de una fase
estacionaria inmiscible fija en una columna o en una superficie sélida. Las dos fases se
eligen de tal forma que los componentes de la muestra se distribuyen en grados distintos
entre la fase mévil y la estacionaria. Aquellos componentes que son fuertemente retenidos
por la fase estacionaria se mueven con mucha lentitud con el flujo de la fase maovil. En
cambio, los componentes unidos débilmente a la fase estacionaria se mueven con
rapidez. Como consecuencia de las distintas velocidades de migracion, los componentes
de la muestra se separan en bandas o zonas distintas que se pueden analizar en forma

cualitativa o cuantitativa.

6.1. Clasificacion de los métodos cromatograficos
Los métodos cromatograficos se pueden clasificar de dos maneras. La primera de ellas
se basa en los medios fisicos por medio de los cuales las fases estacionaria y moévil se
ponen en contacto. En la cromatografia en columna, un tubo estrecho contiene la fase
estacionaria a través de la cual la fase movil se fuerza a pasar por presion. En la
cromatografia en plano, la fase estacionaria se fija sobre una placa plana o en los
intersticios de un papel; en este caso la fase movil se desplaza a través de la fase
estacionaria por capilaridad o por gravedad. Es importante sefialar que los equilibrios en
los que se basan los dos tipos de cromatografia son idénticos y que la teoria desarrollada
para la cromatografia en columna se adapta también con facilidad a la cromatografia en

plano.
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Una clasificacion mas fundamental de los métodos cromatogréficos se basa en los tipos
de fases moviles y estacionarias, y en la clase de equilibrios involucrados en la
transferencia de solutos en las fases. En la tabla 13 se enlistan las tres categorias
generales de cromatografia: cromatografia de gases (CG), cromatografia de liquidos (CL),
y cromatografia de fluidos supercriticos (CFS). Como su nombre lo indica, las fases
moviles en las tres técnicas son gases, liquidos y fluidos supercriticos, respectivamente.
Como se muestra en la columna dos de la tabla, las dos primeras clases generales

comprenden varios métodos cromatogréaficos especificos.

Cabe mencionar que la cromatografia de liquidos puede llevarse a acabo en columnas o
sobre superficies planas: por otra parte tanto la cromatografia de gases como la de fluidos
supercriticos estan restringidas a los procedimientos en columna de tal manera que las

paredes de la columna contienen la fase mévil.

Tabla 13. Clasificacion de los métodos cromatograficos

Clasificacion
general

Método especifico

Fase estacionaria

Tipo de equilibrio

Cromatografia de
gases (CG)

Cromatografia de
liquidos (CL)

a)Cromatografia
gas- liquido (CGL)
b) Gas- sélido

a) Liquido- liquido, o

reparto

b) Liquido- sélido, o
adsorcion

c) Intercambio de
iones

d) Exclusion por

tamafio

e) Afinidad

Liquido absorbido o
unido a una
superficie Sélida
Liquido absorbido o
unido a una
superficie solida
Sélida

Resina de
intercambio iénico
Liquido en los
intersticios de un
sélido polimérico
Grupo de liquidos
especificos unido a

una superficie solida

Distribucion entre un
gas y un liquido
Adsorcion
Distribucion entre

liquidos inmiscibles

Adsorcion

Intercambio iénico

Distribucion-

exclusién

Distribucion entre el
liquido de la
superficie y el

liqguido movil
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Clasificacion Método especifico  Fase estacionaria  Tipo de equilibrio

general

Cromatografia de Especies organicas  Distribucion entre el

fluidos supercriticos enlazadas a una fluido supercritico y

(CFS) superficie solida la superficie
enlazada.

6.2. Cromatografia plana.
6.2.1 Cromatografia en capa delgada.
Esta técnica es una forma de cromatografia de adsorcion que consiste en un adsorbente
solido (fase estacionaria), distribuido uniformemente sobre una superficie plana,
generalmente hojas de aluminio o placas de vidrio. Este adsorbente presenta cierta
capilaridad dada por las particulas finamente divididas y que permite que la fase movil
pase entre las particulas del adsorbente.

La separacion ocurre cuando uno de los componentes de la mezcla es retenido en mayor
grado por la fase estacionaria que los otros componentes. La fase estacionaria puede
modificarse de acuerdo a las necesidades de separacion aunque el factor mas importante

para que ésta se lleve en forma adecuada es la fase movil elegida.

El movimiento de cada sustancia en un determinado sistema es caracteristico y puede ser
un dato valioso en la identificacion de ella. Esta caracteristica se conoce con el nombre de
Rf (Relacion de frentes) y representa la distancia recorrida por el compuesto, con la
relacion a la distancia recorrida por la fase mévil por lo que sus valores siempre oscilaran
entre 0y 1.

RF= Do /DF
Dénde:

D,= Distancia recorrida por un compuesto desde el origen

Ds= Distancia recorrida por el frente de la fase movil
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No todas las sustancias pueden observarse, por lo que en muchas ocasiones es
necesario observar la placa de cromatografia después de someterla a procesos de
“revelado” dependiendo estos de las caracteristicas quimicas del compuesto por analizar

o bien observar dichas placas bajo una fuente de luz ultravioleta.

6.2.2. Cromatografia en papel.

El soporte empleado en este tipo de cromatografia es una tira de papel filtro de espesor y
textura uniforme. En algunos casos se puede impregnar con liquido que sea inmiscible
con la fase movil; de esta manera, el proceso de particion se lleva a cabo entre los dos
liquidos.

6.3. Cromatografia en columna

6.3.1 Cromatografia de adsorcién en columna.

El soporte solido o adsorbente (alimina activada, celulosa en polvo o silica) se introduce
en forma de polvo seco o de pasta en un tubo de vidrio, de plastico o de otro material
adecuado, procurando generar una masa uniforme y compacta, libre de fracturas y/o
burbujas; dicho tubo debe poseer un orificio inferior estrecho (generalmete protegido por
un disco de vidrio poroso) para dar salida a la fase movil. (6) La fase mévil ocupa los
espacios abiertos entre las particulas del material de empaque. Para empezar una
solucion que contiene una mezcla de A y B en la fase mévil se introduce en la parte
superior de la columna como un tapén angosto. Como se puede ver en la figura 18.
Entonces los dos componentes se distribuyen entre las fases movil y estacionaria. La
elucién implica la purificaciébn de una especie por lavado en una columna mediante la

adicion continua de la fase movil nueva.
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S

Figura 18. Diagrama que muestra la separacion de una mezcla de componentes Ay B. (8)

Con la primera introduccién de fase mévil nueva, el diluyente (la parte de la muestra
contenida en la fase mdvil) avanza hacia abajo por la columna, donde tiene lugar un
reparto o distribucion entre la fase movil y la fase estacionaria (tiempo t;). El reparto o
distribucién entre la fase movil fresca y la fase estacionaria se efectia de manera

simultanea en el sitio de la muestra original.

A medida que la fase mdvil fresca fluye por la columna, transporta moléculas de soluto
hacia debajo de la columna en una serie continua de transferencias entre las dos fases.
Pero como el movimiento de los solutos solo puede ocurrir en la fase mavil, la velocidad
media a la que una zona de soluto migra hacia abajo en la columna depende de la
fraccion de tiempo que permanece o reside en dicha fase. Esta fraccion de tiempo es
pequefia para las sustancias que son retenidas fuertemente por la fase estacionaria, por
ejemplo, el compuesto B en la figura 18, y grande cuando el soluto reside principalmente
en la fase moévil (componente A en la figura 18). De manera ideal, las diferencias de
velocidad que resultan hacen que los componentes de la mezcla se separen en bandas o
zonas, que se localizan a lo largo de la columna. El aislamiento de las especies
separadas se logra haciendo pasar una cantidad suficiente de fase mévil por la columna
hasta que las bandas individuales llegan la extremo, es decir, son eluidas o lavadas de la

columna, en donde se detectan o se recogen (tiempos t; y t, en la figura 18). (8)
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6.3.2. Cromatografia de particion en columna.

En este tipo de cromatografia, una fase estacionaria liquida, inmiscible con la fase movil,
es adsorbida en la superficie del adsorbente sélido. La cromatografia se lleva a cabo del
mismo modo que la cromatografia de adsorcién en columna, teniendo cuidado de saturar

la fase mévil con la fase estacionaria antes de ser usada para la elucion.
Cromatografia de fase normal.

Generalmente el adsorbente usado es polar con respecto a la fase movil. El adsorbente
mas usado en estos casos es una tierra silicica o alimina inactiva, con particulas de

diametro y tamafio de poro adecuados para que pueda fluir facilmente la fase movil.
Cromatografia de fase inversa.

Es aquella en la que el adsorbente polar se transforma en no polar por silanizacién u
otros medios y la fase fija absorbida es menos polar que la fase mavil. En estos sistemas
de particion, el grado de separacion de un compuesto esta regido por su coeficiente de
distribucion entre las dos fases liquidas y en los compuestos que se disocian, por el pH de

la fase mas polar.

La elucion selectiva se realiza por interaccion diferencial de los componentes de la mezcla
entre la fase estacionaria y la fase mévil; esta Ultima formada por una solucién reguladora

de pH y algun solvente organico miscible en agua, como metanol y/o acetonitrilo.

6.3.3. Cromatografia de intercambio idnico.
Se puede considerar como una forma especial de cromatografia en la que la fase sélida
contiene un material cambiador de iones, generalmente llamado resina de intercambio

iénico.

El intercambio de iones consiste en el cambio reversible del ion presente en la solucién
con el contraion del polimero resinoso, celulosa modificada o soporte de gel de silice; este
intercambio se aprecia claramente en el siguiente ejemplo de una resina catidnica y una

aniénica:

R-SOsH" + Na" = R-SOsNa’+H’
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La eleccion de las resinas, fuertes o débiles, de tipo aniénico o catiénico, dependera en
gran parte del pH en el cual deba realizarse el intercambio y de que cationes o aniones
haya que intercambiar. Sin embargo las resinas fuertemente acidas y basicas se prestan

a la mayoria de las aplicaciones analiticas.

6.4. Cromatografia de liquidos de alta resolucion (CLAR, HPLC por sus siglas

en inglés)
Esta técnica también es conocida como Cromatografia de Liquidos de Alta Presion
(CLAP) o también conocida como Cromatografia de Liquidos. Es una técnica de
separacion basada en una fase estacionaria solida y una fase mavil liquida. El éxito en la
aplicacion del HPLC para un compuesto dado depende de la combinacién correcta de las
condiciones de operacion, es decir, la preparacién de la muestra, el tipo de la columna, la
fase mavil, la longitud y didmetro de la columna, velocidad de flujo de la fase mévil el tipo

de deteccidn, el algortitmo de integracion, etc.

La migracion diferencial en HPLC es resultado del equilibrio de distribucién de los
componentes de una mezcla entre la fase estacionaria y la fase movil. Dichos
componentes se separan en la columna y al salir de esta son conducidos por la fase movil
en el orden en que emergieron, hacia un detector donde se registra una repuesta
proporcional a su cantidad, sus concentraciones y sus tiempos de retenciéon en la
columna. El cromatograma resultante muestra cada compuesto que sale de la columna en
forma de picos simétricos con un tiempo de retencién caracteristico por lo que este tiempo
puede emplearse para identificar el compuesto. Este tiempo de retencion (tr) se mide
desde el momento de la inyeccién de la muestra hasta el momento en que aparece el

maximo del pico en el cromatograma.

Los mecanismos 0 procesos de separacion que dan como resultado la retencion de las
moléculas de una muestra por parte de la fase estacionaria dan lugar a los diferentes
métodos de cromatografia liquida; esto es: liquido- liquido o de particién, que consta de
una fase estacionaria liquida de composicion diferente a la de la fase mévil e inmiscibles.
Las moléculas de la muestra se distribuyen entre ambas fases como sucederia en una
extracciéon liquido- liquido. La cromatografia liquido- sélido o de adsorcion incluye

particulas de gran area superficial donde las moléculas son atraidas, y por lo tanto,
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retenidas. La cromatografia de intercambio iénico, en la cual la fase estacionaria contiene
grupos i6énico fijos como —-SOs, junto con iones de carga opuesta (contraion). Estos
ultimos estan presentes en la fase movil en forma de sales. De esta manera las moléculas

de las muestras iodnicas son retenidas en la columna por el intercambio idnico.

Por ultimo la cromatografia de exclusion molecular, en la cual el empaque es un material
poroso donde el tamafio del poro esta bien definido. De esta manera las moléculas que
son demasiado grandes eluyen entre las particulas y salen rapidamente de la columna,
mientras que las que son pequefias penetran en los poros aumentando su recorrido y
prolongando su tiempo de elucién. Este tipo de cromatografia es muy empleado para

separar compuestos por su tamafio molecular.

Existen modificaciones a los tipos de cromatografia mencionados como en la
cromatografia de fases en lazadas en la cual la fase estacionaria estd unida
quimicamente a las particulas del soporte. Este empaque se puede considerar de los méas
ampliamente empleados ya que es muy estable y la fase estacionaria no se pierde
facilmente por el uso. Esta variante de cromatografia se puede llevar a cabo en fase
normal o fase inversa. En la primera se utilizan empaques polares que funcionan de
manera semejante a la cromatografia liquido- sélido (adsorcion). La cromatografia de fase
inversa involucra una fase estacionaria relativamente poco polar como cadenas de
hidrocarburos de 8 a 18 carbonos unidas a grupos de silano del soporte y se utiliza por lo

regular con fases méviles muy polares para separar componentes poco polares.

Otra modificacién a las técnicas tradicionales de cromatografia es la cromatografia de par
iGnico que es una combinacién de cromatografia liquido- liquido (o fase enlazada) con la

cromatografia de intercambio idnico. (6)
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CROMATOGRAFIA DE LiQUIDOS DE ALTA RESOLUCION (HPLC
POR SUS SIGLAS EN INGLES).

La cromatografia de liquidos (CL) es una técnica der separacién fisica conducida en la
fase liquida. Una muestra es separada en sus componentes o analitos por distribucién
entre la fase mévil (liquido) y la fase estacionaria (sélidos empacados dentro de una
columna). Por ejemplo el fluido puede ser un solvente organico como el hexano y la fase
estacionaria puede ser particulas de silica porosas empacadas en la columna. El HPLC
es una forma moderna de CL que usa columnas de particulas pequefias a través de las

cuales se hace pasar la fase movil a presion elevada. (9)

En el inicio de la CL, se llevaba a cabo en columnas de vidrio con diametros de 10 a 50
nm. Las longitudes rellenas de la columna eran de 50 a 500 cm de particulas soélidas
cubiertas con un liquido adsorbido que formaba la fase estacionaria. Para asegurar tasas
de flujo razonables a través de este tipo de fase estacionaria, las dimensiones de las
particulas sélidas se mantenia en mas de 150 a 200 um. Incluso asi, las tasas de flujo
eran bajas, de un maximo de unas pocas décimas de mililitro por minuto. Por
consiguiente, los tiempos de separacion eran largos, a menudo de varias horas. Los
intentos para acelerar el procedimiento clasico mediante la aplicacion de vacio o por
bombeo no resultaron efectivos, puesto que el aumento en la tase de flujo originaba un
aumento de la altura de plato por encima del minimo caracteristico que se observa en las
graficas de altura de plato tedrico contra tasa de flujo y el resultado era una menor

eficiencia.

En las primeras etapas de desarrollo de la cromatografia de liquidos, los cientificos se
dieron cuenta de que podian conseguir aumentar en forma notable la eficiencia de la
columna al disminuir el tamafio de las particulas del empaque. Sin embargo, fue a finales
de los afios sesenta cuando se perfecciond la técnica adecuada para producir y utilizar
empaques de tamafio de particula tan pequefios como del orden de 3 a 10 um. Esta
técnica requeria instrumentos complejos para poder trabajar a altas presiones, lo que
contrasta de manera notable con las sencillas columnas de vidrio de la cromatografia de
liquidos clasica cuyo flujo se debia a la gravedad. Para diferenciar estos procedimientos
mas nuevos de los métodos originales de flujo por gravedad se empleé en un principio la
denominacion de cromatografia de liquidos de alta resolucion (HPLC, por sus siglas en

inglés).
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El HPLC es la técnica analitica de separacion mas ampliamente utilizada. Las razones de
su popularidad son su sensibilidad, su facil adaptacion a las determinaciones cuantitativas
exactas, su idoneidad para automatizarla, su capacidad para separar especies no volatiles
o termolabiles, pero sobre todo su amplia aplicabilidad a sustancias que son importantes
en la industria, muchos campos de la ciencia y para la sociedad en general. Algunos
ejemplos de estos materiales son aminoacidos, proteinas, acidos nucleicos,
hidrocarburos, carbohidratos, farmacos, terpenoides, plaguicidas, antibiéticos, esteroides,

especies organometalicas, y una variedad de sustancias inorganicas.

En varios tipos basicos de cromatografia la fase mavil es un liquido. A menudo estos tipos
se clasifican de acuerdo con el mecanismo de separacion o el tipo de fase estacionaria.

Entre estos tipos estan:

e Cromatografia de reparto (fase normal y fase reversa)

¢ Cromatografia de adsorcién, o cromatografia liquido- solido
¢ Cromatografia de intercambio de iones

¢ Cromatografia de exclusién por tamafio

¢ Cromatografia por afinidad

e Cromatografia quiral

En la figura 19 se pone de manifiesto que los distintos procedimientos que utilizan HPLC
tienden a ser complementarios en los que se refiere a campos de aplicacion. Por
consiguiente en lo que se refiere a solutos con masas moleculares superiores a 10 000 se
utiiza a menudo cormatografia de exclusion por tamafio, aunque ahora también es
posible tratar estos compuestos por fase inversa. En el caso de especies idnicas de masa
molecular mas pequefia, se suele utilizar la cromatografia de intercambio i6nico. Los
métodos de fase inversa se aplican a las especies poco polares pero no ibnicas. La
cromatografia de adsorcion se usé en algin momento para separar especies no polares,
isdbmeras estructurales y grupos de compuestos como los hidrocarburos alifaticos de los
alcoholes alifaticos. Debido a problemas con la reproducibilidad de la retencién y a la
adsorcion irreversible, la cromatografia de adsorcion con fases estacionarias sélidas ha
sido reemplazada por la cromatografia de fase normal (fase enlazada). Entre las formas
especializadas de HPLC, la cromatografia por afinidad se utiliza mucho para aislar y

preparar biomoléculas, y la cromatografia quiral se emplea para separar enantiomeros. (8)
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Figura 19. Seleccion de tipos de cromatografia de liquidos. Los métodos se escogen con
base en la adecuabilidad y la masa molecular. (8)

7.1. Cromatografia de reparto
El tipo de cromatografia de liquidos de alta resolucion mas ampliamente utilizado es la
cromatografia de reparto, en la cual la fase estacionaria es un segundo liquido que es
inmiscible con la fase liquida movil. En el pasado la mayoria de las aplicaciones se referia
a compuestos polares no ionicos, de baja a moderada masa molecular (por lo general
menor a 3000). Sin embargo, recientemente se han desarrollado algunos métodos
(derivacion y formacion de pares i6nicos) que han ampliado las separaciones de reparto a

los componentes iénicos.

Al principio, en la cromatografia de reparto se utilizaban columnas del tipo liquido- liquido.
En la actualidad estas han sido reemplazadas por columnas de fase liquida unida en los
sistemas de cromatografia de liquidos modernos. En la cromatografia liquido —liquido,
estos se mantienen en su lugar mediante adsorcion fisica. Por otro lado en la
cromatografia de fase unida, estan ligados por medio de un enlace i6nico, lo que da por
resultado rellenos muy estables e insolubles en la fase movil. Asi mismo, las columnas de

fase unida son compatibles con las técnicas de elucion con gradiente. (8)

7.1.1. Cromatografia en fase normal

También conocida como cromatografia de liquido- sélido o cromatografia de absorcion.
La cromatografia en fase normal es la separacion tradicional basada en
absorcion/desercion del analito en una fase estacionaria polar (cominmente silica o

alimina). La figura 20 muestra un diagrama donde se esquematiza una parte de una
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particula de silica porosa con grupos de silanol (Si-OH) residiendo en la superficie y
dentro de los poros. Los analitos polares migran despacio a través de la columna debido a
las fuertes interacciones con los grupos de silanol. La figura 21 muestra un cromatograma
de cuatro isbmeros de vitamina E en una muestra de aceite crudo de palma usando una
fase mévil no polar de hexano modificada con un pequefio porcentaje de etanol. Se cree
que una capa superficial de agua reduce la actividad de los grupos de silanol y los
rendimientos de los picos mas simétricos. La fase normal es particularmente usada para
la separacion de compuestos no polares e isbmeros, también para el fraccionamiento de
muestras complejas por grupos funcionales. La mayor desventaja de este tipo de
cromatografia es la facil contaminacion de las superficies polares por los componentes de
la muestra. Este problema es reducido en parte por la vinculacién de grupos funcionales

polares como el amino o ciano. (9)

FLUJO

Figura 20. Diagrama esquematico de una particula de silice en fase normal. (9)
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Columna: Pecosphera 150 X
4.6 mm Silica

Fase movil: 0.74% Etanol en

2 i Hexano

| Velacidad de flujo: 2.0ml/ml

! Detector: Fluorescencia a
298nm {ex) /325nm (Em)

' Muestra: 5L de aceite en

|

I

1

Aceite Hexano

crudo

Identificacién de
f. componentes:

Fluorescencia —

! 1. a-tucoferol

2. a-tucotrienol
3.  B-tucotrienol
4, y-tucotrienol

Minutos

Figura 21. Cromatograma en fase normal de HPLC de una muestra de aceite crudo de

palma, el cual muestra la separacion de varios isémeros de la vitamina E. (9)

7.1.2. Cromatografia en fase reversa

La separacion es basada en los coeficientes de particion de los analitos entre una fase
movil polar y una fase estacionaria hidrofobica (nopolar). Las primeras fases estacionarias
eran particulas solidas cubiertas con liquidos no polares. Estas fueron rapidamente
reemplazadas por la unién de grupos hidrofébicos como octadecil (C18), en un soporte de
silica. Esto se puede observar en la figura 22, donde los analitos polares eluyen primero
mientras los analitos no polares interactian mas fuertemente con los grupos hidrofébicos
C18 los cuales forman un liquido como una ladmina alrededor del soporte de silica. Las
polaridades de varios grupos funcionales del analito se incrementan en el orden siguiente:
hidrocarburos< éteres< ésteres< cetonas < aldehidos< aminas< amidas< alcoholes, el
agua es mas polar que cualquier compuesto que contenga alguno de los anteriores
grupos funcionales (8). Este orden de elucién de los compuestos polares primero y los no
polares al ultimo es lo contrario a lo que se observa en la cromatografia en fase normal, y
entonces el término “cromatografia en fase reversa” tipicamente usa una fase movil polar
como una mezcla de metanol o acetonitrilo con agua. Los mecanismos de separacion

son primeramente atribuidos a las interacciones hidrofobicas o solvofébicas. La figura 23
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muestra la separacion de tres compuestos organicos, se observa que el uracilo, que es el
componente mas polar y el mas soluble en la fase mévil, eluye primero; el t-Butilbenceno
eluye mucho después debido a que incrementa su interaccion hidrofobica con la fase
estacionaria. La cromatografia en fase reversa es la mas popular y es usado en mas del

70% de los andlisis de HPLC. (9).

FLUJO

No Polar

Figura 22. Diagrama descriptivo de la separacion en fase reversa (9)

Piridina Columna: C18{32x 4.6mm)
Fase movil: 80% Metanol en agua
Velocidad de flujo: 1.0 ml/min
Presion: 1000 psi

!‘ Deteccion: 254nm (UV)

| Muestra: Mezcla de compuestos organicos

I

[
-
f

L JU ~ / \‘.,_‘___

{ ] S L S Caar R L B T i T Sl PR A
0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 1.2 1.4 l.& .
Minutos

t-butilbenceno

Absorbanciaa
260nm

Figura 23. Cromatograma de HPLC en fase reversa de tres componentes organicos que

eluyen en el orden de “polar primero y no polar al ultimo”. (9)
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La cromatografia en fase reversa es un método rapido y eficiente, es necesario forzar que
la fase mévil pase a traves de la fase estacionaria usando alta presion. Después la fase
estacionaria debe ser una entidad mecanicamente estable que posee las propiedades no
polares deseadas para la operacion. Este resultado es consumado usando silica en
particular, la cual es estable bajo altas presiones, y se modifica la superficie con un resto
orgénico no polar. La modificacién toma lugar por reaccion de los grupos silano (Si-OH)
en la superficie de la silica con un reactivo adecuado, mas a menudo un compuesto
organosilano (XsSi-R 6 XR'R’Si-R, donde X es un grupo reactivo como Cloro o metoxy, R
€S un grupo organico pequefio como metil, y R es otro grupo organico, muy amenudo octil
(C8) u octadecil (C18). Estas modificaciones a la silica resultan en una superficie
hidrofébica, la cual retiene preferentemente los compuestos de menor polaridad en una
mezcla de componentes. El grado de hidrofobicidad es controlado por la longitud de la
cadena del alcali y la densidad de los grupos unidos en la superfice, usualmente
expresados en términos de micromoles por metro cuadrado. Debido al hecho de que el
material original de silica tiene una alta superficie de area (tipicamente 100- 300 m?/g) el
porcentaje de material hidrofébico en la columna cromatografica es considerable (20% en
peso), que conducen a interacciones sustanciales entre solutos y la fase estacionaria. Las
fases estacionarias de la cromatografia en fase inversa estan disponibles con una
variedad de grupos hidrofébicos en la superficie y las densidades de unién en las
particulas de silica de diferentes didmetros, superficies de areas, y tamafios de poro. En
la cromatografia de fase reversa los materiales de separacién consisten en silica, algunos
productos comerciales son fabricados también con otros éxidos como alimina o zirconia o

consisten en matrices poliméricas.

El segundo mayor componente en HPLC moderna es la fase mévil. Dado que la fase
estacionaria es una entidad no polar, la fase movil debe de ser mas polar para permitir la
retenciéon de los analitos. El solvente mas polar para la cromatografia de liquidos en fase
reversa es el agua, pero en general la polaridad de la fase moévil puede ser ajustada
mediante la introduccién de cantidades variables de un gran nimero de solventes
organicos. La retencion de los solutos es el resultado de estas afinidades relativas por las

fases estacionaria y moévil. Esto puede ser descrito matematicamente por la ecuacion:

Cantidad del analito en la fase estacionatria

’

Cantidad del analito en la fase mévil
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Donde k' es el equilibrio constante referido al factor de capacidad que relaciona la
cantidad del analito en la fase estacionaria y la fase movil. Por lo tanto, la fase movil
ejerce una influencia considerable en la retencion y, por lo tanto, la separacién de solutos.
Este factor hace al HPLC una técnica de separacion muy poderosa, en la cual la fase
movil puede ser ajustada para dar cabida a una amplia variedad de solutos (desde largas
biomoléculas hasta pequefios compuestos organicos e inorganicos) que tienen un amplio
rango de propiedades quimicas. Simultaneamente la seleccién de la composicién de la

fase movil puede determinar el grado de interaccién entre el soluto y la fase estacionaria

La mayoria de las separaciones en fase reversa son realizadas en modo isocratico
(cuando la composicion de la fase mévil es constante durante todo el analisis) este
enfoque es el apropiado cuando la muestra consiste en analitos que tienen propiedades
similares o donde sus hidrofobicidades abarcan un pequefio o moderado rango. Bajo
estas condiciones, todos los solutos en la muestra deben de eluir en un lapso de tiempo
razonable (no tan corto que no permita la resolucién de los diferentes analitos y no tan
largo que resulte en un periodo de analisis inconveniente). Por lo tanto, la seleccion de la
composicion de la fase movil es esencial en el desarrollo de cualguier método de
separacion por fase inversa. Afortunadamente, debido a la enorme practica de la
cromatografia en fase reversa, existen en la literatura y en las fuentes de informacién mas
comunes, mucha informacion adecuada sobre composiciones de fases moviles,
especialmente para la fase estacionaria C18.Ademas, la retencion de solutos en fases
hidrofébicas han sido modeladas matematicamente y existen programas de computadora
para la asistencia en la optimizaciébn de la composicion de la fase moévil para asi

solucionar varios problemas en la separacion.

Una Unica composicion de fase movil no se considera adecuada para muestras que
contienen un amplio rango de propiedades quimicas e hidrofobicidades. Bajo estas
condiciones un método isocratico puede dejar a los primeros componentes que eluyan sin
resolver, y los analitos que tienen una retencion mas fuerte con tiempos de elucion
inconvenientemente largos. La solucién a este problema es cambiar la composicion de la
fase mévil en una forma sistematica durante el curso de la separacion. A este enfoque se
le denomina gradiente de elucién. En una eluciéon por gradiente la composicion de la fase
movil inicialmente es débil (con mayor porcentaje del componente mas polar) y se

convierte cada vez mas fuerte (conteniendo mayores cantidades del componente menos
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polar) conforme la separacion avance. Con este enfoque, la retencion de los compuestos
menos hidrofébicos es aumentada al principio de la separacién, mientras que la retencion
de los compuestos mas hidrofébicos es disminuido al final del periodo de elucién. El
enfoque mas simple para un gradiente de elucién es variar la composicion de la fase movil
linealmente de inicio a fin del periodo de analisis ademas de la tasa de cambio de la
composicion de la fase movil la cantidad inicial y final de los dos disolventes también son
las variables que pueden cambiar para mejorar la resolucién junto con tiempos de analisis

mas cortos.

Ademas de gradientes lineares, se han desarrollado otros formatos para optimizar las
separaciones. Estos métodos de gradiente incluyen una composicion constante al
principio y/o al final del andlisis. La mayor desventaja de los métodos de gradiente es el
tiempo requerido para que la columna se acondicione. Este acondicionado puede ir de
varios minutos hasta una hora y media o mas. Sin embargo, los instrumentos modernos
(bombas y controladoras de bombas) hacen que los gradientes sean mas reproducibles y

faciles de lograr.

Otro medio para controlar la fuerza eluyente es el uso de mezclas de solventes ternarias o
cuaternarias en lugar de la comun mezcla binaria. Cada solvente tiene propiedades
Unicas que pueden ser usadas para mejorar la separaciéon de analitos que son dificiles de
resolver o recortar los tiempos de andlisis sin sacrificar la resolucion. A pesar de que los
gradientes y las matrices de solventes mas complejos son mas dificiles de moldear que
los sistemas isocraticos, existen softwares para estos propdsitos que pueden asistir en el

desarrollo del método.

El equipo bésico para la cromatografia en fase reversa es similar a otros tipos de
cromatografia. Y consiste en recipiente para la fase mévil (de uno a cuatro), bomba de
alta presion, un dispositivo de mezcla que pueda crear cualquier combinacion de
solventes binaria o de mayor orden asi como también gradientes (opcional), un inyector,
la columna y un detector conectado a un dispositivo procesador de datos. El detector
ultravioleta (UV) es el usado mas a menudo en cromatografia en fase reversa, pero
también se pueden acoplar detectores de fluorescencia, indice de refaccion y absorcion
de masas. La informacion cualitativa es obtenida comparando los tiempos de retencion de
compuestos desconocidos contra estandares conocidos, mientras que la informacion

cuantitativa viene de curvas de calibracion del &rea del pico vs concentracion. (10)
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7.1.3. Aplicaciones

Uno de los factores primarios responsable del desarrollo del HPLC fue la necesidad de
separar muestras que contengan grupos hidrofébicos que no son lo suficientemente
volatiles para analizar por cromatografia de gases o eran termalmente inestables después
de la volatizacién. Sin embargo, bajo cualquier circunstancia, la gran mayoria de especies
quimicas, quizas el 70%, no pueden ser analizadas por cromatografia de gases. Los
compuestos mas significantes son las especies idnicas, organicas e inorganicas, asi como
también las biomoléculas. Debido a la gran demanda por los analisis biolégicos
relacionados a muestras para propésitos medicinales, farmacéuticos y biotecnoldgicos, la
necesidad por métodos de HPLC en fase reversa continua en aumento. A pesar de que
es imposible revisar todos los tipos de muestra que se pueden analizar por este tipo de

cromatografia se ilustrardn algunos ejemplos.

Debido a que el tipo de separacion es basado ante todo en las diferencias de
hidrofobicidad, una muestra simple de hidrocarburos aroméaticos puede ser usada para
ilustrar la operacion de un método en fase reversa. En la figura 24 se muestra un
cromatograma donde los tiempos de elucion son benceno, tolueno, etilbenceno,
isopropilbenceno, t-butilbenceno, y antraceno. El mecanismo de fase reversa funciona
eluyendo los compuestos en el orden en el que se incrementa la hidrofobicidad, como se
ilustra en la figura 23. Mediante el aumento del grado de hidrofobicidad ya se a través de
cadenas de alcali mas largas 6 mas cadenas de élcali los tiempos de retencién son mas
largos bajo condiciones de fase mdvil constante. Este principio aplica a grupos
funcionales polares como por ejemplo un alcohol, éter, amino o ciano, el método en fase
reversa puede ser usado en estos casos. En estos casos, los grupos polares pueden
disminuir la hidrofobicidad general del compuesto, pero todavia habra cierta retencién en
una fase estacionaria tipica de fase reversa como octadecil (C18). Un ejemplo simple es
el benceno y el fenoal, la adiciéon de un grupo hidroxil hace al fenol menos hidrofobico que

el benceno, por lo que este eluird primero.
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Imagen 24. Cromatograma de una mezcla de prueba en una columna C22, fase movil:
50:50 acetonitrilo:agua. 1=benceno, 2= tolueno, 3= etilbenceno, 4= isopropilbenceno, 5=t-

butilbenceno, 6= antraceno. (10)

El ejemplo anterior ilustra el principio de retencion relativo (el benceno es retenido con
mas fuerza que el fenol). Con el fin de determinar la retencion absoluta los valores de k

para cada compuesto deben ser medidos como se indica a continuacion:

Donde:
to= es el tiempo de elucién de un compuesto no retenido
tr= el tiempo de retencién de un compuesto

En HPLC el t, es equivalente a medir el tiempo de elucion para el aire en cromatografia de
gases. Por consiguiente la seleccién de un compuesto adecuado que no sea retenido es

crucial para una medicion precisa de los valores de k'. Debido a que la retencion es
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basada en la hidrofobicidad el marcador del t, deberia de ser muy hidrofilico. (Por ejemplo
un compuesto muy polar o iénico). A menudo se escogen dos productos para esta
determinacion, Ikos cuales son KNOzy uracilo. Ambos cumplen el requerimiento para las
propiedades hidrofilicas y también absorben al UV, lo cual facilita la deteccion.
Considerando que, en general la de la fase estacionaria es hidrofobica, este se considera
el factor mas importante en la determinacién de la retencion, la estructura de fase ligada
también puede influir en los valores de k'. Este efecto puede ser observado en la
separacion de hidrocarbonos aromaticos policiclicos. Para fases estacionarias con una
alta densidad de union y/o un alto grado de asociacion entre restos organicos unidos

adyacentes, las moléculas planas son preferencialmente retenidas.

En adicién al amplio rango de hidrocarbonos polares y no polares que pueden ser
separados por cromatografia en fase reversa, también es posible separar especies
i6nicas. Debido a que el agua es usada en gran parte de las fases méviles, dichas
especies, las cuales pueden ser acidas o basicas, pueden ser neutralizadas por control
del pH. En casos donde la neutralizacion no es posible, entonces se puede adicionar un
contraién a la fase mévil para que el analito pueda formar un complejo neutral, el cual
puede ser usado para mejorar la retencién en fase reversa. Este mismo principio puede

ser aplicado para especies inorgénicas. (10)

Cuando se usan rellenos unidos quimicamente en fase reversa junto con solventes muy
polares (a menudo acuosos) se aproximan al sistema ideal y universal para la
cromatografia de liquidos. Debido a su amplia aplicabilidad, su conveniencia y la facilidad
con que pueden modificarse el factor de selectividad (k) y el factor de retencion (a) al
variar las fases méviles acuosas, los rellenos de fase reversa se aplican con frecuencia
antes que todos los a otros en el caso de separaciones de exploracion con nuevos tipos

de muestra.

En la tabla 14 se enumeran algunos ejemplos caracteristicos de la gran variedad de

aplicaciones de la cromatografia de reparto en diversos campos.
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Tabla 14. Aplicaciones caracteristicas de la cromatografia de reparto

Campo Mezclas caracteristicas

Farmacos Antibioticos, sedantes, esteroides,
analgésicos.

Bioquimica Aminoécidos, proteinas, carbohidratos y
lipidos

Productos alimenticios Edulcorantes artificiales, antioxidantes,

aflatoxinas, aditivos.
Productos de la industria quimica Aromaticos condensados, tensoactivos,

propulsores, colorantes

Contaminantes Plaguicidas, herbicidas, fenoles, bifenilos,
policlorados.

Ciencias forenses Farmacos, venenos, alcohol en sangre,
narcoticos

Quimica clinica Acidos biliares, metabolitos de farmacos,

extractos de orina y estrégenos.

A veces, es Util convertir los componentes de una muestra a un derivado antes o a veces

después de la separacion cromatografica. Tal tratamiento puede ser deseable:

1) Para reducir la polaridad de la especie y poder utilizar la division de columnas mas que

de la adsorcién o intercambio de iones.

2) Para aumentar la respuesta del detector y asi la sensibilidad, para todos los

componentes de la muestra
3) Para realzar selectivamente el detector a ciertos componentes de la muestra.

Por otra parte la polaridad de los derivados es tal que es posible la separacién con
rellenos de C18 en fase inversa. Las ventajas de este procedimiento son la rapidez y el
menor consumo de muestra. Los derivados se usan con frecuencia con detectores

selectivos como los de fluorescencia, electroquimicos, y espectrometros de masa. (8)
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7.2. Cromatografia de adsorcion
Es la forma clasica de la cromatografia de liquidos que introdujo Tswett por primera vez a
principios de siglo XX. Debido a que hay muchos aspectos iguales entre la cromatografia
de reparto en fase normal y la cromatografia de adsorcién, muchos de los principios y las
técnicas que se utilizan en la primera se aplican también a la cromatografia de adsorcién.
De hecho, en muchas separaciones en fase normal, los procesos de adsorcidn-

desplazamiento rigen la retencién. (8)

Como el nombre lo dice el mecanismo de separacién es la absorcién. La fase estacionaria
consiste en particulas sélidas finamente divididas empacadas dentro de un tubo, y la
mezclas de componentes es absorbida o retenida en la superficie del mismo sdélido.
Diferentes mezclas de componentes absorben con diferentes grados de fuerza, lo cual
también depende de la fase mavil. La naturaleza de la absorcién involucra la interaccion
de moléculas polares o con grupos polares, con una fase estacionaria muy polar. Por lo
tanto, los enlaces de hidrégeno, o moléculas similares también se involucran en las
interacciones moleculares. En la figura 25 se puede ilustrar este tipo de cromatografia.
(11)

Particulas sélidas
! con moléculas de
_)—" analito absorbidas

Figura 25. Cromatografia de absorcion (10)

Las Unicas fases estacionarias que se utilizan en la cromatografia de adsorcion son la
silice y la alimina finamente dividida. Se prefiere la silice para la mayoria de las

aplicaciones debido a su mayor capacidad de muestra. Las caracteristicas de adsorcion
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de las dos sustancias son similares. Con ambas, los tiempos de retencion se vuelven méas

largos a medida que la polaridad del analito aumenta.

Se ha comprobado que el indice de polaridad (P’), puede servir como una guia
aproximada de la potencia de los solventes en cromatografia de adsorcion. Sin embargo
un indice mucho mejor es la fuerza eluyente (¢°), que es la energia de adsorcion por
unidad de area del solvente. Este parametro depende del adsorbente y los valores de €°
para la silice son de casi 0.8 veces los de la alimina. En la tabla 14, los valores de €°de la
Gltima columna corresponden a la alimina. Se puede observar que las diferencias de €°

entre los solventes son parecidas a las que se dan entre los valores de P”.

Debido a la versatilidad y disponibilidad de las fases estacionarias unidas quimicamente,
en los afios recientes ha disminuido el uso de la cromatografia de adsorcién tradicional

con fases estacionarias sdlidas y se ha favorecido la cromatografia en fase normal.

7.3. Cromatografia de intercambio de iones

. Las separaciones de intercambio i6nico se han utilizado desde que se inventaron las
resinas de intercambio i6nico a mediados de los afios treinta del siglo XX, la
cromatografia i6nica tal como se practica en la actualidad se formul6 a mediados de los
afos setenta cuando se demostré que las mezclas de aniones o de cationes se podian
separar en columnas para HPLC rellenas con resinas de intercambio aniénico o de
intercambio iénico. Por entonces la deteccion se realizaba por lo general con mediciones
de conductividad, las cuales no son las ideales debido a las altas concentraciones de
electrolito en la fase movil. La investigacién sobre las columnas de baja capacidad de
intercambio facilité el uso de fases moviles de baja potencia idnica que podrian ser
ademas desionizadas (ionizacion inhibida) para permitir la conduccién por conductividad
de alta selectividad. En la actualidad se dispone también de otros detectores para este

tipo de cromatografia, como los espectrofotométricos y los electroquimicos. (8)

Este modo de separacion esta basado en el intercambio de analitos i6nicos con los
contraiones de los grupos ionicos adheridos al soporte soélido. Las tipicas fases
estacionarias son las de grupos de intercambio i6nico (sulfonato) 6 intercambio aniénico

(amonio cuaternario) enlazadas con materiales poliméricos 6 silica. Las fases moviles
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consisten en buffers a menudo con el aumento de la fuerza i6nica para forzar la migracion

de los analitos. (9)

7.3.1. Aplicaciones
Las aplicaciones mas comunes son los analisis de iones y componentes bioldégicos como

los aminoécidos, proteinas, péptidos, y polinucleotidos. (9). También se utiliza para
separar a los farmacos y sus metabolitos, sueros, conservadores, mezclas de vitaminas,
azUcares y preparaciones farmacéuticas. Un ejemplo de estas separaciones se muestra
en la figura 26 en la que se separa en una columna de intercambio iénico 1 X 10® moles

de cada uno de los 17 aminoécidos.

| 8
' Columna: Proteina hidrolizada (150 x4.0 mm)
| Fase movil: Na315 y Na 740
A Velocidad de flujo: 0.33ml/mina55°C
! | Deteccion: 550nm (Visible)
| Reactivo de derivatizacion: Trion 0.3ml/mla130°C
' Q
L Lk
112
E | ;23 Ok :
c } < e o
3 | I ' 16
tdentificacién de picos:
wn Y 1. Asp. 11.1s0
(] 4 ' 13 44 | 2. Thr 12. Leu
; N {13 ser 13, Tyr
.E I} I ’I | 4 Gl 14, Phe
Q 1 !r ; H l 5. Pro 15. Lys
c | H i ; \ { i | 6 ol 16. NH3
o ! | ! it | 7. Ala 17. His
'E | Hl ,’ I ’ "oy o 8 Cys 18.Trp
o | I '] 1!(” l ;' {1 ]\ ‘ 5. val 19. Arg
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|
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Minutos

Figura 26. Cromatograma de intercambio iénico de amino&cidos escenciales usando una
columna sulfonada catiénica y un detector con una reaccién post- columna. (9)

7.4. Cromatografia de exclusion por peso molecular

Es también llamada cromatografia en gel, es una técnica basada exclusivamente en el

tamafio molecular del analito. En la figura 27 se muestra como una molécula grande es

excluida de los poros de la fase estacionaria y migra mas despacio hacia debajo de

la
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columna. Se le llama cromatografia de permeacién en gel cuando es usada para la
determinacion de pesos moleculares en polimeros orgénicos, y se le llama cromatografia
de filtracién en gel cuando es usada en la separacién de materiales biolégicos solubles en

agua. (9)

Flujo

Figura 27. Esquema de la cromatografia por exclusion de tamafio (9)

Los rellenos para este tipo de cromatografia son pequefias particulas (-10um) de silice o
de polimeros que contienen una red de poros uniforme en los que se pueden difundir las
moléculas del soluto y el solvente. Las moléculas quedan atrapadas en los poros y son
eliminadas del flujo de la fase movil. El tiempo de residencia medio en los poros depende
del tamafio efectivo de las moléculas del analito. Las que son mas grandes que el tamafio
medio de los poros del relleno son excluidas y, por consiguiente, no son retenidas, tales
especies son las primeras en ser eluidas. Las moléculas cuyos diametros son
significativamente menores que los poros pueden penetrar a través de ellos y asi pasan
mucho tiempo atrapadas; estas son las ultimas en ser eluidas. Entre estos dos extremos
estan las moléculas de tamafio intermedio cuya penetracién media en los poros depende
de su diametro. Dentro de este grupo tiene lugar la division, que esta directamente
relacionada con las dimensiones de la molécula y, en cierto modo, con la forma molecular.
Cabe mencionar que la exclusiébn molecular difiere de los otros tipos de cromatografia en
gue no hay una interaccion quimica o fisica entre los analitos y la fase estacionaria. De
hecho, se procura evitar este tipo de interacciones dado que originan una baja efectividad

en la columna. A diferencia de otros tipos de cromatografia, hay un limite superior para el
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tiempo de retencion, ya que ningun analito es retenido mas que aquel que atraviesa por

completo la fase estacionaria.

En cromatografia por exclusion de tamafio hay dos tipos de relleno: cuentas poliméricas y
particulas de silice; en ambos casos los diametro oscilan entre 5y 10 um. las particulas
de silicce tienen la ventaja de ser de gran rigidez, lo que facilita el relleno y permite la
aplicacion de presiones més elevadas, mayor estabilidad, lo cual favorece el uso de gran
variedad de solventes, sin olvidar el agua; un equilibrio mas rapido al cambiar el solvente
y una buena estabilidad a elevadas temperaturas. Los inconvenientes de las particulas de
silice son su tendencia a retener solutos por adsorcién y su capacidad para catalizar la

degradacion de las moléculas de soluto.

En un principio, la mayor parte de la cromatografia por exclusion de tamafo se llevo a
cabo utilizando fundamentalmente copolimeros estireno-divinilbenceno enlazados en
forma entrecruzada. El tamafio del poro de estos polimeros se controla por el grado de
entrecruzamiento entre las cadenas polimérticas y, por lo tanto, por la cantidad relativa de
divenilbenceno presente durante su manufactura. Entonces, se han comercializado los
rellenos poliméricos con distintos tamafios promedio de poro. Originalmente los geles de
estireno- divinilbenceno eran hidréfobos y, de este modo, sélo podian utilizarse con fases
moviles no acuosas. Pero en la actualidad se dispone de geles hidréfilos, que permiten
usar solventes acuosos para la separacidon de molécuals grandes y solubles en agua
como los azlcares. Por lo general, estos geles hidréfilos son divinilbencenos sulfonados o
poliacrilamidas. La cromatografia que se basa en los rellenos hidréfilos se llama de
filtracibn en gel y las técnicas basadas en los rellenos hidr6fobos se denominan de
permeacién en gel. En ambos tipos de relleno se dispone de muchos diametros de poro.
En la tabla 15 se proporcionan las propiedades de algunos rellenos comerciales

caracteristicos de la exclusion por tamafio.
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Tabla 15. Propiedades de los rellenos comerciales caracteristicos para la cromatografia

por exclusién de tamafio.

Tipo Tamafio de Tamafo promedio Limite de
particula um de poro, A exclusion de masa
molecular

Poliestireno- 10 100 700
divinilbenceno 1000 (0.1a 20) X 10*

10* (1 a20) X 10*

10° (1a20) X 10°

10° (5 a>10) X 10°
Silice 10 125 (0.2a 5) X 10*

300 (0.03a1) X 10°

500 (0.05 a 5) X 10°

1000 (5 a20) X 10°

7.4.1. Aplicaciones

Los métodos de filtracién sobre gel y de permeaciéon en gel son complementarios porque
el primero se aplica a las muestras solubles en agua y la segunda se utiliza para
sustancias en solventes organicos menos polares. Una de las aplicaciones utiles de este
tipo de cromatografia es la separacion de las moléculas de elevada masa molecular, de
productos naturales las especies de baja masa molecular y de las sales. Por ejemplo, un
gel con un limite de exclusion de varios miles puede separar con claridad las proteinas de

los aminoacidos y de los péptidos de baja masa molecular.

Otra aplicacion util de la cromatografia de permeacion en gel es la separacion de
homologos y oligbmeros. Otra aplicacion importante de la cromatografia por exclusion de
tamafio es en la determinacion rapida de las masas moleculares o en la distribucion de
masas moleculares en los grandes polimeros o en los productos naturales. La clave de
tales determinaciones es una calibracion exacta de la masa molecular. La calibracion se
puede conseguir mediante patrones de masa molecular conocida o por medio del método
de calibracion universal. Este ultimo se basa en el principio de que el producto de la
viscosidad molecular intrinseca n y la masa molecular M es proporcional al volumen

hidrodinamico (volumen efectivo incluida la cubierta de solvatacién). Idealmente, las
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moléculas se separan con la cromatografia de exclusion de tamafio de acuerdo con el
volumen hidrodindmico. Por tanto, una curva de calibracion universal se obtiene al graficar
log(nM) contra el volumen de retencion Vg. De otra manera, la calibracién absoluta se
puede alcanzar usando un detector molar sensible a la masa tal como el detector de

dispersién de la luz en angulo bajo.
Entre las ventajas mas importantes de exclusion de tamafio estan:

1) Tiempos de separacion cortos y muy bien definidos.

2) Bandas estrechas, las cuales ocasionan buena sensibilidad.

3) No hay pérdida de muestra porque los solutos no interaccionan con la fase
estacionaria

4) No se desactiva la columna por la interaccion del soluto con el relleno.
Las desventajas son:

1) Sélo una cantidad limitada de bandas se pueden acomodar porque la escala de
tiempo del cromatograma es corta.

2) Inaplicabilidad con muestras de dimensiones similares, como los isomeros.

En general, se requiere una diferencia de un 10% en las masas moleculares para

conseguir una resolucion razonable. (8)

7.5. Cromatografia por afinidad
Para la cromatografia por afinidad se requiere el enlace covalente de un reactivo, llamado
ligando por afinidad, con un soporte sélido. Los ligandos por afinidad caracteristicos son
anticuerpos, inhibidores de enzimas u otras moléculas que en forma reversible y selectiva
se enlazan a las moléculas del analito en la muestra. Cuando esta Ultima pasa por la
columna, solo son retenidas las moléculas que se unen de manera selectiva al ligando por
afinidad. Las moléculas que no se unen atraviesan la columna con la fase movil. Después
de que se eliminan las moléculas indeseables, los analitos retenidos pueden ser

arrastrados cambiando las condiciones de la fase movil.

La fase estacionaria para la cromatografia por afinidad es un sélido como la agarosa o

cuentas de vidrio poroso en las que el ligando por afinidad estd inmovilizado. La fase
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mévil en la cromatografia por afinidad desempefia dos papeles distintos. Primero debe
soportar el fuerte enlace de las moléculas del analito con el ligando. Segundo, una vez
gque se ha eliminado las especies indeseables, la fase mévil debe debilitar o eliminar la
interaccion analito- ligando de modo que el analito pueda ser eluido. Con frecuencia se
aprovechan los cambios de pH o la potencia i6nica para modificar las condiciones de

elucién durante las dos etapas del proceso.

La principal ventaja de la cromatografia por afinidad es que es muy especifica. Se utiliza
de modo principal para aislar con rapidez biomoléculas durante el trabajo de preparacion.

(8)

7.6. Cromatografia quiral
Para la separacion de enantiomeros se usa una fase estacionaria quiral especifica.

Existen columnas quirales tanto en fase reversa como en fase normal. (9)

La cromatografia quiral es un tema de sumo interés en la industria farmacéutica ya que
muchas moléculas de farmacos tienen centros asimétricos por lo que pueden existir
enantiomeros con diferentes actividades biol6gicas. Hoy en dia la mayoria de los nuevos
farmacos y los que estan en desarrollo consisten en un isémero 6ptico activo. Por lo tanto,
durante la sintesis de farmacos enentiomericamente puros, la separacion quiral de los

farmacos y sus precursores se ha convertido en un area de investigacion activa.

La separacién quiral es tipicamente realizada en una columna de HPLC con una fase
quiral especifica o electroforesis capilar con un eluente quiral especifico. La fase quiral
especifica incluye selectores de bajo peso molecular, selectores macro ciclicos
(ciclodextrinas, antibiéticos macrociliclos, éteres) y selectores quirales macromoleculares
(proteinas, polimeros moleculares, polisacaridos). La figura 29 muestra una separacion
quiral por HPLC usando una columna de antibiético macrociclico en condiciones de fase
reversa. Este tipo de columna quiral parece funcionar bien para un gran nimero de

farmacos. (9)
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Columna: CHIROBIOTIC T(250nm X 4.6 mm)

Fase movil: 70% metanol: 30% agua
velocidad de flujo: 0.5mL/min atemperatura ambiente
Detector: UV a 210nm

|
100

Figura 29. Ejemplo de separacion quiral usando una columna de antibiético macrolitico.(9)

7.7. Términos basicos y conceptos
7.7.1. Cromatogramas
Si al final de la columna se coloca un detector que responde a la concentracion del soluto
y se registra su sefial en funcion del tiempo, o del volumen de la fase movil afiadido, se
obtiene una serie de picos. Este grafico denominado cromatograma, es Util tanto para los
andlisis cualitativos como cuantitativos. La posicién de los picos en el eje del tiempo
puede servir para identificar los componentes de la muestra; las areas bajo los picos

proporcionan una medida cuantitativa de la cantidad de cada componente.

7.7.2. Constantes de distribucion
A menudo los equilibrios de distribucion en la cromatografia se expresan mediante
ecuaciones sencillas que exponen la transferencia de un analito entre las fases

estacionaria y movil. Entonces para la especia A del soluto se puede escribir:

Amévil < Aestacionaria

La constante de equilibrio K. para la distribucion de la especia A entre las dos fases se

denomina constante de distribucion y se define como:

_ (aq)s
¢ (ap)M
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Doénde:
(ay)s= actividad del soluto A en la fase estacionaria
(ay)M= es su actividad en la fase movil

Cuando las concentraciones son bajas 0 cuando intervienen especies no anibénicas, los
coeficientes de actividad se acercan a la unidad. En estas condiciones se sustituyen las
actividades cs por la concentracion analitica molar del soluto en la fase estacionaria y por
Cu, SU concentracion analitica molar en la fase mévil. Entonces, es posible escribir la

ecuacion anterior como:

YA

K. = =—
¢ ey nm/Vu

Donde:
ng y ny= cantidades de moles de analito en las dos fases
V. y V= volumenes de las dos fases

En la situacion ideal la constante de distribucién, a veces, llamada razén o coeficiente de
reparto, es constante a lo largo del amplio intervalo de concentraciones de soluto; es
decir, ¢ es directamente proporcional a cy. La cromatografia en la que se aplica la
ecuacion anterior se denomina cromatografia lineal y da como resultado caracteristicas
tales como picos simétricos tipo Gauss y tiempos de retencion independientes de la

cantidad de analito inyectado.

Se observa que K¢ es la cantidad fundamental que afecta la distribucién de los
componentes entre las fases y, por lo tanto, las separaciones. Para una eleccion
adecuada de la fase moévil, o de la fase estacionaria, o de ambas, la constante de
distribucién se puede manipular dentro de limites. Si se ajusta el volumen de una fase es

posible modificar la relacion molar en las dos fases.

7.7.3. Tiempo de retencion
Aunque la constante de distribucion es fundamental para las separaciones

cromatogréficas, no se puede medir con facilidad. En cambio, es factible medir la cantidad
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llamada tiempo de retencion que es una funcién de Kc. Esto se puede observar en la
figura 30, donde se puede ver un cromatograma sencillo de dos picos. El pico pequefio
de la izquierda es el que corresponde a la especie que no es retenida por la columna. A
menudo, la muestra o la fase mévil contiene una especie que no se queda en la columna.
Cuando esto ocurre, este tipo de especie puede afiadirse para facilitar la identificacion de
los picos. El tiempo ty necesario para que la especie no retenida alcance el detector en
algunas ocasiones se denomina tiempo muerto y proporciona una medida de la velocidad
promedio de migracion de la fase movil, por lo que es un parametro importante para
identificar los picos del analito. Todos los componentes pasan por un tiempo ty en la fase
movil. El pico mas grande de la derecha en la figura 30 es el de una especie del analito. El
tiempo requerido para que esta zona llegue al detector después de la inyeccion de la
muestra se denomina tiempo de retencion y se le simboliza con tg..El analito es retenido

porque para un tiempo tsen la fase estacionaria. Entonces el tiempo de retencion es:
tR = ts + tM

La velocidad promedio de la migracion del soluto a lo largo de la columna v (por lo regular

en cm/s) es:
. L
V= —
tr
Doénde:

L= longitud de la columna rellena

De manera semejante, la velocidad lineal promedio u de las moléculas en la fase mavil es:

)
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Figura 30. Cromatograma caracteristico de una mezcla de dos componentes. (9)

7.7.4. Altura de pico (h) y ancho de pico (W)
Se simboliza con h. la altura o el &rea del pico es directamente proporcional a la cantidad
de analito. El area del pico es usado cominmente para realizar los célculos cuantitativos

para el analito de interés. (9)

El ancho de pico es usualmente medido en la base del pico (W) o a la mitad de la altura
del pico (wy2). En la figura 31 se muestra como se miden tanto Wy, como Wy,. Se dibujan
dos lineas tangentes a partir de los puntos de infleccion mas empinados del pico. La
distancia entre los dos puntos en los cuales las dos tangentes interceptan con la linea
base, esto es W,,. cabe mencionar que el area del pico es aproximadamente igual al ¥2(W,
X h). Para picos de Gauss W, es aproximadamente igual a cuatro veces la desviacion
estandar (40) que soporta el 95% del area total del pico. El ancho a la mitad de la altura
(wy2) es mas facil de medir y es usualmente usado para calcular la eficiencia de la

columna. (9)

79



PROPUESTA DE METODO ANALITICO PARA LA CUANTIFICACION DE PARABENOS (METILPARABENO Y
PROPILPARABENO) EN DOS FORMAS FARMACEUTICAS LIQUIDAS, POR HPLC.

Lineas tangentes dibujadas desde los
| puntos de deflexién
[UR)

025 /
\
/ \ Para picos Gaussianos el ancho

de pico a la altura media

0.20 4 / \
s ' J \ W1/2=2.3550
L4 \ El ancho de pico Wb= 40
015 P, . w
{
/
nn /
/
0o !
000 - ReerV" o o ’ e
TEe . %0 €5 R 175 1% 8s 1%
MINUTOS

Figura 31. Diagrama que ilustra como se miden Wyy Wyj. (9)
7.7.5. Volumen de retencion (VR), Volumen muerto (VM).

El volumen de retencién (Vg) es el volumen de fase mévil necesaria para eluir el analito a

determinado flujo (F). Por lo tanto:
Vg=trF

De manera similar el volumen muerto (V) se puede definir como:
V= tuF

El volumen muerto Vy es el volumen total de la fase movil liquida contenida en la
columna. Este el volumen de la columna vacia (Vc) menos el volumen del empaque
soélido. Cabe mencionar que Vy es la suma del volumen intraparticular (Vo) y el volumen
intersticial (V) dentro de los poros en el soporte solido. Para la mayoria de las columnas,

el volumen muerto puede ser estimado por la ecuacion:

Vy = 0.65 V. = 0.65 nr?L
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Doénde:
r=es el radio interior de la columna
L= es la longitud de la columna

El volumen muerto puede ser también estimado a partir del tiempo muerto (ty) en
cromatograma. Ya que V= ty F. Cabe mencionar que Vy, es proporcional a r? lo cual dicta
la velocidad de flujo operativo que pasa a través de la columna. También es importante
mencionar que V, no incluye el volumen intersticial del poro y es igual a Vy sélo para

columnas empacadas con particulas no porosas.

El volumen de pico, también llamado ancho de banda, es el volumen de fase movil

contenida en el pico eluido:
Volumen de pico =w, F

El volumen de pico es proporcional a Vy y por lo tanto, columnas pequefias producen

voliumenes de pico mas pequefios.

7.7.6. Factor de retencion (k)

El factor de retencién (k) es el grado de retencion de los componentes de la muestra en la
columna, k es definida como el tiempo que el soluto reside en la fase estacionaria (tr) en
relacién con el tiempo que reside en la fase maovil (ty), como se muestra en la figura 32. k
es un término IUPAC, y es recurrentemente llamado en muchas referencias como k™ o

factor de capacidad.

Reordenando la ecuacién tenemos:

Esta ultima ecuacion indica que la relacion del tiempo es proporcional a k.

81



PROPUESTA DE METODO ANALITICO PARA LA CUANTIFICACION DE PARABENOS (METILPARABENO Y
PROPILPARABENO) EN DOS FORMAS FARMACEUTICAS LIQUIDAS, POR HPLC.

Cabe mencionar que multiplicando ambos lados de la ecuacion por el volumen de flujo, F,

se obtiene una ecuacion similar a la de V.

Un pico con k=0 es un componente que es no retenido por la fase estacionaria y eluye
con el frente de solvente. k>20 indica que el componente es altamente retenido. En la
mayoria de los andlisis, el analito eluye con k entre 1 y 20 por lo tanto éstos tiene
suficiente oportunidad de interactuar con la fase estacionaria resultando en migracion
diferencial. Analitos que eluyen con k>20 son dificiles de detectar debido a la excesiva
ampliacion de banda. La figura 30 muestra un ejemplo de como k es calculada a partir de

tm Yy .

La cromatografia es un método de separacion basado en la termodinamica, donde cada

componente en la muestra es distribuido entre la fase movil y la fase estacionaria.

Donde:
[Xm]= concentracion del analito X en la fase movil
[Xs]= concentracion del analito en la fase estacionaria

K= coeficiente de particion.

La distribucion del analito X es gobernada por el coeficiente de particion K, k puede ser

descrito también por el radio del total de nimero de moles de los analitos en cada fase:

_ moles de X en la fase estacionaria [X,] k-

SNIPS

Vs
moles de X en la fase mévil [X,] Vi
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Doénde:
V= es el volumen de la fase estacionaria en la columna
V= es el volumen de la fase movil en la columna, o volumen muerto

k es controlado ante todo por la fuerza de la fase mdévil, la naturaleza de la fase

estacionaria, y la temperatura a la cual se lleva a cabo la separacion.
LS

1 tz = 1.67min

{ tp—t
0.30 4 Factor de retencion, k = "t—‘—‘
' M

k= (1.67-0.34)/0.34
D 0.201 k=3.9

k=0

k=1 k=2 k=3
tw = 0.34min

Minutos

Figura 32. Cromatograma donde se muestra el calculo para el factor de retncién (k). (9)

7.7.7. Factor de separacion (a)

El factor de separacion o selectividad (a) es una medida de retencion relativa k,/k; de dos
componentes en una muestra como se muestra en la figura 33. La selectividad debe de
ser mayor a 1.0 para la separacion del pico. La selectividad es dependiente de muchos
factores que afectan K, como la naturaleza de la fase estacionaria, la composicion de la
fase movil, y las propiedades de los solutos. Cromatografos experimentados pueden
explotar los efectos de selectividad durante el desarrollo de métodos para aumentar la

separacion de analitos clave en la muestra.

83



PROPUESTA DE METODO ANALITICO PARA LA CUANTIFICACION DE PARABENOS (METILPARABENO Y
PROPILPARABENO) EN DOS FORMAS FARMACEUTICAS LIQUIDAS, POR HPLC.

.
on
™
n k,;=3.0 k,=3.9
o a =ky/k, f F

“

1
% a=39/3.0 “

s12 a=1.3 | \

e l
[
(

ltl‘l
nu:
oo |

a ’ \
;:L—N"———----——_m,--._._}; “\J \

Ry ——————— e —— T EW e W pemn & S S wrr R e

070 040 060 0 100 13 140 160 '8 1060 -0
Minutos

1
11

— e ——

Figura 33. Cromatograma de dos picos con el factor de selectividad a de 1.3. (9)

7.7.8. Eficiencia de la columna y platos teéricos (N)

Una columna eficiente produce picos agudos y puede separar muchos componentes
dentro de una muestra en un tiempo de corrida relativamente pequefio. Como se aprecia
en la mayoria de los cromatogramas los picos tienden a ser en forma Gaussiana y
ampliarse con el tiempo, donde w, se ensancha con un tgy mas largo. Esta banda de
ampliacién dentro de la columna es fundamental para todos los procesos cromatograficos.
El nimero de platos tedricos o numero de platos (N) es una medida de la eficiencia de la
columna. N es definido como el cuadrado de la relacion del tiempo de retencién dividido
entre la desviacion estandar del pico (o). Partiendo de que w, es igual a 40 para un pico

de Gauss. Por lo tanto:

tp\2  r4tp\? tr\?
=) = G) =G
o Wy Wp
La figura 34 muestra un ejemplo de como se calcula N usando la ecuacion arriba
mencionada. Ya que es mas dificil de medir 0 o wy utilizando una relaciéon anchura a
media altura (wy,), para calcular N es a menudo utilizado el método descrito en la

Farmacopea de los Estados Unidos de América (USP). Cabe mencionar que para un pico

de Gauss, wy,; es igual a 2.3550. Por lo tanto:
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Figura 34. Cromatograma que muestra un pico con un N=1983. (9)

7.7.9. Volumen de pico

020 04C 060 080 100 120 .40 160 180 200 0 240

El volumen de pico es el volumen de fase movil o el eluato que contiene el pico que eluye.

El volumen de pico es proporcional a k y a V. La relacion entre el volumen de pico y los

factores anteriores se puede reordenar de la siguiente manera:

vl Ee(). -

Wp 16 Wp 4 Wp

Entonces multiplicando el numerador y el denominador por F, tenemos:

W_(FtR)_(VR)_( Vi )
4 \Fw,) \Fw,/) \Volumen de pico
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Entonces:

Volumen de pico = % = —4VM(1 k)
VN VN
Ya que para una columna dada y un conjunto de condiciones de operacion N es
aproximadamente constante y (1+k) es en la mayoria de los casos casi igual a k donde k
es mucho mayor que 1, el volumen de pico es proporcional a k y Vy. Esta relacién es
importante debido al creciente uso de columnas con diametros pequefios (menores a
3mm) con Vy mas pequefo, ya que los volimenes de pico mas pequefios que provienen
de estas columnas son altamente afectados por el efecto deletéreo de la dispersion por el

instrumento.

7.7.10. Alto de plato (H)

El concepto de “plato” es una adaptacion del proceso de la destilacion industrial, utilizando
una columna de destilaciéon la cual consiste en platos individuales donde el liquido de
condensaciéon es equilibrado con el vapor ascendente. Una columna de destilacién larga
puede tener mas “platos” o poder de separacion y podria separar una materia prima tal
como el petréleo crudo en mas fracciones de destilados. Aunque no existen platos dentro
de la columna de HPLC, el mismo concepto de nimero de platos (N) o alto de plato (H)
puede ser aplicado. La altura equivalente a un plato teérico (HETP o H) es igual al largo
de la columna (L) dividido entre el nimero de platos (N).

H=L/N

En HPLC el factor principal que controla H es el diametro de particula del empaque (dp).

Para una columna bien empacada, H es aproximadamente igual a 2.5 dp.

Una columna tipica de 15cm de longitud empacada con materiales de 5um, deberia tener
un N=L/H= 150,000 pm/ (2.5X5um), cerca de 12,000 platos. Del mismo modo, una
columna tipica de 15 cm empacada con materiales de 3um deberia tener
N=L/H=150,000um/7.5um, cerca de 20,000 platos. Entonces, columnas empacadas con
particulas mas pequefias usualmente son mas eficientes y tienen un nimero mas alto de

platos.
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7.7.11. Resolucion (Rs)

El objetivo de la mayoria de los andlisis de HPLC es la separacion de uno o mas analitos
en la muestra de otros componentes presentes dentro de la misma. Resolucién (Rg) es
una medida del grado de separacion de dos analitos adyacentes. Rs es definida como la
diferencia en tiempos de retencion de dos picos dividido entre el promedio del ancho de
pico, esto se ilustra en la figura 35. Ya que las anchuras de los picos de los picos

adyacentes tienden a ser similares, la anchura media de pico es aproximada por una de

las wy’S.
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o.zu} ‘
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Figura 35. Cromatograma de dos picos con una Rs de 1.8. (9)

La figura 36 es una representacion grafica de la resolucién de dos picos con Rs que van
desde 0.6 hasta 2.0. Cabe mencionar que una R¢=0 indica completa coeluciébn o no
separacion. Rs= 0.6 indica que un hombro es discernible o hay una ligera separacion
parcial. Rs= 1 indica una separacion parcial y es el minimo requerido para una
cuantificacion. Rs=1.5 indica separacion de la linea base. Idealmente el objetivo de la
mayoria de los métodos de HPLC es lograr la separacion de la linea base para todos los

analitos clave, es decir, Rs= 1.5- 2.0.
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Figura 36. Diagramas que muestras dos picos que eluyen muy cercanamente con varios

valores de Rs que van desde 0.6 hasta 2.0. (9)

7.7.12. Simetria de pico: factor de asimetria (As) y factor de coleo (Ty)

Bajo condiciones ideales, los picos cromatograficos deberian tener forma de pico de
Gauss con una simetria perfecta. En realidad la mayoria de los picos no son
perfectamente simétricos y pueden ser coleados. El factor de asimetria (As) es usado
para medir el grado de simetria del pico y es definido en la anchura de pico de 10% de la
altura de pico (W, 1). N6tese que Ty aqui se utiliza en lugar de T, como en el USP, debido

a que T a menudo es sinbnimo de temperatura, todo esto se ilustra en la figura 37.
Ag = B/A (Ver figura 35)

El factor de coleo (Ts) es un factor similar definido por la USP. T es calculado usando la

anchura de pico de 5% de la altura de pico (Wq os):
Ty = Wo0s/2f (Ver figura 35)

El factor de coleo es un célculo requerido en la mayoria de los métodos farmacéuticos. T=
1.0 indica una perfecta simetria del pico. Un T¢> 2.0 indica un pico coleado, lo cual
tipicamente no es aceptado debido a la dificultad en la integracién precisa del pico, por lo
gue puede existir variabilidad en las areas del mismo. Para la mayoria de los picos se
busca que T; tenga valores entre 0.5 y 2.0, los valores de A; y T; son ligeramente

similares. Para los picos gravemente coleados A tiende a ser algo més grande que T;.
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Factor de asimetris, A;= B/A

Factor de coleo, T W o /2f

—_—

Figura 37. Diagrama que muestra el calculo de As y Tf de acuerdo a la USP. (9)
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El coleo del pico es usualmente causado por la absorcién o por el ensanchamiento de las

bandas de la columna adicional. Por ejemplo, muchos analitos basicos (aminas) pueden

mostrar coleo debido a la interaccién polar con los grupos silano acidos residuales en

columnas a base de silica. La figura 38 muestra un cromatograma en fase reversa con

tres componentes. El Uracilo es muy soluble en la fase mévil y eluye con el frente de

solvente con un k=0. El Uracilo es usado a menudo como un marcador de volumen

muerto para la medida de Vy en cromatografia en fase reversa. La piridina es una base y

exhibe un coleo considerable debido a la interaccion hidrofilica secundaria con los grupos

silanol residuales en adiciéon con el proceso primario de particion con la fase ligada C18.

t-Butilbenceno es una molécula neutral e hidrofébica, la cual eluye mucho después con

una excelente simetria de pico.
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Figura 38. Cromatograma de tres componentes. Cabe mencionar que el pico

correspondiente a piridina se encuentra coleado y el de T- butilbenceno se encuentra

simétrico. (9)
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7.8. Fase movil
La fase movil es el solvente que mueve el soluto (analito) a través de la columna. En
HPLC, la fase movil interactia tanto con el soluto como con la fase estacionaria y tiene

una poderosa influencia en la retencion y separacion del soluto.

7.8.1. Requerimientos generales
Idealmente, los solventes usados en HPLC para fases mdviles deberian tener estas

caracteristicas:

e Alta solubilidad de los componentes de las muestra

e No corrosivo para los componentes del equipo HPLC

e Alta pureza, bajo costo, transparente al UV

e Otra de las caracteristicas deseables incluye, baja viscosidad, baja toxicidad, y no
flamable. La tabla 16 enlista varios solventes comunes en HPLC y sus atributos

principales.

Tabla 16. Propiedades de los solventes comunes en HPLC

Fuerza Punto de _ _ .
. o Viscosidad Indice de
Solvente disolvente ebullicién UV (nm) .
A . a 20°C (cP) refraccion
(E°) °C)
n- hexano 0.01 69 0.31 190 1.37
Tolueno 0.29 78 0.59 285 1.49
Cloruro de
) 0.42 40 0.44 233 1.42
metileno
Tetrahidrofurano 0.45 66 0.55 212 1.41
Acetonitrilo 0.55- 0.65 82 0.37 190 1.34
2- propanol 0.82 82 2.30 205 1.38
Metanol 0.95 65 0.54 205 1.33
Agua Amplia 100 1.00 <190 1.33
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7.8.2. Fuerza disolvente y selectividad

La fuerza disolvente se refiere a la habilidad de un solvente para eluir algun soluto de la
columna. La fuerza disolvente en condiciones de fase normal a menudo es caracterizada
por la escala de elucion de Hildebrans (E°). Algunos se enlistaron en la tabla 16, la fuerza
disolvente es relacionada con la polaridad del solvente en cuestion. Un solvente no polar
como el hexano es un solvente débil en cromatografia en fase normal, mientras que el
agua es un solvente fuerte. En la cromatografia de fase reversa sucede lo contrario,
puesto que la fase estacionaria es hidrofébica. En este tipo de cromatografia el agua es
una solvente débil y los solventes orgénicos son fuertes y en orden reverso de la escala
de Hildebrand, su fuerza disolvente seria la siguiente: THF>ACN>MEOH>agua. El agua
es un solvente débil debido a que es un mal disolvente para compuestos organicos
enlazados con Hidrégeno.

La figura 39 muestra una serie de seis cromatogramas para mostrar el efecto de la fuerza
de solvente en cromatografia en fase reversa. Aqui los dos componentes (nitrobenceno y
propilparabeno) son eluidos con fases moviles decreciendo la fuerza disolvente. A 100%
de ACN, ambos componentes no son retenidos en la columna y eluyen con k cercano a
cero. Con 60% de ACN los picos son ligeramente retenidos (k cercano a 1) y son
parcialmente separados. Con ACN 40% ambos componentes vuelven a estar juntos. Con
ACN al 30% ambos componentes son separados aunque ahora el propilparabeno eluye
después del nitrobenceno. Con 20% de ACN el propilparabeno es altamente retenido con
una k de 31.
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Figura 39. Seis cromatogramas que ilustran el efecto de la fuerza de solvente en la fase

movil en el tiempo de retencion y la resolucion. Las condiciones del analisis son: columna:

waters symmetry C18 75X4.6mm, 1ml/min, 40°C, 258nm, fase movil es una mezcla de

ACN y agua. Los solutos son nitrobenceno (NB) y propilparabeno (PP). (9)

La tabla 17 resume el tR, k, y a de ambos compuestos, nitrobenceno y propilparabeno,

con los diferentes porcentajes de ACN y MEOH en la fase mévil. Con base en esto se

pueden hacer las siguientes observaciones:

Tanto el t como k aumentan exponencialmente con la disminucién del porcentaje

de solvente organico en la fase movil.

a y Rs generalmente incrementan con la disminucién del solvente orgénico o

solvente fuerte

el ACN es un solvente mas fuerte que el MeOH y puede eluir solutos mas rapido

gue el metanol en cromatografia en fase reversa, en concentraciones similares.
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Tabla 17. Datos de tiempos de retencion en fases moviles de acetonitrilo (ACN) y metanol
(MeOH) para Nitrobenceno (NB) y Propilparabeno (PP)

% ACN tr(NB), min ~ k (NB) tr (PP), min  k(PP) a(PP/NB)
100 1.02 0.28 1.02 0.28 1.00
90 1.04 0.30 1.04 0.30 1.00
80 1.18 0.48 1.12 0.39 0.83
70 1.38 0.73 1.27 0.59 0.81
60 1.73 1.16 1.57 0.96 0.83
50 2.37 1.96 2.29 1.86 0.95
40 3.73 3.66 3.73 3.66 1.00
30 6.55 7.19 8.62 9.78 1.36
25 9.25 10.56 15.35 18.19 1.72
20 13.46 15.83 30.75 37.44 2.37
% MeOH tr(NB), min  k (NB) tr (PP), min  k(PP) a(PP/NB)
100 1.02 0.28 1.02 0.28 1.00
90 1.08 0.35 1.08 0.35 1.00
80 1.25 0.56 1.25 0.56 1.00
70 1.50 0.88 1.68 1.10 1.26
60 2.02 1.53 2.73 2.41 1.58
50 3.05 2.81 5.65 6.06 2.16
40 5.07 5.34 14.36 16.95 3.18
30 8.91 10.14 41.00 50.25 4.96
25 11.78 13.73 74 91.50 6.67

Columna: Waters Symmetry C18 3um, 75X4.6 mm, 1ml/min, 40°C.

7.9. Buffers
El pH del componente acuoso en la fase movil puede tener un efecto dramatico en la
retencion de analitos ionizables (acidos o béasicos). En la cromatografia de fase reversa, la
forma ionizada del soluto no tiene particion hasta bien entrada la fase estacionaria
hidrofébica y tiene un valor de k significativamente menor que la forma neutral. La figura
40 muestra el mapa de retencion de dos drogas bésicas. El valor de k del analito es

trazado contra el pH de la fase mévil. (Sin cambios en el porcentaje del solvente organico
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en la fase movil). Se puede observar que a pH 2.0 ambos solutos ionizables no son
retenidos y eluyen como un solo pico. A pH 8.0, los solutos son parcialmente ionizados y
bien separados. A pH 10.0 ambos solutos no ionizados son altamente retenidos y
resueltos de manera favorable. Los buffers son requeridos para controlar el pH dentro de
la fase movil. La tabla 18 resume los buffers mas comunes para HPLC y sus respectivos
pKa y longitudes de onda UV. Los buffers de sales de amonio de acidos volatiles son
usados para desarrollar métodos de HPLC compatibles con espectrofotometros de masas
(MS). Los buffers son efectivos solo con un +1.5 unidades de pH de su pKa. Pese a que
los buffers de concentraciones bajas en sales (50mM) son especificados en métodos
antiguos, la tendencia moderna es usar buffers con baja fuerza, tipicamente en el rango
de 10- 20 mM. Se debe tener en cuenta que una desventaja de usar estos buffers
volatiles es la pérdida de sensibilidad en el UV lejano (<230nm) junto con la inherente
absortividad de estos buffers a estas longitudes de onda.
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Mapa de ‘ -
retencion, k vs pH | Nortriptilina Minutos
j ‘ pH 8
] \ ! f s Control
Jl Amitriptilina i Amitriptilina arieode
Pka=9.45 pH
i e / f |
104 Nortriptilina ¢ 2
| fek g i S ha il
‘ Pka=9.7 / i Nortriptilina ) \ Amitriptilina
! el s Nortriptilina |} N
i . ’/‘ g | | 1 “\
e e Sl ; [ (4 EEE
T 2 B ‘,_\ j \\
pH L e 3
Minutos

Figura 40. Mapa de retencion y cromatogramas de dos antidepresivos basicos usando
fases moéviles a diferentes pH manteniendo en cada una la el porcentaje de solvente
organico constante. La figura demuestra la importancia del pH en la separacién de

analitos basicos.(9)
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Tabla 18. Buffers comunes en HPLC, con sus respectivos pKa, y UV.

Buffer pKa UV (nm)
Acido trifluroacético 0.3 210
Fosfato 2.1,7.2,12.3 190
Citrato 3.1,4.7,54 225
Formato 3.8 200
Acetato 4.8 205
Carbonato 6.4, 10.3 200
Tris (hridroxy metil) 8.3 210
aminometano

Amonia 9.2 200
Borato 9.2 190
Dietilamina 10.5 235

7.10. Fases moviles acidas:

En cromatografia en fase reversa, el pH &cido (entre 2.5- 3.0) son usadas para muchas
aplicaciones. El pH bajo suprime la ionizacion de analitos débilmente acidos, dando lugar
a una mayor retencion. Las superficies de silanol son no ionizables a bajo pH,
disminuyendo el coleo con solutos bésicos. La mayoria de las fases estacionarias a base
de silice no son estables a un pH menor a 2.0 debido a la escision hidrolitica catalizada
por el acido de los grupos unidos. Los acidos comunes usados para la preparacién de
fases moéviles son el acido fosférico, acido trifluroacético, acido férmico, y acido acético.

Ahora bien, los analitos basicos son ionizados a pH bajo y pueden ser no retenidos.

7.11. Aditivos de apareamiento idnico.

Los reactivos de apareamiento ibnico son moléculas que son similares a detergentes, y
son afiadidas a la fase movil para proveer retencidon a analitos acidos o basicos. Las
cadenas sulfonadas de alcali (C5 a C12) se combinan con solutos basicos bajo
condiciones de pH acidas para formar “pares ionicos” neutrales que sin retenidos en
cromatografia en fase reversa. La retencién es proporcional a lo largo de la cadena

hidrofébica del agente de apareamiento i6nico y su concentracion. Hay que tener en
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cuenta que el &cido trifluoroacético tiene cierta capacidad para el emparejamiento de
iones y es particularmente usado en cromatografia en fase reversa de proteinas y
péptidos. ElI acido heptafluorobutirico es otro reactivo volatii usado para el
emparejamiento de iones, el cual también es compatible con espectrofotometros de
masas. Para analitos acidos, se usan reactivos de apareamiento iénico tales como sales

de tetraalcaliamonio.

7.12. Alto pH en fases moéviles

Anterior a 1990, el uso de fases moviles con pH alto no era factible con columnas a base
de silica, debido a la disolucion del soporte de silica, la cual ocurre a pH>8. El desarrollo
de mejores quimicos y particulas hibridas ahora extiende el uso del rango de pH de 2.0 a
10.0, en muchos casos, de 1.0 a 12.0. Estas ofertas son una importante alternativa que le
dan un nuevo enfoque a la separacion de analitos basicos y en particular parea analisis
de impurezas de farmacos basicos solubles en agua. La figura 38 muestra la base de este
enfoque para la separacibn de dos farmacos bésicos estrechamente relacionados,
amitriptilina y nortriptilina. A bajo pH ambos analitos son ionizados y coeluyen con el
frente de solvente. A un pH mas cercano al pKa de los analitos, los solutos parcialmente
ionizados son bien separados con un valor de selectividad (a) grande. A un pH alto los
solutos no ionizados son retenidos y resueltos de mejor manera. Las ventajas de la

separacion por pH alto contra el apareamiento idnico son:

¢ Compatibilidad con espectrofotometria de masas si se usa un buffer volatil.
¢ Mejor sensibilidad.

¢ Excelente selectividad para analitos estrechamente relacionados.

La figura 41 ilustra el tremendo efecto del pH de la fase mévil en la retencién del soluto y

la selectividad de una mezcla de farmacos acidos y basicos.
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Columna: Xterra RP18
| Fase moévil: 65% buffer

Velocidad de flujo:

Detector: 210nm para

pH25,pH50ypH 7.0
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Figura 41. Efecto de la fase moévil en la selectividad. (9)

7.13. Velocidad de flujo (F) y temperatura de la columna (T)
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La velocidad comuan para columnas analiticas (por ejemplo de 4.6 mm de didmetro) es de

0.5ml/min a 2ml/min. Trabajar a velocidades de flujo mayores incrementa la presion de

regreso (AP)° pero reduce el tiempo de retencion y el tiempo de analisis, como se observa

en la siguiente ecuacion:

AP = 1000 Fnl
B nrid;

Donde:
L= longitud de la columna
n= viscosidad de la fase movil
r=radio de la columna

d,= diametro de la particula del empaque
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Para analisis isocraticos donde la composicion de la fase mévil permanece constante
durante el analisis, la velocidad de flujo no tiene impacto en k o a, dado que el flujo tiene
el mismo efecto en tg de cada soluto. El flujo también un efecto significante en N. El flujo
de operacion puede ser proporcional al cuadrado del diametro interior de la columna. Por
ejemplo, reduciendo el diametro de la columna de 4mm a 2mm, el flujo operacional
puede ser reducido de 1ml/min a 0.25ml/min para mantener el mismo flujo linear,
resultando en una reduccién significante de solvente utilizado, esto sucede si se usan

columnas de didmetro pequefio.

Altas temperaturas en las columnas (T) disminuyen la viscosidad de la fase movil, por lo
que la presion de la columna también disminuye, y usualmente tiene efectos significantes

en la retencion (k), eficiencia (N) y selectividad (a).

7.14. La ecuacién de resolucién
El grado de separacion o resolucion (Rs) entre dos solutos, en ambos es dependiente de
factores termodinamicos (retencion, k, y selectividad, a) y factores cinéticos (ancho de
pico y eficiencia de la columna, N). La resolucién es controlada por tres factores un tanto
independientes (retencién, selectividad y eficiencia) y es expresada cuantitativamente en

la ecuacion de la resolucion:

s = () ()7
k+1 a 4
Para maximizar Rs, k deberia ser relativamente grande, aunque cualquier valor de k
mayor a 10 impulsara el término de retencion de k / (k + 1) para acercarse a la unidad. La
separacion no es posible si k=0, debido a que Rs debe ser igual a cero si k es cero en la
ecuacion de resolucion. La selectividad (a) tipicamente esta entre 1.01 y 1.50 para solutos
que eluyen estrechamente. Cuando a=1, R, seria igual a cero y de igual manera la
coelucion de los analitos ocurriria. La selectividad es maximizada por optimizacion de la
columna y las condiciones de la fase movil durante el desarrollo del método analitico. La
figura 42 ilustra como la resolucién puede mejorarse mediante la explotacion del efecto de

selectividad de la fase maovil. (Por ejemplo cambiando de 60% de acetonitrilo por 60% de
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metanol). Se puede observar que un cambio pequefio en la selectividad puede tener un
mayor efecto en la resolucion ya que la resolucién es proporcional a (a-1). Las columnas
con diferentes fases estacionarias (por ejemplo C8, fenil, CN) también pueden proveer
diferentes efectos en la selectividad. Por ultimo, el nimero de platos tedricos en la
columna (N) pueden ser maximizados usando una columna mas larga o mas eficiente. Se
debe tener en cuenta que incrementando N no es una medida eficiente de conseguir una
buena resolucién, debido a que R, es proporcional a YN. Duplicar N duplicando la
longitud de la columna incrementa el tiempo de andlisis por 2 pero so6lo incrementa la
resolucion por V2 o por 41%. En contraste, incrementando a de 1.05 a 1.10 se gana casi
el doble de resolucion. La figura 43 muestra un grafico que resume el efecto de a, k, y N
en la resolucién. La figura 44 y 45 muestran ejemplos en el efecto de k y a en la
resolucion del pico. En la figura 44, la solucién de prueba que consta de siete fenoles
sustituidos pueden ser separados bajando la fuerza del solvente (ACN), de 45% a 30%.
La figura 45 muestra como dos analitos pueden ser separados mas efectivamente
cambiando el solvente organico de acetonitrilo a metanol o tetrahidrofurano a través de

incrementar la selectividad (a) de la separacion. (9)
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Figura 42. Cuatro cromatogramas que ilustran el efecto de la fuerza del disolvente en la

fase movil y la selectividad del acetonitrilo (ACN) y el metanol (MeOH). (9)
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Figura 43. Grafico que ilustra los efectos de a, k y N en la resolucién
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Figura 44. Ejemplos que ilustran el efecto en la resolucién. Ambos la retencion (k) y la
resolucion, tipicamente son incrementados por el uso de un solvente débil en la fase

movil, asi como se muestra en la separacion de la imagen (7 fenoles sustituidos). (9)
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Figura 45. Ejemplos que ilustran el efecto de la selectividad del solvente en la resolucion,
usando diferentes modificadores organicos bajo condiciones de cromatografia en fase

reversa. Se muestran los tres modificadores tipicos (ACN, MeOH y THF). (9)

7.15. Equipo.
Esencialmente, un cromatografo de liquidos de alta resolucion consta de las siguientes
partes:

7.15.1. Sistema de bombeo.
Tiene por objeto impulsar la fase mévil a través de la columna y debe cumplir ciertas
especificaciones como reproducibilidad y precision, manteniendo un flujo laminar y de

velocidad constante

Existen basicamente dos tipos de bombeo y cada uno tiene sus ventajas y desventajas:

7.15.1.1. Bombas de flujo constante.

Mantienen una velocidad de flujo de la fase mévil constante. Entre estas se encuentran
las bombas reciprocantes, que funcionan a base de pistones en numero par, los cuales
impulsan el disolvente que entra a las camaras con una capacidad de volumen pequefia;
estas bombas pueden generar pulsaciones de la fase movil que producen perturbaciones

en la linea base; las pulsaciones se corrigen mediante dispositivos especiales.
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Otro tipo de bombas de flujo constante son las bombas de desplazamiento positivo que
pueden tener dos formas: como jeringa o como amplificador hidraulico. La primera es
parecida a una jeringa cuyo émbolo actlia mediante un espiral que empuja el disolvente y
la segunda amplifica la presién del disolvente mediante un sistema hidraulico. Este tipo de

bomba reduce las pulsaciones del disolvente.

7.15.1.2. Bombas de presién constante.
Estas tienen la desventaja de que es necesario mantener la viscosidad del disolvente, la
temperatura de la columna y la presion constantes. La ventaja es que si los parametros se
mantienen, se controlan totalmente las pulsaciones. La forma mas sencilla de estas
bombas emplea presion de un gas inerte para presurizar el disolvente. El problema es que
parte del gas se disuelve en el disolvente y esto forma burbujas en el sistema. Otro
sistema para estas bombas emplea un amplificador neumatico que reduce el efecto del
gas utilizando un piston, reduciendo de esta manera el contacto del disolvente con el gas

comprimido.

Estos normalmente son sistemas isocraticos, es decir que mantienen constante la
proporcion de la proporcion de los disolventes, en la fase movil, sin embargo, estos
sistemas generalmente no son aplicables a separaciones en mezclas de solutos con
valores muy variables de k', en donde es necesario utilizar sistemas de elucién con
gradiente. Estos sistemas utilizan dos bombas que son programables para modificar, en
forma lineal y exponencial, las proporciones iniciales de los disolventes. En estos casos
los disolventes que componen la fase moévil se encuentran separados y alimentando
cada uno a su respectiva bomba. Los disolventes se mezclan en la proporcién deseada
en una camara que se encuentra antes de la columna. El inconveniente del gradiente es

que su uso es muy dificil con ciertos detectores como los refractémetros.

7.15.2. Sistema de inyeccion.
Un factor muy importante para obtener una buena resolucién en la separaciéon es la
adecuada introduccion de la muestra en el sistema. La manera ideal de introducir o
inyectar la muestra es en forma de paquete pequefio ya que esto ayuda en la obtencion

de picos simétricos y angostos.
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Existen varios mecanismos de inyeccién. El mas sencillo consiste en introducir la muestra
mediante una jeringa, esta tiene que atravesar un septum y soportar la presion del
sistema, la precision del volumen de inyeccién depende de la jeringa empleada y de la

persona que realiza el llenado de la misma y la inyeccién de la muestra.

Un segundo y mejor sistema consiste en inyecciones con asas intercambiables de
volumen fijo, las cuales pueden llenarse con un exceso de muestra; estos dispositivos
desvian el flujo del disolvente mientras se introduce la muestra reanudandolo
posteriormente a través del inyector y arrastrando un volumen constante de la muestra.
Estos sistemas son mas precisos, pero se tienen que estar cambiando cuando es

necesario inyectar volimenes diferentes en una corrida analitica.

Un tercer sistema que minimiza errores en la introduccién de la muestra consiste en un
inyector automéatico. Este dispositivo ayuda a mantener la reproducibilidad entre
inyecciones y elimina el error en la medicion del volumen por inyectar mediante el uso de
un mecanismo servo-regulado. Con estos sistemas se pueden inyectar volimenes

diferentes a lo largo de una corrida, con precisién y exactitud.

7.15.3. Detector.

Puede ser de dos tipos:

e Tipo 1 miden alguna propiedad de la fase movil

e Tipo 2 miden alguna propiedad del analito.

La seleccion del detector estard basada en las propiedades del o los solutos que se

deseen analizar. La tabla 19 muestra los tipos de detectores que se utilizan para HPLC

Tablal9. Tipos de detectores para HPLC

Tipo 1 Tipo 2
indice de refraccion De luz UV/VIS (longitud fija o arreglo de diodos)
De conductividad eléctrica De radioactividad (con alfa, beta 0 gamma)

De fluorescencia (fijos 0 con monocromador de excitacion y de emisién)
Electroquimico (amperométricos y coulométricos)

Espectro de masas (sencillos o en “tandem”)
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Los detectores tipo 1 son completamente inespecificos y detectan variaciones en la
propiedad particular de la fase movil y cualquier cambio de la fase producido por

viscosidad, temperatura o luz puede alterar el comportamiento del detector.

Los detectores tipo 2 son muy especificos y miden alguna propiedad intrinseca de la

molécula a medir.

7.15.4. Columna.

Es la parte fundamental de la cromatografia ya que es en esta donde se va a llevar a cabo
la separacion. El material de empaque y las dimensiones dependera basicamente de la
separacion que se desee hacer.

Las separaciones son alcanzadas por particion, adsorcién, o intercambio de iones,
dependiendo del tipo de fase estacionaria usada. Las fases estacionarias mas
comunmente usadas son silicas modificadas o esferas poliméricas. Las esferas son

modificadas por adicién de largas cadenas de hidrocarbonos.

En la practica el sistema de distribucién puede tomar la forma de una columna, tal como
un tubo lleno de material particulado en el que la fase estacionaria esta unida o recubierta.
La fase movil (que puede ser un gas o un liquido) pase bajo presién a través de la
columna para que la muestra eluya. La forma de la columna normalmente es un tubo
abierto de diametro muy pequefio que contiene la fase estacionaria. La columna es
disefiada para que dos procesos sucedan. Primero como resultado de diferentes fuerzas
entre la fase estacionaria y las moléculas a separar, cada soluto es retenido a un tiempo
diferente, las moléculas con una interaccion mas débil eluyen primero y las moléculas con

interaccion mas fuerte eluyen después.

La longitud de una columna puede ser de 10 cm a 1 cm. Al aumentar la longitud aumenta
el numero de platos tedricos y por lo tanto se obtiene mayor resolucién aunque en
ocasiones es mas importante el tipo de empaque y el tamafio de particula, ya que al
elevar el area de superficie del empaque, aumenta la interaccion del soluto con la fase

estacionaria. (6)
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NORMATIVIDAD

De acuerdo a la NORMA Oficial Mexicana NOM-073-SSA1-2015, Estabilidad de
farmacos y medicamentos asi como de remedios herbolarios. En su numeral 10.1 indica
las pruebas a realizar a las diferentes Formas Farmacéuticas (FF). Y especifica que a las
formas farmacéuticas liquidas se les debe hacer el analisis para cuantificar
conservadores al inicio y al final del estudio. Los métodos empleados para evaluar estas
pruebas deben ser indicativos de estabilidad con las implicaciones que esto representa,
como asegurar mediante el proceso de validacion la especificidad, exactitud y linealidad
de los mismos, esto incluye los métodos para cuantificar conservadores. En la tabla 20 se

encuentran las pruebas que se deben realizar segun la norma oficial mexicana 073. (12)

Tabla 20. Pruebas requeridas para formas farmacéuticas liquidas segin NOM-073-SSA1-
2015, Estabilidad de farmacos y medicamentos, asi como de remedios herbolarios.

Solucién | Solucién Emulsién | Emulsién Suspensién | Suspensioén
oral, oftédlmica, | oraly parenteral | oral, tépica | oftdlmicay
topicay Oticay topica y nasal parenteral
nasal parenteral
Apariencia v v v v v v
Color v v v v v v
Olor ¥ v 1 v v 1 v v 1
Claridad de la v v NA NA NA NA
solucion
pH v v v 1 v 1 v 1 v 1
Ensayo v v v v v v
Contenido de v 4 v 4 v 4 v 4 v 4 v 4
conservadores
Limite v NA v NA v NA
microbiano
(inicio y final)
Esterilidad NA v NA v NA v
(inicial y final)
Pir6genos o NA v 3 NA v NA v 3
(inicial y final)
Pérdida de v 2 v 2 v 2 v 2 v 2 v 2
peso
Resuspendibi- | NA NA NA NA v v
lidad
Volumen de NA NA NA NA v v
sedimentacion

1 Cuando aplique

2 Cuando el envase primario sea permeable o semipermeable
3 Cuando sea de uso parenteral

4 Sélo para medicamentos multidosis
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Las formas farmacéuticas multidosis liquidas como suspensiones o soluciones favorecen
la contaminacién microbiana debido a sus componentes, ya que el vehiculo de las
mismas es en gran parte agua, ademas de los azucares que contienen dentro de la
misma formulacion, estos factores las hacen propensas a que durante su tiempo de vida
atil o al momento de ser abiertas lleguen a tener contaminacién microbiana, antes de que
termine el tratamiento del paciente. Por lo tanto es necesario incluir dentro de la

formulacién uno o varios conservadores.

Los conservadores, como se menciona en el marco teérico, tienen la funciéon de inhibir el
crecimiento de microorganismos. Son aditivos que a concentraciones ya establecidas
(depende del aditivo que se escoja) se agregan a las formulaciones farmacéuticas para
asegurar la calidad y la seguridad del producto que se ofrece al paciente. Ya que un
producto contaminado puede repercutir de manera considerable en la salud del paciente.

Se puede notar que la importancia de los conservadores en una soluciébn o una
suspension es primordial por lo que se tiene que asegurar que dentro de todo el periodo
de vida util de los farmacos las concentraciones de conservadores se encuentren dentro
de las especificaciones establecidas, para que asi se asegure la calidad y seguridad del

producto.

Por otro lado la parte legal y normativa también lo considera importante, ya que en la
NOM-073-SSA1-2015 Estabilidad de farmacos y medicamentos, asi como de remedios
herbolarios, se menciona que para realizar un estudio de estabilidad para soluciones y
suspensiones, entre otras formas farmacéuticas, es necesaria la cuantificacion de

conservadores durante todo el estudio de estabilidad.

En la actualidad, al no ser una prueba farmacopeica, ya que depende del conservador y la
formulacion que se emplee en cada empresa, se debe desarrollar una metodologia que

sea especifica para el producto de interés.

En la empresa donde se va a realizar el proyecto no se cuenta con una metodologia para
cuantificar conservadores en suspensiones y soluciones, especificamente para el area de
estabilidades, y como se puede observar es una prueba necesaria tanto para la

seguridad del paciente como para poder realizar el tramite de registro con COFEPRIS.
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Por lo anterior es de fundamental importancia desarrollar una metodologia analitica que
sea especifica, reproducible y lineal para cuantificar metilparabeno y propilparabeno (que
son los conservadores gue se utilizan en las formulaciones con las que se va a trabajar),
en muestras de metronidazol suspension y dextrometorfano solucién que se encuentren
en estabilidad, y que aunque contengan principios activos diferentes no afecte ni interfiera
en la cuantificacion de los analitos de interés (metilparabeno y propilparabeno). EI método
analitico debe ser desarrollado por HPLC debido a la similitud estructural de los analitos,
por lo cual se necesita un método analitico que logre separar y cuantificar a los mismos
Al desarrollar un método especifico para metilparabeno y propilparabeno, estos se

podran cuantificar en dos formas farmacéuticas diferentes.

OBJETIVOS

General:
e Proponer un método analitico por HPLC para la cuantificacion de metilparabeno y
propilparabeno en dos formas farmacéuticas liquidas, suspension y solucion, que
pueda ser usado como un método indicativo de estabilidad y que sea exacto,

reproducible, lineal, preciso, estable y especifico.

Particulares:

e Determinar las condiciones de analisis para la cuantificacion de metilparabeno y
propilparabeno en suspensiéon de Metronidazol 59/100mL por HPLC.

¢ Determinar las condiciones de andlisis para la cuantificacion del metilparabeno y
propilparabeno en soluciéon de Dextrometorfano 300mg/100mL por HPLC.

e Realizar la validacion del método analitico de cuantificacion de parabenos en
suspension de Metronidazol 5g/100mL y soluciéon de Dextrometorfano
300mg/100mL.
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HIPOTESIS

Debido a la naturaleza no polar de los compuestos de interés a partir de una fase
estacionaria no polar, una columna C18 de 250mm X 4.6mm, Yy determinando la mezcla
adecuada de fase movil, usando cromatografia en fase reversa se podran separar y
cuantificar las moléculas de principio activo de los conservadores (metilparabeno y
propilparabeno) presentes en la formulacion, haciendo un método especifico, preciso,
exacto, lineal y reproducible.

METODOLOGIA

Materiales, instrumentos y equipo
Sustancias de referencia:

e Metilparabeno estandar primario USP, lote: KIH071

e Propilparabeno estandar primario USP, lote: JIJ025

e Metilparabeno estandar secundario, lote: B57176

e Propilparabeno estandar secundario, lote: B51793

e Dextrometorfano estandar secundario, lote: LRAA1070

e Metronidazol estandar secundario, lote: P500261
Material:

e Matraces volumétricos de 50mL, 100mL, 10mL

e Bureta 25mL

¢ Espatula de acero inoxidable

e Bafio con ultrasonido

e Parrilla de agitacion

e Agitadores magnéticos

e Membrana supor 0.45u 13 mm

e Membrana teflon 0.45u 47 mm

e Columna cromatogréfica ODS (octadecilsilano) eclipse XDB C18 4.6mm X 250mm

Sum
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Equipo:

e Balanza analitica Mettler Toledo cédigo: BAS-070
e Microbalanza Mettler Toledo codigo: BAS-076
e Cromatografo de liquidos (HPLC), Agilent HP 1200 cédigo CRL-004

Reactivos:

o Fosfato monobdsico de potasio

e Agua grado HPLC

¢ Metanol grado reactivo

¢ Metanol grado HPLC

e Placebo para Metronidazol suspensién (ver Anexo 1)
e Placebo para Dextrometorfano (ver Anexo 2)

e Metronidazol suspension 5.09/100mL

e Dextrometorfano solucién 300mg/ 100mL
Procedimiento

¢ Reuvision bibliogréfica, articulos, libros, etc
¢ Determinacion de condiciones de analisis tentativas (fase mavil, volumen de
inyeccién, tiempo de corrida, concentracion)

e Pruebas piloto con estandar USP y secundario

o Determinacion de pureza de pico (para ambos activos), longitud de onda de mayor

absorcion.

e Ajuste de condiciones de metodologia con estandar

¢ Prueba con muestras de ambos productos, condiciones de analisis, tratamiento de

las muestras.
e Ajuste de condiciones con muestras
e Analisis de muestras en comparacion con el estandar.

e Validar el método analitico.
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PREPARACION DE SOLUCIONES.
Preparacion de la solucion de Referencia de Metilparabeno para Metronidazol

e Se pesaron con exactitud 36 mg de Metilparabeno sustancia de referencia.

e Se transfirieron a un matraz volumétrico de 50 mL, se agregaron 25 mL de
Metanol

e Se sonico durante 5 minutos,

e Se aforé a volumen con solucion de fosfato de potasio monobasico 0.01M.

e Se transfirié una alicuota de 5ml a un matraz de 50mL

e Se afor6 a volumen con fase movil.

e Por ultimo se filtr6 una porcién de la solucién por membrana de teflon de 0.45 umy

transferir a un vial adecuado.

Preparacion de la solucion de Referencia de Propilparabeno para Metronidazol.

e Se pesaron con exactitud 20 mg de Propilparabeno sustancia de referencia.

e Se transfirieron a un matraz volumétrico de 100 mL, se agregaron 50 mL de
Metanol.

e Se sobnico durante 5 minutos

e Se aforé a volumen con solucion de fosfato monobésico de potasio 0.01M.

e Se transfirié una alicuota de 2mL a un matraz de 50mL

e Se aford a volumen con fase movil

e Se filtré una porcion de la solucion por membrana de teflon de 0.45um vy

transfirieron a un vial adecuado

Preparacion de la solucion de Referencia de Metilparabeno con Propilparabeno

para Metronidazol

e Se transfirid una alicuota de 5 mL de la referencia de Metilparabeno y 2 mL de la
referencia de propilparabeno a un matraz de 50 mL,

e Se afor6 a volumen con fase movil

e Se filtr6 una porcién de la solucién por membrana de teflon de 0.45um y se

transfirieron a un vial adecuado
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Preparacion de la solucion de Referencia de Metilparabeno para Dextrometorfano

e Se pesO con exactitud 25 mg de Metilparabeno sustancia de referencia.

e Se transfirié a un matraz volumétrico de 50 mL, se agregaron 25 mL de Metanol

e Se sonico durante 5 minutos,

e Se aford con solucién de fosfato de potasio monobasico 0.01M.

e Se transfirio una alicuota de 10mL a un matraz de 100mL

e Se aforé a volumen con fase movil

e Se filtré una porcién de la solucion por membrana de teflon de 0.45 um y se

transfirié a un vial adecuado.

Preparacion de la solucion de Referencia de Propilparabeno para Dextrometorfano.

e Se peso con exactitud 25 mg de Propilparabeno sustancia de referencia.

e Se transfirié a un matraz volumétrico de 50 mL, se agregaron 25 mL de Metanol,

e Se sonico 5 minutos

e Se llevo a volumen con solucién de fosfato monobasico de potasio 0.01M.

e Se transfirio una alicuota de 1mL a un matraz de 100mL

e Se llevo a volumen con fase movil

e Se filtr6 una porcion de la solucion por membrana de teflon de 0.45um y se

transfirid6 a un vial adecuado

Preparacion de la solucion de Referencia de Metilparabeno con Propilparabeno
para Dextrometorfano

e Se transfirié una alicuota de 10 mL de la referencia de Metilparabeno stock y 1 mL
de la referencia de propilparabeno stock a un matraz de 100 mL,

e Se llevo a volumen con fase movil.

e Se filtr6 una porcion de la solucidon por membrana de teflén de 0.45um y transferir

a un matraz adecuado
Preparacion de las muestras (Metronidazol y Dextrometorfano)

e Se realiz6 la mezcla del contenido de 10 frascos de muestra en un vaso de

precipitados.
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e Se agitd mecanicamente la muestra por 5 minutos.

e Se transfirieron 5 mL de la solucion (medidos con pipeta volumétrica) a un matraz
volumétrico 100 mL se dejo escurrir la pipeta por lo menos por 5 minutos dentro
del matraz, se agregaron 50mL de metanol y se sonico por 10 minutos, se
agregaron 20mL de solucion de fosfato de potasio monobéasico 0.01M, y se
sonicaron durante 5minutos, se llevd a volumen con solucion de fosfato
monobasico de potasio 0.01M y mezclar.

e Se filtré una porcion de la solucion por membrana de supor de 0.45um y se colocé

en un vial adecuado.
Preparacion de placebo cargado para Metronidazol suspension

e En un matraz de 100mL se transfirieron una alicuota de 5mL de placebo, el cual
ha sido preparado anteriormente.

e Se pesaron aproximadamente 7.5 mg de estandar de Metilparabeno y transfirieron
al matraz de 100mL que contenia el placebo.

e Se adicionaron 50mL de metanol y se sonicaron por 10minutos.

o Por separado se pesaron aproximadamente 8mg de referencia de Propilparabeno
y se transfirieron a un matraz de 10mL, se disolvieron con metanol y aforaron con
el mismo disolvente.

e Se transfirio 1mL de la soluciéon anterior al matraz de 100mL que contenia el
placebo y el Metilparabeno.

e Se aforé con soluciéon de fosfato monobasico de potasio 0.01M y se mezclé

mezclar.
Preparacion de placebo cargado para Dextrometorfano solucién

e Enun matraz de 100mL se transfirieron 5mL de placebo, el cual ha sido preparado
anteriormente.

e Se pesaron aproximadamente 5.0 mg de estandar de Metilparabeno y se
transfirieron al matraz de 100mL que contiene el placebo.

e Se adicionaron 50mL de metanol y se sonicaron por 10minutos.

e Por separado, se pesaron aproximadamente 5.0mg de referencia de
Propilparabeno y se transferieron a un matraz de 10mL, se disolveron con metanol

y se llevaron a volumen con el mismo disolvente.
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e Se transfiri6 1mL de la solucion anterior al matraz de 100mL que contenia el
placebo y el Metilparabeno.
e Se llevo a volumen con solucién de fosfato monobéasico de potasio 0.01M y

mezclar.

NOTA: La preparacion de los placebos usados en las pruebas se describe en los

Anexos 1y 2.
PROCEDIMIENTO

e Se inyectaron 10uL del blanco (fase mavil), sol de referencia de Metilparabeno,
solucion de referencia de Propilparabeno y solucién de referencia de
Metilparabeno con Propilparabeno.

e Se programd el equipo para que recolecte todos los espectros en cada pico
encontrado, y que ademas hiciera un barrido en la zona de UV de 200- 400nm.

¢ Al terminar, se procesaron los datos obtenidos para determinar la longitud de onda
a la cual se obtenia la mayor absorbancia para ambos picos, se calcularon los
parametros cromatograficos pertinentes: factor de coleo, factor de capacidad y
resolucion.

o Posteriormente se inyectaron placebos, placebos cargados y muestras para
ambos productos Metronidazol suspension de 2.5g/100mL, Metronidazol
suspension 5.09/100mL y Dextrometorfano solucion 300mg/100mL.

e Se procesaron y calcularon, factor de capacidad, resolucion, factor de pureza y
factor match (estos para verificar que los picos de interés no estén mezclados con
otros componentes de la muestra).

e Por ultimo se realizé la validacion del método analitico propuesto, que incluye los
parametros de: adecuabilidad del sistema, precision, exactitud, linealidad del
sistema, linealidad del método, reproducibilidad y estabilidad de la muestra.

Pruebas con estandar.

Siguiendo las condiciones cromatograficas arriba mencionadas se inyectaron en el
cromatografo muestras que contenian solo estdndar primario a la concentracion de

trabajo. El orden en el que se inyectaron fue el siguiente:

1. Muestra de blanco (diluente de las muestras y la referencia, en este caso fase movil)
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2. Referencia solo de Metilparabeno
3. Referencia solo de Propilparabeno

4. Referencia de Metilparabeno + Propilparabeno

Cabe mencionar que todas estas soluciones se realizaron con estandar primario, con esto
verificamos: en primer lugar, el tiempo de retencién de cada analito. También se verifico si
el método es capaz de separar ambos compuestos satisfactoriamente. Con estas pruebas
también se determind la longitud de onda de maxima de absorcién para cada compuesto.
Y por ultimo se guardd cada espectro en la libreria del método, para después usar estos
datos como comparativo con los espectros obtenidos en las muestras y asi poder calcular

la pureza de los picos en las muestras.
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RESULTADOS

Determinacion de condiciones cromatograficas:

Se llegé a las condiciones del sistema cromatografico después de realizar diversas
pruebas, se determind el sistema era ideal para cubrir los requerimientos necesarios

indicados en la teoria.
Columna:

Ambas moléculas tienen una estructura extremadamente parecida, solo se diferencia por
un grupo metilo que tiene de mas el Propilparabeno, al ser moléculas tan similares se
busca que la columna logre retener mas al analito de mayor cadena de metilos
(Propilparabeno), sumado a que la matriz de la muestra incluye minimo 1 analito mas
(Dextrometorfano y Metronidazol Benzoil) que se tiene que separar. Por todo lo anterior
se lleg6 a la conclusion de que la columna ideal seria una C18 para lograr la correcta
separacion de los analitos de interés con una resolucién mayor a dos (esa es la minima
resolucion requerida entre dos picos) entre ambos picos y también entre los demas

componentes de la muestra.

La longitud de la columna se bas6 en el mismo criterio de afinidad de las moléculas y para

“dar méas tiempo de elucion de los analitos” y evitar asi coeluciones.

El resultado de las pruebas fue satisfactorio y se cumplié con todos los requerimientos
necesarios. Esto se puede observar en las figuras 50, 51 y 52 y en las tablas 21y 22
donde se observan los valores de los parametros cromatograficos obtenidos y los

reportados en la teoria.
Volumen de inyeccion:

Este pardmetro se fijé tomando en cuenta las concentraciones a las cuales se encuentran
los analitos, al estar en una concentracion mayor el Metilparabeno se buscaba no
deformar el pico, ya que a mayor volumen de inyeccion, mayor respuesta y por lo tanto el

pico empieza a perder forma y disminuyen los platos teéricos.

Por otro lado el Propilparabeno al ser el pico mas pequefio, se busca que este de una

sefal con la cual se pueda dar un resultado reproducible, preciso y exacto.
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Se probaron tres volumenes de inyeccion (5uL, 10 pL y 100 pL), obteniendo resultados
satisfactorios con el de 10mL, ya que con el volumen menor el pico correspondiente a
Propilparabeno no era reproducible y con el volumen de 100 uL el Metilparabeno llegaba

a deformarse.
Por todo lo anterior se fija a 10 pL
Longitud de onda:

Este parametro se fij6 tomando en cuenta una de las herramientas que nos proporciona el
usar un detector con arreglo de diodos o longitud de onda variable, al usar este tipo de
detector el equipo recolecta espectros en diferentes longitudes de onda de cada
compuesto, dando como resultado un cromatograma en tercera dimensién, esto nos sirve
para varias cosas como por ejemplo calcular Fmatch, factor de pureza y seleccionar la

longitud de onda de mayor absorbancia.

En este caso se puede observar en las figuras 47 y 48 que la zona roja o de mayor
absorcion se encuentra en 250nm para ambos compuestos, tomando en cuenta este

resultado se decidi6 usar esa longitud de onda para realizar el analisis.
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Figura 47. Grafico correspondiente a Metilparabeno donde se muestra la longitud de onda
a la cual absorbe més (zona roja). En la parte superior se muestra el espectro obtenido

para ese compuesto y en la inferior el pico cromatografico que se obtuvo.
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Figura 48. Grafico correspondiente a Propilparabeno donde se muestra la longitud de
onda a la cual absorbe mas (zona roja). En la parte superior se muestra el espectro

obtenido para ese compuesto y en la inferior el pico cromatogréafico que se obtuvo.

Para ambos compuestos se puede observar que la longitud de onda a la que absorben
mejor es a 250nm, por lo que se fija ésta como la longitud que se utilizara en el método.

A continuaciéon se muestran los cromatogramas obtenidos a esta longitud de onda, para

ambos compuestos (figura 49).
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Figura 49. Cromatogramas obtenidos para muestras preparadas con estandar de los

compuestos de interés, usando el método mencionado inicialmente.
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A primera vista no se ve interferencia de un componente sobre otro, es decir, los picos de
los analitos de interés se separan, es decir, usando solo estandar se cumple con todos los
parametros cromatograficos reportados en la teoria (esto se puede observar en las tablas

comparativas 21 y 22), por lo tanto se prosigue a la siguiente parte de las pruebas.

Tabla 21. Pardmetros cromatogréaficos obtenidos por el pico de Metilparabeno, usando
estandar USP, comparados con las especificaciones tedricas.

Metilparabeno Especificacion teérica

Tiempo de retencion 7.573 N/A

K’ 2.02 Entre 1.0- 20.0
Factor de coleo (USP) 1.156 <20

Platos tedricos (N) 15678 = 2000

Ancho de pico (Wyp) 0.138 N/A

Altura de pico (H) 310.9 N/A

ABC 3890.09870 N/A

Simetria 0.908 <20

Tabla 22. Parametros cromatograficos obtenidos por el pico de Propilparabeno, usando

estandar USP, comparados con las especificaciones tedricas.

Propilparabeno Especificacion teérica
Tiempo de retencion 26.787 N/A
k” 9.71 Entre 1.0- 20.0
Factor de coleo (USP) 1.113 <20
Platos tedricos (N) 16547 > 2000
Ancho de pico (Wyy) 0.145 N/A
Altura de pico (H) 11.2 N/A
ABC 368.12098 N/A
Simetria 0.998 <20
Resolucion (con respecto
al Metilparabeno) 34.67 =15
Selectividad (a) 4.79 >21.0
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Pruebas con placebos y placebos cargados.

Se realizaron pruebas utilizando los placebos de cada forma farmacéutica sin analitos de
interés y después de realizaron pruebas de placebos cargados, es decir, el placebo mas
los analitos de interés esto para verificar que no exista interferencia analitica de algunos
de los componentes de la formulacién con alguno de los analitos de interés.

Los cromatogramas obtenidos en estas pruebas se muestran a continuacion:

DAD1 A, Sig=250,4 Ref=360,100 (PARABENOS METRONIDAZOL\ESPEC LS 2012-09-12 04-49-56\007-0701.D)
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Figura 50. Placebo de suspension de Metronidazol arriba de 2.5g/100mL, abajo
5.0g/100mL
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DAD1 A, Sig=250,4 Ref=360,100 (PARABENOS METRONIDAZOL'\ESPEC LS 2012-09-12 04-49-561009-0901.D)
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Figura 51. Placebo cargado de suspension de Metronidazol de 2.5g/100mL.
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Figura 52. Placebo cargado de suspension de Metronidazol 5.0g/100mL

Para las muestras de Dextrometorfano, se observé que a 250nm el placebo no mostraba

ninguna sefial para el Dextrometorfano.

Por la teoria se sabe que el Dextrometorfano absorbe a longitudes cercanas a 280nm por
lo que se probé ademés de a 250nm a otras dos longitudes de onda (276nm y 280nm) y
de esta manera descartar que interfiera a 250nm, ya que se comprobaria que absorbe a

una longitud diferente y en tiempos diferentes.

Los cromatogramas obtenidos en estas pruebas se muestran a continuacion:
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Figura 53. Placebo cargado de Dextrometorfano solucion 300mg/100mL a diferentes

longitudes de onda

En la figura 53 se pueden observar que el Dextrometofano absorbe a longitud de onda
diferente a cualquiera de los dos parabenos, y ademas eluye a un tiempo diferente al de
los analitos de interés. Esto es s6lo a simple vista. Para determinar que no existe
interferencia entre los parabenos y los otros componentes de la muestra es necesario

hacer otro tipo de pruebas que el software facilita y que se describen a continuacion.

124



PROPUESTA DE METODO ANALITICO PARA LA CUANTIFICACION DE PARABENOS (METILPARABENO Y
PROPILPARABENO) EN DOS FORMAS FARMACEUTICAS LIQUIDAS, POR HPLC.

Para corroborar que no existe interferencia entre los elementos de la muestra se usaron
herramientas que proporciona el software del equipo utilizado (CHEMSTATION), y se

calculé factor de pureza, factor match.

El factor de pureza es un calculo que realiza el equipo, tomando en cuenta los espectros
obtenidos por la muestra (para esto se programa el equipo para que guarde todo el
barrido en el rango de longitudes requerido, en este caso se programé para que el barrido
fuera de 200 a 400 nm). Para que un pico se considere puro este valor debe ser mayor a
990, esto indica que no hay interferencias de otros elementos dentro de la muestra, es

decir, que la separacion es especifica.

El factor match es una comparacion de los espectros obtenidos en la muestra contra los
espectros obtenidos por los estandares primarios guardados en la libreria del equipo. Al
pedir el factor match el equipo hace la comparacion de los espectros obtenidos contra los
guardados y automaticamente arroja el compuesto que mas se parece al espectro de la
muestra segun su libreria. Para que se consideren espectros similares el valor de factor

match debe ser mayor a 990

También se observo el espectro tridimensional de cada uno de los picos de interés en las
muestras de placebo cargado, para verificar que no exista interferencia con alguno de los

componentes de la muestra.

A continuacién se muestran los diferentes espectros tridimensionales obtenidos (figuras
54, 55 y 56 para Metilparabeno y figuras 60, 61 y 62 para Propilparabeno), también se
muestran los graficos que da el software para el célculo de factor de pureza y la
comparacion con el espectro mas parecido de la libreria, esto para cada compuesto
(figuras 57, 58 y 59 para Metilparabeno y 63, 64 y 65 para Propilparabeno). Por ultimo se
muestran las tablas donde se resumen todos los parametros cromatograficos para cada

uno de los picos (tablas 23, 24 y 25).
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Metilparabeno:

Figura 54. Espectro en 3D de Metilparabeno en muestra de placebo cargado de

Metronidazol suspension 2.5g/100mL

Figura 55. Espectro en 3D de Metilparabeno en muestra de placebo cargado de

Metronidazol suspension 5.0g/100mL

126



PROPUESTA DE METODO ANALITICO PARA LA CUANTIFICACION DE PARABENOS (METILPARABENO Y
PROPILPARABENO) EN DOS FORMAS FARMACEUTICAS LIQUIDAS, POR HPLC.

Figura 56. Espectro en 3D de Metilparabeno en muestra de placebo cargado de

Dextrometorfano solucién 300mg/100mL
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Figura 57. Gréaficos que muestran el cromatograma, el espectro y el factor de pureza para
Metilparabeno en la muestra de placebo cargado de Metronidazol suspension
2.5g/100mL.
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Figura 58. Graficos que muestran el cromatograma, el espectro y el factor de pureza para
Metilparabeno en la muestra de placebo cargado de Metronidazol suspensién
5.0g/100mL.
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Figura 59. Graficos que muestran el cromatograma, el espectro y el factor de pureza para
Metilparabeno en la muestra de placebo cargado de Dextrometorfano solucion
300mg/100mL.

En los espectros tridimensionales se observa que el Metilparabeno no tiene
contaminacioén o interferencia de algun otro elemento dentro de la muestra. Por otro lado
si se observa el grafico obtenido para el factor de pureza (figuras inferior derecha 57, 58 y
59) en los tres casos se puede ver que el gréfico indica un pico no puro, ya que, las lineas
de referencia y de prueba (lineas en rojo punteado y negro solido) se interceptan en mas
de un punto, esto se observa también en la parte de abajo del cromatograma en la misma
figura, los rombos negros que indican cada uno de los puntos del espectro de la muestra

estan posicionados dentro de la banda roja (que se considera banda limite), esto quiere
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decir, que son los puntos que se interceptan en algun punto con la linea de referencia,
para que un pico sea considerado puro, como maximo debe haber tres rombos dentro de
esta banda roja, en el caso del Metilparabeno no se cumple con este requisito pero esto
se debe a la concentracion en la que se encuentra el analito dentro de la muestra, esta a
una concentracién por encima del limite para calcular el factor de pureza, aunque debido
a que en el espectro 3D no se observa interferencia alguna , se decide no tomar en
cuenta el grafico de factor de pureza para Metilparabeno y se toma en cuenta sélo el
factor match el cual indica que es un pico puro que tiene semejanza mayor a 990 con
Metilparabeno. Ademas se realizé la validacién del método analitico, en caso de haber
algun problema con el método los porcentajes recuperados en la linealidad del método, no
deberian cumplir, pero mas adelante se observan resultados satisfactorios para esta

prueba.

Por otro lado se muestran a continuacién los graficos obtenidos para Propilparabeno, el

cual se encuentra en una concentracidén mas baja dentro de la muestra (relacién 1:10).

Propilparabeno:

Figura 60. Espectro en 3D de Propilparabeno en muestra de placebo cargado de

Metronidazol suspension 2.5g/100mL
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Figura 61. Espectro en 3D de Propilparabeno en muestra de placebo cargado de

Metronidazol suspension 5.0g/100mL.

Figura 62. Espectro en 3D de Propilparabeno en muestra de placebo cargado de

Dextrometorfano solucion 300mg/100mL.
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Figura 63. Graficos que muestran el cromatograma, el espectro y el factor de pureza para

Propilparabeno en la muestra de placebo cargado de Metronidazol suspension

2.5g/100mL.
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Figura 64. Gréaficos que muestran el cromatograma, el espectro y el factor de pureza para

Propilparabeno en la muestra de placebo cargado de Metronidazol suspension

5.0g/100mL.
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Figura 65. Graficos que muestran el cromatograma, el espectro y el factor de pureza para
Propilparabeno en la muestra de placebo cargado de Dextrometorfano soluciéon
300mg/100mL.

En el caso del Propilparabeno se observa que los espectros tridimensionales tampoco se
observan contaminaciones a causa de otros elementos dentro de la muestra. Y a
diferencia del Metilparabeno en los graficos de factor de pureza (figuras inferior derecha
63, 64 y 65) se puede observar que se considera un pico puro, ya que las lineas de
referencia y prueba no se interceptan en ningln punto del espectro y todos los rombos
correspondientes a cada espectro de la muestra se encuentran dentro de la banda verde.
Con esto sumado al factor match que indica similitud con el Propilparabeno, se confirma
gue el pico de Propilparabeno en la muestra de las dos formas farmaceuticas en todas

sus concentraciones se considera puro y sin interferencia de otros elementos dentro de la

muestra.

En las tablas 23 a 25 se resumen todos los parametros medidos en cada uno de los picos

correspondientes a cada uno de los analitos estudiados.
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Tabla 23. Resultados cromatogréaficos obtenidos para los picos de Metilparabeno y
Propilparabeno en la muestra de placebo cargado de Metronidazol suspension

2.59/100mL
Especificacion
Metilparabeno Propilparabeno .
tedrica

Tiempo de retencion 7.579 26.779 N/A
Fmatch 999.9995 999.9592 =990
Factor de pureza 999.995 999.751 =990
kK’ 2.040 9.742 Entre 1.0- 20.0
Factor de coleo <20
(USP) 1.117 1.050
Platos tedricos (N) 14315 16549 > 2000
Ancho de pico (W) 0.145 0.483 N/A
Altura de pico (H) 314.5 9.33 N/A
ABC 3030.84009 291.16736 N/A
Simetria 0.869 0.934 <20
Resolucion 12.463 =215
Selectividad (a) 1.587 >1.0

Tabla 24. Resultados cromatograficos obtenidos para los picos de Metilparabeno y
Propilparabeno en la muestra de placebo cargado de Metronidazol suspension

5.0g/100mL
_ _ Especificacion
Metilparabeno Propilparabeno .
tedrica

Tiempo de retencion 7.579 26.799 N/A
Fmatch 999.9998 999.9739 > 990
Factor de pureza 999.985 999.977 2990
k’ 2.040 9.750 Entre 1.0- 20.0
Factor de coleo

1.118 1.052 <20
(USP)
Platos tedricos (N) 14296 16389 > 2000
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Especificacion

Metilparabeno Propilparabeno o
tedrica
Ancho de pico (Wyp) 0.145 0.483 N/A
Altura de pico (H) 393.94 11.77 N/A
ABC 3801.5 368.7 N/A
Simetria 0.866 0.920 <20
Resolucion 12.262 1.5
Selectividad (a) 1.582 21.0

Tabla 25. Resultados cromatogréaficos obtenidos para los picos de Metilparabeno y
Propilparabeno en la muestra de placebo cargado de Dextrometorfano solucién

300g/100mL
_ ) Especificacion
Metilparabeno Propilparabeno .
tedrica
Tiempo de
. 7.227 24.660 N/A
retencion
Fmatch 999.8133 999.7585 =990
Factor de pureza 999.990 999.978 =990
k” 1.899 8.892 Entre 1.0- 20.0
Factor de coleo
1.034 1.012 <20
(UspP)
Platos tedricos (N) 13580 15722 = 2000
Ancho de pico
0.142 0.457 N/A
(Wl/2)
Altura de pico (H) 270.74 7.13 N/A
ABC 2532.4 208.3 N/A
Simetria 0.948 1.014 <20
Resolucion 34.172 =215
Selectividad (a) 4.682 >1.0
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Las especificaciones para cada parametro fueron definidas tomando en cuenta lo
mencionado en la teoria, se tomo lo minimo necesario para que un pico sea cuantificable.
En el caso de platos tedricos no se pudo fijar una especificacién definida, ya que si se
basa en la teoria el célculo obtenido es de 20000 pero esto solo tomando en cuenta las
caracteristicas de la columna, ya que para este pardmetro es necesario tomar en cuenta
las caracteristicas de la molécula se decidié dejar una especificaciébn basandose en la
apariencia de los picos, es decir, en el momento en el que estos salieran deformes, ese
valor sera el que se fije como minimo de platos teodricos, para fines practicos ya que se

necesita un valor fijo para adecuabilidad, se toma el reportado en la teoria que es no

Con todos los resultados obtenidos hasta este punto se puede decir que el método
analitico propuesto es especifico para los analitos de interés, es decir, los componentes

dentro de la muestra no interfieren con el Metilparabeno y Propilparabeno.

Ademas de que los picos para cada analito cumplen con los pardmetros necesarios para
que sean cuantificables segun lo explicado en la teoria. Por lo tanto se propone el
siguiente método analitico para la cuantificacion de Metilparabeno y Propilparabeno en

ambas formas farmacéuticas:
CONDICIONES DEL SISTEMA CROMATOGRAFICO

e COLUMNA: Zorbax eclipse plus C18 250x4.6mm 5um

e FLUJO: 1.0 mL/min.

e VOLUMEN DE INYECCION: 10uL

e TEMPERATURA DE LA COLUMNA: 25+ 1°C

e LONGITUD DE ONDA: Barrido de 200nm a 400nm (250nm)

e FASE MOVIL: Solucion A: Fosfato de potasio monobéasico 0.01M: Pesar 1.36g de
fosfato de potasio monobdasico y transferir a un matraz volumétrico de 1 litro
agregar 500ml de agua HPLC y agitar mecanicamente hasta disolucién total diluir
a un litro con agua y mezclar.

e Solucion B: Metanol HPLC.

e Filtrar y desgasificar por separado cada una de las soluciones a través de
membrana supor 0.45W, programar el equipo para que haga una mezclade Ay B
(50:50).
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Con el método propuesto se procede a hacer la validacion del método analitico para asi
comprobar que el método es especifico, lineal, preciso y exacto y por lo tanto se pueda
usar para la cuantificacibn de parabenos en muestras de dos formas farmacéuticas

liguidas procedentes de estudios de estabilidad.

Validacion del método analitico

Las pruebas que se realizaron fueron tomadas de la guia de validacion del colegio de
QFB. En las tablas 26 y 27 se enlistan las pruebas que se realizaron para la validacién del
método analitico propuesto asi como los resultados obtenidos para cada prueba, en cada
uno de los analitos de interés.
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Tabla 26. Lista de pruebas y resultados que se realizaron y obtuvieron en la validacion
del método analitico propuesto para Metilparabeno y Propilparabeno en Dextrometorfano
300mg/100mL.

Prueba

Preparacion de
muestras

Especificacion

Resultados

Linealidad del sistema

Rango de 80%- 120%
Muestras por triplicado 5
niveles

r* >0.98
El IC No debe incluir el
cero

Metilparabeno
r’=0.9982
IC =27.4207- 26.0658

Propilparabeno
r’= 0.9945
IC =2.3518-2.2147

Precision

Analisis sextuplicado de
una muestra al 100%

CV. <15%

Metilparabeno
CV=10.3614 %

Propilparabeno
CV=0.5054 %

Precisiéon intermedia

Dos analistas dos dias
distintos

C-V-TOTAL < 2%

Metilparabeno
CV=0.6642 %

Propilparabeno
CV=10.9641 %

Linealidad de método

Rango de 80%-120%
Muestras por triplicado 5
niveles

El IC para la pendiente
debe incluir la unidad
El IC para la ordenada al
origen debe
incluir el cero
r* >0.98
C.V. £2 % En recobro

Metilparabeno
IC(B1)= 0.9833- 1.0154
IC(B0)=-0.0744- 0.8075

r’= 0.9993
CV=0.3756

Propilparabeno
IC(B1)= 0.4626- 1.0229
IC(BO)= -0.1084- 0.2045

r’=0.9974
CV=10.7582

Exactitud

Analisis por sextuplicado
de placebos cargados al
100%

CV <2%

El IC debe incluir el 100%
de recobro o que él % de
recobro esté incluido
dentro del IC

Metilparabeno
CVv=10.1516
IC=100.2344- 100.3435

Propilparabeno
Cv=0.4737
IC=99.3867- 100.3809

Especificidad

Placebo, placebo

cargado y materia prima.

SIN INTERFERENCIA

Metilparabeno
SIN INTERFERENCIA

Propilparabeno
SIN INTERFERENCIA
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RESULTADOS PARA DEXTROMETORFANO 300mg/100mL

LINEALIDAD DEL SISTEMA

Metilparabeno

PARAMETRO A EVALUAR Y RESULTADO

SOLUCION % LECTURA
(abc)
1 80.0000 2028.8826 162310.6056
2 80.0000 2062.4255 164994.0432
3 80.0000 2065.7683 165261.4648
4 90.0000 2323.4773 209112.9561
5 90.0000 2358.8032 212292.2898
6 90.0000 2348.3416 211350.7395
7 100.0000 2580.8879 258088.7940
8 100.0000 2604.8005 260480.0540
9 100.0000 2610.5024 261050.2440
10 110.0000 2843.3884 312772.7273
11 110.0000 2854.9507 314044.5748
12 110.0000 2873.0811 316038.9155
13 120.0000 3144.8272 377379.2580
14 120.0000 3135.0317 376203.8088
15 120.0000 3118.3093 374197.1196
PARAMETRO | ESPECIFICACION | RESULTADO DICTAMEN
r’ > 0.98000 0.9982 CUMPLE
EL INTERVALO 27.4207 CUMPLE
IC(B1) NO INCLUYE EL
CERO 26.0658 CUMPLE
PARAMETRO RESULTADO PARAMETRO RESULTADO
Suma X 1,500.0000 | t Student 2.1604
Suma X 153,000.0000 | b1 26.7433
(Suma x)Z 2,250,000.0000 | bg -77.4287
Suma Y 38,953.4778 | r° 0.9982
Suma Y* 103,307,671.8468 | Sy 17.1761
Suma XY 3,975,577.5950 | Shy 0.3136
n 15.0000 | LSC 27.4207
n-2 13.0000 | LIC 26.0658
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mAU

Linealidad del sistema Metilparabeno

300,0
250,0

200,0 /
150,0

100,0

50,0

0,0
0,0 20,0 40,0 60,0 80,0 100,0 120,0

% Metilparabeno

140,0

Propilparabeno

PARAMETRO A EVALUAR Y RESULTADO
SOLUCION NIVEL LECTURA X*Y
(%)
1 80.0000 167.2511 | 13380.0880
2 80.0000 167.2892 | 13383.1376
3 80.0000 169.4962 | 13559.6984
4 90.0000 191.6266 | 17246.3931
5 90.0000 194.1803 | 17476.2270
6 90.0000 194.9245 | 17543.2023
7 100.0000 | 213.4073 | 21340.7300
8 100.0000 | 213.6441 | 21364.4130
9 100.0000 | 214.1303 | 21413.0330
10 110.0000 | 234.3570 | 25779.2678
11 110.0000 | 238.0587 | 26186.4515
12 110.0000 | 238.5399 | 26239.3923
13 120.0000 | 261.1624 | 31339.4820
14 120.0000 | 261.3810 | 31365.7140
15 120.0000 | 258.8694 | 31064.3256
PARAMETRO | ESPECIFICACION | RESULTADO DICTAMEN
rr > 0.98000 0.9975 CUMPLE
EL INTERVALO 2.3518 CUMPLE
IC(B1) NO INCLUYE EL
CERO 22147 CUMPLE
PARAMETRO RESULTADO PARAMETRO RESULTADO
Suma X 1,500.0000 | t Student 2.1604
Suma X 153,000.0000 | b1 2.2833
(Suma x)z 2,250,000.0000 | bg -13.7710
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SumaY 3,218.3179 | r 0.9975
Suma Y* 706,183.7048 | Sy 1.7380
Suma XY 328,681.5556 | Shy 0.0317
n 15.0000 | LSC 2.3518
n-2 13.0000 | LIC 2.2147

Linealidad del sistema Propilparabeno

228330 13,771

200 R? =0,9975
: ,0
<L 1500
€

| | | % I”ropilparabe’no | | |
PRECISION

e Metilparabeno

MUESTRAS LECTURA

1 2,599.2505

2 2,598.4783

3 2,596.8323

4 2,580.1856

5 2,578.2996

6 2,592.5020

X 2,590.9247
S 9.3647
%CV 0.3614
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e Propilparabeno

MUESTRAS | LECTURA
1 214.1261
2 216.6690
3 214.5407
4 214.3132
5 213.5212
6 214.2364
X 214.5678
S 1.0845
%CV 0.5054
PRECISION INTERMEDIA
e Metilparabeno
Analista 1 Analista2 | Analista1 Analista 2 Suma 1172.5900
Muestra
Dia 1 Dia 1 Dia 2 Dia 2 n 12.0000
1 98.3100 96.7100 97.0700 97.3600 Promedio 97.7158
2 98.0000 98.5500 97.8600 97.0700 S 0.6490
98.8400 97.6100 97.2800 97.9300 %CV 0.6642
e Propilparabeno
Analista 1 Analista2 | Analista1 Analista 2 Suma 1148.1500
Muestra
Dia 1 Dia 1 Dia 2 Dia 2 n 12.0000
1 94.7800 94.3500 96.8800 95.2200 Promedio 95.6792
2 95.5400 96.7800 94.5000 96.1400 S 0.9224
96.3200 95.1500 95.5500 96.9400 %CV 0.9641
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EXACTITUD

o Metilparabeno

PARAMETRO A EVALUARY RESULTADO

ADITCTONAD

SOLUCION o Rs:E;éiiDM 4 RECOBRO PARAMETRO RESULTADO %CV 0.1516
mg/mL PROMEDIO Y 100.2344/ic(,,) Sup. 100.3935
1 49856 | 4.9946 [ 100.1813 [SUMA Y 601.4067|1C(y) Inf. 100.0754
2 5.0155 | 5.0350 | 100.3888 [SUMA Y? 60,281.7777|9 Aritmética 100.2344
3 49133 | 4.9294 | 100.3279 |n 6.0000
4 5.0099 | 5.0258 | 100.3180 [n-1 5.0000
5 5.0834 | 5.0816 | 99.9642 |tstudent 2.5706
6 5.1834 | 5.1951 | 100.2265 |S 0.1520
PARAM ETRO| ESPECIFICACION| RESULTADO DICTAMEN
100.0754 Cumple
IClw) % - 102 100.3935 Cumple
Y SEENCUENTRA
¥ Aritmética ENTRE 100.2344 Cumple
98 - 102
CV %Recobrqg 2 0.1516 Cumple
e Propilparabeno
PARAMETRO A EVALUARY RESULTADO
SOLUCION PR canrione { RECOBRO PARAMETRO RESULTADO %.CV 0.4737
mg/mL_|*7TTT PROMEDIO Y 99.8838|1C(y) Sup. 100.3809
1 49012 49358 | 100.7066 [SUMAY 599.3027 IC(y) Inf. 99.3867
2 5.0798 | 5.0632 | 99.6730 [SUMA Y2 59,861.7459 ¢ Aritmética 99.8838
3 51897 | 5.1724 | 99.6663 |n 6.0000
4 5.3017 | 5.3053 [ 100.0671 [n-1 5.0000
5 49981 | 4.9642 | 99.3211 [t student 2.5706
6 51825 | 5.1757 | 99.8686 [S 0.4731
PARAM ETRO| ESPECIFICACION| RESULTADO DICTAMEN
99.3867 Cumple
1C(w) % - 102 100.3809 Cumple
Y SEENCUENTRA
¥ Aritmética ENTRE 99.8838 Cumple
98 - 102
CV %Recobrg 2 0.4737 Cumple
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LINEALIDAD DEL METODO

o Metilparabeno

Muestra mo/ml mo/mL %RECOBRO X*Y
ADICIONADOS | RECUPERADOS
1 3.9134 3.9075 99.8500 15.2917
2 3.9145 3.9140 99.9862 15.3212
3 4.0967 4.1227 100.6356 16.8896
4 4.4510 4.4357 99.6569 19.7434
5 4.4689 4.4687 99.9964 19.9704
6 45112 45161 100.1075 20.3728
7 4.9289 4.9389 100.2037 24.3435
8 5.0412 5.0421 100.0171 25.4180
9 4.9312 4.9429 100.2377 24.3745
10 5.6812 5.7304 100.8658 32.5555
11 5.5000 5.4899 99.8160 30.1943
12 5.5399 5.5437 100.0681 30.7114
13 6.0132 5.9750 99.3644 35.9287
14 5.9911 5.9805 99.8229 35.8297
15 6.0234 6.0484 100.4149 36.4319
PARAMETRO RESULTADO PARAMETRO RESULTADO
Suma X 75.0058 | Promedio X 5.0004
Suma X? 383.1286 | Promedio Y 5.0038
(Suma X)* 5,625.8700 | CVyx 0.4210
SumaY 75.0565 | Sh, 0.0375
Suma Y? 383.6310 | LSCh, 0.0875
Suma XY 383.3768 | LICh, -0.0744
n 15.0000 Para % Recobro
n-2 13.0000 | Y 100.0695
t Student 2.1604 | Suma Y? 150,210.6904
b, 0.9994 | sumayY 1,501.0432
bo 0.0066 | S %Recobro 0.3758
r? 0.9993 | CV %Recobro 0.3756
Syi 0.0211 | n-1 14.0000
Sh, 0.0074 | t Student 2.1448
LSCb, 1.0154 | LSCu 100.2777
LICb, 0.9833 | LICu 99.8614
PARAMETRO ESPECIFICACION RESULTADO DICTAMEN
r > 0.980 0.9993 Cumple
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mg Recuperados

6.0 -

5.0 1

4.0 -

3.0 1

2.0 1

1.0 1

DEBE INCLUIR LA 1.0154 Cumple

IC(B1)
UNIDAD 0.9833 Cumple
DEBE INCLUIR EL 0.0875 Cumple

IC(BO)
CERO -0.0744 Cumple
CVyy £2.0 0.4210 Cumple
100.2777 Cumple

IC(u) 95 - 105

99.8614 Cumple
CV %Recobro 2.0 0.3756 Cumple

LINEALIDAD DE METODO METILPARABENO

y = 0.9994x + 0.0066
R2 =0.9993

0.0

0.0

1.0

2.0

3.0

mg Adicionados

4.0

5.0

6.0

7.0
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Propilparabeno

SOL mg/mL RECOBRO %RECOBRO XY

1 4.2312 4.2467 100.3661 17.9686

2 4.3199 4.4197 102.3102 19.0927

3 4.0199 4.0214 100.0383 16.1658

4 4.5678 4.5711 100.0725 20.8799

5 4.6966 4.7093 100.2708 22.1178

6 45712 4.5709 99.9930 20.8944

7 5.0215 5.0118 99.8072 25.1669

8 5.1020 5.0555 99.0894 25.7934

9 5.1934 5.2027 100.1789 27.0197

10 5.7980 5.8866 101.5279 34.1304

11 5.6012 5.5910 99.8175 31.3162

12 5.6299 5.6365 100.1172 31.7329

13 6.0154 6.0224 100.1170 36.2274

14 6.1848 6.1831 99.9717 38.2409

15 6.1629 6.1502 99.7939 37.9031

PARAMETRO RESULTADO PARAMETRO RESULTADO

Suma X 77.1157 | Promedio X 5.1410
Suma X? 403.8643 | Promedio Y 5.1519
(Suma X)? 5,946.8312 | CVyx 0.7373
SumaY 77.2790 | Sho 0.0724
Suma Y? 405.4566 | LSCb, 0.2045
Suma XY 404.6500 | LIChy -0.1084
n 15.0000 Para % Recobro
n-2 13.0000 | Y 100.2315
t Student 2.1604 | Suma Y? 150,703.2482
by 0.9928 | suma Y 1,503.4718
bo 0.0481 | S %Recobro 0.7599
r? 0.9974 | CV %Recobro 0.7582
Sy 0.0380 | n-1 14.0000
Sbh, 0.0140 | t Student 2.1448
LSCh; 1.0229 | LSCp 100.6523
LICb, 0.9626 | LICp 99.8106
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PARAMETRO ESPECIFICACION RESULTADO DICTAMEN
r? > 0.980 0.9974 Cumple
DEBE INCLUIR LA 1.0229 Cumple
1C(B1)
UNIDAD 0.9626 Cumple
DEBE INCLUIR EL 0.2045 Cumple
IC(BO)
CERO -0.1084 Cumple
CVyy £2.0 0.7373 Cumple
100.6523 Cumple
IC(W) 95 - 105
99.8106 Cumple
CV %Recobro 2.0 0.7582 Cumple

LINEALIDAD DE METODO PROPILPARABENO

7.0 1

5.0 1

4.0 -

3.0 -

2.0 1

1.0 1

y = 0.9928x + 0.0481
6.0 1 R2 = 0.9974

0.0 1.0

2.0 3.0
mg Adicionados

4.0

5.0
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Tabla 27. Lista de pruebas y resultados que se realizaron y obtuvieron en la validacion
del método analitico propuesto para Metilparabeno y Propilparabeno en Metronidazol
5.09/100mL.

Prueba

Preparacion de
muestras

Especificacion

Resultados

Linealidad del sistema

Rango de 80%- 120%
Muestras por triplicado 5
niveles

r? >0.98

Metilparabeno
r’=0.9951
IC =40.0877- 43.6102

El IC No debe incluir el
cero

Propilparabeno
r’= 0.9914
IC =3.9391- 4.4035

Precision

Analisis sextuplicado de
una muestra al 100%

CV. <15%

Metilparabeno
CV=10.3842 %

Propilparabeno
CV=1.2822 %

Precisiéon intermedia

Dos analistas dos dias
distintos

C-V-TOTAL < 2%

Metilparabeno
CV=0.6969 %

Propilparabeno
CV=0.8909 %

Linealidad de método

Rango de 80%-120%
Muestras por triplicado 5
niveles

El IC para la pendiente
debe incluir la unidad
El IC para la ordenada al
origen debe
incluir el cero
r* >0.98
C.V. £2 % En recobro

Metilparabeno
IC(B1)= 0.9891- 1.0006
IC(B0)=-0.0053- 0.0820

r’= 0.9999
CVv=0.1679

Propilparabeno
IC(B1)=0.9851- 1.0364
IC(B0)=-0.2669- 0.1653

r’= 0.9982
CV=10.6422

Exactitud

Analisis por sextuplicado
de placebos cargados al
100%

CV <2%
El IC debe incluir el 100%
de recobro o que él % de
recobro esté incluido
dentro del IC

Metilparabeno
CVv=10.0322
IC=99.9439- 100.0114

Propilparabeno
Cv=0.1127
IC=99.9709- 100.0892

Especificidad

Placebo, placebo

cargado y materia prima.

SIN INTERFERENCIA

Metilparabeno
SIN INTERFERENCIA

Propilparabeno
SIN INTERFERENCIA
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RESULTADOS PARA METRONIDAZOL 5g/100mL

LINEALIDAD DEL SISTEMA

Metilparabeno

PARAMETRO A EVALUAR Y RESULTADO

SOLUCION % LECTURA X*Y
1 80.0000 | 2927.3499 | 234187.9880
2 80.0000 | 2969.4060 | 237552.4808
3 80.0000 | 2966.3675 | 237309.3968
4 90.0000 | 3305.1628 | 297464.6556
5 90.0000 | 3364.7932 | 302831.3889
6 90.0000 | 3358.7722 | 302289.4998
7 100.0000 | 3712.5547 | 371255.4690
8 100.0000 | 3757.9253 | 375792.5290
9 100.0000 | 3712.3047 | 371230.4690
10 110.0000 | 4116.8521 | 452853.7255
11 110.0000 | 4236.7891 | 466046.7966
12 110.0000 | 4221.4990 | 464364.8922
13 120.0000 | 4565.2124 | 547825.4880
14 120.0000 | 4660.9038 | 559308.4572
15 120.0000 | 4641.1416 | 556936.9920

PARAMETRO | ESPECIFICACION | RESULTADO DICTAMEN

r’ > 0.98000 0.9951 CUMPLE

EL INTERVALO 43.6102 CUMPLE

IC(B1) NO INCLUYE EL
40.0877
CERO CUMPLE
PARAMETRO RESULTADO PARAMETRO RESULTADO

Suma X 1,500.0000 | t Student 2.1604
Suma X 153,000.0000 | b1 41.8489
(Sumax)2 2,250,000.0000 | bg -417.0913
SumaY 56,517.0342 | r° 0.9951
Suma Y* 218,224,931.8488 | Sy 44,6535
Suma XY 5,777,250.2284 | Sby 0.8153
n 15.0000 | LSC 43.6102
n-2 13.0000 | LIC 40.0877
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Linealidad del sistema Metilparabeno

500,0
450,0 y= 4,1713X - 47,626
4000 R?2=0,9914
350,0
300,0
2
<L 2500
£
200,0
150,0
100,0
50,0
0,0
0,0 20,0 40,0 60,0 80,0 100,0 120,0

% Metilparabeno

140,0

e Propilparabeno

PARAMETRO A EVALUAR Y RESULTADO

SOLUCION % LECTURA X*Y
1 80.0000 | 279.7700 | 22381.5992
2 80.0000 | 289.1076 | 23128.6112
3 80.0000 | 289.9453 | 23195.6224
4 90.0000 | 336.2291 | 30260.6190
5 90.0000 | 328.8257 | 29594.3112
6 90.0000 | 328.0752 | 29526.7653
7 100.0000 | 361.5476 | 36154.7580
8 100.0000 | 367.1274 | 36712.7350
9 100.0000 | 361.1486 | 36114.8590
10 110.0000 | 404.5784 | 44503.6273
11 110.0000 | 418.4518 | 46029.6925
12 110.0000 | 416.3727 | 45801.0014
13 120.0000 | 448.0241 | 53762.8932
14 120.0000 | 456.3001 | 54756.0096
15 120.0000 | 457.0580 | 54846.9648
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PARAMETRO | ESPECIFICACION | RESULTADO DICTAMEN

re > 0.98000 0.9914 CUMPLE

EL INTERVALO 4.4035 CUMPLE

IC(B1) NO INCLUYE EL
3.9391
CERO CUMPLE
PARAMETRO RESULTADO PARAMETRO RESULTADO

Suma X 1,500.0000 | t Student 2.1604
Suma x° 153,000.0000 | b 41713
(Sumax)Z 2,250,000.0000 | bg -47.6264
SumaY 5,542.5615 r 0.9914
Suma Y® 2,100,649.0905 | Sy/x 5.8868
Suma XY 566,770.0691 | Sbq 0.1075
n 15.0000 | LSC 4.4035
n-2 13.0000 | LIC 3.9391

mAU

500,0

450,0

400,0

350,0

300,0

250,0

200,0

150,0

100,0

50,0

0,0

Linealidad del sistema Propilparabeno

y=4,1713x - 47,626
R?=0,9914

0,0

20,0

400 60,0

80,0

% Propilparabeno

100,0 120,0

140,0
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PRECISION

o Metilparabeno

e Propilparabeno

PRECISION INTERMEDIA

e Metilparabeno

MUESTRAS

LECTURA

3,704.1106

3,735.1841

3,708.6624

3,693.8850

3,707.4253

3,719.6419

X| of g B w| N

3,711.4849

14.2602

%CV

0.3842

MUESTRAS

LECTURA

1

361.8817

364.6612

356.2228

356.5729

362.2813

368.1887

2
3
4
5
6
X

361.6348

S

4.6369

%CV

1.2822

Muestra

Analista 1

Analista 2

Analista 1

Analista 2

Suma

1229.4200

Dia 1

Dia 1

Dia 2

Dia 2

n

12.0000

102.9000

101.4700

102.5000

101.8000

Promedio

102.4517

103.0000

101.7400

102.3000

101.5400

S

0.7139

103.0500

102.3800

103.7600

102.9800

%CV

0.6969
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e Propilparabeno

Analista1 | Analista2 | Analista1 | Analista2 Suma 1225.7400
Muestra
Dia 1 Dia 1 Dia 2 Dia 2 n 12.0000
1 101.3900 103.7600 101.4700 102.5800 Promedio 102.1450
2 101.1000 102.3100 100.6500 103.1200 S 0.9100
3 101.8900 102.8900 102.6900 101.8900 %CV 0.8909
EXACTITUD
¢ Metilparabeno
PARAMETRO A EVALUARY RESULTADO
SOLUCION o R;:S;éiiz.ﬂ 4 RECOERO PARAMETRO RESULTADO %CV 0.0322
mg/mL PROMEDIO Y 99.9776|1C(y) Sup. 100.0114
1 7.3666 7.3616 99.9324 |SUMAY 599.8657 IC(p) Inf. 99.9439
2 7.3845 7.3846 | 100.0014 |SUMA Y? 59,973.1557 | ¥ Aritmética 99.9776
3 7.4800 7.4755 | 99.9404 [n 6.0000
4 7.4722 7.4719 99.9964 |n-1 5.0000
5 7.4345 7.4346 | 100.0011 |t student 2.5706
6 7.5199 7.5195 | 99.9941 |S 0.0322
PARAM ETRO| ESPECIFICACION| RESULTADO DICTAMEN
I 98 102 99.9439 Cumple
(w) B 100.0114 Cumple
Y SE ENCUENTRA
¥ Aritmética ENTRE 99.9776 Cumple
98 - 102
CV %Recobrq 2 0.0322 Cumple
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e Propilparabeno

PARAMETRO A EVALUAR Y RESULTADO

ADUTCTONAD

SOLUCION o R;;ﬂs;éi.:nu‘\ ¢ RECOERO PARAMETRO RESULTADO %CV 01127
mg/mL PROMEDIO Y 100.0892||C(y) Sup. 100.2075
1 8.1345 8.1330 | 99.9816 |SUMAY 600.5351 IC(y) Inf. 99.9709
2 8.2789 | 8.2777 | 99.9856 [SUMA Y2 60,107.1398| ¢ Aritmética 100.0892
3 8.4914 | 8.5090 | 100.2070 |n 6.0000
4 8.2412 | 8.2425 | 100.0155 [n-1 5.0000
5 8.4100 | 8.4299 | 100.2363 |t student 2.5706
6 8.3299 | 8.3390 | 100.1091 |S 0.1128
PARAM ETRO| ESPECIFICACION| RESULTADO DICTAMEN
Ic 08 102 99.9709 Cumple
() ) 100.2075 Cumple
Y SEENCUENTRA
¥ Aritmética ENTRE 100.0892 Cumple
98 - 102
CV %Recobrg 2 0.1127 Cumple
LINEALIDAD DEL METODO
¢ Metilparabeno
soL mg/mL RECOBRO %RECOBRO X*Y
1 5.8120 5.8323 100.3489 33.8972
2 5.8875 5.8926 100.0861 34.6925
3 5.9123 5.9055 99.8843 34.9149
4 6.6299 6.6308 100.0128 43.9612
5 6.6812 6.6819 100.0097 44.6428
6 6.6900 6.6977 100.1148 44.8075
7 7.4210 7.4297 100.1175 55.1360
8 7.6521 7.6538 100.0220 58.5675
9 7.6910 7.6802 99.8598 59.0686
10 8.2599 8.2790 100.2314 68.3838
11 8.2314 8.2352 100.0465 67.7875
12 8.3790 8.3701 99.8937 70.1330
13 9.1034 9.0702 99.6354 82.5697
14 9.1120 9.1076 99.9522 82.9886
15 9.1455 9.1396 99.9361 83.5860
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PARAMETRO RESULTADO PARAMETRO RESULTADO
Suma X 112.6082 | Promedio X 7.5072
Suma X* 865.2540 | Promedio Y 7.5071
(Suma X)* 12,680.5954 | CVy/x 0.1581
SumaY 112.6061 | Shg 0.0202
SumaY 865.0218 | LSCb, 0.0820
Suma XY 865.1367 | LICbo -0.0053
n 15.0000 Para % Recobro
n-2 13.0000 | Y 100.0101
t Student 2.1604 | Suma Y? 150,030.6473
by 0.9949 | sumaY 1,500.1513
bo 0.0383 | S %Recobro 0.1679
r’ 0.9999 | CV %Recobro 0.1679
Syix 0.0119 | n-1 14.0000
Sb, 0.0027 | t Student 2.1448
LSCb, 1.0006 | LSCu 100.1031
LICb, 0.9891 | LICuH 99.9171
PARAMETRO ESPECIFICACION RESULTADO DICTAMEN
r > (0,980 0.9999 Cumple
1.0006 Cumple
IC(B1) DEBE INCLUIR LA UNIDAD
0.9891 Cumple
0.0820 Cumple
1C(B0) DEBE INCLUIR EL CERO
-0.0053 Cumple
CVyy 2.0 0.1581 Cumple
100.1031 Cumple
IC(n) 95 - 105
99.9171 Cumple
<
CV %Recobro 20 0.1679 Cumple
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LINEALIDAD DEL METODO METILPARABENO

10,0 -
9,0
8.0 - y = 0.9949x + 0.0383
Rz =0.9999
»n 7,01
o
© 60
S
S S0
e]
T 4,0
(@]
E 30-
2,0 1
1,0
0,0 T T T T T T T T T
0,0 1,0 2,0 3,0 4,0 5,0 6,0 7,0 8,0 9,0
mg Recuperados
e Propilparabeno
soL mg/mL RECOBRO %RECOBRO XY
1 6.5512 6.5498 99.9786 42.9090
2 6.4278 6.4375 100.1514 41.3792
3 6.5689 6.5726 100.0559 43.1746
4 7.4414 7.4400 99.9805 55.3636
5 7.6702 7.6942 100.3128 59.0160
6 7.4176 7.4229 100.0709 55.0598
7 8.1956 8.2089 100.1617 67.2765
8 8.2801 8.3088 100.3466 68.7977
9 8.4212 8.5181 101.1503 71.7324
10 9.0010 9.1390 101.5328 82.2599
11 9.0234 9.1478 101.3784 82.5441
12 9.1074 9.2489 101.5537 84.2334
13 10.0187 9.9609 99.4226 99.7948
14 10.4189 10.4391 100.1939 108.7639
15 10.3360 10.3687 100.3164 107.1709

10,0
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PARAMETRO RESULTADO PARAMETRO RESULTADO
Suma X 124.8794 | Promedio X 8.3253
Suma X? 1,064.4022 | Promedio Y 8.3638
(Suma X)° 15,594.8645 | CVyx 0.7063
SumaY 125.4569 | Sho 0.1000
Suma Y? 1,074.6196 | LSCbo 0.1653
Suma XY 1,069.4757 | LICbg -0.2669
n 15.0000 Para % Recobro
n-2 13.0000 | Y 100.4404
t Student 2.1604 | Suma Y2 151,330.0182
by 1.0107 | suma Y 1,506.6064
bo -0.0508 | S %Recobro 0.6450
r’ 0.9982 | CV %Recobro 0.6422
Sy 0.0591 | n-1 14.0000
Sb, 0.0119 | t Student 2.1448
LSCb, 1.0364 | LSCp 100.7976
LICh, 0.9851 | LICu 100.0832

PARAMETRO | ESPECIFICACION | RESULTADO DICTAMEN
r? >10,980 0.9982 Cumple
CE1) DEBE INCLUIR 1.0364 Cumple
LA UNIDAD 0.9851 Cumple
(B0} DEBE INCLUIR 0.1653 Cumple
EL CERO -0.2669 Cumple
CVyy <20 0.7063 Cumple
100.7976 Cumple

IC(W) 95 - 105

100.0832 Cumple
CV %Recobro <20 0.6422 Cumple
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LINEALIDAD DE METODO PROPILPARABENO

12,0 ~

10,0 1 y = 1.0107x - 0.0508
R2 = 0.9982
8,0 -

6,0

mg Recuperados

2,0 A

0,0 T T T T T )
0,0 2,0 4,0 6,0 8,0 10,0 12,0

mg adicionados

Al concluir con las pruebas de validacion se puede observar que el método propuesto es
lineal, especifico, preciso, exacto y reproducible ya que cumple con todas las
especificaciones requeridas para cada una de las pruebas realizadas. Por lo tanto se
puede llegar a la conclusion de que el método analitico propuesto es confiable y se puede
usar para cuantificar Metilparabeno y Propilparabeno en muestras de estudios de
estabilidad.
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ANALISIS DE RESULTADOS

En este trabajo el objetivo principal era proponer un método analitico capaz de separar
dos compuestos estructuralmente muy similares en muestras de dos formas
farmacéuticas liquidas diferentes (suspension y solucién), con principio activo diferente
(Metronidazol y Dextrometorfano)

Para lograr esto primero se realizdé una revisién bibliografica para saber como es que se
podrian separar estos compuestos, gracias a esta revisidon se pudo observar que las
moléculas de interés (Metilparabeno y Propilparabeno) son moléculas muy similares en
estructura, lo cual les da la caracteristica de absorber a longitudes de onda similares, por
lo tanto un método por espectrofotometria no seria opcién, ya que no se obtendrian
resultados reales para cada compuesto. Para cumplir con el objetivo era necesario un
método capaz de separar ambos compuestos entre si y de los componentes de la
muestra, por esta razén se decidié hacerlo por HPLC (Cromatografia de Liquidos de Alta
Resolucién), ya que un método bien desarrollado seria capaz de separar ambos

compuestos de forma exitosa pese a sus caracteristicas estructurales semejantes.

Se eligié cromatografia en fase reversa, debido a las caracteristicas de los analitos de
interés. Ambos analitos estructuralmente son conocidos como ésteres, los cuales en la
escala la polaridad se encuentran entre los menos polares, solo los hidrocarburos y los
éteres se consideran menos polares que los ésteres, por lo tanto, son moléculas aptas
para un analisis por fase reversa, ya que se espera una buena interaccion con la fase
estacionaria. También se tomé en cuenta para la eleccion la solubilidad de los
compuestos, ya que la teoria menciona que si son solubles el solventes polares como

metanol 0 agua, es recomendable usar fase reversa.

La eleccion de la columna se basé en el tipo de compuesto que se va a separar, se eligio
una columna C18 para que fuera mas selectiva, es un poco mas lenta pero brinda una
mejor resolucién debido a que tiene un mayor grado de hidrofobicidad, la cual es brindada
por la longitud de la cadena C18. Ambos compuestos son poco polares, pero el
Propilparabeno al contar con un grupo metilo mas que el Metilparabeno, le brinda mayor
hidrofobicidad, lo cual permite que la molécula interactie mas con la fase estacionaria,
especificamente con la cadena C18, haciendo asi que el tiempo de retencion para este

analito sea mayor que el del Metilparabeno, dando paso asi a la separacion de ambos.
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La longitud de la columna también se eligioé con la finalidad de dar méas tiempo a ambos
analitos para que efluyeran, el resultado fue favorecedor, ya que, efectivamente se
cumplié con lo previsto el Metilparabeno eluye mucho més rapido que el Propilparabeno,
esto se debe a que el Metilparabeno tiene una estructura mas pequenia, teniendo solo un
grupo metilo lo hace menos polar por lo que interactia menos con la fase estacionaria,

eluyendo asi mas rapido.

Otro aspecto importante para el desarrollo del método es la fase movil, ya que se decidio
que se utilizaria fase reversa, la fase moévil tenia que ser polar, en cromatografia de fase
reversa los solventes mas comunmente usados son el agua combinada en alguna mezcla
binaria con metanol o acetonitrilo. Debido a que lo parabenos usados son muy solubles en
metanol, se decidié hacer la mezcla binaria con metanol. Esto principalmente por el hecho
de que uno de los requisitos para la cromatografia es que el analito debe ser soluble en la
fase moévil empleada. Por lo tanto se decidi6 que se usaria metanol como solvente,
también se escogié debido a que es un solvente menos fuerte en comparacién con el
tetrahidrofurano y el acetonitrilo, y esto ayudaria a la separacion de los componentes, lo
cual resulté favorecedor ya que la resolucion de los parabenos entre si y de los demas
componentes en la muestra resulté exitosa, dando un resultado numérico mayor a 1.5, lo
cual segun la literatura es lo minimo necesario para que dos picos puedan cuantificarse
sin interferencia el uno del otro. Los valores de resolucion obtenidos estan alrededor de
los 12 para las muestras de Metronidazol y alrededor de 34 para las muestras de
Dextrometorfano. Para el Dextrometorfano la resolucion es mayor ya que el
Dextrometorfano, como se puede observar en la figura 52 de los resultados no absorbe a
la misma longitud que los parabenos, por lo tanto, la resolucion solo se toma en cuenta
entre los picos de Metilparabeno y Propilparabeno, dando un resultado mas grande que
para el Metronidazol, en el cual si aparece a la longitud de onda seleccionada (250nm) el
pico correspondiente a Benzoil Metronidazol, por lo que el célculo de resoluciéon se hace
tomando en cuenta este pico, para asi asegurar que este no interfiera en ninguno de los
otros analitos de interés. Con algun otro solvente podria haber resultado no tan exitosa la
separacion y los valores de resolucion, hubieran tendida a disminuir o en el peor de los
casos no se hubiera logrado la separacion total de todos los elementos en la muestra, es

decir, podria haber llegado a interferir tanto el Metronidazol como el Dextrometorfano.
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Se consulté en la bibliografia varios articulos para darse una idea de qué tipo de fase
mévil ocupaban para la separacion de estos componentes, la mayoria usaba algun buffer
en lugar de agua, combinado con algun solvente, el buffer que se escogié fue un buffer de
fosfatos a baja concentracion, primero porque solo se requiere para que mantenga el pH
durante todo el andlisis y asi ninguna entidad se ionice, ademas de que es en baja
concentracion para no dafiar el equipo por la formacién de sales que se pueda llegar a

hacer por la mezcla de buffer con solvente.

El resultado obtenido el elegir todos los parametros arriba mencionados (fase movil,
columna, tipo de cromatografia) fue favorable ya que en las primeras pruebas realizadas
se logré una separacién de los componentes, como se puede observar en los resultados
presentados en la parte de pruebas con estandar los picos para ambos compuestos se
logran separar satisfactoriamente. Es importante mencionar que se decidié usar un flujo
isocrético en lugar de un gradiente debido a que se recomienda un flujo isocrético para la
separacion de moléculas de caracteristicas similares y como se ha venido diciendo desde

el inicio del desarrollo, la cualidad que tienen estas moléculas entre si es su similitud.

Al pasar a las pruebas con placebos cargados, la parte mas critica del desarrollo, ya que
en esta parte se tenia que comprobar que ademas de que los parabenos se separaran,
ninguno de los componentes de la muestra (ya sea el Benzoil Metronidazol, el
Dextrometorfano o cualquiera de los excipientes en cada formulacion) interfirieran con
alguno de los parabenos, las pruebas como se puede observar en los resultados
obtenidos fueron exitosas, todos los componentes se lograron separar de manera
satisfactoria, sin interferencia analitica de otros componentes. Esto se comprobd con
ayuda del software utilizado, el cual nos brinda las herramientas necesarias para hacer
calculos de pureza y comparacién con los espectros de estandares guardados en el
equipo (estos espectros se guardaron desde la primera fase del desarrollo, cuando solo
se inyectaron estandares preparados a la concentracion a la estarian las muestras).
Como se explica en la parte de los resultados estas herramientas nos ayudan a verificar la
pureza de los picos obtenidos en una muestra, debido a que la relacion concentracion a
la que se encuentran los parabenos en la muestra es muy grande (10:1), la concentracion
final de Metilparabeno en las muestras excede el limite para que el equipo realice el factor
de pureza para este pico, si da un resultado numérico, el cual se muestra en las tablas

presentadas en los resultados donde se resumen todos los parametros de cada pico
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obtenido, pero si se observa el grafico obtenido para este factor, se puede ver que indica
un pico impuro, lo cual no es cierto pero el software arroja este resultado debido a la
concentracion a la que se encuentra la muestra. Por lo tanto nos basamos solo en el
factor match y el espectro 3D nos da una ilustracién bastante gréfica de la pureza y la

nula interferencia de algin otro componente dentro de la muestra para el Metilparabeno.

En el caso del Propilparabeno si se toma en cuenta el factor de pureza dado por el
equipo, ya que en los gréficos obtenidos para el mismo se observa claramente que el pico
es puro, esto sumado al factor match y espectro 3D, corroboran que no existe
interferencia con algun otro componente dentro de la muestra. Hasta este punto el método
propuesto ha cumplido con las caracteristicas necesarias para cuantificar parabenos en
las dos formas farmacéuticas de estudio. Se puede decir que el método logra separar
satisfactoriamente los analitos de interés de los demas componentes dentro de la

muestra, dando como resultado picos puros y sin interferencia.

Para poder utilizar este método con fines de cuantificacion en muestras de andlisis de
producto en estabilidad, no basta con las primeras pruebas que se realizaron, dado que
se tiene que retar al método para asegurar que es lineal, exacto, preciso y reproducible y
de esta forma tener la confianza de usarlo para cuantificar, por lo tanto, se procedié a

hacer la validacion del método analitico.

Dentro del programa de validacion se realizaron las pruebas presentadas en los
resultados, usando las especificaciones marcadas en las guias existentes. Para el
Metronidazol suspension, solo se realizé la validacién para la concentracion de 5g/100ml
ya gue la concentracion de Metilparabeno y Propilparabeno en ambas concentraciones es
la misma ademas de que los componentes en la muestra son los mismos y en las mismas
concentraciones, asi que se escogi6 el caso mas critico que fue el que tenia la

concentracion mas alta de Metronidazol.

Para la prueba de linealidad del sistema, el objetivo principal es comprobar que la
respuesta del método tiene un comportamiento lineal, es decir, entre mas analito mayor la
respuesta y viceversa entre menos analito menor es la respuesta, para este método el
resultado fue satisfactorio, ya que cumple con todos las especificaciones establecidas.

Esto se realiz6 con ambos compuestos en las dos formas farmacéuticas de interés.
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En la prueba de precision del sistema, se evalia con una muestra de estandar preparada
seis veces a la concentracion de 100%, que las lecturas que dan las seis mediciones
estan cercanas entre ellas, es decir con un coeficiente menor al 2.0%, en todos los casos

presentados se cumple con las especificaciones establecidas.

Después se realiz6 la prueba de linealidad del método, esto se realiz6 utilizando placebos
cargados, es decir, con muestras que contienen todos los elementos de una muestra que
se v a utilizar en el andlisis y conociendo la cantidad de Metilparabeno y Propilparabeno
que se encuentra en cada muestra, esto se realizé a diferentes niveles, esta prueba tiene
la finalidad de calcular el porcentaje recuperado en cada muestra, este porcentaje esta
cerca al 100 y se comporta de manera lineal, el resultado obtenido nos indica que el
método es capaz de recuperar el analito de interés a diferentes concentraciones en la
muestra. Como se puede observar en los resultados presentados, se logra recuperar los
analitos de interés en las diferentes concentraciones de la curva, en las muestras de

ambas formas farmacéuticas.

En la prueba de exactitud el objetivo principal es verificar que el método es capaz de
recuperar los valores cercanos al 100, en los resultados obtenidos se puede observar que
el método logra recuperar valores cercanos al 100% con un coeficiente de variacion
menor al 2.0%, cumpliendo asi con lo especificado, por lo que se puede decir que el

método es exacto.

Por ultimo se realizaron las pruebas de precision intermedia, esto se refiere a realizar el
analisis de muestras utilizando el método que se esta probando, por dos analistas en dos
dias diferentes, esto con el objetivo de ver la variabilidad que existe entre analistas y dias
para verificar que el método es reproducible y que se puede realizar por mas de una
persona en dias diferentes. Los resultados obtenidos fueron satisfactorios, ya que el
coeficiente de variacién entre analistas y dias es menor al 2.0%, esto indica que es un

método reproducible.

Dado que todas las pruebas analiticas de la validacion y del desarrollo del método
cumplieron satisfactoriamente se puede decir que el método es funcional y puede ser
utilizado en muestras provenientes de estudios de estabilidad, como un método indicativo
de estabilidad.
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CONCLUSIONES

Tomando en cuenta la naturaleza no polar de los analitos de interés, al usar una columna
no polar y cromatografia en fase reversa (fase estacionaria no polar, fase movil polar) se
logré separar dichos compuestos obteniendo parametros cromatogréficos satisfactorios.
Por lo tanto se logré6 desarrollar un método analitico para la cuantificacion de
Metilparabeno y Propilparabeno en dos formas farmacéuticas liquidas (solucion y
suspension) por HPLC.

Al realizar la validacion de este método se puede concluir que este es confiable ya que es
lineal, exacto, preciso, reproducible y especifico por lo que se puede usar para cuantificar
parabenos en muestras de Dextrometorfano solucibn y Metronidazol suspension
proveniente de estudios de estabilidad; al cumplir con las pruebas de validacién
correspondientes se puede decir que el método desarrollado es un método indicativo de
estabilidad por lo que cumple con los requerimientos minimos necesarios que pide la

autoridad sanitaria, y por lo tanto se cumple con los objetivos planteados en este trabajo.
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ANEXOS

ANEXO 1

Formula cualitativa de placebo para Metronidazol suspensién

MATERIA PRIMA
CELULOSA MICROCRISTALINA
CITRATO DE SODIO

ACIDO CITRICO

SILICATO DE MAGNESIO Y
ALUMINIO

SAL DE SODIO DE SACARINA
POLOXAMERO

GOMA XANTANA

SABOR DURAZNO

ROJO No. 3
PROPILENGLICOL

AGUA PURIFICADA

METRONIDAZOL
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ANEXO 2

Formula cualitativa del placebo de Dextrometorfano solucién

MATERIA PRIMA
ACIDO CITRICO (ANHIDRO)
SACAROSA

CITRATO DE SODIO (DIHIDRATADO)
PROPILENGLICOL
SABOR MANZANA

BROMHIDRATO DE
DEXTROMETORFANO
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