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Resumen:

El Centro de Bioactivos Quimicos tiene como mision el desarrollo de principios activos
con accion bioldgica. El 1-nitro-2-metilvinilfurano conocido como UC-244 presenta
propiedades demostradas en Cuba y otros paises frente a los ectoparasitos. En este trabajo
se realiza la sintesis y cuantificacion de esta materia prima hasta escala de 6 mol
empleando disefio de experimentos y técnicas analiticas combinan la espectrofotometria

UV-VIS con una separacion previa mediante la cromatografia de capa delgada.

Palabras claves: espectrofotometria UV-VIS, cromatografia de capa delgada, 1-nitro-2-

metilvinilfurano, sintesis quimica.

Abstract:

The Chemical Bioactive Center has as a mission the development of active ingredients
with biological action. The 1-nitro-2-methylvinylfuran that is known as UC-244 presents
properties demonstrated in Cuba and other countries against the ectoparasists. In this
work is carried out the synthesis and quantification of this raw material until scale of 6
mole using experimental designs and a combined analytical technique, such as UV-VIS

spectrophotometry with a previous separation of thin layer chromatography.

Key words: UV-VIS spectrophotometry, thin layer chromatography, 1-nitro-2-

methylvinylfuran, chemical synthesis.



Introduccion

INTRODUCCION

Para la introduccion de los procesos de obtencion, purificacion y control de la calidad del
principio activo UC-244 en la Planta de Produccion del Centro de Bioactivos Quimicos,
resulta necesario realizar un estudio de las condiciones Optimas de sintesis y purificacion,
como continuacidon de las investigaciones realizadas por Rodriguez, Z. y otros (2005,
2006), en las cuales se desarrolla el escalado de su sintesis hasta 2 moles, lograndose
rendimientos que no cubren las exigencias para este tipo de proceso (Hernandez, M.;
2004).

El I-nitro-2-metilvinilfurano, mas conocido como UC-244, presenta entre otras
propiedades accion garrapaticida y bactericida, las que auguran potenciales aplicaciones
en la medicina veterinaria (Olazabal, E.; 1991). Es por ello que el presente trabajo reviste
una especial importancia para el Centro de Bioactivos Quimicos, en el cual se investigan
diversos principios activos que pueden conducir al desarrollo de medicamentos de
aplicacion veterinaria o para la salud humana.

El disefio experimental es un procedimiento que permite determinar la influencia de las
diferentes variables y encontrar las condiciones de reaccion mas factibles que a su vez
conlleven a un menor coste del proceso. Dichas técnicas se han aplicado profusamente
en la optimizacion de los procesos de sintesis y purificacion de numerosos principios
activos desarrollados en el CBQ.

Es necesario contar con técnicas analiticas fiables y factibles que permitan evaluar las
funciones respuestas de los disefios de experimentos. Para este fin pueden ser aplicadas la
Cromatografia Liquida de Alta Resolucion (HPLC) y la Cromatografia de Gases (GC),
pero ellas requieren de un equipamiento costoso y en algunos casos de dificil
mantenimiento, por lo que més frecuentemente se recurre a otras técnicas mas factibles
como la Espectrofotometria UV-VIS, la Polarografia Diferencial de Pulso (PDP), la
Potenciometria auxiliados de procedimientos de separacion y concentracion tales como la
extraccion liquido-liquido, la volatilizacion o la cromatografia de capa delgada, entre

otros.



Introduccion

El presente trabajo se dirige a la solucion del siguiente Problema Cientifico:

El proceso de obtencion del UC-244 tiene bajos rendimientos en la etapa de sintesis y la
pureza con que se obtiene el producto es aun insuficiente para los requerimientos de

formulacion de un principio activo de aplicacién en medicina veterinaria.

Como via para solucionar el problema cientifico se formula la siguiente Hipétesis:
Es posible elevar los rendimientos de los procesos de sintesis y de purificacion de UC-
244 y alcanzar una pureza de la sustancia bioactiva superior a un 98 %, que es la

requerida para la formulacion como producto veterinario.

Se propone ¢l siguiente Objetivo general:

Lograr las mejores condiciones del proceso de sintesis y purificacion de UC-244 a escala
de 6 moles mediante un aumento del rendimiento y de la pureza del principio activo, que
permita alcanzar una eficiencia total del proceso, superior a la alcanzada en trabajos

anteriores.

Para el logro del mismo se proponen los siguientes Objetivos Especificos:

e Obtener las mejores condiciones para la sintesis y la purificacién del UC-244 a
escala de 6 moles en las condiciones de laboratorio, mediante disefios de
experimentos.

e Aplicar los pardmetros de sintesis y purificaciéon obtenidos mediante los disefios
experimentales desarrollados a fin de comprobar experimentalmente su validez.

e Aplicar la técnica de Espectrofotometria UV-CCD a la determinacion de la
pureza del producto obtenido en los experimentos de sintesis y purificacion, asi

como otros parametros indicativos de su calidad.



Capitulo I: Parte Tedrica

CAPITULO I: PARTE TEORICA

1.1 Desarrollo de un principio activo.

Un problema fundamental del mundo moderno es el envejecimiento poblacional. Las
personas del mundo occidental son cada vez mas longevas. Incluso en los paises vias en
desarrollo, el porcentaje de personas de la tercera edad crece sin cesar. Ademas, cada dia,
somos mas resistentes a los medicamentos que hasta ahora conociamos. Estos cambios
mundiales incrementan la demanda de medicamentos novedosos y de una mejor
asistencia sanitaria.

Para poder lanzar al mercado medicamentos innovadores mas efectivos y menores
efectos secundarios, las empresas farmacéuticas invierten hoy cifras importantes. Los
costes de desarrollo de un nuevo medicamento suelen cifrarse entre 800 y 1000 millones
de dolares. Las empresas farmacéuticas dedicadas a la investigacion invierten una media
del 15% de su facturacion en el desarrollo de nuevos medicamentos. Atendiendo a la
cantidad de nuevos medicamentos autorizados, los gastos de investigacién y desarrollo
(I+D) que afronta la industria farmacéutica han aumentado desproporcionadamente en los
ultimos afios, es decir, que para desarrollar un nuevo medicamento, las empresas deben
invertir, por término medio, cada vez mas dinero. En la figura 1 se muestran las
inversiones en [+D en los ultimos afios.

millones de LSD
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15000
10000
000
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Figura 1: Inversiones en I+D hasta el 2004.
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Ante todo, los costes de [+D son muy elevados porque los prometedores ensayos de
laboratorio que se realizan con un principio activo no garantizan que la compaiia pueda
lanzarlo mas adelante como un medicamento nuevo. Apenas los investigadores hallan un
principio activo de interés, se solicita la patente para este principio activo. Esta patente
suele tener una validez de 20 afios. Pero antes de que surja un nuevo producto, el
principio activo debera pasar por una serie de fases de ensayos. Asi, hasta que la empresa
obtiene la autorizacion para la comercializacién, transcurren, por lo general, de diez a
quince afios. Muchos de estos principios activos no resultan ser aptos durante el proceso
de ensayos de varias fases y deben ser dejados a un lado. De 5 000 a 10 000 moléculas
sometidos a ensayos en laboratorio o con animales, s6lo uno llega a ser un medicamento
como producto final.

Cuando se identifica una molécula que influye en la evolucion de una enfermedad, la
institucion comienza una serie de ensayos preclinicos con este principio activo. En esta
fase, los ensayos de laboratorio y los ensayos con animales demuestran si el principio
activo es toxico, como lo absorbe el cuerpo, qué repercusiones tiene en el metabolismo y
como lo elimina el cuerpo. La accion que este medicamento tiene en las personas se
probara, luego, en tres fases de ensayos clinicos.

Fase I: En un pequefio grupo de personas sanas se determina la posologia correcta y se

prueban los efectos secundarios del medicamento.

Fase Il: En un pequefio grupo de pacientes se prueban las acciones y los efectos
secundarios.
Fase Ill: En un grupo suficientemente grande de pacientes se prueba la relevancia

estadistica de la accion y de los efectos secundarios.

Si un medicamento logra la accion deseada sin efectos secundarios prohibidos, podra
solicitarse la autorizacién en los organismos correspondientes, por ejemplo, ante la
Federal Drug Administration (FDA, EE.UU.) o ante la Agencia Europea para la
Evaluacion de Medicamentos (EMEA, UE).

En la figura 2 se muestra de manera grafica las distintas etapas para el desarrollo de un

medicamento en funcion del tiempo.
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Lanzamiento al Mercado
Registro

FASE I
Comparacion con

» ratamientos standard
5-7 Afios

FASE Il
Eficacia / Seguridad
Seleccion indicacion terapeutica

FASE |

Dosis /régimen de administracion
Dosis maxima tolerada

Toxicidad/farmacocinética/seguridad

PRECLINICA
Toxicidad / farmacocinética
Formulacion /! Estabilidad
Estudios biologicos

DISCOVERY
Patente
Elucidacion estructural/ Aislamiento / Purificacion
Sereening primario/Recogida / Taxonomia

3-4 Afios

2-4 Afios

Figura 2: Etapas para el desarrollo de un medicamento en funcion del tiempo.

1.2 Parametros para el analisis de la materia prima

A continuacion se enumeran los principales analisis que deben realizarse a una materia
prima en la Industria Farmacéutica (USP XXIII, 1986)
1.- Descripcion: Color, olor, sabor.
2.- Solubilidad.
3.-Pérdidas por desecacion.
4.- Cenizas.
5.- Identificacion: reacciones de calor, reacciones de precipitacion, determinacion de
constantes fisicas, absorcion en el UV y el IR, identificacion por métodos
cromatograficos.
6.- Identificacion y determinacioén de impurezas.
Determinacion de metales pesados.
Determinacion de arsénico.
Otros contaminantes: Fe, SO4 2', Cl', etc.
7.- Ensayos para determinar cuantitativamente la pureza del producto y conocer si esta

adentro de los limites establecidos.
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Algunos detalles de estas determinaciones:

Solubilidad:

Esta una de las propiedades de los compuestos organicos que mas se utiliza desde el
punto de vista de su caracterizacion e identificacién. A continuacion se muestra como se
establece la solubilidad de los diversos compuestos (Colectivo de autores, 1984; USP

XXIII, 1986):

SOLUBILIDAD SOLUTO DISOLVENTE
Muy soluble lg En menos de 1 parte
Fécilmente Soluble l g En menos de 10 partes
Soluble l g De 10 a 30 partes
Escasamente Soluble l g De 30 a 100 partes
Poco Soluble l g De 100 a 1000 partes
Muy poco Soluble l g De 1000 a 10 000 partes
Casi disoluble lg En mas de 10 000 partes.

Pérdidas por Desecacion:

En todos los métodos de andlisis cuantitativos es imprescindible que el contenido del
componente analizado quede expresado de manera uniforme

El ser utilizado el analisis de una misma sustancia por diferentes laboratorios no sera
posible llegar a su mismo resultado si el contenido de la materia objeto de ensayo no se
expresara siempre en materia seca. Esta cuestion es importante, principalmente en
nuestro pais donde se presenta una alta humedad atmosférica, ya que los productos que
se reciben y se analizan en otros paises podrian tener un mayor o menor porcentaje de
agua. Por eso, antes de empezar cualquier analisis cuantitativo se debe determinar por
desecacion la humedad de las muestras problemas.

La desecacion de las sustancias que se descompone por debajo de 100 grados se realiza
en desecadoras con algunos agentes deshidratantes como el H,SO4 (ac), CaCL,, etc o
en desecadoras especiales a las cuales se les realiza vacios previamente con el objetivo de

disminuir la temperatura de desecacion.
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Determinacion de agua por Kart Fischer
Se basa en la reaccion cuantitativa que se produce entre el agua y un reactivo constituida

por SO, y I, en forma anhidra y metanol, de acuerdo con las siguientes reacciones:

SO, + L+H,O+3CsHsN.... ... 2C,HsN . HI + CsH5N . SO;5

CsHsN.SO; +CH;0H...... ... CsHsN . HSO4 . CH;3

Después de que el agua ha reaccionando con el I, libre, en las soluciones se produce un
cambio de color y ademas el punto final de la titilacion se puede determinar
eléctricamente utilizando un microamperimetro. Para llevar a cabo esta titulacion es
indispensable tomar las precauciones adecuadas para evitar que los reactivos y el
recipiente donde se efectue la reaccion tengan contacto con la humedad atmosférica.

La estequiometria de la reaccion no es exacta y la reproducibilidad de una determinacion
depende de factores tales como los ingredientes del reactivo, la naturaleza del solvente
utilizado para disolver el producto de prueba y la técnica utilizada en la determinacion

particular (Farmacopea Mexicana).

Cenizas:

Un ensayo oficial, considerado un indice importante en el andlisis de la sustancia es el
residuo de ignicion. Los compuestos inorganicos a excepcion de algunos que arden o se
subliman, siempre dejan un mayor o menor residuo de ignicion.

Los compuestos organicos se carbonizan previamente y no dejan residuo alguno. Si en
una sustancia organica hay presentes otros elementos ademas de carbono, hidrogeno,
oxigeno, nitrogeno y azufre (tales como compuestos organicos que contienen metales),
por ejemplo fosforo, arsénico, mercurio, plomo; queda después de la combustiéon un

residuo de ignicion o cenizas correspondientes a estos ultimos.

Identificacion del compuesto. Reacciones de identificacion.
En muchas ocasiones las reacciones de identificacion responden al analisis de los grupos

funcionales presentes en la estructura, por lo que sus resultados no se deben a la
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estructura completa sino a parte de ella. En las farmacopeas mas modernas las pruebas de
identificacion vienen acompafiadas de ensayos de identificacion cromatograficos, para
confirmar claramente la presencia de la estructura como tal y la no degradacion de la
misma. (Castifieiras Diaz, 1986).

Punto de Fusion

De las constantes fisicas que se deben ser determinadas a un compuesto ninguno otra
debe ser tan utilizada por el analista para identificar a un compuesto solidé como el punto
de fusion.

Desde el punto de vista practico la temperatura de fusion de un solido cristalino se
puede definir como la temperatura a la que el solid6 se transformara en liquido a una
atmosfera de presion. En una sustancia pura el cambio de estado es muy rapido debido a
que el punto de fusion se altera por algunas impurezas, estas constantes constituyen un
valioso criterio de pureza cuando una sustancia se mezcla con otra ya que el punto de
fusion disminuye a la vez que aumenta el intervalo del mismo. Basado en este hecho se
observara un aumento progresivo del punto de fusion a medida que las impurezas
disminuyen y alcanzara su valor mdximo cuando estos hallan desaparecidos mediante la
aplicacion de los métodos de purificacion. Existe para determinarlo desde un equipo a
diario de Rhiel hasta un microscopio (Farmacopea britanica, 1988).

Absorcion en el UV:

Las aplicaciones analiticas de la espectrometria UV tratan principalmente de la
determinacion de compuestos organicos y especialmente de sustancias orgénicas
aromaticas o compuestos con enlaces conjugados.

Los aspectos fundamentales que caracterizan las sefiales en este método se detallan mas
adelante en este trabajo.

Absorcion en el IR:

La region IR del espectro electromagnético se extiende entre las regiones visibles y de
microonda. Este método constituye un arma de trabajo muy utilizada para la
investigacion y analisis de sustancias puras o mezclas de sustancias.

Aunque la espectroscopia IR puede utilizarse en determinaciones analiticas cuantitativas
basadas en la ley de Ver, la dificultad de obtener espectros reproducibles, en el campo del

andlisis, limita su utilizacion y se remite su empleo del analisis cualitativo.
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Unas de las ventajas de este método radican en la facilidad del trabajo con las muestras
ya que es posible utilizarlas en estado s6lido, liquido o gaseoso.
Cromatografia de capa delgada.
Esta ha demostrado tener un valor singular ya que ha sido posible aplicarla en estructuras
organicas como los alcoholes, aminoéacidos y péptidos, esteroides, hidratos de carbono,
colorantes, pigmentos vegetales, vitaminas, etc. Asimismo ha sido posible aplicarla en
otros campos.
La cromatografia en capa delgada tiene grandes ventajas:

- Rapidez

- Estabilidad de la capa respecto a los reveladores agresivos y al calentamiento.

- El equipamiento que se utiliza es generalmente simple.

- Es posible, debido a su gran sensibilidad, utilizar algunos agentes reveladores que

permitan descubrir masas minimas (0.01 — 0.005g) de sustancias.

Los absorbentes inorganicos no fluorescentes empleados permiten un mayor contacto de
las manchas que sobre papel. (Castifieiras Diaz, 1986).
Identificacion y determinacion de impurezas:
Para cada firmaco o materia prima existen limites oficiales compuestos sobre el
contenido de impurezas permisibles, como por ejemplo los expuestos a continuacion

(Castineiras Diaz, 1986):

, MAXIMO
FARMACO CONTAMINANTES ADMISIBLE (%)
Acido acetil

o Acido salicilico 0.75
salicilico
Epinefrina Arteronol 4
Ergocarciferol Hridroquinona 0.1
Fenatecina p-cloroacetanilida 0.03
Sodio amobarbitol Amobarbitol 0.5

Algunas impurezas como metales pesados y el arsénico son altamente toxicos y pueden
producir trastornos graves aun en concentraciones pequeias, ademas la mezcla de

particulas extranas puede alterar la concentracién del medicamento produciendo la

10
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precipitacion de los insolubles y disminuyendo su efecto. Cuando al realizar estos
ensayos la muestra tiene mas del limite establecido como norma, este tiene que ser
desechado y no puede ser utilizado en la preparacion de la formulacion.

La cromatografia de capa delgada es de gran valor en trabajos como medio de asignacion
de bajas concentraciones de impurezas en medicamentos. Para este propdsito la sustancia
se aplica y se corre el cromatograma; cualquier mancha secundaria que aparezca después
de el relevado se comprara en tamafo e intensidad con los correspondientes a las
impurezas esperadas y que simultdneamente han sido presentados en la placa.

Ensayos para la determinacion cuantitativa de la pureza del producto:

Teniendo en cuenta las estructuras de los compuestos se refieren (Baez,R. y Bernal, N.;

1988) diferentes métodos a utilizar en la determinacion de su pureza:

PRODUCTO METODOS CUANTITATIVOS

1. —Métodos volumétricos

Determinacion del nitrégeno total (Kjedhal}
Reduccioén del grupo nitro y posterior valoracion.
G-0 2. — Espectrofotometria UV

3. —Cromatografia gaseosa

4. — Calorimetria de exploracion diferencial

5. —Polarografia

1. M¢étodos volumétricos:
Reflujo con KOH y valoracion con Ag NO3
Determinacion de N, total.
- Espectrofotometria UV
- Cromatografia gaseosa
— Calorimetria de exploracion diferencial (11]
— Polarografia
— Métodos de combustion en balon de oxigeno.

G-1

SARNANE Bl N

11
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1.3 Caracteristicas y sintesis del UC-244

El UC-244 es un compuesto que se encuentra bajo estudio. Este principio activo forma
parte de la familia de derivados nitrovinilfuranicos, de los cuales se han sintetizado y
caracterizado algunos productos.

En estudios realizados a este principio activo se han determinado su estructura y

caracteristicas:

/oA o3
RNDE
Nombre quimico (segin IUPAC): 2-(2-metil-2-nitrovinil)-furano
Masa molar: 153.137 g/mol.
Formula global: C;H;0;N.
En estado cristalino es un solido de olor penetrante y de color amarillo. Tiene la
capacidad de sublimar. (Ugalde, M.;1993). Funde entre 47 y 49 °C, es practicamente
insoluble en agua y muy soluble en solventes organicos polares. Se descompone a la luz
tomando colores en las tonalidades del carmelita oscuro al negro. Posee elevada

reactividad con solventes nucleofilicos, la que se cataliza por la luz.

Caracteristicas espectroscopicas:
Infrarrojo

Ye—e 1635cm’

Yno2 1500y 1340 cm™

Ycoc 1270 cm’!

Ye=c 760 cm

yen  del CH;2930 cm’
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En el ultravioleta visible las bandas de maxima absorcion se hayan corridas hacia
longitudes de onda mayores producto de transiciones I1- [T* y n- [T* fundamentalmente.
(Delgado, 1993).

En el UC-244 a medida que aumenta la polaridad del solvente hay un desplazamiento

batocromico de la banda de absorcion.

Influencia de la polaridad del solvente en la posicion del maximo de absorcién.

Es de suponer que es una transicion II- IT'; esta asignacion esta hecha sobre la base del
conocimiento de que estas transiciones dan lugar a bandas intensas que pueden aparecer
en el ultravioleta cercano o visible si hay presente instauraciones conjugadas y al hecho
de que las bandas originadas por este tipo de transicidn pueden tener corrimiento
batocromico cuando la polaridad del solvente aumenta. (Delgado, 1993).

El UC-244 se sintetiza a partir del furfural y el nitroetano, en presencia de catalizadores
(generalmente se utiliza isobutilamina, aunque se han obtenido buenos resultados con
otros como el 6xido de aluminio). En todo caso se sigue una reaccion de condensacion

segiin Knoevenagel (Morrinson, R.T. y Boyd, R.N. (1983).

SOLVENTES UC-244 A (nm)
n- heptano 331.0
Eter de petroleo (70 — 100 °C ) 331.2
Ciclohexano 332.8
Tetracloruro de carbono 338.5
Eter dietilico 339.6
Metanol 348.0
Etanol 349.6

13



Capitulo I: Parte Tedrica

Mecanismo de reaccion:

CH, CH, . -
1- CH3>CH2—CH —NH, + CH,— CH,—NO, —> CH3>CH2—CH —NH,+ CH,—CH —NO,

o OH H
2 cHE-no+ I N’ TN L e,
© H o C|I—|3
OH H
3 \—c|:—c|:—Noz_H2$ @CZC—NOQ
O |—|| C|I—|3 O |—|| C|I-|3
UC-244

1.4 Materias primas de la sintesis de UC-244

Furfural, o furfuraldehido:

Aldehido orgénico liquido, de féormula CsH40,, que se obtiene por la destilacion con
acido clorhidrico o sulfurico del salvado de la cascarilla de arroz y otros productos ricos
en pentosas. El grupo de compuestos al que pertenece el furfural se denominan furanos.
El furfural, en estado puro, es un liquido aceitoso incoloro, con un olor a almendras
agrias, que expuesto al aire se vuelve pardo rojizo.

Tiene un punto de ebullicion de 161,7 °C. Industrialmente se emplea para refinar el
disolvente utilizado en la elaboracion del caucho o hule sintético y del nylon; en la
fabricacion de resinas para plasticos y revestimientos metalicos. También es un
componente de los insecticidas, de los embalsamamientos y de los liquidos

desinfectantes. Ciertos furfurales sensibles a la luz se usan en litografia.
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El nitroetano es solamente uno de la familia de quimicos llamados "nitroparafinas". Es

un liquido incoloro, aceitoso, con olor caracteristico.

A continuacidn se relacionan algunas de sus propiedades:

Formula general: C,HsNO,/CH;CH;NO,

Masa molar: 75.1 g/mol

Punto de ebullicion: 114°C

Punto de fusion: -50°C

Densidad relativa (agua = 1): 1.053 g/cm’

Solubilidad en agua: moderada (4.5 mL/100 mL a 20°C)
Presion de vapor (a 20°C) : 2.08 kPa

Punto de inflamacion: 28°C

Temperatura de auto ignicion: 414°C

Limite de explosividad: 4.0 % en volumen en el aire.

Puede estallar por calentamiento rapido a altas temperaturas. Con alcalis fuertes, acidos o

combinacion de aminas y 6xidos de metales pesados se forman compuestos inestables

frente al choque. En combustion, formacion de gases toxicos (didxido de nitrogeno). La

sustancia se descompone al calentar intensamente por encima de 300°C, produciendo

humos téxicos (0xidos de nitrégeno) que irrita los ojos, la piel y el tracto respiratorio,

ademads de causar tos y dolor de cabeza. La exposicion podria causar disminucion de la

conciencia. Puede atacar algunos

Isobutilamina:

tipos de plastico.

La isobutilamina es un liquido incoloro a temperatura ambiente, de olor caracteristico.

Algunas de sus propiedades principales se relacionan a continuacion:

Temperatura de ebullicion: 68-69 °C
Temperatura de fusion: -85 °C
Densidad relativa (agua = 1): 0.7

Solubilidad en agua: miscible.
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Presion de vapor, a 18.8°C: 13.3 kPa

Densidad relativa de vapor (aire = 1): 2.5

Entre sus propiedades se destaca que por combustion, forma gases tOXicos y corrosivos,
incluyendo monoéxido de carbono y oOxidos de nitrogeno. La disoluciéon en agua es
moderadamente bdsica. Reacciona violentamente con oxidantes. La sustancia es
corrosiva para los ojos, la piel y el tracto respiratorio.

Es corrosiva por ingestion. La inhalacion de la sustancia puede originar edema
pulmonar, cuyos efectos pueden aparecer de forma no inmediata. Si bien no se ha
encontrado en la literatura algln riesgo especifico y directo de esta amina, se conoce que
su reaccion con nitritos produce nitrosoaminas, sustancias cancerigenas que aumentan el

riesgo de cancer de esofago y estomago (Catalogo General Panreac, 2001).

1.5 Importancia y utilizacion del UC-244

Este compuesto aun bajo estudio, se ha demostrado su gran eficacia en la eliminacion y el
control de plagas muy dafiinas, como son los coleopteros de las especies Dermester ater
deg y Alphitobiusdiaperinus envaludos en gallinas ponedoras a concentraciones de 0.5 y
1% en solucion acuosa (Rodriguez, R. 1994). Otro insecto al cual también ataca es la
mosca (Musca domestica) mostrando su efectividad a 0.1 — 1%, aunque el G-0, otro
compuesto furanico también sintetizado el Centro de Bioactivos Quimicos, mostré mayor
efectividad.

El UC-244 también ataca a acaros que son perjudiciales para los granos almacenados,
tanto en larvas como adultos. Los vapores logran difundirse por todo el material y logran
eliminar el Sitophilus oryzae (Gorgojo del arroz), el Tribolium casteneum (Escarabajo
rojo de la harina) y el Crytolestos sp (Gorgojo del trigo o gorgojo plano de los granos)
obteniéndose los mejores resultados a 5g/m’. Ademas es activo a concentraciones de 2.5
g/m’ ante el Zabroles subfasciatus el cual ataca al frijol Chiclayo o Caupi. Ademas ante
las concentraciones ensayadas no presentaron afectaciones las semillas almacenadas ante
su posterior germinacion y produjo un efecto residual que protege al grano durante 30
dias aproximadamente. Tampoco afecta su utilizacion como sustrato para el desarrollo de

hongos trichederma sp y beauveria bassiana e impide el desarrollo de los
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entomopatdgenos cultivados sobre estos sustratos. La harina almacenada también es
atacada por los gorgojos a los que los vapores del compuesto eliminan con eficacia en
una semana, incluyendo sus larvas. (Machado, R.).

Fue efectivo ademas ante acaros del genero Rhizoglyphus, los estudios revelan que al ser
aplicado el compuesto al 25%, no afecta la brotacion de la semilla ni el desarrollo
posterior de la planta (Salazar, E. 1996).

Saucedo, 2004; ha reportado estudios sobre la efectividad del UC 244 para el control de
plagas de almacén en el cultivo del sorgo (Sorghum bicolor) Los insectos plagas a los
cuales se les estudio el efecto del producto, fueron del género Sitophilus spp (Sitophilus
oryzae, Sitophilus zea mais y Sithophilus granarius), asi como Rhizoperta dominica
(polilla de las harinas). Los resultados parciales obtenidos demuestran un efecto de
repelencia y letal sobre los insectos, con mayor accion a partir de los 10 dias en los
insectos del género Sitophilus spp.

Se estudid el efecto sobre el pienso industrial del insecto plaga Rhizoperta dominica
(Polilla de los cereales), mediante el producto UC-244 (en forma so6lida), presentdndose
un efecto letal a los 12 dias.

Ademas se avalud el UC-244 en cultivos de habichuelas y frijoles ante plagas de Thrips
palmi kany siendo eficaz a concentraciones de 0.1%

También se estudio el UC-244 frente a Artemia salina Leach y Hemisia tabacci Genn.

La Artemia spp son camarones mintsculos de cuerpo blando, de color carmelita y
transparentes a la luz. El ensayo se basa en que la mayoria de los compuestos activos son
toxicos a las larvas de Artemia spp. Es un ensayo general de amplio uso, que determina el
efecto letal de los materiales sobre las larvas de Artemia spp., y de esta manera se predice
su habilidad para producir la muerte de células cancerigenas en cultivo de tejidos, matar
insectos y ejercer un amplio rango de efectos farmacologicos. Este estudio mostr6 que el
UC-244 en el rango de concentraciones de 10 a 1000 pg/mL frente la Artemia salina
posee accion plaguicida potencial e induce a considerar su evaluacién en ensayos mas
especificos.

La Hemisia tabacci Genn conocida comtiinmente como mosca blanca del algodonero o de
la batata, ocasiona afectaciones a numerosos cultivos y constituye un problema de vital

importancia para la agricultura de un gran numero de paises a nivel mundial. Como
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resultado de su ataque pueden reducir el rendimiento de forma directa al alimentarse del
tejido de la hojas, proceso en el cual inyectan toxinas a través de la saliva, lo que
ocasiona el debilitamiento de la planta, manchas cloroticas, sintomas de deshidratacion,
detencion y disminucion del crecimiento, por otra parte la secrecion de melaza de las
moscas, favorece la aparicion del hollin negro o negrilla y posterior asentamiento del
hongo (Cladosporium sp.) en hojas, flores y frutos; lo que provoca asfixia vegetal,
dificultad en la fotosintesis, disminucién en la calidad de la cosecha y se les reconoce su
eficacia en la transmision de enfermedades. El UC-244 produjo una mortalidad superior
al 50% a la concentracion mdas baja evaluada a las 48 horas (16 pg/mL). A
concentraciones superiores (2000 y 1000 pg/mL) causé la muerte de todas las moscas
evaluadas antes de que estas fueran transferidas al vial de las plantas.

En la tabla 1 se muestra un resumen de las principales acciones del UC-244.
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Tabla 1: Principales acciones del UC-244

ACCIONES DEL UC-244 FRENTE A: EVALUADOS EN:
Coleopteros de las especies:
e Dermester ater deg 0.5%y 1% Gallinas Ponedoras
e Alphitobiusdiaperinus
Thrips palmi kany 0.1% Habichuela
Thrips palmi kany 0.1% Frijoles
Musca domestica 0.1%-0.25%
Sitophilus oryzae (Gorgojo del 5g/m3 Arroz
arroz)
0.1% No afecta la
e Rhizopertha dominica brotacion, ni tamafio Ajo
e (Bostrico de los granos) de las hojas
e Tribolium casteneum
(Escarabajo Rojo de la harina) .
e Crystolestos sp 5g/m3 Trigo
(Gorgojo del trigo o gorgojo
plano de los granos)
Zabroles subfasciatus 2.5g/m3 Frijol Chlc!ayo ©
Caupi
e Sitophilus sp (Sitophilus orizae, Sitophilus zea Sorgo (Sorghum
mais y Sitophilus granarius) bicolor)
e Hemisia tabacci Genn
(mosca blanca del algodonero o 16 png/mL Plantas
de la batata)
e Artemia spp 10 a 1000 pg/mL Im““$$mmm

1.6 Aracnidos

Término que se aplica al escorpion, la arafia, el opilidn, el acaro, la garrapata y algunos
otros animales invertebrados. Por lo general, los ardcnidos son carnivoros y terrestres; el
registro fosil sugiere que estuvieron entre los primeros animales en vivir en tierra firme,
tal vez a comienzos del periodo devoniano, hace casi 400 millones de afios. Hoy existen
una 60.000 especies, agrupadas en 11 6rdenes y dentro de estas esta la garrapata (Encarta,

2000).
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Garrapata:

Este es el nombre comin de unos aracnidos de mayor tamafio que los dcaros que son
parasitos del ganado vacuno, los perros, las aves, los reptiles y algunos otros animales,
incluido el ser humano. Viven en los bosques o entre la vegetacion densa. La garrapata
tiene un cuerpo similar al del dcaro con una piel correosa y cuatro pares de patas
terminadas en garra. Las piezas bucales consisten en un 6rgano par de anclaje, llamado
rostro, cubierto de garfios curvados hacia atras, equivalente a un 'labio maxilar' o a los
pedipalpos de otros aracnidos, y un par de mandibulas afiladas que se deslizan hacia atrés
y hacia adelante a lo largo de dos canales longitudinales presentes en el rostro. La
garrapata se fija sobre la piel de un animal, la perfora y le succiona sangre. Las garrapatas
transmiten varias enfermedades al hombre a través de su mordedura o de sus
excrementos. En cuanto a la clasificacion cientifica de las garrapatas se consideran
pertenecientes al orden Acari.

Las garrapatas, de mayor tamafo que los 4caros, succionan sangre y transmiten agentes
patogenos como protozoos, virus y bacterias; pueden tener varios huéspedes en su ciclo

vital (Encarta, 2000).

1.7 Aspectos farmaco-toxicoldgicos de la molécula del UC-244.

Los estudios farmacoldgicos que sustentan, desde el punto de vista cientifico, el empleo
de la molécula UC-244 en el campo de la terapéutica se refieren a sus acciones
antinflamatoria y acaricida fundamentalmente. La actividad antinflamatoria de esta
molécula ha sido demostrada mediante ensayos farmacoldgicos desarrollados en el
Departamento de Farmacia de la Universidad Central “Marta Abreu” de Las Villas
(UCLV) (Loy 1998), asi como en el Centro de Quimica Farmacéutica (CQF) de la
Habana (Caveda 1991).

Por otra parte la accidon acaricida se determind por el Grupo de Parasitologia de la
Estacion Nacional Experimental de Parasitologia (ENEP) y el Grupo de Parasitologia del
Centro de Bioactivos Quimicos (CBQ) de la UCLV, (Cordobés 1993, Olazabal 1991).
Los estudios toxicoldgicos de esta molécula la clasifican como de toxicidad moderada, ya

que su dosis letal media oral (DLso) es de 561,6 y 448 mg/kg. de masa corporal (m.c.)
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para ratas Wistar de sexo macho y hembras respectivamente. El criterio técnico
toxicologico no considera esta molécula con limitaciones para ser empleada como
medicamento, puesto que en este rango es comun encontrar la inmensa mayoria de los
medicamentos. En estudios desarrollados en la Universidad de Leipzig, Alemania, se
demostré que el 6rgano diana en caso de intoxicacion aguda por sobredosis es el higado,
donde se produce la biotransformacion de la molécula (Pérez 1988). En estudio
subcronico de 90 dias de aplicacion por via oral la molécula de UC-244 a ratas de
laboratorio Wistar no se apreciaron efectos toxicos a la dosis mas baja y si se apreci6é un
aumento de los niveles plasmaticos de las enzimas AIAT y fosfatasa alcalina (FA) para el
resto de las dosis. Estos aumentos enzimaticos sin dafios celulares marcados, indican que
las dosis relativamente altas, no ejercen un considerable efecto toxico para la via y
especie estudiada (Pérez 1988).

En lo referente al contacto con estructuras oculares, piel y mucosa se debe evitar el
contacto de la sustancia pura, asi como en concentraciones altas por ser muy irritante
(Pérez 1988).

Estudios tedricos basados en las caracteristicas electronicas moleculares de los grupos
nitros en compuestos furiletilénicos, han demostrado accién mutagénica atribuida a la
presencia del grupo nitro en el anillo furdnico, donde se favorece la reduccioén del mismo.
Sin embargo, en el UC-244 estos grupos no son susceptibles a sufrir la reduccion antes
referida y por tanto la accidn mutagénica no se manifiesta marcadamente (Estrada 1994).
El desarrollo de una molécula nueva es un largo y costoso camino, en el cual muchas no
llegan a la meta anhelada, la salida al mercado farmacéutico. El UC-244 debe completar
su ruta critica para el desarrollo de medicamentos y a medida que se cumplimenten los
requisitos regulatorios, sera posible ampliar los criterios de efectividad terapéutica e
inocuidad. Hasta el momento, esta molécula muestra perspectivas en la terapéutica y no
existen limitaciones toxicoldgicas que invaliden su posible uso en algunos campos de la

industria farmacéutica.
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1.8 Estudios anteriores de la sintesis y purificacion del UC-244

Otros investigadores del Centro de Bioactivos Quimicos han realizado trabajos con el
objetivo de mejorar las condiciones de sintesis y purificacion, asi como encontrar las
condiciones para el escalado sucesivo de ambos procesos.

Z.Rodriguez y colaboradores, (2005), realizaron un estudio preliminar de las condiciones
para la determinacion cuantitativa del UC-244, mediante la aplicacion de la
espectrofotometria UV, encontrando que los crudos presentaban una pequefia absorcion
en la region cercana a 350 nm (maximo de absorcion de la sustancia purificada). Esta
impureza pudo ser eliminada mediante una separacion previa con capa delgada,
determinando las mejores condiciones para la separacion y para el registro espectral. La
técnica combinada aplicada presenta una exactitud, precision y limite de cuantificacion
que permiten realizar un estudio de las mejores condiciones de sintesis y purificacion del
principio activo estudiado. Este trabajo llega hasta un escalado de la sintesis de 0,5
moles.

En otro trabajo, Z.Rodriguez y col. (2006), obtienen las mejores condiciones de sintesis
y purificacion del UC-244 para un escalado de 2 moles. A continuacion se presentan las
mejores condiciones obtenidas al evaluar el disefio de sintesis 2° mediante dos funciones

respuesta diferentes: el rendimiento del producto crudo y la pureza del producto crudo.

Tabla 2: Mejores condiciones de sintesis a escala de 2 moles evaluando la funcién

respuesta rendimiento en el disefio 2°2 (Z. Rodriguez, 2006).

VARIABLES NIVELES MEJORES
CONDICIONES
Nitroetano (mL) - 168
Isobutilamina (mL) + 10
Tiempo contacto (h) - 0.5
Temperatura ("C) + 120
Tiempo reaccion (h) - 3.5
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Tabla 3: Mejores condiciones de sintesis a escala de 2 moles evaluando la funcién

respuesta pureza en el disefio 2°2.

VARIABLES NIVELES MEJORES
CONDICIONES
Nitroetano (mL) + 210
Isobutilamina (mL) - 5
Tiempo contacto (h) - 1
Temperatura ‘C) - 100
Tiempo reaccion (h) - 3.5

Estas condiciones constituyen el punto de partida para el escalado del proceso de sintesis

que es el objetivo central de este trabajo.

1.9 Disefio de experimentos

El disefio experimental es el procedimiento de seleccion del nimero de vias y
condiciones suficientes y esenciales para dar soluciéon a un problema planteado con la
precision requerida, brindando un error en la determinacion de los efectos de interés
mucho menor que otro método.

Es frecuente que los quimicos necesiten enfrentarse a numerosos problemas relacionados
con la realizacion de experimentos mas o menos costosos y complejos con el objetivo de
obtener informacion sobre el sistema en estudio. Muchos son los ejemplos que pueden
citarse al respecto: la sintesis de una reaccion, las condiciones de realizacién de un
experimento, la influencia de factores sobre las propiedades quimico-fisicas de un
producto, y otras. En la mayoria de estos problemas quimicos, se investiga como influyen
diferentes condiciones de realizacion sobre una propiedad o caracteristica del sistema
investigado.

Los métodos de disefio de experimentos permiten sistematizar la forma de realizacion de
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las corridas experimentales y obtener la méaxima informacion posible con la minima
cantidad de experimentos.
La importancia de un disefio de experimental radica en que disminuye, de forma
considerable, la inversion de tiempo, de recursos materiales y humanos, estudia la
variaciéon simultdnea de las variables determinantes del proceso, utiliza un aparato
matematico que formaliza muchas acciones de los experimentos (planificacion,
preparacion y realizacion) y brinda estrategias claras luego de tomar decisiones
sustentadas a partir de cada serie de experimentos.
En Quimica y Tecnologia Quimica, el disefio experimental se utiliza fundamentalmente
en dos direcciones:

e Para el estudio de los mecanismos de procesos complejos y de las propiedades de

sistemas multicomponentes.
e Para la optimizacion de los procesos y de las propiedades de los sistemas
multicomponentes.

Para realizar un disefio de experimentos es necesario conocer el objeto de investigacion,
para lo cual se establece un método cibernético que consta de los pardmetros de
optimizacion y de los factores.
Un parametro de optimizacion debe ser: efectivo desde el punto de vista investigativo, de
naturaleza universal, cuantitativo y expresado mediante un valor Gnico asi como efectivo
estadisticamente. (Fernandez. 2003).
Algunos conceptos generales relacionados con el disefio factorial experimental:
Factor: Las variables independientes que influyen o pueden influir sobre el proceso
investigativo determinado son conocidas con el nombre de factores.
En un proceso quimico los factores pueden ser: la temperatura, la presion, el pH, la
concentracion de un reactivo, el tiempo de reaccion, etc. Las variables son designadas
con la letra x, o sea: x, X,...X,, correspondientes a los factores 1, 2,... n respectivamente.

Funcién respuesta: Cuando se realiza un experimento, los resultados se expresan a través

de una o mas variables dependientes, por ejemplo en Quimica: el rendimiento de una
sintesis, la pureza de un reactivo que se obtiene o se purifica, el coste de un proceso de
sintesis, entre otros. Estas propiedades que generalmente constituyen el blanco u objeto

de estudio, son conocidas como funcion respuesta y se representan con la letra Y.
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La funcidn respuesta es funcion de los factores y puede expresarse como:
y = f(x1, Xa,...., Xn)

Nivel del factor: Es el valor que puede tomar un factor; y el conjunto de factores que

condicionan una via.

Superficie de nivel: La forma geométrica de la funcidon respuesta como funcion de los

factores, es conocida como superficie de nivel.

Espacio factorial: Se denomina asi al espacio comprendido por los ejes del sistema de

coordenadas en que se representan los valores de los factores (Fernandez. 2003).

1.10 Fundamento de las técnicas analiticas.

En este centro se cuenta con equipamiento fundamentalmente para determinadas técnicas
analiticas como son: Cromatografia Liquida de Alta Resolucion (HPLC), Cromatografia
de Gases (GC), y Polarografia Diferencial de Pulso (PDP). Las dos primeras rapidas y
de gran sensibilidad pero demasiado costosas para pequefias industrias ademas de que las
impurezas del UC-244 pueden obstruir la columna; y la tercera sencilla, confiable y
rapida pero en el centro sélo se cuenta con un equipo dedicado a la investigacion, es decir
la fabrica como parte del control de la calidad no cuenta con esas técnicas para su
aplicacion.

De acuerdo con su estructura, es decir por la presencia de un grupo nitro el que permite
reacciones de oxidacion-reduccion; el UC-244 también se pudiera determinar por

potenciometria.

Una técnica de separacion sencilla es la cromatografia de capa delgada (CCD), la que se
puede combinar con las anteriormente mencionadas para la optimizacion del proceso de
andlisis, lo que la hace mas selectiva.

Se busca con este trabajo montar una técnica sencilla, no demasiado costosa y que se

pueda realizar en el centro con los aditamentos y reactivos con los que cuenta este.

Cromatografia de capa delgada:

La cromatografia comprende un grupo de métodos de separacion variada e importante

que permite al cientifico separar, identificar y determinar compuestos afines en mezclas
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complejas que no podrian separarse de otra manera. La cromatografia de capa delgada
constituye un método de separacion eminentemente fisico en el cual los componentes a
separar se reparten entre dos fases no miscibles, una de las cuales es la fase o lecho
estacionario, que es un so6lido finamente dividido diseminado como una capa delgada
sobre un soporte rigido de cristal, de plastico o de aluminio de gran desarrollo superficial
y la otra es un fluido que pasa a lo largo del lecho estacionario. A esto podria afiadirse
que la velocidad de migraciéon de cada componente es funcion de la distribucion de
equilibrio de ambas fases (la estacionaria y la movil).

El instrumental usado es sencillo y barato, presenta alta sensibilidad y gran rapidez. La
excelente nitidez y la alta sensibilidad obtenida por este método; asi como la amplia gama
de adsorbentes y eluyentes existentes permiten la gran adaptabilidad del método y la
reproducibilidad de sus resultados, lo que hace que sea adecuado para muchos propdsitos

analiticos (Randerath, 1969).

La sustancia a separar, disuelta, se aplica a una distancia de 1 a 2 cm del borde inferior de
la placa. Después de la seleccion del disolvente o mezcla de éstos, se colocan las placas
en una camara de separacion adecuada que lo contiene; la atmoésfera de la camara debera
estar previamente saturada de éste.

Las diferentes sustancias que componen la muestra serdn arrastradas por el eluyente con
velocidades diferentes, formandose manchas. Esto se produce por equilibrios de
adsorcion, reparto, intercambio 16nico o combinacion de éstos.

Después que el frente del eluyente ha recorrido cerca del 70% de la superficie se saca la
placa de la cdmara y se procede a su secado y revelado en caso necesario.

Como una medida de la velocidad de desplazamiento se refiere el valor del Rf de la
siguiente forma:

Rf=D,/D;

D;: distancia del centro de la mancha al origen.

D,: distancia del frente del eluyente al origen.

Debido a las variaciones de Rf producidas por diferentes causas y no siempre
controlables, es recomendable correr en el mismo cromatograma una muestra de patron si

es posible.
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El valor de Rf depende de muchas variables que deben tenerse en cuenta en la
elaboracién y valoracion del cromatograma para la obtencion de resultados reproducibles,
algunas de estas variables son: calidad y naturaleza del disolvente, espesor de la capa de
soporte, actividad de esta, volumen de muestra aplicada, temperatura, humedad relativa,
tiempo de desarrollo del cromatograma y volumen de la camara.

El comportamiento del cromatograma depende tanto del solvente como del medio de
oclusion; se necesita hacer una cromatografia radial para tener informacion previa sobre
el poder de elucién de la fase movil.

Si los componentes de la muestra no se logran separar totalmente se utiliza entonces una

cromatografia bidimensional.

Espectrofotometria directa UV-VIS:

Cuando sobre una especie molecular incide energia radiante, la misma absorbe radiacion
solo en regiones especificas del espectro, esta energia esta cuantizada, lo que conduce a
una banda de absorcion a la longitud de onda de la energia involucrada.

La region UV se divide en dos sub-regiones, la llamada UV al vacio o lejana, que se
extiende desde 100 a 200 nm y la correspondiente al cercano de 200 a 350 nm. La region
visible se extiende desde 350 hasta 780 nm. Los espectros UV en estado liquido se
determinan utilizando cubetas de cuarzo y a longitudes de onda superiores a los 350 nm
se pueden sustituir por cubetas de vidrio. En el ultravioleta lejano hay gran absorciéon de
oxigeno y nitrogeno, por lo que se necesita un material dptico especial y detectores
especiales, ademads en ¢l absorben los solventes mas comunes lo que hace mas compleja
su seleccion. En el ultravioleta cercano absorben determinados grupos funcionales y
requiere de cubetas de cuarzo pues el vidrio absorbe fuertemente en esta region. En el

visible absorben fundamentalmente las insaturaciones conjugadas.

Las bandas de absorcion que presentan los compuestos orgdnicos en las regiones UV-
VIS se asocian cominmente con transiciones electronicas en la capa de valencia. Estas
bandas de absorcion son transiciones de tipo II- T, que pueden ser muy intensas
(permitidas) o débiles (prohibidas); o n- IT que son generalmente prohibidas y por tanto

seran débiles.
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Siempre que sea posible se deben usar solventes apolares en el estudio de los espectros en
disolucién, ya que en los solventes polares las bandas n- IT" pueden llegar a desaparecer.
En particular esto sucede en los compuestos en que las bandas n- ol precedidas por
bandas intensas I1- IT .

Las principales caracteristicas de una banda de absorcion son: posicion, intensidad y
forma.

La posicion viene dada por la longitud de onda, cuya energia es la requerida para la
transicion electronica seglin la condicion de Bohr.

La intensidad de una banda de absorcion puede expresarse como la absortividad molar en
el maximo (€msx), depende de la probabilidad de interaccion entre los fotones de la
radiacion y el sistema electronico de la molécula.

La forma de las bandas depende del numero e intensidad relativa de los componentes
vibracionales de una transicion electronica. (Delgado, M. 1992-93).

La utilizacion de la espectroscopia UV en andlisis cualitativo es limitada porque las
bandas de absorcion tienden a ser anchas y por lo tanto carecen de detalles, no obstante se
obtiene buena informacion sobre la presencia o ausencia de sustancias en las que pueden
tener lugar las transiciones ya expuestas, las que pueden ser cuantificadas mediante sus
senales.

El cumplimiento de la Ley de Lambert — Beer es la base de los métodos de andlisis
cuantitativos, la cual establece que la absorcion de una solucion es proporcional a la
concentracion del soluto.

Esta ley se expresa como:

A= abc

Donde:

a: absortividad.

b: camino Optico.

c: concentracion. (Para que la absortividad sea € la conc. debe ser molar)

El comportamiento de una sustancia respecto a esta ley debe comprobarse construyendo

un grafico de absorbancia como funcién de la concentracion.

28



Capitulo I: Parte Tedrica

En ocasiones los sistemas varian su absorbancia en forma no lineal a altas
concentraciones ocurriendo desviaciones de dicha ley. Existen varias causas que
provocan estas desviaciones, entre las que se encuentran: falta de monocromaticidad de la
radiacion empleada, asociaciones moleculares del soluto a altas concentraciones,
ionizacion del soluto, fluorescencia, pobre transmision del solvente, entre otras.

Esta técnica puede ser aplicada para determinar un componente en presencia de
impurezas activas en UV si ambas presentan maximos de absorcion con una diferencia

aproximada de 100 nm (Skoog, 1997; Skoog, 1990; Willard, 1991).

Método combinado de CCD — Espectrofotometria UV:

Segin (Heftmann, 1967) y (Randerath, 1969) el método se basa en puntear en la placa
cromatografica cantidades conocidas de la muestra y desarrollar el cromatograma en el
sistema de solventes seleccionado. Una vez revelado el cromatograma se recorta el area
de la mancha y se extrae con un solvente adecuado. Posteriormente se lee la solucion en
el espectrofotometro e interpolando la absorcion de la muestra en la curva de calibracion
de un patron o comparando con una muestra patrén tratada de la misma manera se

obtiene su concentracion (Skoog, 1990; Skoog, 1997; Willard, 1991). (Torres, 2003).

29



Capitulo I1: Parte Experimental

CAPITULO II: PARTE EXPERIMENTAL

2.1 Reactivos y Equipamiento

Reactivos quimicos:
Etanol técnico clase A, cloroformo (p.a.), éter de petroleo, isobutilamina, furfural (recién

destilado), nitroetano y carbon activado.

Utensilios y medios de medicion:

Balanza analitica Sartorius.

Placas cromatograficas Merck de silicagel 60 sobre aluminio 6 x 2.5 cm.
Microjeringuilla Hamilton 88000 de SuL.

Espectrofotometro UV-VIS

Cubetas de cuarzo de 6 mm.

Papel negro

Pipeta graduada de 5 mL y 10 mL

Pipeta aforada de 5 mL

Matraces aforados de 10, 25 y 50 mL.

2.2 Preparacion del patron de UC-244
Se realiza la sintesis del UC-244 a partir de furfural, nitroetano y utilizando como

catalizador la isobutilamina. Posteriormente se filtra el producto crudo que ha sido
cristalizado a baja temperatura. Luego se disuelve en etanol calentando y se agrega
carbon activado para eliminar impurezas, se filtra y se deja recristalizar a bajas

temperaturas. El proceso de recristalizacion se repite tres veces.

2.3 Determinacion de Parametros de Calidad del UC-244 como materia prima
Descripcion:

» Color.

» Olor.

» Sabor.
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Residuos de ignicion:

El método se basa en la determinacion de la cantidad de materia no volatil presente en
la muestra, mediante un proceso de incineracion de la muestra a 800° C.

Primeramente se colocan los crisoles en una mufla a 900° C durante una hora,
posteriormente se transfieren a una desecadora con silica gel hasta que alcancen la
temperatura ambiente, se pesan y son introducidos nuevamente en la mufla siguiendo este
procedimiento hasta que la diferencia entre dos pesadas consecutivas sea inferior a 0,5
mg.

Una vez tarados los crisoles se pesa en una balanza analitica 1.0 g de UC-244. Se calienta
en una plancha hasta su total carbonizacion y luego se humedece el residuo con 1 mL de
acido sulfurico y se calienta suavemente hasta que no se observen humos densos blancos.
Se incinera entonces dos horas a 800° C en la mufla y se coloca en una desecadora con
silica gel hasta que alcance la temperatura ambiente. Posteriormente se pesa y se
introduce nuevamente en la mufla durante 30 minutos y se repite este procedimiento
hasta que la diferencia entre dos pesadas consecutivas no sea mayor de 0,5 mg. (US

Pharmacopea XXIII).

Metales pesados:

El método se basa en la reaccion del i6n sulfuro con los iones de las impurezas metalicas
contenidas en las muestras, lo que produce una coloracion cuya intensidad se compara
visualmente con la de una disolucion de referencia.

Primeramente se procede a la preparacion de una solucion de referencia de plomo la cual
sera utilizada como solucidn de referencia, conteniendo 20 ug/g de plomo.

Luego se pesa en una balanza analitica 1.0 g de UC-244 y se transfiere a un crisol de
porcelana. Se humedece la muestra con acido sulfurico y se calienta a baja temperatura.
Una vez se ha carbonizado la masa se afiade 1 mL de acido nitrico y 3 gotas de acido
sulfurico, y se calienta hasta que no se desprendan humos blancos. Posteriormente se
incinera en la mufla a 500° C hasta que las cenizas sean de color blanco grisiceo. Se deja
enfriar y se afiaden 4 mL de 4cido clorhidrico 6 mol/L, se tapa el crisol y se evapora a
sequedad. Luego se adicionan 10 mL de agua caliente y se digesta la muestra durante 2

minutos. Se procede entonces a adicionar hidroxido de sodio hasta que el medio esté
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alcalino al papel indicador. Se diluye con agua y se ajusta el pH nuevamente. A cada uno
de los tubos que contienen la disolucién de ensayo y la disolucién de comparacion se
anaden respectivamente 10 mL de disolucién de sulfuro de hidrogeno, recientemente
preparado y se deja en reposo durante 5 minutos. Luego se compara visualmente donde el
color de disolucion de ensayo no debe ser mas intenso que el de la disolucion de
comparacion el cual tiene una concentracion de 20 pg/g de metales pesados (US

Pharmacopea XXIII).

Registro de las sefales por HPLC:

Se registra el espectro de HPLC para el patron de UC-244, para ello se toma una masa de
0.001 g y se enrasa en un matraz aforado de 10 mL (100 ppm) en acetonitrilo:agua
(80:20), de esta disolucion se toma una alicuota de 2 mL y se lleva a un matraz aforado
de 10 mL (20 ppm). Se compara el tiempo de retenciéon de la sefial obtenida con la

referida por otros investigadores (Z.Rodriguez, (2005).

Registro del espectro UV:
Se registra el espectro de una disoluciéon de UC-244 de concentracion 20 mg/L en la

region UV para corroborar el maximo de longitud de onda.

2.4 Método combinado de CCD - Espectrofotometria UV-VIS.

Este método se basa en la combinacion de la capa delgada con las mediciones
espectrofotométricas. Se prepara una muestra y se corre en una placa cromatografica,
con el objetivo de eliminar las posibles impurezas, luego se recorta la mancha amarilla
perteneciente al UC-244 y se pasa a la medicion de la absorbancia en el
espectrofotometro a la longitud de onda de maxima absorcion determinando la

concentracion de UC-244 presente en la muestra en una curva de calibracion.

2.5 Comprobacion de algunos parametros de validacion de la técnica analitica
Aunque esta técnica combinada ha sido validada anteriormente (Z.Rodriguez, 2005), se

decidi6 revalidar el procedimiento teniendo en consideracion la variacion en algunas de
las condiciones para la determinacion tales como el espectrofotometro empleado, la

calidad de las placas de silicagel y el analista.
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2.5.1 Preparacion de la curva de calibracion

Se pesa en balanza analitica 1.0 g de UC-244, se disuelve en etanol y se enrasa en un
matraz de 50 mL. De esta disolucién se toman alicuotas de 4, 5, 7, 8, 9 y 10 mL y se
enrasan en volumétricos de 10 mL. De estas soluciones se aplican 5 uL en la placa; luego
de desarrollado el cromatograma se recorta y se eluye la mancha de color amarillo
perteneciente al UC-244 en 5 mL de etanol y se procede a realizar la lectura de la

absorbancia a 350 nm.

2.5.2 Determinacion de la precision
Repetibilidad:

Se pesa 1.0 g de UC-244, se disuelve en etanol y se enrasa en un matraz de 25 mL. De
este se toma una alicuota de 5 mL y se lleva a un matraz de 10 mL. Luego se toman 5 uL
y se corre el cromatograma, se recorta la mancha, se eluye en 5 mL de etanol y se
procede a realizar la lectura de la absorbancia a 350 nm.

Se realizan réplicas de este ensayo.

Reproducibilidad

Se realiza el mismo procedimiento anterior en dias diferentes pero manteniendo las

mismas condiciones.

Exactitud

Se pesa en balanza analitica 1.0 g de UC-244, se disuelve en etanol y se enrasa en un
matraz de 50 ml. De esta disolucion se toma una alicuota de 4, 5y 7 mL y se enrasa en un
volumétrico de 10 mL. De esta solucion se aplica 5 uL en la placa; luego de desarrollado
el cromatograma se recorta y se eluye la mancha de color amarillo perteneciente al UC-

244 en 5 mL de etanol y se procede a realizar la lectura de la absorbancia a 350 nm.

2.5.3 Determinacion del limite de cuantificacion
Se pesa en balanza analitica 1.0 g de UC-244, se disuelve en etanol y se enrasa en un
matraz de 50 mL. De esta disolucion se toman alicuotas de 1, 2 y 3 mL (muy cercanas al

limite inferior de la curva de calibracién) y se enrasan en volumétricos de 10 mL. De
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estas soluciones se aplican 5 pL en la placa; luego de desarrollado el cromatograma se
recorta y se eluye la mancha de color amarillo perteneciente al UC-244 en 5 mL de etanol

y se procede a realizar la lectura de la absorbancia a 350 nm.

2.6 Aplicacion de las condiciones éptimas de sintesis del disefio 2°2 al escalado a 4
moles.

Se realizaron 2 réplicas de la sintesis en las mejores condiciones obtenidas en el disefio
referido en el capitulo I, aumentando las cantidades necesarias de reactivos para sintetizar

4 moles de UC-244. Para ello se tomaron las siguientes condiciones:

Tabla 4: Condiciones de sintesis para el escalado a 4 moles.

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos en las purificaciones del principio activo en

trabajos anteriores (Z.Rodriguez y col. (2006), se plantearon las siguientes condiciones de

purificacion:

VARIABLES

CONDICIONES

Nitroetano (mL)

285.28 (4 mol)

Isobutilamina (mL)

15.67 (0.15 mol)

Furfural (mL) 331.32 (4 mol)
Tiempo de contacto (h) 0.5
Temperatura (°C) 120
Tiempo de reaccion (h) 3.5

Tabla 5: Condiciones para la purificacion.

VARIABLES CONDICIONES
Etanol (mL/g de UC-244) 4
Carbon Activado
(g/g de UC-244) 0
Tiempo de Contacto (min) 10
Temperatura (°C) 50
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2.7 Aplicacion de las condiciones éptimas de sintesis del disefio 2°2 al escalado a 6
moles.

Con el objetivo de lograr obtener una mayor masa de este principio activo, para lograr
satisfacer las posibles demandas que se requieran, dada las multiples aplicaciones
probadas que tiene el UC-244, se decide realizar un estudio a un escalado mayor, para
ello se toman las cantidades necesarias de reactivos para lograr sintetizar 6 moles de UC-
244, Se realizaron 2 réplicas de la sintesis en las mejores condiciones obtenidas del
disefio a 2 moles, pero variando la cantidad de nitroetano, actuando el furfural como

sustancia limitante.

Tabla 6: Condiciones de sintesis para el escalado a 6 moles.

VARIABLES CONDICIONES
Nitroetano (mL) 456.4 (6.4 mol)
Isobutilamina (mL) 23.5 (0.225 mol)
Furfural (mL) 497 (6 mol)
Tiempo de contacto (h) 0.5
Temperatura (°C) 120
Tiempo de reaccion (h) 3.5

Se mantuvieron las mismas condiciones de purificacion que se plantearon anteriormente.

Tabla 7: Condiciones para la purificacion, escalado 6 moles.

VARIABLES CONDICIONES
Etanol (mL/g de UC-244) 4
Carbon Activado
(g/g de UC-244) 0>
Tiempo de Contacto (min) 10
Temperatura (°C) 50
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2.8 Influencia de diferentes factores en el proceso de sintesis a escala de 6 moles.
Se aplica un disefio factorial fraccionado 2’7 que consta de 8 experimentos para
seleccionar las mejores condiciones de sintesis del principio activo a escala de 6 moles.

Las 5 variables seleccionadas, asi como los niveles estudiados se muestran en la tabla 8:

Tabla 8: Variables y niveles del disefio 2° en la sintesis de 6 moles.

NIVEL NIVEL
VARIABLES INFERIOR SUPERIOR | INCREMENTO
< Nitroetano 456.4 ml 484.97 ml 28.57 ml
! (6.4 mol) (6.8 mol) (0.4 mol)
X Teobutilaming 23.5ml 27.41 ml 3.91 ml
2 (0.224 mol) (0.261 mol) (0.037 mol)
X Tiempo de 0.5h I'h 0.5h
contacto
X4 Temperatura 120°C 130°C 10°C
Xs Tiempo de 45h 5h 0.5h
reaccion

La matriz del disefio se presenta en la tabla 9. Las funciones respuestas seleccionadas
para evaluar este disefio son: el rendimiento analitico de la sintesis y la pureza del UC-
244 crudo.

Tabla 9: Matriz del disefio 2°>?aplicado a la sintesis a escala de 6 moles.

X1 X2 X3 X4 Xs

1 - - - + -
2 + - - - +
3 - + - - +
4 + + - + -
5 - - + + +
6 + - + - -
7 - + + - -
8 + + + +

X4= XX

Xs = X1X2X3
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Al evaluar los resultados de los experimentos del disefio se aplicd el programa
Statgraphics plus version 4.1 para obtener los coeficientes de la funcidn respuesta (% de

rendimiento y la pureza de UC-244 crudo) y su significacion estadistica.

2.9 Replicado de las mejores condiciones de sintesis en el disefio 2°2 a 6 moles, al

evaluar la Funcién Respuesta: Rendimiento.

Se realizan dos réplicas en las mejores condiciones obtenidas en el disefio factorial
fraccionado 272 referido en el acapite 2.8, aplicado al proceso de sintesis del UC-244, al
evaluar la Funcion Respuesta: Rendimiento.

Para ello se toman 456.4 mL nitroetano y 27.5 mL de isobutilamina, se ponen en contacto
por un tiempo de 0.5 horas a una temperatura de 130°C, luego de pasado este periodo se
agregan el 497 mL de furfural dejandolo reaccionar por un espacio de 5 horas.

Posteriormente se filtra el producto crudo que ha sido cristalizado a baja temperatura.

2.10 Influencia de diferentes factores en el proceso de purificacion.

Para garantizar la homogeneidad del producto que se someteria a la purificacion se
realiza una mezcla tres crudos obtenidos en sintesis anteriores y se purifica aplicando un
disefio factorial 2° que consta de 8 experimentos, a fin de seleccionar las mejores
condiciones. Para ello se tomaron 50 g del principio activo para cada purificacion y se
disuelven en etanol. Luego se pone en contacto el UC-244 disuelto en etanol con el
carbon activado por un espacio de 15 minutos. Se filtra y se enfria a baja temperatura.
Posteriormente, se realiza un proceso de recristalizacion, para ello se disuelve el UC-244
en etanol, se filtra dejandolo enfriar a bajas temperaturas. E1 UC-244 obtenido, se seca en
una estufa a 32°C durante una hora y luego se mantiene en una desecadora por un tiempo
de 24 horas.

La matriz del disefio, asi como las variables estudiadas y sus niveles se muestran en las
tablas 10 y 11, respectivamente. Las funciones respuestas seleccionadas para evaluar este

disefio son: el rendimiento de la purificacién y la pureza del UC-244.
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Tabla 10: Factores y niveles del disefio fraccionado 2° aplicado al proceso de
purificacion del UC-244.

NIVEL NIVEL
VARIABLES INFERIOR SUPERIOR
Carbon Activado
* (g/g de UC-244) 03 05
Etanol (mL/g de
X2 UC-244) 4 >
X3 Temperatura (°C) 40 50

Tabla 11: Matriz del disefio 2%aplicado a la purificacion.

Xy X2 X3
1 ; - n
2 + - -
3 - + -
4 + + +
5 + - +
6 - + +
7 + + -
8 - - -

Al evaluar los resultados de los experimentos del disefio se aplicd el programa
Statgraphics plus version 4.1 para obtener los coeficientes de la funcion respuesta (% de

rendimiento de purificacion y pureza del UC-244) y su significacion estadistica.

2.11 Replicado de las mejores condiciones de purificacion al evaluar la Funcion

Respuesta: Pureza.

Se realizaron 2 réplicas de la purificacion en las mejores condiciones obtenidas en el
diseno 23, referido en el acapite 2.10, al evaluar la Funcién Respuesta: Pureza.

Para ello se tomaron 50 g del principio activo para cada purificacion y se disuelven en
200 mL de etanol a 40°C. Luego se pone en contacto el UC-244 disuelto en etanol con
25 g de carbon activado por un espacio de 15 minutos. Se filtra y se enfria a baja

temperatura. Posteriormente, se realiza un proceso de recristalizacion, para ello se
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disuelve el UC-244 en etanol, se filtra dejdndolo enfriar a bajas temperaturas. E1 UC-244
obtenido, se seca en una estufa a 32°C durante una hora y luego se mantiene en una

desecadora por un tiempo de 24 horas.
2.12 Aplicacion de las mejores condiciones de sintesis y purificacion

Se realiza una sintesis en las mejores condiciones obtenidas en el disefio factorial
fraccionado 2° referido en el acapite 2.8, aplicado al proceso de sintesis del UC-244, al
evaluar la Funcion Respuesta: Rendimiento. A este crudo obtenido se le aplica el proceso
de purificacién en las mejores condiciones obtenidas en el disefio 2°, referido en el
acapite 2.10, al evaluar la Funcion Respuesta: Pureza. Con el fin de evaluar el balance

total del proceso de sintesis y purificacion.
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CAPITULO I11: ANALISIS Y DISCUSION DE LOS RESULTADOS
3.1 Preparacion del patron de UC-244.

Se obtiene un lote de UC-244 mediante purificaciones sucesivas con etanol y carbon
activado y tres recristalizaciones con etanol, y se determina su pureza por HPLC
resultando el area bajo la curva de 100 % y un tiempo de retencion de 8.050 min. Se le
determinoé la temperatura de fusion, encontrandose esta entre los 46.7 y 47.7 °C, lo que se
encuentra acorde a lo sefialado en la literatura. En la figura 2 se muestra el cromatograma

por HPLC de una muestra patrén de UC-244.
50 :
&0 :

20

mall

in-

10

Tirme [mim)

Figura 2: Cromatograma por HPLC del patron de UC-244.
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3.2 Parametros Calidad para una materia prima.

Descripcion:
En la figura 3 se observa el patron de UC-244 utilizado. En estado cristalino es un solido

de color amarillo, de olor penetrante y sabor caracteristico.
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Figura 3: Muestra patron de UC-244.

Residuos de ignicién:
Al realizar el andlisis de residuos de ignicion a una muestra del patron de UC-244, se
comprobo que contiene 0.05 % de materia no volatil, por lo que esta por debajo del valor

maximo permisible de 0.1 %.

Metales pesados:
Al realizar el andlisis de metales pesados a una muestra del patron de UC-244, se
comprobd que cumple con los limites establecidos, al encontrarse por debajo de los

20pg/g (0.002 %) de metales pesados.

Registro del espectro UV:
En la figura 4 se muestra el espectro realizado para el UC-244 en etanol con el objetivo

de corroborar la longitud de onda de maxima absorcion, siendo esta de 350 nm.
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Figura 4: Espectro de UC-244.

3.3 Comprobacion de algunos parametros de validacion de la técnica analitica
3.3.1 Linealidad

En la figura 5 y el Anexo 1 se muestra los resultados del estudio de linealidad realizado al

patron de UC-244.
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Figura 5: Curva de calibracion de UC-244
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Ecuacion de la curva de calibracion: Abs =-0.0437707 + 0.111156*Conc
Coeficiente de correlacion: 0.9983.
En la siguiente tabla se muestran los valores de absorbancia para cada concentracion y los

factores respuesta (y/x).

Tabla 12: Resultados del estudio de linealidad en la determinacién de UC-244.

Conc (ppm) | Abs1 | Abs2 | Abs3 | Abs4 fl f2 f3 fa

7.9984 0.837 | 0.785 | 0.855 | 0.794 | 0.1046 | 0.0981 | 0.1069 | 0.0993

8.0048 0.873 | 0.828 | 0.811 | 0.851 | 0.1091 | 0.1034 | 0.1013 | 0.1063

9.998 1.091 1.029 | 1.095 | 1.091 | 0.1091 | 0.1029 | 0.1095 | 0.1091

10.006 1.093 | 1.103 | 1.091 1.074 | 0.1092 | 0.1102 | 0.1090 | 0.1073

13.9972 1.523 | 1.537 | 1.511 | 1.498 | 0.1088 | 0.1098 | 0.1080 | 0.1070

14.0084 1.537 | 1494 | 1477 0.1097 | 0.1067 | 0.1054

15.9968 1.78 1.751 | 1.749 | 1.733 | 0.1113 | 0.1095 | 0.1093 | 0.1083

16.0096 1.761 | 1.752 | 1.758 | 1.751 | 0.1100 | 0.1094 | 0.1098 | 0.1094

17.9964 1.927 1.94 1.972 | 1.952 | 0.1071 | 0.1078 | 0.1096 | 0.1085

18.0108 1.901 1.937 | 1.971 - 0.1055 | 0.1075 | 0.1094 -
19.996 2.174 | 2.186 - - 0.1087 | 0.1093 - -
20.012 2.154 | 2.172 - - 0.1076 | 0.1085 - -

Siendo el coeficiente de variacion de la funcion respuesta 2.69 %, el cual es menor que el 5 %,
que es el criterio de aceptacion para este parametro.

Test de linealidad de la pendiente:

texp = ttabulada (0= 0.05 y v=40)

111.3006 >>2.021  (Se rechaza la hipotesis nula y se acepta la hipotesis alternativa m#0).
Limites de confianza:

0.111156 + 0.0020183

Este valor indica que la probabilidad de ser m #0 es elevada, superior al 99.9%.

Test de Proporcionalidad del intercepto:

texp < ttabulada (0=0.05 y v=40)

-3.062 <2.021 (Se acepta la hipotesis nula b=0).

Limites de confianza:

-0.0437707 + 0.028888

El intervalo de confianza incluye al cero por tanto se cumple la condicion de proporcionalidad.

Con los resultaos anteriores se corrobora la linealidad de la respuesta analitica de la técnica.
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3.3.2 Precision
En la tabla 13 y 14 se muestran los resultados de la repetibilidad y reproducibilidad

respectivamente, realizados con un patréon de UC-244.

Tabla 13: Resultados de repetibilidad.

) .. Tratamiento
Analista Réplicas Abs Conc.(ppm) estadistico
1 1.091 10.23
Xm=10.2
2 1.103 10.32
1 3 1.091 1021 $=0.108
4 1.074 10.06 CV =1.05%
Tabla 14: Resultados de reproducibilidad
Analista Réplicas Abs Conc. (ppm) Tratamiento
) estadistico
1 1.091 10.21
2 1.029 9.65
1 3 1.095 10.24
Xm=10.1
4 1.091 10.21
] 1.091 10.23 8=021
2 1.103 10.32 CV=208%
2 3 1.091 10.21
4 1.074 10.06

Siendo los coeficientes de variacién para la repetibilidad y la reproducibilidad menores
que el 3% y el 5 % respectivamente que son los criterios de aceptacion, por tanto el
método es preciso.

3.3.3 Exactitud.

Los resultados de la evaluacion de la exactitud en el rango de concentraciones entre 8 y

14 ppm de UC-244 se muestran en la tabla 15.
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Tabla 15: Resultados del estudio de la exactitud.

CONCENTRACION $ ppm 10 ppm 14 ppm
TEORICA
99.06 102.10 100.70
93.21 96.52 101.60
101.09 102.46 99.92
94.22 102.10 99.09
Recobro (%) 103.03 102.20 101.51
97.97 103.10 98.75
96.06 102.02 97.66
100.56 100.49
Recobro Medio (%) 98.15 101.37 99.89
Coef. Variacion (%) 3.51 2.06 1.48
T de Student Exp. 1.66 1.88 0.19
T de Student Tab. 3.499 3.707

Como se observa los valores de la tey, < tp €n los niveles de concentracion ensayados

por lo que el método analitico es exacto.

3.3.4 Determinacioén del limite de cuantificacion.

En las tablas 16 y 17 se muestran los valores del estudio del limite de cuantificacion y el

porcentaje de recobro en las cercanias del limite de cuantificacion respectivamente.

Tabla 16: Limite de cuantificacion.

REPLICAS 2 ppm 4 ppm 6 ppm 8 ppm
1 2.166 4.172 5.971 8.247
2 2.103 4.001 5.647 7.842
3 2.265 4316 5.998 7.689
4 2.265 4.064 6.061 8.049
CV (%) 3.61 3.33 3.10 3.07
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Tabla 17: Porcentaje de recobro en las cercanias del limite de cuantificacion.

REPLICAS 2 ppm 4 ppm 6 ppm 8 ppm
1 108.25 104.26 99.48 103.03
2 105.11 99.99 94.08 97.97
3 113.20 107.86 99.93 96.06
4 113.20 101.56 100.98 100.56

RECOBRO

MEDIO (%) 109.94 103.42 98.62 99.40

Los resultados de la precision obtenidos en niveles de concentraciones muy bajos son

aceptables hasta

3.4 Aplicacion de las condiciones éptimas de sintesis del disefio 2°2 al escalado a 4
moles.
Los resultados obtenidos al escalar a 4 moles, en las mejores condiciones del disefio 2>

a 2 moles (Funcidon Respuesta: Rendimiento), se presentan en la tabla 18.

Tabla 18: Resultados de las sintesis a 4 moles, al aplicar las mejores condiciones del

disefio 2°2 a 2 moles, evaluando la Funcién Respuesta: Rendimiento.

NO MASA MASA | % REND. | MASA | %REND. | %REND.
REPLICA | TEORICA | CRUDO | SINTESIS| PURO PURIF | PROCESO
1 612.54g | 439.0¢g 71.66 326.0 g 74.25 53.22
2 612.54g | 502.0¢g 81.95 400.5 g 79.78 65.38

Se obtiene un Rendimiento Promedio de Sintesis de 76.80 %, superior a los valores de
rendimiento obtenidos en el escalado a 2 moles, por lo que se decide proceder a realizar
un escalado mayor.

3.5 Aplicacion de las condiciones éptimas de sintesis del disefio 2°2 al escalado a 6
moles.

Los resultados obtenidos al escalar a 6 moles en las mejores condiciones del disefio 2°

evaluado a 2 moles (Funcion Respuesta: Rendimiento), se presentan en la tabla 19.
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Tabla 19: Resultados de las sintesis a 6 moles, al aplicar las mejores condiciones del

disefio 2°2 a 2 moles, evaluando la Funcién Respuesta: Rendimiento.

NO MASA MASA | % REND. | MASA | %REND. | %REND.
REPLICA | TEORICA | CRUDO | SINTESIS| PURO PURIF | PROCESO
1 918.82g | 371.0¢g 40.37 316.52 g 86.12 34.39
2 918.82g | 4885¢g 53.16 374.0 g 76.56 40.70

Media Rendimiento de Sintesis: 46.76%

Los resultados obtenidos en este escalado solamente llegan a un 46%, encontrandose por

debajo de los resultados obtenidos en el escalado a 4 moles. Por estas razones se realiza

el estudio de los factores de sintesis a esa escala.

3.6 Influencia de diferentes factores en el proceso de sintesis a escala de 6 moles.

En la tabla 20 se presentan los resultados de las funciones respuesta: rendimiento y

pureza, del disefio 2° aplicado en 6 moles.

Tabla 20: Resultados obtenidos al aplicar el disefio factorial fraccionado 2°2 en la

sintesis del principio activo a escala de 6 moles.

~NO MASA MASA %REND. %
REPLICA | TEORICA | CRUDO | SINTESIS | PUREZA
1 91882 ¢ 4010¢g 43.64 93.25
2 91882 ¢ 461.0¢g 50.17 86.17
3 918.82 g 7343 g 79.91 82.52
4 918.82 g 5427 g 59.06 87.01
5 918.82 g 5555¢ 60.45 88.31
6 918.82 g 4020¢g 43.75 93.64
7 91882 ¢ 4612 g 50.19 90.34
8 91882 ¢ 6833 ¢g 74.36 77.23
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Al procesar los resultados evaluando las funciones respuesta: rendimiento y pureza, en
los experimentos realizados se obtienen las mejores condiciones que se presentan a

continuacion en la tabla 21y 22 respectivamente.

Tabla 21: Mejores condiciones de sintesis a escala de 6 moles evaluando la Funcion

Respuesta: Rendimiento, en el disefio 2°.

VARIABLES NIVELES MEJORES
CONDICIONES
Nitroetano (mL) - 456.4 (6.4 mol)
Isobutilamina (m) + 27.5
Tiempo contacto (h) - 0.5
Temperatura ("C) +/- 130
Tiempo reaccion (h) + 5

Del anélisis de varianza y de regresion multiple realizado (Anexo 2) resultan todos los
coeficientes de las variables no significativos, obteniéndose la siguiente ecuacion
estimada para la funcion respuesta % de Rendimiento:

% Rendimiento = 57.6913 - 0.85625*Nitroetano + 8.18875 *IBA -0.50375*Tiempo de
Contacto + 1.68625*Temperatura + 8.53125*Tiempo de Reaccion

Tabla 22: Mejores condiciones de sintesis a escala de 6 moles evaluando la Funcion

Respuesta: Pureza, en el disefio 2°.

VARIABLES NIVELES MEJORES
CONDICIONES
Nitroetano (mL) - 456.4 (6.4 mol)
Isobutilamina (m) - 23.5
Tiempo contacto (h) +/- 1/0.5
Temperatura ("C) - 120
Tiempo reaccion (h) - 4.5
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Del andlisis de varianza y de regresion multiple realizado (Anexo 3) resultan
significativos los coeficientes de las variables IBA y Tiempo de reaccion, obteniéndose
la siguiente ecuacion estimada para la funcion respuesta % de Pureza:
% Pureza = 87.3088 - 1.29625*Nitroetano - 3.03375*IBA + 0.07125*Tiempo de
Contacto - 0.85875*Temperatura - 3.75125*Tiempo de Reaccion.

3.7 Replicado de las mejores condiciones de sintesis en el disefio 2°? a 6 moles al
evaluar la Funcién Respuesta: Rendimiento.

En la tabla 23 se muestran los resultados de las sintesis realizadas en las mejores
condiciones obtenidas al evaluar la Funciéon Respuesta: Rendimiento, el disefio

. . -2
experimental fraccionado 2> a escala de 6 moles.

Tabla 23: Resultados de las sintesis, al aplicar las mejores condiciones del disefio 2°2

a 6 moles, evaluando la Funcion Respuesta: Rendimiento.

NO MASA MASA | % REND. %
REPLICA | TEORICA | CRUDO | SINTESIS | PUREZA
1 918.82g | 645.0¢g 70.19 82.43
2 918.82g | 793.8¢g 86.39 81.28

Media del Rendimiento de Sintesis: 80.22 %

Los resultados obtenidos en el escalado a 6 moles llegan a un 80.22%, siendo superior al

resultado obtenido en el escalado a 4 moles (76.80%).
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3.8 Influencia de diferentes factores en el proceso de purificacion.
En la tabla 24 se presentan los resultados de las funciones respuesta: rendimiento y

pureza, del disefio 2° aplicado.

“NO MASA MASA | %REND. %
REPLICA | INICIAL | PURA PURIF. | PUREZA

1 50.0 g 3071 g 61.42 96.65

2 500 g 23.80 g 47.60 96.27

3 50.0 g 33.17 ¢ 66.34 96.16

4 50.0 g 24.67 g 49.34 97.16

5 500 g 2550 g 51.00 96.12

6 500 g 34.54 ¢ 69.08 78.22

7 50.0 g 2350 g 47.00 95.55

8 50.0 g 30.50 ¢ 61.00 95.15

Al procesar los resultados evaluando las funciones respuesta: rendimiento y pureza, en
los experimentos realizados se obtienen las mejores condiciones que se presentan a

continuacion en la tabla 25 y 26 respectivamente.

Tabla 25: Mejores condiciones de purificacion evaluando la Funcion Respuesta:
Rendimiento, en el disefio 2°.

VARIABLES NIVELES MEJORES
CONDICIONES
Carb6n Activado i 0.3
(g/g de UC-244) '
Etanol + 5
(mL/g de UC-244)
Temperatura (°C) + 50

Del analisis de varianza y de regresion multiple realizado (Anexo 4) se obtiene la
siguiente ecuacion estimada para la funcion respuesta % de Rendimiento, resultando
significativo el coeficiente de la variable Carbon Activado:

% Rendimiento = 56.5975 - 7.8625*Carbon Activado + 1.3425*Etanol +
1.1125*Temperatura.
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Tabla 26: Mejores condiciones de purificacion evaluando la Funcion Respuesta:

Pureza, en el disefio 2°.

VARIABLES NIVELES MEJORES
CONDICIONES
Carbon Activado 4 0.5
(g/g de UC-244) '
Etanol i 4
(mL/g de UC-244)
Temperatura (°C) - 40

Del andlisis de varianza y de regresion multiple realizado (Anexo 5) no resulta
significativo ninguno de los coeficientes, obteniéndose la siguiente ecuacion estimada
para la funcion respuesta % de Pureza:

% Pureza = 93.91 + 2.365*Carbon Activado - 2.1375*Etanol - 1.8725* Temperatura.

3.9 Replicado de las mejores condiciones de purificacion al evaluar la Funcion
Respuesta: Pureza.

En la tabla 27 se muestran los resultados de las dos réplicas realizadas a la purificacion de
una masa del producto sintetizado en las mejores condiciones obtenidas al evaluar la

., N 3 . . .y
Funcion Respuesta: Pureza, en el disefio 2° aplicado al proceso de purificacion.

Tabla 27: Resultados de las réplicas de purificacion, al aplicar las mejores

condiciones del disefio 2°, evaluando la Funcién Respuesta: Pureza.

NO %
REPLICA | PUREZA
1 99.09
2 98.18

Media del porcentaje de pureza: 98.63 %

Los resultados obtenidos estan por encima de un 98 % de pureza, el cual es el criterio de

aceptacion para la formulacién de medicamentos veterinarios.
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3.10 Aplicacion de las mejores condiciones de sintesis y purificacion

Los resultados obtenidos en la sintesis y purificacion de a escala de 6 moles son las
siguientes:

Tabla 28: Porcentaje del rendimiento obtenido en los procesos de sintesis y

purificacion a escala de 6 moles

MASA MASA | % REND. | MASA | %REND. | %REND.
TEORICA | CRUDO | SINTESIS| PURO PURIF | PROCESO

918.82 g 801.0 g 87.18 3975 ¢ 49.62 43.26

Tabla 29: Porcentaje de la pureza del producto crudo y purificado.

% PUREZA DEL | % PUREZA DEL
CRUDO PURO

77.53 98.66

Tomando los rendimientos de la sintesis de 6 moles en las mejores condiciones referidos
en la Tabla 23 y el resultado anterior en las mismas condiciones se obtiene un
Rendimiento Promedio de Sintesis de 81.25%.

Es de resaltar que el rendimiento y la pureza obtenidos al combinar las mejores
condiciones de sintesis y de purificacion obtenidas mediante la aplicacion de los disefios
experimentales referidos anteriormente, resultan satisfactorios, obteniéndose una
Eficiencia Total del Proceso de 43.26 %. A pesar de la baja eficiencia total del proceso
este resultado permite llevar a cabo el proceso en la Planta con la finalidad de su
formulacion para uso veterinario ya que su pureza cumple los requisitos de las Normas

para la fabricacion de medicamentos de uso veterinario (British Pharmacopeia, 2002).
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CONCLUSIONES

1. La técnica de Espectrofotometria UV-VIS combinada con una separacion previa
de Cromatografia de capa delgada, empleando como fase mévil Eter de petrdleo —
cloroformo (2:1), resultd ser lineal, exacta y especifica. Su limite de cuantificacion se

encuentra en 6 ppm.

2. El proceso de escalado a 4 moles, con las mejores condiciones obtenidas para el
escalado a 2 moles permitiéo obtener un rendimiento promedio de sintesis de 76.80 %,

superior a los valores de rendimiento obtenidos anteriormente.

3. El proceso de escalado a 6 moles, con las mejores condiciones obtenidas para el

escalado a 2 moles resultd ineficiente al obtenerse un rendimiento de 46.76%.

4. Se desarrolla un procedimiento de sintesis del UC-244 a escala de 6 moles,
alcanzandose purezas superiores al 98 %, donde se logra el 80 % de rendimiento de UC-
244 en sintesis (base crudo), un 50 % en el rendimiento de la purificacion, lo que permite

obtener un  rendimiento  total estimado del proceso de 43  %.
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RECOMENDACIONES

1. Continuar los estudios de los factores que intervienen en los procesos de sintesis

y purificacion del UC-244, con el objetivo de elevar su Eficiencia Total.

2. Realizar estudios de posibles impurezas indeterminadas, que pudieran aparecer,

producto de reacciones colaterales en la sintesis.

3. Realizar estudios sobre la desactivacion de los licores, los alcoholes y el carbon

que constituyen residuales de los procesos de sintesis y purificacion.
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ANexos

ANEXOS

Anexo 1:

Analisis de linealidad de la técnica combinada CCD- UV-VIS aplicada al patrén de
UC-244.

Regression Analysis - Linear model: Y = a + b*X

Dependent variable: A
Independent variable: CONC

Standard T
Parameter Estimate Error Statistic P-Value

Intercept  0.0348054  0.0318525 1.09271 0.2882
Slope 0.103359  0.00292962 35.2807 0.0000

Analysis of Variance

Source Sum of Squares Df Mean Square F-Ratio  P-Value
Model 6.15537 1  6.15537 1244.73 0.0000
Residual 0.093958 19 0.00494516

Total (Corr.) 6.24933 20

Correlation Coefficient = 0.992454
R-squared = 98.4965 percent
Standard Error of Est. = 0.0703218



ANexos

Anexo 2:

Andlisis de Varianza para la Funcién Respuesta: Rendimiento, en el disefio 2°2 para
la sintesis de 6 moles.

Analysis of Variance for Rendimiento - Type III Sums of Squares

Source Sum of Squares Df Mean Square F-Ratio P-Value
MAIN EFFECTS

A:IBA 536.445 1 536.445 7.87 0.1070
B:Nitroetano 5.86531 1 5.86531 0.09 0.7969

C:T Contacto 2.03011 1 2.03011 0.03  0.8789
D:Temperatura 582.258 1 582.258 8.54 0.0998
E:TReaccion 22,7475 1 22.7475 0.33 0.6218
RESIDUAL 136.293 2 68.1463

TOTAL (CORRECTED) 1285.64 7

Table of Least Squares Means for Rendimiento
with 95.0 Percent Confidence Intervals

Stnd.  Lower  Upper

Level Count Mean Error Limit Limit
GRAND MEAN 8 57.6912

Isobutilamina

+ 4 65.88 412754 48.1206 83.6394
- 4 49.5025 4.12754 31.7431 67.2619
Nitroetano

+ 4 56.835 4.12754 39.0756 74.5944

- 4 58.5475 4.12754 40.7881 76.3069
Tiempo de Contacto

+ 4 57.1875  4.12754 39.4281 74.9469
- 4 58.195 4.12754 40.4356 75.9544
Temperatura

+ 4 66.2225  4.12754 48.4631 83.9819
- 4 49.16 4.12754 31.4006 66.9194
Tiempo de Reaccion

+ 4 59.3775  4.12754 41.6181 77.1369
- 4 56.005 4.12754 38.2456 73.7644
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Analisis de Regresion Multiple para la Funcion Respuesta: Rendimiento, en el
disefio 2°2 para la sintesis de 6 moles.

Regression coeffs. for Rendimiento

constant =157.6913
A:Nitroetano = -0.85625

B:IBA = 8.18875
C:T.Contacto =-0.50375
D:Temp =1.68625

E:T.Reaccion = 8.53125

Analysis of Variance for Rendimiento

Source Sum of Squares Df Mean Square F-Ratio P-Value
A:Nitroetano 5.86531 1 5.86531 0.09 0.7969
B:IBA 536.445 1 536.445 7.87 0.1070
C:T.Contacto 2.03011 1 2.03011 0.03 0.8789
D:Temp 22.7475 1 22.7475 033 0.6218
E:T.Reaccion 582.258 1 582.258 8.54 0.0998
Total error 136.293 2 68.1463

Total (corr.) 1285.64 7

R-squared = 89.3988 percent

R-squared (adjusted for d.f.) = 62.896 percent
Standard Error of Est. = 8.25507

Mean absolute error = 3.10125
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Anexo 3:
Analisis de Varianza para la Funcién Respuesta: Pureza, en el disefio 2°2 para la
sintesis de 6 moles.

Analysis of Variance for Pureza - Type III Sums of Squares

Source Sum of Squares Df Mean Square F-Ratio P-Value
MAIN EFFECTS

A:IBA 73.6291 1 73.6291  25.01 0.0377
B:NE 13.4421 1 13.4421 457 0.1661
C:T.Contacto 0.0406125 1  0.0406125  0.01 0.9172
D:T.Reaccion 112.575 1 112.575  38.25 0.0252
E:Temperatura 5.89961 1 5.89961  2.00 0.2925
RESIDUAL 5.88703 2 2.94351

TOTAL (CORRECTED) 211.473 7

Table of Least Squares Means for Pureza
with 95.0 Percent Confidence Intervals

Stnd.  Lower  Upper

Level Count Mean Error Limit Limit
GRAND MEAN 8 87.3088

IBA

+ 4 84.275 0.857833 80.584  87.966

- 4 90.3425 0.857833 86.6515 94.0335
NE

+ 4 86.0125 0.857833 82.3215 89.7035
- 4 88.605 0.857833 84.914 92.296
T.Contacto

+ 4 87.38 0.857833 83.689 91.071

- 4 87.2375 0.857833 83.5465 90.9285
T.Reaccion

+ 4 83.5575 0.857833 79.8665 87.2485
- 4 91.06 0.857833 87.369 94.751
Temperatura

+ 4 86.45 0.857833 82.759 90.141

- 4 88.1675  0.857833 84.4765 91.8585
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Anélisis de Regresiéon Mltiple para la Funcién Respuesta: Pureza, en el disefio 2°2

para la sintesis de 6 moles.

Regression coeffs. for Pureza

constant = 87.3088
A:Nitroetano =-1.29625
B:IBA =-3.03375
C:TCont =0.07125
D:Temp =-0.85875

E:TReaccion =-3.75125

Analysis of Variance for Pureza

Source Sum of Squares Df Mean Square F-Ratio P-Value
A:Nitroetano 13.4421 1 13.4421 4.57 0.1661
B:IBA 73.6291 1 73.6291  25.01 0.0377
C:TCont 0.0406125 1 0.0406125 0.01 09172
D:Temp 5.89961 1 5.89961 2.00 0.2925
E:TReaccion 112.575 1 112.575  38.25 0.0252
Total error 5.88702 2 2.94351

Total (corr.) 211.473

R-squared = 97.2162 percent

R-squared (adjusted for d.f.) = 90.2567 percent

Standard Error of Est. = 1.71567
Mean absolute error = 0.64875
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Anexo 4:
Analisis de Varianza para la Funcién Respuesta: Rendimiento, en el disefio 2° para
la purificacion.

Analysis of Variance for Rendimiento - Type III Sums of Squares

Source Sum of Squares Df Mean Square F-Ratio P-Value
MAIN EFFECTS

A:Temp 9.90125 1 9.90125 1.25  0.3254
B:Etanol 144185 1 144185  1.83 0.2479
C:Carbon 494.551 1 494.551  62.67 0.0014
RESIDUAL 31.567 4 7.89175

TOTAL (CORRECTED) 550.438 7

Table of Least Squares Means for Rendimiento
with 95.0 Percent Confidence Intervals

Stnd. Lower  Upper

Level Count Mean Error Limit Limit

GRAND MEAN 8 56.5975

Temp

-1 4 55.485 1.40461 51.5852 59.3848
1 4 57.71 1.40461 53.8102 61.6098

Etanol

-1 4 55.255 1.40461 51.3552 59.1548

1 4 57.94 1.40461 54.0402 61.8398
Carbon

-1 4 64.46 1.40461 60.5602 68.3598
1 4 48.735 1.40461 44.8352 52.6348
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Analisis de Regresion Multiple para la Funcion Respuesta:

disefio 2° para la purificacion.

Regression coeffs. for Rendimiento

constant =56.5975
A:Carbon Activado =-7.8625
B:Etanol =1.3425
C:Temperatura =1.1125

Analysis of Variance for Rendimiento

ANexos

Rendimiento, en el

Source Sum of Squares Df Mean Square F-Ratio P-Value
A:Carbon Activado 494551 1 494.551  62.67 0.0014
B:Etanol 44184 1 14.4184 1.83  0.2479
C:Temperatura 990125 1 9.90125 1.25 0.3254
Total error 31.567 4 7.89175

Total (corr.) 550.438 7

R-squared = 94.2651 percent

R-squared (adjusted for d.f.) = 89.9639 percent
Standard Error of Est. = 2.80923

Mean absolute error = 1.9075
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Anexo 5:

Anadlisis de Varianza para la Funcién Respuesta: Pureza, en el disefio 2° para la
purificacion.

Analysis of Variance for Pureza - Type III Sums of Squares

Source Sum of Squares Df Mean Square F-Ratio P-Value
MAIN EFFECTS

A:Carbon 447458 1 44.7458 1.02  0.3686
B:Etanol 36.5513 1 36.5513 0.84 0.4120
C:Temp 28.05 1 28.05 0.64 0.4677
RESIDUAL 174.642 4 43.6606

TOTAL (CORRECTED)283.99 7

Table of Least Squares Means for Pureza
with 95.0 Percent Confidence Intervals

Stnd.  Lower  Upper

Level Count Mean Error Limit Limit
GRAND MEAN 8 93.91

Carbon

-1 4 91.545 3.30381 82.3721 100.718
1 4 96.275 3.30381 87.1021 105.448
Etanol

-1 4 96.0475 3.30381 86.8746 105.22
1 4 91.7725 3.30381 82.5996 100.945
Temp

-1 4 95.7825  3.30381 86.6096 104.955
1 4 92.0375 3.30381 82.8646 101.21
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Anélisis de Regresién Multiple para la Funcién Respuesta: Pureza, en el disefio 2°
para la purificacion.

Regression coeffs. for Pureza

constant =9391
A:Carbon Activado = 2.365
B:Etanol =-2.1375
C:Temp =-1.8725

Analysis of Variance for Pureza

Source Sum of Squares Df Mean Square F-Ratio P-Value
A:Carbon Activado 447458 1 44.7458 1.02  0.3686
B:Etanol 36.5513 1 36.5513 0.84 0.4120
C:Temp 28.05 1 28.05 0.64 0.4677

Total error 174.643 4 43.6606

Total (corr.) 283.99 7

R-squared = 38.5039 percent

R-squared (adjusted for d.f.) = 0.0 percent
Standard Error of Est. = 6.60762

Mean absolute error = 3.65375
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