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CAPITULO 1
INTRODUCCION

La Quimica de los Productos Naturales ha venido a constituir un
soporte importante, entre otras actividades, para la budsqueda de
compuestos cuya funcién quimica les permita actuar como farmacos en el

combate de enfermedades que de alguna manera afectan al ser humano.

En esta drea del conocimiento se realizan estudios en los frutos dg
las plantas de diversas especies del género Karwinskia, cuya toxicidad es
conocida en nuestro pafs desde el siglo XVIII(1) ya que éstos contienen
componentes que producen neurotoxicidad y lesiones como: necrosis del
higado? y hemorragia pulmonar3), El género Karwinskia
taxonémicamente se encuentra clasificado dentro del orden de las
Rhamnaceas e incluye 15 especies, 12 de las cuales se han encontrado en
México. Del fruto de Karwinskia humboldtiana Dreyer y cols. en 1974

aislaron y caracterizaron cuatro antracenonas diméricas que denominaron

por su peso molecular como T 514, T 544, T 516 y T 496 (Figura 1).



T516 T 496

Figura 1. Estructuras de Compuestos Antracendnicos Caracterizados
por Dreyer y cols. en 1974.



De estos compuestos Bermudez, M.V. encontré(5:9) que T 544 es la
responsable de la neurotoxicidad del fruto y Pifieyro Lépez, A. en 1994
demostré que la T 514 posee actividad citotxica selectiva in vitro (7). Su

potencial uso como agente antineopldsico estd en investigacién en fase

clinica I.

En este contexto se realizan en el Departamento de Farmacologia y
Toxicologia de la Facultad de Medicina de la Universidad Auténoma de
Nuevo Leén, los estudios pertinentes para purificar y optimizar la

obtencionde T 514.

En estudios quimicos realizados en extractos cloroférmicos de las
especies del género Karwinskia que existen en el pais se demostré, por
medio de cromatografia de capa fina cuantificando con espectrofotometria
por reflectancia, que Karwinskia parvifolia es una de las especies que
contiene mayor cantidad de T 514 (Tabla 1). Se observé, también, que K.
parvifolia tiene un porcentaje menos variable de T 514, siendo esto
independiente de la regién y época de recoleccién, y ademds que no
contiene T 544, que es uno de los compuestos que interfiere en el proceso

de purificacién(®).

La cuantificacién posterior de T 514 realizada en frutos de X.

humboldtiana 'y K. parvifolia, por CLAR®), confirmaron que la K.



parvifolia constituye entre estas dos especies la mejor matriz para la

obtencién de T 514 (Tabla 2).

TABLA 1

Porcentaje de Toxinas en Diferentes Especies
del Género Karwinskia que Existen en el Pais

Karmwinskia EOIECMiRe
T514 T 544 T 496
subcordata 1,07 1,561 0,98
parvifolia 1,02 - 1,58
mollis 0,95 1,33 1,08
humboldtiana 0,70 1,60 0,80
calderanii 0,70 0,75 2,00
latifolia 0,50 - 1,10
khuacana 0,33 0,83 0,40
unbellata 0,05 0,75 0,50
fohnstonii - 2,10 0,70
rze ndowskii - - 1,60
venturae - - 0,1
- No detectado.

Waksman y cols. Rev. Latinoam. Quim., 20, 1989.

TABLA 2

Cuannﬁcac16n del Porcentaje de T 514 y T 496 por CLAR en
K. humboldtiana y parvifolia.

Especie %T514 % T 496
K humbolatiana 0,12 050
K parvifdia 043 2,00

Ramirez Dur6n, R., XXXTI Congreso Mexicano de Quimica. 1996.



De extractos semipolares de frutos de K. parvifolia fueron
obtenidas y caracterizadas por Waksman y cols.(!?) en 1992 tres
antracenonas diméricas: T 514, T 496 y Diasteroisémero T 514 (Figura
2). En 1995, Rivas G. V. aisld, purificé y caracterizé de extractos del
fruto de la misma especie el compuesto descrito por Dreyer como T 516,
asi como otros dos compuestos no reportados en la literatura a los cuales
denomin6 compuestos Y y X (Figura 3)(ID; éstos se caracterizaron, el
primero como otro diasteroisémero de T 514, y el Gltimo como isémero
de posicién de la T 514. Recientemente Rivas y cols. aislaron de la misma
fuente otra antracenona a la que denominé X’: los estudios realizados con
ésta indican que se trata también de un isémero de posicién de T 514

(Rivas, V., com. pers.).

La T 514 fue renombrada como Peroxisomicina A1 en un esfuerzo
por sistematizar la nomenclatura de estas sustancias, ya que se ha
demostrado en estudios sobre peroxisomas de levadura de Candida
boidinii y Hansenula polymorpha, que produce dafio selectivo e

irreversible(12) sobre estos organelos celulares.

Estos compuestos presentan dos patrones definidos de espectros de
dicroismo circular: el primero de ellos con un efecto Cotton positivo a
longitud de onda corta (270 nm) y un efecto Cotton negativo a

longitudes de onda largas, en el segundo se observael efecto Cotton
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Figura 2. Antracenonas caracterizadas por Waksman y cols. de
extractos de fruto de K. parvifolia.

CH,

Isoperoxisomicina At
Compuesto X

Peroxisomicina A Hy

Compuesio Y

Figura 3. Antracenonas Caracterizadas por Rivas, V. de Extractos de
Fruto de K. parvifolia.



positivo a longitudes de onda largas y el efecto Cotton negativo a
longitudes de onda corta. A las antracenonas que presentan €l primero de
Io.s comportamientos espectrales se les clasifica como de tipo A y las que
siguen el segundo de los patrones como del tipo B3, T 514, Diast T 514,
compuesto Y, compuesto X y X’ se clasifican de esta manera como del
tipo A, dgnominé.ndose en la actualidad como Peroxisomicinas Al (P Al),
Peroxisomicina A2 (P A2), Peroxisomicina A3 (P A3), Isoperoxisomicina
A1l (Isop Al) e Isoperoxisomicina A2 (Isop A2) respectivamente, donde
los nimeros indican la secuencia en que han sido caracterizadas

(Waksman, N., com. pers.)

La T 516 y la T 496 son las mismas antracenonas aisladas por

Dreyer de K. humboldtiana y se les sigue llamando del mismo modo.

En ld que se refiere a la optimizacién del proceso de obtencidén de
P Al, un problema-fundamental lo constituye la descomposicién que esta
antracenona sufre durante su extraccién y almacenaje. Las consecuencias
de este fendmeno pueden considerarse importantes, ya que debido a éste la

vida de anaquel y la pureza del compuesto mencionado disminuyen.

Uno de los estudios acerca de los productos de degradacién de
compuestos antracen6nicos, es la investigacién realizada por Arai y cols.

en 197714), En la Figura 4 se pueden observar los resultados de este



trabajo, en donde se ve que se obtienen dos productos de oxidacién (4 A 'y
4 B) a partir de una antracenona dimérica, T 544 (compuesto 1 en la
Figura 4), que es obtenida de semillas de K. humboldtiana. El compuesto
2 es un denivado que se obtiene por deshidratacién de la antracenona
numerada como 1. Cuando una solucién acuosa de metanol del compuesto
2 se colocé a temperatura de laboratorio en contacto con el aire por
. varios meses se formaron los productos 4 A y 4 B. Estos son isémeros
con una parte antraquinénica formada por la oxidacién del sistema ABCy

la formacién de un nuevo centro quiral en el C 5°.

Figura 4. Proceso de Degradaci6n, de una Antracenona Dimérica, T 544
Estudiado por Arai y cols.



En el Departamento de Farmacologia y Toxicologia, Martinez
Villarreal, L., en 1990 demostré que P Al es termoldbil, sensible a la luz
y al pH alcalino (Tabla 3)(15),

TABLA 3
Tiempo de Vida Media de P A1 en Relacién al
pH, Temperatura y Luz
(Horas)
ndidones T 5 14
2%°C 37 °C 70°C
Bufer luz |Oscwidad] Luz |Oscwidad] Wz |Oscuwidad
25 123 213 148 158 59 59
60 85 169 60 70 24 23
a0 61 129 25 45 62 65
120 ! . . . .
- No deteminmado

Martinez Villarreal, L., Tesis de Maestria, U.A.N.L, 1990.

La degradacién de P Al parece estar relacionada también con la
cantidad de impurezas coextraidas del mismo proceso de separacién en
que se obtiene esta antracenona (Waksman, N., com. per.), ya que se ha
observado que la degradacién que ésta sufre es mayor en los lotes con més
impurezas, lo cual sugiere que algin o algunos de los compuestos
presentes al obtener P Al participan en el proceso de degradacién. Por
otra parte, los estudios farmacocinéticos y toxicoldgicos derivados del
interés de conocer el mecanismo de accién de P A1, han hecho necesario

el contar con la metodologia adecuada para cuantificarla.
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1.1 Métodos Para la Determinacion de Antracenonas Diméricas

Han sido reportados varios métodos para la determinacién de

compuestos antracenénicos.

Un método por cromatografia en capa fina utilizando densitometria
por reflectancia fue desarrollado por Waksman y cols. en 1986(16), para
la cuantificacién de algunas antracenonas. El limite de deteccion
encontrado 'para P Al fue de 0.1 mg. El método aunque preciso, puede
considerarse que presenta algunas dificultades para cumplir con los
requerimientos de sensibilidad, que en la actualidad se exigen en las
investigaciones que se realizan de esta antracenona en el campo de la
farmacocinética. La particular dificultad en la aplicacién de la muestra de
la técnica, hace que los resultados sean menos reproducibles en
comparacién con técnicas como la cromatografia de liquidos de alta
resolucién, con la que se obtiene un limite de deteccién del orden de los

nanogramos.

La cfomatografia de liquidos de alta resolucién constituye una
técnica apropiada para desarrollar los estudios en esa direccién debido a
que los beneficios de su sensibilidad y capacidad para reproducir las
condiciones experimentales son altas. En 1996, Maria de la Luz Salazar
reportd un método por CLAR fase reversa para la separacidn,

identificacién y cuantificacién de P A1(17), En dicho trabajo se realizé la
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separacién de los.principales componentes de tipo antracendnicos
presentes en extractos de frutos de K. parvifolia tanto en columna C8
como C18. En la tabla 4 se encuentran los tiempos de retencién obtenidos
para ellos. El orden de eluci6n en ambas columnas fue diferente. En la
columna C8 la Isop Al tiene un tiempo de retencién menor que la P Al
mientras que en la C18 la Isop Al sale con un tiempo de retencién
posterior que P Al. Se ha observado ademds, en C18, que conforme la
columna va envejeciendo la resolucién entre Isop Al y P Al cambia de tal
manera que llega un momento que se pierde, llegdndose incluso a
invertirse el orden de elucién de estos dos compuestos.

TABLA 4

Tiempos de Retencion por CLAR de Antracenonas Diméricas
de Extractos de K. parvifolia.

(min)
Compuesto Colgrgna CO(I; 1rgna
Peroxisomicina A2 1,66 1,64
Peroxisomicina A1 2,65 243
T 516 2,85 2,42
Isoperoxisomicina A1 2,55 2,85
Peroxisomicina A3 3,00 3,17
T 496 6,92 6,99

Salazar Cavazos, M. L.. J. Liq. Chrom. & Rel. Technol.,
19(9), 1391-1403 ( 1996 )

1.2 Perspectivas

El anilisis de pureza espectral, precision, linealidad y sensibilidad
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con CLAR con fase reversa C18 fueron establecidos para P Al, en el
trabajo previamente mencionado(17), por lo que la determinacién de los

mismos parametros para las P A2, P A3, Isop Al e Isop A2 son algunos de

los objetivos de la presente investigacion.

Los resultados obtenidos en la presente investigacién se empleardn
en el estudio, por CLAR, del proceso de descomposicion que P Al sufre
durante su extraccién y almacenaje, debido a que la posible aparicién de
productos secundarios puede complicar sus perspectivas como agente

antineopldsico.

La correlacién de P A2, P A3, Isop Al e Isop A2 en este proceso se

har4 a partir de los resultados obtenidos en la investigacién desarrollada.

Adicionalmente, el uso de los resultados de esta investigacién tendrd
aplicacién en las actividades de otros Investigadores del Departamento de
Farmacologia que estudian las variables que afectan la produccién in vive

de P Al y en donde se incluye la cuantificacién de las antracenonas

descritas en la presente investigacion.

En el presente estudio trabajamos en el mejoramiento de los
pardmetros de separacion y resolucién logrados por CLAR fase reversa, y

se determind también la selectividad, linealidad, precisién, exactitud,
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sensibilidad y robustez para el andlisis de P A2, P A3, Isop Al e Isop A2
que servirin como punto de partida para estudiar la relacién de estos

compuestos con el proceso de descomposicién sefialado de P Al.
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OBJETIVO GENERAL

Optimizar y validar un método analitico por CLAR fase reversa para el

andlisis de Peroxisomicinas A2, A3 e Isoperoxisomicinas Al y A2.
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OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.- Extraer y purificar P Al, P A2, P A3, Isop Al e Isop A2 a partir de
extractos semipolares de Karwinskia parvifolia .

2.- Mejorar los pardmetros de retencién, separacién y resolucion,
obtenidos del método preestablecido.

3.- Determinar la precisién del sistema y del método de la cuantificacion
por CLAR de P AL, P A2, P A3 e Isop Al

4.- Determinar la linealidad de las respuestas de las P Al, P A2, P A3,
Isop A1l e Isop A2 separadas por CLAR.

5.- Determinar los limites de deteccién y cuantificacién del método para
cada una de las antracenonas diméricas anteriores.

6.- Determinar la selectividad de la sefial obtenida para las P A1, P A2,
P A3, Isop Al e Isop A2 por CLAR fase reversa por medio de
caracterizacién espectral y relaciones de absorbancia al utilizar el detector
de arreglo de diodos.

7.- Determinar la robustez del método variando condiciones de separacién
cromatograficas.



CAPITULO 2
MATERIAL Y METODOS
2.1 Material y Equipo

Rotavapor Buchi protegido de 1a luz.

Cromatofolios AL de silica gel 60 F 254.

Cromatoplacas TLC silica gel RP-18 Merck.

Columnas cromatograficas silica gel 60.

Columnas Lobar Lichroprep RP-18.

Cromatégrafo HP 1090 con detector de arreglo de fotodiodos.
Columnas C 18,100 X 2.1 mm, de 5 y 3 pm.

Aparato para puntos de fusién Electrothermal.

Baiio de agua termostatizado.

Espectrémetro Beckman DU 7500 con arreglo de diodos.
Benceno, grado analitico.

Acetona, grado analitico.

Metanol grado CLAR.

Agua grado CLAR.

Acetonitrilo grado CLAR.

Acido acético.

16
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2.2 Métodos
2.2.1 Extraccion y Purificacion de Peroxisomicinas

Para la extraccion y purificacién de los compuestos antracenénicos:
P Al, P A2, P A3 e Isop Al y A2 se sigui6 el método propuesto por Rivas
Galindo, V. M.(11) (Figura 5). Para el control del proceso de
purificacion, las Peroxisomicinas obtenidas se sometieron a andlisis por

cromatografia de liquidos de alta resolucién.

2.2.2 Optimizacién de las Condiciones de Separacion Analitica

Para la optimizacién de las condiciones de separacién de PA1, PA2,
PA3, Isop Al e Isop A2 se parti6 del método ya preestablecido(1?) para la
determinacién de la peroxisomicina Al, en donde la separacién se
desarrolla en una columna C18 de 5 pm ( 100 x 2.1 mm ) y se emplea un
gradiente de elucién por 10 min con un flujo de 0.4 mL/min utilizdndose
como eluentes: A = metanol ; B = acetonitrilo - agua - 4cido acético

(30:70:1.6).

Se probaron distintas condiciones de elucién y se calcularon los

valores de los parametros de retencién, separacién y resolucion, k’, o y

R.
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Figura §. Diagrama del Procedimiento Utilizado por Rivas G., V. para la
Obtencién de P Al, P A2, P A3, Isop Al e Isop A2.
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Los cromatogramas obtenidos con las distintas pruebas se analizaron
utilizando la metodologia descrita por Hendrix(18) para la optimizacién de
si:stemas con multirespuestas. A cada cromatograma se le calculé un
coeficiente de deseabilidad con la sumatoria de los valores estandarizados,
en una escala comin de resolucién y selectividad de todos los picos de
interés, asi como el factor de capacidad del primer pico de ellos. Para
estandarizar los valores de los pardmetros sefialados se utilizaron las
graficas localizadas en la Figura 6, elaboradas tomando en cuenta los
valores propuestos como 6ptimos para cada uno de los pardmetros en la
bibliografia respectiva(l®). Los valores de R, k’y o tomados de esta

manera fueron 1.7, 2.0 y un intervalo de 1.3 a 2.0 respectivamente.

2.2.3 Determinacién de la Precisién(19)

Para determinar la precisién del sistema, se evalué el coeficiente de
variacién (CV) de seis inyecciones de una mezcla de estindares de P Al,
P A2, P A3 e Isop Al. La precisién para Isop A2 no se determiné porque
hasta este momento de la investigacién no se disponia de su estdndar
completamente puro. Para determinar la precisién del método se evalué la
dispersién de las 4reas y las alturas de los picos de interés desde el proceso
de extraccidn, de cuatro muestras de Karwinskia parvifolia, utilizando
acetato de etilo como solvente. Los extractos obtenidos de esta forma se

resuspendieron en 1 mL de metanol, y se prepard a partir de esta solucién
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una dilucién 1:100 para su inyecci6n al cromatégrafo de liquidos de alta

resolucion.
] =
-
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Figura 6. Grificas para el Célculo del Coeficiente de Deseabilidad.
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2.2.4 Determinacién de la Linealidad(19)

Se determiné la linealidad de la respuesta de estdndares de P Al,
A2, A3, Isop Al y A2 tanto por 4reas como por alturas a tres longitudes
de onda: 269, 310 y 410 nm. El andlisis de regresion de los valores de las
respuestas obtenidas y el ajuste de las rectas se realizé con el programa
Cricket Graph. El célculo del error estindar de las sefiales de las
respuestas obtenidas se determinaron con el programa Excel. Los
estdndares de P A1, A2, A3, Isop Al y A2 se inyectaron en un intervalo de

masa de 5 a 200 ng.

2.2.5 Determinacion de los Limites de Deteccion y
Cuantificacion

Se determinaron los limites de deteccién y cuantificacién, con el
método optimizado, para P Al, A2, A3, Isop Al y A2 a las longitudes de
onda de 269, 310 y 410 nm por 4reas y por alturas utilizando tres
modelos. En el primero de ellos, propuesto por la IUPAC(20), 1a sefial que
puede ser adjudicable a la respuesta del analito se establece, con un nivel

de confianza estadistica deseado, utilizando las siguientes ecuaciones:

X, = X'g + ksg
c.=(x,-xg)/m

Combinando ambas ecuaciones:
CL = kSB / m
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Donde:

x;, = Respuesta de la sefial del limite de deteccidn o cuantificacion en
unidades de absorbancia.

¢, = Limite de deteccién o cuantificacién en unidades de masa
inyectada.

k = Estadistico. En este trabajo fue de 3 para el célculo de los
limites de deteccion, ya que este valor permite un nivel de
confianza de 99.98 % de que xL corresponda a la sefial del
analito para una medida basada sobre el error de la sefial del
blanco que sigue una distribucién normal. Para el célculo del
limite de cuantificaci6n el valor de k fue de 10.

sg = Distribucién estindar de la sefial del blanco.

m = Pendiente de la recta obtenida en el andlisis de regresion
correspondiente.

En el segundo, se determinaron los limites de deteccién y
cuantificacitn utilizando el error estdndar(21), calculado de los datos de
linealidad con el programa Excel de Macintosh. La siguiente relacién se
aplicé para ello.

X[, = xg +Kksp
Donde:

Xg Y sg = Intercepto y error estdndar en el intercepto, con “y” de
la recta de regresion.
k =3y 10, para el limite de deteccién y cuantificacidn.
x1, = Respuesta de los limites de deteccién y cuantificacién.
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Los limites de deteccién y cuantificacién, de acuerdo a este método
se obtiene en unidades de masa inyectada con la ecuacién de regresién

respectiva.

El tercer modelo es ¢l reportado por la USP XXII(19), Utiliza para
el calculo de los limites de deteccién y cuantificacién las siguientes
relaciones matematicas:

c.=((Ybl+38Sbl)/b)(1/n'2)

cL=((Ybl+IOSbl)lb)(l/n“2)
Donde:

Ybl = Intercepto de la recta de regresion.
Sbl = Error estindar.

n = Medidas individuales para la
recta de regresion.

c;= Limites de deteccién en unidades de masa
inyectada

b = Pendiente de la linealidad de la respuesta.
2.2.6 Determinacion de la Selectividad de las Seiiales

Para la determinacién de la selectividad de las sefiales(19) se utilizé
el andlisis espectral mediante el empleo de un detector de arreglo de
diodos. Se obtuvieron los espectros y se hizo también anélisis de pureza

espectral para cada una de las sefiales de las Peroxisomicinas estudiadas.



2.2.7 Determinacion de la Robustez del Método
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Para la determinacién de la robustez del método se utilizé un disefio

experimental para siete variables propuesto por Placket y Burman(19), Las

variables estudiadas fueron: cantidad de 4cido acético, flujo, tiempo de

preparacién-inyeccién, didmetro de particula, temperatura, contenido de

acetonitrilo y el ancho de banda espectral. El disefio experimental

-utilizado se encuentra en la Tabla 5; en todos los casos, se probaron

valores de las variables que estuvieran por arriba y por abajo de los

establecidos en el método optimizado.

TABLA 5

Disefio Experimental Elaborado a Partir de la Propuesta de Placket y

Burman para Determinar la Robustez del Método Optimizado

Variables

EXPERIMENTOS

oy 1/2 1314 |5 16 17 |8
Pattes de HAG 16 |32 (3,2 (3,2 |32 [0,0 [0,0 |0.0 [0,0
Caudal ( mVmin) 04 |o,5 |05 (0,3 0,3 |05 |05 |03 [0,3
Horas de prep-iny. |05 |18 (18| o of 0| 0| 18 |18
Diam. depart.(um) 30 | 5| 3| 5| 3| 3| 5| 3| 5
Temperatura (°C) [Amb |35 |25 |26 | 35 |35 |25 25 (35
% ACN 30 |32 |28 |28 [ 32 |32 |28 | 28 |32
Ancho de banda 8 |12 4| 4]|12| 41212 | 4

0 = Variables Establecidas en el Método Optimizado.

Se valor6 el efecto de las variables sobre los tiempos de retencion

de cada antracenona estudiada(19), se calcularon las diferencias de los
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promedios de los tiempos de retencién para cada pardmetro en forma

mndividual, como se observa en la Tabla 6.

TABLA 6
Diseiio Utilizado para el Célculo de la Influencia de los Cambios en las
Variables Experimentales
Variables | TIEMPOS DE RETENCION - tiempos de retencién |
Acido acético V4 (tr+r2+tr3+trd) - V4 (r5+r6+tr744r8)
Flujo (ml/min) /4 (tri+tr24r5Hr6) - /4 (ir3+trd+r7-+r8)

Horas de prep.-iny. V4 (tr1+r24r74r8) - V4 (tr3+ird+r5+r6)
Diam. de part. ( um) /4 (tr1+tr3H#r6+i8) - V4 (tr2+tr4+tr5+r7)

Temperatura (°C)
% ACN /4 (tr1+trd+trS5+r8) - 1/4 (tr2+tr3+tr6+r7)

Ancho de banda de la
radiacion de entrada
al monocroma dor /4 (tri+trd-#r64r7) - 1/4 (tr2+t3+tr5+r7)

TIEMPOS DE RETENCION: Corresponden a los tR Obtenidos en Experimentos Donde
el Valor de la Variable fue Superior que el del Método Optimizado

tiempos de retencién: Corresponde a los tR Obtenidos en Experimentos Donde €] Valorde
la Variable fue Inferior al del Método Optimizado

Para decidir si un parametro presenté influencia significativa sobre
los tiempos de retencién se compararon cada uno de los valores obtenidos
como se indica en la Tabla 6 con el producto de la desviaci6n estdndar del

estudio de precisién del método por la raiz cuadrada de 2.



26

Si I TIEMPO DE RETENCION -Tiempos de retencién I > 5(2)1/2

la diferencia es significativa.

La influencia de las variables estudiadas se compararon también,

siguiendo el método descrito, con los tiempos de retencién obtenidos con

el método optimizado.



CAPITULO 3

RESULTADOS

3.1 Extracciéon y Purificacion de Peroxisomicinas de Interés

Las antracenonas P Al, P A2, P A3, Isop Al e Isop A2 obtenidas
como parte del objetivo uno de esta investigacion, se sometieron a andlisis
cromatografico por cromatografia de liquidos de alta resolucién para
verificar su pureza y asegurar de esta manera su apropiada utilizacién

como estandares en la investigacion desarrollada.

3.2 Optimizacion de la Separaciéon Analitica

Con las condiciones del método preestablecido, cuyos valores se
encuentran en la Tabla 7, se obtuvo el cromatograma de la Figura 7 a
partir de una mezcla de estindares de las Peroxisomicinas de interés. El
orden de elucién observado fue: P A2 - P Al - Isop Al - P A3. Los
parametros de retencién, separacién y resolucién, k’, ¢, y R que se

encontraron con estas condiciones aparecen en la Tabla 8.

27
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TABLA 7
Condiciones Cromatogrificas Preestablecidas, Columna C18 de 5 um
ooy Ne *B (mimin)
. 4 65 3s 0.4
6 100 0 0.4
8 100 0.4
10 65 35 0.4

A = Metanol ; B = Acetonitrilo:agua-4cido acético (30:70:1.6).

14 -

12 4

10 -

1.843

10.4 i

of 000-0102.0

2

ax

¢

Figura 7. Cromatograma de Ia Mezcla de Estdndares de Peroxisomicinas
Obtenido con las Condiciones del Método Preestablecido.

TABLA 8
Pardmetros de Retencién, Separacion y Resolucién Obtenidos con el
Método Preestablecido
- T W 3
Peraxisomidnal g ( mhtT k o R
P A2 181 0,39
P A1 287 1,01 1,20 3,08 1,04
Isop A1 3,19 0,72 1,45 1,21 0,37
P A3 3,60 1,16 1,75 1,21 0,42
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Después del andlisis de los distintos cromatogramas de prueba, se
determiné que el cromatograma que aparece en la Figura 8 corresponde a
la mejor separacién analitica lograda con columna de 5 pum. Las
condiciones de elucién respectivas se encuentran en la Tabla 9. Los

pardmetros de retencién, separacién y resolucién se encuentran en la

Tabla 11.

_ TABLA 9
Condiciones Cromatograficas Optimizadas, Columna C18 de 5 um
il %A %5 ( it aptin)
6 60 40 0.4
9 100 0 04
11 100 0 0.4
13 60 40 0.4

A =Metanol ; B = Acetonitrilo:agua:4cido acético (30:70:1.6)

mAU ] 855 :A -
10 4 N ﬁu,i(oo
3 l D~
8 -
6 - B
4 -

- \ G — LN —[
(e

Figura 8. Cromatograma Obtenido con la Condiciones de Elucién
Optimizadas en Columna de 5 pm. 2,059 Corresponde a
P A2; 3,327 a P Al; 3,806 a Isop Al; 4,217 a P As.
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Estas condiciones se probaron en columna de 3 pm y se obtuvo el
cromatograina de la Figura 9; en la Tabla 10 se pueden observar las
condiciones de elucién utilizadas en esta separacién analitica y los

pardmetros de retencién, separacién y resolucién se pueden ver en la

Tabla 12.

TABLA 10
Condiciones Optimizadas, Columna C18 de 3 pm
Fe1 %A %®B ¢S i)
6 60 40 0.4
9 100 0 0.4
11 100 0 0.4
13 60 40 0.4

A =Metanol ; B = Acetonitrilo:agua:4cido acético (30:70:1.6).

mKU_-‘ = hﬁg
: g gc.
O H &N G
1 f ™
8-; e
- g
6_:, < o
4 4 &
3 |
0L A—"Troul 1 ,
0 5

Figura 9. Cromatograma Obtenido con las Condiciones de Elucién
. Optimizadas en Columna de 3 um. El Tiempo de Retencién de
2,146 Corresponde a P A2; 3,443 aIsop Al; 3,899 a P Al; 4,234

a Isop A2; 5,068 a P A3.
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Los coeficientes de deseabilidad obtenidos de esta manera para las
condiciones del método preestablecido, optimizado en columna de 5 y 3
im se encuentran resumidos en la Tabla 13.

TABLA 11

Parametros de Retencién, Separacién y Resolucién Obtenidos con las
Condiciones Optimizadas con Columna C18 de 5 pm

Compuesto (‘Tn';‘n ’ ‘Y“Vkﬁ" K i R
PA2z 2,059 033 207
P A1 3327 047 396 1,91 317
Isop A1 3806 0,53 468 1,18 096
P A3 4217 067 529 1,13 068
TABLA 12

Pardmetros de Retencion, Separacién y Resolucién Obtenidos con las
Condiciones Optimizadas con Columna C18 de 3 pm

Peroxisomicina (Tn:zn ! W tan K » R
PA2 2,146 0,34 1,86
Isop A1 3443 048 360 193 3,16
P A1 3,899 048 418 1,16 0,95
Isop A2 4234 048 464 1171 0,70
P A3 5,068 041 5,76 124 1,86
TABLA 13
Coeficientes de Deseabilidad
Método oneeblicad
Preestablecido 256
Optimizado: C18, Smm 459
Optimizadea: C18, 3 mm 6,12

El coeficiente de deseabilidad te6rico més alto,segiin
el método utilizado en este estudio, es de 7.0
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En la Figura 10 se presentan juntos los cromatogramas obtenidos
con las condiciones iniciales, en la parte superior y las condiciones

optimizadas en columnas de 5 y 3 um en la parte central e inferior

respectivamente.

Figura 10. Cromatogramas Obtenidos con las Condiciones de Elucién
Preestablecidas, en la Parte Superior, con las Condiciones

Optimizadas en Columna de S y 3 pm en el Centro y en la Parte
Inferior Respectivamente.

0
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3.3 Precision del sistema y del método

En las Tablas 14, 15 y 16 se encuentran los datos de la precisién de
los tiempos de retencién, de las dreas y de las alturas respectivamente para
evaluar este pardmetro en el sistema. De la misma manera en las Tablas
17 y 18 se encuentran los valores de precision de las dreas y de las alturas

del método optimizado en columna de 3 pm.

TABLA 14
Precision del Sistema, Tiempos de Retencién de las Sefiales
Cromatograficas
Intervalos de los
Compuesto fienposde retencidn | Promedo dst cv
‘ ( min) :
P A2 1,91-229 2,11 021 1020
Isop A1 32 -3 3,60 0,3 9,00
P A1 353-42%6 3,88 0,36 9,24
PA3 4,68 - 5,56 5,13 04 8,08
n=6
TABLA 15

Precisién del Sistema, Areas de las Sefiales Cromatograficas

Intervalos de las
Compuesto dreas Promedo dst cv
( mAU*seg)
P A2 93,75 - 8867 90,72 0,69 0,76
Isop A1 105,72 - 97,74 103,02 1,05 1,02
P A1 15494 - 15096 152,60 154 1,01
P A3 62,74 - 58,17 5923 0,63 1,06




TABLA 16

Precision del Sistema, Alturas de las Seiiales Cromatograficas
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Intervalos de las
Compuesto dturas Promedo dst cv
( mAU )
P A2 964 - 946 9,55 0,06 0,07
Isop A1 835 - 8,12 823 0,08 0,97
PA1. 13,12 - 12,79 1298 0,12 095
P A3 460 - 440 448 0,07 147
n=6
TABLA 17
Precisién del Método, Areas de las Sefiales Cromatogréficas
Intervalos de las
Compuesto dturas Promedo dst cv
( mAU)
PA2 6557 - 58,09 6340 5,80 9,15
P A1 10261 - 8491 91,62 8,34 9,10
Isop A1 53,87 - 4731 50,17 2,86 570
PA3 32,16 - 2691 29,12 220 755
n=4
TABLA 18

Precisién del Método, Alturas de las Sefiales Cromatograficas

Intervalos de las
Compueasto aturas Promedo dst cv
( mAU )
P A2 654 - 522 572 0,60 1048
P A1 778 - 621 687 0,74 10,78
Isop A1 394 - 345 368 022 598
PA3 184 - 165 1,74 0,08 458
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3.4 Linealidad

Se determind la linealidad de las respuestas tanto por dreas como
por alturas a las tres longitudes de onda seleccionadas. Se utiliz para ello

el método optimizado en columna C18, 3 pm.

En las Tablas 19 y 20 se encuentran los valores de los promedios,
desviacién estdndar y coeficientes de variacién por dreas, en un intervalo

de masa inyectada de 5 a 200 ng.

Las Figuras 11, 12, 13, 14 y 15 muestran la comparacién de las
respuestas de cada una de las Peroxisomicinas a las tres longitudes de

onda.

En la Figura 16 se presenta una gréifica comparativa de la respuesta
de todas las peroxisomicinas a la longitud de onda 269 nm y en las Figuras
17 y 18 se presentan las grificas correspondientes, a las longitudes de

onda de 310 y 410 nm.

En las Tablas 21 y 22 y en las Figuras 19, 20, 21, 22, 23, 24,25 y

26 se presentan los resultados de linealidad correspondiente, por alturas.
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Figura 11. Linealidad y Ecuaciones de Regresién Obtenidas por Areas de

las Seiiales Cromatogriaficas de P A2 a las Diferentes
Longitudes de Onda.
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Figura 12. Linealidad y Ecuaciones de Regresién Obtenidas por Areas de
las Seiiales Cromatogrificas de P Al a las Diferentes
~ Longitudes de Onda.
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Figura 13. Linealidad y Ecuaciones de Regresién Obtenidas por Areas de
las Sefales Cromatogrificas de P A3 a las Diferentes
Longitudes de Onda.
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Figura 14. Linealidad y Ecuaciones de Regresién Obtenidas por Areas de
las Seifiales Cromatograficas de Isop Al a las Diferentes
Longitudes de Onda.
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Figura 15. Linealidad y Ecuaciones de Regresién Obtenidas por Areas de
las Sefiales Cromatograficas de Isop A2 a las Diferentes
Longitudes de Onda.
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Figura 16. Linealidad y Ecuaciones de Regresién Obtenidas por Areas de
las Sefiales Cromatograficas a 269 nm de las Diferentes
Peroxisomicinas.
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Figura 17. Linealidad y Ecuaciones de Regresién Obtenidas por Areas de
las Sefiales Cromatogriaficas a 310 nm de las Diferentes
Peroxisomicinas.
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Figura 18. Linealidad y Ecuaciones de Regresién Obtenidas por Areas de
las Sefiales Cromatograficas a 410 nm de las Diferentes
Peroxisomicinas.
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Figura 19. Linealidad y Ecuaciones de Regresién Obtenidas por Alturas
de las Sefiales Cromatogrificas de P A2 a las Diferentes
Longitudes de Onda.
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Figura 20. Linealidad y Ecuaciones de Regresién Obtenidas por Alturas
de las Seiiales Cromatogrificas de P Al a las Diferentes

Longitudes de Onda.
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Figura 21. Linealidad y Ecuaciones de Regresién Obtenidas por Alturas
de las Sefiales Cromatogrificas de P A3 a las Diferentes

Longitudes de Onda.
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Figura 22. Linealidad y Ecuaciones de Regresién Obtenidas por Alturas
de las Sefiales Cromatograficas de Isop Al a las Diferentes
Longitudes de Onda.
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Figura 23. Linealidad y Ecuaciones de Regresién Obtenidas por Alturas
de las Seiiales Cromatogrificas de Isop A2 a las Diferentes
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Figura 24. Linealidad y Ecuaciones de Regresion Obtenidas por Alturas
de las Seiiales Cromatogrificas a 269 nm de las Diferentes
Peroxisomicinas.
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Figura 25. Linealidad y Ecuaciones de Regresion Obtenidas por Alturas
de las Sefiales Cromatogrificas a 310 nm de las Diferentes
Peroxisomicinas.
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Figura 26. Linealidad y Ecuaciones de Regresién Obtenidas por Alturas
de las Sefiales Cromatogrificas a 410 nm de las Diferentes

Peroxisomicinas.
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3.5 Limites de Deteccién y Cuantificaciéon
3.5.1 Método Propuesto por IUPAC
En la Tabla 23 se encuentran las distribuciones estindar del ruido,

en la Tablas 24 y 25 se encuentran los limites de deteccién y
cuantificacién por dreas y por alturas calculados por este método.

TABLA 23
Distribucién Estindar del Ruido
Areas Afuras
nm (mAU"seg) (mAU )
269 0,37 0.01
310 0.02 ) 0,01
410 0,07 0,02
TABLA 24
Limites de Deteccién y Cuantificacién por Areas, Utilizando
el Método de la ITUPAC
Limites de deteccion L(mites de cuantificacién
(ng) (ng)

Compuesto 269 nm 310 nm 410 nm 269 nm 310nm | 410nm
PA2 0,11 0,05 0,09 0,36 0,16 0,31
PA1 ‘| 0,11 0,05 0,09 0,36 0,16 0,31
PAa3 0,12 - 0,06 0,11 0,42 0,21 0,37

Isop A 1 0,18 0,03 0,11 0,59 0,11 0,37
Isop A 2 0,29 0,05 0,19 0,98 0,18 0,64
‘ TABLA 25
Limites de Deteccién y Cuantificacién por Alturas, Utilizando
el Método de 1a [IUPAC
Limites de deteccion Limites de cuantificacién
(ng) (ng)

Compuesto 268nm | 310nm 410 nm 269 nm 310nm | 410nm
PA 2 0,03 0,27 0,29 0,10 0,91 0,95
PA 1 0.04 0,30 0,37 0,13 1,00 1,25
PAa3a 0,05 0,43 0,46 0,17 1,43 1,54

Isop A1 0,06 0,23 0,43 0,22 0,77 1,43

I[sop A2 0,10 0,33 0,67 0,33 1,11 2,22
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3.5.2 Utilizando el Error Estindar

La tabulacién de los limites de deteccién y cuantificacion
considerando las 4reas como respuesta de las sefiales analiticas se
encuentra en la Tabla 26 y en la Tabla 27 se encuentran estos mismos
parametros por alturas.

TABLA 26

Limites de Detecci6n y Cuantificacién por Areas, Utilizando Valores
de Error Estdndar

Limites de deteccién Limites de cuantificacién
(ng ) (ng)

Compuesto | 26g9nm | 310nm | 410nm 269 nm 310nm | 410nm
PA 2 6,2 4,9 7,9 20,7 16,2 26,2
PA1 8,5 12,5 11,0 28,4 41,7 36,7
PA3 11,4 4,3 13,2 37,9 14,3 44.0

Isop A 1 3,6 4.6 1,9 8,9 153 6,3
Isop A 2 9,5 10,0 4,0 31,6 33,5 13,4
TABLA 27

Limites de Deteccién y Cuantificacién por Alturas Utilizando Valores
de Error Estdndar

Limites de deteccion Limites de cuantificacién
(ng) (ng)

Compuesto | 269nm | 310nm | 410nm | 269 nm 310nm | 410nm
PA?2 7,4 6,5 6,9 249 21,8 229
PA1 . 7.9 13,5 10,5 263 45,0 35,0
PA3 14,1 8,6 12,2 471 28,6 408

Isop A 1 7,6 2,8 1,3 254 9,2 27,1
Isop A 2 3,5 23 4,3 11,7 7,8 14,4




3.5.3 Método Propuesto Segin la USP XXII
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En las tablas 28 y 29 se encuentran los limites de deteccién y

cuantificacién calculados por el método propuesto por la USP XXII, por

dreas y por alturas respectivamente.

TABLA 28

Limites de Deteccién y Cuantificacién por Areas.

Método Propuesto por la USP XXII

Limites de deteccién Limites de cuantificacion
(ng ) (ng)

Compuesto | 269nm | 310nm | 410nm | 269nm 310nm | 410 nm
PA2 28 1,2 3,0 9,2 6,3 1,3
PA 1 3,2 53 4,7 121 18,4 16,2
PA3 45 11 48 16,4 5,6 18,6

Isop A1 0,9 0,7 1,8 10,5 55 38

Isop A 2 4.2 3,8 04 142 14,3 10,2

TABLA 29
Limites de Deteccién y Cuantificacion por Alturas.
Método Propuesto por la USP XXII
Limites de detecdén Limites de cuantifcacion
. (ng) (rg)

Compuesto |  269nm | 310nm | 410mm | 269nm 310nm | 410nm
PA2 36 2.9 33 114 98 10,4
PA1 20 6,0 5,0 123 20,1 15,9
PA3 56 3,2 48 204 121 17,5

Isop A 1 43 1,6 43 123 45 12,8
Iscp A2 1,0 05 20 46 30 6,5
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3.6 Selectividad de las Seiiales

Los espectros UV-Vis realizados en la salida de la columna, con
detector de arreglo de diodos y la pureza espectral para P Al, P A3 y el

de la Isop Al se encuentran en la Figura 27,

En el estudio de la selectividad de las seiiales se observé que se
presentan dos patrones caracteristicos en las antracenonas estudiadas que
de manera general coinciden con los espectros obtenidos en la Figura 27.
Todas las Peroxisomicinas en estudio presentan dos méximos de absorcion
importante, uno alrededor de los 269 nm y el otro cerca de los 410 nm.
En el casode las Isoperoxisomicinas, aunque sus espectros son semejantes
a los de las Peroxisomicinas, presentan diferencias de absorcién a 263 y
310 nm y un corrimiento de los maximos de 269 nm y 410 nm hacia

longitudes de onda mayores.

En las Figuras 28 a la 32 se encuentran los anélisis de pureza
efectuados mediante la sobreposicién de espectros y el cociente de

absorbancias a diferentes longitudes de onda.
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Figura 27. Espectros UV-Vis de P Al, P A3 e Isop Al.
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3.7 Robustez del Método

En lé Tabla 30 se tabulan los valores de resolucién, en la 31 los
tiempos de retencién y en la Tabla 32 el orden de elucién de los

experimentos efectuados para determinar la robustez del método.

TABLA 30
Resolucién Obtenida en los Experimentos de Robustez

Experimentos
Senfales 0 1 2 3 4 5 6 7 8
1y2 316 | 1,16 | 331 | 289 | 178 | 282 | 195 | 450 | 5,39
2y3 095 | 049 | 017 | 122 | 116 | 000 | 080 | 065 | 0,74
3y4 070 { 026 | 148 | 026 { 100| 138 | 037 | 1,44 | 1,61
4y5 187 ] 007 | 126 | 088 | 269 | 1,10 ] 050 | 222 | 182

0 = Valores Obtenidos con el Método Optimizado, C18 (3 Lm)

TABLA 31

Tiempos de Retencion (min) Obtenidos
en los Experimentos de Robustez

Experimentos

Senales 0 1 5 3 A 5 6 7 8
PA2 2,146 | 1,315 | 2,136 | 2,830 | 2,434 | 1,438 | 1,921 | 3,249 | 2,326
Isop A1 3,443 ] 2,141 | 3,163 | 5418 | 3,092 | 2,203 | 3,768 | 5434 | 3,997
PA1 3889 1,895 | 3225 | 4521 | 3,891 | 2,200 | 3,118 | 5,769 | 4,039
Isop A 2 4,234 | 2,357 | 3,750 | 6,257 | 3,520 | 2,521 | 4,382 | 6,565 | 4,732
PA3 15068 ]2310 {4,166 | 5629 | 4,885 ] 2795 | 4,016 | 7,946 | 5,270

0 = Valores Obtenidos con el Método Optimizado, C18 (3 um)



TABLA 32

Orden de Elucién de las Diferentes Peroxisomicinas
Obtenidas en el Ensayo de Robustez
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Experimentos
0 1 2 3 4 5 6 7 8
PA2 PA2 P A2 P A2 P A2 P A2 PA2 P A2 PA2
Isop A1 PA1 | Isop A1 P A1 | Isop A1 P At PA1 |lisop Al | IsopA1
PA1 | IsopA1 P Al |Isop A1 | Isop Az |Isop A1 [ Isop A1 P A PA1
Isop A2 PA3 |Isop A P A3 P A1 {Isop A2 PA3 |lsop & | IsopA2
PA3 | IsopA2 P A |lIsop A2 P A3 P A3 |IsopA2 PAs PA3

0= Orden de Elucién Obtenido con el Método Optimizado, C18 (3 \Lm)

En las Tablas 33, 34 y 35 se encuentran las diferencias de los

promedios, obtenidos de la Tabla 30 de acuerdo con el método descrito

previamente en el capitulo 2 para decidir si una variable tiene influencia

significativa en el método. En este caso, se consideraron los tiempos de

retencion como parimetro de medicidn.

al Aumentar y al Disminuir los Valores de las Variables.

TABLA 33
Diferencias* de los Promedios de los Tiempos de Retencién Obtenidos

C18, 3 pm.
| V'a - V'b |
Ordende ,

olugén | HAe | Fuo |Hpepiy| Dametro] JRY | Achode] ooyt
PA2 0,055 1,008 0,100 0,216 0,656 0,093 0,236
Isop A1 0,392 1,661 0,060 0,352 1,688 0,081 0,478
P At 0,398 1,945 0,300 0,378 1,162 0,172 0,529
Isop A2 0,830 2,020 0,181 0,343 1,956 0,109 0,563
* PA3 0,760 2,610 0,579 0,638 2,942 0,337 0,703

* En Valores Absolutos



TABLA 34
Diferencias* de los Promedios de los Tiempos de Retencién Obtenidos

~ al Aumentar el Valor de las Variables y los del
Método Optimizado en C18, 3 pm.
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| V'a - V'opt |
OOr?uzr)é(:‘e HAc Fio |H prepny| Didmetro &“}Eﬁ A'g:)"mde s(2)1/2
PA2 0,017 | 0493 | 0,060 | 0,100 | 0,320 | 0,077 | 0236
Isop At 0,191 | 0,825 | 0,035 | 0,182 | 0,786 | 0,035 | 0478
P A1 0454 | 1227 | 0105 | 0444 | 0,831 | 0169 | 0529
Isop A2 0,420 1,139 0,040 0,041 | 1,109 | 0,185 0,563
PA3 0735 | 0660 | 0072 | 0672 | 2485 | 0,193 | 0703
*En Valores Absolutos
TABLA 35

Diferencias* de los Promedios de los Tiempos de Retencién Obtenidos

al Disminuir el Valor de las Variables y los del
Método Optimizado en C18, 3 pm.

| V'b - V'opt |

QOrden de
eludién HAc Flijo  |H prep-iny| Didmetro 1??&‘4’ A“é.'?faf."’ s(2)1/2
P A2 0035 | 0,512 | 0,042 0,116 | 0,336 | 0,093 0,236
Isop At 0,201.] 0,836 | 0,025 0,171 0,802 | 0,046 0,478
P A1 0055 | 0,718 | 0403 | 0,066 | 0,321 0,341 0,529
Isop A2 0410 | 0,877 | 0,221 0,302 | 0,847 | 0,076 0,563
PA3 0,025 0,950 0,651 0,034 0,457 0,144 0,703

*En Valores Absolutos

La desviacion estindar de los tiempos de retencién obtenidos con el

método optimizado se encuentran en la Tabla 36. El producto de este

pardmetro por({19) la raiz cuadrada de dos se tabul6 en las Tablas 33, 34 y

35 para facilitar su contrastacién como se establece en la parte de

métodos.




TABLA 36
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Promedio, Desviacién Estdndar y Coeficiente de Variacién de
los Tiempos de Retencién Obtenidos con el Método Optimizado.

C18, 3 pm

Orden.de Promedio dst cv n
elucién

P A2 2,198 0,167 7,59 36

Isop A1 3,644 0,338 9,27 36

P A1 3,837 0,337 9,75 36

Isop A2 4,391 0,398 9,06 36

P A3 4,982 0,497 9,98 36

Temperatura y % de acetonitrilo se estudiaron por separado ya que
en el estudio inicial se analizaron como una sola variable. El disefio
experimental es el que se encuentra en la Tabla 37. Los resultados se

pueden observar en las Tabla 38.

TABLA 37

Disefio Experimental Para el Estudio de la Temperatura y
el % de Acetonitrilo Sobre la Robustez.

Variable Experimentos
1 2 3 4
Temperatura (°C ) 25 35 Tempamb | Temp amb
% acetonitrilo 30 30 28 32

Las Demé4s Variables Permanecieron Igual que en el Método Optimizado
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TABLA 38
Tiempos de Retenci6n en el Estudio de 1a Temperatura y
el % de Acetonitrilo Sobre la Robustez

Compusstos 1 Tiemposzde retencion ( rgin) -
PA2 2,031 1,875 1,769 1,652
Isop A1 3,352 2,539 2,950 2,579
PA1 3,356 2,994 2,772 2,295
Isop A2 3,920 2,942 3,391 2,917
P A3 4,224 3,738 3,449 2,810

Los valores de las columnas: 1, 2, 3 y 4 son los resultados de los experimentos
numerados de la misma manera en la Tabla 37
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CAPITULO 4

DISCUSION

4.1 Optimizacion de la Separacién

En el presente trabajo se optimizé la separacién analitica por CLAR
fase reversa a partir de un método preestablecido para la determinacién
de P Al. Se probaron distintas condiciones de elucién como gradiente,
composicion y flujo del eluente para la purificacién de cinco antracenonas
diméricas: Peroxisomicinas A2, Al y A3 e Isoperoxisomicinas Al y A2
obtenidas en el Laboratorio de Extraccién y Sintesis del Departamento de
Farmacologia y Toxicologia como se describe en el diagrama de la Figura
6. La separacién analitica obtenida con el método preestablecido para la
determinacién de P A1 se observa en el cromatograma de la Figura 7. De
éste se calcularon los valores de los pardmetros de retencién, separacion y
resolucién: k', o, R, encontrindose que si bien existe separacion de los
compuestos, ya que se obtienen valores aceptables de ¢, las resoluciones
no son tan buenas principalmente entre los compuestos P Al-Isop Al e
Isop A1-P A3. Después de efectuar la revision de todos los cromatogramas
obtenidos con las diferentes condiciones de elucién de prueba, se concluyé

que las condiciones que aparecen en la Tabla 9, utilizando columna C18 de
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5 um con las que se obtiene el cromatograma de la Figura 8 fueron las
mejores de todos los experimentos efectuados. El coeficiente de
deseabilidad obtenido fue de 4,59 que comparado con el obtenido con las
condiciones iniciales, de 2,56 indica que los pardmetros en estudio de
manera conjunta se optimizaron en un 79%. Las condiciones de elucién
optimizadas de esta manera en columna C18 de 5 pm se probaron también
en columna C18 de 3 um. El coeficiente de deseabilidad aumenté hasta
6,12 lo que representa una optimizacién de 140 % de los pardmetros
analizados con respecto a los de las condiciones iniciales. El
cromatograma con estas Ultimas condiciones aparece en la Figura 9. Se
observa mejoria en la resolucién, aprecidndose ademads, una sefial que se
encuentra entre las sefiales de P A1 y P A3 con tiempo de retencién de
4,23 minutos, que corresponde a Isop A2, compuesto actualmente en
estudio en el Laboratorio de Extraccién y Sintesis del Departamento de
Farmacologl'a y Toxicologia. Este compuesto no se detectaba porque
quedaba oculto con P A3 en la separacién analitica con el método anterior.
La obtencién del estdndar de este compuesto requirié la repurificacién de
la Isop Al ya que estos compuestos se extraen en la misma fraccién en el

proceso de purificacién.

Los valores de resolucién que se obtuvieron en este Wltimo
cromatograma fueron 2,83 para el par P A2-Isop Al, 1,00 para las sefiales
de Isop A1-P Al y 2,44 entre P Al1-P A3. Estos valores junto con el
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coeficiente de deseabilidad los consideramos apropiados para decir que

nuestro objetivo de optimizar la separacién analitica se habia cumplido.

Los resultados obtenidos durante la optimizacién del método se
sometieron a un prdceso de validacién, determindndose en éste: la
precisién del sistema y del método, la linealidad de la respuesta, los
limites de deteccién y cuantificacién del método, la selectividad de las

sefiales y la robustez del método.

4.2 Precision del sistema y del método
\ 4.2.1 Precision del sistema

Para evaluar la precisién del sistema se determiné el promedio, la
desviacién estdndar y el coeficiente de variacién de los tiempos de
retencién, las éreas.y las alturas de las sefiales analiticas de P Al, P A2,
P A3 e Isop Al. Se encontré que los coeficientes de variacion para los
tiempos de retencién fueron todos menores de 1,17. Para las 4reas, este
parimetro oscilé entre 0,76 a 1,06. Los coeficientes de variacién de las
alturas fueron menores de 1,47. Estos valores de los coeficientes de
variacion obtenidos establecen que el sistema tiene una precisién aceptable

en la determinacién de las sefiales analiticas estudiadas.
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4.2.2 Precision del método

En la evaluacién de 1a precisién del método se encontré que los
coeficientes de variacién de las dreas oscilaron entre 5,70 a 9,15 y de las
alturas estuvieron entre 4,60 y 10,48 para las seiiales de los compuestos

estudiados. '

El coeficiente de variacién en pruebas interlaboratorios, para la
concentracién usada en este experimento, segiin estudios efectuados por

Horwitz(22), es recomendable que no exceda de un valor de 11,3.

Para estudios intralaboratorio, el coeficiente de variacién
permitido, segin la misma referencia, debe ser hasta la mitad o la tercera
parte del valor de este parimetro interlaboratorio lo que arroja un

coeficiente de variacion para estudios intralaboratorio de 8,5.

En nuestro caso, los coeficientes de variacién obtenidos fueron de
4,58 a 10,78. Siendo los coeficientes de variacioén de las Peroxisomicinas
Al y A2 las que exceden del valor recomendado ya que estos son 9,15 y
9,10 para la precisién de las 4reas y para las alturas 10,48 y 10,78
respectivamente. De acuerdo a esto podemos observar que se tienen
coeficientes de variacién experimentales cercanos a los limites tedricos

recomendados.
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4.3 Linealidad

La lincalidad de las respuestas tanto por dreas como por alturas se
determin6 a 269, 310 y 410 nm para P Al, P A2, P A3, Isop Al e
Isop A2. Isop A2 se incluy6 en la investigacién a partir de esta etapa,
cuando ya se habia logrado purificar. En todos lo casos se trabaj6 con
concentraciones correspondientes a un intervalo de 5 a 200 ng de masa
inyectada. Se encontré que en este intervalo de masa inyectada existe
correlacién para todos los compuestos tanto por dreas como por alturas y

a todas las longitudes de onda estudiadas.

Se puede observar que a 269 nm, la respuesta por 4reas de P Al y
P A2 son pricticamente iguales y que es a esta longitud de onda donde se
tienen los valores mas altos de la pendiente. Para la linealidad a 410 nm
aunque con menor respuesta, se aprecia el mismo comportamiento que el
descrito a 269 nm. A 310 se ve mayor respuesta para la Isop Al. El
mismo comportamiento se observa para la linealidad descrita por 4reas y

en donde la mayor respuesta se observa a 269 nm.

- 4.4 Limites de deteccion y cuantificacion

Los limites de deteccién y cuantificacién se calcularon utilizando
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tres métodos distintos. Los resultados que se obtuvieron con el método
propuesto por la IUPAC se presentan tanto por 4reas como por alturas en
las Tablas 23 y 24. Las que se obtuvieron con el segundo método, en el
que se utilizé el error estdndar se encuentran en las Tablas 25 y 26, y los
valores obtenidos segiin el método de la USP XXII en las Tablas 27 y 28.

Los resultados obtenidos con el método propuesto por la IUPAC,
son cantidades pequefias con las que dificilmente se podrin realizar
trabajos experimentales precisos. Se puede observar que en la
determinacion de los limites de deteccién y cuantificacién no se contempla
la precision del método, sélo la capacidad del aparato para producir ruido
instrumental y como el CLAR utilizado en este estudio tiene un nivel bajo
de ruido, la sefial que se encuentra 3 o 10 desviaciones estandar por arriba
del promedio del ruido instrumental, adjudicables al limite de deteccién y

cuantificacién respectivamente, son sefiales pequeiias.

Los limites de deteccién obtenidos por los otros dos métodos fueron
mayor a los esperados y reportados, dado que en estos dos casos se toma
en cuenta la precisién del método desde la preparacion de la muestra,
consideramos que estos valores pueden ser mejorados si se optimizan las
condiciones de preparacién y mediante el empleo de volumenes mayores

durante la preparacién de las muestras.
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4.5 Selectividad de las seiiales

Los espectros de los compuestos estudiados nos muestran

béasicamente dos patrones semejantes de absortividad.

P Ail, P A2 y P A3 presentan una regién de absorcion intensa entre
220 5 270 nm con un maximo de absorcién débil en la regién 410 a 420
nm; pero Isop Al e Isop A2 presentan ademds del comportamiento
explicado para las Peroxisomicinas anteriores una absorcién méixima
intensa en 263 nm. A 310 nm se percibe que Isop Al e Isop A2 presentan
mayor absorbancia que las Peroxisomicinas descritas, por lo que esta
longitud de onda se usa para darle mayor especificidad a la determinacién
de estas antracenonas. El nivel de pureza de todos los picos estudiados
establecido por medio del cociente de absorbancias y sobreposicién de
espectros fue mayor del 99 % lo cual indica que los estindares utilizados
en esta investigacién fueron lo suficientemente puros para que los

resultados obtenidos fueran confiables.

4.6 Robustez

El pardmetro que se selecciond para estudiar el efecto de las
variables en el ensayo de robustez fue el tiempo de retencién, por estar

involucrado con los pardmetros de separacién y resolucion.
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Al aplicar el criterio de seleccién propuestos en el disefio de Placket
y Burman(1?), se llega a la conclusién de que las variables que tienen
influencia significativa en el anélisis son bisicamente el flujo, la
proporcién de acetonitrilo y temperatura; produciendo estos dos ultimos
pardmetros, alteracién en el orden de elucién. En el caso de la
temperatura, cuando se trabajé a 35 °C se observé un ensanchamiento de
las sefiales cromatograficas, lo que trae como consecuencia una

disminucién de la resolucién.

La influencia de factores como la concentracién de 4cido acético y
didmetro de la particula, aunque produjeron modificaciones en los
tiempos de retenci6n, su efecto sobre el método, de acuerdo al criterio

empleado no fue significativo.



CAPITULO 5
CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1 Conclusiones

1.- Se logré optimizar el método para la determinacién de las
Peroxisomicinas estudiadas, ya que las condiciones de elucién encontradas
mejoraron el coeficiente de deseabilidad descrito de 2.60 para las
condiciones prestablecidas a 4,59 y 6,12 para columnas de 5 y 3 pm lo

" cual repfesenta un 79 % y un 140 % respectivamente.

2.- La evaluacién de la precisién del sistema nos informa de que éste tiene
una buena precision en la determinacién de las antracenonas descritas.
Mientras que los valores obtenidos de los coeficientes de variacién del
método, aunque relativamente altos, se encuentran dentro de los

recomendados por la bibliografia respectiva.

3.- Se determiné la linealidad de las respuestas de las antracenonas
estudiadas de manera gréfica y las ecuaciones de regresién. Se encontré
correlacién lineal en el intervalo de masa inyectada de 5 a 200 ng a 269,

310 y 410 nm por 4reas y alturas.

79
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4.- Los limites de deteccién y cuantificacién encontrados por tres métodos
distintos establecen la necesidad de aumentar la precisién del método hasta
lograr valores mas bajos de error estdndar en las lecturas de cada muestra

estudiada.

5.- Del ensayo de robustez, se concluye que el flujo, el % de acetonitrilo y

. la temperatura tienen influencia significativa sobre el tiempo de retencidn.

5.2 Recomendaciones

Todos los estdndares de los compuestos estudiados se preparan de
manera habitual en metanol, sin embargo estudios de solubilidad de Isop
Al e Isop A2 revelan que soluciones mis homogeneas de estos compuestos
se consiguen si Isop Al se disuelve primero en el volumen minimo de una
mezcla etanol:DMSO (2:1) e Isop A2 en DMSO aforandose luego de la
manera habitual con metanol. La preparacién de un volumen total de la
solucién madre de los estdndares utilizados de 10 mL en vez de una
solucién de 1 mL contribuird también a mejorar los valores de
correlacién lineal y de precisién para cada punto determinado en las

determinaciones que se hagan de estos compuestos.

El mejoramiento en la precisién del método proporcionard mejores
elementos para la determinacién de los limites de deteccién y

cuantificacién ya que el comportamiento del error estindar del método
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ubicar4 estos valores dentro de los limites aceptable esperados.

En el estudio de robustez se aprecia que el orden de elucién de los
compuestos estudiados es sensible al cambio de variables experimentales;
tales como. el flujo, % acetonitrilo y la temperatura. Es pertinente
profundizar més en esta parte de los resultados para establecer el
mecanismo de inversién en el orden de elucién de los compuestos
estudiados. Al conocer la forma en que se produzcan estos cambios en la

elucién se podra aumentar la reproductibilidad de los resultados
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