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l. OBJETIVO
Realizar una revisiobn general de la aplicacion de la cromatografia de gases en la

industria farmacéutica.

I INTRODUCCION
La cromatografia de gases es un método de separacion y deteccion de compuestos
volatiles organicos y de gases inorganicos, en la industria farmacéutica se aplica en la
identificacion y determinacion analitica de materias primas (principios activos y
excipientes), material de empaque, productos terminados y en proceso, cuantificacion
analitica de productos terminados, solventes residuales e impurezas.
Avances tecnolégicos significativos en las areas de electronica, computacion y
desarrollo en la tecnologia de columnas han permitido a esta técnica tener limites de
deteccidbn mas bajos, identificacion de sustancias mas exactas con la mejora de la
resolucién. Mezclas de compuestos muy complejas se pueden separar. Cuando se
acopla a un espectrometro de masas como detector se pueden identificar los
compuestos eluidos, creando asi una herramienta analitica muy poderosa.
Debido a las caracteristicas de los compuestos que se analizan por cromatografia de
gases ésta es muy utilizada en el control de calidad durante y después del proceso de
sintesis de principios activos y excipientes ya que sirve para identificar y cuantificar
solventes residuales que quedaron presentes aun después de la purificacion.
La cromatografia de gases hace posible que el analisis de algunos compuestos sea
mas confiable, preciso y exacto.
La creciente demanda de la industria farmacéutica para generar mas datos, tanto en
calidad como en cantidad, ha generado el desarrollo de mas métodos analiticos

automatizados de principios activos en varias matrices.



1. ANTECEDENTES

La cromatografia es una técnica que permite separar, aislar e identificar los
componentes de una mezcla de compuestos quimicos, la muestra es distribuida entre
dos fases, una estacionaria y otra movil, de tal forma que cada uno de los compuestos
de la mezcla es selectivamente retenido por la fase estacionaria en la cual las
sustancias individuales exhiben diferencias en adsorcion, particion, solubilidad, presion
de vapor, tamafio de particula o densidad de carga ionica. Una vez separadas las
sustancias pueden ser identificadas y cuantificadas.®

La cromatografia de gases es una técnica de separacion creada por James y Martin en
1952; en la cual la fase movil es un gas. Puede tener una fase estacionaria sélida o
liquida retenida en un soporte adsorbente (columnas empacadas), o en la pared
interna de una columna tubular abierta (columnas capilares), con la excepcion de
algunas areas especializadas como por ejemplo el andlisis de gases inorganicos, la
cromatografia gas-liquido es la mas usada. ¥

Las separaciones en la fase estacionaria ocurren debido a los efectos de la particién o
adsorcion, que se basan en establecer un equilibrio entre la fase estacionaria y la fase
movil. ® La adsorcién es el resultado de la interaccion de grupos funcionales polares
en el soluto con sitios de adsorcion discretos en la superficie adsorbente como zeolitas
(silicatos de aluminio), Poropacks (poliestirenos entrecruzados) y mallas moleculares.
La particion es aquel en el cual un soluto en contacto con un gas y un liquido se

distribuye entre éstos de acuerdo a su coeficiente de distribucion.®
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El sistema de cromatografia de gases (Figura 1) consiste en un gas acarreador inerte
(helio, nitrégeno o hidrogeno) que fluye continuamente desde un cilindro de gas a
través del inyector, la columna y el detector. La muestra es inyectada por medio de una
jeringa (que mide volumen del orden de microlitros) al inyector, donde la muestra se
vaporiza, después es acarreada por la fase mévil hacia la columna la cual contiene a la
fase estacionaria que puede ser solida o liquida.

La funcién de los detectores es producir una respuesta eléctrica proporcional a la
concentracion o masa de la muestra. El calentamiento del detector es indispensable
para evitar que la muestra se condense. ¥ Entre los detectores mas usados en la
industria farmacéutica se encuentra en primer lugar el detector de ionizacion de flamay
el detector de conductividad térmica que tiene un uso menos frecuente que el detector
de ionizacién de flama. En general el detector responde uniformemente a compuestos
volatiles pero es considerablemente menos sensible que el detector de ionizacién a la
flama. @

La sefal que sale del detector es registrada en una grafica contra el tiempo, el area o
altura del pico puede ser medida ya sea electrébnicamente usando un integrador o

manualmente. ¥

Caracteristicas de los compuestos que se analizan por cromatografia de gases
Los componentes que son inyectados al cromatégrafo de gases deben pasar a estado
gaseoso (si es que no son un gas), los componentes de la muestra al vaporizarse
pueden ser acarreados por la fase mévil gaseosa, por lo tanto el requerimiento basico
de los componentes que son analizados por cromatografia de gases es que sean
volatiles ¥, y ademas los componentes de la muestra tienen que ser termoestables a la
temperatura de trabajo a la cual se lleve a cabo el analisis.

El inyector y el detector son calentados a una temperatura que mantenga a los
compuestos en su estado gaseoso. El inyector y el detector se mantienen a una
temperatura mas alta que la columna para promover la rapida evaporaciéon de la

muestra y prevenir la condensacion de la muestra en el detector.®



Ventajas de la cromatografia de gases en la industria farmacéutica:
e Alta eficiencia de separacion.®
e Alta sensibilidad de deteccion de las especies separadas, ésta es una de las
razones para utilizar esta técnica. Utilizando detectores selectivos se logran
detectar cantidades del orden de 10™? a 10 gramos. ©
e Precision y exactitud.

e Tiempos de analisis cortos.®

Desventajas de la cromatografia de gases en la industria farmacéutica:
e En comparacion con la cromatografia de liquidos, la cromatografia de gases es
menos usada, la razén principal es que la mayoria de los farmacos son polares,

tienen caracteristicas termolabiles y son de naturaleza i6nica. ®

e No se pueden analizar compuestos moleculares termolabiles como proteinas y

polimeros. @



IV. CROMATOGRAFIA DE GASES APLICADA A LA INDUSTRIA
FARMACEUTICA

El uso de la cromatografia de gases en la industria farmacéutica se ve reflejada sobre
todo en las farmacopeas en donde se publican muchas determinaciones que utilizan
esta técnica.
De acuerdo a la Farmacopea de los Estados Unidos Mexicanos (FEUM):
Los métodos publicados para la determinacién de principios activos (materia prima) son
aproximadamente 30% para pruebas como ensayos, sustancias relacionadas, pruebas
limite de solventes residuales e impurezas organicas volatiles. En el caso de
excipientes, el uso de la cromatografia de gases se incrementa notablemente hasta en
un 60% del total de métodos publicados.
Para productos terminados el uso de la cromatografia de gases es menor que para
materias primas, aun asi se pueden encontrar varios productos que se analizan por
esta técnica.
En la tabla 1 se enlistan algunos ejemplos de las pruebas que se realizan por

cromatografia de gases en distintas formas farmacéuticas. ©

A continuacion se describen algunos ejemplos de los métodos analiticos publicados en

la Farmacopea de los Estados Unidos Mexicanos (FEUM).

1. ENSAYOS
Determinacion de la concentracion de un compuesto en su forma pura 0 en una

formulacion farmacéutica.

A. CONTENIDO DE ETANOL EN JARABES
Al. Importancia del analisis
A menudo se incluye el etanol como conservador y también como solvente de las
esencias aromatizantes en jarabes, los cuales son muy eficaces para enmascarar el
sabor de farmacos amargos o salados (como bromuros, yoduros o cloruros).El
contenido de etanol en medicamentos de libre venta al publico va desde 0.3% para

medicamentos dirigidos a menores de 6 afos, el limite es de 5% para nifios de 6 a 12



FORMA FARMACEUTICA PRINCIPIO ACTIVO PRUEBA USsSoO
e Ampicilina Limite de diclorometano Antibiético
Limite de Substancia
Inyectables e Fluoresceina sddica dimetilformamida fluorescente

e Fenitoina sédica

Contenido de etanol y

Anticonvulsivo

propilenglicol.
Antagonista de
e Naloxona Ensayo los receptores
opioides.
e Atropina Ensayo Midriatico
Soluciones oftalmicas
e  Bromhidrato de Ensayo Relajador del
homatropina musculos
ciliares en el
0jo.
e Enflurano Ensayo, identificacion. Anestésico
Ensayo
Soluciones e Isoflurano liquido Anestésico
e Ciclosporina Contenido de etanol
Péptido
inmunosupresor
Unguentos e Sulfato de atropina Ensayo Midriatico
e  Griseofulvina Ensayo Antimicotico
Suspension e Lindano Ensayo Plaguicida
e Primidona Ensayo Anticonvulsivo
e Sulfato de atropina Ensayo
y clorhidrato de Antidiarreico
difenoxilato
Tabletas e Clorhidrato de
amantadina Ensayo Tratamiento de
enfermedad de
e Clorfenamina Parkinson
compuesta
Ensayo clorfenamina Antihistaminico
maleato
Grageas e  Estrégenos Identificacion Terapia
conjugados hormonal
e Clorfenamina Contenido de etanol, Antihistaminico
maleato ensayo e identificacion
Jarabes e FEtoxuximida Ensayo Anticonvulsivo
e Valproato s6dico Ensayo Antiepiléptico

Tabla 1.




afos y el limite de etanol recomendado para adultos es de 10%. Los jarabes mas
comunes incluyen principios activos tales como antihistaminicos o descongestionantes
orales. ©

El etanol sigue en importancia al agua como solvente, se usa mucho en la elaboracién
de medicamentos debido a su misibilidad con el agua y ademas puede disolver varios
compuestos insolubles en agua como lo son farmacos, sabores y preservativos
antimicrobianos. Otra ventaja que ofrece el etanol es que evita el crecimiento de
microorganismos no ocurre en las soluciones que contienen alcohol en una
concentracién razonable. ©

El porcentaje de etanol para un jarabe de maleato de clorfenamina por ejemplo debe
estar entre 6 y 8% v/v, en una presentacion comercial Clorotrimeton, es un
antihistaminico indicado para el tratamiento sintomatico de la rinitis alérgica estacional
y perenne, rinitis vasomotora, conjuntivitis alérgica, manifestaciones alérgicas cutaneas
no complicadas y angioedema, mejoramiento de reacciones alérgicas en sangre o
plasma. También estan indicadas en el tratamiento de reacciones anafilacticas
conjuntamente con epinefrina y otras medidas de rigor después de controlar las
manifestaciones agudas.®

La cuantificacion de etanol en jarabes es importante ya que la administracion
concomitante de los antihistaminicos con alcohol puede incrementar el efecto sedativo
del maleato de clorfenamina, ademas de que el etanol potencia los efectos sobre el

sistema nerviosos central (SNC) de numerosos sedantes.®

All. Método de preparacion

Se usa el método de estandar interno para disminuir la variabilidad en la preparacion
de muestras y estandares, se utiliza n-propanol como estandar interno que se distingue
del etanol en tener un metileno mas en su estructura molecular, se prepara a una
concentracion de 20uL/mL en agua tomando 2mL de n-propanol en 100mL de agua.
Para el estandar de referencia se toman 2mL de etanol en 100mL de agua para tener
una concentracion de 20uL/mL. Para la solucion de estandar combinado se toma una

alicuota de 10mL de solucién de estandar de referencia y 10mL de solucion de

10



estandar interno en 100mL de agua para tener una concentracion final de 2uL/mL de
etanol y 2uL/mL de n-propanol.

Para la preparacion de la muestra se toman 25mL del jarabe con una pipeta para dar
(to delivery por su nombre en inglés) a un matraz volumétrico de 100mL, permitiendo
gue la muestra baje de la pipeta al matraz en 5 minutos aproximadamente, la pipeta no
se enjuaga con agua, el matraz volumétrico de 100mL se lleva a volumen con agua, se
toma una alicuota de 10mL de esta solucién y se coloca en un matraz volumétrico de
100mL, se agregan 10mL de solucion de estandar interno y se lleva a volumen con
agua .

Se inyecta al cromatdgrafo de gases 1uL de la solucidon de estandares combinados y
de la muestra combinada.

La resolucion entre el etanol y el n-propanol debe de ser mayor a 2 y el coeficiente de
variacion para la adecuacion del sistema no debe ser mayor al 4%, el factor de coleo
para el etanol no debe ser mayor a 1.5 para que se tenga la certeza de que la medicion

es correcta.®

Alll. Condiciones cromatograficas

Se puede usar como gas de arrastre N, o He con un flujo de 20mL/min.

Para la cuantificacion de etanol se reporta en la literatura el uso de una columna
empacada de vidrio de 2m de longitud x 4mm de didmetro interno, empacada con una
fase estacionaria solida de copolimero de etilvinilbenceno y divinilbenceno, con un
tamafio de particula de malla de 100 a 120.

La columna se trabaja en formato isotérmico, se mantiene a 160°C durante todo el
analisis.

Se utiliza un detector de ionizacién de flama, éste y el inyector se ponen a una
temperatura de 170°C. Se usa un detector de ionizacién a la flama debido a que este
responde a todos los compuestos organicos, y no detecta el agua, esta caracteristica lo
hace el detector de eleccion para la determinacién de etanol en jarabes los cuales
estan compuestos mayoritariamente por agua.®

El soporte sélido debe de tener tamafio de particula pequefio y uniforme, un tamafio

estrecho en particulas pequefias permiten una presion aceptable. Los empaques de

11



polimeros porosos pueden ser usados directamente sin ser cubiertas por fase
estacionaria, y requieren muy poco acondicionamiento debido a que el etanol es un

compuesto de bajo peso molecular.

AlV. Manejo de resultados
En este caso se realiza la cuantificacién del compuesto.®

Primero se calcula el factor respuesta relativo con la siguiente ecuacion:

Err — Ae X Vi 10mL alicuota std int X 100mL aforo std ref X 100mL aforo std comb
Ap 100mLaforo  100mL aforo std comb Ve 10mL alicuota std ref
Donde:
Frr= factor respuesta relativo
Ae= area del pico de etanol en la solucion de estandar combinado.
Ap= area del pico de n-propanol en la solucién de estandar combinado.
Vi= volumen de n-propanol (mL)
Ve= volumen de estandar de etanol (mL)
Std int= Estandar interno
Std ref=  Estandar de referencia

Std comb Estandar combinado

%Etanol (v/v) =

LX&X Vi y 10mL alicuota de std int M y 100mL aforo y 100mL aforoM <100
Frr  Ap 100mL aforo 100mL aforo M vm 10mL alicuota M
Donde:

Ae= area del pico de etanol en la solucién de la muestra.
Ap= area del pico de n-propanol en la solucion de la muestra.
Vi=  volumen de estandar interno (mL)

Vm= volumen del jarabe (mL)

100= factor de conversion a porcentaje %.

M=  Muestra

12



B. DETERMINACION DE ALCOHOL BENCILICO EN INYECTABLES.
Bl. Importancia del analisis
El alcohol bencilico es el antimicrobiano mas utilizado en formulaciones parenterales,
hay evidencia que es un neurotéxico y esta contraindicado en el Reino Unido.® Se ha
demostrado por medio de estudios retrospectivos en neonatos que se disminuye la
mortalidad por hemorragia intraventricular en infantes que pesan menos de 1kg de
peso después de que se descontinuo el uso de soluciones que contenian alcohol
bencilico. El sindrome jadeante se presenta con el deterioro progresivo neurolégico en
infantes prematuros que sufren de envenenamiento por alcohol bencilico.(”
Con dosis de alcohol bencilico en un intervalo de 99 a 234mg/kg/dia se presentan los
siguientes sintomas: hipotension, acidosis metabdlica severa, perdida de la conciencia,
leucopenia, trombopenia, hiperamonemia y dificultad para respirar son observados con
tasas altas de mortalidad.
En el caso del Diacepam un inyectable de 1ml contiene 5mg de diazepam, 0.5mmol de
sodio y 15.7mg de alcohol bencilico, cuando se administra continuamente via
intravenosa en un estado epiléptico se debe usar una dosis no mayor a 1mg/kg/hora,
con esta dosis el alcohol bencilico se mantiene en 75mg/kg/dia que es una dosis mas
baja que a la cual se presentan sintomas adversos, de aqui la importancia de conocer
la concentracién de alcohol bencilico en productos farmacéuticos.®
El alcohol bencilico se puede volatilizar facilmente, por lo que es ideal para analizarse
por cromatografia de gases. Este método se basa en la determinacion cuantitativa del

alcohol bencilico contenido en parenterales, utilizando fenol como estandar interno.

Bll. Método de preparacion

Se utiliza fenol como estandar interno preparando una solucion madre a una
concentracion de 10mg/mL, pesando 1g de fenol en un matraz aforado de 100mL. La
solucion madre del estandar de alcohol bencilico se prepara a una concentracion de
9mg/mL, pesando 450mg de estandar de alcohol bencilico en un matraz aforado de

50mL; tanto el estandar interno como el estandar de referencia se disuelven en agua.

13



La solucion de estandares se prepara mezclando 1mL de solucién madre del estandar
interno y 1mL del estandar de alcohol bencilico en un matraz aforado de 10mL que se
lleva a volumen con agua.

Para la preparacion de la muestra se toma una alicuota equivalente a 9mg de alcohol
bencilico del inyectable con una pipeta para contener, se transfiere a un matraz de
10mL, se enjuaga la pipeta con pequefias porciones de agua, se adiciona 1mL de
solucion madre del estandar interno y se lleva a volumen con agua. Se inyecta 1mL de

la muestra y el estdndar respectivamente.

Blll. Condiciones cromatograficas

Se puede utilizar helio o nitrégeno como gas acarreador con un flujo de 30mL/min.

Se reporta en la literatura que se requiere una columna de vidrio de 180cm de longitud
X 3mm de diametro, empacada con tierras silicias recubierta con polietilenglicol de alto
peso molecular al 5% (Carbowax 20M) muy polar que debe ser liquido a la temperatura
de operacion. La temperatura de la columna se mantiene de manera isotérmica a
140°C. El detector y el inyector de ionizacién de flama se deben mantener a 250°C.®
Aunque las columnas capilares son las que se usan con mayor frecuencia, en este
caso en particular se utiliza una columna empacada debido a que tienen mayor
capacidad de muestra, permitiendo que la muestra completa sea inyectada sin la
necesidad de aplicar un split porque las columnas empacadas tienen un mayor
volumen de fase estacionaria por unidad de longitud de la columna, asi no se diluye el
alcohol bencilico presente en la muestra.®

BIV. Manejo de resultados

Err _A_bx Wi X ImL alicuota std int X 50mL aforo X 10mL aforo std comb
Af  100mL aforo ~ 10mL aforo std comb Wb 1mL alicuota std ref

Donde:

Frr= factor respuesta relativo

Ab= area del pico de alcohol bencilico en la solucion de estandar combinado

Af= area del pico de fenol en la solucion de estandar combinado

Wi= peso de fenol (mg)

Whb= peso de alcohol bencilico (mg)

14



Std int= Estandar interno
Std ref= Estandar de referencia

Std comb= Estandar combinado

- 1 Ab Wi ImLalicuotastd int 10mL aforoM
mg Alcohol bencilico/ mL =——x—x X x
Frr Af 100mLaforo 10mLaforoM Vm
Donde:
Ab=  area del pico de alcohol bencilico en la solucién de la muestra.
Af= &rea del pico de fenol en la solucion de la muestra.
Wf= volumen de estandar interno (mg)
Vm= volumen del inyectable (mL)

M=  Muestra

2. IDENTIFICACIONES

El método de identificacibn debe discriminar entre compuestos muy similares en
estructura que puedan estar presentes en muestras con mezcla de compuestos. Las
pruebas de identidad deben ser especificas para el farmaco a analizar.®

El tiempo de retencién es muy util para confirmar la identidad de una sustancia, pero
cuando se trata de sustancias sin caracterizar no es muy recomendable usar este
parametro ya que compuestos similares pueden tener tiempos de retencion muy
parecidos, para lo cual es recomendable utilizar el tiempo de relacién relativo.®

A continuacion se describe el método de identificaciébn de perfumes y aceites como

ejemplo.

C. IDENTIFICACION DE PERFUMES Y ACEITES.

Cl. Importancia del analisis

Los perfumes comprenden una amplia variedad de compuestos sintéticos y naturales
gue son seleccionados en base a su olor placentero. Los perfumes naturales estan
hechos a partir de mezclas de extractos de plantas como vainilla, citricos o flores. Los
aceites esenciales se encuentran en diversos 6rganos y tejidos vegetales, y constituyen
los principios de sabor y aroma de las plantas en las que aparecen, estos aceites son
generalmente volatiles lo que les da su olor caracteristico a las plantas como por
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ejemplo lavanda, limén, rosas, clavo entre otros. Los perfumes sintéticos contienen
gran variedad de compuestos seleccionados en base a su similaridad con compuestos
naturales como el aroma a banana y de durazno.

El propédsito de los perfumes en productos farmacéuticos es producir un aroma
agradable, enmascarar el olor de algunos ingredientes, o para enmascarar olores
biologicos desagradables como el sudor. Los perfumes y aceites esenciales se utilizan
como aromatizantes en varios productos farmacéuticos como protectores solares,
talcos, lociones y cremas corporales.

Las reacciones alérgicas a perfumes dependen de la exposicion prolongada, la
exposicion topica puede causar alergia o irritacion. El 95% de los compuestos sintéticos
usados en fragancias son compuestos derivados de petrdleo incluyen derivados de
benceno, aldehidos y otros toxicos que pueden causar cancer, efectos teratogénicos,
desordenes del sistema nervioso central y reacciones alérgicas.

La cromatografia de gases es la técnica de eleccion para realizar las identificaciones de
aceites y perfumes, debido a que se trata de sustancias volatiles y la prueba se realiza

relativamente en poco tiempo aunque la mezcla sea compleja.(”

Cll. Método de preparacién
Se compara contra un estandar de perfume de rosas, se inyectan 0.5uL tanto de la
muestra como del estandar, no se requiere tratar la muestra puesto que se trata de una

identificacién, ademas de que debido a su formulacién esta lista para ser analizada.®

Clll. Condiciones cromatograficas

Se puede usar helio o nitrdgeno como gas acarreador, con un flujo aproximado de 7
mL/min.

Esta reportado en la literatura que para la identificacion de perfumes se utiliza una
columna capilar de 25m de longitud X 0.25mm de didmetro interno y un espesor de
fase estacionaria de 0.3um, se requiere gran eficiencia para resolver los picos
obtenidos de los compuestos debido a que los perfumes son mezclas complejas de

compuestos muy parecidos estructuralmente entre si; se utiliza una fase estacionaria
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OV-101 (dimetil silicon), esta fase estacionaria es de tendencia no polar como o son
los compuestos de los perfumes en su mayoria.

Se trabaja con un programa de temperatura iniciando en 100°C debe mantenerse
constante por 4min y se aumenta hasta 200°C (Omin) a una velocidad de 4°C/min, con
esta rampa de temperatura se asegura que eluyan los compuestos con diferentes
puntos de ebullicion.

Se utiliza un detector de ionizacion de flama. La temperatura del inyector y del detector

es de 250°C. El inyector se trabaja en formato split.

CIV. Manejo de resultados
Debido a que se trata de una identificacion en este caso solo se comparan los perfiles

cromatograficos de la sustancia de referencia contra la muestra.

D. COMPOSICION DE ACIDOS GRASOS EN MANTECA DE CACAO.

DI. Importancia del analisis

La manteca de cacao es un triglicérido natural que se utiliza como base para
supositorios, en menor medida es usado para la elaboracion de évulos y cremas
emolientes. La concentracion aproximada de los acidos grasos en la manteca de cacao
es de 38,1% de acido oleico, 35,4% de estearico y 24,4% de palmitico, el acido
linoleico puede estar presente en alrededor de 2%. # La manteca de cacao esta
sometida a transformaciones polimorficas, estas variaciones se pueden presentar de
lote a lote y pueden causar que el producto final no cumpla con las especificaciones ya
gue dependiendo del contenido de sus diferentes acidos grasos la manteca tendra una
consistencia caracteristica por ejemplo el acido oleico por si sélo es liquido a
temperatura ambiente mientras que el acido palmitico y el 4cido esteéarico son solidos
con puntos de ebullicion de 60°C y 71°C respectivamente, por lo tanto si cambian las
proporciones de los acidos se cambiara la consistencia final de la manteca de cacao
afectando asi la calidad de los productos farmacéuticos en los que se utilice este
material. "

Para cuantificar el porcentaje de cada acido graso se hace por medio de cromatografia

de gases, el porcentaje de cada acido graso se calcula por normalizacion de areas.
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DIl. Método de preparacion

Se pesan de 100 a 150mg de manteca de cacao en un matraz de bola de 50mL, se
afladen 4mL de solucion de hidroxido de sodio en metanol 0.5N. El matraz se conecta
a un condensador para poner la mezcla bajo reflujo hasta que los glébulos de grasa se
mezclen con la solucion. Anadir 5.0mL de trifluoruro de boro (en metanol 2M) a la
mezcla en ebullicion a través del condensador y continuar en ebullicion por 2 minutos
mas, agregar de 2 a 5mL de n-heptano y continuar la ebullicion por otro minuto.
Remover el matraz del reflujo, para dejar enfriar, agregarle solucién saturada de cloruro
de sodio hasta el que el nivel del liquido llegue al cuello del matraz. Transferir 1mL de
la capa organica a un tubo de ensayo, afiadir sulfato de sodio anhidro para remover las
Ultimas trazas de agua vy filtrar (con embudo de filtracion normal y papel filtro), de este
filtrado se inyecta 0.1uL al cromatografo de gases.

Se utiliza estearato de metilo y oleato de metilo a una concentracion de 1mg/mL de n-
heptano como solucién de comprobacion del sistema. La resolucion entre estos dos
compuestos debe ser mayor a 1.5 y el coeficiente de variacion para todas las

inyecciones de la solucién de comprobacién del sistema no debe ser mayor al 5.0%.®

DIll. Condiciones cromatograficas

Se emplea helio como gas acarreador a una velocidad de 48 cm/s.

Se inyecta por el modo split en una relacion de split de 1:60 debido a que se trata de
una muestra viscosa y con varias impurezas que pudieran saturar la columna,
produciendo una baja eficiencia. La temperatura del inyector se mantiene a 250°C.

Se requiere utilizar una columna capilar de 15m de longitud X 0.25 mm de diametro
interno, recubierta por 0.25um de fase estacionaria de 25%fenil- 25%cianopropil-
50%metilpolisiloxano, ésta es una fase liquida de polaridad intermedia que se usa para
separar acidos grasos esterificados y alcoholes, con la cual se debe evitar el uso de
solventes polares como agua y metanol.

Se trabaja con un programa de temperatura que empieza en 180°C y debe llegar a
240°C a una velocidad de 10°C/min y debe mantenerse en 240°C por 5 minutos. Este
programa de temperatura permite la separacion de compuestos con diferentes puntos

de ebullicibn como los que presentan los acidos grasos.
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Se utiliza un detector de ionizacion de flama a una temperatura de 250°C.

DIV. Manejo de resultados
El calculo del porcentaje de cada acido graso en la manteca de cacao se realiza por
medio de la normalizacién de areas con la siguiente férmula:

%Compuesto =100 (ij

Ar

Ac: area de cada pico
Ar: suma de las areas de todos los picos obtenidos en el cromatograma.

3. PRUEBA DE SOLVENTES RESIDUALES
Los solventes residuales de acuerdo a la USP son compuestos organicos volatiles que
son usados en la produccion de farmacos o excipientes o en la preparacion de
productos farmacéuticos. La manufactura de farmacos o cualquier compuesto quimico,
requiere de grandes cantidades de solvente que pueden ser utilizados es cualquier
etapa de la sintesis pero sobre todo en la etapa de purificacion. Los solventes
residuales no son removidos completamente por técnicas de manufactura. La seleccion
adecuada del solvente para la sintesis de un farmaco o excipiente debe tomar en
cuenta el rendimiento (del farmaco o del excipiente) o determinadas caracteristicas
como forma cristalina, pureza y solubilidad del compuesto que se va a sintetizar. Por lo
tanto el solvente es un elemento critico en la sintesis.
Debido a que los solventes residuales no proveen beneficios terapéuticos estos
deberan ser removidos para alcanzar las especificaciones del producto, las buenas
practicas de fabricaciébn y otros requerimientos de calidad. Los farmacos pueden
contener niveles de solventes residuales no mayores de los que estan reportados en
las hojas de datos de seguridad médica (MSDS por sus siglas en inglés).®
Los solventes residuales se clasifican en tres grupos dependiendo su toxicidad como
se indica en la siguiente tabla 2.
Las pruebas de farmacos, excipientes y productos farmacéuticos para solventes
residuales deben realizarse en los procesos de produccién o purificacién en los cuales

se utilicen estos solventes.

19



CLASE |

CLASE Il

CLASE Il

Toxicidades inaceptables y
deben ser evitados en la
produccion de farmacos.

Toxicidad menos severa, su
uso debe ser limitado en la
sintesis de farmacos

Menos tdxicos, son los
solventes de eleccion
para sintetizar farmacos.

Compuesto Limite Compuesto Limite Estos compuestos se
(ppm) (ppm) determinan por medio de
la prueba de pérdida por
secado.
Benceno 2 Cloroformo 60 Ejemplos: &cido acético,
Dicloroetano 5 Piridina 200 butanol, etanol, propanol,
Dicloroetano 8 1,4-Dioxano 380 metilisobutilcetona.
Tetracloruro 4 Diclorometano 600
de carbono Tetrahidrofurano 720
Metanol 3000
Acetona 3000
Tabla 2

E. METANOL, ACETONA Y TETRAHIDROFURANO COMO SOLVENTES
RESIDUALES EN MATERIAS PRIMAS
El. Importancia del analisis
En la sintesis de betametasona fosfato se emplea metanol, acetona y tetrahidrofurano
por lo tanto requiere que la prueba de solventes residuales sea especifica para estos

tres solventes.

Ell. Método de preparacion

Se prepara una solucion madre de los estandares de acetona y de metanol las cuales
deben tener una concentracion de 15mg/mL ambos se disuelven en agua. La solucion
madre del estandar de tetrahidrofurano debe tener una concentracion de 3.6mg/mL vy

se disuelve en agua.
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La solucion estandar combinada debe contener 1mL de estdndar de acetona, 1mL de
estandar de metanol y 1mL de estandar de tetrahidrofurano en un matraz de 50mL el
cual se lleva al aforo con agua.

La solucion de la muestra se prepara de la siguiente manera: se pesa 1g de la muestra
y se coloca en un matraz aforado de 10mL y se lleva al aforo con agua.

Se toman 10mL de la solucién de estandar combinada y se coloca en un vial de 20mL,
de la misma manera se colocan 10mL de la solucion de la muestra en un vial de 20mL.
Se inyecta 1mL de cada solucién al cromatégrafo de gases.”

Debido a que se cuantifican cantidades en ppm en la muestra se utiliza la técnica
“headspace” para concentrar y aumentar la respuesta de los compuestos que se van a
cuantificar.

La técnica de “headspeace” se trabaja de modo estatico con las siguientes condiciones:
Temperatura del vial: 85°C

Temperatura de la linea de transferencia: 100°C

Tiempo de equilibrio del vial: 15minutos

Elll. Condiciones cromatograficas

Se usa nitrdgeno como gas acarreador con un flujo de 1.5mL/min.

Se requiere inyectar la muestra en modo split con un flujo de split de 25mL/min. El
inyector debe mantenerse a una temperatura de 350°C.

Para la cuantificacién de estos solventes residuales esta reportado en la literatura que
se utiliza una columna Carbowax 20M (polietilenglicol) que es una fase estacionaria
muy polar de 30m de longitud X 0.25mm de diametro interno y un espesor de fase
estacionaria de 0.25um, se trabaja de manera isotérmica a una temperatura de 40°C.

El detector de ionizacion de flama se mantiene a una temperatura de 350°C.

EIV. Manejo de resultados

La resolucién entre los picos de tetrahidrofurano y acetona debe ser mayor a 3; el
numero de platos tedricos debe ser mayor a 16000 para ambos compuestos, para
asegurar que la cuantificacibn serd correcta ya que se cuantifican cantidades muy

pequefias.
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As en la muestra aforo de la muestra

Solvente residual (ppm ) = As on ol estandar X Cs X W X 10 °
Donde:

As= area del solvente residual

Cs= concentracion del solvente residual

Wm= peso de la muestra

10°= factor de conversién a ppm

4. DETERMINACION DE IMPUREZAS
El perfil de impurezas es un grupo de actividades analiticas, en las cuales el objetivo es
identificar y cuantificar impurezas organicas e inorganicas, asi como solventes
residuales ya sea en farmacos a granel o en formulaciones.
Las impurezas organicas se presentan debido a la degradaciéon del mismo farmaco y
debido al proceso de manufactura, por lo tanto deben ser monitoreados en farmacos
nuevos y en los estudios de estabilidad de cada medicamento.®
Impurezas ordinarias son aquellas presentes en las materias primas que no poseen
actividad biolégica indeseable en las cantidades encontradas. Estas impurezas pueden
provenir de la sintesis, preparacion o degradacion de la materia prima. La estimacion
de estas impurezas se efectia por medio de meétodos en los que no es necesaria la
estricta comparacion contra un estandar. El limite total de impurezas ordinarias para
un compuesto en general debe ser de 2.0%.
Las impurezas especificas se diferencian de las ordinarias en que estas requieren
identificacion y cuantificacion individual por medio de un método especifico.
Las sustancias relacionadas son estructuralmente parecidas al compuesto de interés.
Pueden ser productos de degradacidon identificados o no identificados, que se
originaron del proceso de manufactura o durante el almacenamiento del material.
Sustancias extrafias son introducidas por contaminacion o adulteracion y no son
consecuencia de la sintesis o preparacion y por lo tanto no pueden ser previstas
cuando se selecciona una prueba o ensayo.
Si un material que previamente se considera puro, llega a separarse en mas de un

componente, se puede definir en nuevos términos de pureza.
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La cromatografia ofrece una mayor facilidad para la separacion de los compuestos de
las muestras, por lo que es la herramienta de eleccion en el andlisis de impurezas. Las
farmacopeas tienen tres tipos de pruebas de pureza para materias primas:
a. Un método cromatografico acoplado con un ensayo no especifico.
b. Un método indicador de pureza que también se usa para determinar el
ensayo.
c. Un método especifico para una impureza conocida. Generalmente tiene
un limite determinado y se requiere un estandar de referencia.
Para producto el método analitico utilizado como indicador de estabilidad también es un
indicador de pureza. Cuando se conocen impurezas mas significativas, algunas

monografias requieren pruebas limite especificas.

F. SUSTANCIAS RELACIONADAS DE MALEATO DE DEXCLORFENIRAMINA

(Materia Prima).

CH4 Cl

Maleato de dexclorfeniramina

Fl. Importancia del andlisis

Debido al proceso de sintesis de maleato de dexclorfeniramina se deben medir las
sustancias relacionadas de esta materia prima que se obtiene a partir de clorfeniramina
racémica la cual es separada con la ayuda del acido fenilsuccinico. El (+)-enantiomorfo
de la base se libera de su sal fenilsuccinato mediante el tratamiento con hidréxido de
sodio y se hace reaccionar con &cido maleico.”

FlIl. Método de preparacion
La muestra se disuelve en cloruro de metileno, ya que se requiere que el compuesto
principal y las sustancias relacionadas sean muy solubles para tener un nivel de

concentracion de la impureza razonable.
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Flll. Condiciones cromatograficas

Se puede utilizar helio o nitrdgeno como gas acarreador con un flujo ajustado para
obtener un tiempo de retencibn de 6 a 7 minutos para el pico de maleato de
dexclorfeniramina.

En esta prueba se utiliza una columna empacada de vidrio de 1.2m de longitud X 4mm
diametro con 3% de fase estacionaria 50% fenil-50% metilpolisiloxano de polaridad
intermedia sobre un soporte de tierras silicias (Chromosorb WHP) con un tamafio de
particula de 100/120 mallas. Se trabaja de manera isotérmica a una temperatura de
190°C.

La temperatura del inyector y la del detector de ionizacion de flama se mantiene en
250°C.

FIV. Manejo de resultados

El factor de coleo para el pico de maleato de dexclorfeniramina no debe ser mayor a
1.8.

El area total relativa de todos los picos extrafios (excepto el pico del disolvente y del
acido malico si se observa) no debe exceder el 2.0%® al calcularse por el método de

normalizacion de areas.

G. DETERMINACION DE RESIDUOS DE OXIDO DE ETILENO EN MATERILES
DE EMPAQUE PRIMARIO ESTERILES.
Gl. Importancia del analisis
El 6xido de etileno es usado para esterilizar material termolabil, es un gas incoloro con
un distintivo olor dulce. La exposicion a 200ppm de 6xido de etileno puede causar
irritacion de ojos, y de las vias respiratorias altas. El equipo esterilizado con 6xido de
etileno al cual no se le removié adecuadamente los residuos de oxido de etileno puede
causar quemaduras en la piel, ademas de causar hipersensibilidad
El 6xido de etileno es un carcindgeno, usado para esterilizar dispositivos médicos, asi
como también en procesos asépticos en contenedores de plastico para productos
farmacéuticos. Con el método apropiado se puede determinar cantidades desde 1 a
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750ppm.2? Los niveles de 6xido de etileno en farmacos y material de empaque debe
apegarse a estrictas regulaciones. ¥

La determinacion de 6xido de etileno en control de calidad de materiales de empaque,
es necesario para monitorear la posible migracién de este compuesto toxico a la

formulacion.

Gll. Método de preparacion

Preparacion del estandar

En un vial de 60mL se colocan unas cuantas perlas de ebullicibn con el fin de
homogenizar las muestras, se sella con una septa headspace, se conecta a una bomba
de vacio por espacio de 5 minutos, perforando con una aguja la septa para tener un
vacio dentro del vial, registrar el peso en g. Para muestrear el 6xido de etileno que se
usard como estandar de referencia primero se abre la llave del tanque de 6xido de
etileno liquido lentamente hasta que se forme una gota en la punta de la jeringa, se
introduce la aguja en el frasco por espacio de 10 segundos, se saca la aguja y se cierra
el tanque, se registra el peso del vial con el estandar.

Preparacion de la muestra

Se cortan cuadros de aproximadamente 5mm? del frasco que serd usado como
muestra y del blanco (muestra no esterilizada), se pesan alrededor de 2g de la muestra
esterilizada y del blanco, se transfiere por separado a viales de 60mL, se colocan unas
perlas de ebullicion y los viales se sellan herméticamente. Se conectan a una bomba
de vacio para extraer el aire, se calientan las muestras a 100°C por 2 horas para que
el 6xido de etileno contenido en el frasco se desorba, enfriar a temperatura ambiente,
se agitan los viales por 30 minutos.

Con una micro jeringa se toma 1mL del estandar y se inyecta al cromatégrafo de

gases, se hace la misma operacion con la muestra y el blanco.”
Glll. Condiciones cromatograficas

Se utiliza helio o nitrdgeno con un flujo aproximado de 50mL/min ya que se trata de una

columna empacada.
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Por tratarse de un gas se utiliza una fase estacionaria sélida, se utiliza una columna

empacada que puede ser de vidrio, teflon o de acero inoxidable en su tuberia de 6 pies

de longitud X 1/8 pulgadas de diametro,

empacada con Chromosorb 102

(divinilbenceno-estireno) la cual es usada para separar gases ligeros y compuestos de

bajo peso molecular asi como también para compuestos oxigenados de tamafio de

particula de malla 80/100. Se trabaja en modo isotérmico a una temperatura de 100°C.

Se utiliza un detector de ionizacion de flama, éste y el inyector se mantienen a una

temperatura de 200°C.

GIV. Manejo de resultados

O xido de etileno (ppm ) =

Donde:

Hm=
Hbco=
Hs=
Ws=
Wm=
10°=

Hm - Hbco Ws
X

60 mL aforo

Hs 60 mL aforo

altura del pico de la muestra
altura del pico del blanco
altura del pico del estandar
peso del estandar

peso de la muestra

factor de conversion a ppm

Wm

x10 ©
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V. RESUMEN DE LA DISCUSION
La gquimica analitica juega un papel muy importante en el control de calidad tanto de
productos intermediarios como del producto final, dependiendo de la naturaleza de los
compuestos los métodos de cromatografia de gases se usan en el control analitico
automatizado de rutina.
Es evidente la importancia de la cromatografia de gases en la industria farmacéutica;
se refleja en los compendios farmacopeicos ya que cada con cada actualizacién de
estas los métodos que requieren esta técnica aumentan considerablemente, por
ejemplo con la armonizacion en todas las farmacopeas del mundo de la prueba de
solventes residuales que se realiza gracias a la cromatografia de gases se incremento
notablemente su uso.
La cromatografia de gases es una herramienta que simplifica y hace mas rapido el
analisis para los controles que se requieran en cuanto a calidad, debido a ello su uso
se ha convertido en rutinario en el laboratorio, indispensable para la industria
farmacéutica ya que éstas permiten tener un analisis mas completo y mas rapido de los
productos que son fabricados; por lo que gracias a ellas podemos tener dictdmenes
mas veraces, confiables y en un menor tiempo.
Los métodos de cromatografia de gases son usados en ensayos de materia prima, de
producto en proceso y de producto terminando. Es una técnica sumamente importante
en la determinacién de impurezas ya que al ser un método de separacion se pueden
encontrar todas las impurezas propias de la sintesis del compuesto o las debidas a la
degradacion de éste, por medio de la normalizacion de areas se simplifica el proceso
para calcular las impurezas. Se pueden hacer identificaciones del principio activo
comparando el tiempo de retencion con el de un estandar al mismo tiempo que se
realiza el ensayo o la determinacion de impurezas.
Con la cromatografia de gases se pueden separar, identificar y cuantificar impurezas,
se fijan limites que van de acuerdo a la toxicidad de cada impureza, lo cual cobra una
importancia mayor cuando se habla de excipientes ya que estos son los constituyentes

mayoritarios en el producto terminado (medicamento).
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Al ser éste un método donde los compuestos mas faciles de analizar son las sustancias
volatiles resulta la herramienta de eleccion para la determinacion de solventes
residuales provenientes de la sintesis del farmaco y excipientes empleados para la
fabricacion de medicamentos.

Este trabajo recopilatorio sobre cromatografia de gases nos muestra algunos ejemplos
de la importancia que esta técnica tiene en el laboratorio de control de calidad en la
industria farmacéutica ademas de la importancia que seguira teniendo ya que los
avances en esta técnica contindan surgiendo con lo cual aumentara su utilizacion en
otras metodologias analiticas.

El desarrollo de nuevas fases para columnas, la construccion de detectores con mayor
sensibilidad, el mejoramiento de los inyectores y los nuevos programas de computo
hacen que la cromatografia de gases sigua incrementando el campo de aplicaciéon en

la industria farmacéutica.
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VI.  CONCLUSIONES
Se realizo una revisidn bibliografica de algunas metodologias para el analisis de
materia prima, productos terminados y material de empaque que requieren
cromatografia de gases como técnica analitica, en la industria farmacéutica.
Se revisoé la importancia que tienen estas pruebas durante el control de calidad en la
fabricacion de medicamentos y como impacta realizar correctamente el andlisis en la
salud del paciente.
También se revisaron las condiciones cromatograficas, el método de preparacién de
muestras y la cuantificacion de los compuestos (cuando asi aplica) de los métodos
publicados por las farmacopeas.
Como conclusién final vemos que la cromatografia de gases es una técnica analitica
que esta presente en el laboratorio de control de calidad y ademas seguira teniendo
gran impacto en el desarrollo de nuevos métodos de analisis debido a las

caracteristicas de los compuestos que se manejan en cromatografia de gases.
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