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Resumen

Resumen

Se establecieron los parametros operacionales para la determinacion de G-1 por
cromatografia de gases, con columna capilar y deteccion por captura electronica. Las
temperaturas del inyector, horno (columna) y detector se fijaron en 230, 200 y 280 °C
respectivamente. El valor 6ptimo determinado para el flujo de fase mévil (nitrégeno)
fue de 0,5 mL/min y el volumen de inyeccién de 1 uL (modo splitless), con uso de
benzoato de bencilo como estandar interno para corregir los errores asociados con la

inyeccion manual.

La técnica estudiada para la extraccion de G-1 desde plasma humano mediante
Dispersion en Matriz Soélida, con adsorbente de silica modificada C-18, co-columna
de silicagel, eluciébn con n-hexano y determinacion por cromatografia de gases, con
columna capilar y deteccién por captura electrénica se sometié a un proceso de
validacion, siguiendo la metodologia ICH, resultando ser sensible, con limite de
deteccién de 0,0741 mg/L y limite de cuantificacion de 0,1452 mg/L, lineal en el

intervalo de 0,5 a 8 mg/L, precisa, exactay selectiva.
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Introduccion

El 2-bromo-5-(2-bromo-2-nitrovinil)-furano, conocido como G-1 es un ingrediente
farmacéutico activo sintetizado en el Centro de Bioactivos Quimicos (CBQ) de la
Universidad Central de Las Villas. Este producto posee una potente actividad
bactericida - fungicida de amplio espectro, demostrada frente a microorganismos
Gram positivos y Gram negativos, hongos y levaduras, [onzalez 0. 1993, ; Gonzélez, O., 1993,
"por lo que constituye un reto hoy dia formular un medicamento para uso sistémico

con accion antimicrobiana a partir del mismo.

Para el registro de un medicamento es requisito indispensable, entre otros, la
realizacion de ensayos que definan las propiedades y parametros farmacocinéticos
que caractericen la absorcion, biodistribucién, metabolismo y excrecion del farmaco,
asi como la cantidad y posibilidad para llegar al sitio de accion y de esta forma,
garantizar su efecto farmacologico.

Las matrices biolégicas como la sangre, plasma, suero o tejidos son generalmente

muy complejas en cuanto a su  composicion  [Mtelenciclopedia.us.es:

http://www.portalplanetasedna.com.ar; http://es.wikipedia.org/wiki/Sangre; http://www.terra.com] y, en la mayoria de
los casos, contienen a los analitos de interés a concentraciones muy bajas, ademas
de que pueden presentar interferencias que entorpecen el posterior analisis. Por
estas razones, cuando se trabaja con este tipo de muestras, a la determinacion

analitica frecuentemente le antecede procesos de extraccion.

El procedimiento tradicional de extraccidon desde muestras biolégicas como la
sangre, suero o plasma tiene una serie de desventajas que son superadas por un
nuevo método denominado “Dispersién en Matriz Sélida” (MSPD), con el cual se
consigue poca manipulacion de la muestra, que puede traer consigo pérdidas de
analito, gracias a que permite ejecutar la extraccion en pocos pasos, ademas,
requiere volumenes pequefios de disolventes y, por tanto, se obtienen disoluciones

mas concentradas del analito y con menos interferencias para el anélisis. [Techmicd

Note 111. Argonaut Technologies. Inc. 2002]

Los métodos de cuantificacion mas empleados para este tipo de estudio son los
cromatograficos porque ofrecen un analisis completo que puede realizarse en un

tiempo relativamente corto (unos 30 minutos como promedio), proporcionando
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informacion para los andlisis cualitativo y cuantitativo (velocidad), una mejor

resolucién, es decir que usando las condiciones analiticas adecuadas se pueden
hacer separaciones imposibles de realizar por otros métodos y la mejor razén para
utilizarlos es que tienen buena sensibilidad, utilizando detectores selectivos se han
logrado detectar cantidades hasta de 10™*2 gramos. [€®a R~ 2002; Rubinson, K-A, 2000] - Apgrg
bien, para elegir el método especifico es necesario demostrar con anterioridad su
adecuado funcionamiento y fiabilidad, es decir, debe cumplir con los requerimientos

de validacic’)n correspondientes [Catifieira Diaz, M., 2002; Gonzéalez San Miguel, H.M., 2002]

En consecuencia, se ha identificado como problema cientifico el hecho de que en el

Centro de Bioactivos Quimicos no se pueden realizar los estudios farmacocinéticos,
farmacoldgicos y/o toxicoldégicos necesarios para el registro de medicamentos,
porque no existen técnicas analiticas para determinar las concentraciones de G-1 en

fluidos biologicos.

Sobre esta base se formulé la siguiente hipoétesis: “Es posible desarrollar y validar
una técnica analitica aplicando la dispersion en matriz sélida y cromatografia de
gases con deteccion por captura electronica para determinar la concentracion de G-1

en fluidos biolégicos”.
Los objetivos de este trabajo son:
Objetivo General:

Proponer una técnica analitica validada en la que se emplee la dispersion en matriz
sélida y la cromatografia de gases con deteccion por captura electronica para

determinar la concentracion de G-1 en muestras de plasma.
Objetivos Especificos:

- Establecer los parametros operacionales para la determinacion de G-1 mediante
cromatografia de gases, con columna capilar y deteccion por captura electrénica.

- Validar la técnica de extraccion mediante dispersion en matriz solida y
determinacién de G-1 en muestras de plasma, por cromatografia de gases con

deteccién por captura electrénica.
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1.1. Generalidades de la molécula de G-1

El 2-bromo-5-(2-bromo-2-nitrovinil)-furano, conocido como G-1, es un ingrediente
farmacéutico activo sintetizado en el Centro de Bioactivos Quimicos (CBQ) de la
Universidad Central de Las Villas. Su estructura quimica ha sido corroborada por
diferentes técnicas como la espectrofotometria de masa, espectrofotometria
infrarroja en estado soélido, espectrofotometria ultravioleta — visible y espectroscopia

de resonancia magnético nuclear (RNM- " H) [Estrada. E., 1993]

La formula estructural se muestra en la Figura 1.

H

NO2

Br Br

Figura 1. Estructura quimica del 2-bromo-5-(2-bromo-2-nitrovinil)-furano.
1.2. Actividad bioldgicay toxicidad del G-1

El G-1 ha mostrado potencial actividad in vitro como bactericida - fungicida de amplio
espectro; comprobandose su efectividad frente a 908 cepas de bacterias Gram
negativas y 119 cepas Gram positivas. Otros trabajos refieren su actividad frente a
Enterobacter sp, Klebsiella y Pseudomona aeruginosa. Por otra parte, Gonzalez y
col. en 1993 obtuvieron resultados similares frente a 293 cepas de hongos gemantes
del género Candida. [Gonzalez O 1993, 1 Gonzdlez, 0. 1993, ll Eqta actividad ha sido

demostrada también frente a hongos dermatofitos y filamentosos. [Estada: E. 1993, 1

Gonzalez, O., 1993]

Estudios realizados por Boldeau y col. en 1997, amplian y corroboran estos

resultados de actividad in vitro frente a 2702 microorganismos multi-resistentes.
[Boldeau, J.M., 1997]

Como resultado de un estudio de toxicidad aguda por las vias oral y percutanea, en
ratas Spraglie Dawley machos y hembras, el G-1 ha sido clasificado como
ligeramente toxico, con valores de dosis letal media de 1856,3 — 1506,2 mg/kg y
2370 — 2205 mg/kg de masa corporal, respectivamente. [€oes: RR- 197,11} 55 estudios

subcrénicos y cronicos por via tépica, no registran manifestaciones clinicas
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relacionadas con danos organicos de interés toxicoldgico por lo cual permiten su

utilizacion por esta via de administracion. [ores: R-R- 19971 11

En cuanto al criterio del riesgo genotoxico se han tomado en cuenta los resultados
de diez pruebas de mutagénesis y/o genotoxicidad realizadas a este ingrediente
farmacéutico activo, incluidos estudios tedricos [Fstada B 19981 “agt\1dios in vitro P2t K-J-
1996; Pérez, G., 1996 & Xu J., 1996] y estudios in ViVO; [Rasbasco, A.M., 1991; Carballo, N., 1997, I, I, lll, IV ] de
las cuales los tests de Ames y Aberraciones cromosomicas en CHO fueron positivos.
En general, los resultados de las pruebas de mutagénesis sugieren que el G-1 se
puede utilizar de forma segura como medicamento topico en enfermedades

infecciosas. [Fant K-J., 1996

En relacion con los resultados de la actividad biolégica y toxicidad de este
ingrediente farmacéutico activo, el G-1 constituye una molécula tentativamente
favorecida como alternativa terapéutica en la linea de los antiinfecciosos. En la
actualidad se amplian los estudios de toxicidad y de preformulacion, que permitan la
diversificacion de este ingrediente farmacéutico activo en cuanto a formas
farmacéuticas para su posible empleo en el tratamiento de numerosas afecciones a

través de las distintas vias de administracion de farmacos. [Séitl J 1988]

1.3. Solubilidad y Estabilidad del G-1

Diversos estudios han evaluado la solubilidad y estabilidad del G-1, en estado sdlido,
disuelto en varios disolventes y en presencia de algunos excipientes de uso

tradicional en formulaciones farmacéuticas.

El G-1 es muy facilmente soluble en dimetilformamida, facilmente soluble en éter
etilico, cloroformo, dimetilsulfoxido, acetonitrilo y benceno; soluble en tetracloruro de
carbono, poco soluble en metanol absoluto y etanol 90 °GL, dificilmente soluble en
etanol 70 °GL y muy dificilmente soluble en agua. [/°9e: B 199

[ Jorge. E.. 1993] reglizaron un estudio de estabilidad del G-1 materia prima,

Jorge y col.
donde se obtuvo que no sufri6 degradacidn a una exposicion de 35 dias a
condiciones de humedad de 100, 95, 86 y 76 %, ademas, no se presentaron
variaciones significativas en ninguno de los parametros evaluados en muestras

expuestas durante 91 dias a la luz.
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Los estudios del comportamiento en disolucién, evidencian que el G-1 es inestable
en aceite de girasol, etanol absoluto; etanol comercial y 2—propanol, mostrando una

0. [Landry, F., 1990; Jorge, E., 1993] Se ha comprobado

mayor estabilidad en alcohol bencilic
que es estable en acetonitrilo y en mezcla de acetonitrilo/agua (80:20 % v/v),
durante, al menos, una semana. Existe una fuerte accion de la luz sobre la
degradacion del G-1 en disolucion, lo cual se le atribuye a una interaccion especifica

disolvente / G-1 catalizada por la luz. Revn -1

Molina y Rosada en 1994 en un estudio sobre productos de degradacién del G-1 en
mezclas de agua y diferentes disolventes a pH acido, basico y neutro demostraron la
rapida degradacién del mismo en estas condiciones, con la formacién de 5-

bromofurfural [Molina, R y Rosada, A., 1994]

1.4. Componentes del plasma sanguineo

[http://enciclopedia.us.es; http://www.portalplanetasedna.com.ar; http://es.wikipedia.org/wiki/Sangre; http://www.terra.com]

La sangre estd compuesta por muchos tipos de corpusculos, estos elementos
constituyen alrededor de un 45 % de su contenido, lo que se conoce con el nombre
de hematocrito. El otro 55 % es plasma sanguineo, un fluido acuoso, amarillento y
salado que conforma el medio liquido de la sangre, en el que se encuentran en
suspension millones de células y que ademas de transportarlas, también lleva los
alimentos y las sustancias de desecho recogidas de las células. El plasma, cuando
se coagula la sangre, origina el suero sanguineo.

[http://www.terra.com;http://enciclopedia.us.es;http://www.portalplanetasedna.com.ar;http://es.wikipedia.org/wiki/Sangre]

El plasma sanguineo esta formado por: agua (96 %), Proteinas plasmaticas
(albumina, fibrinbgeno, protrombina y aglutininas), Factores de coagulacién de la
sangre, Inmunoglobulinas (anticuerpos), hormonas, Otras proteinas (varias),
Sustancias inorganicas (sodio, potasio, cloruro de calcio, carbonato y bicarbonato),
azucares, enzimas, lipidos, amoniacidos, productos de degradacion como urea y

creatinina.

Juntos, plasma y corpusculos forman un fluido no-newtoniano, cuyas propiedades de

flujo son adaptadas unicamente a la arquitectura de los vasos sanguineos.
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1.5. Determinacién de los parametros de desempefio del método analitico [©2t

M., 1989; Calpena, A.C., 1990; Skoog, D., 1994; ICH., 2005]

Validacion de un método analitico: Es el proceso por el cual queda establecido, por

estudios experimentales, que la capacidad del método satisface los requerimientos

para la aplicacién analitica deseada [Catifieira Diaz, M., 2002; Gonzalez San Miguel, H.M., 2002; ICH., 2005]

Existen caracteristicas de funcionamiento que definen la aptitud de un método

analitico para el uso al que se destina. Dichas caracteristicas son las siguientes.

Caracteristicas de practicabilidad: Son las que deciden si el procedimiento analitico

es facil o dificilmente realizable en la practica. Los parametros de practicabilidad se
evaluan en la fase de desarrollo del método analitico: tiempo, coste, tamafio de la
muestra, calificacion del personal, tipo de equipo e instrumentacién, condiciones de

seguridad, etc.

Caracteristicas de idoneidad: Son el conjunto de parametros que garantizan que el

sistema responde, en el momento del analisis, a los requisitos fijados en la validacion
del método. La idoneidad verifica el buen funcionamiento del sistema (instrumento y

método) en el momento de su uso.

Caracteristicas de fiabilidad: Son las que demuestran la capacidad de un método

analitico para mantener a lo largo del tiempo los criterios fundamentales de
validacién. Los parametros que expresan la fiabilidad de los métodos analiticos son:

linealidad, precisién, exactitud, sensibilidad y especificidad.
1.5.1. Linealidad

La linealidad de un procedimiento analitico, es su capacidad (dentro de un rango
dado) para obtener resultados que sean directamente proporcionales a la

concentracion (la cantidad) de analito en la muestra. [ 2009

Dentro de este término se incluye la proporcionalidad entre la concentracion del
analito y la respuesta, asi como los intervalos o rango de concentraciones del analito
para los cuales el método es satisfactorio. La linealidad se relaciona ademas, con la
sensibilidad de calibrado o coeficiente diferencial entre la sefal medida y la
concentracion del analito. Debe definirse la linealidad para concentraciones que

cubran el ambito total de interés [Castro, M., 1989; Calpena, A.C., 1990; Fernandez, A., 1996]
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El ensayo de linealidad puede efectuarse tanto sobre disoluciones patron del analito
como sobre muestras problemas que contengan concentraciones crecientes del
analito. Se debe efectuar un tanteo previo con varios patrones que abarquen un
rango de concentraciones mas amplio que el intervalo de concentraciones a
establecer, para asi asegurar que el intervalo lineal dinamico del sistema
instrumental sea mas amplio que el intervalo de concentraciones a estudiar.
Posteriormente se preparan una serie de patrones de analito de concentraciones
crecientes. El numero de disoluciones patron pueden ser de 3 a 10 y el intervalo de
concentraciones se selecciona de acuerdo con las cantidades esperadas de analito

en |a muestra [Castro, M., 1989; Calpena, A.C., 1990; Fernandez, A., 1996]

Tratamiento estadistico de los datos obtenidos:

Se debe efectuar una interpretacion estadistica de regresion:
a) Coeficiente de correlacion (r)

Refleja el grado de relacién entre las variables X (concentracion), y Y (respuesta). Su
valor maximo es 1. Si r es cercano a 0, el ajuste es pobre y la relacion es débil; si r
es cercano a la unidad, el ajuste es bueno y esto es indicativo de una fuerte relacién
entre X e Y, es decir, existe correlacion con una probabilidad elevada.

o PDRIN
YX-X)(Y-Y) 2 XY - 1)

r:JZ(X—x)ZZ(Y‘Y)Z _ szz_@y]_(ZYz_@f]

En andlisis quimico se obtienen valores de r elevados, iguales o superiores a 0,999,

si bien en el analisis de trazas se aceptan valores mas bajos (iguales o superiores a
0 990) [Castro, M., 1989; Fernandez, A., 1996].

b) Ensayos de linealidad
Existen varios procedimientos para verificar la linealidad:
|. Coeficiente de variacion de los factores de respuesta (f).

El factor de respuesta es la relacion existente entre la lectura y la concentracion. En
una calibracion lineal los factores de respuesta deben ser semejantes entre si y
cercanos al valor de la pendiente, por lo que el coeficiente de variacion de respuesta



Revision Bibliogréafica 8

puede tomarse como una expresion de la linealidad. Se considera que coeficientes

de variacion superiores al 5 % indican falta de linealidad. [©2sto: M- 1989; Fernandez, A., 199]

Factores de respuesta: f, :% (2)
Media de f: f = z;]f' (3)
Desviacién estandar de f: & =+ Z(r:__lf)z (4)
Coeficiente de variacién de f: cvf = E100 (5)

f

Il. Significacién estadistica de la varianza de la pendiente b de la recta de regresion.

La pendiente b se llama también coeficiente de regresion. A mayor pendiente, mayor
sensibilidad (respuesta del método frente a los cambios de concentracion del

analito). [Castro, M., 1989; Fernandez, A., 1996]

La varianza de la pendiente S°b se utiliza como expresion matematica de la

linealidad: a menor varianza mejor linealidad. Se determina segun:

2 2
g SYX__ SYX (6)

Z(X - X)? NG _M
21X
Siendo S?Y, X la varianza del error experimental total, varianza residual o varianza

de regresion de Y sobre X.

El valor de SY, X se obtiene mediante las ecuaciones siguientes:

>Y-v)? —[Z(X—X)(Y—?)jz

SV X = D (X=X) =ZY —aZY—bZXY:Z(Y—Y) )
n-2 n-2 n-2 (7)

La desviacién estandar o error estandar de la pendiente Sb y la desviacién estandar
relativa Shye (%), también pueden ser empleadas para expresar la linealidad. Sus

férmulas son:

szﬁ (8)
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D, (%) = %100 (9)

Criterio de aceptacion Sbye (%) < 2%.
Los limites de confianza de la pendiente se hallan a partir de la expresion: b+tS

siendo t el valor de la distribucion de Student para n-2 grados de libertad a la

probabilidad escogida (p = 0,05)

Otro test estadistico de b se deduce de la expresion:

(10)

ol

En la tabla de t se halla el grado de significacién para n-2 grados de libertad.
Hipdtesis nula: b = 0.

Si texp > tap Significa que la probabilidad de ser b # 0 es muy elevada. [ M- 1989
Fernandez, A., 1996]

c) Ensayo de proporcionalidad

En el caso ideal el valor de la intercepcion con el eje de ordenadas: valor de (a) debe

ser cero pues indica el error sistematico del método.

La varianza del término independiente se calcula segun:

wroge X SYX 20X svx X (11)

n Zxf o ( v j
2_ X - X
s "y
Siendo S?Y, X la varianza del error experimental total.

La desviacion o error estandar del término independiente es:
Sa=+/S% (12)
S, (%) = %100 (13)

I. Los limites de confianza del término independiente son: a+tsa
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siendo t el valor de la distribucion de Student para n-2 grados de libertad a la
probabilidad escogida, generalmente P = 0,05. Si estos limites incluyen el cero, se

cumple la condicién de proporcionalidad. (€@t M- 1989; Femandez, A., 1996]

Il. La significacion estadistica de a se puede deducir también de la expresion:

_la
tap = (14)

exp

En la tabla de t se halla el grado de significacién para n-2 grados de libertad.

Hipétesis nulaa=0 [Castro, M., 1989; Fernandez, A., 1996]

1.5.2. Sensibilidad de calibrado

La sensibilidad de calibrado, o cociente diferencial entre la sefial medida y la
concentracion de analito, es igual al valor de la pendiente de la curva de calibrado a
una concentracion determinada. En el caso de una calibracion lineal, la pendiente b
de la recta de regresion coincide con la sensibilidad de calibrado y con el factor de

respuesta. [Castro, M., 1989; Fernandez, A., 1996]

La sensibilidad indica la capacidad de respuesta del método analitico a pequefias

variaciones en la concentracion del analito.

En un método analitico sensible, ligeros incrementos de concentracion conducen a
incrementos notables de sehal o respuesta.

1.5.3. Valores aceptables de los parametros de linealidad [©@st: M- 1989; Femandez, A.,
1996]

a. Expresion de la recta de regresién: Y =bX +a
b. Coeficiente de correlacion: r >0,99

c. Prueba de linealidad: cv, <5%, S, <2%

d. Prueba de proporcionalidad: a+t.sa debe incluir al cero para p=0,05

1.5.4. Limite de deteccién y cuantificacign [Rubinson. KA &Rubinson, J.F. 2001]

La precision y la exactitud de un ensayo dependen sobre todo de tres factores: la
magnitud de la sefal del fondo (nivel constante de senal, también denominado linea
base), la magnitud de la sefial del analito y el nivel de ruido (fluctuacion aleatoria

indeseable que, dependiendo del tiempo, cambia el registro de la sefal).
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Estas ideas son cualitativas y raramente se incluyen en la informacion de los
resultados, por lo que se necesitan parametros cuantitativos de calidad como el
limite de deteccidn y cuantificacion.

La ICH ha definido el limite de deteccion y el limite de cuantificacion asi: 'H- 200%!

El limite de deteccion de un procedimiento analitico es la cantidad mas baja de
analito en una muestra que puede ser detectada pero no necesariamente

cuantificada como un valor exacto.

El limite de cuantificacion de un procedimiento analitico es la cantidad mas baja de
analito en una muestra que puede ser cuantitativamente determinada con precision y
exactitud. Es un parametro de ensayo cuantitativo para niveles bajos de compuestos
en la muestra, y se usa particularmente para la determinacién de impurezas y/o

productos de degradacion.

Determinacién de los limites de deteccién y cuantificacion:

Se pueden utilizar diferentes procedimientos:
a) Relacion SefAal / Ruido.
b) Estudio de la menor cantidad detectable.

c) Estimacion del limite de deteccion mediante el valor de la ordenada en el origen

expresado en unidades de concentracion.
d) Analisis repetido del blanco de la muestra.

e) Extrapolacibn a concentracion cero de muestras que contienen baja

concentracion de analito.

En el analisis repetido de un blanco se analizan una serie de blancos de la muestra

(n > 10) y se calcula la media Y y la desviacion estandar sy de las respuestas

obtenidas.
Las formulas a utilizar varian en funcién de:

- El procedimiento: métodos con correccion de lectura frente al blanco o métodos sin

correccion.

- El grado de ajuste de la recta de calibracion.
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- Del numero de réplicas que se efectuan.

I) Existe correccion de la lectura frente al blanco (espectrofotometria ultravioleta

visible, espectrofluorimetria).
II) No existe correccion de la lectura frente al blanco (cromatografia de gases,

cromatografia de alta eficacia).

C.= YwTK-Su (15)

Donde: CL= limite de deteccidn o cuantificacion.

K = constante > 3 (K = 3 para limite de detecciéon y K = 10 para limite de
cuantificacion).

S p1 = desviacion estandar de la respuesta de los n blancos.

b = pendiente de la recta de calibracion.

y b = media de la respuesta de los n blancos.

1.5.5. Precision

La precision de un procedimiento analitico expresa el grado de concordancia entre
una serie de mediciones obtenidas a partir de la misma muestra homogénea bajo las
condiciones prescritas.

La precision puede ser considerada a tres niveles: la repetibilidad, la precision

intermedia y reproducibilidad. ! 2°%°]

Debe investigarse la precision utilizando muestras homogéneas, auténticas. Sin
embargo, si no es posible obtener una muestra homogénea se emplean muestras

artificialmente preparadas o una disolucion de la muestra.

Normalmente, la precision de un procedimiento analitico se expresa como la

variacion, desviacion normal o coeficiente de variacion de una serie de medidas.

- Repetibilidad: expresa la precisidén bajo las mismas condiciones de operacién en un

corto intervalo de tiempo. También se conoce como precision de intra-ensayo. [(ICH.,

2005]
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-Precisién intermedia: expresa las variaciones dentro del laboratorio: dias diferentes,

diferentes analistas, diferentes equipos. !'“"* 2904l

- Reproducibilidad: expresa la precision entre los laboratorios (estudios colaborativos,

normalmente aplicado a la estandarizacion de metodologia). ‘" 200!

Expresion de la precision de un método analitico:

a) Desviacion estandar y coeficiente de variacion

El valor aceptable de precisién de un método analitico depende de la concentraciéon

del analito y del nimero de repeticiones del analisis. [©2st™: M- 1989 Femandez, A., 1996]

} X,
Media aritmética: X = 2% (16)

Desviacion estandar: s= (17)

Coeficiente de variacién: cv = > 100% (18)
X

La relaciéon entre el coeficiente de variacion del método y el coeficiente de variacion

del sistema es aproximadamente la siguiente: CVmstodo= CVsistema /2
b) Limites de confianza [Castro, M., 1989; Fernandez, A., 1996]

l. De los resultados individuales:
- Media mas-menos la desviacion estandar (X £S) (19)
- Media mas-menos dos veces la desviacion estandar (X +2S) (20)
- Media mas-menos la desviacion estandar multiplicada por la t de Student

(X £1S) (21)

Estadisticamente esta ultima es la expresion mas correcta ya que tiene en cuenta la
distribucion de Student cuando el numero de réplicas es inferior a 30. Estando el
valor de t de Student tabulada para n-1 grados de libertad y una significacion,

generalmente, del 95 %.

Il. De los resultados promedio:
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Los limites de confianza de la media de una serie de resultados son:

X £tSX (22)

siendo S X la desviacidon estandar de la media (Sj

Jn

Determinacion de la repetibilidad: [ 20091

La repetibilidad debe evaluarse:

a) un minimo de 9 determinaciones que cubren el rango especificado para el

procedimiento (por ejemplo, 3 concentraciones/3 repeticiones de cada uno) o;

b) un minimo de 6 determinaciones a 100% de la concentracion de la prueba.

Determinacion de la precision intermedia: [ 20091

La extension de este ensayo depende de las circunstancias en que se realice el
procedimiento analitico. Las variaciones tipicas que se puede incluir son: dia,
analista, equipo, etc. No es necesario estudiar los efectos de estos factores de forma

independiente. Puede realizarse a través de un disefio de experimento.
c) Procesamiento de los Datos

La desviacion normal, la desviacién normal relativa (el coeficiente de variacion) y el

intervalo de confianza debe informarse para cada tipo de precisién investigado. [“H-
2005]

1.5.6. Exactitud ['cH- 2009]

La exactitud de un procedimiento analitico expresa el grado de concordancia entre el
valor que se acepta como un valor verdadero o un valor de la referencia aceptado y

el valor hallado. Y puede determinarse a partir del por ciento de recobrado.
1.5.7. Especificidad ! 2009l

Es la capacidad de detectar inequivocamente el analito en presencia de compuestos
que pueden estar presentes en la muestra (impurezas, productos de degradacion,

componentes de la matriz, etc).

Esto implica en ensayos de identificacion asegurar la identidad del analito en

cuestibn y en ensayos cuantitativos para asegurar que todo el procedimiento
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analitico ejecutado brinda una respuesta exacta del contenido del analito en la

muestra.

La tendencia mayoritaria es la utilizacibn de métodos relativamente especificos
(cromatografia liquida y de gases) en los que la presencia de otros componentes

tienen escasa influencia en los resultados.

La especificidad de un método analitico se determina comparando los resultados del
analisis de muestras conteniendo impurezas, productos de degradacién, substancias
relacionadas o excipientes con los resultados del analisis de muestras que no

contienen dichas substancias.

. 111
1.6. Fundamento teérico de la Dispersion en Matriz Sélida (MSPD) [Technical Note .

Argonaut Technologies. Inc. 2002]

La extraccion convencional de analitos organicos comienza generalmente con la
precipitacion de proteinas usando acido tricloacético (TCA), luego se centrifuga, se
toma el sobrenadante, se hacen sucesivas extracciones liquido-liquido y se
concentra el extracto para luego analizar por el método analitico adecuado. Esta
metodologia requiere mucha manipulacion de la muestra, volviéndose larga y
engorrosa de forma tal que puede traer consigo pérdidas considerables de analito,
ademas de requerir una cantidad relativamente grande de muestra y el consumo de
disolvente es alto, por lo que se prefiere la utilizacion de un método que supere estas

desventajas, este es el caso de la dispersién en matriz sélida (MSPD).

La Dispersion en Matriz Solida (MSPD) es una técnica de preparacion de muestras
para el uso con matrices sélidas. Primero fue desarrollada para extraer residuos
veterinarios de matrices biolégicas complejas tales como higado, musculo y carne
pero un trabajo mas reciente ha demostrado la aplicabilidad de la técnica para
extraer analitos organicos tales como drogas, esteroides y pesticidas de otros tipos

de matrices.

Es una técnica de extraccion a microescala, usando tipicamente menos que 1g de la
muestra y de bajos volumenes de disolventes, su aplicacion implica primeramente la
homogenizacion de una cantidad pequefa de la muestra con el adsorbente (silica
gel, C-8, C-18) en un mortero con pistilo. Las fuerzas mecanicas producen en el

proceso de molienda la ruptura de la estructura del tejido, dispersando la muestra
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sobre la superficie del material adsorbente con la ayuda de interacciones hidrofilicas
e hidrofébicas. El proceso hace que la mezcla llegue a ser de flujo libre vy
homogéneo, lo cual permite obtener recuperaciones mas altas y mas reproductivas.
Esta mezcla entonces se embala en una columna o cartucho, si es necesario se
realizan lavados para eliminar las posibles interferencias utilizando disolventes
adecuados y luego se procede a la elucién de los analitos. Si se desea se puede
utilizar un émbolo que se coloca adentro, en la tapa, para aplicar presion y acelerar

la salida del lavado y (0) eluato.

Pre-tratamiento de la muestra:

La cantidad tipica de muestra que se usa es 0,5 g, sin embargo, la concentracion
prevista del analito y los limites de deteccion de la técnica analitica se deben
considerar durante el desarrollo del método. La muestra se debe colocar en un
mortero de cristal, y el adsorbente es agregado en proporcion 1:4. La mezcla se
debe realizar suavemente en el mortero hasta un polvo liso, seco, homogéneo y de
flujo libre, luego se transfiere a un depdésito vacio (jeringuilla-barril) que contiene una
frita inferior, se golpea ligeramente el depésito (verticalmente y horizontalmente) para
que el polvo quede lo mas empaquetado posible y se inserta una frita superior

comprimiéndola suavemente.

Elucion de interferencias:

El propdsito de la elucion de interferencias es quitar selectivamente compuestos
indeseados sin el enjuague de los analitos. Los disolventes tipicos de elucion de
interferencias son agua desionizada, o almacenadores intermediarios que contengan
metanol o acetonitrilo, los cuales son conveniente para interferencias lipofilicas. En
sentido general, segun la composicion de la matriz utilizada asi sera la variedad de

disolventes a emplear.

El volumen de disolvente para el lavado puede aminorarse, e incluso obviarse con el
uso de una co-columna compuesta por un material que tenga afinidad por los
elementos obstaculizantes contenidos en la matriz bioldgica, de forma tal que cuando
se proceda a la elucion del analito el eluato contenga, en el mejor de los casos,
ninguna interferencia o de lo contrario haya que aplicar menos lavados y la

disolucion quede lo mas limpia posible. Esta co-columna se coloca en la parte inferior
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del cartucho o columna, encima se coloca una frita y posteriormente se afnade la
muestra homogenizada con el material adsorbente seguida por otra frita en la parte

superior.

Elucion del analito:

El disolvente de elucién debe ser uno en el cual los analitos son solubles y debe
también ser compatible con la técnica final del analisis. Por ejemplo, para un analisis
por cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC), un disolvente similar a la fase
movil es una buena opcion y un disolvente volatil se selecciona generalmente para el
analisis subsecuente en cromatografia gaseosa. Los disolventes tipicos de elucion
son metanol, acetona, diclorometano, acetonitrilo u otros disolventes o mezclas de
disolventes. Si el disolvente usado para la elucion es inadecuado para el analisis por
GC, HPLC u otra técnica, puede ser evaporado al estado seco después de la elucion
y ser sustituido por un disolvente mas apropiado. El procedimiento antes dicho se

puede variar para satisfacer necesidades individuales.

Seguidamente se muestran los pasos a seguir para la aplicacién de la técnica de
MSPD:

The Matrix Solid Phase Dispersion (MSPD) process

Transfer Gently
blend to Tapto insert top
. pre-fritted settle frit with frit Elute Elute
Honmogenise resevoir bed inserter interferences analytes
e =) =

] 0 0

= ¥ v v ¥ ¥

Figura 2. Esquema que representa los pasos de la técnica de MSPD).

1.7. Cromatografia. Generalidades [RuPinson KA &Rubinson, J.F., 2001]

La cromatografia es la ciencia y el arte de separar entre si los componentes de una

sustancia. La separacion se consigue a través de una gran variedad de técnicas
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cuyas bases moleculares tienen diferencias muy diversas. Se pueden separar
moléculas en funcidn de sus cargas moleculares, sus tamafios moleculares, sus
masas moleculares, la polaridad de sus enlaces, sus potenciales redox, sus
constantes de ionizacion o en funcion de la disposiciéon de sus enlaces. Como
resultado, hay una gran cantidad de técnicas para llevar a cabo la separacion de una

sustancia, la cual tiene lugar en gases, liquidos y fluidos supercriticos.

Las técnicas cromatograficas se fundamentan en el empleo de una columna de
cromatografia consistente en un tubo relleno con un material sélido sobre cuya
superficie se enlazan las moléculas, conocido como soporte sélido, sorbente, fase
estatica, materia empaquetada o fase estacionaria. La muestra se introduce en una
fase fluida en movimiento —un liquido o gas- denominada fase movil. La fase movil
transporta la muestra a través de la fase estacionaria proporcionando la separacion.
Las interacciones quimicas tienen lugar en la superficie de la fase estacionaria con la
misma superficie del soporte solido, con liquidos que estén en contacto con esa

superficie o con moléculas enlazadas a dicha superficie.

En los analisis modernos es posible detectar los componentes separados midiendo
los cambios que se producen en una serie de diferentes propiedades fisicas o
quimicas: conduccion de corriente eléctrica, absorcion de luz y habilidad para

conducir el calor, por citar sélo algunos. Para esto se utiliza el detector.

El detector registra los cambios que se producen en alguna propiedad del eluyente
que pasa por él. (El cambio sucede a medida que cada componente llega, fluye a
través de la columna y pasa por el detector). Estos cambios son producidos en forma
de gréafica observandose la aparicion de una serie de picos a lo largo del tiempo.
Esta grafica que recoge la respuesta del detector en funcién del tiempo se denomina

cromatograma.

La gran aplicabilidad de los métodos cromatograficos se debe a la amplia variedad
de condiciones que pueden utilizarse para separar los componentes de una
sustancia. Se pueden utilizar distintas fases moviles (gases, liquidos o fluidos
supercriticos) y distintas fases estacionarias (mineral, polimeros organicos e

inorganicos o solidos recubiertos de liquidos).
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En cromatografia la separacion de una sustancia tiene lugar en gases, liquidos o
fluidos supercriticos, de ahi la denominacion de cromatografia gaseosa (GC),
cromatografia liquida (LC) y cromatografia de fluido supercritico (SFC),

respectivamente.
1.7.1. Fundamento teérico de la Cromatografia Gaseosa [©® R- 2002 Rubinson, KA., 2000]

La cromatografia de gases es un método fisico de separacion en el que la fase movil
es un gas; comunmente se emplean helio y nitrégeno, mientras que la fase
estacionaria, contenida en una columna, es un sélido o un liquido impregnado en un
soporte solido inerte, o una pelicula liquida que recubre uniformemente las paredes
de la columna, en ella se produce la separacion de los solutos.

Cuando la fase estacionaria es de baja polaridad la separacion se produce en base a
la volatilidad relativa de los compuestos, la cual esta en funcion de la temperatura de
ebullicion y ésta a su vez esta en correspondencia con la masa molecular y la
distribucion espacial de la molécula. Para la obtencion del cromatograma se hace

indispensable la utilizacion de detectores.

La Cromatografia de Gases es el método de eleccion para la separacién de
sustancias volatiles y térmicamente estables. Este campo de aplicacion involucra un
enorme numero de sustancias organicas y organometalicas, asi como gases
permanentes, lo cual convierte a la técnica en una de las mas versatiles y potentes en

el laboratorio analitico.

Ninguna otra técnica de separacidn es capaz de proporcionar una resolucion
equivalente y a la vez, una sensibilidad tan elevada. Esto significa que, en realidad, la
principal limitacion de la técnica esta en la estabilidad térmica de los componentes de

la mezcla o de la propia matriz.

La cromatografia de gases ha sido ampliamente utilizada para la cuantificacion de
ingredientes farmaceéuticos activos, tal es el caso, del 2-bromo-5-(2-bromo-2-
nitrovinil)-furano (G-1); Bavo b 1991 ¢| cyal puede ser cuantificado por Cromatografia
de Gases usando nitrébgeno como gas portador, columna de vidrio de 1metro de
longitud y 4 mm de diametro interno, relleno de 6% de silicona GE SE-30 sobre

Chromosorb W/HMDS de 80 a 100 mallas y detector por captura electrénica.
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1.7.1.1. Clasificacion de la cromatografia de gases segun la naturaleza de las

fases involucradas
1-La cromatografia gas-solido (GSC)

2-La cromatografia gas-liquido (GLC) (esta es la variante mas frecuentemente
utilizada y se suele llamar simplemente cromatografia de gases).

1.7.1.2. Instrumentacign [SKeog: DAY Leary, J.J., 1994]

La cromatografia de gases se lleva a cabo en un cromatégrafo de gases. Este
consta de diversos componentes como, el sistema de inyeccién de muestra, la

columna (generalmente dentro de un horno) y el detector.

Gas Chromatograph
temperatwe
gange
injection
pressuye P:::n detector
main EAUEE :'“'
valve LY I]
reguiai:a} ....... i
recorder
capillary =——=
thermostared
chamber
sarsd i
carrer ;
#as supply ek chromatogranm

Figura 3. Diagrama de un cromatografo de gases.

1.7.1.3. Sistema de inyeccién de muestra [SK0°9: DAY Leary. J.J. 1994]

La inyeccion de muestra es un apartado critico, se debe inyectar una cantidad
adecuada, y debe introducirse de tal forma (como un "tapén de vapor") que sea
rapida para evitar el ensanchamiento de las bandas de salida; este efecto se da con
cantidades elevadas de analito. El método mas utilizado emplea una microjeringa (de

capacidades de varios microlitros) para introducir el analito en una camara de
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vaporizacion instantanea. Esta camara esta a 50 °C por encima del punto de
ebullicion del componente menos volatil, y esta sellada por una junta de goma de

silicona llamado septa o septum.

guja de la jernga

S " Purga del septum

 (Gas portader
Camara de vaporizacion _{% é_‘
%\ Corexiona columna

Columna

Figura 4. Inyector de muestra para un Cromatégrafo de gases (GC).

1.7.1.4. Columna [SKoog, D.AY Leary, J.J., 1994]

La columna es el lugar donde ocurre la separacion. Se dice que es el corazén de un
cromatografo. En la cromatografia de gases se emplean dos tipos de columnas: las
empaquetadas o de relleno y las tubulares abiertas o capilares. Estas ultimas son
mas comunes en la actualidad (2005) debido a su mayor rapidez y eficiencia. La
longitud de estas columnas es variable, de 2 a 50 metros. Los materiales con los
cuales generalmente se pueden elaborar las columnas son: cobre, aluminio, acero
inoxidable, vidrio ¢ teflon. Debido a su longitud y a la necesidad de ser introducidas
en un horno, las columnas suelen enrollarse en una forma helicoidal con diametros

de 10 a 30 cm, dependiendo del tamaro del horno.
1.7.1.4.1. Tipos de columnas

Columnas de relleno
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Las columnas de relleno consisten en unos tubos de vidrio, metal (inerte a ser
posible como el acero inoxidable, cobre o aluminio) o teflén, de longitud de 2 a 3
metros y un diametro interno de unos pocos milimetros, tipicamente de 2 a 4. El
interior se rellena con un material sélido, finamente dividido para tener una maxima
superficie de interaccién y recubierto con una capa de espesores entre 50 nm y 1

pum. Para que puedan introducirse en el horno, se enrollan convenientemente.

El material de relleno ideal consiste en pequefias particulas, esféricas y uniformes,
con una buena resistencia mecanica, para tener una maxima superficie donde
interaccionar la fase estacionaria y el analito. La superficie especifica minima ha de
ser de 1 m?/g. Como todos los componentes de columnas para la cromatografia de
gases, debe ser inerte a altas temperaturas (400 °C) y humectarse uniformemente
con la fase liquida estacionaria durante el proceso de fabricacién. ElI material
preferido actualmente (2005) es la tierra de diatomeas natural, debido a su tamafo

de poro natural.

Columnas capilares

Las columnas capilares son normalmente con un didmetro pequefio en la que o bien
la pared interior del tubo o bien un sélido activo o un liquido inmovilizado en la pared
del tubo actuan como fase estacionaria de modo que existe un paso abierto, sin

restricciones, para la fase movil.
Tipos de columnas capilares

e Columnas capilares de paredes impregnadas (WCOT).
e Columnas capilares con soporte impregnado (SCOT) o de capa porosa (PLOT).

e Columnas capilares de silice fundida (FSOT)

Las columnas WCOT son simplemente tubos capilares donde la pared interna se ha
recubierto con una finisima capa de fase estacionaria. Se fabrican a partir de silice
fundida, conocidas como columnas tubulares abiertas de silice fundida o FSOT.
Estas columnas se fabrican a partir de silice especialmente pura, sin apenas
contenido de éxidos metalicos. Debido a la fragilidad inherente a este material, en el

mismo proceso de obtencion del tubo se recubre con una capa de poliimida, de esta
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forma la columna puede enrollarse con un diametro de unos pocos centimetros.
Estas columnas, con propiedades como baja reactividad, resistencia fisica y

flexibilidad, han sustituido a las WCOT clasicas.

Las columnas SCOT tienen en su parte interna una fina capa de material adsorbente
como el empleado en las columnas de relleno (tierra de diatomeas) donde se ha
adherido la fase estacionaria. Las ventajas de las SCOT frente a las WCOT es la
mayor capacidad de carga de esta ultima, ya que en su fabricacion se emplean
mayores cantidades de fase estacionaria, al ser la superficie de intercambio mayor.
Por orden de eficacia, en primer lugar estan las WCOT, luego las SCOT y por ultimo

las columnas de relleno.

Las columnas FSOT tienen diametros internos variables, entre 250 y 320 ym (para
columnas normales) y 150-200 ym para columnas de alta resolucién. Estas ultimas
requieren menor cantidad de analito y un detector mas sensible, al eluir menor
cantidad de gas. Existen asimismo columnas macrocapilares con diametros de hasta
530 um, que admiten cantidades de analito comparables a las de relleno pero con

mejores prestaciones.
1.7.1.4.2. Factores que Afectan la Eficiencia de una Columna

e Longitud de la Columna

e Diametro de la Columna (1/4", 1/8", 1/16" de didmetro externo)
e Tamaino de las particulas del relleno

e Naturaleza de las fases

e Cantidad de fase estacionaria

e Temperatura de la columna

e Velocidad del gas portador

e Cantidad de muestra inyectada

e Material del cual esta elaborada la columna

e Enrollado de la columna
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1.7.1.5. La fase estacionaria

La fase estacionaria en cromatografia de gas juega un papel protagonista puesto que
la fase movil es practicamente inerte. En la cromatografia de gas-solido la retencién
de los solutos sobre la fase estacionaria se produce mediante mecanismos de
adsorcion sobre la superficie de las particulas que forman el relleno de la columna y
en el momento actual resume sus aplicaciones a la separacion de gases
permanentes e hidrocarburos ligeros o compuestos de bajo punto de ebullicidon
(formaldehido y metanol) y los materiales mas usados como adsorbentes son: gel de
silice, alumina, carbon activado, Tamices moleculares (carbén grafetizado), Carbdn

microparticulados esférico y zeolitas, Sales inorganicas

La seleccidon del material se establece dependiendo de la polaridad de las moléculas
a separar. Para solutos muy polares, se emplean fases poco absorbentes. Cuando
hay que separar moléculas polarizables se emplean fases mas absorbentes vy
también polarizables (por ejemplo, carbon activo), mientras que para moléculas no
polares se emplean las fases mas absorbentes (por ejemplo, gel de silice, en la

separacion de mezclas etileno, etano, didéxido carbono).

Las propiedades necesarias para una fase estacionaria liquida inmovilizada son:

e Caracteristicas de reparto (factor de capacidad k' y factor de selectividad a)
adecuados al analito.

e Baja volatilidad, el punto de ebullicion de la fase estacionaria debe ser al menos
100°C mayor que la maxima temperatura alcanzada en el horno.

e Baja reactividad.

o Estabilidad térmica, para evitar su descomposicion durante la elusion.

Existen como mucho una docena de disolventes con estas caracteristicas. Para
elegir uno, debe tenerse en cuenta la polaridad del analito, ya que a mayor polaridad
del analito, mayor polaridad debera tener la fase estacionaria. Algunas fases

estacionarias utilizadas actualmente (2005) son:

e Polidimetilsiloxano, fase no polar de uso general para hidrocarburos, aromaticos,

polinucleares, drogas, esteroides y PCBs.
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e Poli(fenilmetildifenil)siloxano (10% fenilo), para ésteres metilicos de acidos
grasos, alcaloides, drogas y compuestos halogenados.

e Poli(fenilmetil)siloxano (50% fenilo), para drogas, esteroides, pesticidas y glicoles.

e Poli(trifluoropropildimetil)siloxano, para aromaticos clorados, nitroaromaticos,
bencenos alquilsustituidos.

¢ Polietilenglicol, sirve para compuestos polares, también para compuestos como
glicoles, alcoholes, éteres, aceites esenciales.

¢ Poli(dicianoalildimetil)siloxano, para acidos grasos poliinsaturados, acidos libres y

alcoholes.

Generalmente, en columnas comerciales, la fase estacionaria se presenta enlazada
y entrecruzada para impedir su pérdida durante las operaciones de elucion o lavado.
De esta forma se obtiene una monocapa adherida quimicamente a la superficie de la
columna. La reaccion implicada suele ser la adicion de un peroxido al liquido a fijar,
iniciandose una reaccion por radicales libres que tiene como resultado la formacion

de un enlace carbono-carbono que ademas incrementa su estabilidad térmica.

1.7.1.6. Detectores SK0c9. DAY Leary, J.J., 1994]

Un detector es un dispositivo para revelar la presencia de las sustancias eluidas a la
salida de la columna cromatografica. Se puede expresar que el detector son los

“ojos” de un cromatografo.

El detector es un dispositivo capaz de convertir una propiedad fisica, no medible
directamente, en una sefial elaborable y ofrecernos informacion sobre la naturaleza y

magnitud de la propiedad fisica.

En cromatografia un detector funciona comparando una propiedad fisica entre el gas
portador puro y el mismo gas portador llevando cada uno de los componentes que
previamente se han separado en la columna, esta accidon se traduce en una sefal
tipo eléctrica, que posteriormente se amplificara mediante un registrador grafico 6
integrador permitiendo indicar el momento que salen de la columna los

componentes.
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1.7.1.6.1. Detectores mas usados en Cromatografia de Gases K00 DAY Leary, J.J.,

1994]

e Detector de Conductividad Térmica. Mide la conductividad térmica del gas

portador, ocasionada por la presencia de sustancias eluidas.

e Detector de lonizacion de Llama. Basado en la medida de las variaciones de la
corriente de ionizacion en una llama oxigeno-hidrégeno debido a la presencia de

substancias eluidas.

e Detector de Captura Electrénica. Basado en la electronegatividad de las
substancias eluidas, y su habilidad para formar iones negativos por captura de

electrones.

e Detector de Fotometria de Llama. Basada en la medida de la intensidad de la
emision molecular de la fluorescencia de heteroatomos en las moléculas

organicas.
e Detector de lonizacion de Llama Alcalina.
e Detector de Espectrometria de Masas.

e Ofros.

1.7.1.6.2. Detector de Captura Electrénica [RuPinson. K.A; Rubinson, J.F., 2001]

El detector de captura electronica consiste en una cavidad que contienen dos
electrodos y una fuente de radiacion. Las colisiones entre los electrones (emision B)
emitidos por la fuente de ®*Ni o *H y el gas portador (metano mas argén o mas
nitrégeno), producen un plasma que contienen electrones e iones positivos y estos
electrones son atraidos hacia el anodo. Cuando pasa por el detector un compuesto
que contiene atomos electronegativos, algunos de los electrones seran (capturados),
produciendo iones negativos y la corriente de electrones hacia el anodo disminuira.
El primer detector de captura electrénica utilizaba una fuente de CC con un potencial
constante, pero los instrumentos modernos utilizan pequefos pulsos para atraer a
los electrones. Estos pulsos son lo suficientemente largos como para recoger los
electrones mas moviles, pero no los iones mas pesados y lentos .Este método

produce una distribucién mas uniforme de iones en plasma, lo que por otro lado,
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desencadena una respuesta mas estable y un intervalo lineal mayor. La manera mas
normal de utilizar estos pulsos es definir una corriente constante que se mantenga y
después un circuito de realimentacion ajusta la frecuencia de los pulsos para
mantener la corriente deseada.

Detector de Captura Electrénica

Un flujo continuo de electrones lentos
se establece entre un anodo (fuente
radioactiva
B -emisora) y un catodo.

i i
= =

Al pasaje de una sustancia .
electrofilica algunos electrones .
son absorbidos, resultando una
supresion de corriente eléctrica.

Figura 5: Principio de funcionamiento del detector de captura electrénica.

Los factores de respuesta de un detector de captura electrénica son funciéon del tipo
y del numero de atomos electronegativos que existen en una molécula determinada.
Por ejemplo, la respuesta para un compuesto organico policlonado como los que se
encuentran en los pesticidas puede llegar a ser un millébn de veces mas grande que
la de un hidrocarburo. De hecho la selectividad y sensibilidad de un detector de
captura electronica es ideal para el analisis de muestra que contienen trazas de

estos compuestos.
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1. Anodo (fuente radioativa b -
emisora).

2. Salida de gases

3. Catodo

4. Cavidad

5. Columna cromatografica

LN

5

Figura 6: Esquema del detector de captura electronica.

1.7.1.7. Aplicaciones de la Cromatografia de gases [5K0°9: DAY Leary, J.J. 1994]

La cromatografia de gases tiene dos importantes campos de aplicacién. Por una
parte su capacidad para resolver (separar) mezclas organicas complejas,
compuestos organometalicos y sistemas bioquimicos. Su otra aplicacién es como
método para determinar cuantitativa y cualitativamente los componentes de la
muestra. Para el analisis cualitativo se suele emplear el tiempo de retencion, que es
unico para cada compuesto dadas unas determinadas condiciones (mismo gas
portador, rampa de temperatura y flujo), o el volumen de retencion. En aplicaciones
cuantitativas, integrando las areas de cada compuesto o midiendo su altura, con los
calibrados adecuados, se obtiene la concentracién o cantidad presente de cada

analito.

1.8. Antecedentes sobre la utilizaciéon de la Dispersion en Matriz Sdélida en

muestras diversas

La combinacién de la dispersion en matriz solida (MSPD) y la cromatografia para la

cuantificacion de analitos en matrices complejas ha sido ampliamente utilizada en los
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ultimos afos. Tanto la cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC) como la

cromatografia de gases (CG) han visto ampliadas sus utilidades.

La combinacién de MSPD y HPLC se ha aplicado en diversos tipos de matrices y

para disimiles analitos.

McGrane, M; O’Keeffe, M y Smyth, M analizaron 5 penicilinas en leche. McGrane. My Col.
'9%] Otros antibidticos como macrélidos y lincomicina han sido determinados en

[Bogialli, S y Col. 20071 Eny g afio 2007 se detectaron y cuantificaron 6

leche y yogurt.
sulfonamidas en carne de cerdo y pollo. [Kunhiro. K. 20071 Aprinas - Ay colaboradores
analizaron herbicidas en papas. A"Pas ¥ Col. 20071 Ep o afio 2006 se determinaron 4
herbicidas (simazine, atrazine, diuron y terbuthylazine) en aceite de oliva. (62~ Reyes.
JFy Col. 2008l También en frutas (manzanas, naranjas, platano, lechuga, uva y tomate)
hay reportes de determinacion de residuos de fungicidas. Vang: S: Xu. Y: Pan, C: Jiang, S: Liu,
F. 2008l Ey sebo de carne y pollo Furusawa, N llevé a cabo la separacion de dichloro —
diphenyl — trichlorothanes que son contaminantes de estas matrices. [Furusawa N.. 2000]
Otros autores realizaron el aislamiento y purificacion de compuestos del phenolic

(4cido benzoico) en muestras naturales de melissal officinalis. [<@asova. G- 2006l gy g

afio 2005 Ruiz determind microcystins (MCs)-MC-LR en higado o rifion. [Ruz M. 2009]
En ocasiones se compara mas de una técnica de extraccion, como es el caso de la
determinacion simultanea de imidacloprid 6 — chloronicotinic acido, carbaryl,
sulfoxide del aldicard y sulfone del aldicard en las abejas meliferas por las técnicas
de MSPD y LLE (extraccion liquido-liquido) donde se llegd a la conclusiéon que la
técnica MSPD mostro recuperaciones mas altas y mayor sensibilidad que la de LLE

para la mayoria de los pesticidas menos para el carbaryl. [Tt S 2006]

La combinacion de MSPD y CG también se ha aplicado en diversos tipos de matrices
y para disimiles analitos.

Li-Bin, L y colaboradores determinaron pesticidas en comidas (papas, zanahorias,
manzanas, naranjas, pepinos y arroz) al igual que Dérea, H.S Y Lima Sobrinho. 5™
Ly Col., 2007; Dorea, H.S y Lima Sobrinho., 20041 ytrog jnvestigadores en el afio 2003 emplearon la
metodologia en nueces. Husan SWy Col. 20031 \/51samaki, V.I; Boti, V.I; Sakkas, V.A;
Triantafyllos, A aplicaron estas técnicas para determinar 20 pesticidas del
organochlorine y 8 congéneres de PCB en los huevos del pollo. [Vaisamaki. V.l y Col., 2006]

En muestras biolégicas que contenian grasa Martinez y colaboradores utilizaron esta
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combinacion para determinar 6 ésteres de diphenyls de polybrominoted (PBDES) y
7 diphenyls del polychlorinated (PCBS). [Martinez Ay Col., 2005]

Gizaand, | y Sztwiertnia, U determinaron azoxytrobin y trifoxytrobin en pulpa de
manzanas. [Gizaand, | y Sztwiertnia, U., 2003]

Todos emplearon la deteccidn por captura electronica. La deteccidon por

espectrometria de masas es también muy empleada en estos casos.

Ferrer, C; Gomez, MJ; Garcia-Reyes, JF; Ferrer, |; Thurman, EM; Fernandez-Alba,
AR, determinaron 12 pesticidas que pueden encontrarse en aceite de oliva y
aceitunas haciendo uso de la misma técnica MSPD y emplearon dos métodos el de
GC-MS y LC-MS, obteniendo los mejores resultados con GC-MS. [Ferer. €y Col. 2005 gy
el afno 2005 se determinaron 266 pesticidas del jugo de manzana, utilizando la
técnica MSPD y el método GC-MSD. [Chu. XiHu. XiYao, H., 20091) ahotgy SJ: Mastovska, K;
Yun, SJ, determinaron 32 pesticidas que representan una gama amplia de
propiedades del physicochemical en leche, huevos y aguacate, ellos utilizaron dos
técnicas, la QUEChERS y la MSPD y dos métodos de analisis: cromatografia de
gases y cromatografia liquida, compararon las dos técnicas y llegaron a la conclusién

que la mejor es la de dispersion en matriz sélida. [-e"otay. S.J: Mastovska, K; Yun, 8.J., 200]

La MSPD ha demostrado ser aplicable al aislamiento de drogas, pesticidas y otros
contaminantes de los tejidos animales, frutas y verduras, en union de técnicas
separativas como la cromatografia de gases y cromatografia liquida de alta eficacia.
En estos casos los detectores mas ampliamente utilizados son captura electrénica
para cromatografia de gases y espectrometria de masas tanto para cromatografia

liquida como gaseosa.
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Materiales y Métodos

2.1. Equipamiento

Balanza analitica Sartorius BP121S, max. 120 g, d = 0,1 mg.
Bafio ultrasonico Sonorex, modelo RK 52.

Cromatégrafo de Gases DANI GC1000, con inyector split/splitless, detector de
Captura electronica y columna capilar VB-5 (5% Fenil) metipolisiloxano,
Valcobond ®, de 30 m de longitud, 0,53 mm de diametro interno y 1,5 micras de

espesor de pelicula de fase estacionaria.

Generador de Nitrégeno (fase movil). Domnick hunter, (Dukesway, Team Valley

Trading Estate, England). presion maxima: 145 psi.

2.2. Reactivos y disolventes

G-1 muestra de referencia, lote 03-3-34 (Anexo 1) y G-1 lote 03-3-13 (Anexo 2).
Suministrados por el Laboratorio de Control de la Calidad del Centro de

Bioactivos Quimicos (CBQ) de la Universidad Central de Las Villas.
Silicagel. Tamafo de particula 0,015 mm — 0,040 mm, Merck.

Fase estacionaria C-18 (encaped). Tamafio de particula 0,015 mm — 0,035 mm,
Fluka.

Acetonitrilo para HPLC, Panreac.
Agua destilada y desionizada.
n-hexano para cromatografia, Merck.

Plasma humano. Suministrado por el Banco de Sangre Provincial de Villa Clara
(Anexo 3).

Muestras puras de G-0, UC-244, UC-245, obtenidos en el Laboratorio de Sintesis

del Centro de Bioactivos Quimicos (CBQ) de la Universidad Central de Las Villas.

Benzoato de Bencilo p.a. de Merck.

2.3. Materiales e Instrumental

Mortero de agata, 6 cm de diametro con pistilo de agata.
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e Jeringuillas plasticas de 10,0 mL.

e Matraces y pipetas verificadas.

e Micropipeta Eppendorf de 20 pL - 200 pL y de 100 -1000 pL.
e Microjeringuilla Hamilton de 10 pL.

2.4. Técnicas

2.4.1. Procedimiento de extraccion mediante MSPD

Se sigui6 el procedimiento descrito en el trabajo de diploma “Desarrollo y validacion
de una técnica analitica empleando Dispersion en Matriz Solida y Cromatografia
Liquida de Alta Eficacia para la determinacion de G-1 en plasma humano” de

Dairemis Estévez, afio 2006, [Estévez D., 2006]

A 0,5 mL de plasma humano se adicionaron 20 pL de una disolucién de G-1 de 1000
mg/L en acetonitrilo y 0,5 mL de Benzoato de Bencilo 5550 mg/L en acetonitrilo que
es el estandar interno. La muestra resultante se mezclé en el mortero de 4gata con 1
g de fase C-18 (silice modificada) hasta obtener un polvo con suficiente fluidez para
conformar la columna (cartucho) de MSPD. Previamente se conformé una co-
columna en la porcion inferior del cartucho, adicionando 1 g de silicagel. Finalmente
se eluyo con dos porciones de 4 ml de n-henaxo que se combinaron en un matraz de
10 mL y se llevo a volumen con el mismo disolvente, constituyendo esta la disolucion

de medida.

C-18 —

Silica —

!

Figura 7: Esquema del cartucho para la extraccion empelando MSPD.

2.4.2. Cromatografia de gases y deteccidn por captura electrénica (GC-ECD)
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2.4.2.1. Seleccion de las temperaturas del inyector, horno y detector

Se utilizaron las temperaturas de trabajo descritas en el procedimiento 02.4.301, “G-
1 puro. Determinacion de la pureza por Cromatografia de Gases”, vigente en el
Laboratorio de Control de Calidad del CBQ: Temperatura del horno 200 °C, Inyector
230 °C y detector, 280 °C. [Fravo: - 2006]

2.4.2.2. Seleccion del flujo de fase movil

Se inyectaron disoluciones de G-1 muestra de referencia utilizando flujos de fase
movil (Nitrégeno) de 0,3; 0,5; 0,7 y 1 mL/min. Se calculé en cada caso el nUmero de

platos teoricos (N) en base al pico del G-1 utilizando la siguiente ecuacion:

tr ) donde tr es el tiempo de retencion y W el ancho de la
N =16 —
( j base del pico.

2.4.2.3. Volumen de inyeccion

En todos los casos se inyectd manualmente, modo splitless, un volumen de muestra
de 1 pL y se realizo la correccion de los errores asociados a la inyeccion manual

mediante el uso de un estandar interno.
2.4.2.4. Seleccion del estandar interno

Se inyectaron disoluciones patron de diferentes compuestos, con estructura
semejante a la del G-1 y con propiedades en dicha estructura que garanticen una
respuesta apropiada al utilizarse el detector de captura electrénica. Se incluyeron en
este analisis los compuestos denominados G-0, UC-244, UC-245 y Benzoato de
Bencilo. En todos los casos se evalu6 la medida en que cada uno cumple los

requisitos exigidos para un estandar interno.
2.5. Validacién
2.5.1. Sensibilidad (limite de deteccion (LD) y limite de cuantificacion (LC))

Se prepar6 un blanco con la misma composicion de las muestras estudiadas excepto
en lo referente a la adicion de G-1 y se siguieron todos los pasos en la confeccién y

elucion del cartucho.
Se realizaron tres inyecciones de este blanco por GC-ECD vy se integraron los picos.

Para el célculo del limite de deteccidn y cuantificacion se procedio segun:
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Donde:
C. = limite de deteccion o cuantificacion.

K = constante > 3 (K = 3 para limite de deteccion y K = 10 para limite de

cuantificacion).
S p = desviacion estandar de la respuesta de los n blancos.

b = pendiente de la recta de calibracion.

Y = media de la respuesta de los n blancos.
2.5.2. Linealidad

Se realizé una curva de calibracion en el intervalo de concentraciones comprendido

entre 0,5 mg/L y 8 mg/L, con valores intermedios de 2; 4; 5y 6 mg/L.

Teniendo en cuenta todos los valores experimentales y siguiendo la metodologia ICH
[ICH., 20051 56 determind la ecuacion de la recta, el coeficiente de correlacion lineal (1), y
se realizaron los test de student para intercepto y pendiente asi como el Andlisis de
Varianza para comprobar la bondad de ajuste. Los criterios para la evaluacion de la

regresion lineal son:

e Ecuaciondelarecta: y=ax+bhb

e Coeficiente de correlacion. r > 0,999

e t-test para el intercepto: tcal < ttab para o = 0,05 y n-2 grados de libertad.
e t-test para la pendiente: tcal > ttab para o = 0,05 y n-2 grados de libertad.

e ANOVA para la bondad de ajuste: Fcal < Ftab (0,05 y ni, ny).

e Coeficiente de calidad: QC=<2,5 %
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2.5.3. Precision
2.5.3.1. Repetibilidad de instrumental

Se inyectaron 6 réplicas de una disolucion patrén de G-1 a 2 mg/L con estandar
interno en n-hexano. Se calcul6 la media de la respuesta, la desviacion estandar y el

coeficiente de variacion.
2.5.3.2. Repetibilidad a diferentes niveles de concentracion

Se analizaron tres muestras a 1, 2 y 6 mg/L (nivel bajo, medio y alto de la curva de
calibracion) con tres réplicas en cada caso. Se calculo el CV por grupo y el CV total.

Se compararon las varianzas entre los grupos mediante un andlisis de varianza .

Criterios de evaluacion: Si en el ANOVA Fcal<Ftab, puede concluirse que desde el
punto de vista estadistico no hay diferencias significativas entre las varianzas a los

diferentes niveles de concentracion.
2.5.3.3. Precisién intermedia

Se analizaron tres muestras a la concentracion de 2 mg/L en tres dias sucesivos. Se
calculé el coeficiente de variacion por dia y el global. Se compararon las medias y las

varianzas entre los grupos.

Criterios de evaluacion: Si en el ANOVA Fcal < Ftab para o=0,05 y 2,6 grados de
libertad, puede concluirse que desde el punto de vista estadistico no hay diferencias

significativas entre los resultados obtenidos a los diferentes dias.
2.5.4. Exactitud

Se calculd el por ciento de recuperacién para una muestra de plasma humano, a la
gue se adicion6é G-1 muestra de referencia a una concentracion de 2 mg/L y fue
sometida al proceso de extraccion por MSPD descrito anteriormente. Se determino el

contenido de G-1 por el mismo método de GC-ECD.
2.5.5. Selectividad

Se compararon los cromatogramas de una disolucion de G-1, muestra de referencia,
con los de las muestras de plasma conteniendo G-1 y de blancos preparados con la
matriz de las muestras sin adicion de G-1. Se observé si aparecia algun pico
adicional no suficientemente resuelto del pico correspondiente al G-1.
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2.6. Procesamiento estadistico de los datos.

Se utilizaron los programas Statgraphics Plus for Windows 4.1, Professional Version,

1999 y Microsoft® Office Excel 2003.
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Resultados y Discusién
3.1. Procedimiento de extraccién mediante MSPD

Segun se especifica en Materiales y Métodos, para la extraccion de las muestras de
plasma con adicion de G-1 mediante MSPD se siguié unos de los procedimientos
descritos en el trabajo de diploma “Desarrollo y validacién de una técnica analitica
empleando Dispersiéon en Matriz Solida y Cromatografia Liquida de Alta Eficacia

para la determinacion de G-1 en plasma humano” de Dairemis Estévez, afio 2006.
[Estévez, D., 2006]

Como la deteccion por captura electréonica en cromatografia de gases no permite el
analisis de muestras cuya matriz sea acuosa, ni de disoluciones preparadas en
disolventes con atomos electroatrayentes en su estructura, para la extracciones
mediante MSPD se utilizé la variante en que la muestra (0,5 mL de plasma al que se
adiciond una cantidad conocida de G-1) se dispersa en un gramo de fase C-18, al
tiempo que se conforma una co-columna de silicagel en el cartucho de extraccion
para retener posibles interferencias polares contenidas en la matriz. La elucién del G-

1 desde el cartucho se hace con n-hexano.

En ensayos preliminares con muestras tipo se confirmd lo que ya habia sido
demostrado previamente [Est¢vez D 2008l ragnacto a la capacidad de la co-columna de
silicagel para retener interferencias polares. Este hecho, unido al limitado poder de
elucion del n-hexano para desorber dichas interferencias, permite obtener un eluato
relativamente limpio que, segun se demostro, puede inyectarse directamente en el

sistema de cromatografia de gases con deteccidn por captura electrénica.
3.2. Seleccion del flujo de fase movil

Es conocido que segun las teorias basicas de la cromatografia, la eficacia de un
sistema, expresada en términos de numero de platos tedricos (N) depende del
tiempo de contacto entre la fase movil y la fase estacionaria, el cual, a su vez,
depende del caudal de la fase movil. Por esa razén, los estudios de eficacia
generalmente se realizan determinando “N” o la altura equivalente de plato (H) como

una funcion del flujo de fase movil.
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En el caso de la determinacion de G-1 mediante GC-ECD con columna capilar, para
la determinacion del flujo adecuado se ensayaron varios valores de caudal de fase
movil, tomando como referencia inicial el flujo de 1 mL/min que es el valor mas

frecuentemente recomendado cuando se trabaja con este tipo de columnas.

Segun se describe en la Tabla 1, la disminuciéon sucesiva del flujo origind un
incremente marcado de N para el pico correspondiente al G-1, con el consiguiente
aumento del tiempo de retencién. Un comportamiento similar se aprecia para el

Benzoato de Bencilo que se utilizé como estandar interno.

Tabla 1. Comportamiento de la eficacia del sistema cromatogréfico a diferentes flujos de fase

movil.
Benzoato de Bencilo G-1
Flujo Tiempo de  Ancho pico Eficacia Tiempo de Ancho pico  Eficacia (N)
(mL/min) retencion (min) (N) retencion (min)

0,3 6,007 0,321 4935 4,977 0,349 3058
0,5 3,973 0,26 4073 3,320 0,297 2186
0,7 3,100 0,263 2206 2,583 0,28 1663
1,0 2,407 0,219 1897 2,013 0,278 882

Para ambas sefiales, al pasar de valores de flujo de 0,5 mL/min a 0,3 mL/min, el
aumento de la eficacia es comparativamente menos marcado que el incremento en
los tiempos de retencion, ademas de que se observa un ligero crecimiento del ancho
de la base de los picos. Por estas razones se escogio el valor de 0,5 mL/min, con el

que se consigue un balance adecuado entre eficacia y tiempo de analisis.
3.3. Seleccion del estandar interno

Como es ampliamente conocido, en los sistemas cromatograficos que no cuentan
con un inyector automatico se hace necesario utilizar un estandar interno para
corregir los errores asociados a la inyeccidén manual. También en los casos en que el
analisis vaya precedido de un proceso de extraccion, suele adicionarse el estandar
interno desde el comienzo de la extraccion para estimar las perdidas de analitos
debido a la manipulacion de la muestra.

Para que una sustancia pueda ser usada como estandar interno debe cumplir los

siguientes requisitos. [°¢! R 2002]

e La sustancia no debe estar presente en la muestra.
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e Debe resolverse correctamente (R=1,5), con respecto a cualquiera de los

componentes de la muestra.

e Resultar retenida en el sistema de manera similar a las especies con respecto a

las cuales sera utilizada como patrén interno,

¢ No contener impurezas.

¢ No reaccionar con ninguno de los componentes de la muestra ni alterarse por la

matriz de las mismas.

Como se ha explicado antes en Materiales y Métodos, los compuestos ensayados

con este fin fueron el G-0, el UC-244, el UC-245 y el benzoato de bencilo.

Los dos primeros fueron descartados debido a tener, bajo las condiciones de analisis
utilizadas, un comportamiento de retencion muy diferente al del G-1. Ademas, al no
contarse con muestras de referencia certificadas, la inyeccion de las muestras
disponibles originaron al menos un pico secundario en el cromatograma, lo cual

también los invalida para ser usados como estandar interno.
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Figura 8. Cromatograma correspondiente a la inyeccién de G-1 muestra de referencia con
adicion de UC-245.

La muestra disponible de UC-245 origina una sola sefial a un tiempo de retencion
cercano, pero menor, que el correspondiente al G-1. Ver Figura 8. Como se observa
en la Figura 9, el Benzoato de Bencilo también origina un unico pico pero a un

tiempo de retencién superior al del G-1.

Aun cuando ambos compuestos cumplen los requisitos basicos, se escoge como

estandar interno al benzoato de bencilo que exhibe un tiempo de retencibn mayor
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que el G-1 (ver Figura 10), lo que supone un menor riesgo de solapamiento entre el
pico del estandar interno y los correspondientes a potenciales productos de la
degradacion del G-1 en contacto con el plasma. Seria razonable esperar que, a
menos que se trate de reacciones de adicibn u otro tipo de asociaciones
moleculares, la degradacion del G-1 conduzca a la formacién de compuestos de
menor masa que este y mayor volatilidad, por lo que aparecerian en el

cromatograma a tiempos de retencién inferiores al del G-1.
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Figura 9. Cromatograma correspondiente a la inyeccion de una disolucién de benzoato de
bencilo en n-hexano.
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Figura 10. Cromatograma correspondiente a la inyeccién de G-1 muestra de referencia con
adicion de benzoato de bencilo.

Por demas se dispone de una experiencia de trabajo con el benzoato de bencilo que
es precisamente el estandar interno usado en las determinaciones de G-1 por

cromatografia de gases y deteccion con ionizacion por llama.
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3.4. Validacion
3.4.1. Sensibilidad (limite de deteccion (LD) y limite de cuantificacién (LC))

Los limites de deteccion y cuantificacion para la determinaciéon del G-1 mediante

cromatografia de gases y deteccion por captura electronica son:

Tabla 2. Limites de deteccién y cuantificaciéon para la determinacion del G-1 por GC-ECD.

X +3S 0,0741 mg/L

Limite de deteccion: LD =

X +10S 0,1452 mg/L

b

Limite de cuantificacion: LQ =

Estos valores son seis veces mas bajos que los obtenidos en trabajos previos con
determinacién del G-1 por cromatografia liquida de alta eficacia y deteccidn

[Estévez, D., 2006]

ultravioleta-visible. y por cromatografia de gases con columna

empacada y detector de ionizacion por llama. ¥A®ona .. 20091

3.4.2. Linealidad

Los valores experimentales que corresponden a la curva de calibracién de G-1 en el
intervalo de 0,5 a 8 mg/L, asi como los parametros para evaluar la calidad de la

regresion se muestran en las Tabla 3 y 4 asi como en las Figuras 11y 12.

Tabla 3. Valores experimentales obtenidos para la curva de calibraciéon de G-1 por GC-ECD.

Concentracion (mg/L) Rp1 Rp2
Estandar 1 0,5008 0,15384993 0,14505249
Estandar 2 2,013 0,79811606 0,8347833
Estandar 3 4,026 1,4834298 1,52601461
Estandar 4 5,008 1,82058843 1,8731341
Estandar 5 6,039 2,20785076 2,13801043
Estandar 6 8,128 2,97411576 2,90382768

*Rp: relacion de respuestas (area del pico del patron de G-1 dividido el area del pico del estandar interno)



Resultados y Discusion 42
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Figura 11. Curva de calibracién para G-1 por GC-ECD.

Tabla 4. Parametros estadisticos de la recta de regresion de G-1 por GC-ECD

Parametros Resultados
Ecuaciondelarectay=ax+b Y=0,35929 X + 0,031716
Coeficiente de correlacion, r 2 0,999 r =0,9990
t-test para el intercepto: tcal < ttab para 0=0,05 y n-2 Tcal: 1,068 ttab: 2,776
grados de libertad,
t-test para la pendiente: tcal > ttab para «=0,05 y n-2 Tcal: 60,125  ttab: 2,776
grados de libertad
ANOVA para la bondad de ajuste: Fcal < Ftab, Fcal: 3,64 Ftab: 4,53

QC=2,7%
Coeficiente de calidad: QC=

QC<2,5%

Segun la metodologia ICH, la toma de decisidén sobre la bondad de ajuste en base al
calculo del coeficiente de calidad (QC) debe hacerse solamente en aquellos casos
donde el ANOVA, realizado previamente con el mismo fin, sea significativo
(Fcal>Ftab), condicién que no se cumple aqui, por lo tanto el valor de QC superior a
2.5 % no debe interpretarse como un resultado negativo dentro del conjunto de

parametros que evaluan la calidad de la regresion.
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Finalmente, como se aprecia en la Figura 12, la distribucion de los residuales es
aleatoria, con aproximadamente la misma cantidad de residuales positivos que

negativos por lo que se cumple la condicién de homogeneidad de varianzas.

Residual Plot
21F " ‘ ‘ ‘ 3

11f . . ]

-09F . ]

Studentized residual

-19E, ° ) ) ) ) .

Figura 12. Distribucién de los residuales en la regresion.

En resumen, los parametros calculados para evaluar la calidad de la regresion
cumplen con los criterios de aceptacion correspondientes, lo que indica que la

técnica es lineal en el intervalo de concentraciones estudiado.
3.4.3. Precision
3.4.3.1. Repetibilidad instrumental

La precision de un método analitico expresa la correspondencia entre una serie de
mediciones obtenidas por analisis multiples de una muestra homogénea. En el caso
de la “precision del sistema” o “precision instrumental”’, se evalua solamente el error
asociado a la medicion analitica y se determinada analizando repetidas veces una

misma muestra en un corto periodo de tiempo.

En cromatografia de gases, la repetibilidad del volumen de inyeccion es un factor
critico cuando se trabaja con instrumentos que carecen de sistema de inyeccidn
automatica. Por tal razén es una practica habitual el uso de un estandar interno para

corregir esos errores relativos a la inyeccion.

En la siguiente tabla se exponen los resultados de 6 inyecciones sucesivas de una
disolucién de G-1 a 2 mg/L con benzoato de bencilo como estandar interno (volumen

de inyeccion, 1 uL).
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Tabla 5. Resultados de la repetibilidad instrumental.

Inyeccion Respuesta (Rp) Variabilidad
Inyeccion 1 6,8061836
Inyeccién 2 6,99252802 Media: 6,52733195
Inyeccién 3 6,37118252 Desv, Estandar: 0,13547863
Inyeccion 4 6,23526221 Coef, de variacion: 2,076 %
Inyeccién 5 6,14424746
Inyeccién 6 6,61458789

*Rp: relacion de respuestas (area del pico del patron de G-1 dividido el area del pico del estandar interno)

La variabilidad de la respuesta, expresada como desviacién estandar relativa fue de
aproximadamente un 2 %, con una adecuada correspondencia entre las respuestas
obtenidas para las inyecciones repetidas. Dicho resultado demostré que con este
procedimiento es posible minimizar los errores potenciales asociados a la inyeccion
manual de las muestras y con ello conseguir la precision instrumental requerida. En
consecuencia, para todas las determinaciones realizadas en este trabajo, se sigue el
procedimiento de inyectar cada muestra por duplicado y utilizar para los calculos el

valor medio de la respuesta para ambas inyecciones.
3.4.3.2. Repetibilidad a diferentes niveles de concentracion

Segun las normativas la ICH para la validacién de métodos analiticos, la repetibilidad de un
procedimiento debe ser demostrada con un minimo de 9 determinaciones, cubriendo el
intervalo lineal especifico para el mismo (por ejemplo, tres réplicas a tres niveles de

concentracion) o un minimo de 6 determinaciones al nivel medio de concentracion.

En la Tabla 6 se exponen los resultados obtenidos del analisis de muestras de plasma a tres
niveles de concentracion (niveles bajo, medio y alto del intervalo lineal) con tres réplicas en

cada caso.

Tabla 6. Resultados de la repetibilidad a tres niveles de concentracion de G-1.

Conc 1 mg/L Conc 2 mg/L Conc 6 mg/L
Resultado Réplica 1 0,666 mg/L 1,591 mg/L 4,776 mg/L
Resultado Réplica 2 0,944 mg/L 1,875 mg/L 5,943 mg/L
Resultado Réplica 3 0,707 mg/L 1,973 mg/L 6,583 mg/L
Media 0,772 mg/L 1,813 mg/L 5,767 mg/L
Desv, Estandar 0,150 0,198 0,916
Coef, de variacién 19,415 % 10,939 % 15,889 %
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Segun los resultados del ANOVA realizado, las varianzas a los tres niveles de
concentracion no difieren significativamente Fcal (0,17) < Fcritica (5,14) para a=0,05
y 2,6 grados de libertad. Ademas, los valores de desviacion estandar relativa en cada
grupo estan dentro de los limites admisibles para métodos bioanaliticos, es decir,
CV=15 %, excepto para el menor nivel de concentracién donde se acepta un CV de

hasta un 20 %. [FPA. 2001]
3.4.3.3. Precision intermedia

La precisién intermedia expresa la precision bajo la influencia de variaciones intra-

laboratorio, como por ejemplo, diferentes dias, analistas, instrumentos, etc.

La Tabla 7 contiene los resultados obtenidos para el analisis de muestras de plasma
humano con adicion de G-1 a 2 mg/L, tres dias sucesivos y preparando tres réplicas
cada dia.

Tabla 7. Resultados del estudio de la precision intermedia.

Muestra Dia 1 Dia 2 Dia 3
Muestra 1 1,591 mg/L 2,141 mg/L 2,282 mg/L
Muestra 2 1,875 mg/L 2,371 mg/L 2,413 mg/L
Muestra 3 1,973 mg/L 1,973 mg/L 2,092 mg/L
Media 1,813 mg/L 2,162 mg/L 2,262 mg/L
Desv, estandar 0,198 0,200 0,161
CV “por dia” 10,939 % 9,239 % 7,140 %
CV “global” 12,544 %

Segun los resultados del analisis de varianza, las concentraciones medias
determinadas a los diferentes dias son significativamente diferentes entre si (Fcal
(15,88) > Fcritica (5,14) para o=0,05 y 2,6 grados de libertad). Sin embargo, las
varianzas asociadas a esas concentraciones medias por dia no son
significativamente diferentes. (Fcal (2,00) < Fcritica (5,14) para a=0,05 y 2,6 grados
de libertad).

Ademas, tanto los valores de desviacion estandar relativa (CV) para cada dia como

la cifra global, estan dentro de los limites admisibles para métodos bioanaliticos, en

los que se aceptan valores de CV que no excedan el 15 %. [FPA 2001
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3.4.4. Exactitud

El porcentaje de recuperacion obtenido para una muestra de plasma humano, a la
que se adicioné G-1 muestra de referencia a una concentracion de 2 mg/L fue de
90,7 %.

Este valor es superior a la recuperacion media (67,2 %) que se obtuvo en trabajos
precedentes, [Es€vez D 20081 qonde en el proceso de extraccion mediante MSPD se
lavaba el cartucho con agua destilada para eliminar interferencias (basicamente
proteinas plasmaticas). Sin embargo, con el procedimiento de extraccion empleado
ahora, las proteinas quedan retenidas en la co-lumna sin que sea necesario lavar el
cartucho con agua. Los resultados sugieren que el menor contacto del G-1 con el
agua (limitado aqui a la interaccion con la matriz acuosa del plasma) conduce a una
menor degradacion del mismo, con lo que se incrementa el por ciento de

recuperacion.
3.4.5. Selectividad

A continuacion se exponen los cromatogramas registrados para el n-hexano utilizado
en la elucion de los cartuchos de MSPD (Figura 13) y el correspondiente a la
disolucién resultante del lavado de 1 g del material C-18 y 1 g de silicagel con el

mismo disolvente (Figura 14).

— C:\Clarity\DANI GC 1000\G-1 FI Biolog\blanco n-hexano - ECD
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Figura 13. Cromatograma correspondiente a la inyeccion de n-hexano puro

Como puede apreciarse, ni el disolvente ni los materiales adsorbentes (C-18 y silica
gel) contienen impurezas capaces de originar sefales potencialmente interferentes

durante el analisis del eluato que se obtiene en el proceso de extraccion del G-1
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desde el plasma, mediante MSPD. Es decir, que estos resultados descartan al n-
hexano, al material C-18 y a la silicagel como fuentes de sefales potencialmente

interferentes en el cromatograma final.
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Figura 14. Cromatograma correspondiente a la inyeccion de la disolucion de lavado de 1 g
de material C-18 con n-hexano.

La Figura 15 contiene el cromatograma correspondiente a un blanco (plasma con
estandar interno y sin adicion de G-1) sometido al proceso de MSPD y analizado

segun el procedimiento de GC-ECD descrito en este trabajo.
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Figura 16. Cromatograma correspondiente a la extraccién por MSPD de un blanco (plasma
con estandar interno).

En el intervalo alrededor del tiempo de retencion del G-1 (aproximadamente 3,3
minutos) no aparecen sefiales debido a componentes del plasma que pudieran
interferir en la determinacion del G-1. No obstante, en la posicion que se indica en el
cromatograma, aparece una sefal no cuantificable que, debido a su escasa

intensidad, no se puede distinguir con certeza del ruido (oscilaciones normales) de la
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linea base. Esto aparentemente se debe a contaminacion con G-1 presente en el
material utilizado en la preparacién de la muestra o en componentes del instrumento
(por ejemplo, el septum y otras partes del inyector) y que se hacen evidentes al
utilizarse un sistema de deteccion tan sensible como el de captura electrénica, con

limite de deteccidn para el G-1 en el orden de las pocas partes por billon (74,1 ug/L).

En la Figura 17 se exhibe un cromatograma tipico de la extraccion de G-1 desde

plasma mediante MSPD vy analisis por GC-ECD
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Figura 17. Cromatograma correspondiente a la extraccion de G-1 desde una muestra de
plasma mediante MSPD y analisis por GC-ECD.
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Conclusiones

1. Los parametros operacionales para la determinacién de G-1 por cromatografia
de gases, con columna capilar y deteccién por captura electrénica son: temperaturas
de inyector, horno (columna) y detector de 230, 200 y 280 C° respectivamente; flujo
de fase movil (nitrogeno) de 0,5 mL/min y volumen de inyeccion de 1 uL (modo

splitless).

2. La técnica estudiada para la extraccibn de G-1 desde plasma humano
mediante Dispersion en Matriz Sélida, con adsorbente de silica modificada C-18, co-
columna de silicagel, elucidon con n-hexano y determinacion por cromatografia de
gases, con columna capilar y deteccién por captura electronica resultd ser sensible,

lineal, precisa, exactay selectiva.
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Recomendaciones

1. Aplicar el procedimiento descrito a muestras reales obtenidas de animales de
experimentacién, a los que se haya administrado, por via sistémica, alguna

formulacion de G-1.
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Anexo 1

CBQ

Centro de Bioactivos Quimicos
Universidad Central de Las Villas
Carretera de Camajuani km 5%
Teléfonos: 281473 / 281254

FAX: 281130

Producto G-1

Certificado de Calidad

Fecha de Fabricacion: 03-07-14

Folio: -- Lote: 03-3-34
ENSAYOS RESULTADOS LIMITES

Caracteristicas Organolépticas

a) Aspecto Cumple Crigtalino

b) Color Cumple Amarillo

c¢) Olor Cumple Caracteristico

| dentificacion

a) Rango de Fusién - 89,0 °C —92,0 °C

b) Espectro UV-VIS Cumple Maximo a 389 nmy minimo a 300 nm

Pérdidas por Desecacion 0,06 No mas que 0,50 %

Residuo de I gnicién 0,03 No més que 0,10 %

Metales Pesados Cumple No mas que 20 ug/g

Contenido de G-1 99,87 98,00 % — 102,00 %

Contenido de Monobromado -- No mas que 1,00 %

Limite Microbiano Cumple No mas de
UFC de Bacterias/g = 103
UFC de Hongos/g = 102
Ausencia de:
Saphylococcus aureus
Pseudomonas aer uginosa
Enterobacteriacene
Candida sp

Bibliografia: G-1 materia prima. Métodos de Control. CBQ.

OBSERVACIONES: Contenido de G-1, seguin analisis por DSC.
L imite microbiano segin NC 26-121:93 Medicamentos. M edicamentos no
estériles. Determinaciones microbiol 6gicas

Suministrado por:

Nombre Lic. Amalia Calvo Alonso
Cargo J Control dela Calidad
Firma

Fecha

04-07-23




Anexos

Anexo 2

CBQ

Centro de Bioactivos Quimicos
Universidad Central de Las Villas
Carretera a Camajuani km 5%2
Teléfonos: 281473 / 281254

FAX: 281130

Producto G-1

Certificado de Calidad

Fecha de Fabricacion: 03-03-27

Folio: 82-04 Lote: 03-3-13
Fecha dereandlisis: 06-11
ENSAYOS RESULTADOS LIMITES

Caracteristicas Organolépticas

a) Aspecto Cumple Cristalino

b) Color Cumple Amarillo

c) Olor Cumple Caracteristico

| dentificacion

a) Rango de Fusion - 89,0 °C-92,0 °C

b) Espectro UV-VIS Cumple Méximo a 389 nmy minimo a 300 nm

Pérdidas por Desecacion 0,08 No mas que 0,50 %

Residuo de I gnicién 0,03 No més que 0,10 %

Metales Pesados Cumple No mas que 20 ug/g

Contenido de G-1 99,76 98,00 % — 102,00 %

Contenido de Monobromado 0,21 No mas que 1,00 %

Limite Microbiano No més de:

Cumple UFC de Bacterias/g = 103

UFC de Hongos/g = 102
Ausencia de:
Staphyl ococcus aureus
Pseudomonas aeruginosa
Enterobacteriacene
Candida sp

Bibliografia: G-1 materia prima. Métodos de Control. CBQ.

OBSERVACIONES:

Aprobado por: Supervisado por:
Nombre Tersita Ramos GOmez Amalia Calvo Alonso
Cargo J Control Final J Control de Calidad
Firma
Fecha 04-11-12 04-11-12
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