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Introduccién

1. INTRODUCCION

LLa importancia de las plantas medicinales en la atencién a la salud se reconoce
desde los tiempos mas remotos. Eil empleo documentado de las plantas medicinales,
esta descnto en una serie de tratados entre los que resaltan el de’ los sumerios,
cuyas lnscnpcrones. plasmadas en tablillas de arcilla datan de hace 4000 afos.
Tenian conommlentos sobre ‘las propiedades analgésicas del opio. y el uso de otras
platas med:cmales Otro documento antiguo es el papiro” 1500 a. c.
descubxeno en Tebas en el que se encuentran descnpcn 1o menos 800
recetas médlcas provenientes de extractos de plantas, animal ' s ctbs Contiene
una colecclén de 800 recetas médicas'y mencnon” alrede e'700 férmacos

A pamr de nuestra era la descnpc:én de plantas medlcmales sé encuentra inscrita
dentro de tratados tales combo el de Dloscéndes (50- 70° anos a. .c.) en Grecia, que
describe ‘cerca de 600 plantas con’ uso terapéutlco y que se conoce como “De
Posterlormente. la mformacnén relacionada con la descripcion y

Materia Médlca
usos de las plantas se encuentra en documentos que datan de diferentes épocas y

paises del mundo. Esta informacién es de fundamental importancia para un uso
terapéutico adecuado de las mismas y es producto de una serie de evaluaciones que
permiten asegurar la calidad de la materia prima vegetal empleada.

E! trabajo que se presenta propone el uso de la técnica analitica acoplada
Cromatografia de gases — Espectrometria de masas (CG-EM) como la metodologia
adecuada a la naturaleza del o los principios activos contenidos en la raiz de la
planta lostephane heterophylla, como materia prima empleada en la medicina
tradicional mexicana, la cual debe cumplir con ciertas especificaciones.




Antecedentes

2. ANTECEDENTES

El uso de plantas medicinales para la atencion de la salud es una pract|ca de
casi todos Ios pal' es del mundo, sin embargo, esta costumbre en palses con gran
dxversndad botémca v en aquellos en los que la medicina tradlc:onal basada en

son exponados yiconsumidos en palses como e uestro . sin embargo, en el

podemos encontrar vanas presentaciones de diferentes

mercado nacnonal mexican
productos e donde no se ha espec1ficado la calidad de éstos.

Las descnpcwnes de las plantas son de fundamental importancia para un
uso terapéutléo ad cuado de las mismas y estas descripciones son producto de una
serie de evaluacnones que permitiran asegurar la calidad de la materia prima vegetal
empleada, al g‘er'\éra'r datos confiables y exactos para su aceptacidon. Los datos son

obtenidos. mediante pruebas cualitativas y cuantitativas durante el desarrollo y
posterior aprobacién de productos vegetales.

Un primer paso en el estudio de las plantas medicinales involucra su
recoleccioén, la cual requiere de cuidados especiales. Ante todo es preciso estar
siempre seguros de que la especie colectada sea exactamente la deseada. Es
conveniente saber qué parte (o partes) de la planta es la que contiene él o los
principios activos, cual es el periodo de recoleccidon mas favorable (Que es conocido
como “periodo balsamico”) y que por lo general, aunque con muchas excepciones,
corresponde al momento en que los drganos de la planta contienen una cantidad
mayor de principios activos, son mas turgentes y han alcanzado su maximo

esplendor’.

(8




Antecedentes

La época balsamlca de |as raices de !as plantas anuales, precede al periodo
de floracuon éorrespondlente a otoﬁo e invierno. La’ recoleccwn se realiza cuando el
tiempo es seco y célxdo, 3% Ias plantas no. estén cublertas de roclo. Las raices y las
: ierra y_"

demés partes subterréneas deben quedar |nmedlatamente Ilmplas de
procede i reallzar un cutdadoso secado. Después de esto se cuxda su conservacnén
va que Ias causas prmcnpales de ia alteracion de los metabolltos contenidos son. ia

sustancia marcadora de la calidad de la plant‘

Una vez aislada esta sustancia y de acuer o ledades Y estructura.
se buscara el meétodo analitico adecuado para.-su valoracnén dentro de la planta.
Actualmente, existen esquemas de evaluacién de farmacos que podrian ser
adecuados al estudio de compuestos quimicos provenientes de plantas. Una vez
determinado el método idéneo para el analisis de un compuesto o mezcla de ellos en
una planta, es conveniente realizar la validacion del método seleccionado.

2.1 Antecedentes de lostephane heterophylla.

. lostephane heterophylla (Cav.) Hems! pertenece a la familia Asteraceae
(figura 2). Se conoce con los nombres vulgares de “escorzonera”, “escorcionera™
*raiz del manso”, “hierba del oso™ y “tlalpopolotl™ . Es originaria de México y su
delimitacién geografica abarca el Valle de México y los estados de Puebla, Jalisco,
Chihuahua, San Luis Potosi, Hidalgo y Durango. Es una planta herbacea perenne de
60 cm de largo, de raiz tuberosa, las hojas radicales, lobuladas, asperas; flores en

cabezuelas lilas, con pedinculo largo y florece en septiembre. Habita en climas
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semiseco y ternplado, esté aSOC|ada a matorrales, xerot”lo bosques de encmo y de

pino.

Iostep ane heterophylla es una. planta que e

F la raiz seca de la * escorcnoner Junto con el cuachalalate el
or 'y la siricua, constituyen los |ngred|entes del te ulcero el cual
en‘la ciudad de Chihuahua para curar ulceras estomacales?.
tilizada en combinaciéon con flor de tila, hierba de teiir (Dydimaea

ra los dolores musculares; para el dolor de huesos sélo se emplea la

arnica, 1a’yi
es muy p
Tambiénk es’
alsmcvdes)
maceracio ] de la raiz untada por todo el cuerpo E! cocimiento de la planta suele
utilizarse en el estado de Morelos, para bafos posparto en un temascal®. Francisco
Hernandez en el siglo XVI, relatd los usos de la raiz para padecimientos renales, asi
como alcali!'rnri'zante y antipaludico, ademas para la inflamacion de la garganta y como
ténico arorﬁético. Ya en el siglo XX, la Sociedad Farmaceéutica Mexicana las sefalé
como agent"e‘afantidisentérico y pectoral® .

Estudios quimicos biodirigidos enfocados a la busqueda de componentes
antimicrobianos o activos en la tonicidad del muasculo liso realizados a los extractos
de la raiz dez 1. heterophylla han confirmado la presencia de diterpenos, cromenos,
cumarinas g‘licésidos y sesquiterpenos derivados del bisaboleno, de los cuales el 2-
metil-S-(S-hidroiiJ‘,sfdimetil-S-hexenil)-fenol (xantorrizol) fue mayoritario®®,
encontrandose en u:n;0.428 % de los componentes totales del extracto cloroférmico.
En ese estudio, el xantorrizol también se aislé de los extractos metandlicoy en
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menor proporcion del hexanico, sin ser cuantificado. La estructura quimica del
xantorrizol se muestra a continuacién:

OH

Figura 1.- Estructura quimica del Xantorrizo!

Las estructuras de los metabolitos adicionales que se han aislado de la raiz
de la planta, se muestran en el esquema 15,

Esquema 1.- METABOLITOS SECUNDARIOS AISLADOS DE /ostephane
heterophyllas

L%
i < £
cBon Eoon

Acido tranquiloban-19-cico Acido 5;75”'_';?:;‘15'9”' Acido ent-beyer-15-en-19-oico

ToH
H
COOH
16a-hidroxi-ent-kaurano Ester metilico del Acido Acido 16a-hidroxi-ent-kaur-11-
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Esquema 1.- METABOLITOS SECUNDARIOS AISLADOS DE /ostephane
heterophylla® (continuacion)

“dbor

Acido 15c|-angeloil6xl-ent-
kaur-16-en-19-oico

IO
HO (o] o]

Escopoletina

o}
<% (o]
“cooH oH
Acido 15a-ligloiloxi-ent-kaur-16- 8-hidroxi-6-acetil-2,2-dimetil-
en-19-oico cromeno
OAc™ -
L AcQe o .
AcO OEt
AcO - o ‘
) . Etil-2,3,4, S-tetra O-acetll-B -D- - Xantorrizol

glucopwanbsldo

1'-0-[12-0-(12R)<12, 13-dihidro-12,13-dihidroxi-
xantorrizol]-B- L-arablnopiranosnl-(1—-2) -B-D-
glucoptranosndo

12,13-Dihidro-12,1 3-epoxi-
xanlornzol




Antecedentes

Esquema 1.- METABOLITOS SECUNDARIOS AISLADOS DE /lostephane

heterophylla® (continuacién)

OH

12,13-Dihidro-13-hidroxi-11- 12,13-Dihidro-12-hidroxi-13-en-

en-xantorrizol xantorrizol
oH
 OH
12,1 3-Dlhldro-12_ 13-dihidroxi- 4-(1',5'-dimetil-hex-4'-enil)-2-

= 5 metilfenol

De los compuestos’ mostrados en el esquema 1, salvo el xantorrizol'! los
demas sesquiterpenosjdelfivado‘s del bisaboleno fueron aislados por primera vez por
1.58.12 ' Mata’et al.%, y los demas componentes ya habian sido aislados de

Aguilar et a
13,14,15,16,17.18,19,20,21,22,23,24

otras plantas )
Estudios previo$ a éste, sobre las actividades antimicrobianas de la raiz de /.

heterophylla, mostraron resultados de actividad medianamente significativa por parte
de los extractos etandlico y cloroférmico, detectandose al xantorrizol como el
responsable de la actividad antimicotica sobre cultivos de los hongos dermatofitos
Trichophyton mentagrophytes, Microsporum gypseum y Trichophyton rubrum y con
actividad moderada sobre la levadura Candida albicans™®.
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Por ultlmo. el. xantornzol mostré actividad de mhublcnén de Ia tonlcndad del
musculo Ilso de utero de rata mducnda por una solucrén despolarlz nte y asnmismo en

o de la. _medicina
s ftoqulmlco y
rom:sorlos ara el desarrollo

|naron en la obtencufm de resultados
fue llevado ia cabo un “estudio para

Yy derﬁés establecer algunos
le establecudas por. algunas
‘d de Matenales de Piantas
987 Esto se llevé a cabo

bloléglco que cul
de esta drog como un ftomendlcamento.

conocer la concentracubn real del xantornzol en la‘ra

parametros calculados conlas espemf‘cacrones gen
farmacopeas y por los métodos de’ Control d'
Medicinales de la Organizacién Mundial: de Ia Salu d

mediante la cuanuf’caclén espectrofotométnca por eI método de Price y Butler, la
‘mg de fenoles totales por gramo de

cual dio como resultado un contenldo de 13
raiz. También se reallzaron pruebas de’ dentldad a la raiz (pruebas histoquimicas e

histologicas), asi como evaluaclén de’ sus contenldos (cenlzas. humedad, elementos

extranos, determmacuones mtcrobloldgncas, etc )1 Todo Io anterior fue efectuado para
do a la obtencxon de una monografia de

establecer las bases para un est
la materia prima vegetal (rafz de Ios ephane heterophy/la)
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3. JUSTIFICACION

El uso y consumo de plantas medicinales para el cuidado de la salud, refleja
la importancia que tienen para ser utilizadas como auxiliares en el tratamiento de
diversos padecimientos Aunque tienen una gran popularidad y presentan un
mercado de crecimiento muy alto, no tienen una completa aceptacion en el area de la
salud, debido a la falta de un control en la calidad de las mismas, ademas de que los
conocimientos reg:strados acerca é su actividad terapéutica no estan en la mayorla

de los casos completamente comprbbados

Por ello, se requnere que muchas de las plantas a las cuales se les atnbuyen.
ean ‘caracterizadas bioclégica y quimicamente, 'y de ]
ompuestos responsables de dicha actividad. e

ciertas actnv:dades b'ol g as
ser pos:ble es
B Po'r :
f'toférmacos pa a elaborar y preparar monografias sobre
medlcmales y por Io tanto apoyar a la fitoterapia dentro del estatus regulatorio.
Aunque existen muchos trabajos en la literatura donde se hace mencion de
los parametros que deben considerarse para llevar a cabo la validacidon de un
método analitico, existe poca informacion de la aplicacion de dichos metodos para

es necesano promover la investigacion y el uso de’
ias diversas plantas

los compuestos de origen natural.
En este trabajo se propone el empleo de una metodologia analitica para

cuantificar al analito principal de la raiz de la planta /ostephane heterophylla, y se
presentan los resultados obtenidos para cada uno de los parametros requeridos por
Ia validacion. Aunque no se determinaron todos los parametros, si se muestran los
principales y aceptados como minimos para considerar una técnica validada.
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4. OBJETIVOS

Objetivo general

Realizar la validacion de la metodologia analitica acoplada Cromatografia de

gases - Espectrometria de masas como procedimiento util para cuantificar al
xantorrizol, un compuesto activo y mayoritario con actxwdad blologlca presente en ia

raiz de la planta lostephane heterophyilla.

Para cumplir con este cbjetivo se cpntempl

\Y

Y

v

Y

Y

v

ron !Q's siguientes objetivos especlﬁcosz

lnvestlgaclén bxbllogréﬁca acerca de otros trabajos reallzados al respecto con

compuestos de orlgen natural.

Recopxlamén de la informacion requerida para establecer el programa de

trabajo.
Purificacion del xantorrizol para ser utilizado como estandar.

Determinar experimentalmente el compuesto adecuado para emplearse como

estandar interno.

Determinar las condiciones cromatograficas optimas para llevar a cabo la

validaciéon de la metodologia analitica propuesta.

Determinacion del rango de concentraciones a ser utilizadas para el
xantorrizol y el estandar interno para preparar la curva de calibracion y

soluciones de trabajo.
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v

Establecer la concentracuén de xantornzol que servira de referencna y sera
consnderada como el 100 % para Ilevar a cabo la vahdac:én :

ad ,vrde"l : sistema, - estabilidad "de - la "s}blucién

ralz de Ia planta /ostephane heterophylia.
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5. METODOLOGIA

5.1 Material y Equipo utilizado.

El analisis de cromatografia en capa fina analitica se realizé en cromatofolios

Merck- Nagel COM sil C-200 UV;59 . Como reveladores se emplearon una lampara

de luz UV Spectroline modelo CM10 fluorescence analisis con longitudes de onda a
254 y 365 nm, y como agente cromogénico una solucién de sulfato cérico amoniacal
al 1 % en acido sulfarico 2 N5,

Los espectros en el IR se determinaron en un espectrofotémetro Perkin—
Elmer 238-B. :

Los espectros de RMN-
espectrofotometro analitico Varlan XR 300; como disolvente se empled CDCl3 y

‘se - determinaron a 300 MHz en un

como referencra interna TMS
Para la cromatografia de gases se utilizé un cromatégrafo de gases Hewiett—

Packard (Modelo §890, serie ll; equipado con una columna Capilar HP-5MS de 30
m, d.i. 0.25 mm con espesor de pelicula de 0.25 um, y como gas acarreador helio de
alta pureza) acoplado a un espectrémetro de masas JEOL (Modelo JMS-SX102A de

doble sector).

5.2 Material vegetal.

El material vegetal fue colectado en el estado de Puebla en el mes de
septiembre de 1998 e identificado por los Dres. Robert Bye y E Linares (No. de
colecta 26535). Una muestra de referencia se encuentra depositada en la coleccion
etnobotanica del Jardin Botanico del! instituto de Biologia, UNAM y en el Herbario

Nacional (MEXU).
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5.3 Obtencion del extracto de la raiz.

4 gramos de material vegetal molido se dejaron reposando una muestra en
cloroformo y otra en metanol durante 24 horas a temperatura ambiente. El disolvente '
se elimind por destilacion al vacio, obteniéndose una cierta cantidad de cada
extracto. Los cromatogramas obtenidos mediante CG se muestran en la Figura4y S

(Pags. 25 y 26).

5.4 Identificacién del Xantorrizol.

Se llevé a cabo por cromatografia en placa fina empleandose diclorometano
al 100 % como disolvente de elucién y comparandose con una muestra analitica
obtenida en nuestro laboratorio (Rf = 0.54), a la cual se le realizaron los estudios

pertinentes para confirmar la estructura.

5.5 Aislamiento y purificacion del xantorrizol.

En un matraz Erlenmeyer de 125 ml, se introdujeron exactamente 4 g de raiz
de lostephane heterophylla seca y pulverizada. Se agregaron 100 mL de metanol y
se agitd constantemente durante las primeras 6 horas; se dejé en reposo hasta que
transcurrieron 24 horas. Se filtré y evaporé el metanol a sequedad hasta obtener un
residuo siruposo de color café oscuro que peso 0.258 g (6.45 %).

0.500 g de!l extracto metandiico de la raiz de /ostephane heterophyila se
fraccionaron mediante columna preparativa utilizando como fase estacionaria silica
gel (0.63—0.200 mm) y hexano:diclorometano como fase movil en diferentes
proporciones de polaridad creciente. Ei cuadro 2 presenta las diferentes proporciones
de las mezclas de elucion utilizadas y las fracciones obtenidas. Las fracciones que
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por CCF mostraban el contenldo de xantornzol se colectaron Y. evaporaron en un
mismo reclplente (II y“lll) ‘El xa torrlzol se" purlﬁco por.medio de cromatograﬁag

ultravioleta de onda corta y'al revelar un ex remo de la placa con soluczén de sulifato
cérico aménlco La banda correspondleme al compuesto requendo se raspo, filtré y

lavé con diclorometano. El disolvente se elimind por destilacion al vacio

obteniéndose aprox. 20 mg de xantorrizol.

JEluyente Proporcion Fracciones reunidas Peso (mg)
Hexano 100 % 1-70 ] -—
Hexano-CH.Cl2 95:5 71- 129 1l 41.02
Hexano-CH:Cl: 90:10 130 - 150 [11) 2.76
Hexano-CH,Cl2 80:20 151 v 150.6

Cuadro 1. Separacion del xantorrizol del extracto metandlico mediante cromatografia en columna.

El xantorrizol se purificé6 mediante dos cromatografias sucesivas en CCF
preparativa y la identificacion de su estructura se comprobd por comparacion de sus
caracteristicas espectroscépicas en el IR y de RMN-'H con las de una muastra de
referencia obtenida en nuestro laboratorio, Figuras 8, 9, 10 y 11 (en resultados). La
pureza del compuesto se comprobé por CG-EM.
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5.6 Seleccion del estandar interno.

Se ensayaron los siguientes compuestos mediante CG-EM, bajo las
condiciones establecidas anteriormente, para determinar cual éerviria como estandar
interno. A continuacion se mencionan los compuestos utilizados durante el estudio.

a) 2,5-dimetil-fenol ’ o

b) 3,5-dimetil-feno!

c) 2.4.6-trimetil-fenol

d) 2,6—diterbutil-4-metil-fenol

De acuerdo a la relacién entre los tiempos de retencion de cada uno de los
compuestos y el xantorrizol, se selecciond como estandar interno al que tuviera un

tiempo de retencion mas cercano a él.

8.7 Determinacion de la concentracion de la solucién de trabajo.

Se prepararon soluciones de xantorrizol y estandar interno a distintas
concentraciones, cada una se inyectd al cromatografo y se verificaron las respuestas.
tomando en cuenta su respuesta y la relacién entre el xantorrizol y el estandar
interno, se determind [a solucion de trabajo, que se muestra en la figura 12 (Pag. 31)

5.8 Plan de trabajo para realizar la validacion de la Técnica Analitica

CG-EM

La figura 3, presenta en forma de diagrama de flujo el plan de trabajo
propuesto para realizar la validacién de la técnica analitica CG-EM para determinar la
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cantidad de xantorrizol presente en la raiz de [/ heteraphylla. El diagrama fue
propuesto en base a la importancia de cada parametro requerido por la validacion.

LAdecuabilidad del sistema J

Sistema l = LY I
Linealidad
Linealidad y rango

Precision
- Estabilidad de la muestra
en solucion
I Exactitud y recobro I
Sensitividad

Figura 3.- Cuadro sinoptico que muestra el procedimiento a seguir para la validacion.

]

5.9 Especificidad.

Se prepard una soluciéon de 3 mg/mL ( 30 mg/ 10 mL ) de xantorrizol, de la
cual se tomaron alicuotas de 1 mL, las cuales fueron colocadas en 5 frascos, y a
cada uno se le agregd 1 ml de metanol. Después, cada vial fue sometido a
condiciones de estrés de acuerdo con el cuadro 2, esto con el fin de determinar si
existe interferencia de compuestos de degradacion con el analito principal.
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Vial No.

Tratamiento

Tiempo de tratamiento

3

Temp. 70° - 120°C

Con acido pH = 1-2

Con alcali pH = 10-12

2
3
4

Condiciones mediambientales

(dentro del laboratorio)

Condiciones oxidantes

Todos los viales se
mantuvieron a temperatura
ambiente y expuestos a la
luz durante 1 mes. Con
toma de muestra cada 7
dias para monitorear su
comportamientd.

Cuadro 2.- Condiciones de estrés para degradar al xantorrizol.

5.710 Adecuabilidad del Sistema.

Se realizaron inyecciones repetidas en el cromatégrafo de gases de la
solucién de trabajo ( 3 mg / mL ) de xantorrizol, durante un dia. A partir de los
cromatogramas obtenidos, se establecieron posteriormente las variables requeridas
para ésta parte de la metodologia, mostradas en el cuadro 3.

Parametro Limite
Factor de capacidad ( k) K =2
Resolucién ( Rs) Rs>2
T?':tencién relativa (a ) —
Numero de platos tedricos (N ) N > 2000
Factor de coleo o asimetria del pico ( 7)) Ts2
Repetibilidad de inyeccién nz5 CV.s2%

Cuadro 3.-Variables requeridas para determinar Adecuabilidad del sistema.
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5.11 Linealidad del sistema.

Solucion estandar de Xantorrizol.

Se pesaron 500 mg de xantorrizol en un matraz aforado de 50 mL, y se

llevé a volumen con metanol. . .
De la solucidon Stock se midieron alicuotas de 1, 2, 3, 4 y 5 mL; cada una se

colocd en un matraz volumeétrico 10 mL, por duplicado, para preparar las diferentes
soluciones estandar. Los aforos se hicieron con metanol. Las concentraciones finales

se presentan en el cuadro 4.

Solucion estandar Conc. xant Conc. std int Relacion de conc.
No. (mg / mL) (mg/mL) (xant / std int)
1 1 0.5 2
2 2 0.5 4
3 3 0.5 6
4 4q 0.5 8
5 5 0.5 10

Cuadro 4. Diluciones para elaborar la curva estandar de! xantorrizol

Solucién Stock de Estandar interno.

Se pesaron 125 mg de estandar interno en un matraz aforado de 25 mL, y

se llevd a volumen con metanol.
De !a solucidon Stock se tomaron alicuotas de 1 mL y se colocaron en cada

uno de los matraces preparados para la curva estandar. Los aforos se hicieron con
metanol. La concentracion final de estandar interno en cada matraz se presenta en el

cuadro 4.
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La solucién considerada como 100 % o solucion de traba;o. es la solucion
central de la curva de cahbraclén (3mg / mL).
Para esta parte se determinaron los srguuentes parametros
220 98
CWV.s2 °/o

~ Coeficiente de correlacion
*Coeficiente de variacion

5.12 Precision del sistermna.

La solucion de trabajo de xantorrizol, se prepard por sextuplicado pahien_do
de la misma solucion Stock y se determind el coeficiente de variacion (C.V. < 2 %)

5.13 Estabilidad de la solucién de la muestra.

Para determinar esta parte de la validacion, ia solucion de trabajo se prepard
tres veces, la primera disolucion se dejé a temperatura ambiente durante 24 horas; la
segunda disolucion se refrigerdé durante 24 horas a una temperatura de 8 °C; y por
ultimo la tercera disolucion, se guardod en el refrigerador durante 48 horas, a la misma

temperatura. Cada disolucién se preparo por triplicado.

5.14 Linealidad del método

Se prepararon 3 soluciones de concentracion 2, 3 y 4 mg / mL de xantorrizol,
las cuales correspondieron al 70, 100 y 130 % de la concentracidon. Cada una de
manera independiente y por triplicado.

Para esta parte se determinaron los siguientes parametros:

* Coeficiente de correlaciéon P >0.98
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r>0.99

*Coeficiente de regresion

'Coeﬁciente dé variacion CV.=52%

'Pendientef m=1.0
b= 0

“Ordenada al origen

5.15 Rango.

Este parametro fue obtenido de la curva de la linealidad del metodo. Se
realizé un analisis estadistico de cada concentracion péra determinar si cumplen con

los requisitos de linealidad, precision y exactitud.

5.16 Precision del método.

Este parametro involucra dos partes:

1 Repetibilidad.

la).- De inyeccién: Se realizaron 10 inyecciones de la solucién de trabajo.

Ib).- Del anédlisis: Se tomaron los resultados obtenidos de diversas inyecciones
realizadas de la disolucion de la muestra.

2 Reproducibilidad.

2a).- Distinto dia.

2b).- Distinto analista.
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Para los dos apartados, se realizaron inyecciones repetidas de la solucion de
trabajo, y se efectud el analisis estadistico correspondiente 'para:determinar los

resultados.

5.17 Exactitud y Recobro.

Para determinar este parametro de acuerdo con los antecedentes, existe
una seccién que menciona lo siguiente: la exactitud puede ser inferida de la
precisién, cuando la linealidad y la especificidad han sido establecidas, por ello, se

toman los datos de precision para justificar este apartado.

5.18 Sensibilidad.
Esta parte de la validacion involucra dos parametros:

1.- Limite de deteccion
1.- Limite de cuantificacion

Solamente se hizo un estudio preliminar para el Limite de cuantificacion, sin
llegar a validar el resultado obtenido. Los resultados se muestran en la figura 18

(Pag. 48).

5.19 Robustez.

No se determind, debido a que era necesario utilizar otro instrumento en el que

fuera posible realizar las determinaciones. Ademas de que este tipo de pruebas

requiere de un modelo multifactorial, en el cual el método se encuentra
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completamente validado y es posible determinar algunos de los posibles factores que

pueden modificar el analisis.

5.20 Determinacion del contenido de xantorrizol enn la raiz de la

planta.

Para determinar el contenido de xantorrizol en la raiz de la planta se pesaron
aproximadamente 3 g de material vegetal (raiz de la planta molida), los cuales se
colocaron en un matraz erlenmeyer de 50 mLl, se adicionaron 5§ mL de metanol y se
agitd la muestra en un sonicador durante 2 minutos. La mezcia se filtré directamente
a un matraz volumétrico de 10 mL  y se llevd a volumen. Se tomaron 3 mL dé la
disolucion anterlor utlllzando una plpeta volumetrlca de 2 mL y una de-1 mL_y sel
colocaron en un rnatraz volumétnco de 5 mL después se le agrego al matraz e la'
muestra 1 mL de la solut:lén de’ esténdar interno y se llevé a volumen con met nol j i
se agitd para homogemzar y se myecto al cromatografo de gases. La prueba se i
realizd 7 veces y con los resultados obtenidos se calcuid el contenido de xantornzol Y

en la raiz vegetal
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1.- Estudios de prevalidacion.

Los estudios de prevalidacion nos permiten determinar y establecer todas
aquellas condiciones necesarias para poder llevar a cabo un estudio de validacion de
manera confiable, y evitar en lo posible variaciones inesperadas durante el estudio.

Estos estudios incluyen los puntos 6.1.1 al 6.1.4.

6.1.1.- Obtencion de las condiciones de trabajo optimas para el

estudio.

De acuerdo con resultados obtenidos mediante cromatografia comparativa
en placa fina de los extractos provenientes de la raiz (hexanico, cloroférmico y
metandlico) se determind que el extracto a utilizar para realizar la separacion del
compuesto de interés fue el metandlico, ya que en éste se logra obtener una mejory
mayor separacion del xantorrizol de los distintos componentes de la mezcla mediante
cromatografia de gases (Figuras 4 y 5).

Se realizaron inyeccionés del extracto metandlico en el cromatografo de
gases y se verificé el comportamiento de separacion, modificando las condiciones de
temperatura y tiempo. E! programa y las condiciones fueron ajustadas hasta lograr
que los compuestos contenidos en la mezcla se separaran lo mejor posible, y asi,

lograr cuantificar al xantorrizol.

El programa y las condiciones de los equipos se ajustaron de la siguiente

manera:
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a).-Para el cromatégrafo de gases:

. Temperatura del myector 300 °cC :
150 "C (durante 3 min. )

nsferenc:a. 300 °C

- Temperatura inicial del horn

- Tempera\tyr )

.92 mL "/ 'min

de lonlzacufm 300 °c

Esténdar de cahbracnén F’erﬂuorokeroseno

-
e Tiempo de encend:do del f'lamento 3 min

Ei programa de irabajo para el extracto y soluciones estandar fueron los
siguientes:
a).-Para el extracto (tiempo de analisis: 11 min)
e Inicio: 150 °C /3 min

e Calentamiento: 30 °C/min
e Teérmino: 300 ° C/ 3 min

Rampa de temperatura

30 C / nuin

150 C (3 min.)

300 C (3 min.)

Duracién : 11 auin.
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Rampa de temperatura

150 C(3 min.)

300 C (3 min.)

Duracién : 11 min.

b).- Para las solucmnes esténdar (tlempo de analisis: 8 min)
e Inicio: 160 °C/ 3 mm
- Calentamlento 40 °C / min
e Teérmino: 300 °C/.1.25 min -

Rampa de temperatura

300C (1.25 min)

150 C (3 min) "

.' ﬁgmﬁn:B min.

La Figura 4.y 5 mu stran los ‘cromatogramas de los extractos cioroférmico y
metandlico obtenldos medtante la técnica acoplada CG-EM, bajo las condiciones
establecldas enlos’ estudlos prevnos

25
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T
N

Figura 4.- Cromatograma iénico del extracto clorofdrmico obtenido mediante CG-EM.

Como se observa en la figura 4, el xantorrizol no se logra separa de los
demas compuestos presentes en la mezcla, bajo las condiciones cromatograficas de

trabajo.

/

0w mw = 2@ w & A ®

2
; !I |
i
.lll i - A
2 . il 12

Figura 5.- Cromateograma idnico del extracto metandlico obtenido mediante CG-EM.

Como se observa en la figura 5, el xantorrizol aparece en mayor cantidad y
separado en gran medida de los demas compuestos presentes en la mezcla. Por ello
se eligio el extracto metandlico para determinar la cantidad del xantorrizol.

GEN
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Figura 6. Cromatograma ionico del xantorrizol obtenido de la raiz de lostephane heterophyila una vez

purificado.

En la Figura 6, se observa tnicamente el pico correspondiente al xantorrizol,

el cual es obtenido mediante cromatografia de gases una vez purificado.

'J]-A -

S
1
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\
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1

Figura 7. Espectro de masas por |E del! xantorrizol (PM 218) obtenido mediante EM.

En la Figura 7, se observa el espectro de masas del mismo compuesto. La
sefial que se presenta con el mas alto porcentaje en la figura, corresponde al
fragmento de la molécula que se encuentra en mayor cantidad y el iSn molecular es
la sefial con m/z = 218, con una intensidad del 45 % aproximadamente. T

Para determinar y verificar la estructura de!l compuesto, se realizarph R
estudios posteriores de infrarrojo y resonancia magnética nuclear al xantorri:zqiv‘un’a
vez purificado. Los"késultédos de estos estudios se muestran a continuaciéh:‘f’ '

La compara'c':ién de los datos de los espectros de las figuras 7, 8 y 9 con los
reportados en ia literatura® ‘confirmaron que la identidad de este compuesto en
estudio es la correcta, y que sirve como referencia para cuantifica al xantorrizol en la
raiz de la materia vegetal dentro del estudio de validacion.

28
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Figura 8. Espectro de IR del xantorrizol obtenido mediante CC para su identificacion.
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Figura 9 Espectrd de RMN-'H del xantorrizol obtenido mediante CC para su identificacion

6.1. 3. Selecc:on del compuesto utilizado como estandar interno.

©Una vez ensayados los diferentes compuestos para determinar el que seria

utilizado omo estandar interno, se determind en base a su respuesta cromatografica
2,6-diterbutil-4-

y tlempo de retencuén. que el compuesto a utilizar como tal, es el

metil fenol
En segunda se muestran los resultados obtemdos mediante cromatograﬂa de

gases y espectrometria de masas del 2,6- dxterbutll-4 ‘metil fenol (Figuras 10y 11)

De lgual manera, en la f‘gura 1‘0 se observa unicamente un pico, el cual
corresponde al compuesto en ‘cuestion En la f‘gura 11, se observa el espectro de
masas del! compuesto anallzado donde: el i nén molecular es la sefal con m/z = 220,

con una intensidad del 80 Yo aproxnmadamente.




Resultados y discusion

Figura 10. Cromatograma idnico del 2 ,6-ditebutil-4-metil fenol.

. .:A!L el "
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6.1.4.- Obtencion de las concentraciones de trabajo para preparar

las soluciones estandar.

Se prepararon diversas soluciones conteniendo distintas concentraciones de

xantorrizol y de estandar interno, las cuales fueron estudiadas y revisadas para

determinar en base a su respuesta y forma del espectro obtenidas mediante

cromatografia de gases, cual de ellas seria la mejor para poder trabajar durante el

estudio.
En la figura 12 se muestra un espectro de la solucion de trabajo obtenido

mediante CG-EM.
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Figura 12. Cromatograma iénico del xantorrizol y estandar interno;

1-estandar interno, 2-xantorrizol.




6.2 Especificidad.

presencra de otros componentes que se espera estén presentes en !a muestra Para
:stmta manera alicuotas de una muestra del" xantornzol para

ello, se trataron de’
determlnar Ia presencna de otros componentes que posiblemente se encontraran en
la muestra por degradacnén del compuesto.

A continuacion el cuadro 6, muestra los diferentes tratamientos a los cuales

fue sometida la muestra de xantorrizol, para determinar la influencia de diferentes

condiciones y verificar la formacidén de compuestos de degradacién.

Muestra Alicuota Condiciones de Duracion del
No. {mL) estrés tratamiento
1 1 En una estufa a
temp. de 70-120°C Todos los viales se
2 1 Con HCI
pH = 1-2 mantuvieron en
3 1 Con NaOH
pH 10-12 tratamiento durante 1
4 1 A temperatura
ambiente mes, con toma de
5 1 Con H20; al 30%
muestras cada 7 dias

Cuadro 5.- Diferentes tratamientos realizados a la muestra de xantorrizol
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Los resultados obtenldos de los dlferentes tratamlentos se presentan en las
las Fguras 13a y 13b por medio de Ios cromatogramas obtemdos de la muestra

sometida a condu:lones de alta temperatura esto es la muestra fue colocada en una
estufa de ‘control de er_'nperatuu i y se mantuvo aproxlmadamente a 100 °C durante

N e

P I i R e e S S e R Y

Figura 13a. Cromatograma ionico obtenido del blanco de reactivo.

f xantorrizol '
1

] ’ I | |
‘ ~ Mt i
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Tem: 1=y,

Figura 13b. Cromatograma idnico del extracto sometido al tratamiento de alta temperatura.
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Aungue ‘en la: Fugura 13b- se. observa una serie de picos, el pico principal
aparece separado de los demas (t apro . 5 5 mln), dado que se tuvieron problemas
para redlsolver la muestra. aparecen todos los picos muy cerca de la linea basal,

pero comparado este cromatograma con el del blanco de reactivo, comprobamos que

todos estos picos pertenecen al extracto

Figura 14a. Cromatograma ionico obtenido del blanco de reactivo.

En las figuras 14a y 14b se presentan los cromatogramas obtenidos de la
muestra sometida a condiciones de acidez, esto es, a la muestra disuelta en metanol

z2

Tire (mreld

Figura 14b. Cromatograma ionico del extracto sometido a condiciones de acidez.
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se agrego una alicuota de acido’ clorh[drnco para obtener un pH entre 1 y 2 dejando’
reposar la mezcla durante el tnempo de tratamlento y agltando esporadlcamente :En
el cromatograma anterior se observan 'do

picos pequeﬁos.

que probablemente -
correspondan a compuestos_‘d‘e QQg on
de importancia, ya que aparecé
presentan interferencia, al

a tmuestra dlsuelta en
metanol se le agregd una alicuota de hidréxido de sodio para obtener un pH entre 11

muestra sometida a condlcnones de basnmdad esto e

y 12, dejando reposar la mezcla durante el tiempo de tratamiento y agitando
esporadicamente.

i

v
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Figura 15a. Cromatograma iénico obtenido del blanco de reactivo.

En la figura 15b, se observa que al final del pico principal aparece un pico
muy pequefio, cuya identidad no fue posible determinar por ser tan pequeiio y
aparecer casi encimado con el pico principal.
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Figura 15b. Cromatograma iénico del extracto sometido a condiciones de basicidad.

figuras 16a y 16b se presentan los cromatogramas obtenidos de muestra

sometida a condiciones medioambientales, esto es, la muestra solamente disuelta en

metanol

=
e P v

Figura 16a. Cromatograma idnicoobtenido del blanco de reactivo.
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se deja reposando sobre una mesa dentro’ del laboratorio pfocurando que se
exponga a la luz natural, dejandola. reposar durante el.tiempo de tratamiento y
agitando esporadicamente.

1Peyssl
T

o ——m

we (Mo !

Figura 16b. Cromatograma iénico del extracto sometido a condiciones medioambientales.

En la figura anterior de igual manera se observa un pico muy pequerio, casi
encimado con el pico principal, debido a esto, tampoco fue posible determinar con
seguridad la identidad de este pico.

. '

\.

Figura 17a. Cromatograma iénico obtenido del blanco de reactivo.
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En:las figuras - 17a y 17b se presentan los cromatogramas obtenidos de
muestra sometida a condiciones de oxidacion, esto es, a la muestra disuelta en
metanol se le ‘agrega una alicuota de agua oxigenada al 30 % y es expuesta a la luz
natural, dejéhdd reposar la mezcla durante el tiempo de tratamiento y agitando
espc'rédicaménte.

3 1
N 4 (l‘; —— 7___~__A______1Lg'£-——.—»i>—-.\___—--

2 2 3 4 o b

tme Cmin.

Figura 17b. Cromatograma idnico del extracto sometido a condiciones oxidantes.

En la figura 17b, se puede observar que la muestra se ve afectada
considerablemente por condiciones oxidantes, lo que se comprueba al observar la
presencia de diferentes picos en el cromatograma (el No.2 es el xantorrizot).

6.3 Adecuabilidad del Sistema.
A partir de los cromatogramas obtenidos de la solucién la cual contiene al
xantorrizol y al estandar interno, y de diferentes inyecciones realizadas durante un

dia se calcularon todos los parametros requeridos en este apartado, ya que se
muestran en los cuadros 6y 7.
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Variable Resultado Variable Resultado
requerida requerida

to 1.34 min. w; (Est. Int) 3.48 seg.
t, (Est Int) 4.25 min. w, (Xant) 2.34 seg.
tz (Xant) 5.57 min Woos (Xant) 1.17 seg.
f (Xant) 1.17 segq.

Cuadro 6. Resultados de las variables requeridas para determinar los parametros

de adecuabilidad det! sistema.

Parametro Resultado Limite
Factor de capacidad ( k) 3.16 (Xant) k' =2
2.17 (Est. InY)
Resolucion ( R ) 4.54 Ry > 2
Retencion relativa (a ) 0.69 ——
Numero de platos tedricos (N ) 9066 N > 2000
_F;ctor de coleo © asimetria del pico 0.5 T=2
7))
Repetibilidad de inyeccion n=10 nz5
CV.=15% C.V.s2%
“Todos 10s de los en 1a 1abla, se refieren a la senal det Xantorrizol.

Cuadro 7.-Resultados para la adecuabilidad del sistema

6.4 Linealidad del sistema.

Para determinar este parametro se realizé una curva de calibracion a partir
de soluciones de distinta concentracion, preparadas a partir de una solucion Stock, y
realizadas cada una por triplicado.
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Rel. conc. Rel. Areas
{Xant /STDint) {Xant / STD int)
Curva 1 Curva 2 Curva 3
2 1.38 1.48 1.24
4 2.46 2.60 2.39
6 3.34 3.38 3.46
8 4.18 4.18 4.20
10 5.40 5.45 5.42
Cuadro 8. Curva de calibracidn para determinar linealidad del sistema.

En el Cuadro 8, se muestran los resultados obtenidos de las tres curvas
realizadas. Se realizd el analisis estadistico de acuerdo con la Guia del Colegio de
QFB's utilizando el programa de Microsoft Excel para realizar los calculos, del cual
obtuvimaos los siguientes resultados: r = 0.9966 y r? = 0,9931, donde b = 0.4256 y m
= 0.4908. Ademas se muestra el comportamiento de los datos obtenidos para
determinar la linealidad del sistema en la grafica 1. También se determinaron los
parametros estadisticos como: desviacidon estandar y coeficiente de variacion,
mostrando los siguientes resultados: d. s. = 0.0655 y un C.V. = 11.1400 %.

Ec. que describe el comportamiento de los datos
= 0.4256 + O..
7.0 y S 4908 x
S 6.0
%
LY 50
5
2 40
@ 3.0 .
s 20
2 1.0
0,0 - . Lo . . . . .
00 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 11.0 12,0
Rel. conc. {(Xant/STDi)

Grafica 1. Resultados de Linealidad del sistema
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6.5 Precision del sisterma.

La precision del sistema es el grado de concordancia entre un grupo de
resultados y el valor esperado. El ensayo se realiza por sextuplicado y se calculan
las variables estadisticas mencionadas en la metodologia. Los resultados obtenidos

se presentan en el Cuadro 8.

Solucién Rel. Areas ~ Resuitados Limites
No. (Xant/ STD int)
1 3.77 x =368
2 3.65 n=6
3 3.63 o =0.05
4 3.68
5 3.70 CV.=14% CcCV.=2%
6 3.65

Cuadro 9. Resultados para precision del sistema.

Los calculos para este apartado también se realizaron de acuerdo a la Guia
del Colegio de QFB's, y utilizando el mismo programa de Microsoft Excel para

obtener los resultados mostrados en el Cuadro 9.
Los datos anteriores muestran que los resultados cumplien con los criterios

para la precision.

6.6 Estabilidad de la muestra en disolucicn.
Esta prueba debe ser evaluada después de la preparacion de la muestra

para tomar en cuenta posibles cambios que pueda sufrir la solucidn durante

determinado tiempo.
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En el Cuadro 10, se presentan los resultados obtenidos para esta prueba.

Solucion | Conc. Inicio L1 P2
No. Xant Durante el 24 Horas / 48 Horas / Limites
(%) analisis Refrig. Refrig.
(Xant/Std int)| (Xant/Std (Xant/Std
int) int)
La diferencia de los
1 100 2.40 2.42 2.49 promedios debe pasar
por cero.
2 100 2.18 2.17 2.15 El promedio debe
estar dentro del
3 100 2.64 2.67 2.69 intervalo de
85— 105 %
P= prueba
Cuadro 10. Rest para ilidad de la muestra en disolucion.

De acuerdo con los resuiltados obtenidos la prueba cumple con las
especificaciones requeridas para este parametro.

El Cuadro 11, muestra los resultados obtenidos del analisis estadistico
realizado a cada una de las muestras.

Solucion Pl P2 Resultados
No.
I.C.py = 0.0133 £ 0.4582
1 100.8 103.8 X =100.5
2 99.5 98.6 1.C.pz = 0.0366 + 0.4814
3 101.1 101.9 x =101.42

Cuadro 11. Resultados del analisis estadistico realizado a cada solucion muestra.
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6.7 Linealidad del método.

segurar que los
ndlrectamente por
a Ia concentracion

La linealidad de un meétodo analitlco, es Ia hab |dad de
resultados analiticos, los cuales pueden ser €
transformaciones matematicas bien def’mdas
de la sustancia (anamo de mterés) dentro de un |ntervalo determlnado. Para ello, se

prepararon tres soluc:ones correspondlentes al ‘80,7100 y,115% ‘de la concentracion

del xantorrizol. Los resultados obtenidos se muestran en el cuadro 12, y su

comportamiento se muestra en la grafica 2.

~ Rel. Areas
Rel. conc. (Xant/ STD int)
(Xant /STDint) Curva 1 Curva 2 Curva 3
4 1.48 1.46 1.44
[5] 1.82 1.82 1.80
8 2.08 2.08 2.08

Cuadro 12. Curva de calibracion para determinar linealidad del método.

Ec. que describe el comportamiento de los datos
y = 0,8544 + 0,1550 x

2.4

2.2
£

= 2
8

>§, 1.8

2 16
<

T 1.4
«

1.2

1

3 4 5 6 7 8 8
Rel.conc.(XanuSTDint)

Grafica 2. Resultados de linealidad del método
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En el cuadro antenor se muestran Ios resultados obtemdos de las tres curvas

realizadas. Se reahzé el anahsxs estad sti o de acuerdo con la Guia del Colegio de
! allzar los caiculos, del cual

; dondeb—008544y
ta !st}cos como: desviacion

QFB's utllxzando el programa de Mlcrosoft
obtuvnmos los S|gu|entes resultados: r =

= 0.1550. También se determinaron los paré
estandar y coeficiente de variacion, mostrando |
0.0529 y un C.V. = 17.1166 %. T

QQiehtes resultados: d. s. =

6.8 Precision del método.

La determinacién de esta parte de la validacién S ealnzé a dos nlveles

1. Repetibilidad de 2 Reproduc:bu‘dad
- Analisis Dnstlnto anallsta
- Inyeccion +  Distinto dia

Los resultados obtenidos para estos dos niveles cumplen con los limites

establecidos y se muestran en los siguientes cuadros.
En el Cuadro 13, se observa que los resultados para Repetibilidad del analisis

cumplen con las especificaciones.

Inyeccion Rel. Areas — Resultado Limites
No. (Xant/ STD int)
1 1.87 x =183
2 1.82 n=6
3 1.82 o =0.03
4 1.80
5 1.81 CV.=18% CV.=2%
6 1.88

Cuadro 13. Resultados para repetibilidad det analisis.




Resultados y discusion

En-el Cuadro 14, se observa que la repetibilidad de inyeccion. De igual

manera cumple con las especificaciones.

Inyeccidn
No.

Rel. Areas
(Xant 7 STD int)

Resultado

Limites

2.05
2.05
2.06 ~
2.00
2.09
2.06
2.07
2.01
2.03
2.00

=204 nzs5s

o=0.03
CV.=2%

CV.=151%

OO NO B DNWN A

-

Cuadro 14. Resultados para repetibitidad de inyeccién.

Los resultados que se muestran en el Cuadro 15 corresponden a la

reproducibilidad. De igual manera se observa que cumplen con las especificaciones.

Analista | Analista H Resultados Limites
2.30 2.32
Dial 2.36 2.36 r =235
2.36 2.37 CV.=2%
2.39 2.37 o =0.0302
Dia It 2.35 2.38
2.30 2.34 CV.=13%

Cuadro 15. Resultados para reproducibilidad del metodo.
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6.9 Rango. .
Este parametro analiza los resultados reallzados a tres nivi Iés‘"éha'les
deben estar dentro del intervalo de linealidad. En este* caso : aror
concentraciones correspondientes al 66, 100 y 133 %, debido a qde'"no ‘era posibile
preparar las soluciones al 70 y 130 %, como se indica en los antecedentes.
Cada concentracién debe cumplir con los parémetros de Ilnealldad precision

y exactitud. Los resultados se muestran en el Cuadro 16.

Rel. conc. Concentracion
Resultados .
(Xant/ STD int) (%) . Limites
entre replic.
= 1.46
4 66 o = 0.0200 Cada concentraciéon
CV.=1.37% debe cumplir con
=181 Linealiad, p.recisién y
& 100 o =0.0115 exactitud
CV.=0.64%
CV. s2%
x =2.08
8 133 o=0 70— 130 %
CV.=0%
> a las mu de lir i del método.

Cuadro 16. Resultados del analisis estadistico r

De acuerdo con los resultados obtenidos en el cuadro anterior, podemos ver

que cada nivel cumple con las especificaciones.
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6.70 Exactitud y Recobro.

De acuerdo con uno de los apartados en la descripcion de exactitud (Anexo):
La exactitud puede ser inferida de la precisién, cuando la linealidad y la especificidad
han sido establecidas. Decimos que el método cuEnple coh este parametro y
utilizamos los resultados de precision para demostrarlo, los cuales se presentan en el
Cuadro 17.

Inyecciéon Concentracion Resultado Limites
No. (%)
1 102.2 X =100.2 n=6
2 99.5 CV.=2%
3 99.5 o =1.7978 El promedio
4 98.4 debe estar
5 98.9 C.V.=18% dentro del
6 102.7 intervalo
98 — 102 %

Cuadro 17.- Resultados para exactitud.
6.11 Sensibilidad.
Para esta prueba solo de realizdé una estimacion aproximada del limite de
cuantificacién, sin ser validado. A continuacion en la Figura 18, se muestra el

cromatograma obtenido, en el que se aprecia como numero 1 al estandar interno y

numero 2 al xantorrizol.
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R
e i)

56 -

Time (= -3

6.72

planta.

Figura 18. Cromatograma ionico obtenido para limite de cuantificacion.

Determinacion del contenido de Xantorrizol en la Raiz de la

Después de haber realizado algunas pruebas para validar la metodologia
empleada, se determinod la cantidad del compuesto contenido en la raiz de la planta.
Para ello se procedid como se menciona en la metodologia y los resultados se

muestran en el Cuadro 18.

Muestra Peso (g ) de Rel. Prom. areas Cxant Resultados
No. Raiz (Xant / STD int) (mg Xant / g Raiz)
1 3.0037 3.24 15.8299 x = 15.5501
2 3.0027 3.05 14.7623
3 3.0035 3.18 15.5487 1.C.=+ 0.5012
4 3.0039 3.16 15.4338
5 3.0032 3.34 16.4536 o =0.5419
] 3.0025 3.21 15.7233
7 3.0031 3.10 15.0991 C.V.=3.4850%

Cuadro 18. Resultados de la determinacidn de la cantidad de xantorrizol contenido en la raiz de 1a
planta medicinal /ostephane heterophylla.
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Para determinar la cantidad de Xantorrlzol contenldo en la rnuestra de raiz

utilizada para el estudlo se utilizd la sngulente cuaclé

( Axan%’]s!d int )

Cxant =
; (F l;

t. g(Raiz )

a‘lihea recta obtenida. en la
y la cantidad de muestra
eas del xantorrizol y estandar
la$ concentraciones del

Esta expresién responde avla ecu
linealidad del sistema e inVolucré""
utilizada en el ensayo. Donde A,;,’,
interno obtenid'as de los espeétfo

xantorrizol y estandar |nterno en Ia solucion, a es la vcrdenada al origen (distinta de

cero), F-” es la pendiente de la curva de callbraclén Fqy es el factor de dilucion de la

muestra y g es la cantidad en gramos'de rajz’ ut'l zada
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7. CONCLUSIONES

- Después de haber realizado las pruebas necesarias para validar la
metodologla anantlca acoplada Cromatografla de Gases-Espectrometria de Masas
para ct‘Jalntlf'car al xantorrizol contenido en el extracto
éte(qphylla, se pudo observar que cada una de esas
§pe¢iﬁcaciones que son requeridas. Sin embargo, se
‘s resultados de premslén y exactltud en cuanto
[ studlo (3 rng/mL de xantorn ol). pos:blemente
ue la materla

pruebas:’
observai
ali valor

ol. mlentras que éste se encuentra mas estable frente a los

tratamiento: medio acido y basico, asi como en Ilas condiciones

a’'pesar de que en los cromatogramas de estas tres ultimas

pruebas 'se" observar pequefios picos, los cuales aparecen muy pegados al

pico prlnc|pal correspond:ente al xantorrizol.

- \En la prueba de Adecuabilidad del sistema se pudieron determinar todos

los parametros requeridos, cumpliendo cada uno con los limites establecidos por la

metodologia.
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~ Las pruebas de Llnealldad del Sistema y Linealidad del Método cumplen
con todos los’ parérnetros requerldos por ia metodologla excepto con eltCoeﬁmente

de Vanacnén Exzste una vanacrén muy grande en Ios dos resultados ue salen del
ara determinar la causa de :

limite establecndo Es’ necesarlo reahzar mas pruebas
esta variacion : :

el Método ' con
,"ademas de la
e’ cumplen con los

e: Estabilidad .de la: Muestra en Solucion, los resultados
imltes establecidos, por fo que podemos

este intervaﬁ; de valore
> En el apartado de Sensnbllndad sélo se realizé una prueba para
determinar el Limite de Cuantlﬁcaclén sin llegar a validar este valor, debido a que no

era indispensable realizar-la determinacién de este parametro, ya que, las

concentraciones manejadas son en gran medida mayores al ruido.

~ Mediante el método validado CG-EM se calculd un promedio de 15.5501
+ 0.5012 mg de xantorrizol por gramo de raiz de /ostephane heterophyilla.
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metodologla propuestaes: adecuada a la - muestra e

ntorrizol “@s Uun compuesto de origen vegetal, es
bas  con la materia prirha de partida y considerar los

necesario
eden’ influir en el analisis de este tipo de muestras, y lograr

diferentes factores que
con ello mpulsar.este tlpo 'de metodologias para que puedan ser ttiles en estudios
estras’ procedentes de fuentes naturales o de naturaleza quimica

posterlore d
similar.”

- El método empleado para cuantificar al xantorrizol contenido en la raiz de
Ios(ephane heie phylla mediante la técnica CG-EM, es mas selectivo, comparado
con el método espectrofotométnco ensayado en trabajos previos, ya que en nuestro
caso se determmé un solo compuesto. Por otra parte, la precisién de los resultados

es mayor, al emplearse en este método un estandar interno.

> Puéde nsidérarse este estudio como un complemento para las pruebas
y estudios prév te realizados a la planta. Considerando que el trabajo esta

enfocado a la cacion de un solo compuesto, el cual, es el mayoritario y

responsable de la ad biblégica.

> Elusodela Cfomatografia de Liquidos de alta resolucion (HPLC) podria
representar otro método alternativo para la cuantificacion del xantorrizol en la raiz de
lostephane heterophylla y poder estandarizar los preparados de la planta.
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- El xantornzol constituye una sustancia quim|camente definida,

>
caracteristvca de la espe, ie de su género que en .un estado alslado ejerce un efecto
similar al efecto terapéutzco d extracto tota Por lo antenormente expuesto, puede
considerarse como el "prlnc:plo activo antiséptic y mayorltano de la especie que
podria unhzarse para estandar:za ;repar dos 'de la raiz y - al mismo tiempo,
os constltuye' tes terapéutu:amente activos (Gaedck,

considerarse . como Lll"lOA—C‘l
3003). S
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9. ANEXO

PROCEDIMIENTO ANALITICO Y VALIDACION?

Un procedimiento analitico se refiere al camino elegido para realizar un
analisis. Este debe describir en detalle los pasos necesarios para realizar cada una
de las pruebas analiticas, puede inciuir pero no limitarse a la muestra, la referencia
estandar y la preparacion de los reactivos, uso de instrumentacidon analitica,
generacion de curvas de calibracién, uso de formulas de calculo, etc?®

Para poder utilizar un procedimiento analitico dado, es necesario que éste se
encuentre avalado por un organismo oficial encargado de emitir los procedimientos
analiticos como la USP, la FEUM la FDA‘“etc'..'bero en caso de no contar con un
procedimiento analitico oﬁcial es posnble reallzar ia validacién del método que se

propone para anahzar una muestra.
El objetivo de’la’ validacién de un procedlmlento analltico es demostrar que

éste es adecuado para el propésno deseado. Aunque existen diversos tipos de
26,27,

procedimientos analiticos para analizar una muestra, los mas comunes son
» Pruebas de identificaciéon
e Pruebas cuantitativas para el contenido de impurezas
e Pruebas de limites para el control de impurezas
» Pruebas cuantitativas para el compuesto principal en muestras de
farmacos, medicamentos u otros componentes seleccionados en un

producto farmacéutico.

A continuacidon se mencionaran los parametros necesarios que se deben
considerar para la validacidon de un método analitico.
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9.1.- EspecificidadPs?7.28.33.37.38
Es la capacidad de evaluar inequivo
componentes, los cuales, se espera que

nte al anallto en presenc:a de otros

La especificidad, es un
éstas) que pueden - exfstir dura
parametro verifica que los prod
interfieran con la cuant fic

de mterés utlllzando ‘el método

desarroliado.
Debe aclararse que; Ios términos especificidad y selectividad no significan lo

mismo. La select/wdad se reﬂere la éapacndad de separar al analito de los demas
componentes presentes en: Ia muestra' vy la especificidad, se refiere a la capacidad
de analizar solamente al anallto de interés. En otras palabras, el método que es

perfectamente selectlvo para un analito de un grupo de compuestos, se dice que es

especifico.
E! procedlmlento UtIIIZadO para demostrar la especificidad, depende del

objetivo buscado por el método analitico. No siempre es posible demostrar que un
método  analitico es especifico para un analito en particular (discriminaciéon
completa). La falta de especificidad de un procedimiento puede ser compensada por

el respaldo de otros procedimientos analiticos.

9.1.1.- Identificacién (para asegurar la identidad del analito).

Las pruebas de identificacion deben ser capaces de discriminar entre
compuestos con estructuras cercanamente relacionadas, las cuales puedieran estar
presentes. La discriminacién por un procedimiento puede ser confirmada por la
obtencion de resultados positivos de muestras que contengan al analito (quiza por
comparacion con el material de referencia), comparado con un resultado negativo de

muestras, las cuales no incluyen al analito.
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La eleccion de tales materiales potencialmente interferentes se debe basar
en un completo juicio cientifico, con la consideracidon de las mterferenc:as que se

puedan presentar.

9.1.2.- Ensayo y prueba de impurezas.

Se realiza con el fin de asegurar que todos los procedlmlentos analitlcos
realizados, permitan una declaracién exacta del contenld de m urezas de la

muestra. :

Para procedimientos cromatograficos, se deben ‘utilizar, los grgmatogramas
representatlvos para demostrar la espeCIﬁcxdad :
deben ser apropladamente identificados.

En las separaciones cromatogréf’cas crlt cas.
apropiado el grado de impurezas. La especificidad puede ser “demostrada por la
resolucién de dos componentes los cuales eluyen uno muy qerca del otro.

En los casos donde un ensayo no es especifico, se pueden utilizar otros
procedimientos analiticos para demostrar la especificidad en general. El método es

similar para ambos ensayos y prueba de impurezas:

1.3.- Impurezas disponibles.

Para el ensayo, se debe involucrar una demostracion de la discriminacién
del analito en la presencia de impurezas. Practicamente, esto puede ser hecho por
monitoreo de la sustancia pura, con los niveles apropiados de impurezas para
demostrar que el ensayo resulta inafectado por la presencia de estos materiales.
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9.1.4.- lmpurezas no disponibles.

Si las lmpurezas ‘0 -productos de degradacién no estan dnspombles la
especlﬁc:dad puede ser demostrada por la comparacion de . los resultados de
mpurezas - o productos . de degradac:én. por un
con los métodos

procedamlento secundaﬁo bi h caractenzado como por ejemplo.
farmacopélcos u‘ otros ' procednmlentos analiticos vahdadas29 Tamblén. ‘se podrlan
comparar. Ios res dos 'de muestras que contlenen xmpurezas o productos de
degradacuén con los ésultados obtenidos de ensayos de pureza adncnonal El grado

estable bajo condiciones normales de trabajo.

Las muestras sometidas a estrés se deben analizar a diferentes intervalos
de tiempo para monitorear la posible degradacion que vayan sufriendo. Se
recomienda obtener una degradacién del 25% para confirmar la especificidad del
método®

Algunas recomendaciones para métodos cromatograficos se enlistan a

continuacién%:
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Obtener un cromatograma de la fase movil antes de iniciar el analisis!

Las pruebas o Ios “tests” de pureza del plco pueden ser utilizadas para mostrar
que el plco cromatogréﬁco del anahto no'es atribuible @ mas de un componente

(por ejemplo: arreglo de diodos y espectrometrfa de masas) Ademés :os
cromatogramas deben ser legibles, con los picos ldentlf'cados y el tlempo de

atenuacion indicado.

9.2.- Adecuabilidad del sistema?c-27-28.33.37.38

Es una parte integral de muchos procedimientos analiticos. Las pruebas se
basan en el concepto de que el equipo, componentes electrénicos, operaciones
analiticas y muestras por ser analizadas, constituyen un sistema integral que puede

ser evaluado como tal.

Los parametros por ser determinados para un procedimiento en particular,
dependen del método que se pretende validar?’. La Figura A1, muestra la separacién
de dos sustancias en una mezcla, ademas de indicar las variables que son
requeridas para determinar la adecuabilidad del sistema.

Esta prueba es utilizada para verificar que la reproducibilidad y resolucién
del sistema son los adecuados para el analisis que se esta realizando; es decir,

asegura la ejecucién del sistema cromatografico.
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Figura A1. Separacion éromatograﬁca de dos sustancias®

Es una medida . del lugar. onde estan localizados los picos de interés, con

respecto al volumen de vac

St resueltos -uno’.de otro y del »volumen de vacio. La

alcular el factor de capacidad:

Donde t,, es el tiempo de retencién de la muestra medido desde el momento de la
inyeccion at momento en que eluye el maximo pico y to es el tiempo de retencion del
volumen vacio o componentes no retenidos en la columna al momento de inyectar.

La ecuaciéon anterior se interpreta de la siguiente manera:

Tiempo de elucién del soluto en la fase estacionaria

Tiempo de elucion del soluto en la fase movil
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También puede ser expresada como:

Concentracion de sustancia en la fase estacionaria

K=

‘Concentracion de sustancia en la fase movil

9.2.2- Resoluciéh

Es una - medi a, de’ qué tanto dos picos: son separados. “Para una
cuantificacion conf able es’ senctal que /os plcos estén separados en gran medida

uno de otro (Rs y'> 2)

La ‘r uclén es lnﬂuencxada de manera mrmma por Ia relacnén de dos
compuestos'que estén snendo medldos y puede calcularse medlante la’ sngunente
R = 2 — 1, 2([',_2*— t’r’lb)

. : o V '
) yz(t"’l + tw2 ) (ty"l + th‘)

medido” en segundos;

ecuacion:

Donde t. es el ancho del pico extrapolado a la linea basal,"
correspondiente a los componentes de la disolucién.

9.2.3.- Retencion relativa (a )
Es una medida de la localizacién relativa de dos picos.

No es un parametro tan esencial como la resolucion. La siguiente ecuacion

permite el calculo de la Retencion relativa:
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1, —t,

t =t

ST

9.2.4.- Factorde coleo(T=<2)

LLa dificultad encontrada por el intég;ador en la dete_rminacién‘ donde y
cuando el pico termina, ocasiona una disminucién de la éxactitud de la cuantificacion,
asi como del caiculo del area bajo la curva Esto es deb:do a que los plcos son

asimeétricos.

La ecuaciéh' anterior pefmifé el ‘calculo del fa', tor de coleo, donde Wi.09 es el ancho
del pico medldo al 5 % de la altdra t ! del plcO principal, tomada del centro del pice
al final del pICO. \' fes la dlstanma mé)ﬂma del pico, tomada del centro al inicio del
pico, a la distancia correspondlente al 5 % de la altura del pico.

w
0.05

méximo del pico

Figura A2. Pico cromatografico asimétrico
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9.2.5.- Namero de Platos Tedricos (N > 2000 )

Es una medida de la eficiencia de la columna, esto es, cudntos picos
pueden ser localizados por unidad de tiempo en el cromatograma. .

tante para cada
ec1das para una

velocndad de f jo de la fase mévll temperatura de Ia columna viscosidad de la fase

movil y peso molecylar del analito.
9.2.6.- ‘Repetibilidad de inyeccién ( precision )

La precision de la inyeccion expresada como RSD (relative standard
deviation) indica la ejecucién del andlisis cromatogréfico, la cual incluye a la bomba,
columna y condiciones ambientales, al tiempo en el que se esta realizando el

analisis.
RSD = 2 % para nz5

La cantidad de pruebas requeridas dependera del propoésito del método,

pero, es importante considerar algunos puntos:
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La muestra y el estandar deben estar disueltos en la fase movil. Si esto no es
- posible, se debe evntar el uso de altas cantidades de disolventes orgémcos

cuando se’ comparan con cantldades en la fase movil.

- 'La concentraclén de anahto muestra y de estandar deben estar a Ias mismas

N concentraclones 6 muy parec:das

La concentracién de la muestra debe  estar respaldada.por un estandar
durante el procedimiento analitico?®>4.

9.3.- Linealidagfszss3373s 0

La linealidad de un sistema o método analitico - es la habilidad (dentro de un
intervalo) de obtener resultados analiticos, . los cuales son directa o indirectamente

proporcionales a la concentracién del analito en la muestra.

Durante el desarrollo de métodos es necesario determinar la linealidad del
sistema y del método. La primera nos indica que el instrumento en el cual se
pretende realizar el analisis, nos da una respuesta adecuada para determinar la
la segunda, verifica que e! método propuesto por el cual se

presencia del analito;
analito arroja resultados confiables para

pretende determinar la presencia del

determinar al analito de interés.
El intervalo lineal de detectabilidad que obedece a la Ley de Lambert - Beer,

es dependiente del compuesto analizado y del detector utilizado. Ademas, depende

del propédsito del método.
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9.3.1.- Linealidad del sistema.

La  linealidad del sistema se determina construyendo una curva de
calibracion (concentraciébn vs. respuesta medida) utilizando cuando menos 5
diluciones, preparadas a partir de una misma solucién patron (solucion Stock) y
realizando el analisis cuando menos por triplicado para cada dilucion.

El mtervalo de Ias concentracnones a analizar depende del proposito del

método; para control de cahdad y seguimiento de estabilidad, debe de estar incluida

la concentracnén correspondlente al 100 %2529,

Criterios de valldamén

- T 2099 .
- C.V. =1.5%

9.3.2.- " Linealidad del método.

La linealidad del método se determina a partir de placebos adicionados de
cuando menos 3 diferentes cantidades de la sustancia de interés (placebos
cargados) cada uno de manera independiente, haciendo el analisis por triplicado de
cada concentracion. Incluyendo siempre la concentracion correspondiente al 100 %.

La linealidad es generalmente reportada como la varianza de la pendiente de
la linea de regresidén, calculada de acuerdo a un método matemadtico establecido

para los resultados obtenidos?%3°.

Criterios de validacién:

e r 20,99
e 2 =0.98
e C.V. £1.5%
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« Pendiente (m) = 1
« Ordenada al origen (b) =

9.4.- Rango?%27:28.37.38
£/ rango de un procedimiento analitico es el lnterva/o entre el valor bajo yel

valor alto de concentracién (cantidad) de anal/to en Ia muestla (lncluyendo estas
concentraciones), para el cual se ha demostfado que el procedlm/ent nalitico tlene

un nivel adecuado de preCISIén, exactitud y I/nealldad

el metodo ‘analitico®. ;
Se; deriva normalmente de los estudios de lmeal:dad . depende de Ia

|'e'nto Es establecido conforme el proced mlento analmco
acep’able ‘de linealidad, exactitud y precis n, cuando es
tenlendo cantidades de analito dentro o en los extremos del

aphcac:é del. pro
summlstra q
aplicado a mu
rango especxfica o

i roced:m:ento analitico.

Se deben considerar los siguientes rangos minimos:

9.4.1.-Ensayo. :

Para el ensayo de un farmaco o producto terminado: normalmente de 80 %

120 % de la concentracion de prueba.
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9.4.2.- Uniformidad de comenido.

Para calcul a uruforrmdad de contenldo se debe’ ‘cubrir un minimo del 70 %
al 130 % de la concentramén de prueba solo para un intervalo més ampho. en base
ala naturaleza de la forma de dosificacién, debe serjustlf'cado : :

9.4.3.- Disolucién.

Para pruebas de disolucion, un’ mtervalo de * 20v% sobre el rango

especificado; por ejemplo, si las especnf‘cacuones para ‘un’ producto de liberacion
controlada, cubre la regién de 20 % después de 1 hor_ y arrlb“ del 90 % después de
24 horas, el intervalo validado debe ser de 0 - 110 % lo d ado ‘en’ Ia ethueta.

9.4.4.- Impurezas.
Para la determinacién de una 1mp' ado de la impureza, a
120 % de la especificacion. s o
Para las impurezas conocndas con nus a
producen inesperada y elevada toxicidad, el LD y Lc deben ser conmesurados con el
nivel al cual la impureza debe ser controlada. :
Para la validacion de pruebas de impurezas realizadas durante el desarrolio

fectos férmacolégicos que

de un método, puede ser necesario considerar el rango alrededor del limite

(probable) sugerido.

Si el ensayo y determinacion de pureza son realizados juntos como una
prueba, solo un 100 % de estandar debe ser utilizado, la linealidad debe cubrir el
intervalo del nivel reportado para impurezas al 120 % del especificado en el ensayo.

71




Anexol

9.5.- Precisicn?527.28.29.33.37.38

:Como segundo_paso, se debe evaluar Ia precnsnén del método La precns:én
alrededor del valor’ medlo"no debe ‘exceder el 2 % del coeficiente de variacion, y el
valor medlo debe‘estar dentro del + 2 % de la desviacion estandar del valor nominal

para exactitu .
La* preclsuén puede ser considerada a tres niveles: repetibilidad, precision

intermedia y reproducibilidad.
9.5.1.- Repetibilidad.

Expresa la precisién bajo las mismas condiciones de operacién dentro de un

corto intervalo de tiempo.

Es también, denominada precisién intra-ensayo. Puede ser determinada

como se indica a continuacion:




Anexo /

= Un minimo de 9 determinaciones cubriendo el intervalo especificado para el
procedimiento (por ejemplo, 3 concentraciones con 3 réplicas cada una).
= Un minimo de 6 determinaciones . correspondientes al 100 % de la

concentracion a medir.
Para los métodos cromatograficos se determina:
9.5.1.1- Repetibilidad de inyeccién

Esta se mide por inyecciones muitiples de una muestra horhogénea (solucion
preparada), bajo las condiciones cromatograficas establecidas. Se recomienda con

parte de la validacion de métodos, un minimo de 10 inyecciones con un RSD de <2
% (algunas guias recomiendan el 1.5 % y otras el 1 %)%%29,

9.5.1.2.- Repetibilidad del andlisis

Consiste de muitiples medidas de una muestra, por el mismo analista bajo

las mismas condiciones.
9.5.2.- Precision intermedia.

Anteriormente conocida como parte de la robustez, es expresada como
variaciones intra-laboratorio, como diferente dia, diferente analista, diferente equipo,
etc., dependiendo de! tiempo y recursos.

La extensidn de la precision intermedia puede ser establecida dependiendo
de las circunstancias bajo las cuales el procedimiento pretende ser utilizado. No es
considerada necesaria para estudiar los efectos individualmente. Es recomendado el
uso de un disefio experimental. El objetivo es asegurar que el metodo genera los




Anexo !

mismos resulitados cuando muestras snmllares son anahzadas al mismo t:empo que

se esta llevando el desarrolio del método. .
Se determma de una muestra homogenea del producto cercana aI 100 % de

la concentraclén tedrica ' por trlphcado. y para métodos cromatogréfcos se

recomienda un C. V. 2 %.

9.5.3.- Reproducibilidad.

Expresa la precision entre laboratorios y es evaluada por med:o de una
mtermedla es

prueba inter-laboratorio. Normalmente se evalua' sn Ia precnstén
evaluada. = i
La reproducibilidad debe ser consideré a

estandarizacién del procedimiento analltlco.

,rea izar -una
mclusnén como

procedimiento en farmacopeas?.

9.6.- Exacti'ufs.27.28,33.37.38

La exactitud de un pmcedr’miéntdér;al{tibd es el gfado de cercania entre el
valor el cual es aceptado como valor referencia y el valor experimental encontrado.

Debe ser claro que  la evaluacién de la exactitud nos permite medir la

efectividad del procedimiento de preparacion.
La exactitud puede ser establecida a través del rango especificado en el

procedimiento analitico.
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9.6.1.- Ensayos.

Pueden ser realizados varios métodos para determinar la exactitud:

9.6.1.1.- Sustancia farmacéutica™

9.6. 1.2.f Pibducto farmacéutico®?

Apllcaclén de un procedlmlento analltnco para un anahto de’ pureza

definida. : S
La exactltud puede ser inferida de la prec
especuf‘cndad han sido establecudas

La aplicacion de un procedimiento analitico para mezclas smtétlcas de los
componentes del producto farmacéutico, cuyas cantldades conocidas del
principio activo por ser analizado, han sido adlclonadas.

En los casos donde es posible obtener muestras de todos los
componentes del producto farmacéutico, es aceptable adicionar
cantidades conocidas del analito a cada producto farmacéutico, y
comparar los resultados obtenidos mediante un procedimiento
caracterizado, cuya exactitud esta establecida o definida.

La exactitud puede ser inferida de la precision, siempre y cuando la
linealidad y la especificidad han sido establecidas.
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9.6.2.« Impurezas (cuantificacion).

La exactitud debe ser evaluada en muestras (sustancias 0. productos
farmaceéuticos) individuales con cantidades conocidas de |mpurezas En los casos

donde es posible obtener muestras de impurezas y/o productos de degradacnén se
bpor un’ procedimiento

considera aceptable comparar los resultados obtenldo
independiente. El factor de respuesta de la sustanc:a farmacéutlca puede ser
utilizado. ; ; ) . :

Debe ser claro que ‘las - impurezas - totales 'o lnd:vuduales deben ser
determlnadas. por EJEmplO porcnento de peso en peso, en todos- los casos con

res pecto

n. mrmmo de 3 niveles de concentracién, cubnendo ‘el intervalo
especnﬁcado ‘por ejemplo, 3 concentraciones con 3 réplicas de cada una. ‘

La -exactitud debe ser reportada como % de recobro para el ensayo,
mediante cantidades adicionadas del analito en la muestra o como la diferencia entre
el valor promedio aceptado como referencia junto con los intervalos de confianza.'

Es recomendable que se realice a niveles del 80, 100, y 120 % del valor
considerado como el 100 %.

Otra forma de determinar la exactitud es preparando 6 placebos cargados
de manera independiente, con la cantidad necesaria de la sustancia de interés para
obtener la concentracidon correspondiente al 100 %. El % de recobro y el C.V. debe

estar de acuerdo con Ios‘datos del cuadro A1,
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La precision y la exactitud juntas, determinan el error de una medida
analitica y son los criterios primarios utilizados cuando uno juzga la “calidad” del

método3'.

Meétodo Prom. de Recobro % C. V.
Cromatografico 98 — 102 2%
Titulomeétrico 98 —~ 102 =2%
Quimico y
Espectrofotométrico 97 — 103 sS3%
Microbiolégico 95 — 105 =5%

Cuadro A1.- Criterios de aceptacion para el % de Recobro y el Coeficiente de variacion?®,

9.7.- Estabilidad de la muestra en solucion®®,

Es concerniente especialmente, para muestras que pueden sufrir alguna
degradacion por hidrolisis, fotdlisis o adhesion al material de vidrio. La estabilidad de
la solucidn muestra, después de su preparacion, debe ser evaluada de acuerdo al
meétodo propuesto. Esto puede realizarse mediante la determinacion de duplicados o
triplicados de muestras a un nivel (medio) o distintos niveles (bajo, medio, alto) en
multiples puntos después de comenzar su conservaciéon para tener en cuenta
posibles cambios en su concentracion.

También puede determinarse por comparacion de los resultados de las
mismas muestras, después de permanecer bajo diferentes condiciones de
temperatura ambiente, refrigeracion, protegidos de la luz, durante el tiempo que dura
el andlisis, durante 24 o 48 h, en dias distintos, etc. Lo anterior sera determinado por
el analista y dependiendo de las propiedades fisicoquimicas de la sustancia.
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Se reallza bajo Ias mismas condiciones de operacion, utlllzando una solucuon,
‘medio’ obtemdo .

referencia recxentemente preparada para cada tlempo. y el valo

media de la muestra con respecto a Ia rnedla del
cero y/o ia magnitud del efecto no_exceda el porcen

9.8.- Sensibilidad?s?835373

Se dice que un mé peqbeﬂos cambios en la
concentracion, causa grand ta analitica.

rmino relacionado a la capacidad de

Existe una gran cc;hfusidn' sobre e
determinar bajas concentraciones. El término freclentemente utilizado para ello es la
sensibilidad. R C

La capacidad de detectar pequefias concentraciones es expresada como
limite de deteccién (LD) y Limite de cuantificacién (LC). .

9.8.1.-Limite de deteccién (LD).

El LD de un procedimiento analitico individual es la cantidad mas baja del
analito en la muestra la cual puede ser detectada pero no necesariamente

cuantificada como un valor exacto.

Dependiendo del procedimiento instrumental o no instrumental sera posible

determinar éste parametro.
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9.8.1.1.-Con base en la evaluacion visual.

ales e instrumentales.

Puede ser utilizada por métodos no lnstrum )
Es determinado por el andlisis de muestras con; cantldades conocidas del
analito y por el establecimiento del nivel: mlnlmo alréual el analito puede ser
realmente detectado. La presentacion de los gréﬁcos _leVantés es conéiderado

aceptable para su justificacion.

‘Con bése en la'relacién S

. 9.'8. 1.2.-

sefiales med:das d uestras, con ba]as concentractones COnOcldaS del anallto y
muestras blanco.- Se debe establecer la’ concentracion mlmma a la cual el analito

puede ser realmente detectado.
Una relacidén sefal : ruido entre 3 &6 2 veces a 1 es generalmente

considerada aceptable para estimar el LD.

9.8.1.3.- Con base en la desviacién estandar de la respuesté yla

pendiente.

Se puede expresar de la siguiente forma,
-
3.30
LD = 77
S
En donde o es la desviacion estandar de la respuesta y s es la pendiente de

la curva de calibracion.
La determinacion de o se puede lograr mediante una variedad de caminos:
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9.8.1.3.1.- Con base en la desviacion estindar del blanco.

La med:cuon de la magmtud de la respuesta basal analitica, es realizada por
el analisis de un numero apropiado de muestras blanco y se calcula la desviacion

estandar de estas espuestas.

‘9.,8. 1.3 ‘Con base en la curva de calibracién.

e’ calibracion debe ser estudiada utilizando muestras con el
de LD. La desviacion estandar del intercepto de “y” de las
u ‘de ser utilizada como la desviacién estandar.

n donde el valor estimado para el LD es obtenido por calculo o

analito, - en
lineas de

| -es mado puede ser subsecuentemente validado por el analisis

extrapolacion,
e un adecuado nimero de muestras conocidas, preparadas a una

independiente [
concent‘racl:réh determinada o cercana al valor de LD.

9.8.2.- Limite de Cuantificacién (LC) .

El ()’mile ‘de cuantificacién de un procedimiento analitico es la cantidad mas
baja de/ analito en una muestra la cual puede ser cuantitativamente determinada con

adecuada precisién y exactitud.

E! LC es un parametro de ensayos cuantitativos para niveles bajos de

compuestos en una matriz muestra. Es utilizado particularmente para la

determinacion de impurezas y/o productos de degradacion.
9.8.2.1.- Con base en la evaluacion visual.

Puede ser utilizada por métodos no instrumentales e instrumentales.
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Es generalmente determinado por el analisis de’ rnuestras con cantidades
al: cual_ e! analito

conocidas del anahto y por el estableclmlento del mvel mlmm

de la relacion seﬁal : ‘ruido es reallzada por la comparacion

de seﬁale‘s' muestras. con bajas concentracuones conocidas del analito y

muestras blanco, establecuendo la concentracion minima a la cual el analito puede

ser realmente ‘cuantificado.
Una relacién sefial : ruido de 10 veces a 1 es generalmente considerada

aceptable para estimar el LC.

9.8.2.3.- Con base en la desviacion estandar de la respuesta y la

pendiente.

Se puede expresar de la siguiente forma,

LD = 19
s

En donde o es la desviacidn estandar de la respuesta y s es la pendiente de

la curva de calibracion.
La determinacién de o, se puede lograr mediante una variedad de caminos:

9.8.2.3.1.- Con base en la desviacion estandar del blanco.

La medicién de la magnitud de la respuesta basal analitica, es realizada por
el analisis de un numero apropiado de muestras blanco y se calcula la desviacion

estandar de estas respuestas.
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9.8.2.3.2.7c°n base en la curva de calibracion. .

analito en el mterva
o la desvzaclén

cromatografia, es decir, deben tomarsé ‘en cuenta par
edad de la columna, ya que esto modifica la relacion de

lores al considerar su

determinacion mediante la relacién sefial : ruido?®.-

9.9. - Robuste225.27.28.33.37.35

La robustez de un procedimiento analitico, es una medida de la capacidad
de mantenerse inafectado por pequeifias, pero deliberadas variaciones en los
parametros del método, y sumunistra un Indice de su confiabilidad durante el uso

normaf®.

Es normalmente expresada como la falta de influencia en los resultados de

variables operacionales y medio ambientales del método analitico®®
La evaluacion de la robustez debe ser considerada durante la fase de

desarrollo, y depende del tipo de procedimiento en estudio. Aunque los datos

82




Anexo |

obtemdos no son usualmente mostrados se recomlenda que sean |nclu1dos como

parte del metodo de valldacnén

-
= Influencia de la fuerza |on|ca
= Estabilidad de la soluclén ana
- Tlempo de extracclén R
* Variaciones en la composnm
= Diferencia en las columnas (lote y proveedor)

= Temperatura
= Velocidad de flujo -

En el caso de CG:
= Diferencia en las’ columnas (Iote Y proveedor)
= Temperatura
= Velocidad de flujo
= Estabilidad de la solucién muestra

Ademas de otros factores como distinto laboratorio, diferente analista,
diferente instrumento, diferente lote de reactivos, diferentes tiempos de ensayo,
diferente dia, etc.

Para caracterizar ias distintas variables del método, éste debe ser dividido
en bloques y determinar cual es el efecto de cada variable en cada blogque (Diagrama

1).
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Se puede determinar la mﬂuencra de cada factor por la vanacnén de éste a.
un tiempo y manteme do Jo d mé facto es’ f’Jos o Esto nos Ileva a gastar menos

'Producto homogéneo
Método adecuad

P eparacicn de la muestra
Aqali_sta especlfico

- Equipo especifico

Eleccion del :
instrumento & Peso del estandar
Probar * Peso de la muestra
Adecuabilidad Extracto
. Preparacion de
Combinacuén diluciones

Resultados -
 finales .

Diagrama A1. Relacién entre equipo, meloao. técnica y muestra en un analisis tipico’

El disefio comiunmente utilizado es el de Plackett — Burman, que utiliza un
disefo de 8 a 12 corridas, y permite investigar un nimero de 7 a 11 factores. Este
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disefio tiene dos " niveles, valores 'y se adapta a un factor. La variacion de

combinaciones de niveles es muy especifica y muestra una alta simetria.
' 'Esta aproximacion también se puede utilizar para demostrar la transferencia

de un nuevo método a otro laboratorio®!

9.10.- Cromatografia de gases®®

La cromatografia se define como un procedimiento analitico mediante el cual

los solutos son separados por un proceso dinamico de migracion diferencial en un

sistema que consiste de dos © mas fases, una de las cuales se mueve

continuamente en una direccién dada (fase moévil) en la cual la sustancia individual
exhibe dlferente movilidad por motnvos de drferenctas en la adsorclén particion,

solubilidad, presnén de vapor tamaﬁo molecular ) densndad de carga idnica3°,
eparacnon de compuestos, con

muestra Aungque existen

Esta técmca analmca tlene corno funclén,
el propésnto de |dent|fcar, cuantificar o punfca
diferentes tlpos ‘de" cromatografia, solo se mencionaran las caracteristicas de la
cromatograf'a de gases, que es la técnica analitica utmzada en este trabajo.

La cr matograf'a de gases es un meétodo de separacnén en la cual, un

soluto gaseoso (o el vapor de un liquido volatil) es transportado por una fase

gaseosa o fase movil. La fase estacionaria suele ser un liquido no volatil que recubre
el interior de la columna (cromatografia de reparto gas-liquido) o un soporte sélido de
grano fino (cromatografia de adsorcion gas-soélido). La figura 1 muestra el esquema
de un cromatégrafo de gases. Una muestra de liquido volatil se inyecta a través de

un septo de goma (un disco deigado) en un puerto de inyeccidn caliente, recubierto

de vidrio o metal, donde se vaporiza la muestra. La muestra es arrastrada

rapidamente hacia |la columna por un gas portador inerte (Que suele ser He, N, ©
Hz), que actia como fase movil. Después de pasar por la columna que contiene a la

fase estacionaria, los solutos separados fluyen por un detector, cuya respuesta se

visualiza en un registrador o una computadora. No es necesario que la temperatura
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de la columha sea'mayor que el punto de ebullicion de tddos los solutos; sélo debe
ser lo bastante elevada para que cada soluto tenga suficiente preSIén de vapor a fin

de ser elundo en un tlempo razonable.

Septo ge : .
goma de .
silicana .
Pueno de”” ] =
inyeccian d Ut n
Horno el Detector IUTACOr
inyector 1 © rogistrador
Horno del
detector
=i~ Columna

Horno de ia columna

Figura A3. Diagrama esquematico de un cromatografo de gases

9.10.1.- Columnas

Las columnas pueden ser empacadas o tubulares abiertas. Las columnas
empacadas son de acero inoxidable o vidrio y tienen tipicamente un diametro de 3 a
6 mmy 1 a5 mdelongitud. La columna se llena con un soporte solido de grano fino
recubierto de un liquido no volatil como fase estacionaria, aunque el sdélido mismo
puede ser la fase estacionaria. Las columnas tubulares abiertas (capilares)
proporcionan mayor resolucién, menor tiempo de analisis y mayor sensibilidad,
debidp a que la longigud de la columna es mayor y el diametro menor, con lo que
aumenta el nﬁrﬁerd de platds tedricos por unidad de longitud. Las longitudes de las
columnas capilai’es vaﬁ desde 10 cm hasta 100 cm y los diametros externos son del

orden de 0.25 mm.
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9.710.2.- Soporte sélido.

El soporte debe ser de un material resistente “inerte*, en particulas
pequeiias de forma regular y con gran area superficial. 'ldealmente no debe
interactuar con los solutos, pero ninguno es inerte. La makyoriak de los soportes son
de diatomita '(tierra de diatomeas) consistente en los esqueletos de silice de las aigas
mxcroscéplcas denominadas diatomeas.

El: tamaﬁo redumdo de la particula reduce el tlempo requerido para el
equilibrio de los solutos Io que mejora la efcnencna ‘de’la columna. Sin embargo, a
menor tamaﬁo de la partlcula se requiere mayor presnén para forzar a la fase movil a

través de la columna.

9. 10.'3., 'Fase estacionaria

La elleccién de la fase liquida para un problema dado es esencialmente
empirica; la regla de que “los semejantes se disuelven mutuamente” es muy util. La
cantidad de:faise liquida utilizada se expresa como porcentaje en peso del soporte
liquido. Laé cargas mas comunes estan en el intervalo de 2 a 10%. En general,
gran porcentaje de. fase liquida conduce a una mayor capacidad para el soluto.
tiempos de retencnén mayores y mayor separacion entre picos.

Tanto en las columnas empacadas como en las columnas tubulares abiertas
se emplean una gran variedad de fases estacionarias sodlidas. Las mas comunes
como la alumina (AlO3) o los tamices moleculares son una notable fase sélida
ampliamente usada en cromatografia. Son materiales inorganicos o polimeros
organicos con grandes cavidades en las cuales pueden entrar moléculas pequenas,
que son parcialmente retenidas.
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9.70.4.- Programa de temperatura

Al incrementarse la temperatura de una columna se reduce el tiempo de
retenc:én y'la resolucion, debido a que-los compuestos eluyen mas rapidamente.
Cuando se separa una mezcla de compuestos con amplio intervalo de puntos de
ebullicion o 'olarldades, es’ muy utll pode modificar la temperatura de la columna
durante Ia separa 6n ya que, los compuesto més volatiles emergen de la columna
[ tro ‘mientras que ‘los compuestos menos volétlles no pueden ni

uno cerca del

siquiera eltirse®

s’ carreai'lor

! Los g‘ ses acarreadores mas comunes son Hz, He y N2z. Los tres producen
una altura de plato éptima similar (0.3 mm), pero gastos significativamente distintos.
ElHe e Hz requieren un gasto mayor que el Nz lo que favorece la resolucién, debido
a que los gases del soluto difunden mas rapido a través de Hz y He que de Na.

9.710.6.- Inyeccion de la muestra
Con el objeto de introducir una muestra liquida en una columna
cromatografica se requiere de un puerto para muestra, que usualmente contiene un
tubo de vidrio silanizado (llamado inserto) dentro de un bloque metalico caliente. La
muestra se inyecta con una jeringa a través de un septo de goma, y se vaporiza en
el tubo de vidrio. El gas portador lleva la muestra vaporizada a lo largo de la columna
de cromatografia. Por lo general las columnas analiticas requieren de 0.1 a 10 uL de
muestra liquida, mientras que las columnas de trabajo preparativo pueden manejar
de 200 a 1000 ul.
La inyeccion dividida es una forma de reducir el volumen de muestra para

las columnas tubulares abiertas. Solo 0.1 a 10 % del volumen de 0.1 a 2 pL de

muestra llega a la columna; el resto se elimina. En la figura No. A4, se muestra ia
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camara de myect:lon en donde Ia muestra se myecta a través del septo en la’ zona

componentes no se vaponza del todo, lo cual causa error en el anéhsls cualltauvo. Si
la temperatura del inyector es demasiado elevada, puede ocurrir descompos:c:én,

con perdida de algunos componentes y la formacién de otros.

Sandade desechos
valvuta (] Zonadeevaporacidn  Pared
geaguja s gelamuestra maetalica Rncuanmlenlc Lana de widrio silanizada

caliente ,qe v

~ Punto da divigdn

So inyectad (=

aqui
o
Sep RAegulador
l Control del fiujo de presion
T,

- ._&'_.T__-\/L - .
TCTamees 1 Toenorager 0" Vaivula de
Enirads aol gas-':j-' ITamices Depurador __l ‘ﬁ' aguja
poragor f

Columna de cromatografia

*
Satdia de desechos

Figura A4. Camara o puerto para la inyeccion dividida o sin divisién en una columna tubular abierta®®

En la inyeccidon sin division la mayor parte de la muestra se aplica a la
columna, y durante la inyeccién ocurre poco fraccionamiento de solutos. Se utiliza en
los casos donde se requiere el analisis de trazas de solutos.

Se utiliza inyeccion sobre la columna en el caso de muestras que podrian
descomponerse al ser calentadas por encima de su punto de ebullicién al inyectarlas.
La solucién de la muestra se inserta directamente al principio de ia columna de
cromatografia, sin pasar por un inyector caliente. La temperatura inicial de la

TESIS CON | »
| FALLA DE ORIGEN
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columna es cercana al punto de ebullicion del disolvente. De este modo, el disolvente
se condensa y atrapa solutos en una zona estrecha .La cromatografia ocurre al

elevarse la temperatura de la columna.

9.70.7.- Detectores

Existen diversos detectores que pueden ut:llzarse para detectar Ios solutos a
la salida de la columna cromatogréf‘ca como el detector de conductlwdad térmlca.
de ionizacidon de flama, de captura de el'ctrones detector fotométnco d ﬂama.

detector de alcalis de flama, y detector ‘de- ‘emision’ atémlca ‘cada uno con dlstmta
Los espectrémetros de masas y los

sensibilidad y ttiles en distintos “casos.
espectrofotémetros de infrarrojo de transformada de Fourier se utilizan ampllamente

en combinacidn con la cromatografia de gases. Estos detectores proporcionan el
espectro completo para cada componente conforme eluye de la columna, pudiendo

realizar el analisis cualitativo.
9.11.- Espectrometria de masas*®

La espectrometria de masas es una técnica analitica que proporciona,
ademas del peso molecutar, informacion valiosa acerca de la estructura quimica de
un compuesto. En el espectrémetro de masas, llegan electrones de alta energia a la
muestra, rompiendo las moléculas en fragmentos, de los cuales se obtiene su masa,
y esta informacién es utilizada para reconstruir la molécula.

El espectréometro de masas ioniza las moléculas en un alto vacio, clasifica
los iones de acuerdo a su masa, y registra la abundancia de los iones de cada una
de las masas. Un espectro de masas es la grafica que representa las masas en el
eje de las x y el numero relativo de iones (abundancia relativa en %) de cada una
de las masas en el eje de las y. Se emplean varios métodos para ionizar las
muestras, y también hay varios tipos de analizadores para separar los iones de
acuerdo con su relacidon (masa/carga), pero solo se mencionara la ionizacién por
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impacto electrénico y como analizador la deflexién magnética para separar los iones
formados.

9.11.1.- Jonizacién por impacto electrénico.

Cuando un electréon choca con una molécula neutra, puede ionizarla
eliminando otro electron.

e’ + M —> m: + 2e”

£l tipo mas comun de molécula ionizada es el que carece de un electron, y por lo
tanto, tiene una carga positiva y un electrén no apareado. El idn es un radical
cation. Por ejempilo;

H H
: - 3 HICH ——> H:CTH + 2e-

Radical catién

-El ‘radical catién en la reaccion anterior no es un carbocatién normal, el
atomo de carbono tiene siete electrones alrededor de él, y los siete lo enlazan a otros
cuatro atomos. Este catién excepcional se presenta por la formula [CH4]; en donde
+ indica la carga positiva y - indica el electron no apareado.

Ademas de ionizar, el impacto de un electron energético puede romper la
molécula. Este proceso de fragmentacion da una mezcla caracteristica de diferentes
iones. El cation radical que corresponde a la masa de la molécula original se lama
i6n molecular, y se abrevia M*. Los iones de menor peso molecular se llaman
fragmentos, y pueden ser positivos, negativos o neutros, pero en el espectrometro de
masas solo se detectan los fragmentos con carga (positiva 6 negativa).
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9.711.2.- Defleccion magnética.

Una vez que la ionizacién y la fragmentacion han formado una mézcla de
iones, estos deben separarse y detectarse, y se realiza en el analikz'ar'do'ri del
instrumento. S

En el caso de la defleccion magnética, las moléculas de la muéétfé‘se
ionizan mediante un haz electronico que pasa a través de una camara de ’vacv(d. l:ds
iones con 'carga positiva son atraidos por la placa cargada negativamente, dde tiene
una rendua angosta para permitir que algunos iones pasen a través de ella. El' haz de
iones entra a‘ un tubo al vacio, con una parte curva colocada entre los polos de un
iman grande ‘Cuando pasa una particula cargada a través de un campo magnético,
sufre una; fuerza transversal y se curva su trayectoria. El radio exacto de curvatura
del trayecto e’un ion depende de su relacion masa/carga (m / 2 ) que se simboliza
m/z. En esta expresion m es la masa del idn (en u) y z es su carga en unidades de

carga electronica.

Al final del tubo del vacio hay otra rendija, seguida de un detector de iones
conectado con un amplificador. A un campo magnético dado, solo el trayecto de los
iones de una masa determinada se curvara exactamente la cantidad correcta para
que pasen a través de la rendija y entren al detector, el cual produce una sefnal que
es proporcional al numero de iones que llegan a él. Variando el campo magnético, el
espectrometro recorre todas las masas idnicas posibles y produce una grafica del
namero de iones de cada masa. La informacién se tabula y se imprime el espectro
como una grafica de barras o como una tabla de intensidades relativas, como se
muestra en la figura 3, todos los valores se redondean al entero mas cercano en
unidad de masa. A los picos se les asignan intensidades expresadas como
porcentajes del pico mas intenso al que se le llama pico base. No necesariamente
debe corresponder al de la masa del idn molecular, simplemente es el mas
pronunciado. El valor de m / z para el ion molecular inmediatamente da el peso

molecular del compuesto.
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: Pica base (¢] mis grande)
3 100  se reflere como 1007
N Ineesidad : 0 43
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Figura A5. Espectro de masas por |E dei 2,4-dimetilpentano dado como grafica de barras y en forma
tabutar*®
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