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OBJETO DE LA TESIS DOCTORAL

El objeto de esta Memoria de Investigacidn es el estudio analitico de
quimioterdpicos utilizados en el tratamiento de la tuberculosis y la puesta a punto
de nuevos métodos para su determinacion, en presencia de otras sustancias de
interés, tales como metabolitos o creatinina. Estos métodos se han aplicado a la

determinacién de los mismos en formulaciones farmacéuticas y fluidos bioldgicos.






PRESENTACION DE CAPITULOS

En el capitulo 1, se hace una introduccion acerca de los analitos objeto de estudio
y su aplicacidn en el campo de la medicina. También se describen los reactivos y aparatos
empleados.

En el capitulo 2, se estudian las caracteristicas de interés analitico
de la rifamicina SV y se proponen dos métodos cinético-espectrofotométricos,
uno manual y otro semiautomdtico, utilizando un mecanismo de flujo interrumpido
(stopped-flow), para su determinacion en formulaciones farmacéuticas. El método
semiautomdtico se aplica a la determinacion de rifampicina en una formulacion
farmacéutica y en muestras de orina.

En el capitulo 3, se aborda la determinacion de isoniacida, piracinamida
y rifampicina utilizando dos métodos de calibracion multivariante, PLS vy
HLA. Ambos métodos se aplican a la determinacion de los compuestos en
formulaciones farmacéuticas.

En el capitulo 4, se propone un método cromatogrdafico para la
determinacion y resolucion de muestras conteniendo los tres principios activos antes
mencionados, asi como acetilisoniacida (metabolito de isoniacida) y creatinina. El
método se aplica al andlisis de formulaciones farmacéuticas y muestras de orina.

Finalmente, en el capitulo 5, se establece un método electroforético
para la separacion y determinacién de los principios activos y acetilisoniacida.
Dicho método se aplica a la determinacion de los andlitos en formulaciones
farmacéuticas y suero sanguineo.
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INTRODUCCION

La finalidad de los trabajos experimentales que se describen en la presente
Memoria, ha sido el desarrollo de diferentes métodos instrumentales de andlisis. Los
métodos instrumentales de analisis se basan en la medicion de propiedades fisicas de
los analitos tales como la conductividad, absorcién o emision de la luz, razon
masa/carga, fluorescencia, etc. Ademas, existe un grupo de procedimientos
instrumentales que se utilizan para separar y resolver compuestos estrechamente
relacionados. La mayoria de estos procedimientos se basan en la cromatografia,
aunque en la actualidad esta teniendo un auge importante el uso de la electroforesis

capilar (1).

Se han puesto a punto: un método cinético-espectrofotométrico; dos métodos
de calibracion multivariante aplicados a espectros de absorcion UV-Vis de muestras
multicomponente; un método de cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC) y otro
de electroforesis capilar en medio micelar (MEKC). Todos ellos han sido aplicados a
ladeterminacién de los analitos objeto de estudio en formulaciones farmacéuticas y/o

fluidos biolégicos (orina y suero).

Los analitos estudiados han sido, cuatro sustancias utilizadas en la terapia de
la tuberculosis (Rifamicina SV, Rifampicina, Isoniacida y Piracinamida), un metabolito
de isoniacida (Acetilisoniacida) y un producto de degeneracién de la creatina

(creatinina).

Dado que las principales sustancias con las que hemos trabajado han sido
quimioteréapicos utilizados en la terapia de las infecciones producidas por el
Mycobacterium tuberculosis, bacteria &cido resistente, productor de la tuberculosis,

resumiremos brevemente que es esta enfermedad, asi como las vias de contagio.
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TUBERCULOSIS. Generalidades

La tuberculosis es una enfermedad infecciosa causada por una bacteria
Ilamada Mycobacterium tuberculosis. Puede afectar a cualquier parte del cuerpo, pero
usualmente ataca a los pulmones. En la mayoria de los casos, después de que las
bacterias entran en el cuerpo, las defensas de éste las controlan creando una pared
alrededor de ellas. Las bacterias pueden permanecer vivas dentro de estas paredes
en un estado “inactivo” por afios. Las personas infectadas con tuberculosis en esta
etapa, no presentan sintomas y tampoco pueden contagiar la enfermedad. Pero pueden
desarrollarla en un futuro, esta segunda fase (llamada enfermedad activa), se

manifiesta por la destruccién de los tejidos finos del 6rgano afectado.

El contagio de la tuberculosis va a depender del tipo de 6rgano afectado. La
tuberculosis pulmonar o de garganta, puede transmitirse al ser inhalado el aire
infectado por bacterias arrojadas por una persona enferma, al toser, estornudar o
hablar. No obstante debe haber un contacto cercano, diario, para contraer la
enfermedad. La tuberculosis en rifiones, huesos o cerebro es, normalmente, no
contagiosa. La prueba inicial de diagnéstico para la tuberculosis es la prueba cuténea
de la tuberculina, que es una proteina derivada del microorganismo que causa la
tuberculosis y es absolutamente inofensiva al cuerpo. Si la prueba es positiva no
significa que se tenga la enfermedad activa, para comprobarlo hay que hacer una

radiografia del 6rgano.

El nimero de enfermos de tuberculosis en el mundo esté relacionado con las
condiciones econdmicas, la mayor incidencia aparece en paises de Africa, Asia, y
América Latina, los cuales tienen un producto nacional bruto muy bajo. La OMS
(Organizacion Mundial de la Salud), estima que ocho millones de personas se contagian

de tuberculosis cada afio, de las cuales el 95% viven en paises en vias de desarrollo

).
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Los tratamientos para eliminar la bacteria son largos, unos 6 6 9 meses y nunca
se prescribe una droga Unicamente, ya que el microorganismo se hace resistente. Es

necesario administrar combinaciones de diferentes drogas.

ANALITOS OBJETO DE ESTUDIO

Las sustancias utilizadas en el tratamiento de la tuberculosis pueden dividirse
en farmacos de primeray de segunda linea. Los de primera linea son los mas eficaces
y se consideran esenciales para los tratamientos cortos. Los de segunda linea, en

cambio, son mucho menos eficaces y producen més efectos secundarios.

Las sustancias antituberculosas estudiadas, y que se describen en esta
Memoria (Rifampicina, isoniaciday piracinamida), pertenecen al primer grupoy suelen
administrarse conjuntamente, bien en combinaciones de dos de ellas, o junto con
etambutol. La Rifamicina SV no estéa englobada en las drogas de primera linea, ya que
su potencia /in vivoes menor gue la de Rifampicina. La creatinina, sustancia producida
por el cuerpo de forma natural y excretada por la orina, se ha incluido en este estudio

por utilizarse en lanormalizacién de la excrecion de compuestos en muestras de orina.
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¥ RIFAMICINAS

Las rifamicinas son antibidticos semisintéticos de la familia de las ansamicinas,
de estructura naftoquinonica y que presentan actividad primariamente bactericida

de amplio espectro.

Las rifamicinas se obtuvieron por vez primera en 1957, a partir de caldos de
cultivo de Streptomyces mediterranei, aislado de una muestra de tierra del sur de
Francia. Se aislaron cinco rifamicinas (A, B, C, Dy E), de las cuales, la rifamicina B era
la més activa. Posteriormente por via sintética, se procedié a la incorporacion de
diversos radicales en la rifamicina B, lo que ha dado origen a las rifamicinas

semisintéticas que mas se emplean en clinica: rifamicina SV, rifampicina, y rifamida.

Por su estructura quimica, la rifamicina B y sus tres derivados semisintéticos
tienen cierta semejanza con los macroélidos. Es una molécula compleja integrada por
dos partes, un anillo aromatico de 1,4-dihidronaftaleno y una larga cadena alifatica
con cinco grupos metilo, que a modo de puente (y de aqui deriva el nombre de

ansamicinas), une dos extremos del anillo aromatico.

La estructura quimica general de las rifamicinas es (figura 1.1):
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Figura 1.1.- Estructura general de las rifamicinas

PRINCIPIO ACTIVO R R,
Rifamicina B H O-CH,-COOH
Rifamicina SV H OH
Rifamida H OCH,-CO-N(CH,-CH.),
i ici -CH=N-N N-CH
Rifampicina \ / 3 OH

Las tres Ultimas se obtienen por semisintesis, a partir de la rifamicina B,
siendo esta la mas activa de las rifamicinas naturales.

Se presentan en forma de polvos cristalinos de color rojo o anaranjado, poco
hidrosolubles, pero solubles en solventes organicos como acetona, metanol, etanol,
N,N-dimetilformamida, etc. La rifampicina es liposoluble. Una de sus principales
caracteristicas es ser sensibles a la luz.
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Modo de accion

Las rifamicinas inhiben la sintesis del DNA. Su accién es de tipo bactericidad
y s0lo se ejerce sobre los microorganismos sensibles que se encuentran en fase de
crecimiento. Son de amplio espectro, siendo la rifampicina mas activa que la rifamicina
SV. Quiz4 la peculiaridad méas importante de su espectro, es su actividad frente a
mycobacterias incluyendo las variedades de M. tuberculosis, mycobacterias atipicas

y M. Leprae (3).

Metabolizacion y eliminacion

La rifamicina SV tiene una absorcion digestiva reducida e irregular en sujetos
normales, sin embargo la rifampicina se absorbe de forma rapida y casi total, es
estable al &cido y mejor absorbida en ayunas. Son biotransformadas en el higado en
un 25-40 %, principalmente a desacetilrifamicinas, que mantienen gran parte de su
actividad antibacteriana. Debido a lainduccién enzimética, repetidas administraciones
de rifampicina conducen a una aceleracion pronunciada de su propia eliminacion lo cual

requiere, a menudo, el ajuste de la dosis de administracion y su monitorizacion (4).

La eliminacién de las rifamicinas, se hace fundamentalmente por las vias biliar
y urinarias. La ruta principal de excrecién, la hepéatica y secundariamente la fecal, es
mas alta en la rifamicina SV (60-80 % de la dosis suministrada) que en la rifampicina
(30-40%). La excrecion urinaria es reducida y lenta, solo de 1-10% en la rifamicina

SV y 18-30 % en la rifampicina.

Durante el tratamiento con rifamicinas, la saliva, heces, esputos, lagrimas,

leche y orina se pigmentan de un color rosa-anaranjado o rojizo.
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En cuanto a la rifamicina SV la inyeccién intramuscular Unica de 500 mg en un
adulto produce concentraciones séricas medias de 3.8 |[dg mL™ la primera hora; 1.7 g
.mL*alas 2 horasy 0.4 [Ug mL™ a las 6-horas. La inyeccion intravenosa Gnica de 500
mg en un adulto produce niveles sanguineos medios de 132 |Ug mL™ a los 5 minutos; 66
Mg mL™" alos 10 minutos; y 13 Jdg mL™ a las 2 horas. La rifampicina tiene un tiempo de

permanencia mayor, encontrandose a las 12 horas concentraciones de aun 5 |Ug mL™.

Aplicaciones clinicas e interacciones con otros farmacos.

Estan indicadas en la terapéutica de la tuberculosis pulmonar y urogenital,
principalmente, administrandose junto a otros antituberculosos (isoniazida,
etambutol, piracinamida, estreptomicina, p-aminosalicilico, etc), ya que los
microorganismos pueden presentar resistencia, y es por eso que nunca se trata la
tuberculosis con este Gnico antibidtico. También estén indicadas para el tratamiento
de lalepra e infecciones hepatobiliares. Tratamientos de portadores nasofaringeos
de meningococo asi como para efectuar la quimioprofilaxis de la infeccion

meningocdcica, especialmente en grupos reducidos de sujetos.

Estdn contraindicadas en la insuficiencia hepéatica, recién nacidos,
embarazadas (la rifampicina es capaz de atravesar la barrera placentaria, habiéndose
encontrado restos de ladroga en la sangre del feto). No debe administrarse junto con
farmacos potencialmente hepatotoxicos. Pueden producir efectos teratogenos en
animales de experimentacién (5). En lo que respecta a las interacciones
farmacoldgicas, las rifamicinas parecen disminuir la eficacia de los anovulatorios
orales, con el consiguiente riesgo de su efecto contraceptivo. El acido p-
aminosalicilico reduce los niveles séricos de rifampicina mientras que el probenecid
los aumenta. La administracidn simultanea de rifamicinay anticoagulantes cumarinicos
hace disminuir el efecto de estos ultimos. Igualmente disminuye también el efecto de

los glucocorticoides.
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ISONIACIDA y ACETILISONIACIDA

Laisoniacida por su excelente actividad, bajo costoy relativa buena tolerancia,
es considerada el mejor farmaco antituberculoso del que se dispone, por lo que
siempre deberia estar incluido en cualquier régimen terapéutico, si la cepa M.
Tuberculosis es sensible. La isoniacida es la hidracina del &cido isonicotinico, una

molécula pequefia e hidrosoluble que penetra facilmente en las células.

Modo de accion

La isoniacida posee accion bacteriostatica sobre los bacilos en etapa de
reposo, pero actia como bactericida si aquellos estan en fase de division répida. La
concentracion bacteriostatica minima es de 0.025 a 0.05 g ml™, mostrando una

selectividad extraordinaria para las micobacterias (6).

Se desconoce el mecanismo de accion, pero se han planteado algunas hipdtesis
que sugieren una accién primaria en la inhibicion de la biosintesis de 4cidos micolidos

(constituyentes importantes de la pared bacteriana).

Metabolismo y eliminacion

La isoniacida por via bucal se absorbe totalmente en el tracto gastrointestinal
y la concentracién sanguinea maxima se consigue en una a dos horas; por via
intramuscular la absorcién es mas rapida y la concentracién hematica ocurre a los 30
a 60 minutos; luego el nivel desciende hasta desaparecer practicamente a las 24

horas.
En el organismo, especialmente en el higado, la isoniacida: a) se acetila

mediante la transacetilasa, con formacién de acetilisoniacida, bacteriolégicamente

inactiva y menos toxica, la velocidad de acetilacion esta controlada genéticamente;

10
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b) se produce N-metilacion en pequefia escala; ¢) también se forma &cido isonicotinico
y pequefias cantidades de su conjugado con glicina, la isonicotinilglicina o acido

isonicotinilurico.

La isoniacida y sus metabolitos se excretan principalmente en la orina y una
pequefia porcién, 5 a 10%, se excreta en las heces. La vida media de la droga es de
alrededor de 60 minutos en los inactivadores rapidos y de 160 minutos en los lentos

7).

En la figura 1.2 se muestran las estructuras correspondientes a isoniacida y
acetilisoniacida, que es su principal metabolito y el cual ha sido objeto de estudio en

esta memoria.

O
N H
R |TI—N\
bR
R=—H Isoniacida ; R=——Ac Acetilisoniacida

Figura 1.2 .- Estructura de isoniacida y acetilisoniacida
Contraindiaciones
Entre los efectos adversos, los mas notables son erupciones, fiebre, ictericia
y neuritis periféricas, pero éstos se producen en un bajo porcentaje de los pacientes

tratados si se lleva a cabo una vigilancia cuidadosa (6).

La isoniacida debe utilizarse con mucho cuidado en los pacientes con

antecedentes epilépticos y en los sujetos que han padecido alguna enfermedad mental.

11



Capitulo 1. Introduccion. Aparatos y reactivos

PIRACINAMIDA

La piracinamida (piracinocarboxamida) es un compuesto sintético derivado del

acido nicotinico (figura 1.3)

Figura 1.3.- Estructura de Piracinamida

Modo de accion

El mecanismo de accion de la piracinamida se cree que es similar al de la
isoniacida. Se considera primariamente eficaz frente a las micobacterias localizadas
dentro de los macréfagos, ya que es activa solo a pH acido. Su mecanismo intimo de
accion se desconoce. Si solamente se utiliza este medicamento, réapidamente surge

resistencia (6).

Metabolismo y eliminacion

Esta droga tiene una absorciény distribucion excelente por todo el organismo;
con 1 g por via bucal se obtiene en sangre 22 |Ug ml™. El farmaco se hidroliza en el
higado a acido piracinoico, que se considera que es la forma activa del farmaco. La
vida media de la piracinamida es de alrededor de 12 horas.

La piracinamida y sus metabolitos son eliminados por la orina: 4-14% como

droga libre y el resto como metabolitos formados en el higado (8).

12
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Contraindicaciones

El efecto adverso mas frecuente y grave es el dafio hepatico. Después de
ingerir una dosis de 3g ( 40 a 50 mg kg™ de peso), surgen signos y sintomas de
hepatopatia en aproximadamente 15% de los pacientes, ictericia en 2 a 3% de ellos
y muerte por necrosis hepatica en casos poco frecuentes. La piracinamida produce
también hiperuricemia, artralgias, anorexia, nauseas, disuria, malestar general y

fiebre (6).
CREATININA

La creatinina es un producto residual de la digestion de proteinas y una medida
de la funcidn del rifién. Niveles altos son normalmente debidos a problemas nefriticos.
Los médicos usan el nivel de creatinina como la sefial directa de cémo los rifiones

desechan los productos residuales del cuerpo (13).

La estructura de creatinina se muestra en la figura 1.4.

OTN/KL

|
CH

NH

3

Figura 1.4.- Estructura de creatinina
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OTROS ANTIBIOTICOS ANTITUBERCULOSOS

Entre las drogas que pertenecen al primer grupo también se encuentran el
Etambutol, que es un derivado de la etilendiamina, cuyo mecanismo de accién se
desconoce. El farmaco es hidrosoluble y se absorbe bien por via digestiva. Su efecto

adverso mas grave es el desarrollo de neuritis Optica. Estreptomicina. Es un

aminoglucosido con capacidad bactericida frente a M. tuberculosis y barato, pero
tiene el inconveniente que sélo puede emplearse por via intramuscular y tiene una
importante toxicidad. Solo es eficaz frente a microorganismo extracelulares. Actua

inhibiendo la sintesis de proteinas a nivel ribosémico.

Entre los farmacos de segunda linea se encuentran: acido paraaminosalicilico,
etionamida, protoniamida, cicloserina, capreomicina, kanamicina, amikacina y

Tiacetazona (2).

En los dltimos afios se han empezado a utilizar nuevos farmacos en el
tratamiento de la tuberculosis. Algunos de los mas importantes son: Rifabutina. Es
un derivado de las rifamicinas, al igual que rifampicina. Su accion frente a M.
Tuberculosis es bactericida. Aunque alcanza concentraciones menores que la
rifampicina, tiene una semivida mucho mayor. Quinolonas. Tanto el ciprofloxacino
como el ofloxacino y el esparfloxacino han demostrado ser bactericidas in vitro

frente a M. Tuberculosis. Las fluoroquinolonas son farmacos muy seguros que

absorben y se distribuyen bien por el organismo. La experiencia clinica alienta el uso

de estos antibioticos junto a otros farmacos en el tratamiento de la tuberculosis (9).

14
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PAUTAS TERAPEUTICAS

La pauta terapéutica general recomendada es: isoniacida, rifampicina y
piracinamida, diariamente durante los dos primeros meses; y después isoniacida mas
rifampicina durante los cuatro meses restantes (10, 11). De no poder utilizarse la
asociacion isoniacida, rifampicina y piracinamida por contraindicacion o intolerancia
a alguno de estos farmacos, es aconsejable reemplazar el farmaco implicado por
etambutol. También pueden emplearse regimenes con dosis semanales o bisemanales

usando dosis altas de farmacos (12).
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Como hemos dicho anteriormente, en el trabajo de Tesis, se han puesto a
punto diferentes métodos analiticos para la separacion y/o determinacion de los
analitos antes citados. Para ello se han utilizado diversas técnicas instrumentales, que
como se mencionod anteriormente han sido: espectrofotometria de absorcion molecular
UV-Vis, cromatografiay electroforesis, ademas, dentro de la espectrofotometria se
han hecho estudios de cinética de reaccion y calibracion multivariante. Por todo ello,
por motivos de organizacion, hemos decidido abordar los fundamentos tedricos de
cada técnica, asi como los antecedentes bibliograficos mas relevantes de los analitos

en estudio, en los capitulos correspondientes a cada una de ellas.
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APARATOS Y REACTIVOS UTILIZADOS EN EL DESARROLLO DE
LA MEMORIA

Aparatos

/pH-metro “Crison”, modelo 501,provisto de electrodo combinado de vidrio

y de calomelanos saturado Metrohm EA120 y de microelectrodo combinado Crison.

v/Balanza Ohamus con sensibilidad de + 0.1 mg.

v Baiio de ultrasonido, P. Selecta.

v Sistema de obtencién de agua ultrapura, Milli-Q, consta de dos aparatos,

uno es el R10s/elix y el otro un Milli-Q.

vd Espectrofotémetro UV-visible Milton Roy, modelo Spectronic 3000. Se
emplean cubetas de cuarzo de 1 cm de espesor, posee un sistema de deteccion “Diode

Array” microordenador PC 386 incorporado y software propio Rapidscan.

v Ultratermostato Selecta Mod. Frigiterm, capaz de regular la temperatura
entre -10°C y 100°C, con una precision de = 0.1°C. Este equipo se conecto al soporte
de la cubeta en el espectrofotometro Milton Roy para estudiar influencias de

temperatura.

v Espectrofotémetro UV-visible Beckman, modelo DU-640, con computador

incorporado y software propio.
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v/ Accesorio para cinéticas rapidas RX-1000 de Applied Photophysics, con

jeringas de 5 ml, que se acopl6 al espectrofotometro Beckman

v/ Cromatégramo Waters 600E, equipado con una bomba Waters 610 y dos
detectores, UV-visible, Model 486 y fluorescente Model 474. El sistema estéa
equipado con una vélvula de 6 vias, Rheodyne, bucle de 20 1y columna Nova-Pak C-18
(15 cm x 3.9 mm).

vd Cromatografo Hewlett-Packard HPLC Mod. 1100, equipado con
desgasificador, bomba cuatrnaria vélvula de inyeccion de 6 vias, bucle de 20 Ul'y
detector “Diode Array”. El equipo esta provisto de un ordenador a traves del cual se
controlan todas las funciones del cromatdgrafo asi como la adquisicion y el anélisis de

datos. La columna analitica utilizada fue una NOva-Pak C-18 (15 cm x 3.9 mm).

v Equipo de electroforesis capilar Hewlett-Packard Mod. *°CE, equipado con
detector “Diode Array”, sistema de refrigeracion del capilar, carrusel de 48
muestras e inyector automatico. El capilar utilizado ha sido un capilar de silice (48,5
cmy 40 cm de longitud efectiva). El equipo es controlado desde un ordenador a través
del cual se controla todas sus funciones y también se efectla el tratamiento y

adquisicion de datos.
Reactivos
Disoluciones reguladoras o tampodn
Disoluciones reguladoras de amoniaco/cloruro amonico.
- Disolucion reguladora amoniaco/cloruro amonico, 0.5M en NH,Cly pH=10.2.-

Se partié de una disolucion de NH,Cl 0.5M a la que se afadi6 NH,OH del 25%
(PANREAC, P.A.) hasta obtener el pH requerido.
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- Disolucion reguladora amoniaco/cloruro amonico, 0.1M en NH,Cly pH=9.48.-
Se partio de una disolucion de NH,ClI 0.1 M a la que se afiadi6 NH,OH del 25%
(PANREAC, P.A.) hasta obtener el pH requerido.

Disoluciones reguladoras de fosfato de diferentes valores de pH:
- Disoluciones de pH 2.5, 4.5, 7.0.- Se parti6 de disoluciones de KH,PO,
(MERCK) 20 mM a las que se afiadio, KOH (SIGMA)6 H,PO, (PANREAC, P.A.), segln

el pH requerido.

-Disolucion de pH 12.- Se partio de una disolucion de K,HPO, (MERCK) 20 mM
a la que se afiadio KOH hasta pH 12.

Disoluciones reguladoras de borato de diferentes valores de pH:

-Disoluciones de pH 8.0, 9.2 y 10.0.- Se partio6 de disoluciones de Na,B,0, 20
mM a las que se afiadio, H,BO, (MERCK) 100 mM 6 NaOH (MERCK) 100 mM segun el
valor de pH.

-Disoluciones de pH 8.5 de diferentes concentraciones de sal (10-40 mM), se
partio6 de disoluciones de Na,B,0, 200 mM y por dilucion se consiguio la concentracion
deseada, el pH 8.5 se fij6 afladiendo H,BO; 100 mM.

Disoluciones estandar

Disolucién de dodecilsulfato sédico (SDS) (MERCK) de 150 mM, por pesada de
2.163 g de SDS y enrasado con agua desionizada a 50.0 ml.

Disolucién de colato sodico (merck) de 150 mM, por pesada de 1.611 g del
producto y enrasado con agua desionizada a 25.0 ml.
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Disolucion estandar de rifamicina SV (SIGMA) de 100 ppm, por pesada de

0.0100 g de rifamicina SV y dilucion hasta 100.0 ml con agua desionizada.

Disoluciones estandar de rifampicina (SIGMA) de 100, 200 ppm, por pesada
de 0.0100 6 0.0200 g de rifampicina, respectivamente y dilucién hasta 100.0 ml con

agua desionizada.

Disoluciones estandar de isoniacida, piracinamida (SIGMA) de 100, 200y 400
ppm, por pesada de 0.0100, 0.0200, 0.0400 g respectivamente de isoiacida o

piracinamida y dilucion hasta 100.0 ml con agua desionizada.

Disoluciones estandar de nabumetona, prednisona, indometacina, ibuprofeno,
probenedid, trimetoprim, sulfanilamida, estreptomicina, fenilbutazona (SIGMA) de
300 ppm, por pesada de 0.0300g de producto y dilucion hasta 100.0 ml con etanol
99.5% (PANREAC. P.A)) al 50%.

Disoluciones estandar de eritromicina (Baihringer Mannheim GmBH),
sulfaquinoxalina, sulfametacina, neomicina, sulfametoxazol (SIGMA) de 300 ppm, por

pesada de 0.0300 g de producto y dilucion hasta 100.0 ml con agua desionizada.

Disoluciones estandar de acido ascorbico (PANREAC, P.A.) de 300 y 500 ppm
por pesada de 0.0300 6 0.0500 g de acido ascorbico y dilucion hasta 100.0 ml con

agua desionizada.

Disoluciones estandar de cloranfenicol (Fluka), tetraciclina (SIGMA) de 200

ppm, por pesada de 0.0200 g de producto y dilucion hasta 100.0 ml con agua

desionizada.
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Disolucién estandar de etambutol (SIGMA) de 150 ppm, por pesada de 0.0150

g de producto y dilucién hasta 100.0 ml con agua desionizada.

Las disoluciones estandar de acetilisoniacida se prepararon a partir de una
disolucion de isoniacida, siguiendo el procedimiento Eidus (14), que a continuacion
describimos:

Disolucion estandar de acetilisoniacida 57 mM.- A 10 ml de isoniacida 60 mM
se le afladieron 0.5 ml de anhidrido acético, la disolucion resultante se agité y se dejo
a temperatura ambiente durante 6 h, después se guardd en la nevera.

Disolventes orgénicos utilizados en HPLC Y MEKC:

Acetonitrilo y metanol (MERKC, grado HPLC)
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Capitulo 2. Métodos cinéticos en espectrofotometria

METODOS CINETICOS EN QUIMICA ANALITICA

En la bibliografia analitica son numerosos las referencias sobre métodos
cinéticos cataliticos y no cataliticos, y su aplicacién a diversos campos del analisis.
Asi, es frecuente encontrar dichas referencias sobre todo en analisis clinico,
farmacoldgico y medioambiental. Las aplicaciones de sefiales cinéticas debidas a
sistemas no catalizados, son considerablemente menores que aquellas debidas a
sistemas catalizados. Sin embargo las innovaciones relacionadas con la manipulacion
de datos y los avances instrumentales, tales como las técnicas de flujo interrumpido,
generan alternativas competitivas en la resolucion de problemas analiticos basadas
en este tipo de sefiales (1). La inmensa mayoria de los métodos cataliticos no
enziméticos estéan dirigidos a la determinacién del catalizador; aunque no siempre, ya
gue en numerosos casos la accion catalizadora se emplea para aumentar la sensibilidad
en la determinacion del sustrato (2). Por contraste los métodos enzimaticos son
generalmente utilizados en la determinacion de uno de los reactivos. La tremenda
importancia de los métodos cataliticos y sobre todo los enzimaticos en analisis se

pone de manifiesto principalmente en anélisis clinico.

Las caracteristicas fundamentales que presentan los métodos cinéticos, con
respecto a los métodos basados en medidas en el equilibrio, se pueden resumir en las

siguientes:

1.- Posibilidad de determinar cantidades méas pequefias de analitos utilizando

la misma tecnologia que la desarrollada para los métodos termodinamicos.

2.- Numerosas reacciones pueden ser catalizadas, aumentando asi
notablemente la sensibilidad de los métodos cinéticos. La alta sensibilidad viene
representada por la pendiente de la curva de calibracion y, los bajos limites de
deteccion vienen representados por la minima cantidad de catalizador que puede

detectarse con alta probabilidad.
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3.- Posibilidad de semiautomatizacion, eliminando en parte la manipulacion de
las muestras y unificando las ventajas de sensibilidad, frecuencia de muestra y
precision, virtudes estas dos ultimas dificiles de conseguir con los métodos cinéticos

manuales.

Los métodos cinéticos en general son aplicados a sistemas quimicos durante
el transcurso de la reaccién, y en muchas ocasiones solamente durante los momentos
iniciales de la misma. Asi una de las caracteristicas propias es estar exentos de
posibles interferencias, que sin embargo pueden afectar a la reaccion en el estado de
equilibrio. Permiten la utilizacion de reacciones denominadas lentas, que no pueden
ser utilizadas en los métodos en equilibrio, ya que sélo requieren la medida de la
variacion de un pardmetro en funcién del tiempo. Por otra parte, estos métodos se
pueden basar en la aplicacion de las denominadas reacciones no-estequiométricas que
van acompafiadas de reacciones secundarias o consecutivas, si aquello que se mide es

la velocidad inicial.

Sin embargo, no todas las reacciones son susceptibles de utilizacion como base
de un método cinético de analisis. Deben de ser lo bastante lentas para que su tiempo
de semi-reaccién supere el tiempo necesario para obtener la mezcla homogénea de los
reaccionantes y permita realizar las lecturas con exactitud aceptable. Actualmente
diversas modificaciones instrumentales (mezcla répida, relajacion, etc.) han
introducido méas facilidad en dichas medidas, posibilitando la utilizacion de reacciones,
que con los métodos manuales tradicionales resultaban demasiado rapidas para su
aplicacion. Para diferentes técnicas, los tiempos de semi-reaccion expresados en

segundos son los siguientes (3):

Métodos convencionales 10' - 10*

Métodos de flujo 10 - 10

Métodos de relajacion 10° - 10"
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La velocidad de reaccion maxima posible, para la interaccion en disolucion, de
dos particulas sin carga ionica viene determinada por el valor de la constante de
reaccion de segundo orden, definido por el limite de difusion con un valor aproximado

de 10° L mol™s™,

Por el contrario, las reacciones no pueden ser excesivamente lentas si tienen
que tener valor practico. Se suele tomar como limite de interés préactico, el de un
tiempo de semi-reaccion de unas dos horas. Pero la velocidad de las reacciones puede
ser modificada y llevarla a los limites apropiados para los fines analiticos y el

instrumental disponible de varias formas:

- modificando la temperatura
- modificando las concentraciones de los reactantes

- variando la fuerza idnica de la disolucion del problema

Una caracteristica de los métodos cinéticos es que la calidad de los resultados,
puesto que se trata de un sistema dindmico, depende de la precision en la
determinacion del tiempo. También es necesario controlar las demas variables que
pueden afectar, tanto instrumentales como fisico-quimicas (temperatura,
disolventes, pH, etc.). Actualmente, este hecho ha dejado de ser un problema
importante gracias a la introduccion y generalizacion de la instrumentacion y las

técnicas de control.
El control riguroso de las condiciones experimentales, en especial para evitar
la presencia de impurezas, es una necesidad especialmente importante en los métodos

cinéticos basados en reacciones catalizadas.
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Fundamentos basicos de medidas de velocidad

Cuando una sustancia A reacciona con un reactivo R para generar un producto
P segun la reaccion de primer orden, A—P y lo hace en presencia de R, en exceso
suficientemente grande segun la ecuacion de pseudo-primer orden , A +tR =P, la

velocidad de reaccién viene dada por :

=-d [A]t /dt= kA [A]t

indicando el subindice t, que las concentraciones son las presentes después de un
tiempo de reaccion t. La integracion de esta ecuacion entre el tiempo t = 0 y un

tiempo t cualquiera da:

In [A], =In [A], - k, t

y expresado en forma exponencial :
[Al, = [Al. exp (k, T)

En la practica se suele medir la variacién con el tiempo de la concentracion de
la sustancia reaccionante A, o mejor dicho, la variacién con el tiempo del valor de
alguna propiedad fisica o quimica que dependa de aquella concentracion. Sin embargo,
en muchos casos, se emplea la medida de una propiedad que es funcion de la
concentracion del producto P. Cuando es necesario basar el anélisis en reacciones de
orden superior al primero se suelen adaptar las condiciones experimentales de modo
que la reaccién se reduzca a un comportamiento de primer orden, se convierte en una

reaccion de pseudo-primer orden con respecto al constituyente que se mide.
Las formas integrales de las ecuaciones cinéticas de diversos tipos de

reacciones quimicas, pueden dar lugar a representaciones graficas que son lineas

rectas. Segun cual sea el orden de reaccidn con respecto a la especie quimica cuya
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concentracion se sigue instrumentalmente, seré distinto el tipo de grafico que se
deberd usar. Si la reaccion es de primer orden o pseudo primer orden con respecto
a la especie R, la representacion de In [R], en funcion del tiempo da una recta cuya
pendiente es proporcional a la constante de velocidad. En el caso de reacciones
catalizadas, l6gicamente se obtendra una familia de rectas , cuyas pendientes estan
relacionadas linealmente con la concentracion de catalizador presente en cada una de
las disoluciones patron empleadas (figura 2.1a). Se toma experimentalmente la
tangente del angulo formado por cada una de aquellas rectas con la recta
correspondiente al blanco (figura 2.1b). Este método recibe el nombre de método de

las tangentes.

Ln
[R]o -X ? Tg ‘ b)

T [Co]

Figura 2.1.- Méetodo de las tangentes: a) Variacion de la [R], -x en funcion del

tiempo a varias concentraciones. b) Curvas de calibrado.

Dado que para poder medir estos angulos basta con obtener un segmento
pequefio de cada curva cinética, éste método de las pendientes se emplea también
segun una modificacion diferencial segun la cual Ax depende linealmente del tiempo
(t), y la pendiente de la recta Ax vs. t es funcion lineal de [C]. La necesidad de
tomar medidas que sean lo mas proximas posibles al instante inicial de la reaccion
exige que el periodo de mezcla de los reactantes sea suficientemente corto. Puede

aplicarse cuando la reaccién posee un periodo de induccion, basta con realizar las
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mediciones necesarias para la construccion del calibrado una vez transcurrido el

periodo de induccion (3).

SEMIAUTOMATIZACION. APLICACION AL ANALISIS

FARMACOLOGICO

En el estudio y aplicacion de la cinética de reacciones rapidas, el control
estricto de la mezcla y del tiempo de operacion constituyen los aspectos esenciales
para conseguir resultados reproducibles y fiables. La incorporacion de los
denominados sistemas de flujo interrumpido ha venido a facilitar la realizacion de las
medidas. En la figura 2.2 que acompafiamos se puede observar el esquema de flujo
y el tipo de sefial obtenido en un sistema de flujo interrumpido. Si en un sistema de
flujo continuo en el cual se estd registrando la sefial de forma continua, a un
predeterminado tiempo T, se para el flujo, estamos eliminando la componente cinética
debida al transporte. Luego, todo cambio de la sefial es debida exclusivamente a la

componente cinética quimica.

To Tl <> T2 Ttempo

C— /. ]

contlnuo pgrada continao

Figura 2.2.- Esquema de flujo y sefial obtenida en un sistema de flujo

interrumpido.
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El periodo T, , T, es el tiempo de parada del fluido y durante el cual en el caso
de que haya reaccién quimica (curvas 2 y 3) estaremos obteniendo las
correspondientes curvas cinéticas de reaccién. En el caso de que no se produjera

reaccion quimica se obtendria una curva de tipo 1.

Se denomina tiempo muerto al que transcurre desde que un elemento del fluido
alcanza al mezclador hasta que llega al punto de observacion. Evidentemente este
tiempo debe ser lo menor posible con objeto de acercarnos lo mas posible a esa
velocidad inicial tedrica. Los sistemas empleados para obtener sistemas de flujo
interrumpido han sido diversos. Asi, como podemos observar en la figura 2.3 se
puede obtener flujo interrumpido mediante un sistema de bombeo intermitente, o
bien mediante un sistema de doble valvula sincronizadas (figura 2.4). En el primer
caso, debe existir una sincronizacion entre la inyeccion de la muestra y el tiempo
transcurrido hasta que se para la bomba. Esto se puede llevar a cabo de diversas
maneras, por ejemplo mediante un controlador de tiempo, una bomba peristaltica
controlada por ordenador y una apropiada interfase con la valvula de inyeccién. En el
segundo caso, la sincronizacion debe producirse entre la inyeccién de la muestray
el giro de la segunda valvula, cuyo cierre inmoviliza a la muestra dentro del sistema

de deteccioén.

Hocs Q0. QM0 . .a-0s £ S0

7

oy O

- HEoOANH o Pew

Figura 2.3.- Sistema de flujo interrumpido con sistema de bombeo intermitente
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Lo Taan >a>530

Figura 2.4.- Sistema de flujo interrumpido con doble valvula sincronizada.

Con objeto de minimizar los tiempos muertos en reacciones rapidas se emplean
un segundo tipo de sistemas basados en la introduccion de los reactivos a presion y
parada inmediata en el sistema de deteccion. El sistema estd compuesto por jeringas,
dos de las cuales son impulsadas a presion controlada y una tercera actia como
jeringa de parada mecénicamente. En el momento de la parada se inicia la medicion de

la sefial en funcion del tiempo.

Se han desarrollado instrumentos basados en estas técnicas. En la figura 2.5

se ha representado una vision lateral y superior del sistema utilizado por nosotros (4)

en esta memoria.
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Figura 2.5.-A) Vista superior ; B) vista lateral del sistema de flujo interrumpido
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REVISION BIBLIOGRAFICA

Los métodos de flujo interrumpido pueden eliminar sefiales de fondo,
incrementar la sensibilidad y permiten en muchos casos la discriminacion cinética

entre analitos.

En los ultimos afios, se ha publicado una revisién sobre métodos cinéticos
semiautomdticos para la determinacion de diversas drogas (5) en el cual se incluyen
57 referencias bibliograficas. Podemos destacar como més significativas aquellos
trabajos referidos a la determinacion de opiaceos en orina, las que se basan en la
conjuncion de técnicas de flujo interrumpido y fosforescencia a temperatura
ambiente en medio micelar para la determinacion de naproxen, y la determinacion de
tetraciclinas mediante deteccién luminiscente. También tiene un interés especial el
trabajo referido a la determinacion de metotrimeprazina, tioridazina y sus mezclas
mediante un sistema de flujo interrumpido acoplado a deteccién de diodo array (6).
El método propuesto se aplic6 a la determinacion en medicamentos. Se han
encontradas otras referencias diversas respecto a la utilizacion de la técnica de flujo
interrumpido para la determinacion de diversos principios activos, asi se han
determinado acetaminofen en tabletasy suero (7); isoniazida, dihidralazina, levodopa
y aspartamo en preparados farmacedticoa (8); aminoglicdésidos como amicacina,
canamicina y trobamicina en farmacos (9); imipramina y desipramina en suero (10);
analgésicos clasicos como paracetamol y oxifenbutazona (11);determinacién de 4cido
clavulanico en plasma utilizando una reaccion de derivatizacion con imidazol (12);
determinacién de pesticidas como fosalén en formulaciones comerciales (13); dinoseb
y dinobuton en productos agroquimicos (14); determinacion de nitritos en agua y
alimentos, mediante reaccion con azul de timol en medio &cido sulfdrico (15);
determinacion de hemoglobina basandose en su actividad enzimatica para la oxidacion

de o-fenilendiamina con agua oxigenada (16).
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Ultimamente se estan resolviendo mezclas de analitos mediante sistemas de
calibracion multivariante (PCR, PLS, MLR) utilizando la totalidad de la curva cinética
o las velocidades iniciales de la reaccion, en todos los casos el sistema utilizado lleva
un dispositivo de stopped-flow para la inyeccion de muestras y reactivos necesarios,
de esta manera se han determinado mezclas de metales: hierro, cobaltoy niquel (17);

cobalto, niquel y galio (18); y antibidticos como amoxicilina y acido clavulanico (19).

En revisiones bibliograficas més generales, sobre la aplicacion del analisis por
inyeccion en el campo del analisis de productos farmacéuticos y drogas relacionadas
(20), ponen de manifiesto que mas de la mitad de los trabajos publicados en la Gltima
década utilizan deteccion basada en interacciones de tipo fotométrico, y dentro de
estas es la absorcion UV-Visible la mas empleada. Las técnicas electroquimicas en
general, presentan un notable menor nimero de aplicaciones, siendo las técnicas
amperomeétricas las de mayor difusion. Es de destacar, el gran desarrollo que estan
teniendo los denominados sensores electroquimicos. Un significativo nimero de
trabajos se refieren a la utilizacibn de reactores enziméaticos y electrodos

enzimaticos.

Analisis de rifamicinas

En este capitulo se exponen los resultados obtenidos en el estudio cinético de
la oxidacion de ansamicinas, concretamente rifamicina SV y rifampicina, en presencia
de trazas de cobre (11). Se proponen métodos manual y semiautomatico, y se aplican

al analisis de estos principios activos en farmacos y en orina.

En la bibliografia se encuentran numerosos métodos de determinacién de
rifamicinas. Las mas estudiadas, analiticamente hablando, son la rifamicina B, S, O,
SV y la rifampicina, siendo ésta las méas estudiada de todas, probablemente debido

a su mayor uso clinico. Las técnicas mas utilizadas en estas determinaciones son HPLC,
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HPTLC y espectrofotometria UV-Vis.

Son numerosos los trabajos donde se determinan rifamicinas mediante
métodos espectrofotométricos. En la tabla 2.1 se dan algunos parametros de los
mismos. La rifampicina es la droga mas estudiada espectrofotométricamente. Tanto
la rifampicina como la rifamicina SV presentan absorcion en el visible, y la
determinacién puede ser mediante la absorcion de la misma droga (22) o formando
complejo con un ligando como azul de metileno (21), i6n cobre o quinona halogenada
(25). Se han determinado mezclas binarias de rifamicina y otras drogas (28), o de
rifamicina con algunos de sus metabolitos o impurezas, mediante espectrofotometria
derivada (26, 27) o métodos quimiométricos (26). Estos métodos se han aplicado a

muestras de fluidos biolégicos (23-25) , y preparaciones farmacéuticas (24-28).

Un método de andlisis de rifamicinas muy utilizado es la cromatografia liquida
en fase reversa. La rifamicina méas analizada es la rifampicina, sola o acompafnada por
sus metabolitos u otros antibidticos. Debido a que en el capitulo 4 de esta memoria
se propone un método cromatogréafico para su determinacion, junto con otros analitos
(isoniacida, acetilisoniacida y piracinamida), es en ese capitulo donde se desarrollara
la revision bibliografica referente a su determinacién mediante cromatografialiquida

en fase reversa (HPLC).

En cuanto a la determinacion de las otras rifamicinas mediante esta técnica,
no hay muchos trabajos ya que, como hemos sefialado anteriormente, la rifampicina
es la rifamicina de mayor aplicacion. Se han resuelto mezclas de rifampicina,
rifamicina B y rifamicina SV, utilizando un detector de espectrometria de masas y
una fase movil acetato amonico/metanol (2:3) en modo isocratico (29); mezclas de
cuatro rifamicinas: rifamicina B, O, S, SV utilizando una fase movil en gradiente
metanol/formiato amonico, pH 7.2 (30) o en modo isocréatico acetonitrio/acetato, pH

7 (1:1) (31), en ambos casos con deteccion fotométrica. También se han determinado
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derivados de rifamicinas como el DL-473; [3-(4-ciclopentilpiperazin-1-
yliminometil)rifamicin], en plasma (32). La columna utilizada en todos los casos fue de

fase apolar C18.

Otra de las técnicas utilizadas para la separacion y determinacion de
rifamicinas es la cromatografia en capa fina de alta resolucion (HPTLC). La rifamicina
mas estudiada es, nuevamente, la rifampicina. Se ha aplicado a la separacion y
determinacién de rifampicina y productos de degradacion en estudios de interaccién
de la droga con excipientes (33), a la determinacion de rifampicina en formulaciones
farmacéuticas (34, 35) o a la separacion de rifampicina y tetraciclina (36, 37). El
eluyente mas utilizado es la mezcla cloroformo/metanol/agua. la deteccion puede ser

UV-vis o fluorimétrica y pueden evaluarse densiométricamente.

Por otro lado, las rifamicinas pueden sufrir reacciones de oxidacion con N-
bromosucinamida, para dar productos quimioluminiscentes que pueden utilizarse para
la determinacion de las mismas por esta técnica. El método es muy sensible,
pudiéndose determinar la rifampicina entre 0.02 a 1 ppm con limites de deteccion
de 0.0017 ppm y rifamicina SV entre 0.005 a 1 ppm con un limite de deteccion de

0.0005 ppm. EI método se ha aplicado al anélisis de especialidades farmacéuticas (38).

Por ultimo, las rifamicinas (en concreto la rifamicina B) y otros antibidticos
macrociclicos como la vancomicina pueden ser utilizadas como rellenos de columna en
HPLC para la separacion de compuestos quirales (39). La rifamicina B, se ha utilizado

en la separaciéon de aminoalcoholes racémicos en electroforesis capilar (40).

No se han encontrado referencias bibliograficas sobre la aplicacién de

métodos cinéticos a la determinacion de rifamicinas.
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Capitulo 2 Métodos cinéticos en espectrofotometria

ESTUDIO DE LAS CARACTERISTICAS DE INTERES ANALITICO
DE LA RIFAMICINA SV

Como ya hemos descrito en la Introduccién de esta Memoria, la familia de las
ansamicinas, esta formada por diversos compuestos con actividad antibidtica, entre
los cuales se encuentran las rifamicinas, rifampicina, etc. Abordamos en primer lugar
el estudio de las principales caracteristicas de interés desde el punto de vista

analitico de la rifamicina SV.

La rifamicina SV, cuya estructura ha sido expuesta anteriormente, es soluble
en agua y sus disoluciones, tanto en medio acido como basico, presentan coloracion
anaranjada apreciable, absorbiendo en la zona ultravioleta-visible. Se ha observado
en los estudios previos que las disoluciones en medio basico cambian de coloracion en
funcidn del tiempo y que por otra parte, dicha evolucion parece ser mucho mas rapida
en presencia de determinados iones, por ejemplo Cu*, generando disoluciones rojizas.
Debido a estos hechos, se aborda inicialmente el estudio de las disoluciones acuosas
de rifamicina SV (Rf), para posteriormente llevar a cabo el estudio de las reacciones

que tiene lugar en presencia de cobre (I1).

Estudio de las disoluciones acuosas de rifamicina SV

Estabilidad en agua

Para los estudios iniciales se prepara una disolucion madre de rifamicina SV
(RF) de 100 ppm ( 1.39 x10™* M), a partir de esta y por dilucion en agua desionizada,
una de 10 ppm. Se registraron los espectros UV-visible de dicha disolucion recién

preparada y cada cinco minutos, durante un periodo de 60 minutos.
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En la figura 2.6 aparece representado el espectro de absorcion. Dicho
espectro presenta tres maximos de absorcién localizados a 215, 316 y 445 nm. Se
puede constatar que las disoluciones diluidas de Rf en medio acuoso son totalmente

estables al menos durante una hora.

Por otra parte, y a partir de la disolucion madre antes indicada, se prepararon
diariamente muestras de Rf 10 ppm en medio acuoso, y se registraron sus espectros
de absorcion. Durante al menos un periodo de 4 dias, la disolucién madre de

rifamicina SV es también estable.

1.00

0.00 T I T I T I T 1

200 300 400 500 600
Longitud de onda (nm)

Figura 2.6.- Espectro de absorcion de rifamicina SV. [Rf] = 10 ppm; pH = 5.8;
Tiempo de medida entre O y 60 minutos.
Estabilidad en medio basico
En los estudios preliminares se observé como las disoluciones basicas de Rf

cambian de coloracion con el tiempo. Por ello, a continuacion se estudio la estabilidad

de las disoluciones diluidas del analito en medio basico a distintos pH. Para ello, se
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prepararon dos disoluciones de Rf de 10 ppmy a valores de pH de 9.48 y 10.2 (fijados
por adicion de tampén amoniaco/cloruro amonico). A cada muestra se le registré un
espectro de absorcion cada 3 minutos, durante un periodo de tiempo de 1 hora. Las

muestras se mantuvieron a temperatura ambiente.

El espectro de absorcién de la muestra a pH=9.48, no presenta cambios
apreciables durante el periodo de medida, sin embargo los de la muestra a pH=10.2
evolucionan paulatinamente a medida que transcurre el tiempo. En la figura 2.7
podemos observar dichos espectros de absorcion. Los maximos de absorcién
inicialmente situados a 316 y 445 nm sufren un lento efecto hipercromico e
hipocrémico, respectivamente, a medida que transcurre el tiempo. Simultaneamente
se observa un efecto hipercrémico a longitudes de onda superiores a 500 nm, de
manera que una vez transcurridas 3 horas se apunta un nuevo maximo situado a 523

nm, responsable de la coloracién rojiza observada.

1.007]

0.807 - --alas 3 horas

06071

Abortenda

|
0.407

200 300 400 500 600
Longitud de onda (nm)

Figura 2.7- Evolucion de los espectros de absorcion de rifamicina SV (10 ppm) a
pH=10.2 (tampdn amoniaco/cloruro amonico).(SSS) Un espectro cada 3 minutos. (--

---) Espectro de absorcion obtenido a las 3 horas.
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Dado el efecto batocrémico observado y con el objeto de acelerar el proceso,

se estudia la influencia que la temperatura ejerce sobre la evolucion del espectro de

absorcion de rifamicina SV a pH= 10.2. Se prepararon muestras similares a las

anteriormente descritas pero termostatizadas a diferentes temperaturas en el

intervalo comprendido entre 25 y 45 ©C. A cada una de ellas se les registraron los

espectros de absorcion cada 3 minutos durante 1 hora. En la figura 2.8A se ha

representado la evolucién de la absorbancia a 316 nm, correspondiente a la

monitorizacién de la formacion de un derivado de la Rf, mientras que en la figura

2.8B se representa la evolucién de la absorbancia a 445 nm, es decir monitorizacion

del proceso de desaparicion de la Rf.

Absorenciaa 316 nm

0.707

0

10

20 30 40 50 60
Tiempo(min)

Absorbancia 452 nm

25°C g,
0°C

32.5°C
35°C

45°C

10 20 30 40 50 60
Tiempo(min)

Figura 2.8.- Evolucion de las absorbancias a 316 nm (A) y a 445 nm (B) de

disoluciones de rifamicina SV a diversas temperaturas (pH =10.2).

Como se puede observar, la velocidad de la formacién del derivado de la

rifamicina SV aumenta a medida que aumenta la temperatura. Para temperaturas
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superiores a 40 °C, el equilibrio parece alcanzarse aproximadamente a los 30 minutos.
Teniendo en cuenta los datos bibliograficos, dicha reaccion parece corresponder a la
oxidacién de la rifamicina SV (Rf) para dar la correspondiente quinona (QRT), dicha
reaccion tendria lugar en medio basico debido al propio oxigeno atmosférico disuelto
en la disolucién. Por tanto, las disoluciones basicas de Rf tendran una estabilidad
relativa en funcion de la temperatura, siendo recomendable su medida

inmediatamente después de preparadas.

Influencia de la acidez del medio en las caracteristicas espectrales de

Rifamicina SV

Se prepararon muestras conteniendo una concentracion de Rf 10 ppm , KCI 0.1
M y cantidades variables de CIH y NaOH de diferentes concentraciones con objeto
de variar el pH entre 1.5 y 12 aproximadamente. Se obtienen los espectros de
absorcion para las diferentes muestras frente a blancos, inmediatamente después de
preparadas y a temperatura ambiente. En las figuras 2.9A y 9B aparecen

representados los espectros de absorcion a diferentes valores de pH.

1.20
B)
1.00

0.80

0.60

Absorbancia

Albsorbancia

12
0.40 ~ 6.44-9.00

200 400 600 200 400 600
Longitud de onda (nm) Longitud de onda (nm)

Figura 2.9.- Espectros de absorcion a diferentes valores de pH: A) pH=1.72 -
6.44; B) pH = 6.44 - 11-71
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Cuando se representan las variaciones de absorbancia con el pH a longitudes

de onda seleccionadas, se observan los resultados de la figura 2.10.

0.60 ]
0.55 7]
0.50 7]
0.45 7]
0.40 7]
0.35 7]

Absorbancia

0.30 ]
0.25
0.20
0.15

316 nm

445 nm

0.10 L

Figura 2.10.- Variacion de la absorbancia con el pH a 316 y 445 nm.

Entre pH 1y 3 se observa un efecto hipercréomico tanto a 316 como a 445 nm,

asi como un efecto batocrémico a 316 nm situandose al maximo a 321 nm para pH > 3,

observandose un isobéstico a 305 nm. Para pH comprendidos entre 3 y 9 la

absorbancia permanece constante a 445 nm y aumenta de forma muy ligera a 316 nm.

Para pH > 9.5 se observa un efecto hipocromico a 445 nm, asi como un desplazamiento

batocrémico, desplazandose el maximo que inicialmente se encontraba a 445 nm hasta

452 nm y un efecto hipercromico a longitudes de onda superiores a 500 nm. Se

observan dos isobésticos a 485 y 222 nm. De todas maneras dada la inestabilidad de

las disoluciones en medio basico y en presencia de oxigeno atmosférico, los cambios

observados en los espectros a pH > 10, pueden ser poco reproducibles.
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Influencia de la concentracién de tampon en la reaccion de oxidacion de

la Rifamicina SV

Como es general en los procesos oxidativos, la velocidad de los mismos se
puede ver influenciada por diversos pardmetros tanto quimicos (especies presentes,
pH ...), como fisico-quimicos (temperatura, etc), por ello se proponen una serie de
experimentos encaminados a determinar que influencia tiene la naturaleza del medio

sobre la velocidad de transformacion de la Rf.

Para muestras conteniendo una cantidad constante de Rf 10 ppm y cantidades
variables de tampdn amoniaco/cloruro amoénico (0.5 M en cloruro amonico) a pH 10.2,
se registran las curvas cinéticas, absorbancia - tiempo, en el periodo comprendido
entre 0 y 600 segundos. Se monitoriza al igual que la experiencia anterior, tanto la
desaparicion de Rf ()\ =452 nm) como la aparicién del producto quindnico, QRf ()\=
320 nm). Como sefial analitica se utiliza la tangente a la curva en la zona lineal (150 -
540 s) y se estudia su evolucion en funcion de la concentracion de tampén (pH=10.2)
en el intervalo comprendido entre 0.16 y 1.87 M. Las muestras se mantienen a una

temperatura constante de 40 °C. En la tabla 2.2, aparecen los resultados obtenidos.

Tabla 2.2.- Influencia de la concentracion de tampon

[Tampén], M Pendiente(min™) [Tampon], M Pendiente (min™)
320 nm 452 nm 320 nm 452 nm
0.16 4.19x10°° -5.02x10°° 0.56 1.03x107? -1.36x107?
0.19 4.48x10°° -6.05x10°® 0.94 1.31x10°? -1.81x107°
0.24 4.08x10°° -4.73x10°° 1.31 1.30x107? -1.80x107?
0.32 5.46x107° -6.98x10°° 1.87 1.32x107? -1.89x1072
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Como se puede observar en la figura 2.11, la pendiente aumenta a medida que

aumenta la concentracion de tampén hasta una concentracién de aproximadamente 1

M, permaneciendo constante para valores superiores.

0.015 7
0.010 320 nm
= 0.005
§' 0 0007:
g ]
T _
B -0.005
o 4
a
-0.010
-0.015 452 nm
-0.020 T T T T T T ]
0.00 0.50 1.00 1.50 2.00
[Tampén], M

Figura 2.11.- Variacion de la pendiente a las curvas cinéticas obtenidas a 320 y 452 nm en

funcion de la concentracion de tampon amoniaco/cloruro amonico (pH = 10.2).

Calculo de los 6rdenes parciales de reaccion para las especies del tampén

y protones.

Con objeto de dilucidar la influencia, de forma independiente, de las distintas

especies que forman el tampon (amoniaco e i6n amonio) en la cinética de la reaccion,

se llevaron a cabo dos series de experimentos sobre muestras conteniendo una

concentracion fija de Rf (10 ppm) y mantenidas a temperatura ambiente:
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Serie 1.- Se mantiene constante una concentracion de amonio (0.1 M) y se
varia la concentracién de amoniaco de manera que el pH varie entre 9.0 y 10.5,

aproximadamente.

Serie 2.- Se mantiene constante una concentracion de amoniaco (0.02 M) y
se varia la concentracion de amonio, de manera que el pH se sitle entre limites
similares a obtenidos en la serie 1. Para ambas series se obtiene las curvas cinéticas
a 320 nm.

En las condiciones experimentales de las dos series la concentracion de la Rf
permanece constante, por tanto, no interviene en la ecuacién general de la velocidad:
v = K[NH]* [NH, T°[HT°

que puede ser simplificada para las distintas series como:

Serie 1:v=k [NH,]* [H]® para [NH,] = constante
Serie 2: v = k”[NH4+]b [H]° para [NH,] = constante

tomando logaritmos en ambas ecuaciones y reorganizandolas, se pueden expresar

comao:
log—Y— = k' - cpH
[NH,]*
log k- c pH
[NH, 1

Los coeficientes a, b, y c son ordenes parciales de reaccion correspondientes
a NH,, NH,”y H". Se calcularon como valores que satisfacen el sistema de

ecuaciones:a=-1,b=4yc=1
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La ecuacion cinética, en las condiciones experimentales, se puede resumir como:

para pH>9.0:v = K [NH, 7" [H]"/ [NH,]

En la figura 2.12 aparecen representadas las funciones logaritmicas para las

series 1y 2 en funcion del pH.

log (vfamonio]
w
8
|

pendiente = 1.1

G L L L DL B

9.00 9.20 940 9.60 9.80 10.00 10.20
pH

-3.40 7]

-3.60 7]

-3.80 7]

-4.00 7]

-4.20 7]

-4.40 T T T T T T T T T T T ]
8.80 9.00 920 940 9.60 9.80 10.00
pH

pendiente = 1.1

log (vAamoniaco]

Figura 2.12.-Determinacion de los ordenes parciales de reaccion de NH,', NH, y H".
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Como se puede concluir de los estudios realizados, la velocidad de oxidacion
de la rifamicina SV en medio basico depende fundamentalmente de las
concentraciones de las especies involucradas en el tampoén y se ve favorecida por la
concentracion de sales amonicas, haciéndose independiente de las mismas cuando la
concentracion total del tampén es superior a1 M (figura 2.11). Ademas, la velocidad
es baja y la evolucién de la sefial a las distintas longitudes de onda ensayadas no nos

proporciona una adecuada sensibilidad con fines analiticos.

Estudio de la reaccionabilidad de rifamicina SV con metales de

transicion. Procedimiento manual

Una vez puesta de manifiesto la posible inestabilidad de las disoluciones de
rifamicina SV en medio bésico y estudiada la cinética de la misma, se estudia la
influencia que diversos iones metélicos ejercen sobre la cinética de la reaccion y
sobre la forma de los espectros. Se ensayan metales que tradicionalmente actuan
como catalizadores de la oxidacion aérea, fundamentalmente en medio amoniacal
como son: cobre (11), cobalto (1) y cinc (11). También se ensayan diferentes medios
de acidez, aproximadamente neutro, pH=6.5 (tampén fosfato), acido, pH=2.9 (tampdn

cloroacético/cloroacetato) y béasico, pH=10.2 (tampbén amoniaco/amonio).

Para ello se preparan muestras conteniendo una concentracion fija de Rf (10
ppm), 2.0 ml de disolucion del cation en estudio 1x10* M, 3.0 ml de disolucion
tampon, y agua desionizada hasta completar 10.0 ml. Se registraron los espectros
de absorcion de estas muestras cada 60 segundos durante 10 minutos y
posteriormente se realiz6 una medida a las cuatro horas de su preparacion. Las
muestras se mantuvieron termostatizadas durante el registro a una temperatura de

40°C.
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En medio acido y neutro no se observan cambios en los espectros de absorcion
con ninguno de los iones ensayados, incluso una vez transcurridas cuatro horas. Sin
embargo en medio basico y en presencia de cobre (11), instantdneamente, se observa

una coloracion roja en las disoluciones de rifamicina SV.

En la figura 2.13 se ha representado los espectros de Rf obtenidos
inicialmente, alos 20 y 40 segundos, en presencia y en ausencia de cobre. A los 20
segundos, en presencia de Cu la transformacion del espectro es total, pudiéndose
observar los siguientes cambios: se produce un efecto hipocrémico a 452 nm junto
a un desplazamiento batocrémico situandose el maximo a 523 nm y un efecto
hipercréomico a 320 , 265 y para longitudes de onda menores a 220 nm. Cuando se
superponen los espectros de absorcion originados instantaneamente en presencia de
cobre y los correspondientes a las disoluciones de Rf una vez transcurridas varias
horas, resultan ser idénticos. Es decir, la presencia de cobre parece acelerar la
reaccion de oxidacion de la rifamicina SV dando lugar a evoluciones rapidas del

espectro tanto a 320 como a 452 nm. También se comprobd que en presencia de 4cido

ascorbico no se observaba la evolucion del espectro de la Rf.
t
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Figura 2.13. - Espectros de absorcion de la rifamicina SV en ausencia (—) y en

presencia de Cu (11) (---).
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Influencia de la concentracién de Cu (I1) sobre la cinética de la oxidacion

de la Rifamicina SV.

Se preparan muestras conteniendo una concentracion fija de Rf 7 ppm, 0.6
ml de tampdén NH,OH/ NH,CI de pH 10.2 (C; = 1.08 M), 2.2 ml de agua y 50 MUl de
disolucién de Cu (1) de diversas concentraciones de manera gque la concentracion de
Cu (I0) varie entre 0.10 y 4.1 ppm. Las muestras se prepararon en la propia célula
fotométrica con objeto de minimizar el tiempo transcurrido entre la adicién del
catalizador (Cu (11)) y el comienzo del registro. Se registraron las curvas cinéticas
a 320 y 452 nm. La temperatura se mantuvo a 25 °C. En la figura 2.14 aparecen

representadas dichas curvas.

. 4.16 ppm
H'”MW Pp
0.24 '.I'J' 04 ppm
0,52 Rpm
0.26 pp
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-é 0.13 ppm
§ 0.20
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0.18
016 T 71T T T " T T " T T 7 T "1
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Tiempo (segundos)

Figura 2.14.- Curvas cinéticas obtenidas para diferentes concentraciones de Cu

(11) a 320 nm.
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Como se puede observar la velocidad inicial aumenta al aumentar la
concentracién de Cu (I1). Para concentraciones del orden de 1 ppm el equilibrio se
alcanza aproximadamente a los 60 segundos. Para medida de la velocidad inicial de
la reaccion se emplean la tangente a la curva cinética durante los primeros 20

segundos de reaccion.

En la figura 2.15 se han representado las curvas cinéticas obtenidas para la

desaparicion de la Rf mediante medidas de absorbancia a 452 nm.
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Figura 2.15. - Curvas cinéticas obtenidas para diferentes concentraciones de Cu

(11) a 452 nm.

La velocidad de reaccién aumenta a medida que aumenta la concentracion de
Cu (I11), obteniéndose un valor final de absorbancia similar para todas las muestras.
Es decir, la concentracién final de producto generado es independiente de la

concentracion de Cu (11), solo se ve afectada la velocidad de la reaccién. De las
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curvas descritas anteriormente se deduce la elevada sensibilidad obtenida incluso
para concentraciones de Cu (I1) relativamente bajas (2 ppm). También se puede
observar como a medida que aumenta la velocidad inicial, disminuye la zona lineal de

la curva, dificultandose por tanto el célculo de la pendiente.

Aunque continuaremos utilizando la metodologia ya descrita, es decir,
medidas realizadas directamente en la célula fotométrica y premezcla de los
reactivos, evidentemente el método podria mejorarse mediante la utilizacion de un
mezclador neumético que permitiria una medida més exacta de la velocidad inicial.
Dichos estudios se llevaran a cabo con posterioridad con el objeto de comparar los

resultados obtenidos por ambos métodos.

Al representar los valores de la velocidad obtenidos a ambas longitudes de
onda para las diferentes concentraciones de Cu (I1), se obtiene la grafica de la figura
2.16.

La velocidad de reaccion se hace independiente de la concentracion de Cu (I11)

para [Cu (11)] >2 ppm.

0.10 7 . ®
) 320 nm
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0.00 1.00 2.00 3.00 4.00
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Figura 2.16.- Influencia de la [Cu(11)] en la velocidad de reaccion: a) formacion de

la quinona (Qrf) (/| =320 nm) y b) oxidacion de Rf (/| =452 nm).
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Como puede observarse en la figura, los valores de velocidad obtenidos en
presencia de Cu (11) son més elevados que cuando este i6n no esté presente, y esta
catalisis hace util la reaccién de oxidacién de Rf, desde el punto de vista analitico,
pudiéndose medir tanto la desaparicion de Rf como la aparicion de QRf. En presencia
de 1.0 ppmde Cu (11) larelacion “velocidad reaccion catalizada / velocidad reaccion
no catalizada”, es del orden de 7 veces. Se determiné el orden parcial de reaccion
mediante analisis logaritmico ( log velocidad vslog [Cu (11)]) encontrandose que para
[Cu (I1)] <1.0 ppm, es uno el orden més probable, siendo cero para valores superiores.

En la figura 2.17 se puede observar la representacion de dicho andlisis logaritmico.
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Figura 2.17.- Representacion logaritmica de la influencia de la [Cu (11)] en la

velocidad de reaccion.

56



Capitulo 2 Métodos cinéticos en espectrofotometria

Influencia de la temperatura en la reaccion catalizada..

Se ha estudiado la influencia que la temperatura ejerce sobre la velocidad de
reaccion. Para ello se obtuvieron las correspondientes curvas cinéticas a 320 y 452
nm para muestras conteniendo concentraciones constantes de Rf (7 ppm) y Cu (11)
(0.58ppm), 0,6 ml de tampon NH,OH/NH,CI de pH=10.2 y agua hasta completar el
volumen final de 3.0 ml. La temperatura se varié entre 15 y 45 °C. Se emplearon los
20 primeros segundos de reaccion como periodo de medida de la tangente a la curva.
Como se puede ver en la figura 2.18, la velocidad de la reaccion catalizada resulta
ser practicamente independiente de la temperatura. Para los estudios posteriores se

fij6 25°C como temperatura de trabajo.
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Figura 2.18. - Influencia de la temperatura en la velocidad de la reaccion

catalizada.
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Influencia de la concentracion de rifamicina SV en la velocidad de

reaccion. Recta de calibrado.

A continuacion y siguiendo la sistematica clasica de medida de la velocidad
inicial con premezcla manual de los reactivos, se estudia la influencia que la
concentracion de R tiene sobre la velocidad de reaccion. Esta experiencia se realizé
sobre series de muestras que contenian diferentes concentraciones de Cu (11): 4.2
ppm, valor para el cual la velocidad es independiente de la variable [Cu (11)] y dos

valores situados en la zona de mayor influencia de Cu (11), 0.58 y 1.04 ppm.

La serie de muestras que contenian 4.2 ppm de Cu (11), no dieron resultados
satisfactorios debido a la imprecision en la medida de la velocidad inicial sobre todo
a medida que aumenta la concentracion de Rf , sin embargo las otras dos series de
muestras dieron resultados satisfactorios. En la figura 2.19 aparecen representadas
las curvas cinéticas correspondientes a la formacién de Qrf obtenidas cuando

se emplea una [Cu (11)] = 1.04 ppm.
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Figura 2.19. - Curvas cinéticas obtenidas a 320 nm para diferentes concentraciones

de rifamicina SV (Rf) comprendidas entre O y 10 ppm.
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Como se puede observar, la velocidad inicial aumenta a medida que aumenta la
concentracion de Rf habiéndose completado la reaccién en aproximadamente 100
segundos en todos los casos. En la figura 2.20 se han representado las rectas de
calibrado a 320 y 452 nm para dos series de muestras de diferentes concentraciones

de Rf, utilizando en cada serie diferente concentracion de Cu (11): 0.58 y 1.04 ppm,

respectivamente.

en presencia de
1.04 ppm de Cu(ll)

en presencia de
0.58 ppm de Cu(Il)

Pendiente (1/min)

00 20 40 60 80 100
[Rifamicina SV], ppm

Figura 2.20. - Influencia de la concentracion de rifamicina SV y de la concentracion

de Cu (11) en la velocidad de la reaccion.

Se observa que al aumentar la concentracion de Cu (11) aumenta el valor de
la pendiente, como era de esperar. Se calculé el orden parcial de reaccion con
respecto a la concentracion de rifamicina SV, en ambas condiciones, determinandose

que la relacion més proxima a la unidad es la obtenida con 1.04 ppm.
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Tratamiento estadistico de los datos de calibracion.

A continuacion se llevo a cabo un tratamiento estadistico con objeto de poner
de manifiesto, si tanto las medidas de velocidad obtenidas a 320 nm como las
obtenidas a 445 nm, se pueden utilizar como sefales analiticas para proponer un
nuevo método cinético de determinaciéon de rifamicina SV (Rf) utilizando 1.04 ppm

como concentracion de catalizador.

Tratamiento tedrico. La calibracion lineal es el medio mas utilizado, desde el

punto de vista analitico, para determinar la relacion entre la concentracion de analito
presente en una muestra, a partir de un valor obtenido para una determinada variable
instrumental. Esto es debido fundamentalmente a que existe una ley tedrica sobre
la cual se soportala experimentacion en un determinado intervalo de concentraciones,
de manera que si se supera dicho intervalo, nos podemos encontrar con modelos que
incluyan términos en segundo grado. A pesar de la popularidad de dicho modelo hay
conceptos de aplicacién confusa, que vamos a tratar a continuacion.  La calibracién
tiene normalmente como finalidad la prediccién de un valor de concentracion a partir
de un determinado valor experimental del instrumento. Esta etapa final, denominada
de prediccion, se puede llevar a cabo si previamente se ha establecido una relacion
matematica valida o modelo matematico, entre la respuesta y Yy la concentracién de

analito, x. Por lo tanto, las etapas fundamentales se podrian resumir en:

1.- Establecimiento del modelo de linea recta,

2.-Validacion del modelo establecido y

3.- Prediccion mediante interpolacion inversa.
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1.- Establecimiento del modelo lineal.-Larelacion existente entre lavariable

independiente xy la dependiente , y, se expresa mediante la ecuacién:

y=B *Bxre

donde BO y Bl representan los valores verdaderos de los parametros denominados
ordenada en el origen y pendiente, respectivamente, y € es el valor del error
aleatorio asociado a la respuesta y. Dado que ﬂo ﬂl y € representan valores
verdaderos, tedricamente nunca podrian saberse con certeza. Sin embargo, en la
practica se podran realizar estimaciones de estos valores. A estas estimaciones les
vamos a denominar b,, b,y e, asi, para npares de valores concretos x;, y,, se puede

escribir la relacion:

Y b, bxir e

La dificultad estriba, por tanto, en hallar las estimaciones b,y b, Todo
proceso de calibracion conllevaerrores g;en las respuestas y,observadas. Los valores
e; reciben el nombre de residuos y representan las diferencias entre los valores y;
observados y los valores de y;predichos por el método. Por el contrario, se considera
que las variables independientes utilizadas en el establecimiento del modelo, X, en
analisis denominados patrones de calibracion estén libres de errores o éste es muy
pequefio comparado con los e,. Parallevar a cabo la estimacion normalmente se emplea
el que minimiza la suma de los cuadrados de los residuos, conocido como método de

minimos cuadrados.
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Se minimiza:

Y ) 1y b bR

derivando parcialmente con respecto a b,y b, se obtienen expresiones de b,y b, en
los que solo intervienen los valores experimentales (x;, y;), Por lo tanto teniendo en
cuenta esto, los valores de la ordenada en el origen y la pendiente no son valores
Gnicos sino que son los valores mas probables dentro de un intervalo. Podemos utilizar

varios pardmetros estadisticos para poner de manifiesto la magnitud de los errores:

1) Desviacion estandar de la ordenada en el origen, que viene dada por la expresion:

o L,
(Y (x X7

o

siendo O la desviacién estandar de los errores de las respuestas o residuos, algunas

veces denominada también s, :

[Z yi_;’izluz

o= =
yix (n-2)

donde X es la media aritmética de los valores en el eje de abscisa, normalmente
valores de concentracion, e y,son los valores de las respuestas, calculado de acuerdo

con el modelo:

Yy =b+b, x
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2) Desviacion estandar de la pendiente, viene dada por la expresion:

2

1 v,
0,=[v~—<~——1"%0
5 [Z(X,-—;)Z]

Los parametros estadisticos mencionados s6lo podran ser utilizados si se
asumen las siguientes hipdtesis: los errores responden a una distribucién Gaussiana
de probabilidad, siendo su media cero y su varianza O°; son independientes; y su
varianza O? es constante en todo el intervalo de concentraciones, es decir, cumple

la condicién de homocedasticidad.

2.- Validacion del modelo lineal .- El proceso de validacion tiene como fin la
verificacion experimental de que el modelo matematico establecido es una
simplificacién correcta de la serie de puntos experimentales de que se dispone. Como
consecuencia seria un modelo valido para predecir muestras de concentraciones

desconocidas.
Los pasos a seguir serian los siguientes:

1) Comprobacién de las hipotesis matematicas asumidas,

2) comprobacion de que el modelo lineal se adapta a los puntos experimentales
y que los valores de la ordenada y la pendiente en el origen son adecuados, y
3) determinacion del limite de concentracién inferior, denominado limite de

detecciodn, hasta el cual el modelo se cumple.

1) La forma de comprobar que las hipdtesis expuestas son correctas, desde
un punto de vista practico, consiste en realizar los denominados “gradficos de

residuos’. Consisten en representar los valores de estos residuos frente a los valores
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experimentales de y,0 x, Es decir, y-y, frente a x, Si se cumplen las hipétesis
previas se deberia observar que los valores negativos y positivos estan distribuidos
en aproximadamente igual nimero, de manera que ademas los residuos estaran

distribuidos aleatoriamente y siendo todos del mismo orden de valor.

Si la varianza no se distribuye de forma homogénea a lo largo del intervalo de
concentraciones, habra que pensar que se trata de un fendémeno de
heterocedasticidad. Para ello habréa que tener varias réplicas de cada muestra, ya que
este fendmeno se observa en aquellos métodos analiticos donde la respuesta presenta
fluctuaciones que son funcién de la propia magnitud de la sefial (41). En este caso,
habria que aplicar el método de minimos cuadrados ponderados, calculando una nueva
recta que de mas importancia a los datos que se hayan medido con mayor precision.
Cada patron de calibracion se corrige mediante un factor de ponderacion
inversamente proporcional a la varianza de las respuestas para dicho patron, w, = 1/s
,i» posteriormente, se lleva a cabo, la minimizacion de los residuos ponderados : EW,—

v~y =minimo, con lo cuél se obtienen los valores de b,y b, (41).

Pese a no ser riguroso, la observacion de dichas gréaficas nos permitiria
observar la presencia de puntos discrepantes, que posteriormente, y con el adecuado

tratamiento estadistico se podria decidir si son 0 no desechables.

2) Aunque el coeficiente de correlacion, r, es ampliamente utilizado como
parametro informativo de la calidad del ajuste de los puntos experimentales a un
modelo lineal, no es sin embargo un test estadistico. La comprobacién del grado de
acoplamiento del modelo propuesto a los puntos experimentales se lleva a cabo
mediante la utilizacion del test del analisis de la varianza (ANOVA). Una vez que se

tiene una serie de 7, repeticiones para cada valor x; se utiliza la relacion F segun:
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o 2
F - acoplamiento
cal o 2

e

donde O_? es la varianza asociada al error puro; O? es la varianza asociada con

acoplamiento
el grado de acoplamiento. F tabulado para un determinado nivel de significancia Q,
con k-2y n-k grados de libertad, donde k es el nimero de patrones de calibracion

diferentes y n el nimero total de observaciones (42).

La varianza asociada con el grado de acoplamiento viene dada por :

acoplamiento

, O n(y- 5y
k-2

donde y; es el valor medio de las 7, repeticiones yj; para x, e y; es el valor de y

estimado por el modelo lineal para un cierto x;.

La varianza asociada con el error puro viene dada por:

02 3 Z Z (y/j_;i)z
e n-k
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En cuanto a la comprobacion de los valores de la pendiente y ordenada en el
origen, hay que tener en cuenta que existen unos intervalos de confianza, alrededor
de los valores verdaderos, debido a la presencia de errores aleatorios que dan lugar
a dispersion de los puntos alrededor de la linea de minimos cuadrados. Dichos
intervalos de confianza se podrian expresar como:

ﬂ? 1 b, ttg ., O,
ﬂl - bz'—"ta, n-2 01'71

donde £, ,_, es el valor de t tabulado para un nivel de significancia determinado, &
y n-2 grados de libertad. El test consiste en calcular el intervalo de confianza para
la pendiente y la ordenada en el origen. Sin embargo la pendiente y la ordenada estén
correlacionadas y por tanto test independientes pueden dar lugar a resultados

erroneos.

La regién de confianza conjunta de la pendiente y la ordenada en el origen para
un nivel de significancia dado @, esta dentro de la elipse dibujada en el plano
delimitado por los ejes coordenados donde se representan los valores b, y b,

correspondientes a la representacion de la ecuacion:
2 2
A )+ 20 XNy b X By 5 O XM b B =207 F,, .

donde F, ,_, ges el valor tabulado para 2 y n-2 grados de libertad para un nivel de
significacion dado @, b,y b, representan los valores de ordenada y pendiente
obtenidos mediante los minimos cuadrados. Cuando un determinado punto cae fuera
de la elipse existe una diferencia significativa para un determinado nivel de confianza

entre los coeficientes de regresion estimados y los que corresponden a dicho punto.
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3) Limites de detecciony determinacion.- Quizas se pueda considerar el punto
mas conflictivo dentro de estos parametros. Segun la IUPAC (43, 44) el limite de
deteccibn es aquella concentracion minima que nos da una sefial que es diferenciable
estadisticamente de la que da el propio blanco y recomienda, como sefial a aquella que
sea al menos tres veces la desviacion estandar del blanco. Pero nos interesa tener el

valor limite de deteccién en unidades de concentracion por lo que:

Yoo =Ys * 3 S

y como : y=bx+a

entonces: X =

yen consecuencia:

LOD™ b

LOD : limite de deteccion; y |, : limite de deteccion en unidades de sefial analitica;
Y. sefial promedio del blanco; S;: desviacion estandar del blanco; x o: limite de

deteccion en unidades de concentracion.
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En la definicion propuesta por la 1UPAC, en realidad se esta calculando la
desviacion estandar de la concentracion correspondiente al blanco, y no se toma en
consideracion la imprecisién del valor de la pendiente. Es una definicién
completamente arbitraria, de manera que cuando se citan limites de deteccion en un
trabajo es necesario afiadir con que criterio se han determinado con el objeto de
comparar. Este criterio ha sido discutido ampliamente por Long y Winefordner (45),
en el que se propone un modelo de calculo basado en la propagacion de los errores, a
utilizar cuando la imprecisién de la pendiente y del término independiente son del

mismo orden de magnitud que la correspondiente a la sefial analitica.

2 2 a,? 2
3 53+50+(Z)5b

LoD~ b

si S,y S, fueran despreciables, se obtendria la expresion que propone la IUPAC.

Otros autores proponen utilizar el valor de S, calculado a partir de los valores
de la sefial del blanco medidos para establecer la recta de calibrado. Asi se obtendria
el valor de la desviacion estandar del blanco en unidades de concentracion (S,,)
trabajando como si el blanco fuera una muestra desconocida.

X,00= 35,

Cuando el blanco no da seal

El problema surge, en aquellas técnicas donde no se pueden realizar

determinaciones del blanco.
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Miller indica que si unos datos cumplen la homocedasticidad, s ,, se puede

emplear en lugar de S;. Se puede por tanto aproximar:

35y,x

LOD™ b

Otra forma es similar a la anterior, pero mas correcta estadisticamente,
donde n es el nimero total de parejas de puntos utilizados para calcular la recta de

regresion.

o 3O 2
LOD b n-1

Calculando un valor extrapolado de la desviacién estandar a concentracion cero
a partir de la desviacion estandar de la sefial en ese punto, y,, calculada para un valor

de x=0 por la ecuacion general.

Para x = O queda:

' =32
-5 i+1+ (=%

yo y/x -
m n (X/— X 2
y calculando se expresa como: 3s
-y
X = 7
O
too- g
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Actualizacion de los criterios

Clayton y col. (46) exponen su desacuerdo con el criterio de k = 3. Se
fundamentan en el hecho de que estos criterios solo tienen en cuenta los errores tipo
X (que son aquellos errores que se cometen cuando se rechaza una hipdtesis cierta),
pero no los tipo [3 (‘errores que se cometen cuando se acepta una hipotesis falsa). Es
decir, implica una proteccion contra los falsos positivos del 95%, sin embargo implica
también solo un 50% de proteccion contra los falsos negativos . Clayton propone la
utilizacion de un parametro A (O(,B), que depende de X y de B y de los grados de
libertad (n-2), siendo n el nimero total de parejas de valores utilizados para calcular

la ecuacion de la recta de calibrado. Considerando X = [3 = 0.05, tenemos:
X op=0 (a B)S,,
y se calcula S, segln la ecuacion general.
Podemos observar como, el limite de deteccién depende de:
a) Las probabilidades de falso positivo y de falso negativo, a través de A(O(,B),

b) el disefio experimental seguido para el calibrado mediante n, my x; (que estan

dentro de S,),

c¢) la sensibilidad del calibrado debido a b,

d) la calidad de la regresion dada por S, ( que se encuentra contemplada en S, ).
Es la propuesta mejor aceptada actualmente.
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En el caso que no tengamos sefial debida al blanco:

'Syo
X,0p= A (o B )7

El limite de determinacion o cuantificacion (LOQ) se calcula (43, 47):
X,00=10Sg

En técnicas donde no se dispone de sefial del blanco como cromatografia y
electroforesis capilar, la expresion que se emplea para la obtencion de este limite

viene dada por:

105

Koo =5

3.- Prediccion mediante interpolacion inversa.- En el apartado
correspondiente al establecimiento del modelo matematico de linea recta que
relaciona concentraciones de analito con respuestas instrumentales se ha indicado en
la idea de que debido a la presencia de errores aleatorios, siempre presentes en la
etapa de calibracion, la recta de calibrado calculada lleva implicita estos errores
aleatorios. Como consecuencia, se ha observado en la etapa de validacion que existen

intervalos de confianza para la pendiente y para la ordenada en el origen. Es l6gico

]
pensar entonces que un futuro valor de la respuesta, Yy , calculado mediante el modelo
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O
y, =b, +b,X_, paraun valor de concentracion x,, no es un valor (inico sino que tiene

asignado un intervalo de confianza que viene dado por la expresion:

172

1,1, (e

YoxrT, ,, N T W

Siendo N el nimero de mediciones que se realizan de X,.

El intervalo de confianza alrededor del verdadero valor medio de y, para un

valor de concentracion X, se calcula mediante la expresion:

o N2
b, +bX, 1, ,, %%

puesto que significa que se habrian realizado infinitas medicines de x_, con lo que N

tiende a infinito y 1/N tiende a cero.

Para un analista, es mas interesante conocer que el valor de la concentracion

desconocido, x, se calcula a partir de una respuesta instrumental, y,, mediante

interpolacion inversa en el modelo matematico establecido:
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El intervalo de confianza alrededor del valor predicho de concentracion, X,,
calculado a partir de una respuesta y,, de una muestra desconocida, sigue la

expresioén:

o 1/2
1,1, oY) s
N n bfz (Xi—;)2 bl

siendo N el numero de medidas repetidas de la respuesta de y, para la misma muestra

de concentracion desconocida X,,.

El intervalo de confianza calculado mediante esta Ultima expresion
corresponde a la etapa de calibrada. Esta es una méas de las diversas etapas del
proceso de medida quimico y, como en cada una de ellas se generan errores aleatorios
que no estan contemplados en el intervalo aqui descrito, el intervalo de confianza del

resultado analitico final es ciertamente un poco mas complejo (48).
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Tratamiento experimental. Rectas de calibrado.- Se prepararon, por
triplicado, una serie de muestras conteniendo entre 0.0 y 10.0 ppm de rifamicina
SV, 0.6 ml de tampdn amonio/amoniaco de pH = 10.2, 50 I de disolucion de Cu (11)
de 62.5 ppm y agua desionizada hasta completar 3 ml de disolucion. Se midieron las
tangentes a las curvas cinéticas durante los primeros 20 segundos. En la figura 2.21

se muestra la recta de calibrado obtenida a 320 nm.

0.15
Vi
E 0.10 |
—
g
8 4
k5
5
S _
O
£ 005
oo0 T T T T T T T T T T 1

0.00 200 4.00 600 800 10.00
[Rifamicina SV], ppm

Figura 2.21.- Recta de calibrado obtenida para rifamicina SV (/| =320 nm).
Asimismo, en la tabla 2.3 se han resumido los parametros estadisticos mas

relevantes obtenidos mediante el programa Quimio (49) a las dos longitudes de onda

seleccionadas.
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Tabla 2.3. - Pardmetros estadisticos.

Modeloy=BO+B1x+€

(A = 320 nm)
Pendiente ( [3) 1.24x102
Ordenada en el origen (Bo) 5.37x10°

Desviacion tipica de la pendiente(O,,) | 2.34x10™

Desviacion tipica de la ordenada en el

origen (O,,) 1.23x10°®
Desviacion tipica estimada (O) 4.00x107°
Coeficiente de correlacion (r) 0.9961

Modeloy=BO+B1x+€

()\ = 452 nm)
Pendiente ( 3,) -1.30 x102
Ordenada en el origen (Bo) 6.75 x10™

Desviacion tipica de la pendiente(O,,) | 2.55 x10™

Desviacion tipica de la ordenada en el

origen (O,,) 1.34x10°°
Desviacion tipica estimada (O) 4.35x10°®
Coeficiente de correlacion (r) 0.9958

A continuacién, se realiza la validacién del modelo lineal, y exponemos los

resultados a 320 nm.
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1) Comprobacion de las hipdtesis matematicas asumidas.- Como se ha
indicado anteriormente, una manera de realizarlo desde el punto de vista practico es
mediante los denominados graficos de residuos. Como paso previo se calculan los
valores de los residuos y se representan en funcién de la concentracion de Rf (figura
2.22). Se puede observar una distribucion uniforme de los residuos para cada
muestra alrededor del valor central, y un aumento de los valores absolutos de los
mismos para los patrones mas concentrados. Por esta razon, se lleva a cabo una

calibracion ponderada obteniéndose los siguientes resultados:
Valor de la pendiente = 1.20x107 ; Valor de la ordenada = 5.76x107.
Se concluye que no existe diferencia estadistica significativa entre los valores

obtenidosy los inicialmente calculados para los datos experimentales, y que por tanto,

se cumple el principio de homocedasticidad.

0.020 —
0010 TT-———"—"—"—"—"—"———————m—mm——————— o-
O o
1
{ 0000 458 - S
i o
0010 +————————— e ———_—— 5-
—0020 T | T | T | T | T |
0 2 4 6 8 10

[Rifamicina SV], ppm

Figura 2.22.- Representacion de los valores de residuos del modelo.
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2) Andlisis de la varianza (ANOVA) para comprobar el grado de

acoplamiento del modelo propuesto a los puntos experimentales.- Considerando una

serie de n, = 3 repeticiones para cada valor de x;, se calcula el valor de F~ definida

anteriormente como relacion entre la varianza debida al acoplamiento y la debida al

error puro. En la tabla 2.4, se han recogido los parametros estadisticos calculados.

El valor de F,, > F

cal

para los datos experimentales y como consecuencia podemos

decir que el modelo lineal es valido a un nivel de significancia de X = 0.05.

Tabla 2.4.- ANOVA aplicado al modelo lineal

N

X y
0 5.27x10°°
0.5 1.15x107?
1 1.77x107?
2 3.02x10?
4 5.51x107
6 8.00x107?
8 1.05x10™
10 1.30x10™

Grados de libertad del acoplamiento (k-2): 6

Grados de libertad del error puro (n-k): 16

Media cuadratica debida a la falta

de acoplamiento = 2.35x10°°

Media cuadratica debida al error = 2.16x107°

Para X = 0.05 con 6 y 16 grados de libertad,

F,=011y F,, =274
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3) El limite de deteccion, calculado mediante los dos criterios mencionados
anteriormente, Winefordner y Clayton.- Aplicando el criterio de Winefordner ( k
= 3) se obtuvo un valor de 0.30 ppm. Para la aplicacion del criterio de Clayton se ha
empleado un valor de (X = B = 0.05 y se han efectuado 24 medidas para calcular la

recta de calibrado, luego n = 24, resultando ser 0.89 ppm.

Similares resultados se obtuvieron a 445 nm siendo el limite de deteccion por

el criterio de Clayton de 0.74 ppm.

Repetitividad

Para evaluar la precision del método se prepararon una serie de 11 muestras
conteniendo una concentracion fija de Rf de 4 ppm y los demas reactivos en las
concentraciones anteriormente descritas en la calibracion. Los resultados de las
medidas cinéticas obtenidas, y las concentraciones halladas mediante las rectas de
calibrado aparecen en la tabla 2.5. Aunque los valores medios obtenidos a ambas
longitudes de onda son idénticos, los valores de desviacion estandar relativa son
sustancialmente menores a 320 nm. Por ello y para posteriores estudios se propone
como mas adecuado medir la curva cinética a 320 nm. Se observa una mayor precision
a 320 nm eligiéndose esta longitud de onda como la més apropiada para el

procedimiento recomendado.

Procedimiento recomendado

En una célula fotométrica con camino éptico de 1 cm, adicionar: 600 [I de

disolucion tampon amoniaco/cloruro amonico de pH =10.2, volumenes variables de
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disolucion problema o patron de rifamicina SV hasta un contenido maximo de 30.0 g
volimenes adecuados de agua desionizada para obtener un volumen final de 3 ml y 50
MI de disolucion de Cu (I'1) de 62.5 ppm. Una vez adicionado el catalizador, comenzar
a registrar la curva cinética monitorizando la evolucion de la absorbancia a 320 nm,
durante aproximadamente 50 segundos. Medir la pendiente de dichas curvas en los

primeros 20 segundos de reaccion.

Tabla 2.5. - Resultados de repetitividad para muestras conteniendo Rf (4 ppm).

320 nm 452 nm
Pendiente [Rifamicina] Pendiente [Rifamicina]
(1/min) calculada, (ppm) (1/min) calculada, (ppm)
5.24x107? 3.81 -4.28x107? 3.33
5.69x107? 417 -5.27x107? 412
5.31x1072 3.87 -4.95x107? 3.87
5.28x107? 3.84 -6.04x107? 473
5.76x107? 4.23 -5.11x1072 3.99
5.62x107? 412 -4.86x107° 3.79
5.49x107? 4.01 -5.32x107? 4.16
5.48x107° 4.01 -4.94x107? 3.86
5.10x1072 3.70 -5.54x107? 4.34
5.31x1072 3.88 -4.60x107? 3.59
5.53x107? 4.05 -4.494x102 3.86
x =3.97,0,,=0.165 x=3.97,0,,=0.373
RSD (%) = 4.15 RDS (%) = 9.40
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Influencia de la concentracion de etanol en la reaccion catalizada.

Teniendo en cuenta la posibilidad de tener que utilizar mezclas etanol- agua
en el tratamiento de muestras reales, como farmacos, nos proponemos estudiar la
influencia que ejerce la presencia de etanol sobre la velocidad de reaccién cataliza.
Para ello se preparan muestras conteniendo una cantidad constante de rifamicina SV
(4 ppm) y Cu (11) (1.04 ppm) y cantidades variables de etanol de manera que la
proporcion se vario entre O y 23%. Una vez registradas las curvas cinéticas, se
miden las pendientes en los 20 primeros segundos, manteniendo las muestras a
temperatura ambiente (25°C). Se observa que los valores obtenidos son
practicamente independientes del contenido de etanol. También se observa que las
sefiales correspondientes a muestras con contenidos de 12 y 23 %, presentan mayor
ruido debido a la formacién de burbujas. Para posteriores estudios se podria emplear

hasta aproximadamente un 10% de etanol sin que se afecte notablemente la sefial.

Influencia de otros principios activos en la determinacion de rifamicina

SV.

Se han ensayado la influencia que otros principios activos pertenecientes a
diversas familias de farmacos ejercen en la determinacion cinética de Rf. Estos
principios activos han sido seleccionados entre aquellos que o bien se formulan
conjuntamente con la rifamicina o se administran de forma simultanea con este
antibidtico. Podemos clasificarlos en varios grupos, que estan indicados en la tabla

2.6.

80



Capitulo 2 Métodos cinéticos en espectrofotometria

Tabla 2.6.- Principios activos formulados conjuntamente a rifamicina SV.

Agentes antituberculosos Isoniacida, etambutol, piracinamida,

estreptomicina

Antibidticos generales Eritromicina, cloranfenicol, neomicina,
tetraciclina,

Antibioticos de la misma familia- Rifampicina

ansamicinas

Antiinflamatorios Fenilbutazona,nabumetona,prednisona,

indometacina, ibuprofeno.

Sulfamidas sulfametoxazol, sulfametacina,

sulfaquinoxalina, sulfanilamida.

Coadyuvantes Probenecid, trimetoprim
Otras especies de interés Acido ascérbico
farmacologico

Para ello se prepararon muestras conteniendo 4 ppm en las condiciones
experimentales optimizadas y cantidades variables de los principios activos a ensayar.
En la tabla 2.7 se han indicado las relaciones de tolerancia obtenidas tomando como

criterio de error el 5 %.
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Tabla 2.7.- Relaciones de tolerancia de principios activos en la determinacion de

rifamicina SV.

Relacion PRINCIPIO ACTIVO
(RF: In)*

Fenilbutazona, nabumetona, sulfametoxazol, cloranfenicol,
1:1 eritromicina, estreptomicina, tetraciclina, sulfaquinoxalina,

acido ascorbico, ibuprofeno.

1:0.5 Isoniacida, probenecid, sulfanilamida

Piracinamida,etambutol, prednisona, indometacina,

<1:0.5 | trimetoprim, neomicina,sulfametacina, rifampicina

* en relacién molar.

Aplicacion del método propuesto al analisis farmacéutico. Determinacién de

rifamicina SV en “Rifamicina Colirio”.

Se ha elegido como producto farmacéutico para la aplicacién del método
propuesto el denominado “Rifamicina colirio” comercializado por Merck Sharp Dohme
de Espafia S.A. Dicho producto tiene la siguiente composicion por ml: Rifamicina
SV(sbdica), 10 mg; Vitamina C, 5 mg; excipientes: metabisulfito potésico,

polivinilpirrolidona, metilcelulosa, edetato disédico, mercurotiolato soédico y agua.

Para realizar la determinacion se han aplicado el método del patrén externo para
tres diluciones diferentes, asi como el método de la adicion patron. Los resultados se
han comparado con los obtenidos por aplicacion de un método cromatografico (7)
establecido en la bibliografia para la determinacion de rifamicina SV. Las muestras

se prepararon siempre por triplicado.
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Meétodo operatorio.- Se pipetea 1.00 ml del producto comercial y se diluye hasta

500 ml con agua desionizada. A partir de esta disolucion madre se llevan a cabo dos

series de muestras:

a) Patron externo. Se prepararon muestras correspondientes alas diluciones 1/7,

1/4y 1/2, por triplicado, y se analizaron segin el método propuesto.

b) Adicidn patrén . Se adicionaron diferentes volumenes de una disolucion patrén

de rifamicina SV a una cantidad de problema fijo correspondiente a la dilucion de 1/4.

Las concentraciones adicionadas resultaron ser: 2, 4 y 6 ppm respectivamente.

En ambos casos, los resultados obtenidos se analizaron con respecto a una recta

de calibrado preparada simultaneamente. Se obtuvieron los resultados que aparecen

resumidos en la tabla 2.8, por aplicacion del patrén externo. Por aplicacion de la

adicién patrén, se determinaron los valores correspondientes a las recuperaciones

individuales para cada adicion, asi como la concentracién de Rf en el colirio original

(tabla 2.9).

Tabla 2.8.- Analisis de “Rifamicina colirio” por el método propuesto y la

metodologia del patron externo.

Factor de | [Rifamicina SV]*, O, . [ Rifamicina SV]**,
dilucion (mg/ml) (mg/ml)

/7 13.3 0.93

/4 1.2 1.50 10 mg/ml

1/2 111 0.10

Valor medio : 11.85

* concentracion referida a colirio original como valor medio de tres determinaciones independientes.

** Valor indicado en etiqueta; O: desviacién standard, n = 3.
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Tabla 2.9.- Resultados obtenidos por aplicacion del método propuesto y la

metodologia de la adicion patron.

[Rifamicina ] [Rifamicina] Recuperacién
adicionada* encontrada (%)
(ppm) (ppm)
0 3.88 ----
2.00 6.12 101
4.00 8.11 100
6.00 9.38 88

[RifamiCina]adicién patron =4.10 ppm
[Rifamicma]en colirio original = 136 ppm
Pendiente, i patrsn = 0-0131 min™ ppm™

Pendiente . .o = 0-0142 min™ ppm™

* a disolucion madre de colirio. Dilucion 1/20.
Determinacion cromatografica de rifamicina SV en “Rifamicina Colirio”.

Se ha aplicado un método cromatografico descrito en la bibliografia (31) con

objeto de validar los resultados obtenidos en el analisis del producto farmacéutico

“Rifamicina Colirio”.

Se trata de un méetodo de HPLC en fase reversa (columna C,;) con deteccion
fotométrica ()\ = 340 nm) que emplea como fase mdvil una mezcla acetato sodico

(0.01 M): acetonitrilo (1:1) y un flujo de 1 ml/min. Se ha aplicado a la determinacion

de diversas rifamicinas en sus mezclas.
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Como paso previo al analisis del farmaco se procedi6 a estudiar los
cromatogramas obtenidos para el mismo y compararlos con los de muestras estandar

de rifamicina SV.

En la figura 2.23 se han representado los cromatogramas correspondientes a

una muestra patron de rifamicina SV (32.2 ppm) y a una muestra de colirio.

0.15
Colirio
Rifamicina estandar
N
- |
‘5 0.10
g
g
< ]
0.05
|
J
0.00 | | |

0.00 1.00 2.00 3.00
Tiempo de retencion (min)

Figura 2.23.- Cromatogramas de disolucion de rifamicina SV ( 32.2 ppm) y de
colirio (dilucion 1/300).

Como se puede observar, el pico correspondiente a rifamicina SV (t; = 1.30
minutos) se encuentra suficientemente resuelto con respecto a un pico que aparece

a tiempos menores (debido a otra especie presente en el colirio y que no hemos
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procedido a identificar). Se ha procedido a establecer la recta de calibrado, asi como
arealizar la determinacién en el colirio para tres diluciones distintas (las disoluciones
se prepararon por triplicado). Las muestras se diluyeron con la fase mdvil utilizada
en la separacion cromatografica. En la tabla 2.10 se han resumido los resultados

obtenidos, asi como las caracteristicas de la calibracion mencionada.

Tabla 2.10. - Resultados obtenidos mediante analisis cromatografico en

“Rifamicina Colirio”,

Altura Tiempo [Rifamicina]
Dilucion de pico Area de a/b * (o J
(mVv) (mV s) retencion (mg/mi)
(min)
58.9 309.7 1.32 12.70/13.51
17500 58.4 303.6 1.32 12.59/13.23 | 0.11/0.40
594 320.7 1.34 12.82/14.00
86.9 475.1 1.32 12.56/13.96
1/300 87.2 475.3 1.32 12.60/13.07 | 0.03/0.51
87.3 470.5 1.32 12.61/13.96
100.8 647.0 1.35 11.00/14.33
17150 103.0 647.4 1.35 11.18/14.34 | 0.18/0.13
104.6 637.2 1.32 11.36/14.11
Ecuaciones de calibracion : contenido
h (MV) = 9.71x10” + 2.28x10° [Rf]; R = 0.9999 medio 0.75/0.35
A (MV s)= 9.13x10° + 1.11x10* [Rf]; R = 0.9995 12.15/13.94

* a: calculada por medida de altura ; b:calculada por medida de area de pico.
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Por ultimo, en la tabla 2.11 se han resumido los valores obtenidos por el método

propuesto y los obtenidos por el método cromatografico comparativo.

Tabla 2.11.- Determinacion del contenido de rifamicina SV en “Rifamicina

Colirio”.
[Rifamicina], O, .
Método
(mg/ml) (n=9)
Propuesto
(patron externo) 11.9 14
(adicion patron) 136 | -----
Valor medio: 127
Cromatografico
(patron externo)
Por altura de pico: 12.2 0.7
Por area de pico: 13.9 0.3
Valor medio: 13.0

Con objeto de saber si los valores medios obtenidos por aplicacion del método

propuesto (método del patron externo) y el cromatografico son comparables,

procedimos a realizar el apropiado estudio estadistico (50). Se realizaron dos

comparaciones, una con el valor medio obtenido por aplicacién de la altura de pico

como sefial analitica y la segunda con el obtenido por aplicacién del area de pico.
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Paso a) Aplicacion del test de Fisher para comparacion de las varianzas de dos
conjuntos:
F=0%/70%

Se calculan valores de:

F,=(14)>/(0.7)°=1.96 / 0.49 = 4.00
Fb= (1.4)* / (0.3)* =1.96/ 0.09 = 21.78

El valor de F tabulado para n,-1,n,-1 grados de libertad (g.d.l.) es 4.43 luego,
podemos decir que existe una diferencia estadistica significativa en laprecision entre
el método propuesto y el método cromatografico por medidas de area de pico.

Paso b) Comparacion entre los valores medios de aquellos métodos con precision

semejante. En este caso podemos calcular una varianza conjunta segun:

(n-1)0? +(n,-1)o?,

52
n+n,- 2

en nuestro caso 0% =1.23.

Posteriormente, se calcula el valor de la t de Student teniendo en cuenta la

varianza conjunta O® segun la expresion:

Xa_ Xb

fcﬂ =
' [02(1/n + l/nb)]l/2
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se calcula un valor de t = 0.57, siendo el valor tabulado 2.12 para el 95 % de
probabilidad y n,+n -2 grados de libertad. Luego, los valores medios obtenidos por el
método propuesto y el cromatografico por medida de alturas son estadisticamente

comparables y podemos obtener un valor medio entre ambos siendo éste:

Contenido de rifamicina SV en “Rifamicina colirio” = 12.00 mg /ml ( 0% = 1.23).

Paso c) Puesto que las desviaciones del método propuesto con respecto al método
cromatografico por medidas de &reas no son comparables, es necesario aplicar el

Criterio de Cochran para determinar la t de Student para ambos valores medios. Asi:

Xa_ Xb

$ -
«l [(c 2/n+c 2/n)]?

y los grados de libertad vienen dados por:

(c 2/n+c ?/ nb)2
(o az/na)2 . (o bz/nb)2

n+ 1 n+ 1

grados de libertad-

En nuestro caso los valores obtenidos son: t_=1.33y g.d.l. =15.2 =15, como t,,,

= 2.13 paraun 95 % de probabilidad resulta que t< t,,,. Luego, no existe diferencia

cal

significativa entre los valores medios obtenidos por ambos métodos.

Podemos concluir que el valor medio obtenido por el método propuesto y por
aplicacion del patron externo es estadisticamente indistinguible de los obtenidos

mediante el método cromatogréafico de validacion.
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Estudio cromatogréafico de la reaccion de oxidacion de rifamicina SV

A partir de los estudios preliminares llevados a cabo en presencia y en ausencia
de cobre, y basandose fundamentalmente en las caracteristicas espectrales del
producto generado durante la reaccion, se llegé a la conclusién de que la reaccion que
tiene lugar es una oxidacion aérea catalizada por el ién cobre. Sin embargo, en la
bibliografia (19) se describe una reaccién similar, pero de formacion de complejo,
entre el ién Cu (11) y la rifampicina. Por ello, y a fin de recoger datos concluyentes
sobre la naturaleza de la reaccion que tiene lugar, procedimos a llevar a cabo una

serie de experiencias mediante separaciéon cromatografica con deteccion UV-visible.

Se utiliz6 como fase moévil la empleada anteriormente en el contraste de nuestro

método, con deteccién a 340 nm. Se llevaron a cabo las siguientes experiencias:

Experiencia A.- Influencia del tiempo y la luz en la evolucion de las sefiales

correspondientes a patrones de rifamicina.

Se prepararon tres muestras exactamente iguales de rifamicina SV ( 30 ppm,
medio amoniacal pH = 10.2 ), en las condiciones Optimas de reaccion establecidas
previamente. Una de ellas se inyecta inmediatamente en el sistema cromatogréafico,
y las otras dos se dejan en reposo durante hora y media, en la oscuridad y expuesta
a luz natural, respectivamente, inyectandose posteriormente en el sistema
cromatogréafico. En la tabla 2.12 se han recogido los datos de los cromatogramas

obtenidos.
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Se obtuvieron las siguientes conclusiones: tanto en presencia de la luz como en
ausencia, las disoluciones de rifamicina SV en medio amoniacal cambian lentamente
de aspecto, originando una coloracioén rojiza. Cromatograficamente, dicho cambio se
traduce en desaparicion del pico original de la rifamicina SV situado a 1.37 minutos
y aparicion de tres nuevos picos. Dos de muy escasa intensidad situados a 1.27 y 1.90
minutos, y uno de intensidad similar al original de la rifamicina situado a 1.58 minutos.
Los cromatogramas obtenidos son similares, tanto en presencia como en ausencia de
luz. En la figura 2.24 se pueden observar los cromatogramas obtenidos inicialmente

y en presencia de luz.

Tabla 2.12.-Influencia del tiempo y de la luz en los cromatogramas de rifamicina SV.

Altura de | Areade
Tiempo de reaccion Tiempos de retencion pico* pico*
(min) (mV) (mV s)
O (referencia) | ----- 1.37*% | == | - 35.7 292.4
1 hora 30 min (a la luz) 1.25 [ ----- 1.52* | 1.90 35.9 210.0
1 hora 30 min (en la 1.27 | ----- 1.58* | 191 394 225.2
oscuridad) -

* pico de maxima intensidad.
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Figura 2.24.- Cromatogramas obtenidos inicialmente y a 1 hora 30 minutos de

exposicion a la luz natural ( 30 ppm).

Experiencia B.- Influencia de la presencia de oxigeno en las disoluciones de

rifamicina SV.

Una vez comprobado que la variable luz no parece afectar a los resultados
comatogréaficos, procedimos a estudiar la influencia de la presencia de oxigeno
disuelto en las muestras. Asi, se prepararon tres muestras idénticas conteniendo 21.5
ppm de Rf en medio tampén NH,/NH,". Una de ellas se inyect6 inmediatamente en el
sistema cromatografico para utilizarla como referencia; las otras dos fueron

guardadas durante 30 minutos, una de ellas en corriente de nitrogeno durante todo
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el tiempo de espera. Se observo que la disolucion expuesta a la luz y sin paso de

nitrogeno, cambiaba lentamente de color hasta adquirir el tono rojizo ya

repetidamente observado; pero sin embargo, la disolucion sometida al paso de

nitrogeno iba paulatinamente decolorandose. Al cabo de los 30 minutos, ambas

muestras fueron inyectadas en el sistema cromatogréfico y simultaneamente se le

registraron los espectros de absorcion UV-visible.

En la tabla 2.13 se han resumido las caracteristicas cromatograficas de las

sefiales correspondientes a esta experiencia.

Tabla 2.13. - Caracteristicas cromatograficas obtenidas para rifamicina SV en

funcion del tiempo de reaccion para muestras desoxigenadas y sin desoxigenar.

Tiempo de Tiempo de retencidn Altura de Area de
reaccion (min) pico* pico*
(mv) (mV s)
0 --- 1.35* | --- - 29.3 2324
(referencia)
30 min
(conpasode | 125 (136 | ---- I e
nitrégeno)
30 min
(sinpasode |1.24 | ---- 1.50* | 1.87 30.1 200.0

nitrégeno

* pico de maxima intensidad.
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El pico cromatografico correspondiente al producto observado en presencia de
oxigeno (t ;= 1.50 minutos), no se observa en las muestras desoxigenadas (figura
2.25). Se observa un pico de baja intensidad a tiempo similar al de la rifamicina
original, y otros a 1.25 y 1.74 minutos que se podrian asignar a los del producto
obtenido en presencia de oxigeno, pero que debido a su pequefia intensidad e
inadecuada resolucion no pueden ser claramente asignados. El hecho de que, en cierta
magnitud, la reaccion pueda ocurrir no es descartable, debido a que la desoxigenacion
total es practicamente imposible en las condiciones operativas empleadas. Cuando se
observan los espectros de absorcién obtenidos para ambas muestras (desoxigenadas
y sin desoxigenar) (figura 2.26), se puede constatar que los espectros obtenidos son
similares en cuanto a su forma pero de intensidades muy diferentes. Luego, se puede

concluir que, en ausencia de aire, el producto responsable de la coloracién rojiza no

se genera.
0.06 —
- A
\
0.05 — Rifamicina SV \\
— (referencia) \\ Muestra sin
| desoxigenar
0.04

Absorenda

0.03

Muestra desoxigenada

CRETTTTT T T T T

0.00 050 100 150 200 250
Tiempo de retencién (min)

Figura 2.25. - Cromatogramas correspondientes a muestras de rifaminicina SV a
los 30 minutos de preparadas en presencia de aire, y de muestras similares

desoxigenadas durante 30 minutos.
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Figura 2.26.- Espectros de absorcion de muestras de rifamicina SV a los 30

minutos de preparadas en presencia de aire y desoxigenadas durante 30 minutos.

Experiencia C.- Influencia de la presencia de Cu (I1).

Puesto que la presencia de oxigeno es necesario para la formacién del compuesto
rojizo, parece cierta la afirmacion realizada en este capitulo acerca de la naturaleza
oxidativa de la reaccion que tiene lugar. Pero con objeto de completar este estudio,
nos propusimos estudiar la influencia que la presencia de trazas de Cu (I1) ejerce
sobre las caracteristicas de los picos cromatogréaficos obtenidos. Para ello, se
prepararon muestras en presencia de Cu (11), en el medio amoniacal establecido y en
presenciade aire, y se inyectaron en el sistema cromatogréafico a diferentes tiempos
de reaccion. Se obtuvieron los resultados que a continuacion se exponen en la tabla

2.14.

95



Capitulo 2 Métodos cinéticos en espectrofotometria

Tabla 2.14.-Caracteristicas de los cromatogramas obtenidos en presencia de Cu

(11) de disoluciones de rifamicina SV en medio amoniacal.

Tiempo de Tiempo de Altura de | Area de pico*
reaccién retencion pico* (mV s)
(min) (mv)
O (referencia) | --- 1.37* | --- 354 281.1
1 min 1.30 | --- 1.97* 38.6 225.3
8 min
(A=340nm) | 1.22 | 159* | 197 40.3 278.4
8 min
(A=523nm) |[1.22 |150* |1.84 39.2 273.2

* pico de maxima intensidad.

Como se puede observar en la tabla 2.14, las muestras en presencia de Cu (11)
evolucionan rapidamente, dando lugar a un pico de intensidad similar al original de la
rifamicina SV situado a 1.97 minutos. Inmediatamente después evolucionan a la
coloracion rojiza con la aparicion de los picos cromatogréaficos idénticos a aquellos
obtenidos en ausencia de Cu (11) para tiempos mayores de reaccion. En la figura 2.27

se pueden observar los cromatogramas obtenidos en cada caso.
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Figura 2.27.- Cromatogramas de muestras de rifamicina SV en presencia de Cu

(11) a diferentes tiempos de reaccion.

Por tanto, podemos concluir que aunque no se puede descartar la formacién
momentédnea de una especie intermedia entre la rifamicina SV y el Cu (11), esta

evoluciona de forma inmediata, siendo la accién més probable del Cu (11), la catélisis

de la oxidacion de la rifamicina SV por el oxigeno atmosférico.
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Determinacion semiautomatica de rifamicina SV

Por dltimo y a continuacion, se procedio a la puesta a punto de un método
semiautomatico para la determinacion de Rifamicina SV mediante la utilizacion del
sistema indicado en la Introduccion de este capitulo (Pag. 33). La utilizacion de este
sistema tiene como finalidad el aumento en la precision y exactitud de la medida de
la velocidad inicial.

Para ello, se parte de las condiciones fisico-quimicas establecidas en el
método manual y se optimizan una serie de variables quimicas como son: concentracion
de tampodn, de Cu (11) y de rifamicina SV. También se comprueba si en las mismas
condiciones se cumple linealidad entre concentracion de rifampicinay la velocidad de
reaccion.

Influencia de la concentracion de tampoén

Para la realizacion de esta experiencia se prepararon dos disoluciones
compuestas por:

Jeringa .- Disolucion de rifamicina SV de 20 ppm

Jeringa 11.- Disolucion formada por 2 ppm de Cu (11), tampdn

amoniaco/cloruro amonico de pH 10.2 y concentraciones variables entre 0.2

y 4 M.

Dichas disoluciones son impulsadas y mezcladas en la célula de flujo del
sistema neumatico, en volimenes iguales. Simultaneamente, se registran las curvas
cinéticas a 320 y 452 nm. Se miden las pendientes obtenidas en los 20 primeros
segundos.

Los valores de las pendientes permanecen practicamente constantes hasta
concentraciones de tampén 2 M, disminuyendo ligeramente para valores superiores.
Se elige una concentracion de 1.95 M como adecuada para los posteriores estudios

También se observa como las curvas a 452 nm presentan menor ruido que las
registradas a 320 nm. Teniendo en cuenta por los estudios anteriores que a ambas
longitudes de onda la sensibilidad resulta ser practicamente la misma, elegimos la A
de 452 nm para llevar a cabo la semiautomatizacion del método.
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Influencia de la concentracién de cobre (11).

Cuando se llev6 a cabo el estudio mediante premezcla manual de los reactivos,
se observo como el aumento de la concentracion de Cu (11) favorecia la velocidad de
la reaccioén, hasta una concentraciéon del orden de 2 ppm ,valor a partir del cual, la
velocidad se hace independiente. Sin embargo, el aumento de la velocidad inicial que
suponia la utilizacion de concentraciones de cobre elevadas impedia la medida de la
velocidad inicial de forma apropiada (debido a las limitaciones de la manipulacién de
la muestra) obligdndonos a trabajar con concentraciones de cobre menores. Ahora,
sin embargo, el sistema semiautomatico, permitira la adicion de cantidades mayores
de cobre con el consiguiente aumento de sensibilidad sin pérdida de seguridad en los

resultados.

Se prepararon las siguientes disoluciones de reactantes:

Jeringa .- Disolucion de rifamicina SV de 20 ppm
Jeringa 11.- Disolucion compuesta por: Disolucion tampon 1.95 M (pH=10.2)

y concentraciones variables de Cu (11) comprendidas entre O y 8 ppm.

En la figura 2.28 se han representado los resultados obtenidos a 452 nm,
estando representadas en abscisas las concentraciones correspondientes en la
mezcla de reaccion. Como se puede observar la pendiente aumenta hasta
concentraciones de aproximadamente 6 ppm (correspondientes a 3 ppm en la mezcla
de reaccion) haciéndose independiente paravalores superiores. Resultados estos que
concuerdan con los obtenidos por el método manual. Se elige una concentracion de 6

ppm para el establecimiento del método semiautomatico.
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Figura 2.28.- Influencia de la concentracion de Cu (11) obtenida mediante el

sistema de flujo interrumpido.

Influencia de la concentracion de Rifamicina SV. Recta de calibrado

De forma similar a la anteriormente descrita, se preparan dos disoluciones de

reactantes de la siguiente forma:

Jeringa 1.- Disolucién de Rifamicina SV de diferentes concentraciones

comprendidas entre O y 20 ppm.

Jeringa 11.- Disolucién compuesta por Cu (Il) (6 ppm) y tampédn

amoniaco/cloruro aménico 1.95 M (pH = 10.2).
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Las muestras se inyectaron por triplicado y se midieron las pendientes en los

20 primeros segundos de reaccion.

En la figura 2.29 se han representado las rectas de calibrado obtenidas en
funcion de las concentraciones finales de rifamicina SV en la mezcla de reaccion a
320 y 452 nm. Se observa una mejor linealidad a 452 nm, asi como una menor
dispersion de los resultados. También se aprecia un notable incremento de la

sensibilidad del método, respecto del manual.
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0.20
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Pendiente (1/nin)

-0.20

"0:40 B L L
0.00 2.00 4.00 6.00 8.00 10.00
[Rifamicina SV], ppm

Figura 2.29. - Rectas de calibrado obtenidas para Rifamicina SV con el sistema

semiautomatico. [Cu (11)] = 6 ppm

En la tabla 2.15 se han resumido los parametros estadisticos mas
sobresalientes obtenidos a 452 nm. También se ha llevado a cabo una experiencia
similar utilizando rifampicina , que como se indico en la Introduccién de la Memoria,
es un principio activo de la familia de las Ansamicinas y estructura muy similar. La
evolucion del espectro de la rifampicina en presencia de Cu (I1) es similar a la

observada con la rifamicina, y sélo se aprecia, como diferencia fundamental, un
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desplazamiento batocromico situdndose el méximo a 475 nm.

Tabla 2.15. - Parametros estadisticos obtenidos en la calibracion de Rifamicina

SV (452 nm) y Rifampicina (475 nm).

Parametro de Rifamicina Rifampicina
calibracion
Pendiente -3.30 x107? -2.76 x10?
(min™ ppm™)
Ordenada 3.96 x10°° 4.90 x10°®
Coeficiente de 0.9963 0.9979

determinacion (R?)

Para ambas Ansamicinas ensayadas se cumple la linealidad entre la velocidad

de la reaccion y la concentracion.

Con el fin de aplicar dicha calibracion a muestras reales de farmacos, se

comprobd como afectaba la presencia de diversas concentraciones. Asi , se vio que

concentraciones de etanol inferiores a un 10% en la disolucién correspondiente a la

Jeringa 1 no afectan a los resultados obtenidos.

Se estudiod la repetitividad del método preparando 11 muestras de forma

similar conteniendo :

Jeringa 1.- Disolucion de rifamicina SV de 8 ppm.

Jeringa I1.- Disolucién conteniendo Cu (I11) ( 6 ppm)y tampon 1.95 M (pH =

10.2).
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Estas condiciones suponen que en lamezcla de reaccion la rifamicina SV tendra

una concentracion de 4 ppm.

Se obtiene una desviacion estandar de 2.54 x107° siendo la desviacion
estandar relativa (DER) de 2.0 %. Valor notablemente inferior al obtenido por el
método manual para la misma concentracion (9.40 %), utilizando las curvas cinéticas

obtenidas a 445 nm.

Método semiautomatico propuesto para la determinacién de Rifamicina.

Se preparan dos disoluciones de reactantes segun se indica:

Jeringa 1: Disoluciones acuosas de patrén o problema conteniendo menos de
20ppm de rifamicina SV y hasta un 10 % de etanol si fuera necesario.
Jeringa 11: Disolucién compuesta por Cu (11) (6 ppm) y tampdén amoniaco /

cloruro amonico (1.95 M) de pH =10.2.

Se inyecta un volumen de muestra de 0.5 ml y se registran las curvas cinéticas
a 452 nm. Se miden las pendientes en los primeros 20 segundos de reaccion. Dicho
procedimiento podria ser aplicado también a la determinacién de rifampicina

utilizandose como longitud de onda de medida 475 nm.

Influencia de la presencia de diversos principios activos en la

determinacion de Rifamicina.
Se ha estudiado el efecto que ejerce la presencia de otros principios activos
en la determinacion de rifamicina SV. Para ello se han elegido los mismos compuestos

que en el método manual con objeto de comparar los resultados obtenidos.
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En la tabla 2.16, se han resumido los limites de tolerancia determinados.

Tabla 2.16.- Limites de tolerancia de otros principios activos en la determinacion

de Rifamicina SV.

Relacion Principio activo

(RF: Interferente)*

1:40 Piracinamida

1:10 Tetraciclina, isoniacida, eritromicina, neomicina,
fenilbutazona, nabumetona, prednisona,
indometacina, ibuprofeno, probenecid,

trimetoprim, acido ascorbico

1:1 Etambutol, sulfanilamida, estreptomicina,

cloranfenicol

<1 Sulfametoxazol, sulfametazina, sulfaquinoxalina,

Podemos observar como se reduce drasticamente la magnitud de las
interferencias, y es de destacar la eliminacion de la interferencia debida a otros
antibidticos que se formulan conjuntamente con las ansamicinas, como son
piracinamida e isoniacida. La reaccién en estudio presenta una favorable cinética en
competicién con la mayoria de las especies estudiadas. Siguen persistiendo las
interferencias debidas a la familia de principios activos de las sulfamidas, que sin

embargo no se suelen administrar de forma concomitante con las ansamicinas.
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Aplicacion del método semiautomatico propuesto al analisis farmacolégico.

Determinacion de Rifampicina en “Rifater”.

Se ha elegido como producto farmacéutico para la aplicacién del método
propuesto, el denominado “Rifater” comercializado por Marion Merrell Dow, S.A. y
ampliamente utilizado para la profilaxis de la meningitis. Dicho producto tiene la
siguiente composicion por gragea: rifampicina, 120 mg; isoniacida, 50 mg;
piracinamida, 300 mg; sacarosa, 104.9 mg; y excipientes. La eleccién se ha realizado
en funcion de la complejidad del mismo, ya que permitira comprobar la eficacia del
método semiautomatico en la eliminacion de las interferencias, antes descritas, en la
determinacion de rifampicina. Dicho producto no se podria analizar mediante el

método manual debido a esas interferencias.

Para realizar la determinacién se ha aplicado el método del patron externo
para cuatro diferentes diluciones (por triplicado) asi como el método de la adicién

patrén.

Método operatorio. Para preparar una disolucién madre del medicamento se
trituran 9 grageas del producto comercial y se pesan con exactitud aproximadamente
0.05 g. Posteriormente se adicionan 50 ml de etanol del 99 % enrasando a 100 ml con

agua desionizada. A partir de dicha disolucién se preparan dos series de muestras:

a) Patron externo .- Se prepararon muestras correspondientes a las diluciones

1/10, 1/7 y 1/5 (por triplicado) y se analizaron segun el método propuesto.

b) Adicion patron.- Se adicionaron diferentes volimenes de una disolucion

patron de rifampicina, a una cantidad de problema constante correspondiente a la

dilucién 1/17. Las adiciones fueron de 2, 4 y 6 ppm de rifampicina respectivamente.
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En ambos casos, los resultados obtenidos se compararon con una recta de
calibrado preparada de forma simultanea para minimizar la posible variabilidad

instrumental.

Por aplicacion del patron externo, se obtuvieron los resultados que aparecen

resumidos en la tabla 2.17.

Tabla 2.17.- Anélisis de “Rifater” por el método semiautomaético y la metodologia

del patron externo.

Dilucion | [Rifampicina]* | O, , | [Rifampicina]™
(mg/gragea) (mg/gragea)

1710 114.1 2.0

1/7 114.2 34 120

1/5 109.0 15

Valor medio: 112.4 mg/gragea

* calculada para Rifater original como media de tres determinaciones
individuales para cada dilucion.
** valor indicado en etiqueta del medicamento.

O, ,. desviacion estandar para n =3.

Se obtiene un valor medio muy concordante con el facilitado por la casa

comercial.

Por aplicacion de la adicion patrén, se determinaron los valores
correspondientes a las recuperaciones individuales para cada adicion. Se calculo6 la
pendiente de la recta correspondiente a la adiciéon patron y se comparé con la
pendiente de la recta patron de referencia, con objeto de ver si hay efecto de
interferencia debida a la matriz del medicamento. También, se calculo la

concentracion de rifampicina en el producto original.
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En la tabla 2.18 se resumen los resultados obtenidos.

Tabla 2.18.- Analisis de “Rifater” mediante el método semiautomatico propuesto

y la metodologia de la adicion patron.

[Rifampicina] | [Rifampicina]
adicionada* encontrada Recuperacion (%)

(ppm) (ppm)

0 295 | -

2.00 5.08 106

4.00 6.58 91

6.00 9.15 103
[Rifampicina],gicisn patren = 2-95 PPM
[Rifampicina],,ouuceo original = 119-4 mg/gragea

Pendiente adicion patrén =-0.0261 min™ ppm™

Pendiente de referencia =-0.0272 min™ ppm™

* a la disolucién madre de rifater de dilucién 1/17.

Se ha comprobado que las pendientes indicadas en la tabla 2.19 son

estadisticamente indistinguibles, lo cual indica que no hay interferencia de los

compuestos presentes en la matriz, tales como isoniacida y piracinamida, en la

determinacion de rifampicina en Rifater, mediante el método propuesto. Tampoco hay

diferencia estadisticamente significativa entre los valores del contenido de

rifampicina calculado por el método de la adicion patron, el patrén externo y el valor

indicado en la etiqueta.

Se obtiene un valor medio de : 115.9 mg de rifampicina /gragea de Rifater.
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Determinacion de rifampicina en orina mediante el método semiautomatico

El método semiautomatico propuesto ha sido, también, aplicado a la

determinacién de rifampicina en muestras de orina, previamente contaminadas.

Primeramente se intento la determinacion de rifampicina sin tratamiento
previo, sélo dilucion de la orinay en las condiciones quimicas optimizadas. Se probaron
3 diluciones: 1/5, 1/10y 1/20. Para llevar a cabo la determinacion de rifamicina en las
diferentes diluciones de orina, se empled el método de adicién patron. Se prepararon
muestras conteniendo cantidades de rifampicina comprendidas entre 1y 8 ppm, en
cada una de las diluciones. Paralelamente, se realizé una recta de calibrado con
patrones de rifamicina en medio acuoso, abarcando las mismas concentraciones. Se
registraron las curvas cinéticas a la longitud de onda de 475 nm, obteniéndose las
rectas de calibrado correspondientes a cada dilucion y comparandolas con la recta de
calibrado de rifampicina en medio acuoso. Las rectas de calibrado obtenidas se

muestran en la figura 2.30.

Podemos observar que existe un efecto de matriz negativo, y que disminuye

al aumentar la dilucion de la orina.

-0.15

Pendiente (1/min)

-0.2

-0.25 I ‘ I ‘ I ‘ I ‘

0 2 4 6 8
Rifampicina, ppm

Figura 2.30.-Rectas de calibrado para diluciones (1/5,1/10 y 1/10) y recta de
calibrado de rifampicina en medio acuoso.
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Seguidamente, una vez comprobado la existencia de interferencias entre la
matriz de orinay el analito a determinar (rifampicina), se procedio a la realizacion de

un tratamiento a la orina, el cual consisti6 en:

Tratamiento: acidificar la orina, contaminada con rifampicina, hasta obtener
un medio a pH 2 ( para ello afiadir HCI). Mantener este pH durante 10 minutos y volver
al pH inicial mediante la adicion de NaOH. Las muestras de orina tratada presentaban

una dilucién de 1/20 en la cubeta de medida.

Se aplico, nuevamente, el método de la adicion patrén en disoluciones de orina
tratada, que contenian cantidades de rifampicina entre 4 y 10 ppm, y asimismo, se
hizo una recta de calibrado de patrén con concentraciones de rifampicina entre 2 y
10 ppm. El tratamiento estadistico aplicado (48) indica que la pendiente de la recta
calculada por el método del patrén externo ( -2.58.10 min™ ppm™), es similar a la

pendiente de la recta de referencia (-2.49.10 min™ ppm™).

Utilizando la recta de calibrado patron, una vez comprobado que la matriz de
orina no interfiere, calculamos las recuperaciones de rifampicina en las muestras de
orina tratada previamente y las recuperaciones en una muestra de orina sin
tratamiento previo, sélo dilucion 1/20. En la tabla 2.19 se recogen los resultados

obtenidos.
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Tabla 2.19.- Recuperacion de rifampicina en orina.
Rifampicina Rifampicina Recuperacion (%)
afiadida (ppm) encontrada (ppm)
Rifampicina sin 5.00 3.69 73.9
tratamiento 5.00 3.87 774
previo 5.00 3.68 73.7
Rifampicina 4.00 4.01 100.4
pretratada 7.00 7.40 106.7
10.00 10.20 102.0

Se puede observar como las recuperaciones obtenidas para la orina pretratada

son mayores y satisfactorias que las obtenidas para la orina sin tratamiento previo,

en la cual, parte de rifampicina se queda coordinada con algin compuesto de la orina.
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INTRODUCCION AL ANALISIS MULTIVARIANTE

Se denominan sefiales univariantes a aquellas sefiales analiticas que se miden
en un determinado método instrumental en funcion de una unica variable controlada.
Se denomina calibracion univariante a aquella que se basa en la construccion de una
relacion entre dos variables x é y de manera que x se emplea para predecir y.
Reciben el nombre de seriales multivariantes aquellas que se miden en funcién de dos
0 mas variables controladas. Por ello, la informacion que puede obtenerse de las
sefiales univariantes resulta bastante limitada en comparacion con las posibilidades

méas extensas que poseen las sefiales multivariantes.

Mediante los métodos de calibracién multivariante (1-3) es posible obtener
informacion cuantitativa selectiva a partir de datos poco selectivos, posibilitandose
la determinacién simultédnea de diversos componentes en muestras complejas (4-9).
Esta posibilidad se traduce en que el tratamiento previo de la muestra se reduce al
minimo, lo que, a su vez, determina tiempo de analisis mas cortos, aspectos ambos de
gran importancia en los analisis de rutina o de control sobre gran cantidad de
muestras analogas. Ademas, la calibracién multivariante ha permitido el desarrollo de

nuevos instrumentos analiticos (10).

El gran nimero de monografias y trabajos sobre el tema pone de manifiesto
el especial interés que los métodos de calibracion multivariante han suscitado en las
épocas mas recientes. El desarrollo de instrumentos analiticos que permiten adquirir
un gran conjunto de sefiales en periodos cortos de tiempo, asi como la popularizacién
de la utilizacién de ordenadores y potentes pagquetes de software han permitido el

gran auge de dichos métodos de calibracion.
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Una de las principales ventajas de la calibracion multivariante es la
minimizacion de la manipulacién de las muestras. Los métodos univariantes requieren
en la mayoria de los casos complejos procesos previos a la adquisicion de la sefial que
generalmente conllevan procesos de separacion, con el consiguiente consumo de
tiempo, posible contaminacién de las muestras y en muchos casos perdida de
sensibilidad, posibilitando en la mayoria de los casos la determinacion cuantitativa de
un Unico componente en una muestra compleja. Sin embargo, la utilizacion de métodos
de calibracion multivariante posibilita el andlisis de mas de un componente de interés

en sistemas complejos reales de forma mas directa.

Los métodos de calibracién multivariante actualmente de mayor implantacion

en el analisis, son los siguientes:

Aplicables a sistemas lineales: a) Regresion lineal multiple (MLR); b) Anélisis
multicomponente clasico (Classical Least Squares, CLS);c) Regresion inversa por

minimos cuadrados (Inverse Least Squares, ILS); d) Andlisis hibrido lineal (HLA).

Aplicables tanto a sistemas lineales como no lineales (11-13) :a) Regresion
por componentes principales (Principal Component Regression, PCR); b) Regresion por
minimos cuadrados parciales (Partial Least Squares, PLS). Otros de mas reciente
incorporacion son: a) ACE ( Alternating Conditional Expectations); b) LWR ( Locally
Weighted Regression); ¢) MARS ( Multivariante Adaptive Regression Splines);
d)PPR ( Projection Pursuit Regression); €) NN ( Neural Networks) de aplicacién a

sistemas no lineales.

En esta Memoria se ha aplicado la calibracion PLS y HLA a sistemas quimicos

complejos, formados por tres compuestos, rifampicina, isoniacida y piracinamida.

118



MENU SALIR

Capitulo 3. Analisis multivariante (PLS y HLA)

Los procedimientos utilizados se basan en la obtencion y almacenamiento de
las sefales correspondientes a un grupo de muestras patron, compuestas por mezclas
de los componentes a determinar; optimizacién del modelo de calculo mediante el uso
de las variables apropiadas que afectan al sistema y posterior prediccion de las

muestras problemas de concentracion desconocida.

Las sefiales analiticas utilizadas pueden ser de diversos tipos tales como:
espectros de absorcion, emision o excitacion molecular, sefiales voltamperométricas,
sefiales cromatograficas, etc... e incluso sefiales de tipo cinético. Dichas sefiales se
manipulan matematicamente con el objeto de obtener la informacion necesaria acerca
de la concentracion de los componentes. Este proceso se conoce con el nombre de

calibracion.

Cuando se realiza la calibracion se debe especificar el nimero de componentes
que se deseen predecir y la concentracion de cada uno de ellos en los patrones.
También se debe elegir la zona de sefiales que se va a usar en el andlisis. Una vez
creado el modelo (0o matriz) de calibracion, se pueden resolver muestras de
concentracion desconocida. No es necesario especificar el contenido, ni la naturaleza,
de aquellas sustancias que acompafiando a los componentes en estudio pudieran estar
presentes como potenciales interferencias, aunque su influencia sobre las
correspondientes sefiales analiticas quedaran implicitamente recogida en el modelo
de calculo, siendo posible por tanto la modulacion de las mismas si se encontraran

presentes en las muestras reales a analizar.

Durante la etapa de calibracion se busca en primer lugar un modelo de
comportamiento entre dos grupos de variables, y = f(x), con objeto de obtener la
relacién entre ellas, mediante un modelo matematico que se debe ajustar al conjunto
de muestras patron que recibe el nombre de set de calibracion. Dicho set de
calibracion debe generar resultados fiables y para ello debe contener al menos tantas

muestras como componentes queremos determinar y normalmente muchas més. El
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hecho de emplear mezclas de componentes para la construccion del set de calibracién
hace que determinadas interacciones en disolucion se puedan modular mediante

modelo PLS y similares.

Para que un modelo de célculo cubra las expectativas de prediccion esperada
sobre muestras reales, debe apoyarse sobre un adecuado set de calibracion, es decir,
la bondad como herramienta de prediccion del modelo va a depender en gran manera
del disefio del set de calibracion. Dicho set de calibracion debe estar compuesto por
muestras patrén de mezclas de componentes en concentraciones tales que engloben
a los posibles problemas y por otra parte, distribuidas de forma estadisticamente
correcta. Se emplean diversos procedimientos de disefio experimentales con este
objeto. Disefios tales como los denominados central, central compuesto, factorial
etc...son ampliamente utilizados. La colinealidad es un hecho no deseable dentro de
un modelo, ya que complica el sistema de célculo sin aportar informacién Gtil. También
es necesario recordar la necesidad de que la informacién analitica referente a
posibles interferencias este recogida en el modelo, con objeto de su modulacion en
muestras reales, generando asi un procedimiento robusto. La etapa de prediccion,
consiste en predecir el valor de las variables independientes de un conjunto de
muestras (set de prediccion), tras obtener las correspondientes variables

dependientes.

Podemos hacer un tratamiento matemético que nos permita visualizar los
diferentes métodos de calibracién que actualmente tienen una aplicaciébn mas
extendida. Considerando un método espectroscépico molecular tal como absorcion o
fluorescencia, la notacion matemdtica utilizada es la siguiente: las matrices se
expresan en mayusculas y negrilla; los vectores en minusculas y negrilla, y los
escalares en mindscula; para la traspuesta de una matriz se emplea el exponente T,
y para la inversa el -1. Asi: N es el nimero de patrones; M es el nimero de analitos;
P es el numero de canales de medida, por ejemplo nimero de A (potenciales en el caso

de voltamperometria, tiempo en técnicas cromatogréaficas, etc.); A(N,P) es la matriz
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espectral de las disoluciones patrén, es decir los espectros de los patrones
(voltamperogramas en electroquimica, cromatogramas etc..); C(N, M) es la matriz de
concentraciones de los componentes en los patrones; c(N,1) es el vector de
concentraciones del analito de interés en N; K(M, P) es la matriz espectral de los
componentes puros; P(P, M) es la matriz de coeficientes de calibracién; p(P,1) es el

vector de coeficientes de calibracion.

Partimos de considerar los datos como formando parte de dos grupos

diferentes:

a) Grupo de las respuestas instrumentales correspondientes a P diferentes
canales de medida o longitudes de onda sobre las N soluciones patrén, que se renen
dando lugar a la matriz de datos A, de dimensiones N x P, en donde cada fila

corresponde al espectro de cada una de las soluciones patron.

b) Grupo formado por las concentraciones conocidas de los M componentes en
las N soluciones patrén, agrupadas en una matriz C, de dimensiones N x M, en la que
las filas son las concentraciones de los diferentes componentes en el set de
calibracion. En la etapa de calibracién se pretende llegar a conocer la relacion entre
Ay C, para poder aplicarla al andlisis de muestras desconocidas en la etapa de

prediccion.

Regresion lineal maltiple ( Multiple Linear Regression, MLR)

Se basa en la aplicacién del método de minimos cuadrados a la relacién entre

la sefial y la concentracion. La aditividad entre las sefiales , por ejemplo absorbancias,

es un requisito béasico para su aplicacion.
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Si tenemos una mezcla con /m componentes absorbentes que cumplen la ley de
Beer, siendo su absorbancia, A;, medida a la longitud de onda j, se puede describir

la absorbancia de la mezcla como:

A=E; IC+E, I1C,+E; I1Co+.+E, 1 C

donde I es el camino dptico, constante para todas las longitudes de onda, E; es la

absortividad molar del componente i a la longitud de onda j.

Agrupando los términos de absortividad molar y camino dptico en las
constantes K;;, tenemos:

A =K;, C, +K;, C, + Ky Cy +.4 K, C,

Si se realiza la medida a p longitudes de onda, siendo que p >n, se obtienen p

ecuaciones:

A=Ky G+ K, Gt Kp G+t Ky, C

Ap =Kp, C, + Kp, C; + Kp; C; +..+ Kp, C ;

n?

que expresado en forma matricial: A = KC; donde A es la matriz de absorbancias,
de dimensiones (px1), K es la matriz de las constantes, de dimensiones (pxn),y C la

matriz de concentraciones, de dimensiones (nx1).

122



Capitulo 3. Analisis multivariante (PLS y HLA)

Si se quiere considerar una ordenada en el origen para el ajuste, se puede
aumentar la dimension de las matrices y afladir a la matriz K una columna de unos y
considerar una concentracion C, que dé una medida de la desviacion respecto al cero.

De esta forma, las matrices quedan:

AO 1K11K12K13 e Kln
A=A | K=| KKK,.K, | c=(ccc,)
A, 1kp.kp,kp,...kp,

Los valores de la matriz K se pueden calcular a partir de los espectros de los
componentes puros presentes en la mezcla, de manera que, si el camino 6ptico es
constante, cada columna de la matriz es el espectro del componente puro patron,

dividido por su concentracion.

La suma de los cuadrados de los residuales (SCR) vale:

2
2 p

scr=Y (a-A) =Y |A —Z)Kijéj

i=1 j=1

] 0O
donde Ai yCj indican, respectivamente, absorbancia y concentraciones calculadas.

Las concentraciones de los analitos presentes en la mezcla se calculan
mediante Regresion por Minimos Cuadrados que minimiza SCR. Expresando la

regresion en forma matricial, las concentraciones calculadas valen: ¢ = (K' K )* K" A
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Método CLS (Analisis multicomponente clasico)

Si tenemos dos componentes A y B, siendo ambos especies absorbentes, la
absorbancia de la mezcla a una longitud de onda determinada, y considerando las
sefiales aditivas de acuerdo a un buen cumplimiento de la Ley de Beer vendré dada
por:

Ay

i = Kaki Ca + Ko Cg + By

siendo: Ay, , la absorbancia de la mezcla a la longitud de onda )\i; Kani Y Kga los
coeficientes de absortividad para los componentes Ay B a )\i; y E); el error residual
entre laabsorbancia correspondiente ala linea de minimos cuadrados y la absorbancia
real. La aproximacion mas sencilla consistiria en utilizar tantas ecuaciones como
componentes, sin embargo se suelen emplear mas longitudes de onda con objeto de
minimizar el ruido, obteniendo un valor promedio de varias sefales. Se suele emplear
el espectro completo (full spectrum) o cualquier otro tipo de sefial analitica total, o
al menos toda aquella parte de la sefial que proporcione informacion diferencial entre

los componentes a determinar.

Como consecuencia de lo anterior, el elevado nimero de ecuaciones aconseja
el tratamiento matricial de las mismas. Las ecuaciones empleadas se pueden expresar

como:

A(p,n) = K(p,m) c(m,n) + E(p,n)

donde p es el niumero de canales usados; m es el nimero de componentes de las
mezclas y n es el numero de espectros del set de calibracion. Por tanto, las columnas
de la matriz A son las sefiales para cada canal (por ejemplo, absorbancias a las
longitudes de onda seleccionadas para cada espectro) del set de calibracion, las

columnas de K son los coeficientes de proporcionalidad (por ejemplo, coeficientes de
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absortividad) para cada uno de los componentes a cada canal (a cada longitud de onda)
y las columnas de ¢ son las concentraciones de los componentes de la mezcla para cada

una de las muestras empleadas en el set de calibracion.

Mediante éalgebra matricial, se resuelven los sistemas de ecuaciones,
obteniéndose asi la matriz estimada de los coeficientes de absortividad, K, (Matriz
K) la cual se utilizaréa para la prediccion. Es necesario incluir la informacién referente
a cualquier causa de interferencia tanto quimica como instrumental, siendo esta la
mayor limitacion del método. La omisién de la concentracion de cualquier componente
o interferencia harad que el modelo realice una modulacion incorrecta y como
consecuencia las predicciones seran a su vez incorrectas. Este tipo de modelo recibe

el nombre de modelos rigidos.

Método ILS ( Regresion inversa por minimos cuadrados).

Cuando se analizan muestras reales, en muchas ocasiones no es posible conocer
la composicion completa de las mismas, y aunque se conozca la informacion referente
a determinados componentes puede no tener interés, por lo cual su inclusion en el
modelo solo logra complicar el célculo sin aportar datos analiticos relevantes.
Entonces, considerando el caso de componentes absorbentes, nos podemos plantear
la ley de Beer en su denominada forma invertida donde : C = A.P + E; siendo Cy A
los pardmetros anteriormente mencionados, mientras que P es una matriz de los
coeficientes de calibracion desconocidos de los r componentes de las mezclas a las
p longitudes de onda utilizadas y E es una matriz de errores aleatorios de
concentracion o residuales que no se ajustan al modelo. La concentracion es funcién
de la absorbancia a las longitudes de onda establecidas, y como consecuencia, este
modelo resulta invariante respecto al nimero de componentes que se incluyan. Se
puede calcular la matriz de coeficientes P, incluso sin conocer las concentraciones

de todos los componentes.
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Este tipo de proceso de calibracion, es denominado ILS (o de Matriz P). Sus
limitaciones fundamentales derivan del hecho de tener que usar un nimero de canales
igual que el nimero de patrones usados en el set de calibracion con objeto de

mantener la dimensionalidad de la matriz y por otra parte evitar la colinealidad.

Descomposicion espectral

La necesidad de obtener una representacion simplificada de los datos que sea
representativa de la informacién englobada en ellos, se puede llevar a cabo mediante
un proceso denominado descomposicion espectral, aunque de forma general dicho
procedimiento pueda ser aplicado a cualquier tipo de sefial, y pudieramos denominarlo

descomposicion voltamperométrica, descomposicion cromatografica, etc...

Analisis por Componentes Principales (PCA).- De entre los métodos mas
utilizados, quizas sea el méas popular y el algoritmo de descomposicion espectral, mas
ampliamente utilizado para llevarlo a cabo, es el algoritmo NIPALS (non linear

iterative partial least-squares).

El proceso de descomposicién se puede esquematizar indicando los pasos que
el algoritmo matematico realiza sobre el set de calibracion creado en la forma ya
descrita. En primer lugar, calcula el espectro medio, con los espectros de las
muestras que componen el set de calibracién, a continuacién lo compara con cada uno
de los espectros individuales del set de calibracion y crea un espectro nuevo que es
la diferencia entre el espectro medio y el individual a cada longitud de onda, este
espectro diferencia recibe el nombre de vector loading. Posteriormente, calcula la
cantidad de vector loading que le corresponde a cada espectro individual en la
calibracion y al valor resultante se le denomina score. Calcula la contribucién del

loading a cada espectro de la calibracion y la sustrae de cada espectro individual. Los
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espectros obtenidos los sustituye en los datos originales, y a continuacion vuelve al

paso primero y repite el proceso.

Asi, cualquier espectro de una mezcla se puede reconstruir a partir de un
mismo numero de /oadingsy se diferencian unos de otros en las cantidades de los
mismos que se adicionan, es decir, en los scores, y en definitiva, en lugar de los datos

de absorbancia, los espectros pueden representarse mediante sus respectivos scores.

El método PCA o Andlisis de Componentes Principales ( Principle Component
Analysis) (14-16) se puede matematicamente desglosar como una descomposicion de

la matriz A de rango m, en una suma de matrices de rango 1 segun:

A=M, +M,+ M, +...+E,

de modo que cada una se pueda escribir como producto de dos vectores: un vector
score t, y un vector /oading p,: A = t,p," + t,p,' + t,p,' + E, 0 bien en la forma
equivalente: A = T.P" + E,

Es decir, lamatriz A se expresa en un nuevo sistema ortogonal de variables en el que
los scores representan las coordenadas de cada punto en el nuevo sistema, y los
loadings, los cosenos directores de los nuevos ejes respecto a los anteriores. Asi, se
pueden relacionar con las concentraciones y con los espectros de los compuestos

respectivamente.

Método PLS o minimos cuadrados parciales es parecido a PCA, pero se
diferencia en que mientras que este Ultimo sélo utiliza la informacion contenida en la
matriz de sefiales a cada canal, el algoritmo de PLS utiliza ademés la informacion
contenida en la matriz de concentraciones, contribuyendo en mayor cuantia los
espectros que corresponden a mayores concentraciones. Se consigue con ello,

concentrar la mayor informacién posible en los primeros /oadings.
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Optimizacion del nimero de loading

El nimero de loading que debemos emplear para optimizar un modelo, debe ser
tal que garantice la adecuada resolucion del problema con la menor complejidad
matematica (menor tiempo de calculo). Si se emplean un nimero inferior al 6ptimo se
obtendria un empobrecimiento de las predicciones, y si por otra parte se incluyen
demasiados, se podria estar modelando el denominado ruido del sistema , lo que

conllevaria a un sobreajustey la consiguiente perdida de exactitud en los resultados.

Se emplean diversos criterios estadisticos con el objeto de evitar los
incovenientes mencionados. La utilizacion del denominado parametro PRESS
(Prediction Residual Error Sum of Squares), suele estar recomendado en la

bibliografia especializada.

Podemos considerar que para cada modelo generado con un determinado

numero de /oadings, el PRESS se puede expresar como:

2

PRESS = Z zm: (E:i - ci)

i=1 j=1

siendo n = numero total de muestras empleadas en la calibracion; m = ndmero total

0
de compuestos, C, = concentracion calculada, y C,

concentracion de referencia.

Como alternativa, en lugar del PRESS, puede utilizarse el denominado SEP

(Standard Error of Prediction), que para un componente viene dado por la expresion:

SEP = [ PRESS/m ]"*
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Experimentalmente el PRESS se obtiene mediante el siguiente procedimiento:

1.- De todos los patrones del set de calibracion, se prescinde de un cierto
nuamero, generalmente solo uno, y con los restantes se realiza la descomposicién
espectral con un solo factor. Se calcula la matriz de calibracion mediante regresion.

2.- Con dicha matriz, se determina la concentracion de la muestra (o las
muestras) anteriormente desechadas.

3.- Se calcula la diferencia entre la concentracion predicha con dicha matriz,
y la que tedricamente tiene la muestra (concentracion actual), y se obtiene la raiz
cuadrada de esta diferencia (residuo sin modular).

4.- A continuacion deja fuera otra muestra distinta y repite el proceso. Asi,
sobre cada una de las muestras que constituyen el set de calibracion.

5.- Como cada muestra es dejada fuera, se afiade la raiz cuadrada del error
residual calculado a todos los errores previos.

6.- Se repite el mismo proceso tantas veces como factores se ensayan.

El valor de PRESS nos da una medida de lo bien que una matriz de calculo
(calibracién) estd determinando la concentracioén para cada numero de factores
tenidos en cuenta. Cuanto méas factores se tienen en cuenta, el error de prediccion
disminuye. En principio el nimero de factores 6ptimo deberia ser aquel que
proporciona el minimo valor de PRESS. En algunos casos se producen minimos para
volver a aumentar ligeramente después. En esta situacion, se considera que el modelo

comienza a afiadir vectores de ruido.

Incluir demasiados vectores o vectores de ruido se denomina “sobreajuste”.
Incluso se produce sobreajuste cuando se optimiza el nimero de factores para el
minimo PRESS, ya que el nimero de factores éptimos deberé ser realmente aquel que

introduce en el sistema un aumento de la capacidad predictiva estadisticamente mejor
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que cuando se emplea un numero inferior. Por lo tanto se debe recurrir a un

tratamiento estadistico de los resultados que ponga este hecho de manifiesto.

Una propuesta de solucion a este problema ha sido propuesta por Haaland y
Thomas (17), de manera que los valores minimos de PRESS se comparan con aquellos
obtenidos con un numero de factores menor que el que produce el minimo de PRESS
haciendo uso del parametro estadistico F. La estadistica F realmente se emplea para
comparar dos series de concentraciones, las calculadas mediante la aplicacion del
nimero de factores que generan el minimo PRESS denominado h’, y las
concentraciones calculadas usando un numero inferior de factores denominado h.
Segun disminuyen las diferencias entre el minimo valor de PRESS y los otros valores,

también disminuye la probabilidad de que cada nuevo factor afiadido sea significativo.

Todos los modelos con un nimero de factores h<h* se comparan con el de
referencia, h"con ello se pretende encontrar el modelo mas simple (de menor nimero
de factores) que genere un valor de PRESS estadisticamente indistinguible del

generado por el modelo que emplea h*.

Se expresa F(h) como PRESS (modelo con h factores )/PRESS (modelo con
h” factores), siendo h = 1, 2, 3...h" . Se elige como nimero 6ptimo de factores el
menor h que cumple F(h)<F , siendo Fy . el (1-&X) por ciento de la probabilidad F
de Snedecor con r y r grados de libertad, siendo r el numero de muestras del set de

calibracion.

Haaland y Thomas (18) determinaron empiricamente que un valor de (1-X) de
0.75 es una buena eleccién como criterio de significacion, de manera que se selecciona
como 6ptimo el nimero de factores correspondientes al primer valor del PRESS cuya

probabilidad para la razén F es menor que 0.75.
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La determinacion del numero de factores 6ptimos es la etapa mas importante
del andlisis la que requiere mayor atencion. En muchos casos no es posible la
asignacioén de la naturaleza de dichos factores, sin embargo si pueden ser atribuidos
aquellos gque tienen una relacién directa con la concentracion de los componentes e
incluso aquellos debidos a interacciones entre los componentes que afectan a sus
concentraciones (17, 19). También factores de tipo instrumental, tales como, deriva
de la linea base , de la respuesta del detector y de la fuente a lo largo del tiempo, ya
que el proceso de ajuste a cero, en muchas ocasiones, s6lo se realiza al inicio del
andlisis. Para asignar la naturaleza de dichos factores se recurre a un profundo
examen del perfil de los loading obtenidos y comparacion con los espectros de los
componentes puros y sus mezclas, asi como, con la evaluacion del valor de los scores
y su relacion con las concentraciones (o relaciones entre las concentraciones) de los

componentes del set de calibracion (analisis cluster).

El grado de ajuste entre los valores calculados y los tedricos de un modelo se
expresa a través de diferentes parametros estadisticos. Asi, si consideramos X, = X;
+ e, donde Xx; es el valor teorico; )“(i, el calculado, y e, error cometido en el célculo,

podemos expresar:

Y (x —Y)z =) (%, —i)z +Z e’

siendo X el valor medio de los valores tedricos.

Asi pues, la suma de los cuadrados totales (SCT) es igual a la suma de los

cuadrados de la regresion (SCR) méas la suma de los cuadrados de los errores (SCE):

SCT = SCR + SCE
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Teniendo en cuenta que:

Un segundo parametro estadistico también empleado, y que se denomina
desviacion estandar media residual, RMSD (Residual mean standard desviation) que

es la raiz cuadrada de las desviaciones medias,

gue constituye una medida del error medio cometido en el analisis.

Hay que hacer notar que dicho RMSD es igual al SEP cuando este ultimo se

calcula para un componente individual (por ejemplo, mediante PLS-1).

Una vez optimizada la matriz de célculo teniendo en cuenta el nimero éptimo

de factores, se pueden predecir las muestras desconocidas.
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Seleccion de la region espectral

Aunque, PLS y PCR son métodos disefiados para usar el espectro completo, sin
embargo, nos podemos encontrar con circunstancias o técnicas instrumentales donde
elegir la region del espectro esta sobradamente justificada. Por ejemplo, en aquellos
casos donde se puedamejorar la resolucion, eliminando zonas de extremadamente alto
solapamiento de las sefiales, zonas de ruido, zonas de no linealidad, o bien con el
objeto de disminuir el tiempo de procesamiento de datos. Hay técnicas, por ejemplo
IR, donde amplias zonas del espectro pueden no estar aportando informacion
espectral util y como consecuencia se deben eliminar. Los métodos matematicos que
posibilitan una elecciéon razonada de la regién del espectro adecuado, consisten en
calcular la correlacién entre la sefial analitica con las concentraciones de cada
componente en los espectros de la matriz de calibracion y se elige las regiones que
tienen valores de R? igual o proximos a 1. En técnicas de absorcion y fluorescencia
molecular al ser bandas anchas poco estructuradas se suele trabajar con el espectro

total.

Deteccion de muestras discrepantes o outliers

Ademés del nimero de factores, es igualmente importante la deteccion de
muestras que, por algun tipo de errores, deban ser eliminadas en la matriz de

calibracion.

En un grupo de patrones de calibracion pueden existir muestras que se aparten
del modelo establecido y que, por consiguiente, puedan ser el origen de errores
indeseables. El hecho de que el comportamiento de una muestra difiera en mayor o
menor grado del conjunto puede deberse a errores en las concentraciones (muestras
discrepantes en la concentracién), o a errores espectrales debidos a problemas
instrumentales o de manipulacién (muestras espectralmente discrepantes) o a ambas

causas.
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Una poderosa herramienta para la deteccion de muestras erréneas nos la
proporciona la misma manerade calcular el PRESS, dejando sucesivamente y cada vez,
y con todas y cada una de las muestras, una fuera de la calibracion. La diferencia
entre la concentracién puestay la obtenida puede compararse y servir para detectar

las muestras erroneas.
Otros métodos se basan en tratamientos matematicos mas complejos y
conducen también a resultados véalidos; por ejemplo, el anélisis cluster o el anélisis de

residuos.

1.- ANALISIS CLUSTER: Puede emplearse el valor de score para detectar

una muestra erronea. Si todos los valores de scores para las muestras de una
calibracion, empleando factor 1, se representan frente a los valores de scores
obtenidos para otro factor, los valores se deben encontrar agrupados alrededor de
un valor medio ( grupo = cluster). De hecho, se puede medir la distancia estadistica
entre una muestra sospechosay el valor medio obtenido para el cluster, que se conoce
con el nombre de distancia de Mahalanobis, que asigna una probabilidad ponderada a
la muestra en términos de desviacion estandar. Cualquier muestra que se encuentre
a una distancia superior a + 3 desviaciones estandar sobre el valor medio, se puede
considerar sospechosa, siendo comdn un aumento en los valores para aquellas
muestras que se encuentren en el extremo mas alto 6 mas bajo del rango de

concentraciones elegido para la calibracion.

2.- ANALISIS DE RESIDUQS: Los residuos constituyen otro camino para

identificar muestras sospechosas. Cuando una muestra se predice, el dato es el mejor
ajuste obtenido con una combinacién lineal de vectores /oading. Después de ajustar
el espectro queda siempre una informacién residual. El valor de este residuo es un
indicador de como parte de la informacion puede no haber sido modelada. Si el
residuo para una determinada muestra es excepcionalmente elevado comparado con

el resto, resulta sospechoso.
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Método PCR (regresion por componentes principales)

Tomando como ejemplo la técnica de absorcion molecular y un set de
calibracion formado, al igual que en los ejemplos anteriores, por n patrones,
constituidos por r componentes, podemos registrar sus espectros utilizando p
longitudes de onda y como consecuencia obtener los correspondientes valores de
absorbancias. Cada espectro queda representado por p variables independientes a,,
a,, -, &, En notacion matricial corresponderia a un vector columna a de dimensiones
px1 y cada una de las muestras se puede describir o mediante un conjunto de
variables dependientes que corresponden a las concentraciones de los componentes
(variables del blogue de concentraciones, C) o mediante las variables del bloque A
(absorbancias a las p longitudes de onda). Si consideramos simultadneamente los r
patrones, la descripcion del conjunto se puede hacer agrupando los vectores en
matrices y asi, la matriz A contendra todos los vectores a' (sus dimensiones seran
rxp) y c'. Las filas de la matriz estan formadas o bien por las concentraciones de
cada uno de los patrones o por las respectivas absorbancias, y las columnas recogen

la informacion de una variable concreta para todas las muestras.

La primera etapa del método consiste en la descomposicion mediante el
Andlisis de Componentes Principales (PCA), de la matriz A en una suma de a factores
o componentes significativos del sistema: A = Zti P'"+E=TP'+E; donde Tesla
matriz de scores de A, de dimensiones nxa, P es la matriz de /oadings de A de
dimensiones axp y E la matriz de residuales, cuando se utilizan a factores, del bloque

A.

La segunda etapa del método consiste en el proceso de regresion de los
componentes principales. La matriz de scores se determinapor: T = AXP vy lamatriz

C se calcula como: C = TxB + E.
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Los valores de la matriz B, denominada matriz de regresores, se calculan por
minimos cuadrados: B = (T' T)™ T'C. La operacion indicada con (T' T)™ se puede

realizar sin problema habida cuenta de que los scores son ortogonales.

La tercera etapa la constituye la prediccion. Este proceso es parecido al
utilizado en la etapa de prediccion del modelo, considerando ahora la matriz de datos
de las muestras de prediccion, que designaremos como C*. Los pasos son los
siguientes:

1.- Calculo de los scores : T* = A* P

2.- Célculo de la concentracion de las muestras: C = T* B

Aqui los valores de P y B son los calculados en la etapa de prediccién
propiamente dicha. Los valores de C estan centrados o autoescalados y se requiere

la correspondiente transformacion para convertirlos en valores originales.

Método PLS

Durante la etapa de calibracion el método de regresion parcial por minimos
cuadrados (PLS), utiliza no sélo la informacion contenida en la matriz A, sino también
la contenida en la matriz de concentraciones (matriz C) de manera que, al mismo
tiempo, se utilizan las columnas de C para estimar los /oadings de Ay las columnas de

A para estimar los /oadings de C.

A=T,P,"+E,
C=T.P. +E,

donde T, y T son las matrices de los scores de la matriz de medida Ay de la matriz

de concentraciones C, respectivamente, P, y P, son las respectivas matrices de

loadings, y E, y E; representan los errores de Ay de C del modelo.
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En un modelo simplificado, los scores de cada matriz se calculan por separado
y si las fuentes de variacion de A y de C fuesen idénticas, también lo serian las
correspondientes matrices de scores, pero en la mayoria de los casos se encuentra
que los scores de ambas matrices estan relacionados por la llamada relacion interna

(r): t.=rt,+e.

Esto indica que los scores t, no son los optimos para estimar A al haber

sufrido cierta rotacion para describir simultdneamente la matriz C.

La descomposiciony regresion se puede realizar de forma conjunta para todos
los componentes, optimizandose lo que se podria considerar como un valor medio del
numero de factores, mediante la aplicacion de la modalidad PLS2. Sin embargo, en el
caso de que la optimizacion y descomposicién se haga para cada componente
individualmente el método se designa PLS1. Teniendo en cuenta la rapidez de célculo
actual mediante los ordenadores habituales la aplicacion de PLS2 no tiene grandes
ventajas frente a la aplicacion de PLS1. Por otra parte, hay que tener en cuenta que
cuando el nimero de factores optimizado para los distintos componentes es el mismo,
ambos tratamientos son idénticos y arrojan los mismos resultados. PLS2 se puede
considerar como un algoritmo global cuya aplicacion mas interesante puede ser el
reconocimiento de modelos, mientras PLS1 resulta mas adecuado para analisis

cuantitativo.

Los algoritmos correspondientes a los métodos PCR y PLS (20-31) pueden

modificarse para conseguir que ambos métodos, que asumen un modelo lineal, puedan

aplicarse al andlisis multivariante no lineal (32).
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Comparacion de los métodos multivariantes CLS, PCR y PLS

Se pueden establecer las siguientes conclusiones en cuanto a los métodos

multivariantes mas comunes citados en esta Introduccion.

1.- CLS, PCR y PLS pueden utilizar la informacion espectral completa y
presentan una elevada precision. Sin embargo, ILS precisa de una seleccion previa

de las longitudes de onda y necesita un gran nimero de muestras patron.

2.- CLS necesita toda la informacion referente a las muestras, causas de
interferencias e incluso variables instrumentales. ILS, PCR y PLS no necesitan de un
modelo quimico explicito de la matriz de respuesta, y permiten la evaluacion de las
concentraciones de los componentes de interés aln en presencia de otras causas de

variacion no explicitadas en el modelo.

3.- Asi, PCRy PLS, son modelos que no sélo gozan de las ventajas de CLS al ser
métodos de espectro completo, sino también de las de ILS en cuanto son capaces de
desarrollar el andlisis para un componente cada vez, evitando los problemas de la

seleccion de un nimero limitado de longitudes de onda.

4.- PLS y PCR son aplicables en algunos casos donde se producen interacciones

de tipo quimico entre los componentes analizados, son capaces de modelar

comportamientos no estrictamente lineales.
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HLA (Hybrid Linear Analysis) como un nuevo algoritmo en analisis

multivariante

Como ya hemos comentado, un objetivo comdn en Quimica Analitica es calcular
la concentracion de especies presentes de interés en muestras complejas formadas
por diversos componentes. Generalmente estos componentes dificultan y a veces
impiden la determinacion utilizando métodos univariantes. La utilizacion de los
métodos multivariantes, como los indicados en esta Introduccion, en muchos casos
permiten realizar el andlisis de interés modulando las interferencias de los otros
componentes presentes, pero a veces no. Los resultados obtenidos dependen del
algoritmo utilizado, y la eleccion de este algoritmo, depende de muchos factores,
tales como, el numero de medidas que pueden llevarse a cabo y de la naturaleza de

dichas medidas.

Recientemente, se dispone de un nuevo algoritmo denominado “Analisis Lineal
Hibrido (HLA)” que aporta diferencias sustanciales en cuanto al tratamiento de las
sefiales globales proporcionadas por una muestra compleja. Este método combina las
ventajas de los ya discutidos métodos que utilizan el espectro del componente puro,
tal como CLS, con las ventajas de los modelos que ignoran todas las especies
presentes sin interés para el andlisis. De ahi el nombre de “hibrido”.Dicho método,
trata de sacar de toda la sefal aquella parte que aporta informacion concreta con

respecto al componente de interés diferenciandolo del resto.

Se trata de un método basado en anélisis factorial, que elimina la necesidad
de elegir un nimero de factores Optimo durante la calibracion. Este método esta
basado en el concepto de sefial del analito neto (net analyte signal, NAS) descrito por

Lorber y col (33).

139



MENU SALIR

Capitulo 3. Analisis multivariante (PLS y HLA)

Concepto de sefial de analito neto (NAS)

Se considera la sefial del analito neto, la parte de su espectro ortogonal al
subespacio formado por los espectros de los demas componentes, y solamente el NAS
de un componente conlleva la informacion necesaria para su cuantificacion. El
subespacio obtenido de esta manera contiene la informacion espectral que no esta
relacionada con el componente de interés. La parte ortogonal del espectro del
componente se calcula como su proyeccion ortogonal (33). EI NAS del componente en
cada muestra esta relacionado con la concentracion a través de un modelo de
calibracion basado en minimos cuadrados. En el trabajo de Xu y col. (34) se destaca
el hecho de que se puede llevar a cabo un modelo de calibracion adecuado para un
determinado componente, sin necesidad de elegir un numero de factores 6ptimo. Esta
caracteristica abriria un campo amplio en cuanto a la posibilidad de automatizar los

procedimientos.

Fundamento tedrico.—- Empleamos la siguiente notacién para realizar la
discusion tedrica del algoritmo. Las letras mayulsculas en negrilla se emplean para
definir las matrices, las mindsculas para las columnas del vector, y las normales en
italica para los escalares. El superindice T indica la traspuesta del vector o matriz
y el superindice + la seudoinversa de una matriz no cuadrada de un sistema
sobreajustado. El espectro digitalizado se considera como un “vector espectral o
simplemente como unvector”, mientras que el vector espectral de un componente puro
se denomina “vector componente”. El nUmero de componentes de una mezcla se
denomina 7 ; el tamafio del set de calibracion, es decir el nimero de muestras de
calibracion disefiado es /'y la dimensién del vector espectral, es decir el nimero de

elementos del vector espectral se denomina J.

En regresion de componentes principales, la prediccion de la concentracion de

kcomponentes en una mezcla desconocida se puede llevar a cabo mediante la ecuacion:
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— AT +
Cdesconocida - d desconocido D C

donded es el vector de respuesta de la muestra desconocida, la matriz D * es

desconocido
la seudoinversa de la matriz de calibracion D ( 1 x J ), y ¢ es el vector de la
concentracion del componente ken el set de calibracion (35,36). De acuerdo con PCR,
el término D* c de la ecuacién anterior es normalmente conocido como el “vector de

regresion” y nombrado por b, para el componente k.

+
b, =D"c
La sefial del analito neto de un componente &, r .5 Se puede determinar como

la proyeccidn ortogonal siguiente :

I’k* =[1 - (R'(RD]r=Pr Ecuacion1

donde r es el vector componente de un componente k de concentracion unidad; 1 es
una matrix unitaria Jx J; R_ es una matriz, JxA, que contiene las sensibilidades
para todos los componentes excepto la del componente k, siendo A el numero de
factores usados para construir el modelo, P es la matriz de proyeccion JxJ la cuél
proyecta un vector dado en el espacio NAS. El NAS del componente k se puede usar

para predecir la concentracién de muestras desconocidas.

Muy recientemente, el calculode R_, se ha definido por la siguiente expresion:

R,=R-0O¢c r  Ecuacion?2

donde R es la matriz de respuesta reconstruida usando el primer factor de R, C es

la proyeccion del vector concentracion de la calibracién en el espacio de dimensién A,
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r es una combinacion lineal de las lineas de R que contienen una contribucién del

espectro del componente &, y (X,es un escalar definido como:
a=1/r" R C Ecuacion 3

el cual puede ser entendido como la inversa de la concentracién estimada para k en
r. Un espectro r, se puede usar para calcular R_, usando las ecuaciones 2 y 3y no
necesariamente el espectro puro s,. Sin embargo, es admisible usar un espectro que
contenga la maxima informacion en cuanto a los analitos de interés. Una buena
eleccion es utilizar un espectro medio de los de la calibracién, donde ninguno sea O de
concentracion. Por otra parte, en el algoritmo HLA la contribucion del analito puro k
se elimina de la matriz de respuesta antes del calculo de los factores. Este hecho

genera que se trabaje con un nimero menor de factores que PCR o PLS. (34, 37).

El método HLA necesita construir una matriz de datos R, = [R - ¢, s,'] Y
usando el primer factor de (R,' R_) definir la matriz de proyeccion P. La
concentracion del componente k en una muestra desconocida se obtiene a partir de

Su espectro r como:

s,Pr _ s;PPr _(s))'r,
- 2

T T
s.Ps, s.PPs, ‘

k

*

Sy

La ecuacion anterior es la base de la capacidad de prediccion de los métodos

basados en NAS.
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Recientemente, Xuy Schechter han descrito un procedimiento similar al HLA
(34) el cual no necesita el conocimiento del espectro del componente puro s,. Para

obtener la matriz R, , se obtiene el espectro medio de la matriz de calibracion :

- 1 1
r= TZ ri,cal

i=1

donde r, ., es el espectro para una muestra i de la calibracion. Entonces, la

contribucion del analito kes sustraida de la matriz de datos R de la siguiente manera:

donde ¢, es la media de las concentraciones de calibracion del analito & La

aproximacion por minimos cuadrados a s, es a continuacion aplicada para calcular s, :

T
. R'c
S, =P s,y =P —=

' C.C Ecuacion 4
k ~k
Xu 'y Schechter sugieren usar todos los / factores de R_, para la prediccion
, para construir un método libre de la necesidad de optimizar el nimero de factores.
Later, Goicoechea y Olivieri (38) proponen el denominado HLA/XS donde si realizan
una seleccion del numero éptimo de factores mediante una validacion cruzada (cross-
validation). Este procedimiento trabaja de una forma similar a HLA, siendo una

variante del original, y puede ser usado cuando el nimero de muestras excede el

limite recomendado de una tercera parte del nUmero de sensores.

143



Capitulo 3. Analisis multivariante (PLS y HLA)

Hay que destacar cuando pequefias no linealidades tienen lugar en el set de
calibracion , solamente la parte lineal sera utilizada para generar laR_, . Un nimero
de factores extra seran necesarios para poder realizar esta transformacién. Aunque
realmente no hay datos que lo apoyen, la capacidad para modular no linealidades se

espera que sea similar a la mostrada por PLS (18).

Selectividad, sensibilidad y limites de deteccidn

La determinacion de los parametros de calidad de un método multivariante han
sido una de los lagunas mas importantes a la hora de la aplicacion y comparacion de
los resultados obtenidos entre varias técnicas. En la literatura existen varios intentos
para determinarlos en analisis multivariante, la denominacion de figuras de merito se
ha impuesto en la bibliografia actual para denominar estos pardmetros de calidad.
(39 ,40). Existe un método basado en NAS de forma similar a la propuesta por Boqué
y Rius para CLS y que fué extendido posteriormente a regresion inversa por Lorber

(41). Se define un limite de decisién con respecto a la sefial como:
Lob=A (A, B) Or, donde A (A, [3) es el parametro no centralizado de una
distribucién t no-central, el cuél puede ser calculado numéricamente (39,40) o tomado

de tablas (42) y Or es una estimacion de la desviacion estandar de las medidas.

El célculo del NAS también permite estimar otras figuras de merito tales

como la selectividad y la sensibilidad.
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Is:
H , donde ||,

SEL =

Laselectividad (40) se puede expresar como

es la norma del espectro del componente puroy ||s,| la norma del espectro total de

1
la muestra. La sensibilidad (40) se puede calcular como SEN = H siendo b el

vector del coeficiente de regresion que se puede calcular mediante los métodos

multivariante.

Quizas el término mas controvertido en analisis multivariante sea el limite de
deteccion. Se puede definir como LOD = 3 ||€|| |b]|, donde | €| es una medida del
ruido instrumental y b es la norma del vector coeficiente de regresion. Existe una
amplia polémica en cuanto a la aplicacion de esta ecuacién, ya que la cantidad de
analito que puede ser detectada depende de las concentraciones presentes de cada
interferente (40). En principio una posibilidad es calcular el valor de || €|| mediante
el registro de varios espectros de las muestras usadas como blanco, calcular la norma

del NAS para cada una de ellas y la correspondiente desviacion estandar.

Como una alternativa para obviar la influencia de la presencia de otras
especies interferentes en la sefial del blanco se puede construir un set de prediccién
del blanco, de manera que, siendo blanco en el componente de interés, contenga a las
otras especies presentes en un intervalo de concentraciones similares a las incluidas
en la matriz, de esta manera la prediccion del cero y su correspondiente desviacion

estandar, englobaria a todas las posibles muestras problemas (43).
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La sensibilidad analitica, Y se considera como un parametro mas util a la hora
de comparar resultados. Aqui se define de forma similar a la realizada en analisis
univariante como: Y= SEN/Or, donde Or es una estimacion de la desviacion estandar
de la medida. El valor de Or se calcula como el vector NAS obtenido a partir de
numerosos blancos para la muestra en estduio, 0 como ya hemos indicado antes

blancos para el componente de interés.

Antecedentes bibliograficos

El trabajo pionero, introducido en el campo de la Quimica, fue realizado por
Herman Wold. Desarrollé el algoritmo NIPALS (non-linear iterative partial least
squares) que fué publicado en 1966 (44). Este algoritmo es usado hoy dia en PCA 'y

PCR y puede considerarse como un predecesor de PLS.

PLS ha sido muy aplicado en quimica desde los afios ochenta, especialmente en
quimica orgénica y analitica (45). En 1982, Martens y Jensen (46) estudian las
ventajas de la regresion por PLS en espectroscopia usando el espectro completo e
introducen, a la vez, dos algoritmos que crean las bases para el posterior uso de la
regresion por PLS en andlisis quimico. Este, puede sefialarse como el principio de una

intensa actividad creciente de la aplicacién de la regresion de PLS en quimica.

Se han realizado otros trabajos para generar algoritmos de PLS mas
eficientes que el original (47-56), pero es a partir de la década de los 80 cuando
aparecen el mayor nimero de trabajos que aplican calibracion multivariante a diversas
técnicas (espectrofotometria, cromatografia, espectroscopia de infrarrojo, FIA y

polarografia).
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Jones, Orchard y Hall (53) utilizan dos métodos de calibracién multivariante,
PLS1y PLS2, en combinacion con la espectrofotometria derivada, para el anélisis
multicomponente de tabletas que contienen clorhidrato de pseudoefedrina,

clorhidrato de tripolidina y bromohidrato de dextrometorfan.

Tauler y col. (26) comparan la capacidad predictiva de cuatro métodos de
calibracion multivariante ( CLS, ILS, PCR y PLS) en el analisis espectrofotométrico
de mezclas de bases puricas y pirimidinicas no encontrando diferencias entre los

cuatro métodos estudiados.

Existen otros trabajos acerca de esto (54-55) pero si hacemos referencia a

los realizados en nuestro departamento nos encontramos con:

Espinosa Mansilla y col (56) realizan un estudio comparativo entre los
resultados obtenidos en la determinacion simultanea, previa derivatizacion con acido
tiobarbitdrico, de 2-furfuraldehido, 5-hidroximetilfurfuraldehido y malonaldehido,
mediante técnicas de derivadas y PLS, obteniéndose resultados significativamente

mejores mediante el uso de minimos cuadrados parciales.
Los mismos autores (57) llevan a cabo la determinacion simultanea de
malonaldehido, 2-furfuraldehido y 5-hidroximetilfurfuraldehido, en presencia de

glioxal y biliverdina, mediante PLS-1y PLS-2.

Duréan-Meras y col (58) aplican tres métodos de calibracion multivariante,

PLS1, PLS2 y PCR, a la determinacion simultanea de mezclas de tres saborizantes.

Espinosa Mansilla y col. (59) aplican PLS2 y derivadas a la determinacion de

los pesticidas clorpirifos y carbaril en una formulacién comercial.
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Otros trabajos recientemente publicados, utilizando técnicas de calibracion
multivariante, desarrollados por nuestro grupo de investigacion, se refieren al andlisis
de mezclas de clorpirifos y carbaril en sus formulaciones (60,61), mezclas de hierro,
vanadio y molibdeno, previa complejacién con un &cido hidroxamico ciclico (62-63),
mezclas de hierro y manganeso, previa complejacion con el &cido 3-
indolacetohidroxamico (64), nitrofurantoina, furazolidonay furaltadona (65, 66) y de
sulfadiacina, sulfameracina y sulfametacina (67) mediante deteccion electroquimica,
mezclas de sulfadiacina, furaltadona, doxiciclina y trimetroprin (68), mezclas
cuaternarias de sulfamidas (69), mezclas de 2-furfuraldehido y b5-
hidroximetilfurfuraldehido (70), mezclas de antioxidantes sintéticos (71), carbaril,
carbofurano y phenamifos (72, 73) y del pesticida naptalam y sus metabolitos (74).
También recientemente y mediante la utilizacion de espectrofotometria y PLS se
propone la determinacion simultanea de los marcadores cancerigenos denominados
pteridinas (75). Es de destacar los trabajos relacionados con la aplicacién de técnicas
fluorescentes en conjuncion con analisis multivariante, asi se propone la determinacion
simulténea de &cido salicilico, salicilurico y gentisico por PLS usando las matrices de
excitacion- emision (76), de acetilsalicilico y sus metabolitos en orina (77), la
determinacién simultanea de &cido salicilico y diflunisal en suero humano (78), de los
acidos nalidixico y 7-hidroxinalidixico (79), nafticilina y meticilina (80) y de diversas
pteridinas utilizando PLS tanto a sefiales fluorescentes convencionales como a sefiales
sincronica (81). Por ultimo comentar que la técnica PLS ha sido propuesta para la

resolucién de picos solapados en HPLC (82).

En cuanto a las aplicaciones del algoritmo HLA al andlisis, hemos de destacar

gue actualmente los trabajos realizados son muy escasos dado lo novedoso del mismo.

La mayoria de las citas relacionadas han sido ya recogidas en la discusion teérica de
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dicho procedimiento ya que se refieren fundamentalmente a tratamiento matematico
y descripcion de los diversos parametros del citado algoritmo. Desde el punto de vista
de la aplicacion analitica cabe destacar los trabajos publicados por Olivieri y col
referidos al andlisis de tetraciclinas en suero (38) y del andlisis de fenazon,
cloranfenicol, &cido benzoico, fenilefrina y tiomersal, en soluciones oftalmoldgicas
(83) en ambos trabajos, se llevan a cabo la optimizacién mediante HLA, con aportacién
de cuantiosa y calificada informacién teorica y comparacion con PLS. También
gueremos destacar el publicado por estos mismos autores (84) donde utiliza el
compuesto denominado bromhexina para llevar a cabo un estudio de optimizacion de
la seleccion de longitudes de onda mediante la utilizacion del minimo error indicador
(El). Recientemente, Espinosa Mansilla y col han resuelto mezclas binarias de
derivados de pteridinas (xantopterin-isoxantopterin y Xxantopterin-biopterin)
mediante aplicacion de PLS-1y HLA/XS, utilizando deteccion fluorimétrica (85). Los
resultados obtenidos se estudian comparativamente sobre muestras reales y

simuladas por aplicacion de HLA y PLS.

Como conclusion podemos decir que dentro de los que podiamos ya denominar
métodos multivariantes clasico, el método de regresion dominante en los ultimos
afios, es la regresion por PLS, debido probablemente a su robusticidad, simplicidad
de uso y a que se trata de una herramienta de diagnostico bien desarrollada.
Actualmente la investigacion en andlisis multivariante va encaminada a la aplicacion
de métodos de analisis para sistemas no lineales, o sistemas lineales en los cuéles se
generen interacciones de diversa naturaleza entre los componentes de las mezclas.
Se emplean dos herramientas basicas, optimizacion de modelos PLS, HLA ,asi como

disefio y aplicacion de redes neuronales.
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PARTE EXPERIMENTAL

En este capitulo hemos abordado la determinacion simultanea de tres
principios activos con actividad antituberculosa, concretamente aquellos que
responden a las denominaciones comunes de: rifampicina (Rif), isoniacida (1so) y
piracinamida (Pir), los cuéles se administran de forma conjunta en formulaciones
farmacéuticas, con el objeto de incrementar la actividad del mismo y por otra parte,
disminuir el riesgo de fomentar el crecimiento de cepas resistentes a un determinado
principio activo. Dichos compuestos presentan las estructuras indicadas en el capitulo

1.

En la parte experimental de este capitulo , se exponen los resultados
obtenidos en la optimizacién de los modelos de célculo basado en la aplicacion de los
algoritmos de minimos cuadrados parciales (PLS) y lineal hibrido (HLA), asi como el

andlisis de las variables que le afectan.

Los modelos optimizados se aplican a la determinacion simultéanea de los tres

principios activos en diversas formulaciones comerciales. Como paso previo se han

estudiado algunas caracteristicas de interés analitico de dichos compuestos.
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Estudio de las caracteristicas fotométricas de interés analitico de

rifampicina, isoniacida y piracinamida.

Estudio de las disoluciones acuosas de rifampicina.

Estabilidad en agua.

Se estudia la estabilidad de las disoluciones acuosas de rifampicina mediante
el seguimiento de los espectros de absorcion molecular. Para ello se prepara una
disolucién madre de rifampicina de 100 ppm, (1.29.10* M), y a partir de esta, por
dilucién en agua desionizada, se prepara una de 10 ppm. Se registran los espectros
UV-Visible de dicha disolucion, recién preparada, cada cinco minutos durante un

periodo de 60 minutos.

Se puede observar que las disoluciones diluidas de rifampicina, en medio
acuoso, son totalmente estables al menos durante una hora. Por otra parte, y a partir
de la disolucion madre indicada, se preparan diariamente muestras de 10 ppm en
medio acuoso, y se registran sus espectros de absorcién. Durante al menos, un periodo

de 4 dias. La disolucién madre de rifampicina es también estable.
En la figura 3.1 aparece representado el espectro de absorcion de las

disoluciones de rifampicina. Dicho espectro presenta cuatro maximos de absorcién

localizados a 237, 256, 335y 475 nm.
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Figura 3.1.- Espectro de absorcion de una disolucion acuosa de rifampicina

(10 ppm,; pH = 5.75] recién preparada y a los 60 minutos.

Influencia de la acidez del medio en las caracteristicas espectrales de

rifampicina.

Se preparan muestras conteniendo una concentracién de rifampicina 10 ppm,
KCI 0.1 My cantidades variables de HCl y NaOH de diferentes concentraciones, con
objeto de variar el pH entre 0.5y 12 aproximadamente. Se registran los espectros
de absorcidn para las diferentes muestras, frente a sus correspondientes blancos,

inmediatamente después de preparadas y a temperatura ambiente.

En la figura 3.2 se han representado los espectros de absorcion obtenidos

a los diferentes valores de pH ensayados.
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Figura 3.2.- Espectros de absorcion de disoluciones de 1.29 x 10° M de
rifampicina para diferentes valores de acidez: a) pH comprendido entre 1.00 y

6.78; b) pH comprendido entre 6.78 y 11.75.
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Entre pH 1y 3 se observa un efecto hipercréomico tanto a 338 como a 475 nm,
asi como un desplazamiento hipsocrémico a 338 nm, situandose el maximo a 335 nm
para pH>3, observandose isosbésticos a 425 y 520 nm. Para pH comprendidos entre
3 y 10 observamos un ligero efecto hipocrémico a ambas longitudes de onda,

permaneciendo constante la absorbancia a partir de pH = 10.
Cuando se representan las variaciones de absorbancia con el pH, a las

longitudes de onda de 335 nmy 475 nm correspondientes a los maximos de absorcion

se obtiene la figura 3.3.
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Figura 3.3.- Variacion de la absorbancia con el pH a 335 y 475 nm.

Como podemos apreciar en la grafica, a pH acidos es probable la existencia de
un pK, de valor proximo a 2. Para comprobar que la reaccion corresponde a un
equilibrio acido-base, se acidifica por adicion de HC I, una muestra que inicialmente

tiene un pH = 11.75, hasta conseguir un pH = 1, se registra el espectro, y a
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continuacioén, se vuelve el pH hasta el valor inicial por adicion de NaOH, se registra
de nuevo el espectro y se compara con el inicialmente registrado, se comprueba que
ambos son iguales, luego se reproducen las especies en disolucion y como consecuencia
podemos considerar la perdida de absorbancia en medio acido debida a un equilibrio
reversible. Se calcula el valor del pK mediante el célculo de la primera y segunda

derivada, siendo este de 2.05.

Estabilidad en medio basico

En estudios preliminares se observé que las disoluciones amoniacales de
rifampicina cambian de coloracion con el tiempo, inicialmente presentan coloracion
amarilla que se transforma en rojiza. Por ello, se ha estudiado .la influencia de la

acidez del medio en la estabilidad de las disoluciones acuosas de rifampicina.

Se prepard una disolucion de 10 ppm de rifampicina en medio basico, ( pH=
11.75), fijado por adicion de NaOH 2 M, que contenia KCI 0.1 M. A continuacién se
registraron espectros de absorcion cada 3 minutos durante un periodo de 60 minutos.
No se observo cambio apreciable en la forma de los espectros por lo que podemos
afirmar que las disoluciones diluidas de rifampicina en medio bésico, fijado con NaOH,

son estables al menos durante una hora.

Sin embargo, cuando se prepara una disolucion de forma similar a la anterior
pero fijando el pH por adicién de tampdén aménico/cloruro aménico (pH= 10.18), se
observa una evolucién paulatina con el tiempo del espectro de la rifampicina. En la
figura 3.4 se muestra dicha evolucién. Los maximos de absorcion inicialmente
situados a 335 y 475 nm, sufren un efecto hipercromico e hipocrémico
respectivamente, mientras que se observa un efecto hipercromico a 575 nm, no

llegandose a marcar maximo, responsable del color rojizo de las disoluciones.

155



Capitulo 3. Analisis multivariante (PLS y HLA)

0.50

0.40

0.30

0.20

Absorbancia

0.10

0.00

200 300 400 500 600 700

Longitud de onda (nm)

Figura 3.4.- Evolucion con el tiempo de los espectros de absorcion de rifampicina

en medio amoniacal (pH = 10.18 ; tampon amoniaco/cloruro amonico)

También se ha estudiado la influencia de la presencia de agua oxigenada en
ambos medios basicos, observandose una decoloracién rapida de las disoluciones de
rifampicina, deduciendo de ello la destruccion del grupo croméforo en presencia de

este agente oxidante.
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Estudio de las disoluciones acuosas de isoniacida.

Siguiendo una sistemética similar a la descrita anteriormente se estudian las

disoluciones de isoniacida.

Estabilidad en agua

Paralos estudios iniciales se prepara una disolucion madre de isoniacida de 100
ppm (7.29 x 10™* M). A partir de estay por dilucion en agua desionizada, una de 10 ppm
(7.29 x10° M). Se registran los espectros UV-Visible de dicha disolucion, recién

preparada, cada cinco minutos, durante un periodo de 60 minutos.

Enlafigura 3.5 se muestra el espectro de absorcion. Dicho espectro presenta

un maximo de absorcion situado a 263 nm.
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Figura 3.5.-Espectro de absorcion de una disolucion acuosa de isoniacida de 10

ppm, pH = 5.91; recién preparada y a los 60 minutos.
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Se puede observar que las disoluciones diluidas de isoniacida, en medio acuoso,
son totalmente estables durante al menos una hora. Por otra parte, y a partir de la
disolucién madre, se prepararon diariamente muestras de 10 ppm en medio acuoso, y
se registraron los espectros de absorcion. Se deduce de los resultados obtenidos que
las disoluciéon concentradas de isoniacida son también estables durante al menos

cuatro dias.

Influencia de la acidez del medio en las caracteristicas espectrales de isoniacida

Se preparan muestras de concentracion 10 ppm en isoniacida, 0.1 M en KCl y
cantidades variables de HCl y NaOH de diferentes concentraciones con objeto de
variar el pH entre 1y 12, aproximadamente. Se registran los espectros de absorcion
para las diferentes muestras, frente a blancos adecuados, inmediatamente después
de preparadas y a temperatura ambiente. En la figura 3. 6 aparecen representados
los espectros de absorcion a diferentes valores de pH.
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Figura 3.6 .- Espectros de absorcion de disoluciones acuosas de isoniacida para
diferentes valores de acidez : a) intervalo de pH entre 1.13 y 6.85, b) intervalo de

pH entre 6.85 y 12.53.
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Entre pH 1-3 se observa un efecto hipercromico a 267 nm, que partir de pH
=3, se invierte observandose un efecto hipocrémico a esa misma longitud de onda, y
acompafiado de un desplazamiento batocrémico situandose el maximo a 274 nm. Para
pH comprendidos entre 2 y 12, observamos un efecto hipercrémico a longitudes de

onda superiores a 300 nm, con la aparicién de un nuevo maximo a 297 nm.

Cuando se representan los valores de absorbancias a 297 nm en funcién del pH
se obtiene la representacion de la figura 3. 7.
0.35 —
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0.00
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pH

Figura 3.7.- Variacion de la absorbancia a 297 nm con el valor de pH en la

disolucion de isoniacida.

Parece probable la existencia de al menos tres equilibrios acido- base,
presentando un primer pK de valor préximo a 2, un segundo pK préximo a 3.5, y un
tercer pK en la zona béasica de valor proximo a 11. Se comprueba la reversibilidad de

los procesos.
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Estudio de las disoluciones acuosas de piracinamida

Estabilidad en agua

Se prepara una disolucién madre de piracinamida de 100 ppm(8.12.10"), a
partir de esta y por dilucion en agua desionizada, una de 10 ppm (8.12.10° M). Se
registran los espectro UV-Visible de dicha disolucidn, recién preparada y cada cinco
minutos, durante un periodo de 60 minutos. Se puede constatar que las disoluciones
diluidas de piracinamida, en medio acuoso, son totalmente estables durante al menos
una hora. Por otra parte, y a partir de la disolucion madre indicada, se preparan
diariamente muestras de 10 ppm en medio acuoso, y se registran los espectros de
absorcion. Durante, al menos un periodo de 4 dias, la disoluciéon concentrada de
piracinamida es también estable. En la figura 3.8 aparece representado el espectro

de absorcion. Dicho espectro presenta un maximo a 269 nm y otro a 314 nm.
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Figura 3.8.- Espectro de absorcion de una disolucion acuosa de piracinamida (10

ppm; pH = 5.53) recién preparada y los 60 minutos.
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Influencia de la acidez del medio en las caracteristicas espectrales de

piracinamida

Se estudia la influencia de la acidez del medio sobre la estabilidad de
disoluciones acuosas de piracinamida 10 ppm ( KCl 0.1 M) y diferentes valores de
acidez fijados por adicion de H Cl y NaOH de manera que el valor de pH varia entre
1y 12 aproximadamente. Los espectros de absorcion, frente a blancos adecuados,
se registran inmediatamente después de preparadas las muestras a temperatura

ambiente.

Podemos observar que el valor de la acidez del medio no afecta a las
propiedades absortivas de las disoluciones acuosas de piracinamida, mostrando en

todos los casos un espectro idéntico al de la figura anterior.

Comparacion de espectros de absorcion de rifampicina, isoniacida y

piracinamida para diferentes valores de pH del medio

Una vez finalizado el estudio de las disoluciones acuosas de rifampicina,
isoniacida y piracinamida, pasamos a comparar los espectros obtenidos para cada uno
de ellos en distintos medios de acidez, medio 4cido, medio neutro y medio basico, con
objeto de determinar en cual de ellos se da una mejor separacion de los maximos de
absorbancia de cada analito. En estudios posteriores se abordara la resolucién de
mezclas de estas tres sustancias sin separacion previa por aplicacién de calibracién
multivariante, utilizando el método de minimos cuadrados parciales (PLS) y el basado

en analisis lineal hibrido (HLA).
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En la figura 3.9 estén representados los espectros de absorcion de los tres

analitos en medio basico (pH > 11), ya que es en estas condiciones donde muestran un

menor solapamiento.
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Figura 3.9.- Espectros de absorcion de disoluciones acuosas conteniendo 10 ppm

de rifampicina, isoniacida y piracinamida, en medio bdsico a pH 11.

Piracinamida e isoniacida solapan fuertemente en todo su espectro, sin

embargo rifampicina es la Unica especie absorbente presente en las mezclas para A

> 400 nm.
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Determinacion simultanea de rifampicina, isoniacida y piracinamida
mediante calibracion multivariante por minimos cuadrados

parciales (PLS) y analisis lineal hibrido (HLA)

Se ha estudiado la posibilidad de determinar conjuntamente estos tres
antibidticos ya que, como se ha indicado, absorben en una amplia zona comuin de
longitudes de onda, interfiriendo por tanto en la determinacién individual directa de

uno en presencia de los otros.

Para llevar a cabo esta determinacion, nos proponemos utilizar métodos de
espectro completos basados en calibracion multivariante de minimos cuadrados
parciales (Partial Least Squares, PLS) y el mas novedoso andlisis lineal hibrido (HLA),
llevando a cabo un estudio comparativo de sus capacidades para la resolucién de los

antibioticos propuestos en formulaciones farmacéuticas.

Condiciones generales para la obtencion de la matriz de calibracién

En primer lugar se procede a disefiar un set de calibracion conteniendo los
principios activos en estudio. El disefio de dicho set es el paso fundamental para
posteriormente obtener una matriz de calibrado con una adecuada capacidad de
resolucion. Es fundamental evitar la colinealidad empleando un numero
suficientemente bajo de patrones y abarcando, por otra parte, todo el rango de
concentraciones, asi como las relaciones entre las concentraciones de los componentes

en los problemas reales.

El set de calibracion fue disefiado mediante la aplicacion de un disefio central
compuesto. Consta de 15 muestras formadas por mezclas patron de los diferentes

componentes. Se preparan en matraces de 25 ml, conteniendo cada una de ellas 3,5
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ml de NaOH 0.1M, 0.5 ml de &cido ascérbico 2.84.10° M (para prevenir la posible
oxidacién de la rifampicina en medio basico ) y diferentes cantidades de RIF, PIR e

1SO. Las concentraciones usadas se resumen en la tabla 3.1.

Tabla 3. 1.- Composicion de las muestras patron del set de calibracion

Concentracién, ppm
Muestra

RIF PIR 1SO
M1 3.24 3.24 2.16
M2 3.24 3.24 7.92
M3 3.24 11.88 2.16
M4 3.24 11.88 7.92
M5 11.88 3.24 2.16
M6 11.88 3.24 7.92
M7 11.88 11.88 2.16
M8 11.88 11.88 7.92
M9 0.0 7.56 5.04
M10 15.12 7.56 5.04
M1l 7.56 0.0 5.04
M12 7.56 15.12 5.04
M13 7.56 7.56 0.0
M14 7.56 7.56 10.08
M15 7.56 7.56 5.04
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Se registraron los espectros de absorcién de las muestras utilizando las
condiciones habituales de registro, entre 200 y 600 nm. Los espectros obtenidos

fueron utilizados en las matrices de calibrado. En la figura 3.10, se ha representado

una proyeccion tridimensional de la composicion de la matriz.

|soniacida

Figura 3.10.- Proyeccion tridimensional del diserio del experimento (central

compuesto)
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La zona de analisis espectral se establecié entre 202 y 550 nm que
comprenden un total de 966 puntos. Para la determinacion del nimero de factores
hemos utilizado un método de validaciéon cruzada (cross-validation). La suma de los
cuadrados de los errores residuales (PRESS), se ha calculado para diferente nimero
de factores mediante ambos algoritmos. Hemos seleccionado como 6ptimo el nUmero
de factores para el primer valor del PRESS, cuya probabilidad para la razén F es
menor que 0.75, de acuerdo con el criterio de Haaland y Thomas (18 ). En la tabla 3.
2, se recogen los valores obtenidos para el PRESS y el coeficiente de correlacion (R%)

mediante PLS y HLA/XS.

Tabla 3.2.- Comparacion entre los parametros estadisticos obtenidos por

aplicacion de calibracion PLS1 y HLA/XS.

PLS1 HLA/XS
Coeficiente de Coeficiente de
Factores | PRESS correlacion Factores | PRESS correlacion
(R%) (R%)
RIF 6 0.2690 0.9990 6 0.2405 0.9991
PIR 7 0.2794 0.9989 3 0.2471 0.9991
ISO 8 0.2121 0.9982 8 0.5706 0.9951

Como se puede observar el numero 6ptimo de factores es similar para RIF e
ISO por ambas calibraciones, sin embargo, se obtiene un nimero notablemente
inferior de factores por aplicacion de HLA/XS (3 factores) con respecto a los
obtenidos por aplicacién de PLS1. Aunque es frecuente este efecto mediante
HLA/XS, el valor extremadamente menor, resulta sorprendente bajo. Cuando se
comparan las concentraciones conocidas del set de calibracién con aquellas predichas
mediante ambos métodos y se calcula el valor para el coeficiente de correlacion lineal
(R®) , no se observan diferencias estadisticamente significativas. Las mayores

diferencias corresponden a la determinacién de 1SO , para el cual aparece como
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mejor la calibracion mediante PLS1, dado el mejor valor de R* y el menor valor del

PRESS.

Mediante el célculo del SEP y el REP como una medida del error absoluto y
relativo de la prediccion mediante validacion cruzada para cada componente se

obtienen los resultados que podemos observar en la tabla 3. 3.

Tabla 3.3.- Parametros estadisticos obtenidos para las matriz de calibracion
optimizadas mediante PLS1 y HLA.

Modelo PLS1

Componente SEP REP
(%)

RIF 0.133 1.76
PIR 0.140 1.85
1SO 0.117 231

Modelo HLA/XS

Componente SEP REP
(%)

RIF 0.127 1.68
PIR 0.128 1.70
1SO 0.195 3.87

Valores de error ligeramente inferiores se obtienen para RIF y PIR mediante
HLA/XS en comparacién con PLS1, pero sin embargo, la determinacion de 1SO se ve
desfavorecida, presentando errores ligeramente mas altos mediante el modelo
HLS/XS. Como conclusion podemos destacar que no se observan diferencias
estadisticamente significativas entre ambos modelos de calibracion en cuanto a la

capacidad de prediccién.
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La figura 3.11 se representan los valores calculados para las concentraciones

de los analitos (concentraciones encontradas) frente a los valores tedricos

(concentraciones actuales) en las muestras patron mediante PLS1. La linealidad

conseguida entre ambas variables es adecuada como se pone de manifiesto por los

respectivos coeficientes de regresion indicados anteriormente.
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Figura 3.11. Representacion de concentraciones calculadas vs. tedricas mediante

el modelo optimizado para la resolucion de las mezclas RIF, PIR e 1SO.

En vista de los resultados, ninguna de las muestras usadas en el set de

calibracion se puede considerar una muestra desechable (outlier).

168



MENU SALIR

Capitulo 3. Analisis multivariante (PLS y HLA)

Estudio de scores

Se ha realizado un estudio encaminado a la posible asignacién de la naturaleza
de los factores involucrados en el modelo. Para ello se ha llevado a cabo un andlisis de
la evolucion del valor de los scores 1, 2 'y 3 con respecto a la concentracién y relacion
de concentraciones de los diversos componentes de las muestras. De los anteriores

estudios se deducen los siguientes resultados.

Al representar los valores de score factorl (score 1) frente a la concentracion
total de las muestras utilizadas en el calibrado de la matriz, figura 3.12, podemos
comprobar que el valor del score 1 aumenta al hacerlo la concentracion total de la
muestra, y que para muestras con igual concentracion total, presentan mayor valor de
score 1 aquellas que tienen mayor concentracion de rifampicina. El score 1 es
aproximadamente cero para las muestras cuya concentracién total es similar a la

concentracion total media de las muestras de calibracion.
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Figura 3.12.- Evolucion del valor del score 1 con la concentracion total de las

muestras del set de calibrado.
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En la figura 3.13, aparecen representados el vector loading correspondiente
al factor 1 (grafica A) y el espectro suma resultante de los componentes puros
(gréafica B). Como podemos apreciar ambas representaciones presentan una forma
similar, siendo totalmente coincidentes los puntos significativos, es decir maximos y

minimos del espectro.
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Figura 3.13.- A) Representacion del vector loading 1, B) Representacion del

espectro suma.

En la figura 3.14, se muestra la representacion del score 2 frente al score
1. El score 1, como hemos indicado, esta relacionado con la concentracién total de los
tres antibidticos, rifampicina, piracinamida e isoniacida. El incremento del primer
score esta relacionado con el incremento en la concentracion total. También se puede
observar, que para muestras con la misma concentracién total, presentan mayor

score las que tienen mayor concentracion de rifampicina.
El factor dominante para la distribucion de muestras para el score 2 parece

estar relacionado con la relacion de concentraciones entre rifampicina /

piracinamida. Podemos diferenciar 3 grupos de muestras A, By C. En el grupo A se

170



Capitulo 3. Analisis multivariante (PLS y HLA)

encuadran las muestras con una relacién de concentracion entre rifampicina /
piracinamida > 1, son las muestras que presentan mayores valores de score 2; en el
grupo B estan aquellas muestras donde la relacion anterior es igual a 1, y los valores
de score que presentan estén alrededor de O; en el grupo C son muestras donde la

relacidn, antes citada, es < 1y presentan los valores mas bajos de score 2.

SCORE FACTOR 2

ST I T I T I rrrd
8 6 -4 -2 0 2 4 6 8
SCORE FACTOR 1

Figura 3.14.- Evolucion del score 2 frente al score 1 en las muestras del set de

calibracion.

Dicho comportamiento concuerda con la forma del vector loading 2, ya que
podemos comprobar en la figura 3.15 como dicho vector modula la diferencia de
sefial entre fifampicina y piracinamida coincidiendo con el espectro diferencia
obtenido por sustraccién entre los espectros puros de los componentes rifampicina

y piracinamida.
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Figura 3.15.- A) Grafica del vector loading correspondiente al factor 2. B)

espectro diferencia obtenido de los espectros de los componentes puros
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rifampicina y piracinamida.
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La figura 3.16 muestra la evolucion del score 3 frente al score 2. En el score

2, aparecen diferenciados los tres grupos antes mencionados, que se corresponden

con la relacién de concentracion rifampicina / piracinamida y que guardan la misma

relacion vista en el estudio de la figura 3.14.

En el score 3 el factor dominante para la distribucion de las muestras de

calibracion es la relacién de concentraciones siguiente:[ (rifampicina + piracinamida)

/ 2 isoniacida], aquellas muestras en las que esta relacion es > 1 presentan un valor de

score 3 positivo y para las muestras cuya relacion anterior es < 1 el score 3 es

negativo.
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Figura 3.16. - Evolucion del score 3 frente a score 2 para las muestras del set de

calibracion

Al igual que para el vector loading 2, para el vector loading 3, también hemos

encontrado una posible relacion de espectros ( figura 3.17), es este caso es:

rifampicina + piracinamida - 2 isoniacida. Totalmente de acuerdo con la relacion

entontrada entre el valor de score 3 y las muestras de calibracién.
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Figura 3.17.- A) grafica del vector loading 3, B) gréafica correspondiente a la

relacion de espectros rifampicina + piracinamida - 2 isoniacida.

Por tanto, podemos resumir que los tres factores principales que afectan a la
determinacién simulténea estan relacionados con los siguientes pardmetros: factor
1, con la concentracion total de los componentes; factor 2, con la relacién entre las
concentraciones de rifampicina/piracinamida y factor 3, con la relacion entre las

concentraciones de rifampicinatpiracinamida/isoniacida.
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Determinacion simultanea de rifampicina, piracinamida e isoniacida

en muestras problemas y formulaciones farmaceuticas.

La matrices optimizadas mediante PLS1 y HLA/XS, han sido aplicadas a la
determinacion de muestras binarias y ternarias artificiales, asi como al andlisis de

formulaciones farmacéuticas sin separaciones previas.
Determinacion en muestras binarias y ternarias artificiales.
En la tabla 3.14 se reflejan las composiciones de las muestras problemas. Los
valores de recuperacion obtenidos mediante calibracién PLS1 y HLA/XS se

representan en el diagrama de barras mostrado en la figura 3.15.

Tabla 3.14.- Composicion de las muestras artificiales empleadas como test de

prediccion.

Muestra |  [RIf] [Pir] _pon [150], b
pl 4.800 12.00 2.00
p2 10.00 0 5.00
p3 15.00 4.32 2.88
p4 2.160 4.32 10.00
pS 7.50 7.50 0
p6 7.50 7.50 2.88
p7 7.50 7.50 7.20
p8 7.50 7.50 10.00
p9 0 12.00 2.00
pl0 17.28 21.60 2.88
pll 21.60 12.96 5.76
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Figura 3.18.- Representacion de los valores de recuperacion (%) obtenidos para

las muestras del set de prediccion mediante PLSI y HLA.
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Se obtienen valores similares en la determinacion de RIF y PIR por ambos
métodos, sin embargo valores ligeramente mejores se obtienen para 1SO usando el
modelo PLS-1. Cuando se calcula la repetitibidad (n=9) para muestras conteniendo 12.6
ppm de RIF, 16.0 ppm de PIR y 8.40 ppm de 1SO se obtienen valores de RSD (%) de
1.44;0.76 y 0.90 paraRIF, PIR e 1SO respectivamente por aplicacién de PLS1y 2.25,
1.27 y 3.97 paraRIF, PIR e 1SO por aplicacién de HLA/XS. Los resultados obtenidos
para este caso parecen indicar una mayor precision mediante la aplicacion de la

calibracion PLS1.

Calculo de las figuras de meérito

Se han utilizado los distintos criterios indicados en la introduccion de este
capitulo para llevar a cabo la evaluacion de los parametros de calidad basados en la
utilizacién del NAS. En primer lugar se procedi6é al registro de los espectros
correspondientes a9 muestras de blanco idénticas, para posteriormente y mediante
un programa de célculo en QBasic (86) estimar el valor de | €| segin se ha explicado
en la introduccién del presente capitulo. Asi se calcularon los parametros de
sensibilidad (SEN), selectividad (SEL) , limite de deteccion y sensibilidad analitica
(Y). En la tabla 3.15 se resumen los valores obtenidos por aplicacion del modelo
HLA/XS.

Tabla 3.15 .- Figuras de merito obtenidas mediante el modelo HLS/XS.

Sensibilidad Limite de

Componente SEL SEN analitica deteccidn
(ppm) (ppm)
RIF 0.384 0.244 2.50 0.40
PIR 0.557 0.323 2.20 0.45
I1SO 0.174 0.097 111 0.91
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Determinacion en composiciones farmaceuticas.

A continuacion se procedié a la determinacion de estos antibidticos en
composiciones farmacéuticas, sin llevar a cabo separaciones previas. Los farmacos
elegidos representan todos los encontrados en el mercado que llevan en su
composicion los tres antibidticos o al menos uno de ellos, ademéas se ha estudiado

cada farmaco en todas sus posibles formulaciones.

Rifater, grageas

El primer farmaco en estudio ha sido “Rifater”, comercializado por Marion
Merrell Dow, S.A, y ampliamente utilizado para la profilaxis de la meningitis. Dicho
producto tiene la siguiente composicion por gragea: Rifampicina, 120 mg; Isoniacida,
50 mg; Piracinamida, 300mg; Sacarosa, 104,9 mg y excipiente.

Método operatorio: para preparar una disolucion madre del medicamento se
trituran 9 grageas del producto comercial y se pesan con exactitud 0.0250 g,
posteriormente se disuelven en 250 ml de agua desionizada. Una vez disuelto se filtra
una porcion de disolucion, suficiente para preparar las muestras problemas.

Se preparan muestras correspondientes a las diluciones 1:3.33, 1:2.50, 1:1.66,
cada una por triplicado, en las condiciones anteriormente establecidas y se procedio

al registro de los espectros.

Rifinah, grageas

Farmaco comercializado por Marriol Merrell, S.A, que presenta la siguiente

composicion por gragea: Rifampicina 300 mg; Isoniacida 150 mg; Sacarosa 181 mg;

excipientes.
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Método operatorio: para preparar una disoluciéon madre del medicamento
trituramos 9 grageas del producto comercial, a continuacion se pesan, con exactitud,
0.0250 g que se disuelven en 250 ml de agua desionizada. Una vez disuelto se filtra

una porcion de disolucion suficiente para preparar las muestras.

Se prepararon muestras correspondientes a las diluciones 1:5.00, 1:3.33,

1:2.50, cada una de ellas por triplicado y en las condiciones anteriores.

Rifaldin, capsulas

Farmaco comercializado por Marion Merrell, S.A., que presenta la siguiente

composicion por capsula: Rifampicina, 300 mg; Excipientes.

Método operatorio: para la preparacion de una disolucion madre del
medicamento, se vierte el contenido de una cépsula en un litro de agua desionizada,
se disuelve y se filtra, esta operacion se realiz6 por triplicado. De cada disolucion
madre se prepara una muestra diluida, también por triplicado. Las muestras

preparadas corresponden a una dilucion de 1:25.

Rifaldin, suspensién

Farmaco comercializado por Marion Merrell, S.A., y cuya composicion por 100
ml de suspension es: Rifampicina, 2 g; Sacarina, 0.1 g; Sacarosa, 40g; Sulfitos y otros

excipientes.

Método operatorio: para preparar una disolucién madre del medicamento, se
toma un volumen de 1 ml de la suspension y se lleva hasta un volumen de 1 litro, con
agua desionizada. Se disuelve y se preparan muestras con distintas diluciones, cada

una por triplicado.
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Por ultimo se incluye una tabla resumen (tabla 3. 16) donde se muestran los
valores medios calculados para cada componente, asi como los valores de la
composicion facilitados por la casa comercial y los limites aceptados por la

Pharmacopeia (87).

Tabla 3.16.- Comparacion entre la composicion calculada mediante el modelo PLS1

y HLA en el analisis de las diversas formulaciones farmacedticas estudiadas .

PLS1 HLA/XS
Nombre Composicion
Valor % con Valor % con
comercial etiquetada
calculado respecto al calculado respecto al
(% RSD) contenido (% RSD) contenido
certificado certificado
Rifater, mg/gragea : mg/gragea :
grageas RIF 120 RIF 117.7(4) 97.5 117 (2) 97.2
I1SO 50 1SO 50(5) 94.3 43 (13) 86.5
PIR 300 PIR 283(1) 102.0 285 (4) 95.1
Rifinah, mg/gragea: mg/gragea:
grageas RIF 300 RIF 303(6) 101.0 307 (9) 102.3
ISO 150 1SO 143(9) 95.0 126(5) 84.3
Rifaldin, mg/cépsula: mg/cépsula:
capsulas RIF 300 RIF 293(5) 97.7 295(3) 98.5
Rifaldin, 9/100 mL: g/100 mL:
suspension RIF 2.0 RIF 2.1(0.2) 105.0 2.02(6) 100.9

Intervalo de error aceptado por Pharmacopeia :

I1SO: 90-110 %.
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Los contenidos de RIF y PIR obtenidos estan en concordancia con los valores
certificados por la casa comercial Marion Merrel Dow Laboratory y no hay
diferencias significativas entre los dos métodos empleados, sin embargo, los valores
obtenidos para 1SO usando HLA/XS estan fuera del intervalo aceptado en la

bibliografia.
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Capitulo 4. Cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC)

INTRODUCCION

La cromatografia es, probablemente, la técnica mas versétil de separacion,
aplicable a cualguier mezcla soluble o volatil. De hecho las técnicas de separacién
suelen dividirse en dos grandes grupos: cromatograficas y no cromatograficas. La
eleccion de una técnica cromatografica concreta dependeréd de la naturaleza y
cantidad de muestra, del objetivo de la separacién, de las limitaciones del tiempo y

equipo asequible.

Puede hacerse una primera distincion entre las técnicas cromatograficas
atendiendo a la integracion, continua o no, del sistema de deteccién. Asi, la
cromatografia plana no conlleva un sistema de deteccion, mientras que cualquier
cromatdégrafo de liquidos o gases lleva incorporado dicho sistema siendo, por tanto,

auténticos instrumentos.

Las dificultades de la modalidad clasica, a baja presion, de la cromatografia
liguida en columna (lentitud, poca eficacia en la capacidad de discriminacion y nimero
de solutos que pueden separarse, necesidad de la intervencion casi constante del
operador e imposibilidad de aplicar deteccién continua) motivaron gque las aplicaciones
de esta técnica fueran restringidas en contraste con el espectacular desarrollo de

la cromatografia de gases.

Para que la cromatografia liquida en columna sea competitiva con la
cromatografia de gases es preciso, dada la diferencia en la viscosidad de la fase movil
y su capacidad para atravesar lechos empaquetados, trabajar a presiones elevadas

en lugar de utilizar sélo la fuerza de la gravedad.

La elevada eficiencia analitica de esta técnica se ha conseguido merced al

empleo de columnas con un reducido tamafio de particula y muy compactas (1-5).
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La cromatografia, que es hoy la principal técnica analitica de separacion, se
encuentra regida por factores termodindmicos y cinéticos. Los aspectos
termodinamicos son los que determinan las caracteristicas de retencién y selectividad
del sistema cromatografico y corresponden a los equilibrios de distribucion de los
solutos entre la fase movil y la fase estacionaria. En cuanto a los aspectos cinéticos,
consideran el tiempo para el que se alcanzan los sucesivos equilibrios entre las fases,
en el tiempo de contacto, y la velocidad de desplazamiento diferencial de la mezcla

de solutos en el lecho cromatografico.

Aungue tanto los aspectos termodinamicos como los cinéticos influyen en todo
el proceso cromatogréafico, son los termodinamicos los que determinan basicamente
la situacién del pico, mientras que los cinéticos influyen decisivamente en el

ensanchamiento de los mismos.

Cuando se desarrolla un método en HPLC, se busca una separacién adecuada
entre los componentes de la mezcla, en un tiempo aceptable. Para conseguir esto, se
opera variando la columna, la temperatura, el caudal, pero el factor decisivo que
controla la separacion de los compuestos, es la composicion de la fase movil, es decir,
encontrar la composicion adecuada para que la separacion tenga lugar en el menor

tiempo posible.

Eleccion de la fase movil

La naturaleza de la fase movil es el factor clave para la discriminacion entre

solutos en HPLC, como ocurre con la temperatura en cromatografia de gases.

En la cromatografia liquida en “fase invertida” o “fase reversa”, que es huestro

caso, la fase movil es polar y la fase estacionaria no polar. Es la que actualmente tiene
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mayor importancia pues mas del 85% de las aplicaciones de la CLAR se basan en esta

alternativa.

La fase estacionaria esta constituida por silice, como material de base,
sometida a la incorporacion quimica, o silanizacion, de una cadena hidrocarbonada
larga (C-18). La retencion en cromatografia de fases ligadas no polares, se debe, de
manera casi exclusiva, a las interacciones hidrofébicas no especificas soluto-fase
estacionaria, es decir, al caracter hidrofdbico o hidrocarbonado del soluto. Su casi
universalidad en relacion con el tipo de soluto se fundamenta, por lo tanto, en el hecho
de que todas las moléculas organicas tienen regiones hidrofébicas mas o menos

amplias en su estructura y son capaces de interaccionar con la fase estacionaria.

La selectividad, en cambio, se basa en las interacciones especificas entre el
soluto y la fase movil, ya sean de tipo polar, de formacién de enlaces de hidrégeno,
o mediante equilibrios secundarios provocados al variar la composicién de la fase movil
(&cido-base, formacion de complejos o pares ionicos, adicién de complejos metal-

ligando o reactivos quirales para separar isomeros épticos, etc.).

Las propiedades béasicas que nos interesan de la fase mdvil son la fuerza o
capacidad de desplazamiento de los solutos que posea y su selectividad. En
cromatografia en fase invertida, dado que la retencion de los solutos en la fase
estacionaria ocurre fundamentalmente a través de la zona no polar de los solutos, la
relacién entre fuerza y capacidad de desplazamiento y polaridad de la fase movil es
inversa; asi el agua es un eluyente con minimo poder de elucion y debe mezclarse con
disolventes menos polares para eluir solutos fuertemente retenidos por la fase
estacionaria no polar. En general, la estrategia en las separaciones cromatogréaficas

consiste en:
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® Ajustar la fuerza de la fase mévil a un nivel constante para que la retencion
de los solutos en la fase estacionaria y su tiempo de permanencia en la columna sea
el adecuado para no alargar excesivamente el cromatograma y evitar la dispersion de

los solutos.

® Modificar la composicion de la fase mévil hasta conseguir la selectividad

necesaria para lograr la discriminacién requerida entre solutos.

Después de pasar a traves de la columna, los analitos separados llegan al
detector que proporciona los datos de los compuestos en forma de sefial eléctrica.

Hasta el momento no hay ningin detector universal para HPLC.

Parametros cromatogréaficos

Tiempo de retencion (t;).- Es el tiempo que tarda el analito en pasar a través
del sistema bajo unas determinadas condiciones cromatogréaficas. La retencion puede

medirse en tiempos, volumenes o distancias.

Factor de capacidad (k’).- Es el pardmetro mas comunmente usado para
caracterizar el comportamiento de un soluto en un sistema cromatogréfico, y su

retencion. Se define como:

donde t; es el tiempo de retencion del compuesto y t, es el tiempo muerto o tiempo
transcurrido desde la insercién de un trazador, no retenido en el sistema, hasta su
salida. En un sistema multicomponente, se intenta mantener el valor de k' entre 1y

10 (6).
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Factor de separacion (O).- Esta relacionado con la separacion o
discriminacion entre solutos, es un paradmetro definitorio de la selectividad

cromatografica entre dos analitos y se define como:

a = _t'RZ — k.z
2 T g T o
t R,

1

Sin embargo, este factor no es decisivo para asegurar la separacion completa
de los picos ya que no tiene en cuenta el ensanchamiento de banda y, por tanto, los
posibles solapamientos. Estos aspectos si son tenidos en cuenta por otro factor mas
utilizado para definir la capacidad de un sistema cromatografico para separar dos

sustancias y que es la resolucion cromatografica.

Resolucion cromatografica (R,).— Nos da el grado de separacion de un

componente con respecto a otro, se define como:

t;, -t

R =

S

1
5 Wbl + sz)

donde w,, y w,, son los anchos de banda de ambos picos a linea base. En una separacion
considerada satisfactoria es normalmente aceptado un valor de R, de 1,
correspondiente a una separacion entre picos del orden del 94% (7) aunque para que
exista una resolucion practicamente total (resolucion a linea base), R, debe ser igual

0 superior a 1.5.
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Asi pues, el objetivo que perseguimos con la eleccion de la fase movil adecuada,
es conseguir que los factores de capacidad de los cinco analitos tengan valores
adecuados, comprendidos entre 1y 10, y que la resolucion entre los diferentes picos

sea igual o superior a 1.

Selecciéon del caudal de fase movil

Como hemos comentado, la cromatografia es una técnica analitica de
separacion con un doble fundamento termodinamico y cinético. Los aspectos
termodindmicos son los que rigen el equilibrio de distribucion o reparto de los solutos-
analitos entre las dos fases, mdvil y estacionariay, por tanto, son los responsables de
caracteristicas tan importantes como la retencion y la selectividad. Los aspectos
cinéticos juegan en cromatografia un doble papel: por una parte debe considerarse
el tiempo en que se alcanza el equilibrio de distribucién en cada porcion del sistema
Yy, por otra parte, la velocidad de desplazamiento diferencial de la mezcla de solutos
en el lecho cromatografico es la responsable Gltima en la separacion. Sobre ella
influyen aspectos termodinamicos y aspectos fisicos relacionados con la dispersion

axial, flujo a través del medio poroso, etc.

Las caracteristicas cinéticas del proceso son claves para definir el
ensanchamiento de banda o ancho de pico que es el que determina, en definitiva, la
eficacia del sistema cromatografico. En general los términos que contribuyen a ésta
corresponden a la difusion por remolino, difusion longitudinal y a la resistencia a la
transferencia de materia en la fase moévil y estacionaria que, a su vez, van a depender

de la velocidad de flujo o del caudal de fase movil a través de la fase estacionaria.
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Numero de platos tedricos (N).- La eficacia de una columna se mide por el

nuamero de platos tedricos, y es un valor adimensional.

donde w, es la anchura del pico cromatografico a linea base y t; es el tiempo de
retencion del soluto. Tanto el t, como la anchura se miden en las mismas unidades. En
un cromatograma, la anchura del pico usualmente se expresa en unidades de tiempo
debido a que la abscisa del mismo representa unidades de tiempo. Sin embargo,
también se puede expresar en unidades de volumen multiplicando por el valor del flujo
de fase mdvil (F):

vol™ Ytiempo

Otro método de estimacion de N, es determinar w,,,, la anchura de pico a
mitad de su altura maxima. El nimero de platos tedricos viene dado, entonces, por la

expresion:

tR
N = 554

1/2

Con objeto de elegir el caudal mas apropiado se ha estudiado la influencia de
éste en el ancho de pico y en el nimero de platos teoricos, o lo que es lo mismo, en la
eficacia del sistema cromatogréfico. Un plato tedrico es un segmento microscépico
de columna donde tiene lugar el equilibrio de distanciacion entre el soluto en las fases

movil y estacionaria.
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Generalmente, la eficacia de una columna en HPLC aumenta a medida que
disminuye el tamafio de las particulas dentro de la columna. Asi, las columnas
comerciales de fase reversa de silica ligada tienen alrededor de 50.000 platos m™ con
particulas de 5 Umy la mitad de platos para particulas de 10 |Um. El nimero de platos
necesario depende del tipo de trabajo a realizar; muchos andlisis de rutina en HPLC
son suficientemente eficaces aln cuando el nUmero de platos tedricos es bastante

mas bajo que los citados anteriormente.

En este capitulo se explica el estudio llevado a cabo para la separacién y
determinacion de la mezcla de cinco compuestos, tres de los cuales son antibidticos,
estudiados en capitulos anteriores (rifampicina, isoniacida y piracinamida), a los que
se han sumado acetilisoniacida, que es un metabolito de la isoniacida y creatinina, que
es una sustancia presente en la orina de forma natural. Se ha encontrado interesante
su inclusion ya que se pretende aplicar el método cromatografico al anélisis de estos

antituberculosos en fluidos bioldgicos, en este caso orina.

REVISION BIBLIOGRAFICA

La cromatografia liquida con deteccion fotométrica, es la técnica més utilizada
para la separacion y determinacion de mezclas de rifampicina, isoniacida,
piracinamida y los principales metabolitos de estos (25-desacetilrifampicina y
acetilisoniacida), segun la revision bibliografica realizada. En este apartado
comentaremos algunos de los trabajos encontrados en esta blsqueda. La
determinacion simulténea de rifampicina, isoniacida y piracinamida sélo se ha llevado
a cabo en especialidades farmacéuticas y utilizando columnas C-18 modificadas con
grupos CN, o de fase normal microporasil y elucién en modo isocréatico (7-9). En
fluidos bioldgicos (orina, suero, plasma) no se ha llevado a cabo la determinacion

simulténea de estos tres compuestos.
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Solamente se ha encontrado un trabajo en el cual se determinan isoniacida,
piracinamida y rifampicina, en fluidos bioldgicos, plasma en este caso. Aunque se
determinan los tres analitos, no lo hacen simultaneamente, ya que el procedimiento
que utilizan esta dividido en dos fases. En la primera se lleva a cabo la extraccion de
rifampicina y piracinamida con éter etilico / CH,Cl, (2 : 1) y se eluye en modo
gradiente utilizando una columna C-8 ( 25 cm x 4,6 mm). En la segunda fase, la
isoniacida y sus derivados son hidrolizados a 60° C y eluidos, también utilizando

gradiente, en una columna C-18 (25 cm x 4,6 mm), (10).

Se han determinado multitud de mezclas en las que estan presentes dos de los
analitos en estudio, analitos junto con sus metabolitos u otros antibidticos como las
cefalosporinas y mezclas de un unico analito, de los estudiados, junto a sus

metabolitos.

Se describen diferentes métodos para la separacion y determinacion de
rifampicina e isoniacida en farmacos (11, 12) y en fluidos biologicos (13). En los tres
casos se empled una columna C-18 y deteccion fotométrica. Determinacion de
rifampicina e isoniacida junto a sus metabolitos, deacetilrifampicinay acetilisoniacida,
en plasma (14). En este procedimiento emplearon una columna de tipo Fenil y elucion

en gradiente, con doble deteccion fotométrica y electroquimica.

Para la determinacion de rifampicina y piracinamida en suero, los analitos
fueron extraidos del suero con una mezcla de éter etilico/metanol (2:3) y eluidos en

modo gradiente en una columna C-8 (15).

La determinacion de isoniacida y piracinamida en plasmay orina, donde se lleva
a cabo una extraccién en fase sélida y elucion isocratica en columna C-18-CN (16).
También se encuentran descritos métodos de cromatografia de par ionico para la
determinaciéon de estos dos antibidticos junto con cefalosporinas en compuestos

farmacéuticos (17, 18) y junto con etianoamina y metabolitos (morfacinamida, acido
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isonicotinico, acido nicotinico y &cido p-aminosalicilico) en plasma y suero (19). De

nuevo la columna utilizada en los tres métodos, fue una C-18 y deteccion fotométrica.

Se han encontrado varios procedimientos cromatogréaficos para la
determinacion de rifampicina y su principal metabolito 25-desacetilrifampicina (20-
23), en ellos se utiliza para la separacion columna C-18 (20-22), o C-8 (23), siempre
con elucién isocratica y deteccidén fotométrica, s6lo en un caso (21) se combinan
deteccién fotométrica y electroquimica. Estos métodos se han aplicado a la
determinacién de rifampicina y sus metabolitos en plasma, orina o fluido

cerebroespinal.

Determinacion de isoniacida junto con algunos de sus metabolitos como:
acetilisoniacida e hidracina en suero, (24); con hidrazina en plasma y fluido
cerebroespinal (25), en ambos casos con deteccidén fotométrica. También se han
encontrado métodos en los cuales se emplea deteccion fluorimétrica post-columna,
para la determinacion de estas mezclas; isoniacida, acetilisoniacida y &cido
isonicotinico, en orina (26); e isoniacida, acetilisoniacida , &cido isonicotinico e
isonicotinilglicina (27) también en muestras de orina. También se ha determinado
junto a otros antituberculosos como aconiacida, en muestras de plasma, combinando

deteccién fotométrica y electroquimica (28).

Determinacién de piracinamida y sus metabolitos (acido piracinoico, acido 5-
hidroxipiracinoico y 5-hidroxipiracinamida) en plasma (29, 30); en orina y farmacos

(31).

Por ultimo, también se describen métodos para la determinacion de los analitos

por separado, asi, por ejemplo se determina rifampicina en plasma, fluido
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broncoalveloar y células alveolares (32); estudios de estabilidad de rifampicina en
plasma con objeto de estudiar las consecuencias sobre estudios de monitorizacién y
farmacocinética (33). Determinacion de isoniacida en leche utilizando extraccién en
fase solida (34); en células alveolares, fluido brocoalveolar y plasma en pacientes
infectados por VIH (35); en farmacos utilizando deteccion electroquimica (36).
Determinacién de piracinamida en plasma, fluido broncoalveolar y células alveolares

(37).

A continuacion, en la tabla 4.1 se muestra un resumen donde se sefalan el
procedimiento cromatografico utilizado, asi como el sistema de deteccion empleado
y los tratamientos a los que son sometidos las muestras antes de llevar a cabo la

inyeccion en el sistema cromatogréafico.
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Capitulo 4. Cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC)

COMPORTAMIENTO DE CREATININA, ISONIACIDA,
PIRACINAMIDA Y RIFAMPICINA EN DIFERENTES FASES
MOVILES.

Los estudios cromatograficos se han llevado a cabo en un cromatégrafo

Hewlett-Packard modelo 1100, equipado con:

1.- Desgasificador.

2.- Bomba cuaternaria, que nos permite trabajar en modo gradiente.

3.- Valvula de inyeccion manual con bucle de muestra variable. Para los
estudios se ha seleccionado un volumen de inyeccion de 20 M.

4.- Detector fotométrico de diodos, este detector permite cubrir un intervalo
de longitudes de onda entre 190 y 600 nm. Una de las ventajas, es la rapidez en la
adquisicion de las medidas, ya que se pueden obtener los espectros de absorcion de
los picos, 0, simultaneamente diversos cromatogramas a distintas longitudes de onda,
esto permite trabajar a valores de maxima absorbancia. También nos permite obtener
un diagrama en tres dimensiones (absorbancia, tiempo, longitud de onda), y ademas,
por medio de este sistema, podemos verificar la homogeneidad o pureza de un pico

cromatogréfico.

El equipo estd dotado de un ordenador a través del cual y mediante el
programa HPChem, controlamos el sistema cromatografico. Para la separacion de los
analitos se ha utilizado una columna analitica C-18 (150 mm x 3.9 mm), el relleno de
la columna esti formado por cadenas de 18 atomos de carbono [octodecil-silano
(ODS)]. A la columna se le acopl6 una precolumna del mismo material (40 mm x 3.9

mm).

Se prepararon disoluciones patron que contenian 100 ppm de isoniacida (1SO)
y piracinamida (PIR) y 400 ppm de creatinina (CRE). La disolucion patron de

rifampicina (RI1F) se prepard en una concentracion de 100 ppm en presencia de 500
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Capitulo 4. Cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC)

ppm de &cido ascorbico, para evitar la autoxidacion de este analito. Las cuatro
disoluciones patrones se prepararon en agua purificada (agua suministrada por un
sistema que combina la destilacién con la purificacion por 6smosis inversa, de manera
que se obtiene agua de calidad suficiente para cromatografia) y estuvieron durante

cinco minutos en un bafio de ultra sonido para su correcta disolucion.

Para comenzar se registraron los espectros de absorcién de cada analito, con
el fin de seleccionar la longitud de onda mas apropiada para llevar a cabo el estudio
cromatogréafico. En la figura 4.1 se muestran los espectros de absorcién obtenidos
para cada compuesto en un medio tampon fosfato (20mM) y pH 7. Se observa que la
creatinina presenta un maximo de absorcion localizado a 234 nm. lsoniacida y
piracinamida muestran caracteristicas espectrales similares con maximos de
absorcion a 263 nm para isoniacida y a 269 y314 nm para piracinamida. Rifampicina

exhibe dos méaximos de absorcién a 340 y 475 nm, y un hombro poco definido sobre

250 nm.

175
. 150 —
§ 125 — Creatinina
E . I soniacida
2 100 ] Pirazinamida
c
S 75 Rifampicina
é |
o) 50
< -

25

O T | | | | | | |

200 300 400 500 600
Longitud de onda (nm)

Figura 4.1.- Espectros de absorcion de los antibidticos y creatinina, en

concentracion de 5 ppm cada uno, en medio tampon fosfato (20mM) y pH 7.
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Capitulo 4. Cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC)

La longitud de onda elegida para realizar los estudios posteriores fue 254 nm,
ya que a esta longitud de onda tanto isoniacida, piracinamida como creatinina
presentan una buena absorcion. Si elegimos una longitud de onda mayor, se aumentaria
la absorcidn en piracinamida e isoniacida, pero creatinina no se podria determinar,
mientras que si elegimos una menor, perdemos sensibilidad en isoniacida y
piracinamida. Aunque rifampicina presenta una buena absorcion a 254 nm, para su
determinacién se eligio la longitud de onda de 475 nm, a la cual presenta un maximo,
ya que sélo este analito, de los estudiados, absorbe en esta zona y se pueden evitar

posibles interferencias de otros compuestos, en la aplicacién a muestras de orina.

Se estudian diferentes variables quimicas e instrumentales, con el fin de
optimizar la fase movil, tales como, la influencia del pH, cantidad de metanol en la
fase movil y velocidad del flujo. En todos los casos, los factores de capacidad y los
valores de resolucion se calcularon para establecer la mejor separacién en el menor

tiempo posible.

ESTUDIO DE LA COMPOSICION DE LA FASE MOVIL

Debido a la diferente polaridad de los analitos en estudio, asi como a sus
diferentes caracteristicas espectrales, ha sido necesario el uso de un gradiente en
conjuncion con un detector fotométrico de diodos, programado para cambiar la

longitud de onda de deteccion autométicamente.

Primeramente se optimizd la composicion de la fase mdvil para la separacion
de aquellos analitos que presentan polaridad mas elevada y proxima entre si:
creatinina, isoniacida y piracinamida. Estas pruebas se hicieron en presencia de acido
ascorbico. Esta sustancia va a estar presente en las determinaciones conjuntas de los

cuatro analitos, ya que se aflade para evitar la auto-oxidacion de rifampicina.
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Capitulo 4. Cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC)

En este caso, al igual que en todas las experiencias posteriores, el metanol
utilizado para preparar la fase movil es de calidad “metanol para cromatografia en
gradiente”. Las fases son filtradas a través de una membrana de nylon de 0.45 [Um
de didmetro de poro y desgasificadas cuidadosamente en un bafio de ultrasonido,
antes de ser utilizadas. Las disoluciones patrén de los analitos también se filtran a
traveés de filtros intercambiables de celulosa regenerada de 0.45 [Um de diametro de

poro, utilizados en un portafiltro adaptable a una jeringa.

Influencia del pH

de pH 246 (10:90) y un caudal de 1 ml/min. En estas condiciones se obtiene la

separacion de isoniacida y piracinamida, sin embargo creatinina sale junto al frente.

Llevamos a cabo la influencia del pH de la fase acuosa, manteniendo constante
la proporcién del metanol en la fase mdvil [metanol:fase acuosa (10:90)]. La fase
acuosa fue preparada a partir de sales de fosfato en concentracion 20 mM. A partir
de los tiempos de retencion obtenidos en cada cromatogramay el tiempo de retencion
obtenido para el NaNO, (t,= 0.94 min), (sustancia ionica utilizada frecuentemente
como trazador en cromatografia en fase invertida), se calculan los valores de k' para
cada componente. Para el célculo de la resolucion entre los picos es necesario, asi
mismo, la obtencién de la anchura de los mismos, la cual la calculamos por triangulacién
directamente en el programa de control del cromatografo descrito anteriormente.
La resoluciéon de cada pico se calcula respecto al pico anterior, en el caso de

creatinina se calcula respecto al pico del acido ascorbico.

En la tabla 4.2 se representan los resultados correspondientes a los tiempos

de retencién, factor de capacidad y resolucion de las analitos en estudio, obtenidos

208



Capitulo 4. Cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC)

para los distintos medios de acidez probados. En la figura 4.2 se compara el
cromatograma obtenido con la fase mdvil elegida inicialmente, metanol:tampén fosfato
(20mM y pH2.46) (10:90) y el obtenido con la misma fase mévil pero con un tampén
de pH 7.

Tabla 4.2.- Influencia del pH de la fase acuosa en la retencion de los diferentes

analitos.
pH Creatinina Isoniacida Piracinamida
tampon
t; (min k’ R t Kk’ R t k’ R
fOSfatO R ( ) S R S R S
(min) (min)
2.5 1.23 0.31 -—-- 2.38 1.53 7.2 2.77 1.94 1.7
4.5 1.30 0.38 1.6 2.22 1.36 58 2.65 1.82 1.9
7.0 1.34 042 | 3.77 2.34 1.48 6.3 2.74 1.91 1.75
90 —j
. pH= 2.5 o pH= 7.0
~ 75 —| CRE+ AC"f'Ob_
g 4cido ascorbico
é 60 — ascoérbico HPIR
= ] PIR CRE
S 45 — 'S0
m -
- 1SO
g 30 —
g -
R UL
0 T [A T | |‘J 1 T | VJ T | T | i
0 1 2 3 0 1 2 3
Tiempo de retencion (min) tiempo de retencion (min)

Figura 4.2.- Cromatogramas obtenidos a diferentes valores de pH del tampon

fosfato 20 mM
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Los resultados obtenidos ajustando el pH de la fase movil acuosa a un valor de
8, no aportaron ninguna ventaja (no se mejoraron los valores de k' y R,) respecto a los
obtenidos a pH 7, por lo que se decidio elegir éste como pH 6ptimo para continuar los
estudios. No se probaron valores de pH superiores ya que en columnas C-18, que es
la que nosotros empleamos, se aconseja trabajar en un rango de pH entre 2y 8, para

no acelerar el deterioro de las cadenas de hidrocarburos.

Influencia del porcentaje de metanol en la fase movil

A continuacién variamos la proporcion de metanol en la fase mévil con objeto
de mejorar la retencion de creatinina. En la tabla 4.3 se muestran los tiempos de
retencion, los factores de capacidad y la resolucion, obtenidos para cada analito en

cada una de las fases ensayadas.

Tabla 4.3.- Influencia del porcentaje de disolvente organico presente en la fase

movil metanol/tampon fosfato (20mM y pH 7), en la retencion de los analitos.

% Creatinina Isoniacida Piracinamida
Metanol | ¢ (min) | K R, | t, min) | Kk R, |ty (min) | K R,
10 1.34 042 | 3.77 2.34 1.48 7.2 2.74 1.91 1.75
8 1.42 0.51 | 453 2.39 1.54 6.1 3.10 2.30 3.1
5 1.53 0.63 5.6 2.94 2.13 8.9 3.94 3.19 4.4

Los mejores factores de capacidad, asi como de resoluciones se obtienen para
una fase que contiene el 5 % de metanol, no asi los tiempos de retencidn, ya que estos
son algo mayores. Por lo tanto la fase elegida ha sido un gradiente, en el cual durante

1 min se pasa una fase movil con un 5 % de metanol y a partir de ahi se cambia a otra
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con un 8 % de metanol, con esto intentamos obtener la mejor retencion de creatinina
y no aumentar mucho los tiempos de retencion de isoniacida y piracinamida. A pesar
de que el valor de k' para creatinina es algo bajo, sin embargo el pico esta

perfectamente definido, separado del frente y resuelto a linea base.

Posteriormente, una vez elegidas las condiciones Optimas para la separacion de
creatinina, isoniacida y piracinamida, se incorpor6 rifampicina a la mezcla patron.
Previamente se realizaron ensayos con rifampicina y acido ascérbico en medio
isocratico, con el fin de conocer el comportamiento de rifampicina a distintas
proporciones de fase mévil metanol / tampén fosfato (20mM y pH 7), comprobando
que el tiempo de retencion de rifampicina aumentaba al disminuir la proporcién de
metanol, siendo superior a 5 min con una proporcién del 65 % de metanol en la fase

movil.

Después de estos estudios preliminares, se analiz6 una muestra con los cuatro
analitos, creatinina, isoniacida, piracinamida y rifampicina, en presencia de &cido
ascorbico. Para la determinacion de los tres primeros utilizamos el gradiente
optimizado primeramente y para la determinacion de rifampicina, una vez hubo salido
el pico de piracinamida a los 4 minutos, se probaron gradientes con diferentes

proporciones de metanol: 65 %, 75 % y 85 %.

En la figura 4.3 se muestran los cromatogramas obtenidos para cada
proporcion, obteniéndose los mejores resultados para una fase mévil con un 75 % de
metanol ya que, como podemos observar, el pico de rifampicina sale mas alejado de
la depresion debida al cambio de gradiente, y el tiempo de retencién no se ve muy
incrementado respecto a la proporcién del 85 % de metanol. Como se dijo en un
principio, la rifampicina se determina a una longitud de onda de 475 nm, por lo que a

los 4.5 min se cambia la longitud de onda del detector.
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Figura 4.3. - Cromatogramas correspondientes a las distintas proporciones de
metanol ensayadas para la separacion de rifampicina (85, 75 y 65 %), en muestras
que contenian 5 ppm de cada analito. Los picos corresponden a: 1, creatinina, 2,
[soniacida, 3, piracinamida, 4, rifampicina. (----) Evolucion de la proporcion de

metanol en la fase movil utilizada, metanol:tampon fosfato (0.02 M) a pH 7.
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Por lo tanto, la fase movil 6ptima para la separacién de estos cuatro analitos
es un gradiente que consta de tres etapas: (1 P primera etapa comienza con una fase
que contiene un 5 % de metanol en tampon fosfato 20 mM y pH 7 y se mantiene 1 min.
A Enla segunda etapa se cambia a un 8 % el contenido de metanol de la fase movil,
manteniéndolo durante 3 min. & Por ultimo, se cambia a un 75 % el contenido de
metanol y se mantiene hasta completar los 8 minutos que dura el tiempo total de
elucion. De esta forma, creatinina eluye en la primera etapa ( t;= 1.51 min); isoniacida
(t;=2.86 min) y piracinamida (t;= 3.53 min) lo hacen en la segunda etapa y rifampicina

(ty= 7.01 min) lo hace en la ultima.

El acondicionamiento de la columna, para volver a las condiciones de la fase
10 minutos se pasa agua ultrapura para eliminar el metanol y en los 5 minutos
restantes se hace pasar fase movil, en las proporciones indicadas en la primera etapa.

Por lo tanto, el tiempo transcurrido entre dos inyecciones es de 23 minutos.

Seleccion del caudal de la fase movil.

Los estudios anteriores se han efectuado usando un caudal de 1 ml/min de fase
movil. Con objeto de elegir el caudal mas apropiado, se ha estudiado como influye éste
en la eficacia del sistema cromatografico. Para ello se preparan muestras que
contienen 5 ppm de cada analito y se inyectan en el sistema, utilizando la elucion en

gradiente optimizada anteriormente, variando el caudal entre 0.8 ml/miny 1.2 ml/min.
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En la figura 4.4, en la cual se representan el nimero de platos tedricos para

cada analito en los diferentes caudales ensayados. Se puede apreciar que el nUmero

de platos teoricos no varia sustancialmente para ninguno de los analitos, por lo que

hemos optado por seguir utilizando un caudal de 1 ml/min.

§ 30000 __ Rifampicin
5 25000 —/
) i
+ ]
o 20000 —
o]
= i
= 15000 —
° i
o] —
o 10090 +—Piracinamida
£
g 5000 _:!\ﬁ% Cr@ai_'inl.ua
S I ISonIana
P

O T | T | T | T |

08 09 1 1.1 1.2

Caudal (ml/min)

Figura 4.4.- Numero de platos teoricos para cada analito en cada uno de los
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Enlafigura 4.5 se representa el cromatograma obtenido una vez optimizadas

todas las variables, asi como la evolucion del % de metanol en la fase mévil. A los 4.5

min de analisis, se cambia la longitud de onda de deteccion de 245 nm a 475 nm,

longitud de onda a la cual, como hemos dicho anteriormente, sélo absorbe rifampicina.

80
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Figura 4.5.- Cromatograma de una disolucion estandar que contiene los tres

antibioticos y creatinina en concentracion de 5 ppm, en presencia de acido
ascorbico (25 [lg/ml). Picos: 1, creatinina, 2 isoniacida, 3 piracinamida, 4

rifampicina. Evolucion del metanol en la fase movil (—).
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ESTUDIO DEL METABOLITO DE ISONIACIDA: ACETILISONIACIDA

En este punto de la investigacion nos resulté interesante la incorporacién de
un nuevo analito, acetilisoniacida (A1SO), el cual es el metabolito mas importante de
isoniacida y que es metabolizado en el higado.

Isoniacida y sus metabolitos son excretados principalmente por la orina, como
ya se comenté en la introduccion de esta tesis, y como nuestro interés es la aplicacion
del método cromatografico a la determinacion de estos antibioticos en fluidos
biolégicos, orina concretamente, resultaria muy interesante poder tener algun
metabolito ya que estos estan presentes en la orina de los pacientes sometidos a
tratamiento.

Acetilisoniacida fue sintetizada de acuerdo con el procedimiento descrito por

Eidus y col. (38) que consiste en:

A 10 ml de una disolucién patron de isoniacida 60 mM, se le adicionan 0.5 ml
de anhidrido acético, se agita la disolucion resultante y se deja a temperatura

ambiente durante 6 h, asi obtenemos una disolucion patrén de acetilisoniacida 57 mM.

En la figura 4.6 se representa el espectro de una disolucién patron de

acetilisoniacida de 5 ppm, sintetizada mediante el método anteriormente descrito.

30
25
20
15
10
5
O—T——T1T T T T 1

263 nm

Absorbancia (mMUA)

200 240 280 320 360 400
Longitud de onda (nm)

Figura 4.6.- Espectro de absorcion de una disolucion patron de 5 ppm de

acetilisoniacida, en medio tampon fosfato 20 mM y pH 7.
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El espectro de acetilisoniacida, en el medio utilizado para la separacion de los
otros metabolitos, presenta un espectro similar al de isoniacida, con un maximo a la

misma longitud de onda, 263 nm.

Una vez introducido el nuevo metabolito, el cromatograma estandar de una
disolucién patrén conteniendo todos los analitos y mediante la aplicacion del método
cromatografico optimizado, se representa en la figura 4.7. En la figura también se
representa la elucion en gradiente utilizado, asi como las longitudes de onda a las

cuales se llevan a cabo la deteccién de los picos de los analitos.

°0 | 254 nm - 475 m 80
1 — 70
50 — i
— 1 Flujo: 1 ml/min | — 60
< i
S 40 — 4
S | — 50 5
P i 3
2 30 — — 40 ©
@ =
- 3 ' <
2 5 — 30 ©°
o 20 — i
< . 2 — 20
10 - A DA
1 \ k i
O T | T | T | T | 1 | V | T | T O

o 1 2 3 4 5 6 7 8
Tiempo de retencién (min)

Figura 4.7.- Cromatograma de disolucion patron de: 1, creatinina; 2,
acetilisoniacida, 3, isoniacida; 4, piracinamida y 5, rifampicina,; en concentracion de
5 ppm cada uno y en presencia de acido ascorbico, 25 ppm. Evolucion del metanol

en la fase movil (—).
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En la tabla 4.4 se muestran los valores de los tiempos de retencion, factores
de capacidad y de resolucion calculados para el cromatograma estandar obtenido por
la aplicacion del método cromatografico propuesto a una disolucion patrén de los cinco
analitos en concentracion de 5 ppm cada uno, dicha disolucion se inyectd 9 veces en
el sistema cromatogréafico con objeto de obtener los valores de repetitividad, de los

parametros en estudio.

Se comprueba que el peor valor de resolucién se obtienen para isoniacida (R=

1.01), aunque con este valor se obtiene una resolucién de pico del 95 %.

Tabla 4.4.- Tiempos de retencion, resolucion y factores de capacidad.

Analitos Tiempo de Factor de Resolucion
retencion capacidad R.(x O), n=9
t.(x O), min, n=9 k'x 0), n=9

Creatinina 1.52 (0.01) 0.61 (0.01) 3.75 (0.03)
Acetilisoniacida 2.53 (0.02) 1.69 (0.02) 4.01 (0.04)

Isoniacida 2.89 (0.03) 2.08 (0.03) 1.01 (0.01)
Piracinamida 3.57 (0.03) 2.79 (0.03) 2.02 (0.02)
Rifampicina 6.94 (0.03) 6.37 (0.02) 11.41 (0.03)
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PROCEDIMIENTO OPERATORIO. RECTAS DE CALIBRADO.

Se ha estudiado la variacion que experimentan los picos de los distintos
analitos al variar la concentracion de los mismos presente en las muestras, con el
objeto de establecer la relacion existente entre las posibles sefiales analiticas a
utilizar, altura o area de pico, y la concentracion de los analitos. También se compara
los resultados obtenidos mediante la calibracion lineal univariante cuando se utilizan
areas o alturas como sefial analitica. Para llevar a cabo este estudio se prepararon
diferentes muestras, a partir de las disoluciones patron de cada analito, que
contenian entre 1y 12 ppm de isoniacida, acetilisoniacida, piracinamida y rifampicina,
y entre 1y 80 ppm de creatinina. Las disoluciones se diluian con tampén fosfato 20m
M de pH 7. De cada nivel de concentracion se efectuaron tres inyecciones en el
sistema cromatogréafico. En las figuras 4.8-12 se muestran las rectas de calibrado
de la influencia de la concentracion de cada compuesto, sobre la altura y el 4rea de

pico.

Parametros estadisticos y de fiabilidad

Los parametros estadisticos y de fiabilidad que se derivan del analisis de las
rectas obtenidas se recogen en las tablas 4.4-8. En ellas, ademas de los resultados
de la calibracion lineal univariante, estan recogidos los valores de desviacion estandar
relativa obtenidos al realizar la repetitividad del método cromatogréfico con una
serie de 9 muestras iguales, cuya concentracion para cada analito se especifica en las
tablas. Asimismo se recogen los limites de deteccion encontrados por diferentes
meétodos y el limite de determinacion calculado como se explicé en capitulos

anteriores.

Como puede ser apreciado, en todos los casos, los mejores valores se
obtuvieron para el area. En consecuencia, este parametro ha sido elegido para la

determinacién de los analitos en compuestos farmacéuticos y muestras de orina.
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CREATININA

Figura 4.8.- Rectas de calibrado de creatinina sobre la altura y el area de pico.
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Tabla 4.5. - Resultados obtenidos en la calibracion lineal univariante de

creatinina.
Sefial Analitica Altura de pico (mUA) Area de pico (MUA*s)
Ecuacion de la recta H = 9.30*[CRE] - 6.19 A = 23.54*[CRE] + 13.57
O Lendiente 0.08 0.11
O ,rdenada 3.03 3.92
O (pica estimada 8.99 14.2
Coeficiente de correlacion (R) 0.9994 0.9997
DER (%) 1.8 (5 ppm) 1.6 (5 ppm)
LD (Winefordner y Long), ppm 0.98 0.49
LD (Clayton) X = B = 0.05, ppm 2.5 1.3
Limite de determinacion, ppm 6.8 4.24
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ACETILISONIACIDA

Figura 4.9.- Rectas de calibrado de acetilisoniacida sobre la altura y el area de pico
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Tabla 4.6. - Resultados obtenidos en la calibracion lineal univariante de

acetilisoniacida.
Sefal Analitica Altura de pico (mUA) Area de pico (MUA%*s)
Ecuacion de la recta H = 1.64*[AISO] - 0.18 A = 19.60*fAISO] + 1.45
O sendiente 0.02 0.23
O . enda 0.17 1.79
o tipica estimada 0.35 3.62
Coeficiente de correlacion (R) 0.9987 0.9991
DER (%) 4.3 (5 ppm) 3.2 (5 ppm)
LD (Winefordner y Long), ppm 0.31 0.27
LD (Clayton) & = [3 = 0.05, ppm 0.56 0.48
Limite de determinacion, ppm 21 1.7
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ISONIACIDA

Figura 4.10.- Rectas de calibrado de isoniacida sobre la altura y el drea de pico
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Tabla 4. 7. - Resultados obtenidos en la calibracion lineal univariante de isoniacida.

Sefal Analitica Altura de pico (mUA) Area de pico (MUA*s)
Ecuacion de la recta H =2.80*1SO] - 1.36 A = 40.20*[1S50] - 12.87
O sendiente 0.03 0.36
O . rdenada 0.24 277
o tipica estimada 0.57 5.61
Coeficiente de correlacion (R) 0.9989 0.9995
DER (%) 2.1 (5 ppm) 0.9 (5 ppm)
LD (Winefordner y Long), ppm 0.30 0.21
LD (Clayton) & = [3 = 0.05, ppm 0.53 0.36
Limite de determinacion, ppm 1.9 1.3
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PIRACINAMIDA

Figura 4.11.- Rectas de calibrado de piracinamida sobre la altura y el drea de pico
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Tabla 4.8. - Resultados obtenidos en la calibracion lineal univariante de

piracinamida.
Sefial Analitica Altura de pico (mMUA) Area de pico (MUA*s)
Ecuacion de la recta H =4.37*PIR] - 1.77 A =42.83*[PIR] - 5.99
(0] pendiente 0.07 0.56
(0) ordenada 0.49 4.24
0] tipica estimada 111 8.58
Coeficiente de correlacion (R) 0.9982 0.9989
DER (%) 2.1 (5 ppm) 0.9 (5 ppm)
LD (Winefordner y Long), ppm 0.37 0.29
LD (Clayton) & = [3 = 0.05, ppm 0.67 0.52
Limite de determinacién, ppm 24 1.9
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RIFAMPICINA

Figura 4.12. - Rectas de calibrado de rifampicina sobre la altura y el area de pico
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Tabla 4.9.- Resultados obtenidos en la calibracion lineal univariante de rifampicina.

Sefial Analitica Altura de pico (mMUA) Area de pico (mMUA*s)
Ecuacion de la recta H =2.02*RIF] + 0.03 A = 18.82*[RIF] - 0.10
(0] pendiente 0.04 0.30
(o T 0.32 2.28
0] tipica estimada 0.65 4.62
Coeficiente de correlacion (R) 0.9971 0.9983
DER (%) 8.0 (5 ppm) 6.0 (5 ppm)
LD (Winefordner y Long), ppm 0.48 0.36
LD (Clayton) & = [3 = 0.05, ppm 0.85 0.64
Limite de determinacién, ppm 3.1 2.3
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Capitulo 4. Cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC)

APLICACION DEL METODO PROPUESTO A LA DETERMINACION
DE LOS ANTIBIOTICOS EN FORMULACIONES
FARMACEUTICAS Y MUESTRAS DE ORINA.

Determinacion en formulaciones farmacéuticas.

El método propuesto se aplico a la determinacion de los antibioticos en estudio
en compuestos farmacéuticos. Los farmacos analizados y la composicion detallada en

el envase de cada uno, se muestran en la tabla 4.9.

Tabla 4.9. - Formulaciones farmacéuticas analizadas.

Formulacién Composicion etiguetada

farmacéutica

Por gragea: 120 mg rifampicina; 50 mg isoniacida;

Rifater 300 mg piracinamida;104,9 mg de sacarosa y
excipientes.
Rifinah Por gragea: 300 mg rifampicina,150 mg

isoniacida; 181 mg de sacarosa y excipientes.

Rifaldin Por cédpsula: 300 mg rifampicina y excipientes.

Rifaldin (en solucion) Por 100 ml: 2 g rifampicina, 40 g de sacarosa,;

sulfitos y excipientes.
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Capitulo 4. Cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC)

Para llevar a cabo la cuantificacion de cada farmaco, mediante el método

cromatografico propuesto, se procedio de la siguiente manera:

Una gragea o cépsula fue transferida a un matraz de 1000 ml y diluida con
agua purificada; el matraz fue llevado a un bafio de ultrasonido para la correcta
disolucién del farmaco y diluido hasta la marca con agua purificada. De esta
disolucion, tomamos un volumen, de tal forma que la concentracion del analito o
analitos a determinar no exceda de 12 ppm, y lo llevamos a un matraz de 10 ml,

enrasando con tampon fosfato.

Este procedimiento fue realizado en tres grageas o capsulas por cada farmaco,
y cada muestra fue inyectada tres veces. La disolucién problema de Rifaldin solucion
fue preparada afiadiendo 1 ml del farmaco a un matraz de 1000 ml y diluido hasta la
marca con agua purificada. Al igual que con las otras preparaciones, se realizaron tres

muestras y cada una fue inyectada tres veces.

En todos los casos, ademas de inyectarse las disoluciones problemas, también

se inyectaron patrones de los analitos correspondientes en concentraciones conocidas.

La sefial utilizada para el calculo de la concentracion de cada analito en las

muestras problema, fue el area de pico.

En la tabla 4.10 se muestran los resultados obtenidos por la aplicacion del
método cromatogréfico. Las cantidades de rifampicina, isoniacida y piracinamida
encontradas, estan en concordancia con los valores etiquetados por los laboratorios

Marion Merrel Dow, que comercializa dichos farmacos.
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Tabla 4.10.- Determinacion simultanea de rifampicina, isoniacida y rifampicina en

farmacos.
Formulacién Composicion Composicion % Recuperacion (%DER),
comercial etiguetada encontrada (n=9)
Rifampicina 120 | Rifampicina 126.1 105.1 (2.4)
Rifater, mg Piracinamida Piracinamida 100.2 (1.8)
300 300.7 95.2 (2.6)
Isoniacida 50 Isoniacida 47.6
Rifinah, mg Rifampicina 300 | Rifampicina 304.2 101.4 (5.3)
Isoniacida 150 Isoniacida 147.9 98.6 (3.2)
Rilfaldin, mg
capsulas Rifampicina 300 | Rifampicina 321.0 107.0 (4.8)
Rifaldin
solucion, Rifampicina 2.0 Rifampicina 2.1 108.0 (1.5)
g/100 ml
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Capitulo 4. Cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC)

ESTUDIOS DE PUREZA DE PICO

Para completar los resultados obtenidos mediante la aplicacion del método
propuesto se muestran los cromatogramas correspondientes a los cuatro farmacos
estudiados, asi como los espectros correspondientes a los estudios de pureza de pico

realizados en cada producto farmacéutico figuras 4.13-23

Los estudios de pureza de pico se realizan con el fin de comprobar la ausencia
de interferencias de otros componentes en los productos farmacéuticos. El método
utilizado para evaluar la pureza de pico de cada componente, consiste en el registro
de varios espectros durante la elucion del pico, uno en la parte ascendente (espectro
1), otro en el maximo (espectro 2) y otro en la parte descendente (espectro 3). Una
vez superpuestos y normalizados deben coincidir en todas las longitudes de onda para

que el pico se considere puro.
Este método tan sencillo fue posible aplicarlo, por poseer el equipo de
cromatografia un detector de diodos en linea y un programa informatico que hacen

posible el registro de espectros.

Como podemos observar, en todos los casos se da una coincidencia espectral,

por lo que podemos concluir que todos los picos son puros.
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Figura 4.14. - Pureza de pico correspondiente a isoniacida en Rifater.
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Capitulo 4. Cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC)

Nerm. -
A 8o

70

o

60 -

50—

B — 0SS o ga o w
&
I

20-

10—
{mall) -
0-

| |
200 250 200 350 400 450 500 550 nm

Longitud de onda (nm)

Figura 4.21.- Pureza de pico correspondiente a rifampicina en Rofaldin capsulas.

N
o
|

RIFALDIN
1 SOLUCION

w
o
|

Rifampicina

Absorbancia (mUA)
N
o
| .

[EY
o
|

O T T T | | /\,—'I-\ T T
| | | | 1% | | |
0 1 2 3 4 5 6 7 8
Tiempo de retencion (min)

Figura 4.22.- Cromatograma de una disolucion problema de Rifaldin solucion.

233



Capitulo 4. Cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC)

Narm. -

L= 2 9
.}
=
1

30| *

20—

0O — 030 g 0 W

| | | | | |
200 250 200 250 400 480 500 480 nm

Longitud de onda (nm

Figura 4.23.- Pureza del pico correspondiente a Rifampicina en Rifaldin solucion.

234
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Analisis de muestras de orina patoldgica, procedente de un

paciente bajo tratamiento

El procedimiento cromatografico ha sido aplicado a la determinacion de
rifampicina, en muestras de orina procedentes de un paciente voluntario, el cual
seguia el tratamiento: rifampicina, 600 mg en una toma diaria, preferiblemente por
la mafiana, etambutol, 400 mg tres veces al dia; y otras formulaciones farmacéuticas

que contenian ofloxacino, claritomicina, omeprazol y diflunisal.

Las muestras de orina fueron recogidas en vasos de polietileno, a intervalos
apropiados a lo largo de 24 horas y congeladas hasta su utilizacion, para impedir que

los analitos sufrieran cambios.

En este caso sOlo podremos aplicar el método a la determinacion de
rifampicina, ya que es sélo este antibidtico, de los tres estudiados en este trabajo,

el que esté presente en el tratamiento.

A simple vista se pudo observar que las muestras con mayor cantidad de
rifampicina se correspondian con las orinas recogidas entre 3 y 7 horas después de
la toma del antibidtico, ya que estas muestras presentaban una fuerte coloracion

anaranjada, en contraste con las otras que tenian color amarillo.

Todas las muestras fueron inyectadas en el sistema cromatogréafico v,
mediante la aplicacion del método optimizado, se identificé el pico correspondiente
a rifampicina en todas ellas, pudiéndose comprobar que la maxima eliminacion se

produce a las 6 horas de la toma del antibiético.
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En la figura 4.24, esta representado el cromatograma correspondiente a una
muestra de orina recogida a las 6 horas de la toma del farmaco (dilucién 1:25), en
comparacion con el cromatograma de la misma muestra de orina fortificada con 4 ppm
de rifampicina, con objeto de identificar el pico perteneciente a rifampicina, pudiendo
observar que el pico a 7.1 minutos (pico 2), aumenta con la adicién del patrén de
rifampicina (pico 2"). Los espectros de absorcion del pico a 7.1 minutos, en ambas
muestras de orina, fueron comparados, no apreciandose ninguna diferencia entre

ellos, como se puede apreciar en la figura (espectros 2y 2%).

En el cromatograma aparece otro pico a 6.5 minutos (pico 1), el cual pensamos

que pueda ser un metabolito de rifampicina por las siguientes razones:

v El pico 1 presenta un espectro de absorcion similar al de rifampicina.

v/ Cuando comparamos los cromatogramas correspondientes a muestras de
orina de sucesivas excreciones, el area del pico 1 (supuesto metabolito de

rifampicina), aumenta al aumentar el area del pico correspondiente a rifampicina,

hasta finalmente desaparecer con él.
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Figura 4.24.- Cromatogramas de una muestra de orina (dilucion 1:25), de un
paciente voluntario, excretada a las 6 horas de la toma del medicamento, en

comparacion con La misma muestra fortificada con 4 ppm de rifampicina (—).

Debido a la complejidad de la matriz de las muestras de orina, para llevar a
cabo la determinacién de rifampicina en dichas muestras, se empled el método de
adicién patrén en la muestra que presentaba mayor excrecién de rifampicina, con el

objeto de comprobar la existencia de interferencias entre la matriz de orina y el

analito en estudio.
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Se prepararon muestras tomando 4 ml de orina, de la  muestra
correspondiente a la excrecién de rifampicina a las 6 horas de la toma del antibiotico,
y afadiendo diferentes cantidades de rifampicina patron. Las disoluciones se
enrasaron con tampon fosfato 20mM y pH 7 hasta un volumen de 100 ml, cada
muestra se inyectd en el sistema cromatografico por triplicado. Paralelamente se
inyectaron patrones conteniendo concentraciones similares de rifampicina y se
obtuvieron los correspondientes cromatogramas en las condiciones ya fijadas como
optimas. En la figura 4.25 se representan la recta de calibrado obtenida por el
método de adicion patrén y la recta de calibrado de los patrones de rifampicina. La

sefial analitica utilizada en ambos casos fue el area de pico.

270
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O
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Rifampicina, ppm

Area de pico (MUA*s)

Figura 4.25.- Recta de calibrado(—) y adicion de patron de rifampicina en orina

(—)

Para comprobar que las pendientes de la recta de calibrado patrén y de la
recta de adicién de patron no son significativamente diferentes, se llevé a cabo el
estudio de validacién mediante el Test de Fisher para la varianza (F), segun el cual,
el valor de F calculado para las varianzas de ambas rectas, debe ser menor que el
valor de F tabulado [utilizando una probabilidad del 95% (P= 0.05) y con 11 grados de

libertad en cada caso (F,, ;;)], paraque los resultados obtenidos por ambas rectas sean
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comparables. Si las varianzas son comparables, mediante la aplicacion del test-T se
verifica si también lo son las pendientes de las rectas, para esto se tiene que cumplir

que el valor de t_, tiene que ser menor que el de t,,,. para un nivel de significacion de

cal

0.05 y 22 grados de libertad (39).

Enla tabla 4. 12 se muestran las ecuaciones de las dos rectas asi como otros
parametros estadisticos derivados de la calibracion univariante. También se muestran

los valores de la F_, tras la aplicacion del Test de Fisher, asi como los valores de t_,

cal

y t.,,, obtenidos al aplicar el test-T para la comparacion de las pendientes.

Tabla 4. 12.- Rectas de calibrado del patron externo y adicion patron.

Recta de la adicién patrén

Recta del patron externo

Y = 21.46*[RIF] + 83.97

0 pendiente = 032

0 ordenada: 120

0 estimada: 249
R =0.9989

Y = 21.36*[RIF] + 1.03

0 pendiente = 018

O ordenada: 137

0 estimada: 228
R =0.9997

Aplicacién Test de Fisher
F..=298; F, =352
Ftab> Fcal

Aplicacién del Test-T
t.,=0.26; t, =204

ttab > tcal

[RIF] = 3.9 ppm

adicion patron

[RIF] = 3.9 ppm

patrén externo

A la vista de los resultado, se concluye que tanto las varianzas como las

pendientes de las rectas no son significativamente distintas, ya que se cumple que:

Feb > Fea Y Lt >t podremos utilizar el método del patrén externo para el calculo de

la cantidad de rifampicina excretada en las muestras de orina recogidas.
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En la tabla 4.13 se muestran las recuperaciones obtenidas, mediante la
aplicacion del método de la adicion patron, en la determinacion de rifampicina en la

muestra de orina recogida a las 6 horas de la toma del antibiotico.

Tabla 4.13. - Resultados obtenidos en la determinacion de rifampicina en una
muestra de orina de un paciente voluntario, a las 6 horas de la toma del

antibiotico, mediante el método de adicion patron.

Rifampicina Rifampicina % Recuperacion + DER, (n=3)
afladida (ppm) encontrada (ppm)
0.0 39 -
2.0 6.0 102.0+ 3.0
4.0 7.9 100.0+ 2.0
6.0 9.9 99.0+3.0

Haciendo uso de la recta de calibrado, una vez comprobado que la matriz de
orina no interfiere, calculamos la concentracion de rifampicina, asi como la
concentracion de creatinina, utilizando en este caso la recta de calibrado que se
obtuvo para este analito, en todas las muestras de orina, obteniendo el cromatograma
correspondiente a cada una y por medida del area de pico. Con estos datos hemos
elaborado la curva de eliminacion de rifampicina en orina representada en la figura
4.26. Los resultados estadn expresados como relacion de la concentracion de
rifampicinay la concentracion de creatinina por 100, [rifampicina/creatinina] x 100,

con el fin de normalizar la eliminacién de rifampicina.
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En la gréfica se observa, que la mayor eliminacién de rifampicina ocurre sobre

las 6 horas de la toma de la droga.
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Figura 4.26- Eliminacion de rifampicina en orina.
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INTRODUCCION

La electroforesis capilar de alta eficacia  (HPCE), o simplemente
“electroforesis capilar” (CE), es una técnica que ha surgido de la unién entre los
poderosos mecanismos de separacion de la electroforesis convencional en gel, con la
instrumentacion y los conceptos de automatizacion de la cromatografia de alta

eficacia.

La electroforesis capilar, es una técnica analitica que tiene por objeto separar
los diferentes componentes de una mezcla, basandose en la distinta movilidad que
experimentan las especies cuando son sometidas a un campo eléctrico muy intenso
(300-400V/cm) en el interior de un tubo capilar. Es una técnica que puede ser

aplicada a la separacion de una gran variedad de especies i6nicas y neutras:

Aniones y cationes inorganicos

Acidos y bases organicos

Productos farmacéuticos ( i6nicos y neutros)
Compuestos quirales

Péptidos y proteinas

Acidos nucleicos

Las principales aportaciones de esta técnica son:

Extraordinario poder de separacion.- con capilares de tan sélo 40 a 70 cm,
se suelen obtener eficacias entre 100.000 y 200.000 platos tedricos.

Gran versatilidad tanto desde el punto de vista de las aplicaciones, como
desde el punto de vista de ajuste del rango de concentraciones de trabajo
(sensibilidad), o de flexibilidad operatoria (secuencia de analisis con analitos muy

diversos).
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Gran economia.- tanto desde el punto de vista de reactivos como de capilares.
Rapidez.- en muchas ocasiones los tiempos de andlisis por electroforesis
capilar son muy cortos ( menor a 5 o 10 min), lo que permite conseguir una gran

productividad de los equipos.

De la electroforesis clasica a la electroforesis capilar

Los principios de la electroforesis fueron enunciados hacia finales del siglo
X1X, cuando Kohlrausch obtuvo las ecuaciones basicas de la migracion de un ién en
disolucion de electrolito (1), antes incluso que los de la cromatografia. En 1937,
Tiselius la introdujo como técnica de separaciéon. Encontré que los componentes
ibnicos de una muestra emigraban bajo la influencia de un campo eléctrico con
velocidad y direccién determinadas por la carga y tamafio de éstos (2). Tiselius
recibio el premio Nobel por sus trabajos en separacion. La electroforesis en solucion
libre, tal y como la desarroll6 Tiselius, produce bajas eficacias en la separacion. Ello
era debido, principalmente a la existencia de mecanismos de transporte no deseables
como conveccidn, consecuencia de los gradientes de temperatura creados por el calor
generado por efecto Joule. Por esta razon, el desarrollo de la electroforesis impuso
la utilizacién de un medio estabilizante o anticonvectivo como pale, celulosa o geles
(agarosa o poliacrilamida). Pero la accion de estos estabilizadores, no era lo bastante
eficaz para lograr la separacion de moléculas pequefias cargadas. Por esto, la técnica
intereso principalmente a los bioquimicos para la separacion de moléculas de elevado
peso molecular. Pese a su gran poder de resolucion, la electroforesis clasica presenta
inconvenientes, es lenta, laboriosa, de escasa reproducibilidad y de capacidad

cuantitativa limitada.
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El primer intento de realizacion de separacion electroforética en ausencia de
un agente estabilizante (es decir, en medio libre), fue descrito por Hjerten en 1967
(3). En estos trabajos utilizaba tubos abiertos de cristal de cuarzo con un diametro
interno de 1-3 mm vy los hacia girar alrededor del eje longitudinal con objeto de
suprimir los efectos de la conveccion. Fue hacia 1970 cuando Everaerts y
colaboradores (4) desarrollaron la isotacoforesis capilar en tubos abiertos de
didmetro inferiores a 1 mm. Para ello se basaron en lo que se ha llamado efecto
anticonvectivo de la pared que aparece como resultado de la alta capacidad de
disipacion de calor que se obtienen en los tubos de pequefio didmetro interno del
capilar. Ademas, estos autores utilizaron tubos de teflon en lugar de los de vidrio.
Este cambio suponia una ventaja importante ya que eliminaba el fendbmeno de

electro6smosis que podia perturbar la separacién por isotacoforesis capilar.

En 1979, Mikkers y colaboradores (5) propusieron la terminologia
“electroforesis de elevada eficacia” para la técnica de separacion electroforética en
medio libre. Estos investigadores conseguian realizar la primera separacion con
elevada resolucion en tubos de politetrafluoroetileno (PFTE) de 200 [Um de diametro,

utilizando la instrumentacion desarrollada hasta entonces para la isotacoforesis.

En 1981, Jorgerson (6) abrié una nueva etapa en el desarrollo de la técnica al
introducir la utilizacion, por vez primera, de capilares de 75 [Um de diametro interno
de silice fundida, para el desarrollo de la electroforesis en medio libre, y de
deteccion en linea sobre el mismo capilar, mediante fluorescencia. Jorgenson
contribuy0 a aclarar los conceptos tedricos y describié las relaciones entre la eficacia
de la separacion y los pardmetros operacionales. Es entonces cuando la técnica de
electroforesis capilar en medio libre se convirti6é en un verdadero método analitico

instrumental.
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En la década de los 80, el desarrollo tecnolédgico de la electroforesis de alta
eficacia continud, por un lado hacia la investigacion de una instrumentacidén compatible
con las técnicas de isotacoforesis y de isoelectroenfoque y por otro, hacia la
miniaturizacion. Esto ultimo, se desarroll6 de forma paralelaala microcromatografia
en fase liquida, lo que contribuy6 a aproximar ambas técnicas. De hecho, ambas lineas
de investigacion estaban en manos de los mismos grupos de investigadores. Surgieron
asi métodos hibridos. Asi en 1984, Terabe y col. (7-9) demostraron que podian
separarse, a la vez, especies cargadas y especies neutras. Esto era posible cuando se
adicionaba al medio de separacion surfactantes, en concentracion por encima de la
concentracion critica micelar (c.m.c.). El mecanismo de separacion de las especies
neutras se basa en un equilibrio de reparto entre el interior de la micela (hidrofébico)
y el exterior de la micela (hidrofilico). De ahi que se propusiera el nombre de

electroforesis capilar electrocinética micelar (MEKC) para esta técnica.

En los Gltimos afios se esta desarrollando la técnica de electrocromatografia
micelar (CEC), en la que el capilar se rellena de fase estacionaria, de forma similar a
las columnas de cromatografia. La separacion se lleva a cabo por aplicacion,

simultanea, de campo eléctrico y presion

A continuacion, veremos los principios en los cuales esta basado la separacién
en la técnica electroforética en capilares, cuando el medio de separacion esta
constituido por un electrolito, es decir en la técnica de electroforesis capilar en zona

libre (CZE).
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Fundamentos que rigen la separacion en electroforesis capilar

Cémo se dijo anteriormente, la CE se basa en el movimiento de especies
cargadas, sometidas a un campo eléctrico de alto voltaje, dentro de una capilar de
didametro interno inferior a 100 Um que se encuentra lleno de una disolucion
electrolitica. La separacion de especies diferentes se basa en la diferencia de
velocidad que presentan bajo la influencia de un campo eléctrico aplicado. El
movimiento de las moléculas dentro del capilar, cuando se esté aplicando el campo
eléctrico, depende del tamafio y de la carga que tengan, es decir de su movilidad
electroforética, ademas la migracion de especies dentro del capilar depende de otro
fendémeno que ocurre en el interior del capilar cuando se aplica un campo eléctrico
flujo electrostatico. Estos fendmenos dependen de otros factores como las
dimensiones del capilar, voltaje aplicado, temperatura, la viscosidad de la disolucion

y el pH del electrolito.
v Movilidad electroforética: cualquier especie cargada i en solucion,

sometida a un campo eléctrico E, se desplaza con una velocidad lineal v, (también

denominada velocidad electroforetica, v,,), dada por la relacion:

Vi=mixE ()

donde m; es la movilidad efectiva (también denominada movilidad electroforética m,,

de la especie i en el medio considerado).
Este transporte se denomina electromigracion. Se efectla en el sentido del

vector campo eléctrico E para los cationes (m, positivo) o en el sentido opuesto para

los aniones (m, negativo).
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Puesto que la especie i puede existir en solucion bajo varias formas ionicas en
equilibrio, la movilidad efectiva se deduce de las movilidades absolutas de sus

diferentes formas ionicas, j, segun:

m, = Z a;m; (2
i
donde (X;; es el coeficiente de disociacion de la especie i bajo la forma ionica j, que
puede calcularse a partir de las constantes de equilibrio y de la composicién del

medio.

Las movilidades absolutas dependen de la fuerza ionica, |4, del medio. Para un

electrélito Z/Z, se tiene segun la teoria de Debye-Hiickel.
m,°=m;"- (0.23 Z? m,” + 3L4E™ Z,) (W)"* (3)

donde Z;: es el nimero de cargas de la especie j.
mj°°: es la movilidad absoluta a dilucién infinita (cuyos valores se encuentran

tabulados).

Si suponemos que sélo las fuerzas de Coulomb y las fuerzas de Stokes se

ejercen sobre la particula j, mj°° puede evaluarse de la forma siguiente:

- Zje

m: =—— (4
ernr; “

J

donde e: carga del electron.
N: viscosidad del medio.

r;: radio ionico ( o de Stokes) de la especie solvatada.

252



Capitulo 5. Electroforesis capilar

Por otro lado, la movilidad del ién, mj°°, se relaciona con su conductividad i6nica
)\j°°, a través de la ecuacién de Nerns-Einstein:

A"=Fm® (5)

J J

donde F: es la constante de Faraday (96480 C).

Es decir, la movilidad electroforética de una especie dependeréa del pH y
agentes complejantes (ecuacion 2), de la fuerza ionica (ecuacion 3) y de la
naturaleza del disolvente (viscosidad, solvatacion) (ecuacién 4). Ademas, la movilidad
aumenta con la temperatura alrededor del 2 % por grado centigrado. Por otro lado,
de la ecuacion (4) se deduce que cuanto mas pequefio y mayor carga posea el ion, tanto

mayor sera su movilidad y viceversa.

Si soOlo se considerase la movilidad electroforética, no se explicaria
completamente el comportamiento migratorio de las especies dentro del capilar, ya

que dicho comportamiento depende también del flujo electroosmoético (FEO) (10-12).

e Flujo electroosmdtico: es el fendmeno de transporte de moléculas de
disolvente como resultado de la existencia de una doble capa eléctrica en una
interfase sdlido-liquido. Al aplicar un campo eléctrico tangencial a esta interfase, las
cargas netas de la regién difusa en el seno del liquido, comenzaran a moverse
arrastrando consigo moléculas del solvente, dandole, por tanto, un movimiento de
velocidad lineal v, (denominada velocidad electroosmotica), que seréa proporcional al

campo eléctrico aplicado.

Veo = _5E = MeoE (6)
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donde m,,: es la movilidad electroosmotica.
€: es la constante dieléctrica.
N: viscosidad del disolvente.
C: es el potencial de la superficie del solido Ilamado también potencial zeta o
potencial electrocinético.

E: campo eléctrico aplicado.

El potencial zeta es proporcional a la densidad de carga de la superficie (O)
y al espesor de la capa eléctrica (6), por lo tanto al aumentar la concentracion del
electrolito resulta una compresion de la doble capa disminuyendo su espesor y, como

consecuencia, el potencial y el FEO (13).

Combinando las ecuaciones 6 y 7, se obtiene:

Veo = _EE (8)

n
Resulta por tanto, que el flujo electroosmdtico es proporcional a la densidad
de carga. El sentido de dicho flujo es hacia el electrodo negativo si la superficie del
capilar es portadora de cargas negativas (O < 0) y por lo tanto la carga neta en el
interior del liquido es positiva. Y al contrario cuando la carga de la superficie es

positiva (O > 0).
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Lamayoriade las superficies sélidas utilizadas para la fabricacion de capilares
(vidrio, silice, silice fundida, silice enlazada a octadecilos, PTFE,
polifluoroetilenpropileno o grafito) poseen cargas superficiales negativas en
disolucion acuosa. Estas cargas proceden de la ionizacion de grupos acido de la
superficie (grupos silanoles de la silice) y/o de la adsorcién de especies ionicas en la

superficie.

Desarrollo del flujo electroosmatico:

Cuando la silice estéa en contacto con una disolucion acuosa, su superficie se
hidroliza para dar lugar a grupos silanol. Estos grupos pueden estar cargados
positivamente, neutros o tener carga negativa, dependiendo del pH de la disolucion

acuosa.

Los contraiones tienden a ser adsorbidos en la pared por atracciones de tipo
electrostético para compensar el defecto de carga, formandose asi una doble capa
rigida de iones a la que se superpone una doble capa difusa de iones (modelo de
Stern). Cuando se aplica una diferencia de potencial a lo largo del capilar, los cationes
qgue forman parte de la doble capa difusa son atraidos hacia el catodo y como estos
estan solvatados, arrastran en su movimiento al resto de la disolucién que hay en el
capilar, constituyendo el flujo electroosmotico ( FEO) .Aunque el punto exacto de
ionizacion de la silice es dificil de determinar, el FEO comienza a tener un valor
significativo a partir de pH 4. La figura 5.1 representa la formacion del FEO en

las etapas descritas:
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a) Superficie de silice fundida cargada negativamente (SiO").
b) Acumulacién de cationes hidratados cerca de la superficie.

¢) Flujo de disolvente hacia el catodo después de la aplicacion del campo eléctrico

Figura 5.1.- Desarrollo del flujo electroosmdtico (FEO)

El potencial zeta esta determinado esencialmente por la carga de la superficie
de la pared del capilar. Ya que esta carga depende principalmente del pH, el valor del
FEO varia con el pH. A valores de pH altos, donde los grupo silanol estan
predominantemente desprotonados, el FEO es significativamente mas alto que a pH
bajos donde estos grupos llegan a estar protonados. Dependiendo de las condiciones,

el FEO puede variar mas que otra magnitud entre pH 2 y 12.
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En la figura 5.2 se muestra el efecto del pH para capilares de silice fundida

y otros materiales.

egr 12 10%em]
V-3
@ Pyrex
.1 W Silica
& Teflon

[pHI

Figura 5.2. - Efecto del pH sobre la movilidad del flujo electroosmaotico en

capilares de varios materiales.

El fendmeno de la electro6smosis proporciona un perfil de flujo casi plano
como el que se muestra en la figura 5.1. Se observa que decae rapidamente al
aproximarse a las paredes del capilar, como consecuencia de la capa rigida de la doble
capa eléctrica, pero se ha comprobado que esta caida no afecta al proceso de
separacion. Un flujo plano no contribuye a la dispersion de la zona de soluto,
contrariamente a lo que ocurre en el caso de un flujo de perfil parabolico como el que

se tiene en cromatografia.

La velocidad del flujo y el perfil son independientes del didmetro interno del

capilar, salvo para capilares excesivamente anchos (> 200 [dm).
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La existencia de un flujo electroosmdtico en el proceso de separacion
electroforético, proporciona la ventaja, en adecuadas condiciones de trabajo, de que
todas las especies (cationes, aniones y neutras) emigren hacia el mismo electrodo. Por
tanto, si la inyeccién de la muestra se realiza en el extremo del capilar, situada junto
al electrodo positivo (anodo), toda la muestra viajara hacia el cédtodo, ya que,
generalmente en las condiciones usuales de trabajo, la magnitud del flujo
electroosmdtico es mayor que las movilidades de los iones. Este proceso se

representa en la figura 5.3.

Figura 5.3.- Migracion de los solutos en CZE dependiendo de su carga y tamario.

Los cationes migran mas rapido ya que se ven impulsados por el flujo
electroosmético, los de menor tamafio son los que tienen mayor velocidad
electroforética y serén los primeros en salir y los de mayor tamafio los dltimos; las
especies neutras avanzan juntas a la misma velocidad que el FEO; por ultimo saldran
los aniones ya que estos estan atraidos por el &nodo y oponen resistencia al FEO En
todos casos, la velocidad resultante de cada especie, sera la suma algebraica de la
velocidad electroforética de la especie y velocidad electroosmética. Por tanto, el
tiempo necesario para que un ién eluya vendra determinado por su movilidad y la del

FEO.
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Parametros analiticos

Entre los parametros que definen el proceso de separacion electroforético
estan el tiempo de migracion t,, la dispersion, la eficacia y la resolucion. Las
expresiones que definen estos parametros se obtienen para el modo de separacién
electroforético més simple, que es la electroforesis capilar de zona (CZE), en la cual

el capilar se llena de tampon solamente.

Tiempo de migracion y movilidad electroforética aparente

El tiempo de migracion t,, es el tiempo necesario para que un soluto emigre

desde el punto de inyeccion hasta el punto de deteccion:

donde | es la distancia efectiva del capilar, es decir, distancia desde el punto

de inyeccion hasta el punto de deteccion y L es la longitud total del capilar (14).

Cuado existe flujo electroosmotico, la movilidad electroforética medida a

través de la ecuacion (9):

se denomina movilidad aparente y es igual a:

ma = mi + meo (10)
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Como podemos observar, de la ecuacion (9) se deduce que podemos obtener
tiempos de migracion cortos utilizando voltajes elevados, valores altos de FEO y
capilares de corta longitud. Sin embargo, los tiempos de analisis excesivamente cortos
presentan el inconveniente de conducir a resoluciones bajas, por lo que todos estos

pardmetros deben ser optimizados.
Dispersion y eficacia

La separacién en la técnica electroforética, se basa en las diferencias de
movilidades de los solutos. La diferencia necesaria para resolver dos zonas
consecutivas dependera de la longitud de dichas zonas, y por lo tanto de los
fendémenos de dispersion dentro de cada una. La dispersiéon debe ser controlada ya
gue un aumento de la misma hard aumentar las diferencias de movilidades necesarias
para llevar a cabo la separacion.

La dispersion o ensanchamiento de la zona de soluto, es el resultado de las
diferencias de velocidad de las moléculas del soluto, y puede definirse como el ancho

de pico a nivel de linea base, (,. Para un pico Gaussiano, al igual que en cromatografia:
w,=40 (11)

donde O: es la desviacién estandar (en unidades de tiempo, volumen o longitud).
La eficacia de la separacion, se expresa, al igual que en cromatografia, por el

numero de platos tedricos:
I 2
N = (—] (12)
0

Los valores de N obtenidos en esta técnica oscilan entre 10° y 5.10°.
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La altura equivalente de un plato teorico, H viene dado por
=1
N

En condiciones ideales, la Ginica contribucién al ensanchamiento de banda es la
difusion longitudinal ya que la dispersioén radial es poco importante debido al perfil
de flujo plano, y el ensanchamiento por conveccion no influye debido a las propiedades
anticonvectivas del capilar, por tanto, la eficacia se puede relacionar con el término

de difusién molecular cromatogréafico:

donde D: es el coeficiente de difusion del soluto.

Sustituyendo la ecuacion 14 en la ecuacién 12, tenemos:

N = maVI
2DL

(15)

que es la expresion electroforética fundamental de la eficacia.

Sobre un electroferograma puede determinarse directamente el nimero de

platos tedricos, mediante:

tm )2
N:5.54( ) (16)

Wirs2

donde t: es el tiempo de migracion, y

W, ,,: es el ancho de pico a media altura.
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En general, la eficacia medida de esta forma resultard menor que la obtenida
a traveés de la ecuacién 15 ya que existen otros procesos de dispersion, ademas del
considerado, que contribuyen al ensanchamiento de banda. En la tabla 5.1, se

muestran algunas fuentes de ensanchamiento de banda.

Tabla 5.1.- Fuentes de ensanchamiento de banda.

Fuente Observaciones

Difusion longitudinal Proporciona el limite teorico de la eficacia.

Calentamiento por efecto Joule | Conduce a los gradientes de temperaturay a

flujos laminares.

Adsorcion de la muestra a la Las interacciones soluto-pared del capilar

pared del capilar origina picos con colas.

Debe ser menor que la longitud de la zona
Longitud del bolo de inyeccion controlada por difusion.
Mayores longitudes pueden conseguir una

mejora en los limites de deteccion.

Diferencias entre las Afecta a la forma de los picos.
conductividades de la muestra
y el electrolito que llena el

capilar (electrodispersion)

Tamafio de la célula del Debe ser pequefia con respecto al ancho de

detector. pico.

A continuaciéon comentaremos brevemente cada una de estas fuentes:

v Efecto Joule: el paso de la corriente eléctrica a través del medio de
separacion, origina la disipacion de una cierta cantidad de calor (efecto Joule),

determinado por las dimensiones del capilar, conductividad del tampén y del voltaje
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aplicado. Un aumento de la temperatura del medio de separacion no es problematico,
excepto si causa degradacidon del soluto. Si lo es el gradiente de temperatura
generado, sobre todo entre el centro del capilar y el exterior, originando gradientes
de viscosidad en el liquido dentro del capilar deformando las zonas de separacion. Si
se desea que la dispersion de la banda electroforética debida al efecto térmico sea
pequefia, hay que trabajar a campos eléctricos bajos o utilizar capilares de diametro
interno muy pequefio. La figura 5.4 representa la influencia del efecto Joule y de los

gradientes de temperatura sobre la deformacion del soluto.
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Figura 5.4. - Influencia del efecto Joule y de los gradientes de temperatura

sobre la deformacion del soluto.

El capilar es por si mismo un medio anticonvectivo, por dos razones y es una

de las mayores ventajas respecto a la electroforesis clasica:

@ Los voltimenes tan pequefios utilizados para la separacion limitan la cantidad

de calor generado ain cuando se estén aplicando campos eléctricos muy elevados.
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@ La elevada proporcion area/volumen en el capilar favorece la disipacion del
calor generado. Es conveniente, no obstante, utilizar un medio de refrigeracion, asi
como también es aconsejable utilizar capilares de pequefio diametro interno y radios

externos elevados.

Para reducir el calor generado por efecto Joule, pueden asi mismo utilizarse
tampones que presenten baja movilidad, es decir que contengan iones poco cargados

y grandes, como son el tris, borato, histidina, etc.

v Las interacciones entre soluto y pared de capilar son especialmente
importantes en la separacion de macromoléculas como proteinas, ya que poseen en sus
estructuras grupos ionicos y zonas hidrofobicas que pueden interaccionar con la
pared de silice fundida principalmente. La extension de esta interaccion va desde
obtener picos con colas a la adsorcion total del soluto. Existen diferentes formas de
eliminar esta adsorcién, como puede ser aumento de la concentracion del tampdn,
trabajar a valores de pH extremos, la adicién al tampdén de sustancias que se

adsorben a la pared o tratar la pared de silice mediante enlaces a grupos o moléculas.

v ldealmente, la longitud del bolo de muestra debe ser menor que la
desviacion estandar debida a la difusion molecular, es decir (2Dt )"?. De forma
préactica se puede tomar como limite de longitud del bolo, aquella que es menor que el

1-2% de la longitud total del capilar.
v La electrodispersion aparece cuando las conductividades entre tampon y
muestra son muy diferentes. Afectan a la forma de los picos. Su efecto sobre la

dispersion es pequefio.
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Resolucioén

La resolucion de los componentes de una muestra, es el objetivo ultimo en las
técnicas separativas. Se puede calcular a partir del electroferograma mediante la
ecuacion:

_2(t-t) -t
Wit w2 4o

R

(17)

donde t: es el tiempo de migracion de dos solutos consecutivos.

(0: ancho de pico en unidades de tiempo y a nivel de la linea base.

El proceso de separacion en electroforesis capilar es guiado primordialmente
por la eficacia y no por la selectividad como en el caso de la cromatografia. Es posible
la resolucion total de dos solutos con diferencias muy pequefias en la movilidad,

debido a que se obtienen zonas o0 bandas de solutos muy estrechas.

En términos de eficacia la resolucién se define como:

R = lN“z(A—m) (18)
4 m

donde:

—  Mz2+Mm
Am=mz-m y m=——7:
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La ecuacion que describe el efecto del flujo electroosmotico sobre la

resolucion es:

(Mj (2 m’[ﬁ] e

Se puede deducir que la resolucion aumenta con el voltaje, pero no aumenta
tanto como lo hace la eficacia que es directamente proporcional al voltaje. Por tanto,
el empleo de un elevado voltaje sera beneficioso para llevar a cabo la separacion, ya
que conduce a separaciones mas rapidas, con altas eficiencias y buena resolucién. En
cuanto a la movilidad del FEO, cabe destacar que altas movilidades que antes

producian altas eficiencias, ahora producen bajas resoluciones.
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ASPECTOS INSTRUMENTALES Y OPERACIONALES

En la figura 5.5 se representa un esquema basico de un equipo de

electroforesis capilar.

\

\\

Ventilador
del capilar

11 b
Detector de

diodos
en linea

HV

Carrusel de viales ii:érmgst_atado,)

Reserva de tampén

Figura 5.5.- Esquema de un equipo de electroforesis
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Entre los componentes principales del instrumento se encuentran: una fuente
de alto voltaje, un capilar, un sistema de deteccion conectado a un sistema de
adquisicion y tratamientos de datos, un sistema de inyeccion, un sistema de
termostatizacion o refrigeracién del capilar, un sistema de muestreo automatico,
viales que contendrén las muestras y disoluciones de electrolitos. Todo ello es

controlado por un ordenador.

Para comenzar cualquier separacion el capilar se rellena con el tampoén o
electrolito de separacion, a continuacion se inyecta la muestra en el lado opuesto al
detector y, seguidamente el capilar, a la vez que los electrodos, se sumergen en dos

viales que contienen el electrolito de separacion.

Al aplicar una diferencia de potencial entre ambos electrodos, se inicia la
separacion. Las especies, en funcion de su movilidad electroforética y del FEO,
migraran a lo largo del capilar de un extremo a otro y seran detectadas a su paso por
el detector, el cual va suministrando al ordenador una serie de sefiales a partir de las

cuales se podra llevar a cabo el analisis cualitativo y cuantitativo de las muestras.

Sistemas de inyeccion

La introduccién de la muestra dentro del sistema electroforético puede
llevarse a cabo por diferentes métodos, los mas usual son la inyeccion hidrodindmica
y la inyecciodn electrocinética. Ambas formas de inyeccion se muestran en la figura

5.6.
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Presion (A) )

Figura 5.6.- Diferentes tipos de inyeccion en electroforesis capilar

El método mas utilizado es la inyeccion hidrodinamica, que a su vez puede ser

realizada de tres formas diferentes:

C® Por aplicacién de una presion sobre el vial de la muestra (figura 5.6A).

C® Por aplicacion de vacio en el extremo de salida del capilar cuando el

extremo de entrada esta sumergido en la muestra (figura 5.6B).

S® Por elevacién del vial donde se encuentra la muestra, lo que permite que

ésta sea introducida (figura 5.6C). Este caso es el menos utilizado.
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Mediante la inyeccién hidrodindmica, la composicion de la muestra que se
introduce en el interior del capilar es igual que la del vial de la muestra, y el volumen

inyectado se puede obtener mediante la ecuacion de Poiseuille:

4
V= (APr TrtJ
8nL
donde AP: diferencia de presion (pa)
r: radio interno del capilar (m)
t: tiempo de inyeccion (s)

N: viscosidad (Pa s)

L: longitud total del capilar (m)

El volumen de muestraintroducido dependera principalmente, de la presion que
se apligue y el tiempo que dure su aplicacion, la viscosidad de la disolucién y de las
dimensiones del capilar. Es preciso, ademas, un control riguroso de la temperatura del
capilar £ 0.1°C. Las presiones tipicas de inyeccion suelen oscilar entre 0.05 y 0.5
bares y los tiempos de inyeccion pueden estar comprendidos entre 1 sy 10 s. Bajo

estas condiciones se pueden inyectar volimenes del orden de los nanolitros.

Cuando se utiliza la elevacion del vial como modo de inyeccion, el volumen de
muestra a inyectar estara dado por la constante de gravedad, la densidad del
electrolito y la altura de elevacién de la muestra. Por tanto, cuando la inyeccion se
hace por gravedad o diferencia de altura, la AP se obtiene a través de la siguiente

expresion:

Apr= pg An
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donde : densidad del tampodn (kg/m®)
g: constante de gravedad (9.8 N/kg)

An: diferencia de altura entre los viales (m)

En este caso se suelen utilizar diferencias de altura entre 5y 10 cmy tiempos
de inyeccion comprendidos entre 10 y 30 s.
La longitud de la muestra inyectada se puede obtener facilmente a partir del

volumen inyectado segun la ecuacion:

La inyeccion electrocinética (figura 5.6D) se lleva a cabo introduciendo el
extremo del capilar en el recipiente de muestra y aplicando una diferencia de
potencial en el extremo, que suele ser de 3 a 5 veces menor que la utilizada en la
separacion, durante cierto periodo de tiempo (unos segundos). Los analitos migraran
de acuerdo a sus movilidades y al FEO, también de acuerdo con el voltaje y el tiempo
aplicados, la concentracion de analitos presente y el radio del capilar. Por estas
caracteristicas, este tipo de inyeccién es mucho més discriminatoria y mas selectiva

que la inyeccidén hidrodindmica y alcanza mayor sensibilidad.

El volumen inyectado en este caso viene dado por la siguiente expresion:

V= (V, + Vg, )t
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La cantidad introducida de una determinada especie, puede ser controlada
variando el voltaje, el tiempo, la concentracién o el didmetro interno del capilar.
Ademas, depende de la movilidad de un determinado ién y de la movilidad del FEO.
Esto quiere decir que este tipo de inyeccion es selectiva para aquellos iones que
poseen mayor velocidad electroforética frente a los de menor velocidad
electroforética. Ademas los iones de movilidad contraria al FEO sdlo entraréan en el

capilar si el valor absoluto de ésta es inferior al del FEO.

Una variacion en la conductividad de la muestra, debido a la composicion de su
matriz, puede suponer una alteracion en la cantidad inyectada. Como consecuencia de
este fendmeno, la inyeccion electrocinética no es tan reproducible como la inyeccion

hidrodinamica.

Por ultimo se puede decir, que a pesar de los inconvenientes, este método de
inyeccion es muy simple y no requiere instrumentacion adicional. En los casos en que
se utilizan capilares rellenos de gel o medios viscosos, la inyeccion electrocinética
proporciona mayores ventajas al igual que cuando se quiere discriminar la inyeccién

de algunos compuestos frente a otros (10-12).

Concentracion de la muestra en el capilar

Los limites de deteccion que suelen conseguirse en electroforesis capilar estan
en torno a las ppm, para determinaciones en farmacos estos limites pueden ser
suficientes, pero cuando se trabaja con fluidos bioldgicos interesa detectar

cantidades inferiores.

En la practica se intenta solventar este inconveniente mediante el empleo de
técnicas de preconcentracion previas a las separaciones electroforéticas o bien,
mediante preconcentraciones “en columna” previas a una separacion por electroforesis

capilar (15).
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Aparte de estas técnicas existen otras propias de la electroforesis capilar:

Técnicas de amplificacion de campo.- Se basan en el hecho de que la
velocidad de un i6n depende linealmente del campo eléctrico del medio en el que se
encuentre. En funcién de esto se dispone la muestra en un medio de conductividad

eléctrica distinta a la de la disolucién electrolitica de separacion.

Estas técnicas se pueden reunir en tres grupos:

1) Stacking.- partiendo de la base de que el analito se encuentra disuelto en
una matriz que presenta una conductividad menor que el electrolito soporte del
capilar, éste experimentara un aumento en la intensidad del campo eléctrico local.
Como consecuencia, migrard a una velocidad mas alta hasta que sobrepase la interfase
entre la matriz de muestra y el electrolito soporte. En este momento su velocidad
disminuird porque se encuentra en un campo eléctrico de intensidad méas baja. Por
tanto, se puede concluir gue el efecto final es que el analito se focaliza en una zona
estrecha en la interfase sefialada. Atendiendo a este fenémeno siempre interesa
inyectar la muestra en un medio con una conductividad lo més baja posible. Ademas,
si el tipo de inyeccion es electrocinética y se presenta la situacion descrita, la
cantidad de analito que se inyectara serd mayor que si la muestra posee igual o mayor

fuerza iénica que el medio de separacion (16).

2) Inyeccién de grandes volumenes de muestra.- aprovechando el fenémeno
de la diferencia de campo eléctrico (17) entre la muestra y el medio de separacién
junto con el FEO, se pueden inyectar grandes volimenes de muestra en el interior del

capilar para realizar separaciones en la modalidad de CZE.
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3)Técnicas de inyeccion de amplificacion de campo para analitos neutros. -
las dos técnicas anteriores estan disefiadas para focalizar analitos que presentan
carga. Si la muestra esta compuesta por analitos neutros existe la posibilidad de
amplificacion de campo en la modalidad de MEKC cuando se utilizan micelas de tipo
anionico. Esta forma de proceder ha sido descrita por Palmer y col. (18). En este caso
la muestra de inyeccién debe tener una conductividad mucho mayor que el tampén de

separacion, es decir, lo contrario a los casos descritos para analitos iénicos.

Isotacoforesis de transicion en CZE.- Las técnicas de amplificacién de
campo parecen tener como regla general que la muestra sea lo mas diluida posible en
sales, pero esta regla tiene su excepcion. La excepcion aparece cuando la matriz de
muestra tiene un exceso de un ioén que presenta una movilidad electroforética mayor
que cualquiera de los analitos presentes y el electrolito soporte posee un ién cuya
movilidad es la mas baja de los analitos presentes. En este punto, el ion de la matriz
de muestra de mayor movilidad actia como i6n de cabeza y el de mas baja del
electrolito soporte como ién de cola. Como consecuencia se produce un efecto similar
al que sucede en laisotacoforesis capilar, es decir, un enriguecimiento de cada analito

en zonas.

El efecto mencionado es transitorio, porque el electrolito soporte es

homogéneo, de forma que la zona de mas alta movilidad comenzaré a migrar siguiendo

el mecanismo normal de la CZE.
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Capilar

Las propiedades deseables que debe poseer un capilar son:

Que el material del cual esté hecho sea quimica y eléctricamente inerte.
Que no interfiera en el sistema de deteccion.

Que sean robustos y a la vez flexibles.

Que no sean caros.

La mayor parte de estos requisitos los redne la silice fundida, por lo que son
los capilares mas utilizados. Se recubren de una capa protectora para hacerlos mas
resistentes y manejables. La ventana dptica se hace retirando una parte de la pelicula

protectora.

El tefldn es otro material utilizado para la fabricacion de capilares pero su
mayor inconveniente es que son dificiles de obtener con didmetro interno homogéneo,
no transfieren bien el calor y presentan problemas de adsorcion al igual que la silice
fundida. Los capilares de silice que se suelen usar en electroforesis, tienen un
diametro interno entre 25-75 [Um y 350 y 400 Um de diametro externo. Las
longitudes efectivas varian entre 10 cm en capilares rellenos de gel, hasta 80 o 100
cm para los capilares que se utilizan para la separacion de muestras complejas por
CZE. La longitud total del capilar esta comprendida entre 5 y 15 cm mas que la

longitud efectiva, dependiendo de las dimensiones del sistema.

Antes de comenzar a desarrollar una separacion, es necesario un adecuado
acondicionamiento del capilar, que suele darse empleando soluciones basicas o neutras
en el caso de la silice fundida, con las que se consigue equilibrar la superficie interna
del capilar. Después de su utilizacion, los capilares deben lavarse con agua y secarse
con aire para su posterior almacenaje y evitar asi la cristalizacion del tampo6n dentro

de éste.
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Sistemas de termostatizacién del capilar

La presencia de estos equipos es indispensable para mantener un control
efectivo de la temperatura del capilar, puesto que ésta afecta a la viscosidad y, por
lo tanto, a la movilidad de los iones y del FEO, asi como a la cantidad de muestra
inyectada. La reproducibilidad de las medidas también depende de la termostatizacion

del capilar.

Existen sistemas de flujo de aire (a una velocidad de 10 m/s) o bien de liquido.
Aungue el sistema basado en el liquido suele ser algo mejor, también supone una
instrumentacion mas complicada y de mayor coste, por lo que, en muchas ocasiones se
prefiere la termostatizacion por flujo de aire que se muestra igual de eficiente,

siempre y cuando se superen valores de 5 W/m durante la separacion.

Deteccion

La mayoria de los detectores utilizados en electroforesis capilar proceden del
campo de la cromatografia liquida y han necesitado la adaptacion a la deteccién de los
componentes de una muestra de volumen lo suficientemente reducido para que se
mantengan las condiciones electroforéticas. En la tabla 5.2 se muestran los sistemas
de deteccion mas ampliamente utilizados. De forma general se pueden clasificar en

métodos Opticos y eléctricos.
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Tabla 5.2.- Sistemas de deteccion
Limite de Limite de
Sistema deteccion (moles) | detecciéon (molar)* Ventajas/inconvenientes
Absorcién UV-Vis 10" - 10" 10° - 10® - Universal.
- El detector de diodos en fila
ofrece informacioén espectral
Fluorescencia 10" - 10 107 - 10°° - Sensible.
- Requiere, generalmente,
derivatizacion.
Fluorescencia 108 - 10%° 10™ - 10" - Muy sensible.
inducida por laser - Requiere, generalmente,
derivatizacion.
- Caro.
Amperometria 10" - 10™ 10 - 10" - Sensible.
- Selectiva pero so6lo para
especies electroactivas.
- Requiere modificacion del
capilar y electroénica especial.
Conductimetria 10 - 10" 107 -10% - Universal.
- Requiere modificacion del
capilar y electroénica especial.
Espectrometria de 10" - 10 10®-107° - Sensible y ofrece informacion

masas

estructural.
- Interfase complicada entre
MS y CE.

UV, Fluorescencia y

10-100 veces

- Universal.

amperometria menor que el - Menor sensibilidad que el
indirectas método directo método directo.
Otros Radioactividad, indice de refraccion, dicroismo circular, Raman, etc.

* Calculado con 10 nl de volumen de inyeccion.
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Detectores opticos

Los més utilizados estan basados en absorcion UV-Vis o en fenémenos de
fluorescencia. En ambos casos la deteccién se hace sobre la columna, con objeto de
reducir al minimo los volimenes muertos. El disefio del detector es muy critico debido
a las reducidas dimensiones del capilar. Sea cuél sea el tipo de disefio de la célula de
deteccidn en electroforesis capilar, es necesario un perfecto enfoque de la luz dentro

del capilar y a través del camino dptico.

En absorcidn la sensibilidad esté limitada por el pequefio camino 6ptico, que
como maximo sera el didmetro del capilar. Aumentar la sensibilidad a costa de
aumentar el didmetro interno, conlleva un aumento de la corriente generada, y por
tanto del calor desprendido por efecto Joule, lo que se traduce en pérdidas de

eficacia.

Se han disefiado geometrias de capilar con objeto de aumentar la sensibilidad,
con las cuales se consigue aumentar el camino optico, sélo en la zona de la ventana de
deteccién utilizando ventanas en forma de Z, de burbuja o bien utilizando una celda
de multirreflexion donde el incremento de paso éptico es proporcional al nimero de
reflexiones. En este Ultimo caso se pueden conseguir longitudes de paso 6ptico de
hasta 1 cm (19). También se pueden utilizar capilares rectangulares (20) donde la
absorbancia puede ser multiplicada por 20. Estos capilares son de cristal de
borosilicato, el cual no es transparente a longitudes de onda bajas. Se suelen utilizar
a longitudes de onda por encima de 310 nm. Las principales celdas de deteccidén para

aumentar la sensibilidad se muestran en la figura 5.7.
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Figura 5.7.- Diferentes tipos de capilares

La deteccion fluorescente es en general, de 1 a 3 veces més sensible que la
absorcion. La eficacia de la deteccion va a depender de multiples factores. Es el
método de deteccion mas utilizado después de la absorcion. Ya que la mayoria de los
analitos no son fluorescentes, exige una derivatizacion previa o la metodologia
indirecta, en la cual un fluoréforo es un componente mayoritario del electrolito fondo.
La utilizacién de laseres como fuentes de excitacion, permiten una mejora en la

sensibilidad de la técnica. La principal desventaja es el costo del equipo.

279



MENU SALIR

Capitulo 5. Electroforesis capilar

Detectores electroquimicos

Ofrecenunamejorade sensibilidad respecto alos métodos de absorcion. Como
la medida es independiente del camino Optico, permite el uso de capilares muy
estrechos y su posibilidad de aplicacion a sistemas miniaturizados. Las técnicas mas
utilizadas han sido la amperometria y la conductimetria. La deteccion es complicada
debido a la necesidad de aislar los elevados potenciales utilizados en la separacion (

1 - 30 kV) de los potenciales electroquimicos (aproximadamente 1 V).

Acoplamiento en linea con un espectrémetro de masas

Existe un interés creciente por el acoplamiento directo de un equipo de
electroforesis capilar y un espectrometro de masas, debido principalmente a dos
razones: la necesidad de obtener un medio fiable de identificacién de picos y la
progresiva reduccion del precio de los espectrémetros de masas. El acoplamiento mas
frecuente consiste en la introduccién de la silice del capilar en una interfase de
electrospray acoplado a un analizador de cuadrupolo (CE-ESI/MS). En esta
configuracion no existe electrodo de salida y el mismo espectrometro de masas va
conectado a tierra. Los componentes separados en el capilar se transportan hacia la
interfase por medio de un conductor liquido. La mayor limitacién es que requiere el
uso de tampones volatiles, por lo que restringe la versatilidad de la electroforesis

capilar y su poder de resolucion (21).
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MODOS DE SEPARACION EN ELECTROFORESIS CAPILAR

La versatilidad de esta técnica, al igual que en cromatografia, se debe
parcialmente a sus numerosos modos de separacion. Los principales son los que se
muestran en la tabla 5.3 asi como el fundamento de la separacion. La mayor parte de

ellos pueden obtenerse cambiando simplemente la composicion de la solucion que llena

el capilar.
Tabla 5.3.- Modos de operar en electroforesis capilar.
Modo Fundamento de la separacion
Electroforesis capilar en zona (CZE) Movilidad en solucion libre

Electroforesis capilar electrocinética Interacciones ionicas o hidrofobicas

micelar (MEKC) con micelas
Electroforesis capilar en gel (CGE) Tamafio y carga
Isoelectroenfoque capilar (CI1EF) Puntos isoeléctricos
Isotacoforesis capilar (CITP) Migracién entre electrolitos

limitantes, conductor y terminal

Electrocromatografia capilar (CEC) Afinidad analito-fase estacionaria.

Electroforesis capilar en zona (CZE).

La electroforesis capilar en zona, nombre bajo el cual es conocida en la
bibliografia, también se llama electroforesis capilar en zona libre. La CZE es uno de
los modos mas utilizados debido a la simplicidad de operacién y a su gran versatilidad.
En esta técnica la separacion de los solutos ocurre debido a que éstos emigran en

zonas discretas a diferentes velocidades, en un capilar lleno de un electrolito
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adecuado. Gracias al flujo electroosmdtico, es posible llevar a cabo la separacién de
cationes y aniones. Las moléculas neutras no se separan y eluyen junto al disolvente.
Anteriormente hemos comentado los aspectos teoricos de la separacion, asi pues no

incidiremos sobre el tema.
Selectividad y uso de aditivos

La selectividad en CZE puede alterarse facilmente cambiando el pH del medio
de separacion, el cual una vez optimizado se controla por medio de tampones. Existen
numerosas publicaciones donde se hace referencia a la influencia de la concentracién
de tampon sobre la movilidad electroforética y el FEO (22-23). Asi, un buen tampon

de separacién debera reunir los siguientes requisitos:

@ Buena capacidad tamponante en el rango de pH elegido.

@ El pH debe mostrar pequefias variaciones con la temperatura

@ No presentar interferencias con el sistema de deteccion utilizado.

@ La movilidad del ion del tampon debe ser similar a las movilidades de los
analitos para evitar la electrodispersion.

& La movilidad de los contraiones del tampon debe ser lo menor posible para

minimizar el calor generado por efecto Joule.

El pH del tampon de separacion es un parametro critico a la hora de la
separacion, debido a la alta estabilidad de los capilares de silice fundida puede estar
comprendido entre 2y 12. Se puede utilizar una extensa variedad de tampones, entre
los que destacan tris, borato, histidina y CAPS ( acido 3-ciclohexilamino-1-propano
sulfonico). Estos tampones se caracterizan por poseer iones voluminosos que hacen
gue puedan ser usados a elevadas concentraciones sin generar corrientes demasiado

altas, la desventaja es que presentan fuerte absorcion en la zona del UV.
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Otra forma de alterar la selectividad es mediante la adicién de sustancias al
tampoén de separacion. Entre los més utilizados estén: surfactantes, selectores

quirales, disolventes organicos, urea e iones metalicos.

Las moléculas de surfactantes, en concentracion por debajo de la
concentracion critica micelar, pueden actuar como agentes solubilizadores para
solutos hidrofobicos, como reactivo formados de pares idnicos o como modificadores
de la pared del capilar para conseguir alteraciones del flujo electroosmdtico. Cuando
el surfactante se utiliza por encima de la concentracion critica micelar, nos

encontramos en otra modalidad de separacion electroforética.

El disolvente orgéanico altera la polaridad y la viscosidad del electrolito,
modificando la movilidad electroosmética de los iones y la movilidad del FEO. Mejora
la solubilizacién de las moléculas y reduce la interaccion de éstas con la pared del

capilar.

Los selectores quirales se utilizan para llevar a cabo el analisis de compuestos
quirales, el cual tiene importancia en las industrias alimentarias y farmacéuticas.

Como aditivos se utilizan ciclodextrinas, éteres corona, sales biliares.

Electroforesis capilar en gel (CGE)

En este modo de electroforesis, se combinan los principios de separacién de
la electroforesis en gel tradicional con la instrumentacion y los pequefios diametros
de los capilares que eliminan y disipan mejor el calor, fue introducida por Cohen y
Kerpen. El capilar se rellena con un gel que es puramente un polimero lineal de
poliacrilamida o un polimero entrecruzado de poliacrilamida/bisacrilamida ( cuando se
utilizan los geles de poliacrilamida la técnica se denomina electroforesis en gel de
poliacrilamida). También se utilizan los de dextrano, 6xido de polietileno, y los de

agarosa.
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En esta técnica no se suele trabajar con flujo electroosmético, por tanto las
paredes del capilar se recubren del mismo polimero utilizado en la separacion, para
eliminar la carga residual de la pared. Al no existir FEO, no permite la separacién de

moléculas neutras (10-12).

Su aplicacion principal es en las ciencias bioldgicas, para la separaciéon por

tamarfios de macromoléculas como proteinas, péptidos y acidos nucleicos.

Isoelectroenfoque capilar (CIEF).

Este modo de electroforesis capilar no se basa en las diferencias de
carga/radio de los analitos, sino en sus diferentes puntos isoeléctricos (pl), es decir,
el pH cuando los analitos se encuentran en forma de compuestos neutros. Se utiliza,
especialmente, para separar compuestos de naturaleza anfétera, como son las
proteinas y los péptidos, y se basa en la migracion electroforética de las especies en
un gradiente de pH. Fue desarrollada por primera vez por Hjerteny Zhu y se lleva a
cabo en ausencia de FEO, por lo que el interior del capilar, normalmente, esta
recubierto por metilcelulosa o poliacrilamida.

Se aplica fundamentalmente a la separacion de proteinas y péptidos en base
a sus puntos isoeléctricos (pl), es decir, el pH cuando los analitos se encuentran en

forma de compuestos neutros (10-12).

Isotacoforesis capilar (CITP)

La caracteristica principal de este modo de electroforesis es que el medio
electroforético esta conformado por un electrolito de naturaleza heterogénea. Fue
introducida por Evaraest en 1976, y es el Unico modo de EC que supone un sistema
discontinuo, por lo que la forma de operar es diferente a la descrita para las otras

modalidades.
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En el desarrollo de un Unico analisis, mediante isotacoforesis, pueden
analizarse o bien aniones o bien cationes pero no los dos al mismo tiempo. El
electrolito conductor debe contener iones de mayor movilidad que los iones de la
muestra, y ésta a su vez, debe contener iones mas moviles que el electrolito terminal.
Al aplicar el campo eléctrico, los iones seran atraidos y comenzaran a moverse con una
velocidad dependiendo de su movilidad electroforética. Al final se alcanza el estado
estacionario, en el que las distintas zonas constituidas por los mismos iones se mueven
a igual velocidad, para lo cual el campo eléctrico tendra un valor distinto en cada una

de ellas. En esta técnica se obtienen zonas de solutos muy bien definidas.

Normalmente, se desarrolla en la modalidad de flujo de corriente eléctrica
constante lo que implica que debe existir una proporcién constante entre la
concentraion ionica de cada zona de soluto y su movilidad, determinadas por el
electrolito conductor. Asi, las zonas de soluto menos concentradas (0 mas
concentradas) que el electrolito conductor se estrecharan (o ensancharan) para
adaptarse a la concentracion adecuada. Esta propiedad se aprovecha como etapa
previa de preconcentracion de muestras, antes de ser separadas por las otras

técnicas electroforéticas.

Los tiempos de migracién no tienen ningun significado pues pueden variar al
cambiar el nimero de los componentes o la concentracion de los mismos. Otra
caracteristica es que solo con la inyeccion de un patron interno se puede llevar a cabo
la cuantificacion sin necesidad de obtener curvas de calibracién para cada uno de los
picos (10-12).
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Electrocromatografia capilar (CEC)

Esta técnica se ha desarrollado como respuesta a los problemas que plantea

la CZE entre los que se encuentran:

I= Sélo se pueden separar analitos con carga (a no ser que se utilice la MEKC).
=" Algunas especies con estructuras muy similares (tales como un compuesto
con actividad farmacoldgica y sus compuestos de degradacion) presenten diferencias
en sus movilidades que son mucho menos importantes a la hora de la separacion que

sus diferencias en los factores de capacidad en HPLC.

Los principios de la CEC son similares a los de la cromatografia liquida ya que
utiliza capilares relleno con los mismos materiales y principios de separacion que en
esta técnica. Sin embargo, se han de resaltar diferencias en cuanto al movimiento de
la fase movil, la selectividad, el didametro interno de la columna o el tamafio de

particula del empacado.

Uno de los problemas que presenta esta técnica es que para rellenar el capilar
con el electrolito de separacion hay que utilizar altas presiones,algo para lo que

muchos de los instrumentos actuales no estan preparados.

Esta técnica es muy reciente, por tanto, alun esté en expansion. Se ha utilizado
sobretodo en la industria farmacéutica para estudiar los productos de degradacion
de los principios activos del farmaco. Actualmente, se piensa que esta técnica tendra
una gran expansion cuando exista una buena instrumentacion y material de separacién

disponible a escala comercial (10-12).
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Electroforesis capilar electrocinética micelar (MEKC).

Este modo de electroforesis es el que hemos utilizado para llevar a cabo la
separacion y determinacion de isoniacida, acetilisoniacida, piracinamiday rifampicina,

por lo cual haremos un estudio algo méas amplio.

La electroforesis capilar electrocinética micelar (MEKC), fue introducida en
el afo 1984 por Terabe y col. (7-9) y supuso un gran avance en la electroforesis
capilar. Es una técnica muy utilizada ya que en una sola operacion es posible llevar a
cabo la separacion de moléculas neutras y cargadas. Este método combina el
mecanismo de separacion de la cromatografia con el movimiento electroforético y

electroosmatico de los analitos y de la disolucion.

Se utiliza la misma instrumentacién que para el desarrollo de CZE, pero en
MEKC se afiaden tensioactivos, también llamados agentes micelares o surfactantes,
al electrolito de separacion, en concentraciones superiores a un valor caracteristico
denominado concentracion critica micelar (c.m.c), formando unos agregados
ordenados de moléculas de surfactantes (monémeros) con estructuras moleculares.
Estos mondémeros poseen una estructura de tipo R-X, donde R es una cadena
hidrocarbonada, normalmente lineal, de 8 a 18 4&tomos de carbono que forma la cola
hidrofobica, y X es un grupo polar o iénico denominado cabeza. Las moléculas se unen
libremente en una forma aproximadamente esférica con las cabezas hacia el exterior

y las cadenas organicas juntas hacia el interior.

En la tabla 5.4 se hace una clasificacion, dependiendo de la naturaleza del
grupo de cabeza polar, de los principales surfactantes, también se aportan datos de
la concentracion critica micelar y del nimero de agregaciéon (NA), que es el nimero

de moléculas que conforman la micela en cada caso.
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Tabla 5.4. - Principales surfactantes

SURFANTANTES c.m.c (mM) NA
ANIONICOS
Dodecil sulfato sodico (SDS) 82 62
CATIONICOS
Bromuro de cetiltrimetilamonio 13 78
Bromuro de dodecil amonio 14 50
ANFOTEROS
CHAPS* 8 10
NO IONICOS
Triton X-100 24 140
n-dodeciI-B-D-maItésida 16
SALES BILIARES
Colato sddico 14 36925
Desoxicolato sédico 5 36990
Taurocolato sddico 37178 4

*CHAPS: 3-[(3-colamidopropil)dimetilamonio]-1-propanosulfonato

La concentracion de mondémeros del agente micelar en equilibrio con las micelas
es, aproximadamente, constante e igual a la c.m.c. (24). Asi, un aumento de la
concentracion de surfactante por encima de c.m.c. conduce a un aumento en el nimero
de micelas en disolucién sin modificar sustancialmente la concentracion de monémeros
libres. La concentracién de micelas en disolucion acuosa puede calcularse a partir de

la concentracion total del agente micelar (C;), la m.c.m. y el NA:

Micelas = (C; - c.m.c) / NA
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La propiedad més importante de las micelas es su poder solubilizante sobre
hidrocarburos, reactivos neutros, etc., es decir, sobre especies poco solubles o
insolubles en fase acuosa. El proceso de solubilizacién micelar es un proceso dinamico

donde el soluto esta en equilibrio entre la micela y la fase acuosa (25).

Otra propiedad importante de los medios micelares es su capacidad para
concentrar o separar reactivos. La solubilizacién selectiva de reactivos en la micela
los acerca respecto a su situacion en la disolucion acuosa y se ven favorecidas

reacciones que en fase acuosa eran lentas.

La tercera propiedad de las micelas es su capacidad para alterar el
microentorno del soluto que se ha solubilizado. Se producen cambios sustanciales de
la fase acosa al interior de la micela en propiedades tales como la acidez, la
viscosidad, la constante dieléctrica o la polaridad. La consecuencia inmediata son los
cambios en los equilibrios, en las propiedades espectrales y en la reactividad del

soluto solubilizado (26).

La eleccién del surfactante, por lo tanto, es importante y debe reunir las

siguientes caracteristicas:

@ Debe presentar suficiente solubilidad en la solucion tampoén para que pueda
estar en forma de micelas.
@ La solucién micelar debe ser homogénea y transparente al ultravioleta.

@ La solucion micelar debe presentar baja viscosidad.
El surfactante, y por tanto las micelas estan normalmente cargados, por lo que
al aplicar el campo eléctrico emigran hacia un electrodo u otro, dependiendo de la

carga. Surfactantes anionicos, como el SDS migrarian hacia el &nodo, es decir en
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direccion opuesta al FEO. En las condiciones de trabajo (pH neutros o bésicos) el FEO
es mas rapido que la movilidad de las micelas y por tanto el movimiento neto es en la

direccion del FEO.

Al inyectar una muestra en el interior del capilar que contiene la fase micelar,
los solutos neutros se separaran debido a sus diferencias en la constante de reparto
entre la fase acuosa y el interior micelar (hidrofobico), las moléculas muy
hidrofdbicas entraran en las micelas y no tendran ninguna tendencia a salir de los
mismas, por lo que saldran con las micelas. Los solutos cargados pueden asimismo
interaccionar con las micelas cargadas por fuerzas electrostaticas o formar pares
idnicos con las moléculas libres de surfactante. Cuando el soluto no interacciona con

la micela migraré a la velocidad del FEO.

En la figura 5.8 se presenta un esquema de la separacion mediante MEKC.

Figura 5.8.- Separacion en MEKC

La forma usual de trabajar en esta técnica es utilizar surfactantes anionicos,
si el flujo electrostético se dirige al catodo y, viceversa. Por lo que los velocidades
de migracion de los solutos neutros estaran comprendidas entre la velocidad del FEO

y la velocidad de las micelas, por tanto los tiempos de migracién de los solutos neutros
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estan comprendidos entre el tiempo de migracion de un soluto que viaja a la velocidad

del FEO, t,, y el tiempo de migracion micelar, t,_ ., esto se conoce como ventana de

mc?

tiempos (figura 5.9)

Ventana de tiempo

it
o Solutes o
Micela
FEQ
T T i T T T
i Iy lR1 tH2 IR3 L, tHempo (min)

Figura 5.9.- Electroferograma de analitos separados mediante MEKC

Para determinar el tiempo micelar se utiliza una sustancia altamente
hidrofobica como el Sudan 111 o el Sudan 1V y, para determinar el tiempo del FEO
se suele utilizar una sustancia hidrofilica que no se introduce en la micela como es el

metanol.

El tiempo de migracion de un compuesto neutro, t,, viene determinado por su
factor de capacidad, k', que se define como el nimero de moles de soluto dentro de
la micela y el nimero de moles en la fase acuosa, relacionado asimismo con el tiempo

de migracion y con el coeficiente de particién del soluto:

t ac
to(l - v

mc

_Nme _ (tr- to)) _ K(Vmc)
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donde t;: tiempo de retencion del soluto.
t,: tiempo de migracion de un soluto no retenido y que se mueve a la velocidad
del FEO
t,.. tiempo de retencion de la micela.
K: coeficiente de particion.
V... volumen de la fase micelar.

V,.: volumen de la fase acuosa

De la ecuacion anterior se deduce que:

1+ K
th ———to

1+ (to) k'
th

Es decir:

- Cuando el t= t,, k'= 0 y el analito no interacciona con la micela.

- Cuando t= t,, k' = © y el analito se incorpora totalmente al interior de la

micela.

De forma general, el factor de capacidad de un soluto aumentara linealmente
con la concentracion del surfactante. Esto esté limitado por la corriente generada que
incluso trabajando con capilares muy estrechos (25 a 50 [Um) se requiere una eficaz
termostatizacion del mismo. Los valores Ooptimos para este parametro estén

entre 0.5y 10.

Por otro lado la resolucion entre dos especies viene dada por la ecuacion:
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(e

tm

Donde N: es la eficacia expresada como el nimero de platos tedricos, los valores

oscilan entre 2x10° y 2.5x10”>

(: es la selectividad (X= k',/K',) y los subindices 1y 2 son los referentes al
primer y al segundo soluto, es el parametro que mas afecta a la resolucion ya que
representa las diferencias relativas entre los coeficientes de distribucion de dos
analitos. Se puede modificar cambiando la naturaleza de las micelas o la composicion

de la fase acuosa. En MEKC es posible separar analitos con X = 1.02.

Ademas de la concentracion de tampdn, existen otros efectos que ejercen una
influencia importante sobre la separacién en MEKC: naturaleza del surfactante,

temperatura del tampodn, utilizacion de aditivos como los modificadores orgénicos.
Efecto de la temperatura

La temperatura tiene un efecto importante en la separacion en MEKC debido

a varios factores:

@ Las micelas sélo se forman cuando se sobrepasa una temperatura critica
micelar denominada punto de Kraft, independiente de la concentracion del
surfactante.

@ Influye en el coeficiente de particion del soluto de forma que un aumento

de la temperatura provoca una disminucion del coeficiente de particion.
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©) Influye sobre el factor de capacidad, k', y en el eficiencia, observandose
una disminucion en estos factores con e aumento de la temperatura (27).

@ Disminuye el tiempo de andlisis y, normalmente, disminuye la resolucion.

Separaciones quirales en electroforesis capilar

Los enantiémeros son formas isoméricas del mismo compuesto que Unicamente
se diferencian en su orientacion espacial, ya que sus propiedades fisicas son idénticas.
Dos enantiomeros no son superponibles, sino que uno es la imagen especular del otro.
Suelen denominarse uno como D y otro como L por su capacidad de desviar la luz

polarizada.

El interés de las separaciones de enantiomeros mediante cualquier método
deriva en que en muchas ocasiones, los enantiomeros tienen propiedades quimicas
distintas. En el caso de los farmacos, a veces, s6lo uno de ellos posee la actividad
farmacoldgica y la presencia del otro es innecesaria. Consiguiendo un método que los

separe se podrian obtener medicamentos de una mayor pureza.

Los métodos cromatogréaficos tipicamente utilizados para realizar
separaciones quirales son cromatografia liquida, cromatografia liquida en capa fina
y cromatografia de gases (28). El mas utilizado es la cromatografia liquida (29) que
se ha utilizado con fases estacionarias quirales conseguidas con unién de proteinas,
aditivos en la fase mdvil, etc. El inconveniente que presentan estos métodos son las
bajas eficiencias de las separaciones que resultan en pérdida de resolucion, a esto
hay que sumar el elevado precio de las columnas quirales. De esta manera surge la
electroforesis capilar como alternativa ofreciendo separaciones de alta resolucion
utilizando aditivos que se afiadiran al electrolito y de los cuales se requeriran pequeos

volimenes.
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En esta ultima década se han desarrollado muchos trabajos y libros que
proporcionan més detalles acerca de estas separaciones y de sus campos de aplicacion
(30). La selectividad de las separaciones puede manipularse modificando las
propiedades del electrolito, el pH, la fuerza iénica o la composicion del electrolito. En
el electrolito pueden afiadirse surfactantes, solventes organicos o agentes capaces

de formar complejos, como aditivos.

Para llevar a cabo las separaciones quirales, en principio podria utilizarse
cualquier modalidad, pero las que mejores resultados dan son las CZE y MEKC. En CZE
se ha comprobado que el empleo de ciclodextrinas, proteinas, carbohidrato o éteres
corona en el electrolito resulta muy versatil y barato. También se ha utilizado la CEG
para separar, fundamentalmente, los enantiomeros de aminoacidos (31-32). En cuanto
a la MECK, las separaciones quirales pueden realizarse recurriendo a las
ciclodextrinas, mezclas de surgactantes quirales y no quirales, metales quelantes

enantioselectivos (33), sales biliares, etc.
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OPTIMIZACION DE LA PRECISION DE LAS MEDIDAS EN
ELECTROFORESIS CAPILAR

El control de ciertos pardmetros es fundamental en electroforesis capilar para
asegurar una buena repetitividad y reproducibilidad de las medidas, tanto a nivel de

tiempos de migracidén como de &reas de pico corregidas (APC) que se utilizan para la

cuantificacién de los analitos. El tiempo de migracion de un compuesto ya ha sido
definido como el tiempo que transcurre entre la inyecciéon de dicho compuesto y su

deteccion.

Como se ha dicho con anterioridad, los solutos en CE son separados en base a
sus diferentes movilidades (relacion carga/masa). Las especies con mayor movilidad,
migraran mas rapidamente alo largo del capilar y por lo tanto atravesaran el detector
en menos tiempo (tiempo de residencia) que las especies con menor movilidad. El &rea
de pico es proporcional a la concentracién del soluto, pero depende igualmente de la
velocidad a la que se desplace el compuesto dentro del capilar. Los solutos con baja
movilidad daran areas mas grandes ya que tardaran mas tiempo en atravesar el

detector.

En HPLC todos los solutos son arrastrados a través del detector con una
velocidad de flujo constante, por lo que todos los compuestos tienen el mismo tiempo
de residencia y es posible una comparacién directa de las areas de pico. Sin embargo
en CE, como el tiempo de residencia de cada soluto es diferente es necesario una
normalizacion para poder comparar estas areas. La normalizacion simplemente
consiste en la divisién del area de pico entre su correspondiente tiempo de migracién,
obteniendo asi el area de pico corregida (APC) (34).

A
APC = >
t

m

A,: area de pico; t: tiempo de migracion.
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Los principales factores que deben someterse a control son:

v Acondicionamiento del capilar.- Antes de realizar cualquier separacion es
necesario, como ya se ha comentado, activar el capilar mediante una serie de lavados.
Una vez activado se puede comenzar a utilizar. Entre inyecciones es aconsejable
acondicionar el capilar haciendo pasar NaOH para restablecer la superficie del capilar
o simplemente disolucién de electrolito, pasando NaOH sélo cuando se pasa de una

serie de medidas a otra.

v Concentracién de la muestra.- La inyeccion de una muestra en
concentracion adecuada es esencial para obtener una buena repetitividad a nivel de

areas de pico, ya que disminuiran los errores de integracion.

v Mantenimiento del pH durante las separaciones.- La aplicacion de un
potencial se traduce en una electrdlisis de las disoluciones situadas en anodo y catodo.
El resultado es una acidificacion y una alcalinizacién progresivas de dichas
disoluciones tampédn, que afectara a los tiempos de migracion y a la selectividad. El
numero de separaciones que podran soportar los electrolitos vendra determinado por
la capacidad tamponadoray las condiciones de operacion (voltaje aplicado y duracion

de las separaciones).

e Regulacion de la temperatura del capilar.- Una variacion en la
temperatura implica variacién en la viscosidad del electrolito, como consecuencia de
ello se ven afectados los volumenes de muestra inyectados y las movilidades de los
compuestos. La regulacion de la temperatura debe ser tan eficaz como para lograr

que en todos los puntos del capilar se obtenga una temperatura idéntica y constante.
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e Tiempo de inyeccion.- El volumen inyectado cuando se recurre a la
inyeccién hidrodindmica es funcién de la presion aplicada y del tiempo de inyeccion.
Un tiempo de inyeccidn superior a 2 s asegura una buena repetitividad de los

volimenes inyectados.

v Nivel de electrolito en los viales de separacion.- Es practicamente
imprescindible que los viales que contienen electrolito y que se van a utilizar para
separar tengan el mismo volumen, es decir, que estén a un mismo nivel, para evitar un
fendémeno de sifonaje. Si se van a realizar muchas separaciones habra que restaurar

el contenido de los viales para evitar esas diferencias de nivel.

v Gradiente de potencial.- El modo en que se aplique el potencial debe ser
gradual y progresivo para vitar un calentamiento del medio que conduciria a la
expansion del liquido y a la pérdida de una parte del volumen de la muestra inyectada

que fluiria hacia el exterior del capilar.
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APLICACIONES DE LA ELECTROFORESIS CAPILAR

La versatilidad que ofrece la electroforesis capilar debido a la posibilidad de

desarrollarla en sus diferentes tipos, permite su aplicacién a la separacion de

moléculas muy diversas, desde iones inorganicos y moléculas pequefias hasta

macromoléculas.

En la tabla 5.5 se resumen algunas de las principales aplicaciones de las

distintas modalidades de electroforesis capilar y el tipo de muestras a las que se ha

aplicado la separacion.

Tabla 5.5.- Principales aplicaciones de la electroforesis capilar

MODALIDAD

ANALITOS

MUESTRAS

CZE

lones metalicos, moléculas
organicas pequefias, aminas, acidos,
carbohidratos, proteinas, péptidos,

aminoacidos, acidos nucleicos, etc.

Aguas, fluidos biologicos,
jugos, vinos, champd,
productos de degradacion,

etc. (35-40)

MEKC

Farmacos, antibidticos, péptidos,
drogas ilicitas, compuestos
derivados del benceno, flavonoides,
acidos nucleicos, aminoacidos
derivatizados, hormonas, bitaminas,

etc

Productos farmacéuticos,
fluidos biologicos, aguas,
productos naturales, etc.

(41-49)

CIEF, CITP

Proteinas, nucleésidos, etc.

Suero y tejidos humanos

(50)

CGE, CEC

Aminas hidrofoébicas, etc

Medicamentos (51)
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REVISION BIBLIOGRAFICA

En la bibliografia solo se han encontrado tres trabajos en los cuales se
determine algunos de los analitos en estudio mediante electroforesis capilar,

concretamente isoniacida junto a otras hidracinas.

v Yang y col. (52), determinan isoniacida, fenilhidracina, semicarbacida e
hidracina, mediante electroforesis capilar en zona (CZE), utilizando deteccidn
electroguimica con un electrodo microdisco de fibra de carbono modificado con &cido
poli-glutamico, el cual presenta una alta actividad catalitica para hidracinas y tiene

buena estabilidad.

v You y col. (53), determinan isoniacida, hidracinay metilhidracina mediante
CZE, la separacion se lleva a cabo en un capilar de silice fundida (37cmx25[m d.i),
con un electrolito de separacién compuesto por tampén fosfato 10mM y pH 7.02, en
este caso también utilizan deteccion electroquimica en modo amperométrico
utilizando un sistema de tres electrodos, un electrodo de microdisco de platino
modificado con 4-piridil-hidroguinona, como electrodo de trabajo, un electrodo de
referencia Ag/AgCl y un electrodo auxiliar de platino. Con el uso del electrodo
modificado con 4-PHQ, las tres especies pueden ser detectadas incluso a potencial

0.0V debido a su alta actividad catalitica.

v Por ultimo, Liu y col (54) logran la separacion de isoniacida, hidracina y
metilhidracina mediante MEKC, con un capilar de silice fundida (52.2cmx50dm 6
60cmx75dm) y utilizando como electrolito de separacion tampon fosfato 10mM/SDS-

10mM, pH 5.52, para la deteccién se utilizé potencial de 0.5 V. Al igual que en los
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casos anteriores la deteccién fue electroguimica , operando con dos electrodos, un
electrodo de microdisco de fibra de carbono, modificado con paladio, como electrodo

de trabajo y uno de Ag/AgCl como electrodo de referencia.

Se ha realizado una revision bibliografica sobre antibidticos en general,
determinados mediante electroforesis capilar, haciendo distincién entre
electroforesis capilar en zona (CZE) (55-75), y electroforesis capilar electrocinética
micelar (MEKC) (76-86), ya que son en estas modalidades de electroforesis donde,
normalmente, se determinan estas sustancias. En la mayoria de los casos la inyeccién
de muestra utilizada fue hidrodindmica. Mediante CZE hay numerosos trabajos donde
determinan diversas tetraciclinas (55-59), antibioticos aminoglicosidicos (61, 62),
quinolonas (64-67), asi como otros antibiéticos como cefalosporinas (68),
sulfonamidas (71) etc. Utilizando MEKC también se determinan tetraciclinas (81, 82),
cefalosporinas (78, 79), quinolonas (80), asi como aminoacidos enantioméricos (83).
En las tablas 5.6-7, se aportan mas detalles acerca de las condiciones de separacién,

deteccion y tratamientos de las muestras.

La separacion de enantiomeros por electroforesis capilar es importante en
analisis de sustancias farmacoldgicas, medioambientales y agricolas. De los diferentes
selectores quirales utilizados para la resolucién de enantiomeros, los antibidticos
macrociclicos estan considerados muy efectivos y esté creciendo su utilizacion en los
ultimos afios. Los antibioticos utilizados como selectores quirales incluyen diferentes
grupos como ansamicinas (rifamicina B y SV), glicopéptidos (vancomicina, teicoplanin,
ristocetin-A, avoparcin), polipétidos (tiostrepton) y aminoglicésidos (estreptomicina

y canamicina) (87, 88). De todos ellos los més utilizados son los glicopéptidos (89-94).
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Capitulo 5. Electroforesis capilar

EXPERIMENTAL

En este ultimo capitulo se aborda la separacion y determinacion de isoniacida,
acetilisoniacida, piracinamida y rifampicina mediante la técnica de electroforesis

capilar en medio micelar (MEKC).

El equipo de electroforesis capilar es un modelo de Hewlett-Packard *°CE, que

consta de:

Muestreador automatico

Cassette para el capilar

Sistema de refrigeracién del capilar por aire forzado
Fuente de alto voltaje

Detector (Diode Array)

Ordenador para el manejo del equipo y tratamiento de datos

Muestreador automatico

El muestreador automético consta de un carro rotatorio con 48 posiciones
para colocar los viales, tanto de disoluciones problemas como de electrolitos y demas
disoluciones necesarias. El equipo tiene la posibilidad de acoplar un bafio termostatico
para controlar la temperatura en el carro de muestras. Los viales que se utilizan

tienen una capacidad de 1 ml y son de polipropileno.
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Cassette para el capilar

El cassette o carcasa es una pieza de plastico que se utiliza para contener el
capilar, el cual se enrolla de tal forma que no se toque entre si. Para que la ventana
de deteccion en el capilar quede perfectamente alineada con el detector, al capilar
se le acopla una pieza cilindrica que hace que este quede ajustado en el cassette. El
disefio del cassette hace que el cambio de capilar sea sencillo y rapido. Una vez que
el capilar estd montado dentro de este, la colocacion en el equipo hace que cada
extremo del capilar quede en el interior de los electrodos huecos, de tal forma que
al aplicar la diferencia de potencial, tanto el capilar como el electrodo se encuentran

dentro de la disolucién de electrolito.

Por el interior del cassette se hace circular aire con el fin de disipar el calor
generado con el paso de la corriente eléctrica y asi mantener la temperatura

constante en el interior del capilar.

En este estudio, se ha utilizado un capilar de silice fundida de 48.5 cm de
longitud y 40 cm de longitud efectiva, con un diametro interno de 50 Um. El capilar

es de paso de luz extendido, tipo burbuja con una longitud de paso optico de 150 [ Um.

Fuente de alto voltaje

La fuente de alto voltaje permite aplicar diferencias de potencial variables
entre 1y 30 kV y una intensidad de corriente variable entre 1y 300 JA. El equipo
ofrece la posibilidad de trabajar a voltaje o a intensidad constante y cambio
automatico de polaridad. Ademas, permite seleccionar una rampa de potencial o

tiempo que tardara el equipo en alcanzar el voltaje seleccionado.
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Detector

El detector UV-Vis, de filas de diodos con 410 fotodiodos, permite la
deteccibn de radiacion UV-Vis en un rango de 190 y 600 nm y al igual que el detector
utilizado en HPLC nos permite el registro de distintos electroferogramas a distintas

longitudes de onda, asi como los registro de los espectros de absorcién en cada punto.

Acoplamiento del equipo a un ordenador

El control del equipo de electroforesis se hace por un ordenador integrado en
el equipo, a través de el se efectian todas las variaciones referentes al sistema,
como: encender y apagar la lampara, programar tiempo de inyeccion, voltaje,
intensidad, temperatura, mover muestreador, realizar lavados del capilar, etc. Por
otro lado también nos permite establecer los métodos, las secuencias de mediday el
tratamiento de los datos tras cada separacion (integracion, comparacion de

electroferogramas o de espectros...).
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Condiciones instrumentales

Los ensayos se realizaron empleando viales de polipropileno de 1 ml de
capacidad. Los viales van tapados con un tapon de plastico, oradados en su parte
superior para que pueda entrar electrodo y capilar.

Antes de iniciar las medidas, el capilar nuevo fue acondicionado haciendo pasar
NaOH 0.1M durante 20 min y después agua durante 20 min para arrastrar el exceso
de NaOH, después se pasé disolucion tampon durante otros 20 min.

Entre medidas el capilar era acondicionado haciendo pasar disolucién de
electrolito durante 5 min. Después de cada serie de medidas, que implicaban un
cambio en el electrolito de separacion, el capilar era lavado con NaOH 0.1 M (5 min)
y agua (5 min). En todos los casos las dos o tres primeras inyecciones daban valores
poco reproducibles y no se tenian en cuenta para el estudio.

Los estudios preliminares se llevaron a cabo utilizando las siguientes
condiciones instrumentales, Av = 20 Kv constante, polaridad positiva, es decir
inyeccion en el &nodo y deteccidn en el catodo, aplicando una rampa de potencial de
0.4 min, temperatura 25°C, inyeccion hidrodinamica de 4 s de duracién (200 mbar s).
La disolucién inyectada contenia a la mezcla de los analitos en agua en concentracion
de 20 ppm més 100 ppm de &cido ascorbico para evitar la auto-oxidaciéon de
rifampicina, como ya se ha comentado en capitulos anteriores. La disolucion de
electrolito utilizada para llevar a cabo la separacion estaba formada por iones del
tampdn adecuado para el estudio que queriamos desarrollar.

El método seguido para llevar a cabo las separacion de los analitos se muestra

en la tabla 5.8.
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Tabla 5.8.- Secuencia del método de separacion.
ETAPA FUNCION DURACION VIAL COMENTARIO
1 Acondiciona 5 min Electrolito
miento separacion
2 Inyeccidn 4s Disolucién Hidrodinamica
problema (50 mbar)
3 Separacion 20 min Electrolitos 20 kv
separacion 25°C
4 Autocero
5 Final 25 min

La longitud de onda de deteccion fue seleccionada previamente en base al

espectro de absorciéon de estos analitos. En la figura 5.10, se representan los

espectros de absorcion de cada analito entre 200 y 600 nm.
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Piracinamida
Rifampicina
Isoniacida
Acetilisoniacida

263 nm

200 300 400 500 600

Longitud de onda (nm)

Figura 5.10.- Espectros de absorcion de piracinamida, isoniacida, acetilisoniacida

y rifampicina en concentracion de 5 ppm cada uno.
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La longitud de onda seleccionada para llevar a cabo los estudios de
electroforesis capilar fue de 263 nm, porque como podemos observar en la figura
anterior, todos nuestros compuestos presentan una buena absorcion en esa longitud
de onda. Para el caso de rifampicina, si fuese necesario, podriamos seleccionar otra

longitud de onda dado el amplio espectro de longitudes de onda que presenta.

Influencia del pH en la separacion

La eleccion del pH del electrolito es un parametro fundamental, ya que de él
dependera el grado de disociacién de los analitos a separar y también, el grado de
disociacion de la silice. Se realizaron separaciones en un intervalo de pH entre 2.5y
12.

Enlatabla 5.9, se muestran los valores de pH ensayados asi como los sistemas

tampdn utilizados para su obtencion.

Tabla 5.9.- Medios de pH estudiados.

pH Electrolito pH Electrolito

2.5 20 mM fosfato 9.2 20 mM borato
7.0 20 mM fosfato 10 20 mM borato
8.5 20 mM borato 12 20 mM fosfato

A pH 2.5, isoniacida sale a un tiempo de migracion de aproximadamente de 4.0
min, acetilisoniacida a 5.6 min, piracinamida 13.5 el y flujo electroosmotico aparece
a 12 min, rifampicina no aparece antes de los 30 min de andlisis, ademas la linea base

presenta mucho ruido y los tiempos de migracion obtenidos no son reproducibles.
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En las figuras 5.11-15, se observan los electroferogramas obtenidos para
los demas medios de pH ensayados. Para pH 7, 8.5y 9.2 todos los analitos aparecen
antes de 6 min, aunque isoniacida y piracinamida no se separan y salen con el FEO. A
partir de pH 10, la isoniacida se separa del FEO, no obstante piracinamida sigue
saliendo con él.

Por otro lado, se observan como los valores de FEO van disminuyendo al
aumentar el pH del electrolito de separacion. A partir de pH 8.5 permanece

practicamente constante.

~ 10 —
S 25 | 1:FEO
E "~ _| 2: Isoniacida 1,2,3 pH 7.0
.g 5 — 3: Piracinamida 4 )5
% 55 : 4: Acetilisoniacida
L ™~ _| 5: Rifampicina
2 0 2
f() _
25 | | | | | |
0] 1 2 3 4 5 6

Tiempo de migracién (min)

Figura 5.11.- Electroferograma obtenido con tampon fosfato 20 mM y pH 7.

~ 10 ]
<DE — pH 8.5
[ 75 ]
~ 7] 4 Acido
o |
g > — 1,23 ° ascorbico
8 25 —
L —
"2.5 | | | | | |
0 1 2 3 4 5 6

Tiempo de migracion (min)

Figura 5.12.- Electroferograma obtenido con tampon borato 20 mM y pH 8.

315



Capitulo 5. Electroforesis capilar
) 10 —
< _
‘:E) 75 — 4 pH 9.2
= — 1,2,3 5
3 5 ]
g
g /\ L k
- _
25 | | ] |
0 1 2 3 4 5

Tiempo de migracion (min)

Figura 5.13.- Electroferograma obtenido con tampon borato 20 mM y pH 9.2
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Figura 5.14.- Electroferograma obtenido con tampon borato 20 mM y pH 10
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Figura 5.15. - Electroferograma obtenido con tampon fosfato 20 mM y pH 12
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Atendiendo a los resultados obtenidos en los electroferogramas, podemos
concluir, en cuanto a la ionizacion de los analitos que: piracinamida [3] se encuentra
en estado neutro en el rango de pH entre 7 y 12, ya que en todos los casos eluye con
el FEO. Isoniacida [2] esta neutra entre pH 7 y 9.2, a partir de este pH se ioniza en
un grado que parece ir aumentando hasta pH 12, concluyendo que entre pH 10 y 12
existe un pKa, como ya se establecié mediante espectrofotometria en el capitulo 3.
Acetilisoniacida [4] se encuentra ionizada desde pH 7,aumentando la ionizacion hasta
pH 10, por lo que podemos concluir que en ese intervalo de pH podria tener un pka.
Rifampicina [5]se encuentra ionizada en todo el rango de pH aumentando ligeramente

la ionizacién al pasar de pH 8.5 a 9.2, siendo constante a partir de éste.

A la vista de los resultados, es dificil elegir un pH 6ptimo. Asi, se seleccion6
el rango de pH entre 8.5 y 10 para llevar a cabo el estudio de la influencia de
surfactante ya que a estos valores de pH es donde mayor separaciéon se produce
entre los analitos, aunque a pH 12 también hay una buena separacion, no se estudia

este medio por ser demasiado basico y por consecuencia afectar al capilar de silice.

Influencia de la concentracion de surfactantes

Como acabamos de comprobar, la variacion del pH no es suficiente para la
separacion y resolucion de los analitos en estudio, ya que en todos los casos
piracinamida eluye con el FEO. Es por ello que se procedié a la adiccion de un
surfactante al tampon de separacion. Las micelas se forman cuando se afiade el
surfactante al tampodn en una concentracion superior a la concentracion critica
micelar (CMC), y son determinantes para la separacion, que dependera del coeficiente

de reparto del analito entre las micelas y la fase acuosa (22).
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Los surfactantes elegidos para este estudio fueron SDS y el colato sédico,
ambos son suficientemente solubles en tampdén como para formar micelas y dan
disoluciones homogéneas. Las disoluciones de SDS son transparentes al UV y de baja
viscosidad, mientras que las de colato sédico presentan absorbancia en un rango de

longitudes de onda comprendido entre 190-215 nm y viscosidad més elevada.

Se inicid estudiando la influencia de la concentracion de SDS en los tres
medios de pH elegidos. La concentracion de SDS se vario entre 20 y 110 mM (su CMC
es de 8 mM a temperatura ambiente y su numero de agregacion es de 62),
adiciondndose sobre el electrolito del tampédn correspondiente. En la tabla 5.10 se
resumen los resultados obtenidos detallando los tiempos de migracion corregidos (t,, -
t.-o). Los valores de resoluciones (R,) se dan en aquellos casos en que se han creido
necesario. La resolucion de cada pico se calcula respecto al pico anterior, en el caso

de rifampicina la resolucion se ha calculado respecto al pico del 4cido ascérbico.
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Tabla 5.10.- Influencia de la concentracion de SDS en diferentes medios de pH.

MEDIO TAMPON BORATO 20 Mm, pH 8.5

[SDS] 60 mM, 80 mM 100 mM 110 mM
t,= 2.6 min t-,= 2.75 min t-,= 2.64 min t-,= 2.64 min
t, R, t, R, t, R, t, R,
1SO 0 --- 0 --- 0.25 --- 0.35 ---
PIR 0.10 14 0.15 15 0.45 2.7 0.45 33
AlISO* 0.30 39 0.45 35 0.55 2.9 0.55 0.9
RIF* 4.00 >10 4.75 >10 5.45 >10 5.65 >10
MEDIO TAMPON BORATO 20 Mm, pH 9.2
[SDS] 60 mM 80 mM 100 mM
t,= 3.2 min t-,= 3.3 min t,= 3.5 min
t’m RS t’m RS t’m RS
1SO 0 --- 0.13 - 0.74 ---
PIR 0 --- 0.24 15 0.99 34
AISO* 1.10 0.67 1.37 >10 2.65 >10
RIF* 6.70 >10 8.90 >10 18.50 >10
MEDIO TAMPON BORATO 20 mM, pH 10
[SDS] 40 mM 60 mM * El calculo de la resolucion de
te,= 3.3 min t.,= 3.5 rifampicina se ha hecho respecto al
t, R, t, R, pico del acido ascérbico, en este
estudio y en todos los sucesivos,
1SO 0.07 0.26 ualoy veesiv
aunque como podemos observar no son
PIR 0.13 0.82 0.37 15
relevantes por ser valores >10 en
AISO* 1.89 >10 2.45 >10
todos los casos.
RIF* 8.45 >10 15.17 >10
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Los mejores resultados se obtuvieron para el medio tampdn borato 20 mM ,
pH 8.5y una concentracion de SDS 100 mM, con estas condiciones se logré una buena
resolucién de todos los picos entre siy con el FEO, a la vez que el Gltimo analito salia

a un tiempo de migracion de 8 minutos (Figura 5.16).

Con tampon borato 20 mM, pH 9.2 y concentracion de SDS 80 mM, también
se separan los picos de los analitos pero aumenta el tiempo de analisis hasta 12 min,

no mejorando la resolucion entre isoniacida y piracinamida (Figura5.17).

Por ultimo, para el tampén borato 20 mM a pH 10, no se consigue la resolucion
de los picos de isoniacida y piracinamida en ninguna de las concentraciones de SDS

estudiadas, ademas el tiempo de migracion de rifampicina aumenta hasta 18 min con

60 mM de SDS.
:E 10 __
S g — 1: Isoniacida 2 pH 8.5
£ 5 ] 2: Piracinamida 13 100 mM SDS
. —  3: Acetilisoniacida
(&) 4 _ | . . - T , . 4
= _| 4: Rifampicina Acido ascorbico
52 L
j -
O ] I L A A
g0 L
-2 17 T 17 T 7 T 7 T 7 T 17 T 7 T T T7]

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Tiempo de migracion (min)

Figura 5.16.- Electroferograma obtenido con un electrolito compuesto por

tampon borato 20 mM, pH 8.5 y 100 mM SDS
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Figura 5.17.- Electroferograma obtenido con un electrolito compuesto por

tampon borato 20 mM, pH 9.2 y 80 mM SDS

El otro surfactante estudiado fue el colato sédico. La influencia de la
concentracion de colato so6lo fue estudiada en tampo6n borato 20 mM y pH 8.5 ya que
en este medio se consiguieron resultados bastante buenos con la adiccion de SDS. La
concentracion de colato sédico se varié entre 60 y 100 mM, no obteniéndose la
separacion de los analitos en ningln caso, ya que isoniacida y piracinamida eluyeron
junto al FEO en todas las concentraciones ensayadas. En la figura 5.18 se muestran

los electroferogramas correspondientes a 60 y 100 mM de colato sédico.
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Figura 5.18. - Electroferogramas obtenidos con un electrolito compuesto por

tampon borato 20 mM, pH 9.2 y: 60 mM de colato(—), 100 mM de colato (—).

De los estudios anteriores se deduce que las mejores condiciones para la

separacion de los analitos, las proporciona un electrolito compuesto por tampon

borato 20 mM, pH 8.5y 100 mM SDS. No se estudio la mezcla de ambos surfactantes

ya que, como se ha comprobado, el colato sédico no ofrece ninguna ventaja, ademas

el SDS, por si solo separa a todos los analitos obteniendo buenas resoluciones un

tiempo de andlisis de 8 minutos.

Influencia de la concentracion de tampén

La fuerzaionica del tampon afecta a la movilidad de los analitos y del FEO, por

lo tanto es una herramienta importante para mejorar la eficiencia, resolucion y

selectividad de la separacion. A temperatura constante, un aumento en la

concentraciéon del tampdn, disminuye el tiempo del FEO, ya que se produce un

fendmeno de compresion de la doble capa a nivel de la pared del capilar y una

disminucion del potencial zeta, con la consecuencia del aumento de los tiempos de
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andlisis (94). Si disminuye la concentracion del tampén los tiempos de andlisis se
hacen mas cortos, pero con el inconveniente de que los picos se pueden ensanchar y

dejar de ser simétricos debido al fenémeno de electrodispersion (11).

El fin que se persigue a la hora de seleccionar una concentracion de tampon,
es la resolucion, pero teniendo en cuenta el tiempo de andlisis y la eficiencia de la
separacion. Considerando estas afirmaciones se realiza el estudio en un rango de
concentraciones del tampdén borato (pH 8.5 y 100 mM de SDS), comprendidas entre
10 y 40 mM, utilizando un potencial de +20 kV , temperatura de 25°C e inyeccion

hidrodinamica 200 mbar s.
En la tabla 5.11 se muestran los valores de los tiempos de migracién
corregidos y resolucién de cada analito, para cada concentracién de tampén, asi como

el valor de la intensidad de corriente obtenida en cada una de ellas.

Tabla 5.11.- Influencia de la concentracion de tampon

Electrolito separacion tampén borato pH 8.5 y 100 mM SDS

[tampdn] 10 mM 20 mM 30 mM 40 mM
(treo=2.7) (tre,=2.64) (treo=2.7) (treo=2.7)
t, R, t, R, t, R t, R
1SO 0.28 --- 0.32 --- 0.28 -—- 0.33 -—-
PIR 0.44 2.76 0.48 2.76 0.44 2.81 0.48 2.61

AISO 0.58 2.67 0.62 241 0.55 1.89 0.68 3.33

RIF 5.89 >10 5.63 >10 5.68 >10 6.17 >10

1 (MA) 31.8 321 33.6 34.3

Aungue a la vista de los resultados la concentracion del tampon no afecta en
gran medida ni a los tiempos de migracién ni a los resoluciones, hemos seleccionado

la concentracién de tampén de 40 mM, ya que se consigue mejorar la resolucién, sobre
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todo entre piracinamida y acetilisoniacida. Aunque el tiempo de migracion de

rifampicina aumenta, sélo lo hace ligeramente respecto al menor tiempo de migracion

obtenido. La intensidad de corriente aumenta solo ligeramente con la concentracién

de tampon. En la figura 5.19 se muestra el electroferograma obtenido con la nueva

concentracion de tampon y en las condiciones seleccionadas.

-
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—{ 3: Acetilisoniacida o . 4
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Figura 5.19.- Electroferograma obtenido con un electrolito compuesto por

tampon borato 40 mM, pH 8.5 y 100 mM de SDS.

Modificadores organicos

Con el objeto de mejorar las caracteristicas de la separacion se ha estudiado

la adicion de modificadores organicos sobre el electrolito de separacion ( tampon

borato 40 mM, pH 8.5y 100 mM de SDS). La temperaturay el voltaje se mantuvieron

constantes en +20 kV y 25°C, respectivamente y la inyeccion fue de 200 mbar s.

La adiccion de un disolvente organico sobre el tampon de separacion altera su

polaridad y viscosidad, y por lo tanto afecta a la movilidad del FEO y a la de los

analitos. También mejoran la solubilizacion de las moléculas y reducen las
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interacciones de éstas con la pared del capilar. La influencia sobre la separacion
depende del tipo de disolvente y de la cantidad que se afiada (95). Los disolventes
orgénicos probados fueron metanol y acetonitrilo, y se afiadieron en porcentajes

entre 5-15 %.

En la tabla 5.12 se muestran los resultados obtenidos para cada disolvente.
En ambos casos se observa que no mejora la separacion entre los analitos, si bien a
un porcentaje del 10 % tanto de metanol como de acetonitrilo, la resolucién entre
acetilisoniacida y piracinamida se ve incrementada, el tiempo de migracion de
rifampicina aumenta mucho, obteniéndose un pico muy ancho en ambos casos. En
general los tiempos de andlisis son mas largos y las resoluciones no experimentan una

mejora, por lo que continuamos el estudio sin estos modificadores orgéanicos.

Tabla 5.12.- Influencia de modificadores organicos

MODIFICADORES ORGANICOS

METANOL ACETONITRILO
5% 10 % 15 % 5% 10 % 15 %
t.,=3.5 t..,=3.8 t..=4.4 t.,=3.2 t.,=3.5 t.,=3.8
t, R t, R, t, R, t, R, t, R, t, R,
1SO 0.2 --- 0.3 --- 0.4 --- 0.2 --- 0.3 --- 0.3 ---

PIR 0.4 35 0.5 2.7 0.6 2.6 0.4 2.8 0.4 21 0.4 13

AISO | 0.6 1.9 0.9 57 0.8 3.3 0.6 2.8 0.8 59 15 >10

RIF 121 | >10 16.6 >10 | 204 | >10 | 109 >10 18.4 >10 ---

1(MA) 33.4 32.0 305 35.6 42,6 48.0
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Efecto de la temperatura

La temperatura es un pardmetro cuyo control puede ser utilizado para la
optimizacion de la separacion, ya que afecta a la viscosidad, a la movilidad del FEO y
por tanto al tiempo de andlisis. Debemos tener en cuenta que trabajar con
temperaturas superiores a 35 °C aumenta el calentamiento por efecto Joule, los
gradientes de temperatura son mas pronunciados y se produce ensanchamiento y
pérdida de forma en los picos. Ademas, en nuestro caso que trabajamos con SDS,
también influye sobre la selectividad que afecta al coeficiente de reparto de los

solutos entre las micelas y la fase acuosa.

La influencia de la temperatura en la separacién de los analitos, se llevo a cabo
varidndola entre 25 - 40 °C y manteniendo unas condiciones de operacién de tampon
borato 40 mM, pH 85 y 100 mM de SDS; potencial de + 20 kV e inyeccion
hidrodinamida de 200 mbar s.

En la tabla 5.13, se muestran los tiempos de migracion corregidos y
resoluciones para cada analito en cada valor de temperatura ensayado, comprobando
que se cumple que los tiempos de migracion de los analitos van disminuyendo al

aumentar la temperatura y que la intensidad de corriente aumenta con esta.

En cuanto a las resolucion se observa una disminucion progresiva, con el
aumento de la temperatura, entre isoniacida y piracinamida que podria ser debido al
aumento en el ancho de pico observado en piracinamida, mientras que la resolucién
entre piracinamida y acetilisoniacida sufre el efecto contrario, la resolucién aumenta
con la temperatura. Se observa que el t',, de acetilisoniacida disminuye en menor
magnitud que el t' de piracinamida, por lo que el aumento en el ancho de pico no
resulta en pérdida de resolucién entre ambos picos. Se selecciond una temperatura
de 30°C teniendo en cuenta la disminucion en el tiempo de analisis, la mejora en la

resolucion y el valor de la intensidad de corriente. Ademas a partir de 35 °C
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tendriamos problemas a causa del efecto Joule, como comentamos anteriormente. En

la figura 5.20 se representa el electroferograma obtenido con la temperatura

seleccionada y las condiciones optimizadas hasta el momento.

Tabla 5.13.- Influencia de la temperatura

TEMPERATURA (°C)

250C, t..o= 2.8 | 30°C, too= 2.6 | 35°C, too= 2.4 | 40°C, t.,= 2.2
t,m RS t’m RS t,m RS t’m RS
ISO 0.35 - 0.26 - 0.28 - 0.26 -
PIR 0.52 2.8 0.40 2.4 0.36 1.9 0.36 1.7
AISO 0.65 2.3 0.55 2.6 0.52 2.9 0.54 3.6
RIF 8.91 >10 5.93 >10 5.45 >10 5.04 >10
1 (HA) 335 36.4 39.5 43.8
~ 10 —
S o 30°C
2 8 —| 1: Isoniacida 2
; 6 — 2: Piracinamida 4
S 4 7] 3: Acetilisoniacida 1
C - H 1 1 Ve
3 5 4: Rifampicina Acido ascorbico
S
2 o . b l
Qo I ~f . -
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Figura 5.20.- Electroferograma obtenido con un electrolito compuesto de tampon

borato 40mM, pH 8.5 y 100 mM de SDS; +20 kV y 30°C.
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Influencia del potencial

Un aumento en el potencial de trabajo supone un aumento en la movilidad del
FEO y una disminucion de los tiempos de analisis. Normalmente suele trabajarse a
potenciales elevados 20-30 kV. El inconveniente de trabajar a potenciales altos esta
en el calentamiento por efecto Joule y en el aumento de la intensidad de corriente.
El méximo voltaje que puede aplicarse en una separacion puede determinarse
graficamente, representando la intensidad de corriente generada, frente al voltaje

aplicado (Ley de Ohm).

El potencial de trabajo se vari6 entre 5 - 30 kV, siendo las condiciones de
operacion utilizadas: tampén borato 40 mM, pH 8.5 y 100 mM de SDS; temperatura

30°C y e inyeccién hidrodinamica de 200 mbar s.

Enlafigura 5.21 se representa graficamente laley de Ohm, comprobando que
se cumple hasta una diferencia de potencial de 20 kV, que se corresponde con una
intensidad de corriente de 36.9 MA. Por encima de este valor se producen
desviaciones de la linealidad y aumento de la pendiente. En la figura 5.22
comprobamos como el potencial afecta sobre todo a los tiempos de migracion, estos

disminuyen al aumentar el potencial aplicado.
El potencial seleccionado para continuar con los estudios de optimizacion fue

de 20 kV ya que hasta este valor se cumple la ley de Ohm (I= cte xV) y no

tendriamos efectos de calentamiento por efecto Joule.
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Figura 5.21.- Representacion grafica de la Ley de Ohm.
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Figura 5.22.- Influencia del voltaje sobre los tiempos de migracion.
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Para evitar aplicar “de golpe”, entre los extremos del capilar, todo el voltaje
de trabajo, se puede efectuar una rampa de voltaje desde 0 kV hasta el potencial de
trabajo, por lo que se procedio6 a estudiar este parametro variandolo entre 0.2 - 0.8
min. En la figura 5.23 se representa como afecta el valor de la rampa de potencial
a los tiempos de migracion del FEO y analitos, comprobando que los mejores

resultados se obtienen para una rampa de potencial de 0.2 minutos.
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Figura 5.23. - Influencia de las rampas de potencial sobre los tiempos de

migracion.
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Influencia del tiempo de inyeccion

La inyeccion utilizada en todos los estudios llevados a cabo hasta ahora, ha
sido la inyeccion hidrodindmica por presion, por lo que el tiempo que dure la inyeccion
y la presion aplicada serdn un parédmetros importantes a optimizar , ya que
determinara el volumen de disolucion inyectada en el capilar y afectara a la

sensibilidad de la técnica.

El tiempo de inyeccidon de la muestra afecta principalmente al tamafio y forma
de los picos. Para una presion determinada, al aumentar el tiempo de inyeccion
aumenta el volumen de muestra inyectada y puede afectar a la dispersion en los picos,
y por consecuencia disminuir la resolucion, y por otra parte también obtendremos
picos de areas més grandes. Los tiempos de migracion de los compuestos apenas se
ven afectados, por lo que el aumento del volumen de muestra inyectado se traduce en
areas de pico mas grandes. Para el estudio del tiempo de inyeccion se establece la

correspondencia con las areas de pico corregidas (APC).

Manteniendola presién de inyeccidn aplicada en un valor de 50 mbar, se estudia
el tiempo de inyeccion en un rango de 4 - 8 segundos, teniendo como condiciones de
operacion: electrolito de tampon borato 40 mM, pH 85 y 100 mM de SDS;

temperatura de 30°C; potencial aplicado + 20 kV (0.2 s rampa de potencial).

En las experiencias hemos observado que al aumentar el tiempo de inyeccion,
y por tanto el volumen de muestra inyectada, se obtienen picos méas anchos, afectando
a la resolucion de estos. En la figura 5.24 se muestran las resoluciones entre
piracinamida e isoniacida (—) y entre acetilisoniaciday piracinamida (—), comprobando

que estas disminuyen al aumentar el tiempo de inyeccion.
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Figura 5.24.- Resoluciones obtenidas al variar el tiempo de inyeccion.

El tiempo de inyeccién elegido ha sido de 5 s y como podemos observar en la
figura 5.25 con esto se aumenta un poco la sensibilidad, respecto al valor elegido

inicialmente (4 s), sin que afecte a la resolucién de los picos como podemos ver en la

figura 5.24.
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Figura 5.25. - Estudio de los tiempos de inyeccion en funcion de las APC
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Condiciones quimicas e instrumentales finales

En la tabla 5.14 se resumen las condiciones optimizadas en los estudios
anteriores y que nos permiten establecer las condiciones ¢ptimas para la calibracion
y posterior aplicacién del método, a la determinacién de estos principios activos en

composiciones farmacéuticas y muestras de suero.

Tabla 5.14.-CONDICIONES OPTIMIZADAS

LONGITUD DE ONDA 263 nm
DE DETECCION
ELECTROLITO Tampo6n borato 40 mM, pH 8.5; 100mM de SDS
TEMPERATURA 30°C
VOLTAJE + 20 kv
RAMPA DE POTENCIAL 0.2 min
TIEMPO DE INYECCION 5 s (250 mbar s)
INTENSIDAD 37 HA

En la tabla 5.15 se muestran los valores de los tiempos de migracion para el
FEO y cada analito, asi como la resolucion y el &rea de pico corregida (APC) obtenidos
bajo la aplicacion del método electroforético optimizado, al aplicarlo a una disolucién
patrén de los 4 analitos en concentracion de 25 ppm. Esta disolucién se inyecté 9
veces en el sistema con objeto de obtener la desviacion estandar (O), de los

pardmetros estudiados.
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Tabla 5.15.- Tiempos de migracion, resoluciones y dreas de pico corregidas

Tiempo de migracion Resolucion Area de pico

t, (x O),mn (n=9) | R, (x O), n= corregida
9 APC (+ 0), n=9
FEO 2.66 (0.02) -—- -

Isoniacida 2.88 (0.02) -—- 3.23 (0.08)
Piracinamida 3.03 (0.02) 2.16 (0.06) 6.25 (0.08)
Acetilisoniacida 3.21(0.03) 2.79 (0.07) 3.23 (0.05)
Rifampicina 9.37 (0.26) 46.81 (1.90) 2.14 (0.07)

La figura 5.26 muestra un electroferograma obtenido bajo las condiciones

optimizadas y la intensidad proporcionada por el equipo.

Acido ascorbico

15 —
—_ 1 1: Isoniacida
5': 12 = 2: piracinamida
E : 3: Acetilisoniacida
© 9 4: Rifampicina
5 _
8 67
- _
? ]
D 3
< ]
0 FEO
7 T 7 1
0 1 2

10
Tiempo de migracién (min)

Figura 5.26.- Electroferograma obtenido bajo las condiciones optimizadas.
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RECTAS DE CALIBRADO Y PARAMETROS ESTADISTICOS

Una vez establecidas las variables experimentales e instrumentales 6ptimas
para llevar a cabo la separacion y determinacion de los analitos en estudio en el
sistema de electroforesis, se procedio al establecimiento de las rectas de calibrado,
pardmetros estadisticos y de fiabilidad para la determinacion de cada analito. El
parametro elegido, para evaluar la sefial de los analitos ha sido el area de pico

corregida (APC), como en el caso del tiempo de inyeccion.

Las condiciones operatorias fueron las sefialadas en la tabla 5.14 Las muestras
patron para la realizacion de las rectas de calibrado, contenian a los analitos en un
rango de concentraciones comprendido entre 2 y 45 ppm, cada muestra se inyecté
por triplicado en el sistema de electroforesis. En las figuras 5.27-30 se muestran

las rectas de calibrado de la influencia de la concentracion sobre el APC.

Los parametros estadisticos que se derivan del analisis de las rectas se
recogen en las tablas 5.16-19, ademas de los resultados de la calibracién lineal
univariante, también se muestran los valores de desviacion estandar relativa
obtenidos al realizar la repetitividad del método con una serie de 9 muestras iguales,
con una concentracién para cada analito de 25 ppm. Los limites de deteccién se han
calculados por dos procedimientos, Clayton y Winedforner & Long; el limite de

determinacion se ha calculado de la forma expresada en otros capitulos.
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ISONIACIDA

Figura 5.27.- Influencia de la concentracion de isoniacida sobre el APC.
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Tabla 5.16. - Resultados obtenidos en la calibracion lineal univariante de

/soniacida
Sefial analitica Area de pico corregida
Ecuacion de la recta APC =0.175 * [ISO] + 0.155
O Lendiente 0.002
O ,rdenada 0.005
O tpica estimada 0.13
Coeficiente de correlacion (R) 0.9988
DER (%) 2.39 (20 ppm)
LD (Winefordner y Long), ppm 0.86
LD (Clayton) X =B =0.05, ppm 1.76
Limite de determinacion, ppm 5.86
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PIRACINAMIDA

Figura 5.28.- Influencia de la concentracion de piracinamida sobre el APC.
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Tabla 5.17.- Resultados obtenidos en la calibracion lineal univariante de

piracinamida

Senal analitica

Area de pico corregida

Ecuacién de la recta

APC = 0.312 * [PIR] + 0.399

O pendiente 0.003

O ordenada 0.078

O tipica estimada 0.21
Coeficiente de correlacion (R) 0.9989

DER (%) 1.39 ( 20 ppm)
LD (Winefordner y Long), ppm 0.75
LD (Clayton) X =B =0.05, ppm 1.59
Limite de determinacion, ppm 5.30
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ACETILISONIACIDA

Figura 5.29.- Influencia de la concentracion de acetilisoniacida sobre el APC.
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Tabla 5.18. - Resultados obtenidos en la calibracion lineal univariante de

acetilisoniacida

Senal analitica

Area de pico corregida

Ecuacién de la recta

APC = 0.167 * [AISO] + 0.075

O pendiente 0.001

O ordenaca 0.021

O tipica estimada 0.056
Coeficiente de correlacion (R) 0.9997

DER (%) 1.52 ( 20 ppm)
LD (Winefordner y Long), ppm 0.38
LD (Clayton) X =B =0.05, ppm 0.79
Limite de determinacion, ppm 2.63
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RIFAMPICINA

Figura 5.30.- Influencia de la concentracion de rifampicina sobre el APC.
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Tabla 5.19. - Resultados obtenidos en la calibracion lineal univariante de

rifampicina.
Sefial analitica Area de pico corregida
Ecuacion de la recta APC = 0.109 * [RIF] - 0.068
O Lendiente 0.002
O ,rdenada 0.045
O tipica estimada 0.11
Coeficiente de correlacion (R) 0.9973
DER (%) 3.55 (20 ppm)
LD (Winefordner y Long), ppm 1.23
LD (Clayton) X =B =0.05, ppm 2.41
Limite de determinacion, ppm 8.03
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Al cambiar el capilar por uno nuevo de las mismas caracteristicas, los tiempos
de migracion de todos los analitos sufrieron un ligero descenso, mas notable en el
tiempo de migracion de rifampicina, por lo que se establecieron nuevas rectas de

calibrado, utilizando el area de pico corregida como sefial analitica (tabla 5.19).

En la tabla 5.20 se resumen los valores de tiempos de migracion, resolucion
y APC para una disolucion de 25 ppm de isoniacida, piracinamida, acetilisoniacida y
rifampicina que se inyectdé 9 veces en el sistema, se registraron los

electroferogramas utilizando las condiciones optimizadas de la tabla 5.7.

Tabla 5.19.-RECTAS DE CALIBRADO

ISONIACIDA APC= 0.180*[1SO] (0.002) - 0.006 (+0.075), R= 0.9978

PIRACINAMIDA APC= 0.318*[PIR] (x0.005) + 0.328 (x0.156), R= 0.9997

ACETILISONIACIDA APC= 0.167*[A1SO] (¥0.001) + 0.028 (x0.009), R= 0.9998

RIFAMPICINA APC= 0.103*[RIF] (x0.002) - 0.306 (¥0.073), R= 0.9952

Tabla 5.20.- Tiempos de migracion, resoluciones y dareas de pico corregidas

Tiempo de migracion Resolucion Area de pico

t,(z0),mn(n=9) | R, (= 0), n= corregida
9 APC (+ 0),n=9
FEO 2.54 (0.02)

Isoniacida 2.71(0.02) - 3.32 (0.06)
Piracinamida 2.84 (0.02) 2.18 (0.06) 6.49 (0.02)
Acetilisoniacida 2.98 (0.03) 2.45 (0.03) 3.26 (0.02)
Rifampicina 7.19 (0.15) 4451 (1.72) 2.09 (0.01)
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Se ha comprobado que las pendientes de las rectas de calibrado anteriores,
son comparables con las pendientes de las primeras rectas de calibrado realizadas.
Asimismo, también son comparables la resoluciony el area de pico corregida para cada
analito, como se puede apreciar comparando los valores de la tabla 5.20 con los dados

en la tabla 5.15.

Por ultimo, comentar que en cuanto al acondicionamiento del capilar, no se han
modificado las condiciones establecidas inicialmente (tabla 5.8), es decir antes de
cada medida se hacia pasar, durante 5 minutos, disolucién de electrolito de
separacion. Se han probado otros protocolos de acondicionamiento en los que se
incluian NaOH 0.1 M, pero los mejores resultados en cuanto a repetitividad y
reproducibilidad se obtuvieron con el acondicionamiento con electrolito de separacion,

solamente.

Teniendo en cuenta el tiempo de acondicionamiento del capilar (5 minutos) y
el tiempo de analisis de los analitos (8 minutos), el tiempo transcurrido entre dos

inyecciones es de 13 minutos.

También se comprobd que el nimero de inyecciones consecutivas, con las
mismas disoluciones de electrolito de separacion, sin cambios en cuanto a tiempo de
migracién y area de pico corregida de los diferentes analitos, oscilaban entre 6 y 8,
a partir de las cuales se apreciaba una notable disminucién en la altura y APC de los
picos. Por lo tanto, sistematicamente se cambiaron las disoluciones de electrolito de

separacion cada 6 inyecciones.
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APLICACION DEL METODO A LA DETERMINACION DE LOS
ANALITOS EN FARMACOS Y MUESTRAS DE SUERO

Determinacion de isoniacida, piracinamida y rifampicina en farmacos

El método propuesto se aplico a la determinacion de los antibidticos en estudio
(isoniacida, piracinamida y rifampicina) en compuestos farmacéuticos. Los farmacos
analizados son los ya empleados para la determinacion de los analitos anteriores,
mediante otras técnicas (métodos cinéticos, calibracion multivariante y HPLC).

Los compuestos farmacéuticos y su composicion se detalla a continuacion:

RIFATER (por gragea): 120 mg de rifampicina, 50 mg de isoniacida, 300 mg

de piracinamida, 104.9mg de sacarosa y excipientes.

RIFINAH (por gragea): 300 mg de rifampicina, 150 mg de isoniacida, 181 mg

de sacarosa y excipientes.

RIFALDIN ( por cépsula): 300 mg de rifampicina y excipientes.

RIFALDIN SOLUCION (por 100 ml): 2g de rifampicina, 40 g de sacarosa,

sulfitos y excipientes.

El procedimiento para llevar a cabo la determinacién de los principios activos

en los farmacos anteriores, se describe a continuacion.
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Una gragea o capsula fue transferida a un matraz de 1000 ml y diluida con
agua purificada, la disolucién se introdujo en un bafio de ultrasonido, para la correcta
disolucién de las sustancias presentes, durante 15 minutos. De esta disolucion
tomamos un volumen, de tal forma que la concentracién del analito o analitos en la
disolucion diluida, se encuentre dentro de los limites de determinacion calculados
mediante la calibracion univariante. Este procedimiento se realiz6 en tres cdpsulas
0 grageas, y cada muestra fue inyectada 3 veces en el sistema electroforético, por

lo que tendremos 9 medidas por cada farmaco analizado.

La disolucion problema correspondiente al farmaco Rifaldin solucion, fue
preparada afiadiendo 1 ml de la solucion a un matraz de 1000 ml y diluido hasta la
marca, al igual que con los otros farmacos, la disolucion se introdujo en un bafio de
ultrasonido durante 15 minutos, se realizaron tres muestras y cada una fue inyectada

tres veces.

En todos los casos, también se inyectaron disoluciones patrones de los analitos

correspondientes en concentraciones conocidas.

La sefal analitica utilizada para la cuantificacion de los analitos en los
compuestos farmacéuticos, fue el &rea de pico corregida. La tabla 5.20 muestra los
resultados correspondientes a la composicién encontrada de cada analito, asi como las

recuperaciones encontradas Yy la desviacion estandar relativa para cada una de ellas.
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Tabla 5.20.- Aplicacion sobre formulaciones farmacéuticas

formulacion Composicion AREA DE PICO CORREGIDA
comercial etiquetada Composicion % Recuperacion (%DER)
encontrada
Rifampicina 120 | Rifampicina 127.1 105.9 (6.1)
Rifater, mg Piracinamida Piracinamida 97.6 (3.7)
300 2927 101.8 (1.5)
Isoniacida 50 Isoniacida 50.9
Rifinah, mg Rifampicina 300 | Rifampicina 321.0 107.0 (4.5)
Isoniacida 150 Isoniacida 155.9 103.9 (3.7)
Rilfaldin, mg
céapsulas Rifampicina 300 | Rifampicina 315.0 105.0 (5.5)
Rifaldin
solucion, Rifampicina 2.0 Rifampicina 2.0 100.0 (2.5)
g/100 ml

Estudios sobre la pureza de pico

El estudio de los compuestos farmacéuticos se finalizé con la evaluacién de la

pureza de los picos electroforéticos de los analitos presentes en los farmacos. Para

ello se procedié de manera similar al capitulo anterior es decir, se registraron tres

espectros, uno en la parte ascendente del pico (espectro 1), otro en el maximo

(espectro 2) y otro en la parte descendente (espectro 3). La normalizacién y

superposicion de los tres espectros nos permite la comparacion, donde debe darse una

coincidencia espectral en todo el rango de longitudes de onda, para que se pueda decir

que el pico es puro.
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En las figuras 5.31-41 se muestran los electroferogramas correspondientes
a los cuatro farmacos estudiados, asi como los espectros correspondientes a los

estudios de pureza de pico.
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Figura 5.31.- Electroferograma obtenido por la aplicacion del método optimizado

a Rifater
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Figura 5.32.- Pureza de pico correspondiente a isoniacida en rifater
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Figura 5.33. - Pureza de pico correspondiente a piracinamida en rifater
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Figura 5.34. - Pureza de pico correspondiente a rifampicina en Rifater
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Figura 5.35.- Electroferograma obtenido por la aplicacion del método optimizado
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Figura 5.37.- Pureza de pico correspondiente a rifampicina en Rifinah.
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Figura 5.38.- Electroferograma obtenido por la aplicacion del método optimizado
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Figura 5.39.- Pureza de pico correspondiente a rifampicina en Rifaldin capsulas.
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Figura 5.40.- Electroferograma obtenido por la aplicacion de las condiciones

optimizadas a Rifaldin solucion
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Figura 5.41. - Pureza de pico correspondiente a rifampicina en Rifaldin solucion
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COMPARACION DE LOS VALORES MEDIOS CALCULADOS PARA
LOS PRINCIPIOS ACTIVOS EN CADA FARMACO MEDIANTE
HPLC Y MEKC

Los dos ultimos métodos analiticos puestos a punto en esta Memoria se
fundamentan en dos técnicas instrumentales separativas, HPLC y MEKC. Por este
motivo, hemos encontrado interesante la comparacion de los resultados obtenidos, por
ambos métodos, en la determinacién de los antituberculosos estudiados en las

diferentes formulaciones farmacéuticas analizadas.

Con objeto de saber si los valores medios obtenidos, por la aplicacion de ambos
métodos, son comparables se procediod a realizar el estudio estadistico en cada uno

de los farmacos estudiados.

El estudio estadistico realizado ya se ha llevado a cabo en el capitulo 2 (pagina
88), en el cual se explico detalladamente, por lo que aqui daremos las pautas generales

obviando las ecuaciones utilizadas.

1) Aplicacién del test de Fisher para la comparacion de las varianzas de dos

conjuntos: F = 0% /0%, se calcula F, ., paran,-1y n,-1 grados de libertad y un

calculado

intervalo de confianza.

2) Si Fopuaee > F los métodos tienen precision semejante y se comparan

calculado?

los valores medios utilizando el Test-T, que tiene en cuenta una varianza conjunta

para el célculo de la t de Student, cumpliéndose que:
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Si e > T valores medios estadisticamente comparables para el

calculada;
intervalo de probabilidad elegido y n,+n, -2 grados de libertad.
Si . ada < Ceacuiadas VAlOres medios no son estadisticamente comparables para

el intervalo de probabilidad elegido y n,+n, -2 grados de libertad.

3) Si Franuado < Fearcuados 105 Métodos no tienen precision semejante por lo que
para comparar los valores medios hay que aplicar el criterio de Cochran para
determinar la t de Student. Siguiendo el razonamiento anterior para decidir si dos

valores medios son comparables o no.

Los resultados obtenidos se muestran en las siguientes tablas (tablas 5.21-
24) con objeto de organizar la informacién, cada tabla corresponde a una composicién
farmacéutica en la cual se sefialan los principios activos que contiene, la composicion
calculada mediante HPLC y MEKC asi como los valores de O, ; ( n= 9). En todos los
casos el valor de F,,, .4, Tue, Fg,s = 4.43, para un intervalo de confianza, P = 0.05 y el

intervalo de probabilidad elegido para la obtencion de t, .4, fue del 95%.

Tabla 5.21.- Rifaldin solucion.

Composicion etiquetada: rifampicina 2000 mg/100 ml

HPLC MEKC
Composicion encontrada + | Composicion encontrada = O, ;

O.n—l

Rifampicina 2100 = 30 2000 = 50

Frobuaga (443) > F (2. 77) = Precision semejante

calculada

Ceobuiado (2.12) > € (0.12) = Valores medios comparables

calculado
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Tabla 5.22.- Rifaldin, cdpsulas.
Composicion etiquetada: rifampicina 300 mg/capsula
HPLC MEKC
Composicion encontrada + | Composicion encontrada = O, ;
O.n—l
Rifampicina 321.0+ 5.1 315.0+£ 55

ttabulado (212) >t

Frabuiada (4-43) > Fcuaaa (1.16) = Precision semejante

calculado (0-45) = Valores medios comparables

Tabla 5.23. - Rifinah, grageas

Composicion etiquetada (mg/gragea): Rifampicina 300 mg, isoniacida 150 mg

HPLC

Composicion encontrada = O, ,

MEKC

Composicion encontrada +

O,
Rifampicina 304.2 £ 5.2 321.0+£ 45
Isoniacida 147.9 + 3.1 155.9 + 3.7
Rifampicina Frabuiada (4-43) > Fucuada (1.33) = Precision semejante
Ceobuiado (2:12) > i cuad0 (1.51) = Valores medios comparables
Isoniacida Frabuaga (443) > F

ttabulado (212) >t

calculada (1-42) = Precision semejante

calculado (1.46) = Valores medios comparables
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Tabla 5.24. - Rifater, grageas.

Composicion etiquetada (mg/gragea): Rifampicina 120 mg; piracinamida 300

mg; isoniacida 50 mg.

HPLC MEKC
Composicion encontrada + Composicion encontrada +
0., 0.,
Rifampicina 126.1 + 2.5 127.1 + 6.1
Piracinamida 300.7 £ 1.8 292.7 £ 3.7
Isoniacida 47.6 + 2.7 50.9 + 1.5

Frabuada (4-43) > Feacuada (5.95) = Diferencia estadistica
Rifampicina en la precisién ( aplicamos criterio de Cochran)
Cebuiado (2.16) > t o (0.45) = Valores medios

comparables

Piracinamida Fabuiada (443) > Fcunga (4.22) = Precision semejante
Ceobuiado (2:12) >t cuiad0 (2.01) = Valores medios

comparables

Isoniacida Frobuada (4-43) > Ficuada (3:24) = Precision semejante

Ceobuiado (2.12) > £ (1.47) = Valores medios

calculado

comparables

A las vista de los resultados podemos concluir que todos los valores medios
obtenidos para cada uno de los principios activos en las distintas formulaciones

farmacéuticas analizadas son comparables.
En cuanto a la precision de los métodos, s6lo en un caso (determinacién de

rifampicina en rifater), la precisiéon de ambos métodos no es estadisticamente

comparable, siendo més preciso el método cromatografico (HPLC).
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Determinacion de isoniacida, acetilisoniacida y piracinamida en

suero sanguineo

Aungue la sangre aparece como un liquido rojo y homogéneo, se compone en
realidad de una parte liquida, Ilamada plasma y de otra corpuscular compuesta por
elementos celulares de la sangre ( glébulos rojos, los cuales dan el color a la sangre,
glébulos blancos y plaguetas). Estas dos partes se pueden separar facilmente

centrifugando con anticoagulantes (citrato, oxalato, etc.).

El plasma es un liquido amarillento que estd compuesto principalmente por agua
(90-92 %) y proteinas (7-8 %); otros componentes minoritarios son: sales minerales,
glucidos, lipidos y otras sustancias organicas e inorganicas. El plasma contiene varias
clases de proteinas, cada una con sus funciones y propiedades especificas: el
fibrindgeno es una de las proteinas destinadas al proceso de coagulacidn; la albimina
y las globulinas regulan el contenido de agua dentro de la célula y en los liquidos
intercelulares. La presencia de dichas proteinas hace que la sangre sea unas seis
veces mas viscosa que el agua. Las proteinas del plasma y la hemoglobina de los
glébulos rojos son importantes amortiguadores acido-basicos que mantienen el pH de
la sangre y de las células corporales dentro de una pequefia variacioén, alrededor de

7.4.

La importancia de las proteinas plasmaticas esta en que la mayor parte de las
moléculas llevadas de un lugar a otro del cuerpo circulan sobre una proteina. Entre
estas moléculas quedan incluidos los farmacos. En la sangre los farmacos pueden
encontrarse libres, fijados a eritrocitos o unidos a proteinas plasmaticas. La fraccion
unida a las proteinas plasmaticas es inactiva. Para que un farmaco se combine
reversiblemente a las proteinas plasmaticas se requiere que la estructura terciaria

de ésta esté intacta.
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El plasma extraido sin la adicion de anticoagulantes, coagula al cabo de poco
tiempo formando un reticulo macromolecular de fibrina. El suero se obtiene al separar
este reticulo de fibrina. Por lo tanto el suero es un liquido transparente, amarillento
y ligeramente viscoso que se separa de la sangre coagulada, por lo tanto el suero
posee la misma composicion del plasma exceptuando el fibrinégeno ( que precipita con

las células sanguineas) (97, 98).

Determinacion de los analitos en diferentes sueros

Por ultimo, mediante la aplicacién del método operatorio optimizado, se aborda
la determinacién de tres de los analitos en estudio: isoniacida, acetilisoniacida y

piracinamida en un fluido biolégico, el suero sanguineo.

Los estudios se han llevado a cabo en tres sueros pertenecientes a distintas
personas. Los sueros se inyectaron en el sistema de electroforesis sin ningun tipo de

tratamiento previo, solamente se filtraron para evitar la obturacion del capilar.

En las figuras 5.42-44, estédn representados los electroferogramas
obtenidos por la aplicacion del método anteriormente optimizado. Cébmo podemos
observar, los tres presentan los mismos picos comunes y también a la vista de las
figuras podemos concluir que rifampicina no puede determinarse utilizando este
método, debido al pico tan ancho que presentan los sueros en la zona donde sale el

pico correspondiente a rifampicina (t,=7min)
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Figura 5.42.- Electroferograma obtenido aplicando el método propuesto al suerol.
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Figura 5.43. - Electroferograma obtenido aplicando el método propuesto al sueroZ.
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Figura 5.44. - Electroferograma obtenido aplicando el método propuesto al suero3.
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Enla figura 5.45 se comparan los electroferogramas de una muestra de suero
con otra contaminada con los analitos (16 ppm de cada uno). En la comparacion se
observa que el pico de isoniacida no tienen interferencia con ninguno de los pequefios
picos del suero que salen en la misma zona, no asi piracinamida y sobre todo
acetilisoniacida, cuyos picos engloban a picos del suero. A pesar de ello se
contaminaron los tres sueros con los analitos, en tres niveles de concentracion y se
calcularon las recuperaciones, comparando las rectas de calibrado obtenidas en cada

suero, con otras rectas de calibrado de patrones preparadas en medio acuoso.

El objetivo es ver si las interferencias se mantienen constantes y como
afectan en la determinacioén de los analitos cuando se utiliza como sefial analitica, area

de pico corregida o altura de pico.

___ Suero

—~ 10 — ___ Suero+analitos
< —]
g 8 1 1: Isoniacida
T; 6 —] 2: Piracinamida
'c% 4 —| 3: Acetilisoniacida
2 2]
5 _
< ) | |

0 1 2 3 4

Tiempo de migracién (min)

Figura 5.45.- Electroferogramas de una muestra de suero (— ) y una muestra de

suero 2 contaminado con 16 ppm de cada analito ( — ).
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Las muestras se prepararon a partir de 4.5 ml de suero, el cual se contaminaba
por adicion de 0.5 ml de una disolucién patron acuosa, que contenia isoniacida,
acetilisoniacida y piracinamida en diferentes concentraciones, por lo tanto el suero

era diluido sélo un 10%.

En cada suero se realizaron tres adiciones, correspondientes a las
concentraciones de analitos de 16 ppm, 20 ppm y 24 ppm. Por otro lado, la recta de
calibrado patron se preparé mediante diferentes diluciones de la disolucion patrén
que contenia a los tres analitos, obteniendose asi, disoluciones de estos en un
intervalo entre 4 -30 ppm. Cada nivel de concentracion, tanto de los sueros como de

la disolucion patrén acuosa, fue inyectado por triplicado.

En todos los casos se calcularon las rectas de calibrado, utilizando como sefial

analitica el area de pico corregida y la altura de pico.

En las tablas 5.25-27 se muestran las ecuaciones de las rectas de calibrado
obtenidas para las sefiales analiticas del &rea de pico corregida y la altura de pico,
pertenecientes a la recta de calibrado patrén y a las rectas de calibrado en cada
suero. También se muestran las desviaciones estandar de la pendiente y ordenada en

el origen y el coeficiente de regresion.
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Tabla 5.25. - Rectas de calibrado patron y de los 3 sueros para isoniacida.

ISONIACIDA

Recta de

calibrado

Area de pico corregida

Altura de pico

Patroén

Y= 0.179*[1S0](:0.002)+0.016(+0.058)

R=0.9984

Y=0.231*[1S0](+0.006)-0.222(+0.103)

R=0.9959

Suero 1

Y= 0.156*[1S0](+0.004)+0.338(+0.080)
R=0.9949

Y= 0.229*[1S0](+0.010)+0.600 (+0.211)

R=0.9920

Suero 2

Y= 0.163*[1S0](:0.004)+0.119(:0.073)
R=0.9969

Y= 0.229*[1S0](:0.008)+0.428+0.169)
R=0.9951

Suero 3

Y= 0.146*[1S0](:0.007)+0.352(+0.152)
R=0.9912

Y= 0.211*[1S0](+0.008)+0.445(+0.167)
R=0.9953

Tabla 5.26. - Rectas de calibrado patron y de los 3 sueros para piracinamida.

PIRACINAMIDA

Recta de

calibrado

Area de pico corregida

Altura de pico

Patrén

Y= 0.326*[PIR](£0.006)+0.051(+0.138)
R=0.9973

Y=0.405*[PIR](0.007)-0.205(x0.158)

R=0.9977

Suero 1

Y= 0.271*[PIR](+0.012)+1.705(0.248)
R=0.9929

Y= 0.421*[PIR](:0.021)+1.383(+0.438)
R=0.9901

Suero 2

Y= 0.287*[PIR](:0.020)
+1.280(+0.412)
R=0.9839

Y= 0.437*[PIR](+0.019)+1.117(:0.402)
R=0.9929

Suero 3

Y= 0.341*[PIR](+0.020)+0.345(+0.411)
R=0.9830

Y= 0.496*[PIR](+0.023)-0.105(+0.058)
R=0.9902
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Tabla 5.27.- Rectas de calibrado patron y de los 3 sueros para acetilisoniacida.

ACETILISONIACIDA

Recta de

calibrado

Area de pico corregida

Altura de pico

Patrén

Y=0.159*[A1 SO](+0.002)+0.046(+0.048
) R=0.9986

Y=0.296*[A1S0](£0.004)+0.079(+0.101)
R=0.9983

Suero 1

Y=0.117*[A1S0](+0.007)+1.530(+0.158)
R=0.9845

Y=0.233*[A1S0](0.013)+1.555(+0.268)
R=0.9885

Suero 2

Y=0.135*[A1S0](+0.009)+1.115(+0.187)
R=0.9849

Y=0.283*[A1S0](+0.021)+0.611(+0.434)
R=0.9805

Suero 3

Y=0.157*[A1SO](+0.009)+0.522(+0.173)

R=0.9901

Y=0.296*[A1S0](+0.019)+0.172(+0.400)

R=0.9834

Los diferentes valores de ordenadas, muy distintos en cada muestra de suero

analizada, son debidos a que son sueros de distintas personas por lo que, para poder

hacer una validacion, habria que hacer un nimero muy elevado de muestras.

A simple vista, se observa que las pendientes de las rectas obtenidas en los

sueros y en disolucién acuosa tienen valores similares. Se aplico el test de Fisher para

la varianza, segun el cual el valor de F de las pendientes debe ser menor que el valor

de F tabulado para un intervalo de confianza, P = 0.05, con 16 y 7 grados de libertad

respectivamente. Con este test comprobamos si existen diferencias significativas

entre las varianzas.

Para comprobar, si existe o no diferencias significativas entre las pendientes

de las rectas aplicamos:

A Test-T, si no hay diferencia significativa entre las varianzas.

SN Aproximacion de Cochran, si existe diferencia entre las varianzas.
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En ambos casos el valor de t tabulado debe ser mayor que el de t calculado
para gue se cumpla que no existe diferencias significativas entre las pendientes, para

un nivel de significacion de 0.05.

En las tablas 5.28-30, se muestran los resultados obtenidos al realizar el

estudio de comparacion de las pendientes.

Tabla 5.28.- Comparacion rectas de calibrado patron y adicion patron de

Isoniacida

ISONIACIDA

Area de pico corregida Altura de pico

(Patron) (Patron)

Y = 0.179*[1S0O] (+0.002) + 0.016 (+0.058) | Y =0.231*[1S0O] (+0.006) - 0.222 (+0.103)
(Suero) (Suero)

Y = 0.163*[1SO] (+0.004) + 0.119 (x0.073) | Y =0.229*[1SO] (+0.008) + 0.428 (+0.169)

Test-F: Test-F:
Fis7 = 4.57; Feacuaco = 2.40 Fis7 = 4.57; Facuago = 5-86
Ftabulado > l:calcul':-ldo Ftabulado < Fcalculado
Test-T: Aproximacion de Cochran:
Teaicutada = 226, tepuiado = 2-33 teacuiada = 0-203, tipuiado = 2-29
Ceapuiado > Learcutado Tiaputado > Leacutado
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Tabla 5.29.- Comparacion rectas de calibrado patron y adicion patron de

/soniacida
PIRACINAMIDA
Area de pico corregida Altura de pico
(Patron) (Patron)
Y = 0.325*[PIR] (+0.005) + 0.051 (+0.138) | Y = 0.405*[PIR] (+0.006) - 0.205 (+0.158)
(Suero) (Suero)
Y = 0.287*[PIR] (+0.020) + 1.280 (+0.411) | Y = 0.437*[PIR] (+0.019) + 1.117 (+0.402)
Test-F: Test-F:
F16,7 = 457’ l:(:':-1Iculado = 241 I:16,7 = 457' Fcalculado = 333
Ftabulado > l:(:':-1Iculado Ftabulado > I:(:(:1I(:ulado
Test-T: Test-T:
tcalculada = 221' ttabulado = 229 tcalculada = 100' ttabulado = 229
ttabulado > tcalculado ttabulado > tcalculado

Tabla 5.30.- Comparacion rectas de calibrado patron y adicion patron de

isoniacida

ACETILISONIACIDA

Area de pico corregida

Altura de pico

(Patron)
Y = 0.159*[A1SQO] (z0.002) + 0.046

(£0.048)
(Suero)

Y = 0.135*[AISO] (£0.009) + 1.115 (+0.187)
Test-F:

Fi,=457; F

F

=144

calculado

tabulado > F

Test-T:
calculada = 227’ t
t

calculado

t =2.29

tabulado

<t

tabulado calculado

(Patron)

Y = 0.296*[A1SO] (+0.004) + 0.079
(£0.100)
(Suero)

Y = 0.283*[A1SO] (+0.021) + 0.611
(£0.434)
Test-F:

Fies = 4.57; F =114

calculado

Ftabulado » Fcalulado

Test-T:

t =0.576, t =2.29

calculada tabulado

ttabulado 2 tc:alculado
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A la vista de los resultados, en el caso de isoniacida, la aplicacion del test nos
dice que no existe diferencias significativas en los valores de las pendientes de ambas
rectas de calibrado, es decir, son rectas paralelas. Por otro lado, se observa
diferencias en el valor de la ordenada en el origen, poniendo de manifiesto la
existencia de alguna sustancia interferente, presente en la misma cantidad siempre,
con el mismo tiempo de migracion de la isoniacida. Esta pequefia interferencia afecta
cuando se utiliza como sefial analitica la altura de pico, como lo pone de manifiesto las
recuperaciones obtenidas, en la figura 5.42. En cambio, no parece afectar cuando la

sefial analitica es el area de pico corregida.

En cuanto a piracinamida, otro tanto puede decirse con respecto a las
pendientes de las rectas de calibrado. En cambio la magnitud de la interferencia es
algo mayor, como lo pone de manifiesto las recuperaciones obtenidas (figura 5.43),
que siempre resultan mayores del 100 %. Esta influencia es mayor en el caso de

utilizar como sefial analitica el area de pico.

En lo que respecta a la acetilisoniacida, cuando la sefial analitica utilizada es
altura de pico, las rectas resultan con pendientes comparables estadisticamente.
Asimismo, como en los casos anteriores, el valor de la ordenada en el origen revela una
interferencia positiva pero que apenas tiene influencia en el valor de las
recuperaciones obtenidas (figura 5.44). No se puede decir lo mismo cuando se utiliza

el area de pico corregida como sefial analitica.

En todos los casos, en los valores de recuperacion se obtuvieron desviaciones

estandar relativas por debajo del 5 %.

364



Capitulo 5. Electroforesis capilar
120 —
S 100
Q ®© —
S g 80 —
o 2 -
% g 60 — APC
g 2 40 7 Altura
§’ 20 —
0

Suero 1 Suero 2 Suero 3

Figura 5.42- Recuperaciones de isoniacida en los diferentes sueros.
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Figura 5.43- Recuperaciones de piracinamida en los diferentes sueros.
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Figura 5.44- Recuperaciones de acetilisoniacida en los diferentes sueros.
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CONCLUSIONES

1.- Se han estudiado las propiedades de interés analitico de la rifamicina SV
en disolucién, poniendo especial énfasis en las reacciones que tienen lugar en medio
amoniacal, tanto en presencia, como en ausencia de metales de transicion. La reaccion
de mayor interés corresponde a la que tiene lugar en presencia de cobre (I11), la cudl
parece ser debida a la catalisis que dicho metal ejerce en la oxidacién de la rifamicina

SV, por el oxigeno atmosférico.

2.- Se ponen a punto dos métodos cinético-espectrofotométricos, manual y
semiautomdtico para la determinacion de rifamicina SV y rifampicina, basados en la
reaccion de oxidacion en presencia de cobre (11), en medio amoniacal. Se comprueba
un drastico aumento en la sensibilidad, precision y selectividad, del método

semiautomdtico respecto del manual.

3.- El método manual puede ser aplicado al analisis de formulaciones
farmacéuticas. Asi se ha llevado a cabo el analisis de rifamicina SV en “Rifamicina

Colirio”.

4.- Mediante el método semiautomatico se determiné rifampicina en “Rifater”,
farmaco que no podria haberse determinado mediante el método manual debido a la
presencia de isoniacida y piracinamida. Este método, también se ha aplicado al analisis

de rifampicina en orina.

5.- Se han determinado rifampicina, isoniaciday piracinamida en formulaciones

farmacéuticas utilizando dos métodos de calibracién multivariante, que utilizan el
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espectro completo de absorcion de la mezcla de analitos: PLS1 o minimos cuadrados

parciales y el recientemente introducido HLA o andlisis lineal hibrido.

6.- Los resultados obtenidos por ambos métodos, han dado resoluciones
similares para la determinacion de rifampicina y piracinamida, mientras que para

isoniacida se obtienen mejores resultados mediante el método PLSI.

7.- El concepto de seiial de analito neto (NAS), utilizado en HLA, nos permite
el célculo de los pardmetros de calidad (selectividad, sensibilidad, sensibilidad

analitica y limites de deteccion) utiles para la comparacion de los métodos.

8.- Se pone a punto un método cromatografico para la determinacion de
creatinina, isoniacida, acetilisoniacida, piracinamida y rifampicina mediante HPLC, en
modo gradiente y en conjuncion con un detector fotométrico programable, que
permite el cambio automético de la longitud de onda de deteccion. Obteniendose una
aceptable resoluciéon cromatogréafica para los cinco analitos determinados. EI método
cromatogréafico propuesto es sencillo y so6lo se necesita un tiempo de 8 min para la

elucion de todos los compuestos.

9.- El método ha sido aplicado a la determinacion de isoniacida, piracinamida
y rifampicina en formulaciones farmacéuticas, las cuales contenian mezclas de:
rifampicina, piracinamida e isoniacida; rifampicina e isoniacida o rifampicina sola.
Pudiendo comprobar que los valores obtenidos mediante el método cromatogréafico
propuesto y los certificados en el medicamento estaban en concordancia,

obteniendose recuperaciones entre el 95 y 108 %.
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10.- El método optimizado se aplica a la determinacion de rifampicina en
muestras de orina, procedentes de un paciente bajo tratamiento. Las muestras de
orina fueron inyectadas en el sistema cromatografico sin pretratamiento, sélo
dilucién. No se observan interferencias entre la matriz de orina, la cual contenia otros
principios activos coadministrados (etambutol, ofloxacino, difunisal etc.) y el
compuesto determinado, como ponen de manifiesto la correlacién entre los diferentes

métodos de calibracion aplicados (patron externo y adicion patrén).

11.- Se pone a punto un método de electroforesis capilar electrocinética
micelar (MEKC), para la resolucion de mezclas formadas por isoniacida,
acetilisoniacida, piracinamiday rifampicina. La utilizacion de un surfactante (SDS) en
concentracion por encima de la concentracion critica micelar, ha sido necesaria para
llevar a cabo la separacion de analitos neutros. Se obtiene una adecuada resolucion

en un tiempo total aproximado de 7 minutos.

12.- El método propuesto se ha aplicado a la determinacion de los compuestos
de interés en formulaciones farmacéuticas. Los resultados obtenidos se han validado

con el método de HPLC.

13.- Enel analisis de formulaciones farmacéuticas, el método de electroforesis
capilar resulta més ventajoso respecto al de HPLC, ya que el tiempo total de analisis
es menor, asi como el consumo de reactivos. La ventaja que presenta el método de
HPLC es la mayor sensibilidad, pero en el caso de farmacos no es relevante, ya que las
muestras a analizar estan en concentraciones elevadas y hay que realizar importantes

diluciones.
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14.- Por ultimo, el método optimizado se ha aplicado a la determinacion de
isoniacida, acetilisoniaciday piracinamida en suero fortificado, sin tratamiento previo.

En este caso rifampicina no se ha podido determinar debido a la interferencia de la

matriz.
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ABREVIATURAS

A-Area de pico.

ACE.- Alternating Conditional Expectations.
Aiso 0 A1SO.- Acetilisoniacida.

APC.- Area de pico corregida.

Cr.- Concentracion total.

CE.- Electroforesis capilar.

CEC.- Electrocromatografia micelar.

CGE.- Electroforesis capilar en gel.

CIEF.- Isoelectroenfoque capilar.

CITP.- Isotacoforesis capilar.

CLS.- Anélisis multicomponente clasico.
c.m.c. o CMC- Concentracion critica micelar.
col.- Colaboradores.

Cre o CRE.- Creatinina.

CZE.- Electroforesis capilar en zona libre.
DER.- Desviacion estandar relativa.

FEO.- Flujo electroosmotico.

FI1A.- Analisis por inyeccion en flujo.

g.d.l.- Grados de libertad

H.- Altura de pico.

HLA.- Analisis lineal hibrido.

HLA/XS.- Variante de HLA.

HPCE.- Electroforesis capilar de alta eficacia.

HPLC.- Cromatografia liquida de alta eficacia.

HPTLC.- Cromatografia liquida de alta eficacia en capa fina.
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ILS.- Regresidn inversa por minimos cuadrados.

In.- Interferente.

IR.- Infra-rojo.

Iso o 1SO.- Isoniacida.

k*.- Factor de capacidad.

LOD 6 LD.- Limite de deteccion.

LOQ.- Limite de determinacion o cuantificacion.
LWR.- Locally Weighted Regression.

MARS.- Multivariante Adaptive Regression Splines.
MEKC.- Electroforesis capilar electrocinética micela.
MLR.- Regresion lineal maltiple.

mUA.- Mili unidades de absorbancia.

N.- NUumero de platos tedricos.

NA.- Numero de agregacion.

NAS.- Sefial del analito neto.

NIPALS.- Non-linear iterative partial least squeares.
NN.- Redes neuronales.

OMS.- Organizacion Mundial de la Salud.

PCA.- Andlisis por componentes principales.

PCR.- Regresion por componentes principales.
PFTE.- Politetrafluoroelileno.

Pir o PIR.- Piracinamida.

PLS.- Regresion por minimos cuadrados parciales.
ppm.- Partes por millén (ug ml™).

PPR.- Projection Pursuit Regression.

PRESS.- Prediction Residual Error Sum of Squares.

Qrf.- Quinona correspondiente a rifamicina 5V.
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R.- Coeficiente de correlacion.

R?.- Coeficiente de determinacion.

Rs.- Resolucién entre dos picos.

Ref.- Referencia.

REP.- Relative Error of Prediction

Rf.- Rifamicina.

Rp o Rif.- Rifampicina.

RMSD.- Residual mean standard deviation.

RSD.- Desviacién estandar residual.

SCR.- Suma de los cuadrados de la regresion.

SCT.- Suma de los cuadrados totales.

SCE.- Suma de los cuadrados de los errores.

SDS.- Dodecilsultato sodico.

SEL.- Selectividad.

SEN.- Sensibilidad.

SEP.- Standard Error of Prediction.

treo.- Tiempo de migracion del flujo electrostatico.

tm.- Tiempo de migracion.
Tr.- Tiempo de retencién.
UV.- Ultravioleta.

Vis.- Visible.

01,2.- Factor de separacion.

A.- Longitud de onda.
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