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INTRODUCCION

Inicialmente la cromatogratfia se uso como una técnica separativa y actualmente -
se le ha dado un mayor mirgen de accién. Particularmente la Cramatografia de Li
quidos s una técnica analitica que se emplea para separar, identificar y purifi
car una gran variedad de sustancias.

Este método fisico tiene una gran versatilidad ya gue podemos emplearlo en las -
siguientes areas:

AREA INDUSTRIAL FARMACOLOGIA OTRAS APLICACIONES -
Polimeros Analisis de firmacos Toxicolegia
Pesticidas Clasificacién de firma Bioquimica
Aceibeg cos Quimica Orgénica
Antioxidantes Materias Primas Biomédica/Clinica
ete. Control de Calidad Contaminacidn

etc. Anilisis de Agua

Aminodcidos, Proteinas,
Carbohidratos, Lipidos,
etc.

La Cromatografia de Liquidos pertenece a una, divisién de la Cromatografia en ge-
neral de acuerdo al siguiente esquema:

CROMATOGRAFIA

GAS LIQUIDOS
» r U
CCF CP

OOLUMNA
[ ¥ IR 1 .
so0lido- 1liquido- intercambie iénico c. de exclusidn
1iquidt 1iquid
quido quido filtracién permeacién-
de gel de gel

De acuerdo al mecanismo de separacidén en un proceso cramatogrifico en columna, -
-1a cromatograffa sdlido-l1iquido se conoce también como de adsorcidn y la croma-—-
tografia liquido-l{quido, de particién.
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Enfocéndonos a la Cromatografia de Liquidos en columna podemos hacer una distin
cién entre la cromatografia clisica en columa y la cromatografia en columna mo
derna. Esta (ltima se le conoce como Cromatografia de Liquidos de Alta Presién
(CLAP) y os propiamente la misma cromatografia en columna pero dotada de gran--

des ventajas con respecto a la clasica.

Entre las ventajas que podemos mencionar estan, a grandes rasgos:
a. FEmplea columas de difmetro pequefio (2-5 mm).

b. Usa empaques de particulas pequefias (3-~50 micras).

e. Control de 1a fase mdvil debida a la presién.

d. Introduccién precisa de la muestra y de pequefias muestras.
e, Alta sensibilidad para datectar pequeﬁaé muastras.

£. Instrumentos automatizados y Estandarizados.-

g. Rapidez de analisis.

h. Alta resolucidn y precisién.

i. Facilidad de operacién.

La cromatografia de liquidos de alta presién CLAP, comprende también todos los
modos de cromatografia en columna antes mencionados y los fundamentos para la -
cromatografia en columna clasica se aplica de igual forma para CLAP.

De acuerdo con estas ventajas podemos observar que la CLAP nos ofrece detectar
pequefias concentraciones de muestras. En este caso existe el problema de cuan-
tificar ¢loruro de benzalconio, un antimicrobiano que esta presente en concen—-
traciones de 0,005 % en una pomada.

Esta forma farmacéutica contiene otro tipo de prim‘:ipios activos aparte de los

excipientes que interfieren para identificar y cuantificar a dicho antimicrobia
no. E1 cloruro de benzaleonic forma parte de un polifirmaco que contribuye con
su accidén a la actividad antihemorroidal y antiflogistica de la pomada.

Se desarrolld un mdtodo de limpieza de muestra con una columna de croma\:ografia
empacada con 6xido de aluminio y un posterlor andlisis por CLAP.

La eliminacién de muches excipientes permitid realizar la separacién, identifi-

cacidén y cuantificacidn de =2stas bajas concentraciones del antimicrobiano.
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El mitodo de anilisis desarrollado para el cloruro de benzalconio puede ser a--
plicado a otras pomadas que contengan el misme conténido de este principio acti
vo y con exclipientes muy similares a 1os que contiene la pomada estudiada (pro-
ducto fabricado por los Laboratorios Grupo Roussel).

El trabajo presentado aqui comprende a la cromatografia de liquidos de alta pre
8ién y a lacromatografia clisica de adsorcién, por lo que solamente se hablara
de estas técnicas en 1a exposicién de esta Tésis.

Todo el desarrollo experimental se realizd en el Departamento de Control de Ca-
lidad de los Latoratorios Grupo Roussel, S.A.

El desarrollo de este matodo analitico se ajustd a.los requerimientos y a los -
recursos materiales de esta empresa.



CAPITULO PRIMERO

GENERALIDADES DE LA CROMATOGRAFIA DE LIOUIDOS DE ALTA PRESION.

1. DESCRIPCION DEL SISTEMA CROMATOGRAFICO.

La cromtografia de alta presion difiere de la cromatograffa cldsica en el om——
pleo de altas presiones para conducir la fase mdvil a través de la colummna.

En la cromatografia de adsorcidn o sdlido-liquido tenemas que la fase estaciona
ria es un sélido o adsorbente y la fase mdvil es un ligquido de caracteristicas

no polares o de mediana polaridad. E1 adsorbente es de superficie altamente -

polar (por ejemplo la alimina). La separacidén ocurre basada en pasos repeti-—

dog de fandmenos de adsorcidn y desadsorcidn.

En la cromatografia de particién o liquido-liquido ambas fases son liguidas. -
La separacion ocurre dabido a una particidn de las sustancias a separar entre -

la fase mdvil y la estacionaria.

La fase estacionaria de una cromatografia liquido-liquide es una capa muy del--
gada de solvente retenida come un recubrimiento adsorbido sobre finas particu--
las de un soporte reducido a polva. El Gnicd cometido del sdlido es sostener a
la fase cstaclonaria. La fase mdvil es un solvente inmiscible con la fase esta

cionaria.

Dentro de estas dos modalidades de cromatografia encontrames que si el proceso
se desarrolla normalmente, es decir, que la fase estacionaria es la mis polar -
de las dos fases, a ésta se le llama de fase normal: en cambio, si la fase esta
cionaria es no polar y la fase mdvil es polar, sc le llama de fase {nversa. Es
to es, en la fase normal, la fase estacionaria es de naturaleza altamente po-=—
lar como por ejemplo la superficie de la silica gel o de la allmina, la fase md
vil en cambio es no polar como el hexano o ‘el totrahidrofurano. En aste tipo -
de fase normal, el orden de elucidn o salida de los componentes es primero el -
menos polar y los no polares son arrastrados por la fase mdvil no polar o de me

diana polaricad.
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En cambio la fase inversa usa como fase estacionaria una de polaridad baja es -

decir, que la superficie de 1a sflica es recubierta o enlazada quimicamente con

Jrupos no polares.

La fasa mdvil es polar como ol agqua o el alcohol y el orden

de elucidén oa primero e) mis polar, Figura 1.1 (bibliografia 1,2 y 4)-

Superficie polar de la fase estacionaria

FASE NORMAL

Figura 1.1.-

de fase inversa.

Fase movil
no polag
Orden de
elucién

Alta
Polaridad

Polaridad
media

No
Poiar

CH3

3

jeie no polar de la fase estacionaria

FASE INVERSA

Fase mdvil
polar

3C}rr.ie:n’de
elucidn

3
No Polar

Polaridad)
media

Ilustracidn grifica de una cromatografia 1iquida de fase normal y
Se observa el orden de elucién de los compuestos

en cada tipo de fase, as{ como 1a naturaleza de la fase mGvil.
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Un sistema de cromatogyrafia de liquidos de alta presidén consta de las partes in
dicadas en la figura 1.2.

Como se puede observar, es sistema esta compuesto bdsicamente por un depdsito -
de solventes, de una romba que impulsa a 1a fase mdvil através de la columna. —
Enseguida esta un dispositivo para la introduccién de la muestra, esto es, un -
inyector; contiene también la columa en donde se lleva a cabo todo el proceso
de separacidn. El detector cuya funcién sera identificar cada especie que, a——
traves de una traduccién de impulsos eléctricos sera cuantificada gracias a un
graficador.

El cromatdgrafo de liquidos esti equipado con sistemas de computacidn que auto-
miticamente calcula los datos cromatograficos de los detectores y realiza todo
el manejo de los datos obtenidos, tales como el traze de los cromatodramas, cal
culos de Areas y alturas de 1los picos, ete.

RESERVORIO DE FASE MOVIL

BOMBA
PREFILTRO
INDICADOR DE PRESION
INYECTOR*®
COLUMNA
INTEGRADOR DETECTOR

RECOLECCION DE FRACCIONES

Figura 1.2.- Esquema de los componentes de un cromatdgrafo de liquidos de alta
presién.



2. SISTEMAS ISOCRATICO Y DE GRADIENTE EN CROMATOGRAFIA DE LIQUIDOS DE ALTA -
PRESION.

En la cromatografia de liquides, podemos usar un solvente solo como fase mdvil

durante un anilisis de una mezcla de sustancias o podemos usar una mezcla de -
solventes para obtener una mejor separacién de los componentes de una muestra.

En un anilisis en donde no hay cambic en la composicién de la fase mbvil duran-
te el andlisis, ver figura 1.3, podemos hablar de un sistema isocritico.

En cambio, si la composicién de la Fase moOvil cambia en un andlisis se denomina
de-gradiente. Muchas veces, en un andlisis, los componentes de una mezcla tic-
nen diferente polaridad y asi un cambio en la polaridad de la fase mdvil se pre
fiere durante el andlisis para mejorar la separacién de los componentes, ver -
figura 1.4.

Ny
m
+
<
© o
- <
1) R
°
®
.\
tiempo tiempo ¢
Fifgua 1.3.- La composicidn de un disol- Figura 1.4.- La composicidn de la -
vente s0lo o de una mezcla de solventes - ° fase movil cambia en funcidén del - -
no varia en un proceso cromatogrifico - tiempo en un sistema de gradiente.

isocratico en funcidn del tiempo.
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En la figura 1.5 podemos ver una comparacidén de los dos sistemas en cuante a la
capacidad de separar una mezcla de 4 componentes. En una elucién isocritica =~
los componentes salen un poco juntos y el cuarto componente noc sale en menos de
30 minutos. ' En cambio, en una elucidn de gradiente, los cuatro componantes sa-
len a los 18 minutos totalmente separados.

1

Elucién

isocratica

1 3 | Elucién de
gradiente
2
3
= =
‘.E’g 2 fg
5 9 minutos E 18 minutos
pills Wl
I
tiompo —e tiempo —»

Figura 1.5.- Comparacidédn de la resolucidn en una elucidn
isocritica y de gradiente.

En la Figura 1.6 se comparan los componentes de un sistema isocratice y de gra-
diente.

En el sistema gradiente se afiade un disolvente A a otro disolvente B hasta que,
aeventualmente el sistema cramatografico solo contiene disolvente A.

La variacidén de un disolvente es en funcidn del tiempo y ésta variacidn comian-
za con un disolvente A que sca débil pero que d& resolucién al principio del -

cromatograma y posteriormente se va afiadiendo un disolvente B mis fuerte para —



Figura 1.6.— Componentes
pasicos de un cromatégra-
fo isocratice y de gra-——
diente. ’

DIAGRAMA DEL, SISTEMA ISOCRATICQ
CROMATOCRAFO TSOCRATICO

SALIDA J'
CROMATOGRAFO DE GRADIENTE

CONTROLADOR DE
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oxtrasr 2l resto de la muestra con una resolucidn adecuada en un tiempo razona-
ble.

El cambio de un disolvente en la fase mévil pusde ser lineal o no lineal, en la
figura 1.7 se ilustran las posibilidades de una elucidn de gradiente (bibliogra
fia 1y 4).

La curva convexa se obtiene cuando se utilizan dos disolventes de difarente po-
laridad, este cambio de composicién 2n la fase mbvil provoca un incremento en -
el valor de ©F (ver tabla 1.3). Para obtener un gradicnte linealt se debe em—--
plear una corrida de dos solventes en forma cdncava, en este caso se adiciona -
un solvente menos polar a otro mas polar.

En esta figura por ejemplo, se asume que @l gradiente se completa en 20 minutos.
A un tiompo t=0 oxiste 0 % de cloroformo y 100 % de hexano, a un tiempo t=20 mi
nutos hay 100 ¢ de cloroformo y O % de hexano.

En este caso en el punto A existe un cierto valor de.9E que corresponde al pun-

to B con una composicidn de 11 % de cloroformo y 89 % de hexano.

La curva IIT se obtiene cuando el gradiente esta a t=20 minutos y la adicién de
hexano es sobrp cloroformo.

T - Figura 1.7.~ Formas de 2lu--

cibn de gradienta. La curva
0-5¢ 1 I se obtiene cuando un solven
0.4 L te mis polar se adiciona a -
uno menos pelar. La curva IIT

0.3 L L 1 cuando se adiciona un solven-

9 T te menos polar a uno polar. -
I 0.2 p A 7 La curva Il es un eguilibrio.

B 1L )
ol ]
fort B0 Do % T %° ¥ Glorotormo

o 4 [ 12 16 20 Minutos
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3. OOLUMNAS Y EMPAQUES EN CROMATOGRAFIA DE LIQUIDOS DE ALTA PRESION.

Una columna para cromatografia de liquidos consiste normalmente en un tubo de -
acero inoxidable o de un material resistente a la ai.ta presidn, este tubo estd

lleno de particulas apropiadas segiin 1la aplicacifn cromatogrifica. Las particu
las son generalmente de 5-15 micras de forma esférica o irregular.

Las dimensiones de una cclumna son usualmente de diimetro interno de 2-Smmy -
de 10-50 am de longitud. Las paredes internas de una columna son extremadamen-
te lisas y pulidas.

Los materiaies de empaque pueden separarse en dos tipos: de tipo poroso o de ti
po pelicular. El material de tipo poroso tiene poros de forma esférica o irre-
gular, en los empaques de tipo pelicular se tiene un centro sélido recubierto -
con una fina pelicula de un material porose.

En los empaques de tipo poroso, 1los poros causan que el proceso de difusién de '
los componentes de la muestra dé picos anchos en los cromatogramas y que con -
ello disminuya la eficiencia y la resolucién de la columa. En et caso de los

materiales peliculares llamados también de superficie porosa controlada, elimi-
na la profundidad de los poros y se establece ripidamente la transferencia de -
masa del soluto en la superficie, eliminando asi el efecto de ensanchamiento de
los picos.

Los materiales peliculares de forma regular estan disponibles en relativamente
grandes tamafios y no son tan eficientes como los empaques de particulas muy pe
quefias totalmente porosas.

Los materiales porozos de tamafio de particula de 40 micras o mis tienen la ven-
taja de poscer gran drea de superficie por lo que poseen gran capacidad de car-
ga, pero su desventaja es que causan ansanchamiento de las bandas.

En la figura 1.8 se observa el efecto del tamafio de las particulas y de su for-
ma en los picos de un cromatograma; en (A) se observa que sc obtienen bandas -
anchas cuande se usa material poroso de gran tamafio, en (B) el material pelicu
lar perpite que las moléculas Gnicamente migren através de esta capa fina, re-
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sultando unos picos estrechos y. en (C) la teorfia de la cromatografia indica -~
que particulas pequefias aumentan la velocidad de intercambio entre las fases md
vil y estacionaria de los solutos de una muestra de tal forma que se obtiene po

ca altura entre los platos a velocidades relativamente altas de flujo.

Estos empaques pequefios son de cuerpo poroso y debido a su pequefio tamafio, la -
migracién de l1a muestra es rapida, ademds de costo admiten alta capacidad de car

ga.

(a) (B} <)

- e
5-10 /fm

40-60 Am

Figura 1.8.- Ecquema de los tipos do materiales de empyaque para cromatografia 1{
quida y los picos resultantes en cada caso.

Un gran inconveniente de las particulas pequefias es que el liquido de la fase —
mbévil no pucde ser bombeado a presiones practicas de trabajo, siendo ésta una -
imitante para este tipo de particulas.
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En la tabla I.l se mencionan algunos empaques y sus caracteristicas.

Tabla I.1.- Tipos de materiales de empague para cromatografia de liguidos de al
ta presidn. ’ .

Didmetro de Forma de las Tipo Ventajas Desventajas
particulas particulas
40-6 a 5 a cuerpo econémico, : :
0 micra: irreguiar poroso do baja pre- baja eficiencia
sion
. facil de om- | mediana eficien--
40 wmicras regular pelicular pacar, baja cia y de baja ca-
presion pacidad
5-13 micras irregular cuerpo alta eficien | dificultad vara
poroso cia y alta - | empacar, alta —
capacidad presién.

alta eficion | baja capacidad,

10 micras regular pelicular muy costosa
cuerpo alta eficien aificil para em~
10 micras regular porasc cia, capaci~ | pacar

dad media

Fuente bibliogrifica: Yost R. W. Ettre, L. S. Practical Tiquid Chromatography.
An Introduction, first edition 1980, Perkin-Elmer Ltd -
USA

Efectos causados por el diametro de la columna.

a)} En columas de difmetro pequefio de 2-5 mm, la capacidad de aceptar mues--
tra es pequefia. -

b) En columnas con didmetro pequefio de 2-5 rm, el anilisis posterior de las -
fracciones que se roquieran dificulta un ensayo posterior ya que se ten—---
drian que cromatografiar grandes cantidades de muestra.
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¢) Puesto que la capacidad de carga es funcion de la cantidad de cmgaque pre--
sente, en algunos anilisis como cromatografia preparativa, se prefiere usar
una columa de mayor didmetro o sea una columna de 4-6 mm cue contienc arxi
13 de tres voces mis empirue que una columna de’ 2-2.6 mm.

4) En columas de diametro de 2-5 mm, se cmplean volimenes peguefios de fase md
vil ¥ permiten la deteccidn de pequefins concentraciones de muestra.

e) Recientues observaciones hechas en columas de muy peguefio didmetro revelan
que decrece la oficiencia de estas columnas. Cuando se incrementa el didme
tro de una columna y se aumenta la velocidad de la fase wdvil para tener la
misma velocidad lineal, la cficiencia de la separacién mejora.

Una explicacién de esto es que, en columas estrachas quedan espacios sin empa-
car y por 10s cuales las moléculas de la mu=stra viajan libremente sin que su-
fran particién, estos espacios vacios se encuentran alrededor de las paredes de
la columna y este “volimen ablerto® contribuye grandemznte al ensanchamiento --'
del pico. Naturalmente este "efecto de pared" tiembién existe en columnas de -
didmetro grande, ahi la proporcidn relativa del empague con seccidn cruzada al
drea correspondiente de este volfmen ablerto es grande, particularmente cuando

se usan particulas de didmetro pequefio de 5-10 micras para-empacar bien las - -
dreas de las parcdes.

£) Limitaciones del detector (ver seccidn 6, Detectores).

g) Las cuestionos de uso de liquidos grado HPLC repercute en la selaccidn de -
una columna de clerto didmetro.

Efectos causados por la longitud de la columna.
Las columnas para cromatografia son usualmente .de 25 cm de largo. Si se requic
ren de mis platos tcdricos que los que una columna puede ofrecer, se pueden co-

nectar dos o mids columnas en serie.

La razdn para preferir una columna corta a una larga esta relacionada a la teg
nologia de cmpagues de columas.
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Es mds dificil preparar una columna largd gue una colwma corta de alta efi-—-
ciencia, asi unas columnas conectadas en serie proporcionan la misma eficien--
cia que una columna de longitud similar.

En 1la tabla 1.2 se mencionan algunos soportes para recubrirse con alguna fase es
tacicnaria para uso en cromatografia liquida-liquida.

Takla I.2.- Soportes para recubrir con fasce estacicnaria en CLL

Area de Tamafio de Rango oen %
Tipe de Soporte Nombre Superficie Particula de Peso de Li
(m2/3) {micras) quido para Re
cubrir
Soporte FPoroso Char sorb
Ticrra de Jiatancas N 10 3744 5-30
Cuentas de silica Porasil C 50-100 37-75 5-15
porosa -
SEhorosil 50-100 10 5-15
Zor bz -Pa 15 6 10-30
i1i 1Chr b
Sitica gel Licheosor! 250 5,10,30 10-30
Somortes Ueliculad
res
»Sflica inactiva® Zipax 1 25-37 0.5-2
Licqua-Chrom 10 44-53 0.6-1.8
Corasil I 7 37-50 0.5-1.5
*Silica activa" Perisorb A 10 20-10 0.5-1.5
{‘,fjggéb‘-‘“te 12 30-44 1.5-3

Fuente biblioyrdfica: Laon Roberto, Ph. D. El libro bisico para Cromatografia -

de Liguidos. Primera Edicidn 1982, Miltron Roy Company,
St. Pctersburg, Florida. USA.
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Crematograficos Liquido-Liquido

FASE ESTACIONARIA

FASE MOVIL

CLL de Fase normal
B,B'-oxidipropionitrilo
1,2,3-tris{2-ciancetoxi}

Pontano, ciclopentano, hexano,

heptano, isoctano

propanc Los migmos, pero modificados —
Carbowvax 600 con 10-20 % de cloroformo, di-
Trietilenglicol clorametano, tetrahidrofurano,
Trimetilenglicol acetonitrilo, diaxano, ete.
Etilenglicol . Di-n-butil cter
Dimetilsulfdxido - Isoctano

Agua/etilenglicol .- Hexano/tetracloruro de carbono
Etilendiamina crestessscemmeiorresanne Hexano

Agua eaeerena eveieenan eeereaeraas n-Butanol

Etilenglicol ..eeimacicerenenann.. cieees Nitrometano

Nitrometano cvsrssesceerrectrscinranne ©C14/Hexano

CLL de Fasc inversa

Cianoetilsilicona  ...... cesecnnenen .- Motanol/Agua
Dimetilpolisiloxano cersemeiiarsssanne Acetonitrilo/Agua

Heptano eeceterenersetitrnbeniiinoansy Matanol acuoso

Polimeros de Hidroxarbono  eeeceicceeess Met.anol/Agua

Fuente bibliogrifica:

Snyder L.R. Introduction to Modern Liquid Chramatography.
Second Edition.

A Wiley-Interscience Publication; John

Wiley & sons. Inc. Englan 1979.
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4. FASE MOVIL EN CROMATOGRAFIA DE LIQUIDOS DE ALTA PRESION.

Los disolventes que se utilizan como fases mbviles deben reunir ciertas caracte
risticas:

a) El solvente debe estar libre de partfculas, antes de entrar al sistema, una
de las razones para elle es que puedan tapar la colunma. Se deben filtrar
por £iltros de 0.2 = 0.45 micras.

b) Deben estar libres de gases que tengan disueltos. las burbujas de aire pue
den causar sefiales erréneas en el detector; se debe colocar la fase mévil
en un bafio de ultrasonido.

c) El agua que se usa como fase mévil debe estar excenta de material orginico,
libre dec diéxido de carbono ya que altera su pH y debe ser aqua redestiiada
o de grado HPIC.

La seleccidn de los liquidos para una fase mdvil depende de muchos pardmetros;
la polaridad juega un papel muy importante, perc la viscosidad y otras caracte-
risticas propias de cada solvente influyon en un proceso cromatografico.

Propiedades de los solventes:

Es necesario conocer la longitud de onda a la que un solvente absorbe luz, es -
decir conocer su "cutoff" o en otros casos su Iindice de refraceiédn.

La viscosidad y el punto de ebullicién son dos propiedades que se acompafian cn
un solvente. Se prefieren solventes que ebullan a 20° - 500 €, arriba de la --
temperatura de trabajo y que su viscosidad no exceda de 0.5 centipois, a la -
misma temperatura. Las solventes de bajo'punto de ebullicidén son dificiles de
usar en bombas reciprocantes ya que tienen la tendencia de formar burbujas en -

el compartimiento del pistdn.

Por otro lado, las mezclas de este tipo de solventes son muy volatiles por lo
que su composicidn Cambia en la fase mévil. [os solventes de alto punto de ebu-
1llicién tienen excesiva viscosidad y con ello reducen la transferencia de masa
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en las fases estacionaria y movil, ademds de que requieren de altas presiones
para bambearlos.

La miscibilidad de los solventes es importante en ci‘omatografia de particidn y
en procedimientos de limpieza de muestra en donde se aplican comnmente técni--
cas de separacién extractivas.

Otras caracterf{sticas a considerar son: los solventes deben ser compatiblos con
el detector, por ejemplo los solventes aromdticos son incompatibles con detecto
res Uv-visible y con los de fluorescencia. Deben sor capaces de disolver la -
muestra, la reactividad de los solventes es también un factor a considerar debi
do a que muchos solventes tienen la tendencia a reaccionar con la muestra o a -
polimerizarse en presencia de algunas fases estaclonarias.

Las propledades de toiicidad y de flamabilidad son‘factores que hay que tomar -
on cuenta para elegir un solvente como fase mdvil, adomis de las cuestiones de
costos y de disponibilidad.

Las velocidades de flujo de la fase mévil se prefieren peguefias porque aumentan
la eficiencia, en columnas de 2-5 mm de didmetro se usan velocidades de 1-2 -
mi/min. Al aumentar la velocidad de flujo Se aumenta la presién linealmznte; -
la presidn por si misma no ayuda en nada al sistema de separacién por lo que s
ur pardmetro pasivo.

- La fase mdOvil, muchas veces hace que se involucren varios mecanismos de sapara-
cidén en un proceso cromatogriafico, por ejemple en una columna con fase estacio-
naria ligada se involucran mecanismos de adsorcién y de particidén a la vez.

Algunas otras caracteristicas de los solventes que se usan como fases mviles -
deben tomarse en cuenta. En la tabla I.4 se mencionan otros pardmetros de los

solventes.

Los valores de EP son un parametro de la fuerza del solvente. Estos valores son
relacionades al calor generado cuando son adsorbidos por la alimina.

El parfmetro P*' es un indice de su polaridad de cada solvente y este pardmetro
©s muy importante en procesos de adsorcién o de particién (bibliogragia 1-8).




Tabla I.4.- Propiedades de solventes para uso en cromatografia de liquidos

sowewss O T poed WCRE e e Qe s
{ec) ca, £9

Isoctano* 197 1.389 99 0.47 0.1 0.01 0.011 1.94
n-Heptano¥ 195 1.385 o8 0.40 0.2 0.01 0.010 1.92
n-Hexano* 190 1.372 69 0.30 0.1 0.01 0.010 1.88
n-Pentano** 195 1,355 36 0.22 0.0 0.00 0.010
Ciclohexano 200 1.423 81 0.90 -0.2 0.04 0.012 2.03
Ciclopentano* 200 1.404 49 0.42 -0.2 0.05 0.014 . 1.97
Tetracloruro
de Carhono 265 1.457 7 0.90 1.6 0.18 0.008 2.24 '
Etil éter*+ 218 1.350 35 0.24 2.8 0.38 1.3 4.3 I3
Cloroformo* 245 1.443 61 0.53 4.1 0.40 0.072 4.8 '
Etanol 210 1.359 78 1.08 4.3 0.88 miscible 24.6
Acetonitrilo* 190 1.341 82 0.34 5.8 0.65 miscible 37.8
Dioxano 215 1.420 101 1.2 4.8 0.56 miscible 2.2
Tetrahidrofu- ;

e 212 1,405 €66 0.46 4.0 0.57 miscible 7.6
rano
Metanol 205 1.326 65 0.54 5.1 0.95 miscible 32.7
Agua 1.333 100 0.89 10.2 80.0

Fuente bibliogrifica: Snyder L.R. Introduction to Modern Liquid Chromatography, Second Edition, A Wiley -
Interscience Publication, England 1979.
a (*) De baja viscosidad (€ 0.5 cp) y de p. ebullicién conveniente (» 459C); (**) de baja viscosidad y --
bajo punto de ebullicién.
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Longitud de onda aproximada, abajo de ésta el solvente es opaco.
Indice de refraccidn a 250C

Pardmetro de polaridad del solvente

Parémetro de fuerza del solvente para CSL en alimina

Por ciento de agua

a 20°C
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5. MECANISMO DE LA CROMATOGRAFIA DE ADSORCION, PARTICION Y LA CROMATOGRAFIA DE
FASES LIGADAS.

ADSORCION

La polaridad de una molécula surge de la presencia de ciertos grupos funciona-—-
les, en general si una molécula tiene mis de un grupo funcional, el mis polar -
es el que mayor afecta la elucién.

En la figura 1.9 se considera una columa empacada con silica gel, una fase md-
vil de acetona y la munstra que es una amina. Las moléculas de la muestra son
adsorbidas por la superficie polar de 1la silica, ésta adsorcién es constantemen
te bombardeada por el movimiento de la corriente de la fase mdvil.

Este flujo debilita el enlace muestra-empaque permitiendo que la corriente de -
fase mHvil casi iguale la carga de la muestra, desalcjando a las moléculas que

fueron adsorbidas y que son arrastradas por la corrignte del solvente. Poste-
riormente, estos sitios vacios son ocupados por moléculas de solvente que, -
cuando se acercan moléculas de soluto son més afines de adsorberse estas molécu
las de soluto. Ahora, nuevamente la corriente de fase mdvil desaloja a las mo-
léculas de soluto que fueron adsorbidas y asi en ctapas sucesivas se lleva a ca
bo la adsorcidn y desadsorcién de muestra y solvente.

Se puede entender que ¢S muy grande el nimero de estos pasos o etapas y que, de
pendiendo de la polaridad de los componentes invertirin mayor o menor tiempo en
estas ctapas {bibiiografia 1,4,6,8,14 y 15).

- o
o I
Si-0-H CHy - C - cHg tNHp - R
Silica gel Acetona Muestra
Fase estacionaria Fase movil Amina

Figura 1.9.- Mecanismo de la adsorcidn



PARTICION

El procesc es una particidn de un soluto en dos liquidos inmiscibles. El coefi
ciente de particién se define como: K = -% , donde:

Cs es la concentracién del soluto en la fase estacionaria y,
Om es la concentracién del soluto en la fase mdvil.

Supdngase que la musstra es una mezcla de los componentes A y B y que 1a fase -
mivil y estacionaria se han seleccionado para que los coeficientes de particidn
sean diferentes. Admitase que Kp es mayor que Kp., ver figura 1.10.

Esta situacidn se rspresenta en la figura 1.10 (a) donde 1a zona contiene a A Y
B. Después se afiade la fase mdvil a 1a columa y se permite que fluya. Confor
me esta fase mivil penctra en la zona de la muestra, el equilibrio de distribu-
<ién requiere que una fraccion de cada A y B pase a la fase mdvil para satisfa-
cer las expresiones para Kp y Kp Y., puesto que Kp es mis pequefio que Kg, entra--
ri mayor proporcién de A que de B en la fase mévil.

Conforme mas fase mdvil entra en el empaque, la proporcién del solvente arras—-
trando a A y B va entrando a la regién del empagque. Bahora, el equilibrio de -
distribucidén requiere @1 paso del soluto de la fase mdvil a la estacionaria, -
puesto que en esta regién de la columa la fase estaciomaria no contiene soluto.

Asi, ambos A y B se ven obligados a descender por la colurma ¥, puesto que el —

soluto tinic puede por la columna mientras csti en la fase mdvil,
el soluto que invierte mds tiempo en la fase mdvil migrara mis rdpidamente de -

l1a columa. El A eviden sera el que migre mis rdpido puesto -
que tiene el coeficiente de particién o dist_rlbucién mis pequefio. Este efecto
ge ilustra en la figura 1.10 (b} que muestra la zona de A desplazandose ligera-
mente hacia adelante de B. Mientras tanto el proceso de particidn ha despojado
de soluto las partes de cabeza del Solvente y la fase mdvil que obviamente se —
mueve mis ripido gua el soluto A, se adelantard mis todavia, como se observa en
la figura 1.10 (b).

El proceso del paso de ia fase mdvil através de la columa continuz con los re-

sultados que se observan en la figura 1.10 (c) y (e). Por (ltimo, las zonas
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que viajan a diferentes velocidades quedan por completo separadas.

Parte superior

i / Bdel rellenu-\
a (ﬁ)a }o

*
\ Fronte -

Bel sol-]
ventc

A L.
(a) (b) ()

(d)

" .. Figura 1.10.- Progreso de la separacién por particién de dos solutos A'y B. :

(bibliografia 5 y 6).
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FASES LIGADAS

Debido a los problemas que se tienen en una cromatografia de particién clasica,
de que la fase estacionaria es desalejada por la fase mévil, la cromatografia -
de alta presién utiliza fases estacionarias ligadas quimicamente al soporte de
la columa.

£l mecanismo de separacién en este tipo de cromatografia no estd bien estableci
do, mis bien se han propuesto que existen dos mecanismos en una separacién: un
mecanismo de adsorcidn y un mecanismo de particién.

El proceso de adsorcién es de los solutos de la.muestra en 1la superficie o en -
10s poros del soporte delimitado por el recubrimiento orginico.

El proceso de particién es entre los sustituyentes dimetilalquilicos que forman
el empague y la fase mdvil, en el caso de una fase inversa.

Se ha sugerido gue los sustituyentes que forman el empague actian como crista-—
1es liquidos formando una fase liquida ordenada y que estos recubrimientos orgd
nicos presentan mds o menos una fase liguida estacicnaria como en el caso de -
una cromatografia liguido-liquido clasica.

En la tabla I.5 se mencionan las fases ligadas m&s frecuentemente usadas en -
CLAP.
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Tabla I.5.- Fases ligadas mis frecuentemente usadas en CLAP
Grupo Funcional Estructura del Grupo
Modo Terminal Ligado
Amino —NH2
Fase Ciano (nitrilo) -
Normal []
. -‘Si-o-mlz-?{—Ckiz-OH
o OH
'
biol -51-0-CHy-CH-CHZ-0H
I T
o] OH
t
-Si-O-Cliz-(l_‘H-Cﬂz—OH
[
QH
~
Octadecilsilano SSi-cip-(ey ) g-CH3
Dimetilsilano ~ - CH3
7 Si ~
CH3
Fase
Inversa Octilsilano Si-CHz-(CHZ ) g-CH3
Ssi—>oH

Fenilsilano




- 26 -

6. DETECTORES

Lo que tratamos de obtener através del detector es sensibilidad, rango de sefial
y 1linearidad. La alta sensibilidad es esencial cuancdo se realizan andlisis de

trazas.

Un detector universal medird caracteristicas de todas las moléculas mientras -
que un detector selectivo medird solo las moléculas con clertas caracteristicas.

las variaciones en la intensidad de la luz causadas por la absorcién de iuz ul-
travioleta, emisién de fluorescencia o cambio en el indice de refracecidn son mo
nitoreados como cambios en la produccidén de voltaje. Estos cambios de voltaje
son graficados en una carta y frecuentemente alimenta 2 un integrador o compu-
tadora para producir los tiempos de retencién y las dreas de los plcos.

Requerimientos bisicos de un detector:

a) Eficiencia de 1a celda.

Los detectores son sistemas de flujo c y conti monitorean cier-

tas caracteristicas de 1os eluatos de la columna. Es muy importante seleccio--

nar la celda para que las bandas separadas y sus impurezas no se ensanchen, de
otro modo es in(til emplear una columna que Separe diez componentes en dos minu
tos si estos componentes se mezclan otra vez en la celda del detector.

El término eficiencia de la celda se usa para definir la capacidad de la celda
para mantener fuertemente separados 1os componentes con un minimo de dilucién -
en la celda. Esta dilucidn pueda dar origen a picos anchos, reduccién de las -
alturas, picos traslapades o picos coleados en el cromatograma-

Un pico ancho @s debido a la difusidn longitudinal, es decir que la misma canti
dad de muestra ocupa un gran voliimen de fase mévil. La reduceién de la altura
se debe a que una misma cantidad de muestra con un pico ancho disminuye la altu
ra para corresponder a la misma &rea bajo la curva.

Se habla de picos traslapados cuando los miximos de los picos de dos componhen—-—

tes estan en la misma posicién, 1o enal sc debe a que el incremento de la ‘anchu
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ra es tal que se encima con el irea del otro pico.

Los picos coleados se presentan si las partes de la celda son bafiadas insufi---
cientemente por la correinte de la fase mévil y las moléculas de los solutos en
esas areas son capaces de absorber otra vez.

Cabe mencionar que log detectores utilizan celdas de bajo volimen (10 microli--
tros) para hacer eficiente el lavado y prevenir estos problemas.

b) Ruido y desvios de 1a 1linea base.

Los picos gue se obtienen son deflecciones de la linea base y si estos son 1o -
suficientemente largos no hay problemas para distinguirlos, después de un pico
es importante que la linea basce sea horizontal, libre de ruidos y de pulsacio--

nes.

El ruido de la linca base es una variacidn corta de tiempo sobre la misma linea
continua, aparece como una serie de pequefics picos, ondas o lineas verticales,
algunas veces llamadas "pasto ohierba". La importancia préctica del ruide se -
dcbe a que limita la sensibilidad del detector.

Se considera que el 1imite para la altura de un pico de interéds es de dos veces
la sefial de ruido causada por el detector, figura 1.11.

La posible desviacidén de la linca base es llamada impulso, ver figura 1.11. A
un iimite de tlempo marcado por las especificacicnes de un detector no debe ha-
ber impulsos de la linea base, esto es una medida de este factor (bibliografia

1-4).
z:{ruido

| —~ 1/2 bora J ’ ‘I
g

Figura 1.11.~ Esquema del ruido producido por el detector, la desviacién de la
iinea base y ol tamafio 1imite de un pico de interés.
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DETECTURES UV/VISIBLE

La utilidad de un detector no solo es monitorear los efluentes de la columna a -
una u otra longitud de onda, sino que también pemi.ten que el flujo sea detenldo
atrapando al campuesto aislado en la celda de tal manera que se puede obtener un
espactro completo del compuesto u otro tipo de informacidn, €igura 1.12.

Los detectores de onda fija utilizan una limpara de vapores de mercurié a baja -
presién para una longitud de 254 nm, estos detectores son capaces de detectar na
nogramos de materiales que absorben fuertemente. Hu.chcs detectores de onda fija
tienen filtros para leer a longitudes diferentes de 254 nm pero su utilidad es -
Limitada. ’

También estfn disponibles detectores de onda fija a 214 y 280 nm.

Los detectores de onda variable ofrecen varias ventajas sobre los deonda fija: -
mejor sensibilidad que a 254 nm y mejor sefial que la que Se obtiene con £iltros
para leer a otras longitudes de onda. Debido a que los compuestos tienen dife--
rente absortividad a diferentes longitudes de onda, estos detectores tienen la -
facilidad de cambiar su longitud para indicar en donde se encuentra 1a absorcidn
mixima.

Ta operacién de paro del flujo combinada con. el barrido de un pico adiciona una
nueva capacidad para obtener mejor informacidén de la obtenida con un tiempo de -
retencién, con ello se puede evaluar una mejor longitud de onda para un anilisis
o para hacer un cambio de longitud cuando existen compuestos que absorben a la -
misma longitud de onda pero con diferente intensidad.

En los detectores, la gensibilidad se expresa en unidades de absorbancia en toda
la escala AUFS, éstas unidades se relacionan al ajuste del detector "setting" pa
ra representar un pico en ia carta del graficador.

En cromatografia un pico representa una sefial cuantitativa de un componente. -
La sefial grabada en el papel puede tener diferentes magnitudes: de partes por mi
114n a concentraciones en por ciento. Se pueden seleccionar varios rangos de am
pPlificacidén dependiendo de la concentracién, es decir que podemos hacer que la -

exhibicién visual de un pico represente pequefias o altas concentraciones.
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Debido a la naturaleza linearizante del ampiificador, el rango que se usa para
detectar la sefial es erpresado de diferente manera para dar la absorbancia co—-
rresporndiente a un particular punto de toda la escala del graficador. Este va-

lor se llama unidades de absorbancia {correspondientes a} en toda la escala -
AUFS.

Con este valor la absorbancia de un pido se calcula ficilmente, por ejemplo, si
la clave es 0.01 AUFS, entonces un pico que representa el 40% de toda la escala
corresponde a 0.004 unidades de absorbanca, en cambjo a una puesta. (setting) de
0.04 AUFS, un pico con 25X de toda la escala, cox:zesp’cmde a 0.01 unidades de ab
sorbancia (bibliografia 1-4).

Limpara de
douterio

— plano lente lente fotocelda
Manocromador

Figura 1.12.- Esjuema Optico de un tipico detector UV para cromatogratia de 1i-
quidos.
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7. BOMBAS EN CROMATOGRAFIA DE LIQUIDOS DE ALTA PRESION.

Se requiere de una bomba con un miximo de presién de 6000 psi, ademis debe reunir
" otras caracteristicas: '
a) Debe ser flujo continuo.
b) Estar libre de pulsaciones.
c} Que tenga un apagado automatico cuando se exceda mucho la presidn.
d) De ficil manejo, bajo costo ¥ que tanga control de gradiente automatico.

Las bombas pueden clasificarse en dos grupos:

1.~ Bombas de presidn constante o bombas de presién positiva.
2.~ Bambas de flujo continuo o copstante o bombas de flujo positivo.

Las bombas de flujo cc son las das actualmente.

Las bombas de flujo continuo son de dos tipos: reciprocantes y de desplazamiento
positivo (tipo jeringa).

las ventajas de estos sistemas son inherentes a la capacidad que tengan de repro-
ducir el volimén, sin bacer caso de los cambios en la viscosidad de la fase movil,
de bloqueos en la columa o de cualquier acontecimiento que se tenga en el limite
de presidn de la bomba.,

Bombas reciprocantes: este tipo de bombas son de pistén solamenta, es una palanca
con rotaeidn excéntrica que forza al pistdn para impulsar el liquido através de -
una llave o valvula de paso. La velocidad de bombeo se ajusta controlando la dis
tancia del pistdn retractante, limitande asi la cantidad de licuide empujado por
cada golpe del pistdn.

El propdsito de la valvula de paso es asegurar gue el liquido se mueva en una so-
la direccién.

Es obvio que estas bombas liberan una serie de “pulsaciones® en la fase movil. —-
Si el flujo através del detector es también de esta manera entonces es segurso cue
se distrubie, especinlmente cuando se manejan altas sensibilidades.

Estas bombas estan equipadas con un dispositivo que absorbe estas pulsaciones, pe

ro estos reguladores retienen una cantidad significante de fase mdvil por lo que
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@s necesario hacer una purya en los cambics de fase mavil.

Otra variante de estas bombas es que tienen un medidor de presida, el cual tan—-
bién tiene un requlador de las pulsaciones.

Un sistema mis eficiente para disminuir las pulsaciones es el que tienen las bom
bas reciprocantes de doble pistdn o cabeza. Ambos compartimientos de los pisto-

nes son movidos por un solo engrane o palanca hidrauliea.

Este mecanismo permite que los dos pistones compensen sus pulsaciones, es decir,
que los dos flujos se solapen reduciendo la pulsacidn.

Las ventajas de estas bambas son ilimitadas ya que su capacidad de bombeo eg de -
largos periodos, sin embargo su capacidad estd limitada a la limpieza de las fa-
ses moviles y del sellado de las valvulas.

TLas bombas existentes estan aquipadaé con sistemas sofisticiados para eliminar o
disminuir estos defectos:

- Estan equipadas con sistemas computarizados para mover los pistones y sola——
para al méximo 1os golpes de la bamba, haciendo que las pulsaciones sean in-
detectables.

- Emplean vilvulas d2 paso de pequefio volimen para permitir un funcionamiento
confiable a flujos hasta de ¢.1 ml/min.

- Cada viélvula de paso tiene doble sello con un baldn de reserva en caso de -
que el primero se interfiera con impurezas.

~ Tienen pocas partes en movimiento y de fécil mantenimiento.

- Estan disponibles en rangos de flujo de 0.1 - 30 ml/min.

En la figura 1.13 se esquematiza una bomba de un solo pistdén y una valvala de -

paso.
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es necesario hacer una purga en los cambios de fase movil.

Otra variante de estas bombas es que tienen un medidor de presidn, el cual tan-—
bién tiene un regulador de las pulsaciones.

Un sistema mas eficiente para disminuir las pulsaciones es el que tienen las bom
bas reciprocantes de deble pistdn o cabeza. Ambos campartimientos de los pisto-
nes son movidos por un soio engrane o palanca hidrdulica.

Este mecanismo permite que los dos pistones compensen sus pulsaciones, es decir,
que los dos flujos se solapen rechciendo la pulsacién.

Las ventajas de estas bombas son ilimitadas ya que su capacidad de bombeo es de -
largos periodos, sin embargo su cazpacidad estd limitada a la limpieza de las fa-
ses moviles y del sellado €e las valvulas.

Las bombas existentes estan equipadas con sistems sofisticados para eliminar o
disminuir estos defectos:

- Estin equipadas con sistemas camputarizados para mover los pistones y sola--
para al midximo los golpes de la bamba, haciendo que las pulsaciones sean in-
detectables.

BEnplean valvulas de paso de pequefio volGmen para permitir un funcionamionto
confiable a flujos hasta de 0.1 ml/min.
Cada valvula de paso tienc doble sello con un baldén de reserva en caso de -

que el primero se interfiera con impurezas.
~ Tienen pocas partes en movimients y de ficil mantenimiento.
Estan disponibles en rangos de flujo de 0.1 - 30 ml/min.

1

En la figura !.!3 se esquematiza una bomba de un solo pistdn y una vdlvula de -

paso.
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(B)

abierto cerrado

(a)

Placa
hidrdulica

<

salida del ‘ flujo de la 1
solvente fase movil

Figura 1.13.- En (A), se esquematiza una bomba reciprocante de un solo pistén y
en (B), la opcracién de una vdlvula de paso.

et D 3 S
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CAPITULQ SEGUNDO
ANTECEDENTES Y PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA
1. METODOS EXISTENTES PARA VALORAR CLORURO DE BENZALCONIO.

E1l anilisis del cloruro de benzalconio por CLAP ya ha sido reportado (27). Este
método se desarrolld para sistemas oftalmicos, en donde el cloruro de benzalco--
nio estad en niveles de concentracién de 0.004%; ésta concentracién es muy cerca-
na a la que se tiene en la pomada (0.005%). Este método reporta la cuantifica—-
cién de los homdlogos de Cyp, C14/ Cig ¥ Clgr indicando que éstos se encuentran

en mayor proporcidén y que son ficilmente visibles en 1los cromatogramas.

Sin embargo, los excipientes que existen en una solucién oftilmica no se compa--
ran con los de una pomada: el cloruro de henzalconto estd en solucidén en un sis-
tema de este tipo, en cambio, en una pomada estid disuelto en una emulsidén de - -
exciplentes grasos e hidrofilicos, ademis de que la concentracidn de los exci---
pientes en la pomada son tan altas que pueden en un momento dado enmascarar al -
cloruro de benzalconio.

El método por CLAP para sistemas oftilmicos involucra la inyeccidn'directa de la
soluclén oftilmica. Este procedimiento no seria aplicable a nuestra pomada debi
do a la gran cantidad de axcipientes y de otros principios actives que absorben

fuertemente al ultravioleta.

Otro método (28) involucra elandlisis del cloruro de benzalconic en sistemas of-
tilmicos, en los cuales se hace un tratamlento previo de las muestras. Forman -
un complejo entre el cloruro de benzalconio y el anaranjado de metilo y una pos-
terior extraccién con 1,2-diclorcetano. Este método hace la sugerencia de hacer
upa extraccién previa a la inyeccién al CTAP, ya que hace la observacién de que

existen interferencias al inyectar directamente al CLAP.

El método involucra la preparacién de los homdlogos Cyg ¥ Cig para favorecer la

recuperacién y la precisién del método. La sintesis de estos homilogos compren-
den un tiempo de preparacidn de mds de 48 horas, por 1o que s inapropiado para

un andlisis de control, ademis de los inconvenientes cque se explicaron antes.
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Se ha reportado el andlisis de cloruro de benzaleconio por CG, en el cual se do-
grada la molécula para formar aminas terclarias de cada homdiogo y se compara —
con estandares para su identidad y composicién.

El analisis estd desarrollado para una concentracién de 0.5 % de principio acti-
vo, que es una concentracién muy alta comparada con la que se dispone en nuestro

problema.

El método por CG estd probado para muestras sencillas yno reporta si es aplica--
ble para formas fammacéuticas mas complejas, (29).

También se han establecido métodos de andlisis por espectroscopia de ionizacidén
de masas o de laser de masas (30 y 35).

Existen otros métodos de valoracién para el clorurd de benzalconio, los mitodos
de titulacién directa (40, 42, 43 y 44).

Estos métodos utilizan un agente tensoactivo de tipo aniénico en una titulacién
en medio acuoso. Se utiliza azul de bromofenol como indicador.

Para el caso del cloruro de benzalconio se emplea lauril sulfato dé sodio, dicc-
til sulfamato de sodio o tetrafenilborato como agentes titulantes.

Estos métodos directos pueden emplear una titulacidén con indicadores o con un -~
electrodo adecuado en una valoracidn potencimétrica. ‘

Las titulaciones se reportan para soluciones de clorurc de benzalconio de 0.1 % ©
mas. Evidentemente una titulacidén directa a la pomada no es posible.

Otros métodos emplean titulaciones con yodato de potasio con muestras de cloru-
ro de benzalconio de alrededor de 1 % y son aplicables al prineipio activo como
materia prima, (21).

Método de Extraccién: Este método se basa en la formacidn de un par idnico co-
lorido entre la sal de amonio cuaternario y un anidn colorido como el azul de -
bromofenol o el anaranjado de metilo. Este complejo es extraido de soluciones
alcalinas por un solvente no polar como el benceno o el dicloroctano.
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El método es aplicable para soluciones diluidas de cloruro de benzalconio ya que
puede detectar hasta 1 ppm de la sal de amonio cuaternario.

La intensidad del color formado es leida en un espectrofotémetro y se obtiene -
una relacién 1lineal entre la absorbancia del complejo y la concentracién usada.

En el caso del cloruro de benzalconic se emplea como anidn colorido el anaranja-
do de metilo, el complejo colorido es extraido de soluciones acuosas de pH 8-10,
con 1,2-dicloroetanc y una posterior lectura de la absorbancia a una longitud de
onda de 422 nm.

otro compuesto formador de par idnico que puede usarse es el azul de bromofenol
en medio alecalino con carbonato de sodio y una posterior extraccién con diclero-
etano-

Esta reaccién del compuesto de amonio cuaternario se puede representar para el -

cloruro de benzalconio como sigue:

CH3 - CH3

@0 @
+ R-CL ———» RO3S<:>N=N-®—N\

e
N§83S-C>—N=N-@-N
Nong CH3

@ catién de amonio cuaternario

En este tipo de métodos no se incluye las interferencfas con otro tipo de compo-
nentes que pudicra tener una solucidn, por lo que se tratd experimentalmente de

aplicar dicho método al cloruro de benzalconio en la pomada, pero el complejo co
lorido se extrafa con otros excipientes que también daban color. Posteriormente
se encontrd que los excipientes camo los polietilenglicoles y las vaselinas in-—-
terferian hacicndo que el anaranjado de metilo fuera extraido ain sin haber for-

mado el complejo.

Debido a esto, las lecturas de absorbancia de la muestra problema no correspon—-
dian con las absorbancias de una curva estandar, {32, 33, 36 ¥ 37).

Existe un método de valoracién por cramatografia de par-idnico (45) para clorura
de benzalconio, el cual utiliza como i6n couterion al Acido heptanosulfénico, el
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cual es adicionado a la fase mdvil. Aqui ocurre la neutralizacién de la carga
positivé del cloruro de benzaleconio ¥y la cadena alquitica del icido heptanosul
£6nico que se orienta a la superficie de la fase estacicnaria de la celumna de
fase inversa. Esta cadena sufre un proceso de particién y asi se logra la de--
teccidén del cioruro de benzalconio.

La bibliografia no reporta 1a aplicacién de este método a formas farmacéuticas,
ademis de emplear una fase mdvil diferente a la usada en el presente trabajo.

PARAMETROS CROMATOGRAFICOS

En un cromatograma podemos describir un pico en base a verijas caracteristicas:

El tiempo de retencidn tg, el cual se define como el tiempo total gue invierte

un compueste desde el momente en que se inyecta al-cromatografo y en alcanzar -
una altura maxima.

EL tiempo real en que un compuesto esti en la fase estacionaria es tg, el cual
considera el tiempo en que sufre las interacciones con la fase estacionaria y -
la fase movil.

Una indicacién de que tanto un compuesto es retenido en la columna, nos 1o da —
el parametro k o k' llamado factor de capacidad
ER bR _ty
kK = [ —
N M

donde ty es el tiempo de retencidn de la fase movil.

Este parametro nos indica que valores menores de 1 pueden obtenerse para cue un
compuesto pueda ser separado de la fase mévil y de sus impurezas; estando en -
una mezcla de compuestos los demis componentes .debcrén tener factores de capac'_g_
dad mayores de 1 pero no tan grandes que alarguen el tiempo de andlisis, se re-
comienda entre 10 y 15. ’

Las caracteristicas mds importantes de la forma de un pice son: anchura del pi-
co la cual es la distancia medida por trazado de 1ineas de los puntos de inflec
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cién de.la linea base del pico, ésta anchura es Wy

" La anchura del pico al S0 % de su altura es Wy, la cual es el ancho a la mitad
del pico.

Otra anchura de un pico es la dencminada anchura a los puntos de infleccién del
pico.

1a medicidn de ostas dimensiones puede hacerse manual considerando el pico como
una curva Gaussiana en donde cada anchura es una funcién de 1a desviaciénestin-
dar.

Otros pardmetros de medicién del pico son: el Area total que es directamente —-

proporcional a 1a concentracién del compuesto y que se emplea en el andlisis -
cuantitativo.

La altura mixima e€s una buena cstimacidén para la evaluacién de la concentracion
de un compuesto puesto cque es una indicacién de 1a mixima concentracién cuando
el pico representa una curva ideal de distribucién Gaussiana.

1a eficiencia de una columna cromatogrdfica estid incluenciada por el nimero de-
platos tedricos, la cual puede definirse como una etapa o paso en que las molé-
culas de un soluto sufren particiém en la columa. El nimerc total de etapas o
procesos de particidn constituyen el nimero de platos tedricos, en otras pala--
bras, las moldéculas del soluto avanzan a 1o largo de la columna de acuerdo a —
sus afinidades a la fase estacionaria y fase mévil.

Comx una semejanza podemos describir un pla'm tedrico en un proceso de destila-
cién como una evaporacién y una condensacién y en cromatografia como una separa
cién y una retencidén de la fase estacionaria.

El nimero de platos tedricos se obtiene comos

tr
n=16 (——)2
¥n

El nimero de platos tedricos depende de 1a longitud de la columna y en base a}
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nimero de platos tedricos podemos saber la altura de un piato tedrico HETP:

Una columna se considera mis eficiente si la altura de cada plato tedrico es -
mis pequefia y si su nimero es mayor gue los de otra columna.

Existe otro factor que describe la separacidn de dos picos adyacentes, el fac--
tor de separacién o¢ nos indica la posicién relativa de dos picos. Se define -
como 1a razdn de los tiempos de retencidn en la fase' estacionaria de los picos
Ay B:

tg (B) kp
o = o o
tg (B) XA

Para valores mayores de 1 existe separacidn, en cambio, para valores de o¢ -=
iguales no hay separacidn puesto que los tiempos de retencién son idéntices.

Este factor, sin embargo, solo nos indica la posicién relativa de los dos picos
y no proporciona informacién de la separacién. La separacién depende de la efi
cacia de 1a columna; asi, si dos componentes tienen semajante o< , la resolu-—
cidén serd dada por la eficiencia de la columna.

Otro factor que afecta la eficiencia de una columna y por lo tanto la separa=--
cidn, es la velocidad de flujo. Por ejemplo, silavelocidad de flujo es dema——
siado pequeiia, se favorece la difusién longitudinal de las moléculas del soluto
puesto que invierten mucho tiempo en la fase mdvil, provocando ensanchamiento -
del pico, en ¢l lado contrario si es bastante ripido, las moléculas no alcanzan
a interactuar con los sitios de accién de la fase estacionaria, por lo tanto, -
la separacién se afecta notablemente.

Podemos establecer la velocidad de flujo en base a la longitud de la columna y
al tiempo de retencidn de un compuesto noretenido (frente del solvente) de - -
acuerdo a la ecuacidn siguiente: '

u= 5L/ ty

La velogidad de flujo afecta la eficiencia de la columna, a mayores velocidades
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de flujo, la eficiencia de la columna disminuye; este efecto podemos cobservarlo
en las llamadas curves de Van Deemter que implican la velocidad de flujo y la -
altura de un plato tedrico HETP, figura 2.1.

Figura 2.1.- Curva de van Deemter

()

T v — v ~— m/seg
velocidad (u)

En la curva podemos oservar que existe una velocidad de flujo en donde se obtie-
ne una alta eficiencia de la columna, con HETP de 0.5 - 1.0mm. En la actualidad
el desarrollo de empaques a base de pequefias particulas y de porosidad controla-
da puede Favorecer la eficiencia de la columa a altas velocidades.

En cromatografia liquida, lameta a sequir es la separacién adecuada de una mez--

cla de componentes o resolucién Ry, 1a cual se define como la distancia entre los

dos centros de las bandas dividida por el promedio de la anchura de 1la banda.
(tp ~ty)

(1/2) (tug + twyp)

donde tp y t) son los tiempos de retencién del componente 1y 2; y tw) y twy -

son el ancho de la banda.

Cuando Ry es igual a 1, las dos bandas conrazonablemente separadas; para valo--
res mayores a 1, la separacién es total y para menores de 1, la separacion es -
pobre.
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En condiciones experimentales, la resolucién se ve afectada por parimetros coms
k' ¥ N (nimero de platos tedricos). .

En la siguiente ecuacidén se involucran parimetros experimentales, ademis de los
ya mencionados tal como «¢ factor de separacién. Todos estos parimetros son inde
pendientes y podemos optimizar uno antes de continuar con los demis;

Rg = (1/4) (¢ - 1} ¥'N (k' / k' +1)

Bl factor de separacién o< varia por cambios en la composicidon de lafase movii

y de la fase estacionaria; la eficiencia de la separacién representada como N, -
varfa con cambios en la longitud de la columna o velocidad del soivente y el tér
mino (k* / k' + 1) , factor de capacidad, varia por cambios en la fuerza del sol
vente, la disponibilidad de 1a fase mdvil para proveer valores grandes o pegue——
fios de k' para una muestra dada.



2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El cloruro de benzalconio estd presente en la pomada de acetato de hidrocortiso-
na {producto fabricado por la Bpresa) en una ccncel:ﬂ:taclén de 5 m3 por 100 g de
pomada; ésta cantidad esta en contacto con los excipientes y demis principios ac
tivos de la pomada. Esta concentracién no permite hacer un anilisis de este - -
principio activo por métodeas volumétricos como el de la USP XXI que involucra -
una valoracién con yodato de potasio.

La presencia de los otros componentes en la pomada impusibilita el uso de este -
método debido al alto contenido de elios y a la baja concentracién del clorurc -

de benzalconio pr Las inter ias de los excipientes no hacen posible”
el uso de métodos directos de andlisis para el principio activo problema.

Los métodos existentes por CLAP ofrecen 1a limpiezd de 1a muestra de los compo--
nentes que afectan a un cierto compuesto de interés, es decir, hacen una separa-
cién de los componentes de una mezcla y permiten identificar y cuantificar cada’
componente. Sin embargo, estos métodos ya existentes son aplicables para formas
farmacéuticas liquidas como una solucién oftilmica o en una solucién donde el -
cloruro de benzalconio estd disuelto junto con otro tipo de constituyentes.

La existencia de grandes cantidades de excipientes provoca un enmascaramiento -
del cloruro de benzalconio debido a subaja concentracidn, de esto podemos dedu--
cir que no es posible aplicar un método de valoracién directo y que es necesario
hacer una limpleza de muestra, esto es, hacer una separacién de nuestro princi--
plo activo de todas las posibles interferencias que tenga.

No se ha reportado un método de separacién del cloruro de benzalconio de una for
ma farmacéutica semisélida, por lo que ¢l problema a resolver es separar el clo-
ruro de benzalconio de los compoentes de la pomada pero teniendo en cuenta cque -
no solo la separacidn es necesaria sino que hay que implementar un andlisis ca--
paz de detectar esa minima cantidad existente del principio activo. La CLAP es
un método capaz de detectar minimas cantidades de una sustancia, pero también és
ta técnica tiene limitaciones come el que no acepta una mezcla compleja de compe
nentes como los de una pomada, sino que es necesario hacer un tratamiento previo
antes de emplear CLAP. En resimen, se requiere de una limpieza de muestra y un
posterior andlisis cuantitativo del cloruro de benzalconio por CLAP.
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OBRJETIVOS EXPERIMENTALES

Implementar un método de extraccidn para separar el cloruro de benzalconio
de los contituyentes de la pomada.

Desarrollar un método de andlisis por Cromatografia de Liquidos de Alta Pre
sidn del cloruro de benzalconio extraido de los componentes de la pomada.

Validar el método de apdlisis para determinar cloruro de benzalconio en la
pomada problema.
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4. HIPOTESIS

Los « de 1la g ser separados por una cromatografia en co--

lumna de acuerdo a sus afinidades con la fase mbvil y a la fase estacionaria. -
_ Asi, en un andlisis ¢ rafico por CLAP, es posible identificar
ycuantifirar al cloruro de benzalconio en las concentraciones existentes en la -

pomada .




- 44 -

CAPITULOC TERCERO

DESARROLLO EXPERIMENTAL

1. CONSIDERACIONES PREVIAS.

a}  Propiedades Farmacoldgicas del Cloruro de Benzalconio.

los compuestos de amonio cuaternario sa2 emplean mucho en la industria y en el -
hogar como agentes detergentes y emulsionantes. Los agentes de accidén superfi-
cial como el cloruro de benzalconio son bactericidas en bajas concentraciones -
in vitro: son activos para gran variedad de microorganismos grampositivos y - -
grammegatives. Algunas bacterias como Pseudomona cepacla son resistentes y se
han producido epidemias por el uso de instrumentos que supuestamente se esteri-
lizaron con compuestos de amonio cuaternario. El Mycobacterium tuberculosis es
también relativamente resistente, Muchos hongos y virus son susceptibles., EL
etanol aumenta la actividad germicida, de modo que las tinturas son mis efecti-
vas que las soluciones acuosas.

Los agentes anidnicos de actividad superficial antagonizan el efecto de los - -
agentes catidénicos (cloruro de benzalconic). Asi es que dentro de ciertos limi
tes de tiempo, las acciones bacteriostiticas de los compuestos catidnicos pue--
den revertirse con jabones y otros agentes anibnicos. La actividad germicida -
se reduce también con materia orgénica y otras sustancias reactivas; tales mate

rias son por ejemplo el algoddn, la goma (cauche) y otros mateciales porosos.
Esta adsorcién la cc

acién efectiva del agente y por lo tanto su -
eficiencia germicida.

Los antisépticos de amonio cuaternario son relativamente no irritantes para los
tejidos en concentraciones efectivas. Humedecen Y penetran la superficie de -
1os tejidos y poseen acciones detergentes, queratoliticas y emulsionantes.  Su
toxicidad sistémica es relativamente baja, pero' se han producido envenenamien--
tos por ingestion orai.

Su actividad es antagonizada por jabones, constituyentes tisulares y pus. Ade-
mis, cuando se aplican sobre la piel tienden a formar una pelicula por debajo -
de la cual las bacterias pueden sequir viables: la superficie interna de la pe-
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l1icula tiene poco poder bactericida'y la superficie externa tiene fuerte poder
bactericida. El cloruro de benzalconio no mata esporas, su accidn es bastante
lenta comparada con la del iodo. Una solucién al 0.1 % de cloruro de benzalco-
nio aplicada sobre la piel requiere unos 7 minutos para disminuir la poblacién
bacteriana en solo 50 %, la tintura al 0.1 % tiene accidn mis lenta que el eta-
nol al 70 %.

Los agentes tenscactivos catidnicos interactlan con la queratina y causan dafios
epidémicbs, aunque los mismoS SOn menores excepto durante el uso continuo. En

Gltimo término éstas drogas r s alérgicas ocasionales con

el uso crénico, como ocurre con algunas preparaciones desodorantes y lavapafia——
les que pueden causar necrosis cutédnea.

Mecanismos de Accidn.

Los agenes de amonio cuaternaric son detergentes y agentes de saneamiento. En
medicina se han usado como antisépticos para la piel, los tejidos y las mucosas
y como desinfectante de materiales médicos y quirtrgicos.

Los detergentes son bactericidas porque destruyen la integridad de la membrana
celular, precipitando o desnaturalizando las proteinas y rim\piendo”las interac-
ciones de los lipidos de la membrana bactoriana.

Resumiendo, la accidén de estos agentes de tensidn superficial es solamente so--
bre 1a superficie de 1la membrana bacteriana. Por ejemplo, los compuastos de -~
amonio cuaternaric pueden mezclarse con detergentes no idénicos que tienen buena
aceidn solubilizante para proporcionar unagente de limpieza antibacteriano, eli
minando por accién mecénica a las bacterlas.

Usos y Preparados.

Se usan como desisnfectantes para esterilizar instrumentos y otros materiales ’
como torundas de algoddn y guantes de goma. Sin embargo, la piel, los guantes
de goma, las esponjas quirQrgicas de diversos materiales, los endoscopios y -
los objetos de polictileno o polipropileno absorben a los antisépticos de amo-—
nio cuaternario en tal grado que la concentracidn de la solucién puede reducir-
se apreciablemente.
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Colirios con 5 mg de cloruro de benzalceonic por 100 mi de solucién.

Pomadas con 0.005 ~ 0.010 g de ciorurc de benzalconio por cada 100 g.

Ovulos con 7 mg de cloruro de benzalconio por cada 100 g.

Soluciones con 0.05 mg, tinturas y vaporizadores con 0.133 % de antiséptico y -

soluciones para limpieza de lentes de contacto con un contenido de 0.004 g de -~
clorurc de benzalconio por cada 100 mi de solucién.

b) Propiedades Fisicas del Cloruro de Benzalconio.

ES uh polvo amorfo blancoe o de color amarillesto.
§a amarillenta o blanca.
colora o amarilla palido.

Puede ser una masa gelatino
Es de sabor amargo, una solucidn en agua es clara, in
las soluciones acuosas son ligeramente alcalinas a1 -
papel litmus y hacen espum2 cusndo se agitan. Es de olor aromatico, su coefi--
ciente de fenol es de 429 para Eberthella tiphosa a 37° ¢, para Staphylococqus
aurcus es de 407. Para su solubilidad ver la tablh TII.1.

Tabla IIT.1l.~ Solubilidad del cloruro de benzalconio

Solvente Solubilidad
Agua my soluble?
Acetonitrile muy soluble?
Etanol muy soluble?
Metanol myy soluble®
Acetona miy solubled
Cloroformo muy solubled
Glicerina muy solubled
Eter poce solublebsl:2
Benceno ligeramente®
Hexano insoluble®

una parte en una parte de solvente o menos.

una parte en 100 partes de solvente: USP XXI

una parte en 100-1000 partes de solvente

una parte cn mds de 10000 partes de solvente
practicamente insoluble: Farmacopea Martindale 1977
insoluble: Farmacopoa Francesa 1965.

N =0 DT
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El cloruro de benzalconio es una mezela de alquilbenzildimetilamonio cloruros -
e férmula general (CgHs-CH-N{CH3)zR)CL, donde R es usualmente n-CjpHps, - -

n-Ci4Hz9. n-CigH3z.
Peso molecular promedio 360
c} Propiedades Quimicasdol Cloruro de Benzalconio.

Los compuestos de amonio cuaternario constituyen un grupo de aminas que pueden
considerarse derivadas del cloruro de amonio en cl cual diversos radicales sus-
De ordinario, uno es una cadena alquilica de Cg a

tituyen a los hidrdgenos.
Cjig. los demis son grupos alquilicos mis cortos, grupos fenilicos, etc.

El cloruro de benzalconio pertenece al grupo de sustancias detergentes tensocac-
tivas. Pel tipo catidnicas. Ver figura 3.1

CHy + donde R representa una mez-
@>~CHz-N-R cla de alquilos de CgHj7 a
cHy | C1- CygH37. Los homdlogos - =

Ci2Hzs, CiqH2g9 ¥ C16H33 Son
los gue estdn en mayor pro-

proporcidn.
Figura 3.1.- Estructura del Clorure de Benzalconio y los homdlogos mds coamnes.

Es incompatible con los detergentes anidnices y compatible con los no idnicos.
Su accidén es debida al grupo de amonio cuaternario.

Espectro de absorcidén al ultravioleta.

El cloruro de benzalconio exhibe en agua los siguientes picos miximos y minimos:
miximo a cerca de 250 am, 256 nm, 262 nm, 210 nm".
minimos a 232 nm, 259 nm, 266 nm. ’

En acetonitrilo grado HPLC: miximo de interés 262 nn? y 210 nm°.
minimos no se inaron, apraximadi los mig

mos que en agua?.

a- datos experimentales.
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Fase mbvil (ver método analitico), méximo de interés 210 nm® (bibliografia - -
8-16, 20-26,27,39 y 41).
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2. ANTECEDENTES EXPERIMENTALES.

En la formulacién de la pomada se observa {ver Anexo 1) que el clorurc de benzal
conio se a | en muy pequefia cantidad: 5 mg/100 g de pomada y que
existen muchos excipientes que estén en muy altas cantidades. Debido a ésta si

tuacidén fué necesario hacer una limpieza de muestra.

Las cantidades present,es'de los excipientes interfieren con la deteccibn del -
cloruro de benzalconio, ademas de que existen otros brincipios activos en la po-
mada que enmascaran a nuestro principio activo de interds, debido a que también

se an en altas ec aciones con r ecto al clorure de benzaleonio.

Los métodos reportados (21 y 27), son dtiles para cuando éste principio activo

8se encuentra como:

-~ principio activo solo

- en concentraciones mayores de 200 mgy

- en formulaciones donde el cloruro de benzalconio estda en solucidn (oftdimico)
a concentraciones de 0.004 %.

Estos métodos reportan buenos resultados en sus problemas pero al tratar de apli
carlos a nhuestro problema, ninguno resultaba satisfactorio.

La necesidad de llevar a cabo una limpieza de muestra y debido a que el método
de extraccidn reportade se aplicd pero no did resultados satisfactorios, se de-
termind hacer entonces una cromatografia de adsorcién en columa por flujo de -
gravedad.

El adsorbente que se eligidé fu@ éxido de aluminio. Esta allmina reunia varias -
caracteristicas que la hicieron Gtil a nuestros propbsitos:
a) Su peder adsorbente es mayor que el de la.silica gel.
b) Es apropiada para adsorber compuestos muy polarcs como los polietilenglico
les presentes en nuestra pomada.
©) Estaba disponible para uso en cromatografia de columna. Debicdo a su tama-
fio de particula impedia que sa obtuvieran columnas empacadas muy compactas
vy que hicieran dificil el flujo através de ellas. En cambio, la silica -
gel estaba disponible para uso en OCF y presentaba un tamafio de particula
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muy pequefio que hacia que se produjera un flujo demasiado lento.

d) La aldmina puede variar su poder adsorbente dependiendo de su activacién -
con la temperatura.

e) Es de ficil manejo para empacar columnas de adsorcidn.

f) Es muy estable, comparada con la estabilidad de la silica gel que puede ac
tuar como intercambiadora de iones dependiendo del pH.

g) Se requeria de una cromatografia en columna que ocupara poco tiempo de ani
lisis y que, en cambio, en una columna de particién, el tiempo y los pro--
blemas técnicos impedian su uso.

h) Se disponia en cantidades suficientes en el laboratorio de control de cali
1idad para llevar a cabo los experimentos necesarios.

En base a todas las caracteristicas anteriores, se empacaron columas de dxido
de aluminio. Esta alimina se activd por 2 horas a 110°C, ésto con el f£in de -
eliminar la posibkle humedad que tuviera y de aumentar su poder adsorbente. E1
tiempo elegido para su activacién fué al azar.

las fases mdviles sc eligieron de acuerdo a su polarjdad: fases mGviles altamen
te polares como el agua o los alccholes tienen gran afinidad por los sitios ac-
tives de la aliimina, causando que sean retenidos y por ende que no fluyan o que
lo hagan a muy bajas velocidades de flujo. Esto aplicadoa nuastro problema no

era conveniente.

Por otro lado, las fases miviles no polares como el hexano, arrastrarian rapida
mante los componentes de la d. Los t polares de la pomada como

son los polietilenglicoles, tienan gran afinidad por los sitios activos de la -
altmina, entonces se requeria de una fase mivil que arrastrara a estos componen
tes de tal manera que los fuera separando del cloruro de benzalconio y que a la

vez no los retuviera demasiado tiempo.

Cabe mencionar que la separacién del principio activo de los demis compuestas --
se hizo epfocéndos2 a eliminar los excipientes que estaban en gran cantidad co-
mo los polietilenglicoles 'y las vaselinas. Esta manera de atacar el problema —
se hizo debido a que la proporcidn de estos dos ‘componentes es muy alta con res
pecto al cloruro de benzalconio, 79 % y 0.005 %, respectivamente.

Come se trataba de separar al clorure de benzalconio para permitir un anilisis
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Las primeros ensayos se hicieron exclusivamente con estandar.

Sc pasaron cantidades apropiadas de estindar de principio activo através de la
columna, se eluyd con cloroformo y se fueron obteniendo fracciones de 10 ml de
disolvente que salfa por la columma. Todo el seguimiento de la identificacién
del clorurc de benzalconio en los eluatos de realizd por lectura de las solucig

nes al espectro a una longitud de onda de 262 nm.

La lectura al espectro era Solo una forma de sequir g]. desarrollo da la separa-
cién del cloruro de benzalconio, es decir, para ver si era retenido o eluido de
la columa. Como el espectro de un compuesto permite leer a varias longitudes
de onda aungue no sean picos miximos o minimos y solo esta sujeto a la resolu--
cibdn que se tenga en el cromatdgrafo, entonces se aprovechd de esta situacidn -
para leer a 262 nm y no en Su otro maximo a 210 nm, figura 3.2.

p

Absorbancia

240ng,.— !ZBOnm R

. —— A

Figura 3.2.- Espectro UV del cloruro de benzalconio en etanok. Espectro corri-
do de 280-240 nm, existe otro miximo a 210 nm que no se indica = -

aqui. A cualquier l de este rango existe absorcidn del Cleruro de

benzalconio.
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Tos resultados de estas primeras experiencias fueron muy favorables debido a -
que se observd que el cloruro de benzalconio era retenido en la columna y no se
eluia con cloroformo a volumenes de 100 ml. Todas las lecturas de las fraccio-
nes de cloroformo daban identidad negativa. ’

Ahora era necesario eluir el principio active de la columna y se usd un solven-
te con mayor fuerza que el cloroformo. El etanol es el solvente que permite -
leer a longitudes de onda de hasta 210 nm, ademds de que no se reticne en la co
lumna tan fuerte como el metanol o el agua y debido a criterios de usar solven-
tes baratos y facilmente disponibles, se optd éste.’

A la columna anterior que tiene retenido al principio activo, se adicioné eta—-
nol y se fueron recolectando fracciones de 10 ml. Con volumenes de 20, 30 y 40
ml se obtuvo identidad positiva del cloruro de benzalconio, ver figura 3.3.

Mas alla de 40 ml de etanol se obtuvieron trazas del principic activo y con un
volamen de elucidn de S0 ml ya no se apreciaba la presencia del activo.

Cabke lind:lcar que el seguimiento del cloruro de benzalconio se hizo solamente de
forma cualitativa ya que se estaba manejando solo estindar para encontrar a los
solventes que nos servirian paraseparar al cloruro de benzalconio, “ademds, las
concentraciones de estindar que se estaban aplicando no eran las reales puasto
que se realizaba el seqguimiento por espectro.y no por HPLC. Una vez que se en-
contrd el sistema de solventes se aplicd a un problema con pomada.

Las concentraciones existentes en la pomada no permitian por si solas 1leer al -
espectro ya que eran muy bajas.

De acuerdo a 1o antes expuesto, se obtuvieron los sigulentes resultados:

Al lavar con cloroformo, el principio activo es retenido pero al eluir con eta-
- nol era expulsado de la columna.

Estos resultados permitieron probar el método con las siguientes mezclas de -
componentes de la pomada:

a} Polietilenglicoles + esténdar.
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b} Polietilenglicoles + vaselinas + estandar.
c) Polietilenglicoles + vaselinas + sblidos + estandar.

1las cantidades de estos campuestos se manejaron para mucstras de 3g de pomada,
(con un equivalente de 150 microgramos de principio activo en la pomada).

Es muy importante indicar que las concentraciones de estindar leidas en el es--
pectro son mayores de 100 microgramos/ml, éstas concentraciones dan lecturas -
de absorbancia de 0.1. Estas concentraciones estan muy por arriba de la que -
puede detectar el cromatdgrafo, pero se hizo esto solo para visualizar la pre--
sencia del activo en las fracciones recolectadas.

Mis adelante se hablara de las concentraciones minimas que detecta el cromatd--

grafo.

Presencia del Cloruro de Benzalconio

|
8
.
2

40 ml

Figura 3.3.~ La elucidén ¢on etanol arrastra al principio activo a los 10 mlL y -
mis alli de 50 ml solo hay trazas.
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Las mezclas que se prepararon se trataron de igual forma que ol estdndar y los
resultados fueron similares, Figura 3.4.

E Muestra

Mezcla de excipilen
tes y elucidn con
etanol

% -
:‘ ’
«— estindar

40 mi

Interferencia

Linea base

i

Figura 3.5. Espectros UV de una muestra
de pomada y estandar. Observe la inter-
benzalconio. Observe las trazas de ferencia en la muestra, la linea basc es
p.a. después de 40 ml de etanol, ob. '@ muy arriba de la 1inea hase del estan

serve también la interferencia, la - 9ar-
linea base estd arriba.

Figura 3.4. Flucidn de una muestra
de excipientes con St de cloruro de

En la (itima mezcla () se tiepen casi todos los constituyentes de la pomada. —
Se observd que a medida que se aumentaban ‘los componentes, habia interferencia
en el espectro, figura 3.4. Finalmente se probd una muestra de placebo cargado
a una concentracién tal que se pudiera leer al espectro (alrededor de 100 may/ml).
Los lavados de cloroformo no se clhiecaron al espectro porque salian muy turbios.
Los eluatos de etanol después de 20 ml y hasta 50 mi dieron identidad positiva
para el cloruro de benzalconio, figura 3.5, pero con interferencia.

Se deduce que la columna de Oxide de alumlr;io elimina gran parte de los compo——
nentes de la pomada quz interfieren con el principio activo. En base a osto, -
el método da limpieza de muestra did resultados satisfactorios y con @l cromatd
grafo el método de andlisis estaka preparado, claro estd, que a las concentracio

nes reales de laipomada.
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Todas las condiciones del cromatégrafo de liquidos empleadas para analisis del
cloruro de benzalconio estan basadas en una técnica analitica que se usa para -
valeorar este mismo principio active pero en otra forma farmacéutica fabricada -
en la empresa.

Se modificé la composicién de la fase mdvil y la velocidad de flujo, ver método
analitico de valoracién, pagina 66.

El cloruro de benzalconio como ya se indicé (ver propiedades fisicas y quimicas)
es una mezcla de componentes con cadenas alquilicas de Cjg a C15. Los homdlo--
gos de cadena C13, C14 ¥ Cj¢ estén en mayor -proporcién de acuerdo con los ante-
cedentes (ver métodos existentes para valorar cloruro de benzalconio) y la téc-
nica que se disponia, pero para otra forma farmacéutica, los homdlojos GeCyp ¥
Cj4 solo aparecian en nuestros cromatogramas, por 1o tanto, la suma de estos -
dos picos se considerd como del 100 % de principio active.

La identidad de estos homdlogos no se verificd de acuerde a la cantidad presen-
te en el estandar, es decir, los homdloges gue estén en mayor proporcidn (ver -
discusién de los resultados, pagina 70) representan el primer pico mas grande -
en el cromatograma seguldo del homélogc; de menor proporcién con el pico de me--
nos tamafio y asi sucesivamente.

La composicién de la fase mdvil se cambib, debido a que cuando se aplicaba la
fase movil ya reportada se obtuvieron problernaé. La fase mévil contenia aceto-
nitrilo y agua ajustade a pH 3-4. Como ya se indicd en otras sccciones, en una
cromatografia de fase inversa, la polaridad de los solventes juega un papel con
trario al de una fase normal. El agua que es mis polar que el acetonitrilo re--
tiene mds fuertemente a 1os componentes polares, en cambio, el acetonitrile los
cluye mis ripidamente de la columna.

Esto se observé cuando se probd la fase mGvil ya existente. Se cluian muy rapi
do y se juntaban los picos de impurezas con los de interés. Se redujo la con--
centracién de acetonitrilo para permitir que los picos se separaran (ver figura
3.6).

Las proporciones de los solventes en la fase mdvil se ajustaron a nuestro pro--
blema y asi se obtuvo la fase mdvil que se reporta en el método de valoracién ~
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La velocidad de £lujo fué inicialmente de 2.5 mi/min. En la teoria de la croma
tografia se explica que una velocidad de flujo alta, trac como consecuencia una
baja eficiencia de 1a columna, asi que se redujo 1a velocidad de flujoa2ml/min.
para aumentar un poco la eficiencia de 1a columna, a pesar de que el tiempo de -

anilisis se aumentd ligeramente. EI tiempo de andlisis para la salida de los

picos de interés es menor a ios 10 minutos.

Experimentalmente se realizd la verificacién del mi’xximo a 210 nm del clorura de
benzalconio, esta verificacién se realizd efectuando barridos en la regién del
espectro UV de cada uno de los sclvantes que acompafia la faso nl&vil:.agua, accto
nitrilo, agua-acetonitrilo y fase movil a pH = 3-4 y de una solucidn de cloruro
de benzalconioon fase mdvil. A 210 nm se obtuvo un pico que corresponde al clg
rurc de benzalconio en la-fase mdvil y en los demis solventes no se obtuvo nin—-
gun cspectro, solo una linea base completamente horizontal.

La eleccién de 210 nm se debe a que el cooficiente de extincién es mayor que a
otras longitudes de onda.

(A) (B)

1.93
3

Figura 3.6.- En (A) se obServa la resolucidn de los picos del clorure de benzal
conio con una fasc movil de 90% de cetonitrilo y 10% de agqua y en
(BY con 80% de acotonitrilo y 20% de agua. Ver owplicacidn en el
texto.



En el cromatdgrafo de liquidos también sa corrié un blanco empleando solamente
fase mbvil. 1la comprobacién al cromatégrafo de gue 210 nm daba la mixima res--
puesta, se realizd con estindar de cloruro de benzalconio. Se comprobd que a -
esa longitud de onda se obtenfan 1os picos mis grandes gue a cualquier otra lon
gitud de onda diferente,ver figuras 3.7 y 3.8.

Para calcular la minima cantidad detectable de cloruro de benzalconio en el -
cromatdgrafo, se hicieron corridas de estandar a diferentes concentraciones, es
decir, se desarrolld una linealidad para conocer los rangos de concentracién -
que dan respucstas minimas y mfcimas aceptables.

Se encontrd un ranyo de 6-25 mcg/mi, ver figqura 3.9.

En base a esta concentracidén se dobianajustar nuestros problemas. Poro hay gue
tomar en cuenta que para propdsitos de control de calidad, se estableca un 1imi
te de valoracién para cualquicerprincipio activo.

En este caso, se establecid un % dopureza de 90-110%. De acuerdo con esto y -
con la facilidad de manajar pequefias muestras en el cromtégrafo, ademis de to-
do 1o que inveolucra el manejo de pequefias muestras, se ostablecid el tamafio de
muestra de 3y de pomada equivalente a 15O0microgramos de cloruro de benzaleconio.

Ya establecido el tamaflo de muestra para los-'andlisis posteriores, se prosiquié
a ajustar nuestro método de limpieza de muestra a esta cantidad de potada.

La concentraciénfinal del activo en la solucién final para inyectar al cromatd-
grafo fué de 18 mcg/mi.

En la figura se observan algunos cromatogramas obtenidos con muestras d2 pomada.
Mocanismos de separacidn:

a) BEn la columa de adsorcién.
b) En. el cromatdgrafo de liguidos.




Figura 3.7.- Cromatogramas obtenidos en corridas de clorure de benzalconic
estandar a ¢os longitudes de onda diferentes. En (A) a 263 nm, en {B) a -~
210 nm. En estas dos ‘A existen miximos del principio activo. Observe la
ausencia de plcos a 263 nm. Condiciones: fase movil 80% acetonitrilo y 20%
ayua, pH = 3-~4, velocidad de flujo 2 mi/min.

210 nm

FM: CHyCN 80%

H20 20%
pH = 3-4
262 nm

e
260 rm 280 nm

Figura 3.8.- Espectro UV del -
cloruro de benzalconio. A - -
262 nm y 210 nm estan 10s mayo-
res picos.
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6 mep/ml

Cromatogramas obtenidos al correr una curva
El rango esta ajustado para la cantidad de pomada a utilizar en el andlisis.

Figura 3.9.-
Condiciones: fase movil 80% acetonitrilo, 20% agua,

podemos utilizar.
identidad de cada pico en base al tiempo de retencién.

210 nm, velocidad de £lujo 2 mi/min, tiempo de retencién 5.2 y 6.2 min.
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3. - MECANISMO DE SEPARACION EN LA COLUMNA DE ADSORCION.

La estructura del clorurc di henzalconio posce un centro hidrofilico respresen-
tado por el amonio cuatarpario y un centro lipofilico representado por las cade
nas alquilicas de Cjp - C1g, de acuerdo con la figura 3.10

N
<&>-CHa-N-

CH3

AAASAAA, @
cadenas alquilicas

fraccién no polar

i
|
|
1
!
2 )
fraceién polar )

!
Figura 3.1C0. Fracciones polares y no polares de la
molécula de clorurc de benzalconio

La superficic de la alimina tiene sitios activos polares, estos sitios tienen -
gran afinidad por sustancias polares como 1los polietilenglicoles y ©1 propilen-
glicol presentes en la pomada. En cambio, con las vaselinas estos sitios pola-
res no ticnen afinidad por estos compuestos.

En el caso del cloruro de benzalconio, la polaridad de esta molécula es gquizd -
menos qua la de 1os compuestos con grupos OH cue tienen los polictilenglicoles
'y el propilenglicol, debido a esto los componentes anteriores son mis fuertemen
te retenidos por la supeficie polar del Oxido de aluminjo.

Ahora, la fase mdvil tiene un papel muy importante en "la separacién; el cloro—
formo que es 2l solvente que primero se usa, arrastra a todos aguellos compues-
tos que no sufren adsorcidn por la superficie del empaque. Tales compuestos -
son las vaselinas y componentes similares. Por otro lado, este solvante no es

lo suficientemente polar como para ser rotenido por los sitios activos de 1la -
alfmina, en cambio como ya se dijo, los polietilenglicoles y similares son ad——
sorbidos pero también son solubles on la fase mbvil, siendo arrastrados a menor

veloacidad.

De acucrdo a. esto, cl orden da elucidn es: los menos polares primero Y ensegui-

¢alos de polaridad creciente o los que estan menos fuzrtemente acsorbidos.
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En el caso del eloruro de benzaleonio es posible que se haya retenido en la su-
perficie del empaque o que Se este eluyendo mis lentamente; 1a adsorcifn de 1la
molécula al empaque Se debe a una atraccién del empaque con la carga positiva -
de la molécula del cloruro de benzalconio.

Esta interaccién no es rota por la fuerza del solvente (PE = 0.40), en cambio,
cuando se utiliza un solvente con mis fuzrza como el etanol (OF = 0.88) {ver -
tabla I.2) esta interaccidn serd superada y el cloruro dea benzalconio seri -~ -
arrastrado cuando se eluye con etanol.

Los demis cor teg de la que no se arrastraren con el cloroformo,es -
posible que se hayan eluido con etanol y aguellos que no lo hicieron se queda--
ron retenidos en la columa, como en el caso de un principio activo que did una
coloracién amarilla a la alfmina y que se adsorbié fuertemente (cl esculdsido) .

No se establecid la identificacién de los componentes que se retuvieron o que -—
fueron cluidos {diferentes al cloruro de benzalconio) debido a que no estan den—
tro de ios objetivos del presente trabajo de Tésis.
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4. MECANISMO DE SEPARACION EN LA COLUMNA DEL CROMATOGRAFO

En esta etapa del anilisis del clorurc de benzalconio, el paso de ésta molécula
através de la columna (Bondapack Cjg) sufre un proceso de interaccién de su ca-
tién con un contraién negativo presente en la fase mévil. El contraién negati-
vo es el i6n P04'3 del Acido fosférico. Al pH dcido de 1a fase mévil (pH 3-4)

el cloruro de benzalconio est& completamente ionizado exponiendo su carga (+) -
que es atralda por la carga (-} del ién PO4~3, ésta atraccién produce una molé-
cula neutra que sufre particién en la columna de fase inversa. Este tipo de -

cromatografia se llama cromatografia de par-idnico.

El proceso de particidén se lleva a cabo entre la fase estacionaria, la porcidn
no polar del complejo neutro es decir, las cadenas alquilicas del clorurc de -
benzalconio y la fase movil.

La Gnica funcién del contraidn es neutralizar la carga catiénica del cloruro de
benzalconio y permitir el proceso de particidn. EL agua favorece la ionizacién

de la molécula y del dcido fosférico.

El acetonitrilo es el disolvente qua controla el proceso de particidén del com--
plejo.

Este mecanismo puede ser representado como sigue:

oy
)

&-Ciizg-N Brran + |superricie ¢yg|———+
A

cH3 R=cadena alquilica

no polar
CH3 CHy
N % .
CH3- N® +  contraién del CH3 o
dcido fosfdrico ————» CH3=- N
particién %e las cadenas proceso de neutraliza-
alquilicas, exponiendo el cidén de cargas. Conti

grupo polar de la molécu- nia la particién.

la
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Las cadenas alquilicas son 1las que se solubilizan en la fase estacionaria axpo-
niendo la carga positiva polar del cloruro de benzalconio para que pueda ser
neutralizada por la carga negativa del contraién.

12 concentracién de éste en la fase mdvil es de 0.004 M y es suministradc por -
el dcido fosférico al preparar la fase movil, la concentracién es suficiente pa

ra llevar a cabo el praceso de par-iénico con la molécula de cloruro de benzal—
<aonio.
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5. MATERIAL Y EQUIPOQ.
MATERIAL

6 vasog de precipitados de vidrie Pyrex de 100 ml,
2matraces volumétricos de 25 ml Pyrex.

2 pipetas graduadas de 10 ml Pyrex.

2 pipetas volumitricas de 15 ml Pyrex.

2 vasos de precipitados de vidrio Pyrex de 250 nt..
2 columnas para cromatografia de vidrio, de 42 <m % 1.4 cm de DI.
Papel filtro Watman # S1.

Portafiltros de plastico o acero inoxidable.
Membranas de 0.45 micras para solventes y para agua.
Papel pH indicador.

Filtro Millipore para filtracién de fases méviles.

REACTIVOS Y SOLVENTES

Acido fosférico para anilisis.
Acetronitrilo grado HPLC

Agua destilada.

Cloroformo para analisis.

Etanol para andlisis.

Oxido de aluminio para cromatografia.

REACTIVOS

Sistema cromatografico:

Detector de onda variable Perltin-Elmer LC-85 UV autocontrol.

Bomba Perkin-Elmer series 10 de 0.1-9,99 ml/min, con limite de. -
presidn de 6000 psi.

Integrador LC-100 Perkin-Elmer

Columna microBondapack Cjg de 10 mierones de particula y de 30 em
x 4.1 mm de DI. Perkin-Elmer.

Bafio de ultrasonido.
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6. METODO ANALITICO DE VALORACION DEL CLORURO DE BENZALCONIO.

Finalmente, el mé&todo para cuantificar cloruro de benzalconio en pomada queda -
como a continuacidén se expone:

Cada 100 gramos de pomada contienen 5 mg de cloruro de benzalconio.

Preparacién del esténdar:
Preparar una solucién de cloruro de benzalconio en cloroformo de alrededor de -
150 mog/ml conocidos exactamente.

Transferiri un ml de esta solucidn de estdndar en un vaso de precipitados de -
100 ml, adicicnar 20 ml de clororformo y calentar lentamente a ebullicién por -
2 minutos. Enfriar y filtrar directamente con ayuda de un portafiltros y de pa
pel filtro # 51 a un matraz volumétrico de 25 ml. Enjuagar el vaso de precipi-
tados con pequefias porciones de cloroformo y finalmente aforar a la marca con -
el mismo solvente.

Preparacidn de la muestra:

Pesar en un vaso de precipitados exactamente alrededor de 2.5 g de pomada, adi-
cicnar 20 ml de cloroformo, calentar lentamente a ebullicién en un'bafio de va--
por por 2 minutos. Cuidar que se mantenga el voldmen de la solucidn, adicionan
do si es necesario, mis cloroformo. Agitar esta solucidn al ultrasonido por -
1 minute, -‘enfriar y Eiltrar directamente con cuidado a un matraz volumétrico -
de 25 m)l, ayudarse de un portafiltros y de papel £iitro # 51.

Enjuagar el filtro con pequefias porcicones de cloroforme, adicicnando iros lava-—-
dos al matraz de 25 ml, finalmente aforar a la marca con Cloroformo.

Procedimientos
Temar 15 ml exactamente, de cada una de las soluciones estdndar y muestra y adl
cionarlos respectivamente en cada columna empacada en las mismas condiciones de

bxido de aluminio, (se puede usar una sola coluymna, ver nota (1).).

Abrir la llave de la columna y permitir que pase 1a solucidn hasta que el nivel

superior de la solucidn llegue a la cama de algodén. lavar con cloroformo en -
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porciones de 10 ml, dejando pasar cada porcidn hasta el nivel de la cama de al-
godén. Continuar lavando con cloroforme hasta recoger de 60 a 70 mlL de lavados
de cloroformo, asequrarse cque no quede cloroformo mis arriba del nivel de la ca
ma de algoddn, procurar que no se seque la columna.

Desechar los lavados de cloroformo y en.wnces eluir con etanol, adicionando por
ciones de etanol de 10 ml. Asegurarse que también el nivel del etanol llegue —
hasta el nivel del algoddn entre porcidén y porcién de etanol adicionada. Cuan-—
do se hayan recogide 30 ml de eluatos de etanol, agregar ctancl hasta llenar la
columna completamente, entonces recojer de 60 a 70 ml de eluatos de etanol, ver
nata (2).

Evaporar en un bafio de vapor ambas soluciones a sequedad, redisolver en 2 mi de
acetonitrilo HPLC, vaciarlos cuidadosamente a matraces velumitricos de 5 mi. -
Enjuagar cada vaso con 2 porciones de 1 ml cada una y vaciar los enjuagues a —
los matraces volumétricos, finalmente aforar a la marca con acstonitrilo. Fili-
trar ambas socluciones sobre membrana 0.45 micras e inyectar al cromatégrafo de
1iquidos.

Condiciones del cromatégrafo de liquidos:

Fase mdvil: 80 % de acetronitrilc grado HPLC.
20 % de= aqua destiiada.
ptl = 3-4 con dcido fosférico.

Colummasz microBondapack C1g, longitud 30 am % 4.1 mm de DI de 10 micro
nes de particula.

Longitud de

onda: 210 nm.
Velocidad
de flujo: 2 mi/min.

volimen de

inyeceién: 20 microlitros.
Temperatura: ambiente.
Sensibilidad:0.05 AUFS.

Fl cromatograma del cloruro de benzalconio es caracteristice por la aparicidn -
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de dos picos (los homblogos Cyz y Ci4), para el calculo ambos se suman tanto -
para el estindar como para el problema.

El cloruro de benzalconio qua se emplea para la fabricacién de la pomada debe -
' ser usado camo esténdar.

NOTAS:

(1) Preparacién de la columa de éxido de aluminio.
Pesar 12 g de 6xido de aluminio para cromatografia previamente activada a -
110 ¢ por 2 horas. Hacer una suspensidn en etanol y vaciarla a la columna
lavar la columna con cloroformo hasta eliminar todo el etanol, entonces co-
locar un poco de algoddn en la parte superior del empaque de 6xido de alumi
nio para evitar turbulencias. cuidar que la columna haya quadado bien empa
cada y que no se haya fraccionado ol empaque.

2

Después de cada muestra que se pase por la columna, se debe ragenerar la cg.
lumma, lavande con cloroformo hasta eliminar completamente el etanol.
Antes de pasar una muestra por la columna, &sta debe contener cloroformo -~

axclusivamente.
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CAPITULO CUARTO

1. RESULTADOS

Los resultados que a continuacién se exponen (tabla IV.l) se obtuvieron al apli
car el método anteriormente descrito sobre muestras de placebo cargado. Los ﬁ_]-._
timos seis datos son resultados del analista 2 que nos servirén para establecer
la reproducibilidad del método.

TABLA IV.1
CANTIDAD ADICIONADA| CANTIDAD RECUPERADA SUMA DE LOS % DE RECOBRO
(MICROGRAMOS) (MICROGRAMOS) 2 PICOS
(ALTURA)
159.11 154.68 112.7260 97.21
162.76 165.97 120.9563 101.97
162.90 161.15 98.93
159.36 162.73 121.6212 102.11
192.59 183.96 48.4056 95,52
166.41 163.44 92.9967 28.21
157.60 157,86 89.8252 100.17
162.35 170.28 41,9214 104.88
164.37 ’ 164.78 43,0211 100.25
165.41 159.28 41.1365 96.30
169.97 165.29 43.1404 97.25
171.88 170.79 47.8778 99.37
161.80 158.84 45.3076 98,17
162.52 158.57 44.4493 97.56

Enseguida se exponen algunos cromatogramas obtenidos en el andlisis de muestras

problema.
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2. DISCUSION DE LOS RESULTADOS

Las concentraciones presentes de cloruro de benzalconio en la pomada no permi--
ten la valoracidn de este principic active por algin método espectrofotométrico
o volumétrico, ademis de todos los comporentes que interfieren para su analisis.
El uso de una columna empacada con Oxide de aluminic permitid hacer una limpic-
za de muestra para eliminar los excipientes lipofilicos e hidrofilicos de la po
mada.

Las compuestos no polares son eliminados asi, por arrastre de la fase mdvil -
{cloroformo). Estos componentes,debido a su cardcter no polar, se solubilizan
en la fase movil y ademds no Son adsorbides por 'la superficie altamente polar -
e la alimina.

El caricter no polar do estos compuestos se debe a grupos alquilicos, como en -
el caso de leos petrolatos (vaselinas) que tienen largas cadenas da estos grupos
Yy que se solubilizan en solventes de mediana polaridad o no polares. La no re-
tencién de estos compuestos separa al clorure de benzalconio de estos excipien~
tes hidrdéfobos, climinando por lavado a compuestos similares como el colesterol.
La actividad polar del 6xido de aluminio adsorbid a los constituyeptes mis pola
res como los que tienen grupos OH, ésta atraccidn se rompid con el flujo de clo
roformo que disolvia a estos componentes y otros ¢qua no eran los suficientemen-
te adgorbidos.

El cloruro de benzalconio se retuvo fuertemente y la corriente no lo arrastrd a
pesar de ser soluble en cloroformo, como se obsarvé anteriormente.

La adicién de una solucidn de pomada en cloroformo a la columna “lavd" a nues--
tro principio activo de la mayor parte de los excipientes que conticne la Corma
farmactutica. BEn la pomada, 21 cloruro de benzalconio forma parte tan solo en
un 0.005 %, mientras qua los excipientes hidréfobos y los hidrofilicos de un 14
y 65 %, respectivamente.

Es obvio gue la concentracién tan baja pudiera sur enmascarada por tan grandes
cantidades de estos exciplentes, por 1o cue el m@todo de limpieza de la muestra
era un proceso fundamental para tener éxito en la identificacién y cuantifica--
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cidén de este antimierobiano.

La cromtografia de adsoreidn resultd ser apropiada para separar al cloruro de

benzaleonio, mientras cra retenido por la columna, el cloroformo “lavaba" a es-
ta sustancia de los demis componentes como €on los anestésicos, el esculdsido,

un tensoactivo y compuestos sdlidos que estan en porcientos relativamente altos
(alrededor dei 1 %).

De estos constituyentes no se analizd su proceso de separacidn, puesto que algu
nos eran insolubles como el talco ¥ un peco sclubles como el acetato de hidro-—-
cortizona, pero la separacidn de los componentes diferentes al cloruro de ben--
zalconio sigue un proceso muy similar de adsorcidn a lo antes expuesto.

cuando el cloruro de benzalconio se analizd por CLAP, se observd que todavia =~
existian impureczas, ya que so obtenian también picos diferentes a los de inte--
rés. Lla avaporacién a sequadad de la muestra para ser redisuelta en acetoni-—-
trilo arrastrd impurezas del propio solvente de elucién (etanol) y de trazas de
constituyentes de la formulacidén. A pesar de esto, la resolucidn fue buena, se
lograba separar tales impurezas en la columna Bondapack y ninguna impureza se -
interponia con el tiempo de retencidn del cloruro de benzalconio.

La mayor fucrza del etanol arrastrd al principio activo retenido inmediatamente
después de tener contacto con €1 y a un volumen de 50 ml todavia habia trazas -
de este compuesto, por 1o gque se decidid seguir eluyendo hasta 70 ml para asegu
rar que todo cl principio activo Fuera ecliminado de la columna.

El tiempo de andlisis para cada muetra fu@ de 8 minutos en el cromatdgrafo y de
1 a 2 horas de tratamiento previeo.

Come ya sc indicd, sélo 2 picos (cadenas de Cyz y Ciq) se identificaron y se es
tablecid que la suma de cstos picos fuera del 100 %; el pico mayor de los croma
togramas comprende a las cadenas alquilicas de 12 carbonos, seguido de las cade
nas con Cp. que corresponden al segundo pico (dqbido a que estan en mayor pro--
porcidn, ver propiedades quimicas).

La USP XXI reporta que la suma de los homolegos de Cj2 ¥y €14 comprenden no me--
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nos del 70 % del total de 1os cloruros de alguilbenzildimetilamonio totales.

La estimacién de solo dos homdlogos se considera del 70 % de la totalidad de he
mdlogos presentes. Una razdn para solo haber determinado dos hamdlogos es que

la minima cantidad detectable fue de 6 mcg/ml al maximo ajuste (setting) de -
sensibilidad. Y la cantidad final presente cn los andlisis fue de 18 mcg/ml, -
esto da tres veces mis la respuesta del cromatdSgrafo (ver figura 3.9). Como se
observa, el segundo pice tiene una altura apreciable a esa concentracidn y si ~
la disminuimos se aprecia todavia, pero para el homdlogo siguiente ésta respues
ta seria muy poca y casi no se observaria a nuestras 'concentraciones de trabajo.

En realidad si se observaba un tercer pico en los estandares, pero en los pro--—
blemas dekido a las impurezas afn presentes no se observaba a veces por lo que
solo se consideraron solo dos picos.

La cromatogratfa de par-idnico que se lleva a cabo en la columna del cromatdgra
fo, no requirid que el 16n couteridn tuviera cadenas alquilicas para que se 1lg
vara a cabo el proceso de particidn (como en el case del &cido heptano sulféni-
co que es un reactivo que se utiliza como formador de par-idnico para analizar
canpuestos catidnicos, en el cual la cadena de 7 carbonos es la que se orienta
en la columna de fase inversa) sino gue solo neutralizard la carga""ya que la me
lécula de clorure de benzalconio tiene cadenas lipofilicas que son las que su--
frirdn la particidén en la columna de fase inversa.

El porciento de recuperacién en el proceso de lavado y de andlisis por CLAP se
compard con un estdndar al que no se le hizo ningln tratamiento, obteniéndose -
que no hay pérdida durante el tratamiento de la muestra.

Para compensar cualquier pérdida durante el analisis, se establecid que el es-
tindar y el problema fueran tratados de igual forma.

Todo el desarrollo del métode analftico se corrid con lotes de pomada fabrica-—
dos a -escala piloto y de una concentracién exactamente conocida {placebo carga-
do), siguiendo el proceso de fabricacidn establecido a escala industrial por la
compafifa. Se sigquieron todos los procedimientos de fabricacidn para tener lo--
tes de pomada representativos.
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La finalida@ de usar este tipo de muestras era la de asegurar que teniamos la -
concentracidn exacta de cloruro de benzalconio indicada en el marbete y que se
eliminaran las posibles pérdidas de este active durante su fabricacién a escala

industrial.

Los resultados indicados en la tabila IV.1 reportan porcientos de recobro dentro
del 1imite inicialmente establecido para valoracién de este producto, que es =
del 90-110 % de contenido de cloruro de benzalconio.

En base a los resultados obtenideos (tabla IV.1) y analizandolos estadisticamen-
te, sc establece que el porciento de recobro experimental es de 99.875 % 2,5322%.

Una vez habiendo establecido el método, este fué validado, encontrando que es -
un método exacto, preciso y reproducible (ver anexo 2).
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CONCLUSIONES

Se establecid que una columna empacada con 6xido de aluminio activada a -
110 ©C por 2 horas elimina los excipientes hidrofilicos e hidréfobos en la ~

pomada .

Los disolventes empleados para cromatografiar 1a muestra problema en la ¢o--
lumna de alfimina Cueron etanol y cloroformo.

Las condiciones del cromatdgrafo de liquidos para el andlisis se establecie-
ron como sigue:
Fase movil: 80 % de acetonitrilo grado HPLC.
20 % de agua destilada.
Ajustar la fase mbovil a pll 3-4 con acido fosfoérico.
Columna: MicroBondpack C1g, con uma longitud de 30em x 4.1 mm de
didmeteo interno y de 10 micrones de tamafio de particula.
Longitud de onda: 210 nm.
Velocidad de flujo: 2 ml/min.
Volimen de inyec-

cion: 20 microlitros.
Temparaturas Ambiente.
Sensibilidad: 0.05 AUES

Dimensiones d= la

Columna de Oxido

de Aluminio: De vidrio Pyrex de 42 om x 1.4 ‘om de DI con 12 gramos de
6xido de aluminio activada. Velocidad de fiujo: abrir -
canpletamente 1a llave de paso.

El limite miximo de tamafio de la muestra para anilisic es de 3 g y el minimo
es de 1.5 g.

El volimen de retencidn en la columna de alimina es de 60 ml deetanol para -

el cloruro de benzalconio.

Para cuantificar al cloruro de benzalconio se consideraron dos picos solamen

te de C|2 ¥ Ci4.-
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4. PROPUESTAS Y RECOMENDACIONES

El éxido de aluminio que Se empled estd activado a 110 OC por 2 horas, estas -
condicivens se establecieron al azar, por 1o gue no Se conoce el comportamiento
de la alimina para con los componentes de la formulacién de la pomada en condi-
ciones diferentes a las establecidas aqui. Se propone variar estas condiciones
de activacién para conocer su comportamiento.

No se conoce el comportamiento de separacién de este principio activo con otros
solventes diferentes al cloroformo y al etanol en la columna de alimina, por -
lo que el método solo se disefid con estos solventes. El uso de otro tipo de -
solventes no garantizaria 1a separacién del cloruro de benzalconio. Se propohe
efectuar un estudio con solventas de polaridad semejantes a los usados acui, pa

ra conocer la separacidn del cloruro de benzalconio con diferentes solventes.

Euniste un método analitico reportado para el cloruro de benzalconio, el cual no
reporta para qué forma farmacéutica es aplicable, dicho método (ver bibliogra-—
fia 45) emplea cromatografia de par-iénico, usando reactive PIC B-7 (Cia Waters
Associates) con una fase mévil de metanol/agua S0/50.

_Este método se basa en el mismo fundamento que el método desarrollado en ésta -
Tésis, con las variantes de que emplea una fase mévil diferente y a otra longi-
tud de onda (254 nm). Se propone realizar un estudio para verificar la posible
éplicacién de este método a nuestro problema, con el £in de tener un método al-
ternativo para el ‘analisis del cloruro de Lenzalconio en la pomada.

Es recomendable que no se utilice mis de 3 i de pomada en un anaisis, se reco--
mienda que la cantidad 2 usarse este alrededor de 2.5 g.

Se recomienda que la columma empacada con Oxido de aluminio se utilice para 3 -
muestras solamente por columna y despuds volver a usar colurma nueva.
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El tiempo de andlisis para el tratamiento con 1a columna de &xido de alumi-—
nio es de 2 horas.

los tiempos de retencién para el cloruro de benzalconio fueron de alradedor
de 5 y 6 minutos para el primero y segundo picos, respectivamente.

Como estindar de comparacidén se empled 1a materia prima usada para la fabri-
cacidén de la pomada.

Los 1limites de valoracién se establecieron en 90-110 %.

El mitodo analitico es exacto y preciso con un porciento de rocobro experi--
mental de 99.875 ¥ 1 2.5322 %.

El tiempo de andlisis total fud de 3-4 horas.
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ANEXO 1
FORMULACION DE LA POMADA DE ACETATO DE HIDROCORTIZONA

PRINCIPIOS ACTIVOS:
Acetato de hidrocortizona
Cloruro de benzalconio ..

Anestésicos locales .

Esculocido ...cevaenn

EXCIPTENTES HIDROFILICOS:
Polietilenglicol 300 ...ceccvreemiianniaennias
Polietilenglicol 1500 ...cvcareccevnnncasssnsss 53.000 %
Polietilenglicol 4000 .....ccieciienaciinninnas
Propllenglical ............_.......’....‘...‘..... 12.000 %

EXCIPIENTES IDROFOBOS:
vaselina séiida ............000.

Vaselina 1liquida T 14.000 %

ColeStorol .eseesvescocaeiaaaide

OTROS EXCIPIENTES:
TAlCO tevevacrsacenanss

Tensoactivo

AQUA +aea..
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ANEXO 2
VALTIDACION DEL METODO ANALITICO

Exactitud del Método: Es el acercamiento de los datos obtenidos con respecto a
un valor tedrico establecido.

Datos de porciento de recobro:

07.21 % -
101.97 % Y = 99.875 %
98.93 % Desviacién estdndar (S) = T 3.029
102.11 % Desviacién estindar

<7 (DER) = 3.032
95.52 % relativa
98.21 % DER = —5- X 100
100.17 % Y
104.88 %

(F - 1000 (m)1/2 _
S .

7t" calculada; t = - 0.1167

"t de tablas t (n-1; 0.975) = 2.3646

Si "t“ calculada es mayor gue "t" de tablas, el método no es exacto.
Si "t" calculada es menor que "t" de tablas, el método es exacto.
- 0.1167 es menor que 2.3646
POR_LO TANTO EL METODO ES EXACTC

Intervalo de confianza para el % de recobro IC = 99.875 ¥ 2,5322 %
Repetibilidad del método de medicién REP = % 7.1623

Cuando se evalilan medidas efectvuadas sobre la misma muestra, por el mismo opera
dor y con &l mismo ogquipo, so habla de repetibilidad.

En este caso, el valor obtenide de % 7.1623 % indica que este porcentaje de me-
diciones no concuerdan o no estan dentro de la exactitud del método.

ESTA TESIS ‘l’% nERE
Sﬁ\.\ll 8t LA ai
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LINEALIDAD DEL SISTEMA DE MEDICION:

cantidad adicionada Propiedad medida
{mcg/ml ) {altura de los picos)
6.20 8.85
9.30 12.58
12.40 17.45
15,51 21.06
18.61 26.11

Célculo de la pendientes:
Svv - S
oo Y - Sk Sy

n sx2 . (sx)?

5 (1200.7917) ~ (62.02) £86.05) _

m =
5 (965,5822) ~ (62.02)2

= 1.385739

2

Cilcula de la ordenada al origen:

b= Sy -mSx
n
b= 86.05 - {1.385733) (62.02)
5
b = 0.021284

{Ver grifica 1)
Cilculo del coeficiente de determinacién r2:
- {n (Sxy) - (Sx) (sy) )2
(n(s22) - (3x)2)(n(sy2) - (sy)2)
(5(1200.7917} ~ (62.02}{A6.05) )2

2 =
(5(865.5822)~(62.02)2) (5(1666.3371 )-(86.05)2)

2 = 0.997191
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. Gr&fica ¢ua muestra la linsalidad del sistema de medicién para valorar cloruro
de banzalconio en la pomada.
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Cilculo de la Desviacién Estdndar de la regresién Sy.x:

Sy.x

Sy.x

Sy.x

- _{syY) - m (Sxy) - blsy)/2
n-~2

= (_1666-3371 - 1663.984742 - 1.831543788 ,1/2
3

= 0.416659

Ccilculo del error estindar para la ordenada al origen Sb:

Sb =

Sb =

Sb =

sy.x L+ ( % y 172
B n(sy?) - (8¢

0.416659 L+ ( 12.04 y /2
5 S (865.5822) - (62.02)2

0.243846

Caiculo del error estindar para la pendiente Sm:

Sm

Intervalo de

ICb

IC b

IC b

Intervalo de

cm

IcCm

1
x ( ——————— ) /2
sy { (5x2) - (sx)2/n

0.416659 ( ‘

U ——, )1/2
865.5822 - (62.02)2/5

= 0.042461

confianza para la ordenada al origen:

=bt e, o o.975) )

= 0.021284 * 3.1825 (0.243846)
= 0.021284 t 0.776040
confianza para la pendiente:

m ¥t 2, 0.975)

= 1.385739 % 3.1825 (0.042461)
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ICm= 1.385739 * 0,135134

Linealidad dei Métodos

Cantidad adicionada Cantidad recuperada

(mog) {mcy)

129.81 128.83
128.56 121.72
161.08 152.04
164.12 154.46
192.59 183.90
195.41 183.96

Calculo de la pendiente m =

m= 6 (153577.2485) ~ (971.57) (924.91)

6 (161536.4267) - (971.57)2

0.904171

El
i

Cileulo de 1la ordenada al origen b:

924.91 - 0.904171 (971.57)
6

b=

b

7.740672

Cilculo del coeficlente de determinacién r2:

¥2 = (6 (153577.2485) - (971.57) (924.91) )2

(6 (161536.4267) - (971.57)2) (6 (146047.4721 - (924.01)2)

r2 = 0.991972
(Ver grafica 2)

Calculo de la desviacidn estindar de la redresién Sy.x:

146047.4721 - 0.904171 (153577.2485) - {7.740672(924.91)

Sy.x = ( a

Sy.x = 2.642603

y1/2
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Griafica que muastra 1a linzalidad el método Ge medicién para valorar cleruro
de benzalconio en la zomada.
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Cilculo del error estandar para la ordenada al origen Sb:

161.9283 /2
1536) - (971.57)2

= 1
Sb = 2.642603 o + { {Tg
Sb = 0.520482

Cilculo del error esténdar para la pendiente Sm:

Sm

n

1/2
2.642603 ( 1 )
161536.4267 ~ (971(;5724

Sm

0.040719
Intervalo de confianza para la ordenada al origen:

ICh = 7.740672 T 1.776 (0.520482)

iCb = 7.740672 T 1.444860
Intervalo de confianza para la pendiente:
Itm = 0.904171 t 2.776 (0.040719)

IOn = 0.904171 * 0.113037
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La linealidad para este método de medicién nos indica que si existe una relacién
entre la cantidad adicionada de principlio activo y la respuesta obtenida por el
método de andlisis, es decir, que la cantidad adicionada es proporcional a la -
respuesta. La lineaiidad para este método esta comprendida entre 6 y 19 mcg/ml
de principio activo.

Otra informacién que nos proporciona la linealidad es la sensibilidad que se de-
fine como la variacién minima que es preciso aplicar al tamefio medido (por ejem-
plo una concentracién} para obtencr una variacién significativa del resultado de
la medicidn (por ejemplo una drea o una altura) para este caso 6 meg/ml es la mi-
nima cantidad para medir.
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PRECISION DEL METODO

pIA ANALTSTA
1 2

1 97.21 100.25

101.97 96.30

98.93 97.25

2 105.55 99.37

104.88 98.17

102.71 97.56

Célculo de la suma de cuadrados del analista SCa:

Sta = 719626-6325 _ 1438?%0-203 = 39.42184

Calculo de la media de cuadrados del analista MCa:

MCa

= 3992184 - 39.42184

Cidlculo de la suma de cuadrados del dia anidado en el analista SCds

sca = 35995;.2737 _ 719692.6325 = 34.98581
Cilculo de la media de cuadrados del analista MOd:

= 17.492905

aed = 34.38581

Cdlculo de la suma de cuadrados del error SCe:

= 28.4687

scd = 120012.8933 - 3529532737

Cilculo de la media de cuadrados del error MCe:
_ 28.4687 ’

= 3.5585
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TABLA DE ANALISIS DE VARIANZA (ANADEVA)

FUENTE DE GRADOS DE SUMA DE MEDIA DE
VARIACION LIBERTAD CUADRADOS CUADRADOS
Analista 1 39.4218 39.4218
Dia 2 34.9858 17.4929
Error 8 28.4687 3.5585

Repetibilidad del método:

Rep = T 3.6973 %
Reproducibilidad interdia para un analista:

Rep-&¢ = ¥ 4,2241 %
Reproducibilidad interanalistas:

Rep-a = 3.7470 %
Precisién del método:
La precisidn del método nos permite estimar la repetibilidad y la reproducibili-
dad. Cuando se evaliia la precisién con anilisis de la misma muestra por el mis-
mo operador y con las mismas condiciones se habla de repetibilidad.
Cuando se evalla la precisién con series de mediciones y en condiciones diferen-
tes (por ejemplo en dias diferentes y con analistas diferentes) se habla de re--
producibilidad.
ILa repetibilidad del método establece que tiene una variacién del 3.6973%. En -
el andlisis de una muestra por un analista en diferente dia, existe una varia-—-

cidén del 4.2241%, en otras palabras, el método se reproduce dentro del intervalo
indicado para un analista en dia diferente.

En el caso de anal%stas diferentes, del método se reproduce dentro del intervale

seffalado.
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Con los datos obtenidos se tienes

Andlisis de varianza:

F calculada pra el analista: F tablas 0.995
32-2218 _ 5.2535 18.51

F calculada para el dia: F tablas 0.995
1498 - q.915 4.46

S5i F calculada es mayor que F tablas, existe efecto por analista, por 1o tanto,
no existe efecto por analista.

Si F calculada es menor que F de tablas, no existe efecto por dia, por lo tanto,
el método tiene variacidn por dfa.
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