CAPITULO 1

INTRODUCCION

1.1 Antecedentes

En el afio de 1981, se inicid en el departamento de Farmacologia y
Toxicologia de la Facultad de Medicina de la Universidad Auténoma de Nuevo
Ledn, una investigacion sistematica encaminada al estudio de los componentes
presentes en las plantas del género Karwinskia, inicialmente en la K.

humboldtiana y posteriormente en otras especies’.

El género Karwinskia, taxonomicamente se encuentra clasificado dentro
del orden de las Rhamnaceas e incluye 15 especies de las cuales por lo menos

11 se encuentra en México'.

El objetivo inicial de dicho proyecto fue el de identificar los efectos
téxicos producidos por los compuestos presentes en la planta, que en general
han sido descritos como dntracenonas diméricas. La descripcion de la toxicidad
de estos compuestios se remonta al siglo XVIIl en el que el sacerdote jesuita
Francisco Javier Clavijero describe los efectos prodl‘Jcidos al ingerir el fruto de

estos compuestos®. Actualmente se sabe que la planta contiene compuestos



que producen, ademas de los efectos neurotéxicos, necrosis de higado

hemorragia pulmonar entre otros':34,

En 1990, Pifieyro Lépez>® encontrd que uno de estos compuestos, el
cual en 1975 habia sido denominado por Dreyer y colaboradores como T- 514
por su peso molecular’, tenia actividad citotoxica selectiva in vitro sobre células
neopléasicas. Estos resultados fueron comroborados en la Universidad de
Friburge y en Berlin, Republica de Alemania y en el Instituto Nacional del
Cancer de los Estados Unidos'. Dicho hallazgo motivé a otros investigadores, a
estudiar mas profundamente su mecanismo de accién. Actualmente, su
evaluaciéon como agente antineoplasico se encuentra en la etapa de fase clinica

| y ya se han otorgado patentes para su uso'.

Entre los intentos por encontrar €l mecanismo de accién, se encuentran
los hallazgos de Garza Ocafias y colaboradores®, quienes demostraron que
este compuesto tiene efecto sobre la lipidoperoxidacién microsomal hepatica.
Sepulveda demostrd que la T-514 produce dafio selectivo e irreversible sobre
los peroxisomas de levaduras metilotréficas®, por lo que su nombre fue
substituido por el de Peroxisomicina A1 (PA1). Moreno y colaboradores'®
demostraron, en estudios realizados in vitro, una inhibicion no competitiva de la
Catalasa por la PA1 y algunos de sus isémeros. Recientes estudios realizados
por Martinez y colaboradores, han mostrado que la PA1 acta como un potente
agente inductor de apoptosis, a través de la inhibicién de la Topoisomerasa Il
del DNA, del PARP (polimerasa de la adenina ribosa) y de las caspasas 3 y 8,

iniciadores de la via de transduccion de este mecanismo!112



La asignacion "A" para la PA1 fue establecida segun la nomenclatura de
Steglich y Gill'®, que toma en cuenta la curva de dicroismo circular. En este
sentido, tanto la PA1 como sus isémeros, muestran un efecto Cotton positivo a
una longitud de onda de 270 nm y un efecto Cotton negativo a longitudes de
onda mayores''* o cual coincide con la asignacion “A” segun la nomenclatura

de Steglich.

Ademas de la T-514, ahora llamada PA1, Dreyer’ caracterizé en 1975
otras fres antracenonas diméricas extraidas del fruto de K. humboldtiana a las
que denomind por su peso molecular T- 544, T-516 y T-496, (Figura 1). De
estos compuestos, Bermudez encontré que la T-544 es la responsable de la

neurotoxicidad del fruto y la T-496 tiene un intenso efecto catértico’,

Waksman y colaboradores'® en 1992, obtuvieran y caracterizaron de K,
parvifolia, tfres compuestos: la PA1 y la T-496, ya descritos por Dreyer en los
frutos de K. humboldtiana; y un diasteroisdmero de la T- 514, actualmente

denominado Peroxisomicina A2 (PA2) (Figura 1).

Rivas'® en 1995, aisl6, purificd y caracteriz6, de los extractos del fruto de
K parvifolia, el compuesto descrito por Dreyer como T-516. Tambieén aislo y
caracterizd otros dos compuestos no reportados previamente en la literatura a
los que denomind compuesto Y y X. Posteriormente Rivas demostrd que Y era
un diateroisomero de la PA1, distinto al citado previamente, al cual denominé
Peroxisomicina A3 (PA3) y el compuesto X comespondia a un isdmero de

posicidn de PA1; al que denomind Isoperoxisomicina A1' (IsoPA1) (Figura 1).



La composicion quimica de las distintas especies es muy variada, y
depende entre otros, de factores como la humedad, el sitio y la época de
recoleccion'’. La K. parvifolia, es una de las especies que contiene mayor
porcentaje de PA1, su contenido es menos variable y ademas, el proceso de

purificacién se ha facilitada debido a que no contiene T-544 '8,

A partir de 1987, los métodos de extraccidn y purificacion de estos
compuestos'®22' principalmente de la PA1, se han ido mejorando; esto con el

proposito de obtener mayor cantidad del producto y con un alto nivel de pureza.

Una de las dificultades que se tienen durante el proceso de obtencidn de
los compuestos y durante su vida de almacenaje, es la facilidad con la que se
descomponen®?®, asi como la presencia de impurezas naturales que son co-

extraidas durante los procesos de obtencion y purificacion.

Actualmente se utilizan para sl control de calidad de la PA1, ensayos
biolagicos y fisicoquimicos. Dentro de las pruebas fisicoquimicas se incluye: el
punto de fusidn inicial y final; la cromatografia en capa delgada en fase normal y
en fase reversa, el analisis espectrofotométrico UV-Visible y el analisis por
Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucion {CLAR)?. Para la realizacion del
analisis espectrofotométrico UV-Visible, se obtienen los cociente de las
absorbancias del compuesto a cuatro longitudes de onda: 430/415, 270/415,
2701222 nm y se comparan con el cociente de fos datos obtenidos de un

astandar.
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Los criterios de pureza por CLAR sé basan en primer lugar en la
existencia de una sola sefal cromatografica. Posterormente, se realiza el
andlisis espectral de la sefal, generada por un detector de arreglo de diodos, a
un intervalo de longitud de onda de 220 a 500 nm. Et andlisis de pureza
espactral se realiza por sobreposicion de espectros y por el cociente de sefiales

a las longitudes de onda de 269, 310 y 410 nm.

Durante el analisis de pureza espectral de la PA1 por CLAR, han surgido
algunas complicaciones, ya que existen factores que influyen notoriamente en
los resultados del analisis. Ensayos preliminares mostraron que factores tales
como la concentracion del analito y la seleccidn de los especiros de referencia,
afectan significativamente los resultados, mientras que otros factores, como
pequenas variaciones en la composicion de la fase movil y el pH no afectan

significativamente los resultados det andlisis™.

En 1987, Molina realizd un estudio para determinar los limites de
deteccidén de los contaminantes naturales, que con mayor frecuencia se
presentan en los lotes de PA1%. Este estudio lo realizd para cada una de las
pruebas fisicoquimicas incluidas en el control de calidad de la PA1. Los
compuestos considerados en el estudio fueron: la Peroxisomicina As, 1a IsoPA1
y la T-516, compuestos que en CLAR-fase reversa, método que actualmente se
emplea como etapa final en el proceso de purificacion, tienen tiempos de
retencion muy cercanos a los de la PA1. Entre los resultades obtenidos de
dicha investigacion, se encontrd que CLAR-fase reversa presentaba la mayor

sensibilidad para detectar PA3, a partir de concentraciones de 1.8%. IsoPA;,



podia ser detectada como impureza, por espectroscopia UV-Visible en un
cociente de absorbancia de 280/437 nm a partir de una concentracién de
1.25%. Para el compuesto conocido como T-516 la mayor sensibilidad se
encontré cuando se trabajd con espectroscopia UV-Visible empleando el
cociente de absorbancias de 270/222, donde se pudo detectar la impureza a

concentraciones de 0.8%.

De los contaminantes naturales mencionados anteriormente que son co-
extraidos junto con la PA1, la isoPA1 es |la que presenta mayor dificultad para
su separacion. Su identificacion por CLAR se dificulta debido a que su tiempo
de retencidn varia mucho durante la vida de la columna®?, atn bajo las
mismas condiciones de elucion. En cierto momento de la vida de la columna, la
sefal corespondiente a este compuesto se sobrepone con el de ta PA1 por lo

que su identificacion y cuantificacion se dificultan.

En la actualidad, la mayoria de los lotes que se han obtenide presentan
una pequefa cantidad de ese compuesto; sin embargo pasan la pruebas de
control biolégico establecidas. Nuestra interés se enfoca mas que a eliminar
completamente la impureza, poder conocer exactamente su concentracion en
los lotes y de esta manera establecer un pardmetro de contro! de calidad para

acaptar o rechazar el producto.



1.2 Métodos Alternos para el Control de Calidad

Con el proposito de caracterizar, cuantificar y llevar a cabo el control de
calidad de los compuestos extraidos, ha surgido la necesidad de mejorar los
métodos de andlisis existentes; y a la vez implementar nuevos métodos que

permitan complementarlos.

Para el control de calidad de la PA1, actuaimente se emplean la
espectroscopia UV-Visible y CLAR, las cuales se aplican de manera cualitativa.
Para este trabajo, se propone buscar alternativas para mejorarlas, a través de

recursos que permitan aumentar su sensibilidad y selectividad.

Por otro lado, también se considera la posibilidad de introducir otras
técnicas que al momento no han sido exploradas, tales como la espectroscopia
de Infrarrojo (IR), la resonancia magnética nuclear de hidrégeno ("HRMN) v la

polarimetria.

La espectroscopia de IR, es una técnica que en la actualidad permite,
ademas de identificar compuestos, realizar su cuantificacion bajo condiciones

apropiadas®®2*%

, Ya que al igual que en UV-Vis, la absorbancia de las sefiales
espectrales, obedece la ley de Beer™ E| empieo de las transformadas de
Fourier ha contribuido en gran medida al procesamiento de las sefiales

analiticas asi como a la resolucion de bandas sobrepuestas.

La RMN es una herramienta analitica que ha sido reconocida por su

utilidad en la elucidacion de estructuras. El advenimiento de instrumentos de



alta sensibilidad ha permitido su empleo en anélisis cuantitativos™32 a través de
la integracion de las sefales, la cual es directamente proporcional a la
concentracidn molar de los compuestos. La pureza de un compuesto puede ser
establecida por relacién entre el area de una sefal de hidrogeno bien definida
del compuesto principal con el &area de otra senfal comespondiente al
contaminante, con Ja condicidon de que las sefales no se superpongan. Las
caracteristicas de los espectros de 'HRMN de la PA1 y de las otras
antracenonas, permite predecir que esta técnica también podria ser de utilidad

para el control de calidad del compuesto de interés.

La rotacion éptica de un compuesto puro bajo condiciones especificas
proporciona una constante fisica que se utlliza como parametro de control de
calidad en industrias farmacéuticas y de alimentos®. Se empiea para evaluar la
pureza de compuestos Opticamente actives, que presentan la caracteristica de
desviar el plano de luz polarizada; esta es una caracteristica de muchas
sustancias naturales tales como aminoacidos, estercides, alcaloides,
carbohidratos, etcétera. La naturaleza quiral de la peroxisomicina nos permite
predecir la posibitidad de emplear la técnica como un parametro de pureza,
adicional a los métodos establecidos. Una variacién en la rotacién optica

indicaria |a presencia de impurezas en la muestra.
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1.2.1 Métodos Quimiométricos de Andlisis

La Quimica Analitica se ha desarrollado notoriamente en los Gltimos
afos, con la introduccion de los métodos quimiométricos. La quimiometria es
un recursc de la Quimica Analitica basado en el tratamiento matematico
indirecto de datos observados. Su aplicacién incluye el disefia de experimentos,
la optimacidén y validacidn de meétodos, el procesamiento de sefiales, la
calibracion multivariante, estudios de relacién de estructura-actividad, etcétera.
La mayoria de estas técnicas son aplicadas en la actualidad por los

espectroscopistas.

1.2.1.1 Derivadas

Entre los métodos empleados para el procesamiento de sefales, la

espectroscopia de derivadas®**!

es una técnica que se ha empleado para el
andlisis de compuestos cuyos patrones especirascopicos son muy complejos,
por lo que el tratamiento cuantitativo de los espectros de orden cero es dificil o

imposible.

La tecnica consiste en graficar la 1a, 2a, o n derivada de la respuesta,

respecto a la longitud de onda {Figura 2).

Cuando se tiene un espectro con una banda de absorcion simple, los dos
puntos de inflexién y el maximo de absorcidén poseen una longitud de onda

caracteristica, independiente de la concentracion. Por consiguiente, la funcion
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dA/dA, correspondiente a la primera derivada, pasa por un maximo y un minimo
en los puntos de inflexion, mientras que en el maximo del espectro, [a diferencia
de absorbancia es cero. La segunda derivada presenta dos maximos,
correspondientes a los puntos de inflexion del espectro de la primera derivada y

un minimo que corresponde el maximo del espectro original.

dA/dA \f’

d 2A/da?

Figura 2
Espectros de absorcion de orden cero (superior) y primera (centro) y

segunda derivada (inferior) de una seiial. El maximo de la seiial
coiresponde al cero en 12 derivada y.al minimo en 2° derivada.

La espectroscopia de derivadas aumenta la estructura fina de las curvas
espectrales, por lo que también se emplea para la deteccién de caracteristicas

espectrales de componentes no resueltos. La técnica incrementa notablemente
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la sensibilidad y la selectividad lo que permite la resolucion de forma directa sin
tener que efectuar separaciones. La diferenciacion tambien discrimina bandas
estrechas frente a las bandas anchas; la amplitud de {a derivada de orden n
(Dn), considerada como la distancia vertical entre un maximo y un minimo, esta
relacionada con la enésima potencia de la inversa del ancho de la banda (W)
del espectro de orden cero: Dn o (1MW)", por Io que la presencia de un
componente de la matriz que se encuentre en exceso y que oarigina un espectra
ancho, presentara una banda de amplitud mucho menor que la del componenta
que presente la banda estrecha, lo cual facilita su cuantificacion. Este es el caso
de un solvente, 0 algin componente de ia matriz que se encuentre en gran

cantidad y que origine un espectro ancho.,

Una de las técnicas mas empleadas para la cuantificacion en
espectroscopia de derivadas es la técnica de cruce al cera® 2, |a cual consiste
en seleccionar una longitud de onda a la que el compaonente que no se desea
cuantificar dé respuesta de cero en el espectro derivado y que el componente

que se pretende analizar, si presente respuesta (Figura 3).

La medicidn realizada en la mezcla a esa longitud de onda, estara en

funcidn unicamente de la concentracidén del componente que se analiza.
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Figura 3

Aplicacion de la técnica de cruce al cero para realizar la
cuantificacién mediante el empleo derivadas

1.2.1.2 Calibracién Multivariante

En ocasiones, cuando se tienen mezclas complejas, también se recurre a
una resolucidbn matematica de mezclas, la cual se emplea cuando los
procedimientos fisicos y quimicos son dificiles de realizar. Es una alternativa
rapida y precisa. Los meétodos de calibracion multivariante, han tenido gran

aplicacién en los Uitimos afos para el andlisis cuantitativo de compuestos™*0,
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La ventaja que tienen los métodos de calibracion multivariante sabre los
tradicionales, es que en lugar de emplear un solo punto del espectro para la
cuantificacion, se pueden emplear diferentes puntos espectrales, incluso todo
un intervalo del espectro, lo cual permite la investigacion de sistemas
complejos. La calibracion multivariante se emplea en el andlisis de sistemas con
interferencias quimicas, aunque no se encuentren definidas, sin necesidad de

manipular excesivamente la muestra™.

En el caso de la PA1, los espectros UV-Visible de los posibles
contaminantes naturales son muy Similares (Figura 4), por 10 que la
identificacion y cuantificacion de los contaminantes por la técnica tradicional de

analisis univariable es de poca o nula utilidad.

1-’] PA1 /A IsoPA1

13

T Y T 1 A R G S T

250 300 350 400 450 500 550 600 650
Arbitrary Y/ Arbitrary X Overlay Y-Zoom CURSOR
Fila # 2 10MCG Res= None

Figura 4
Espectro UV-Visible de PA1 e IsoPA1
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El disefio de un experimento para la cuantificacion de la peroxisomicina
por especiroscopia UV-Visible, con empleo de métodos de calibracion
multivariante, nos facilitaria identificar la presencia de contaminantes y

determinar la concentracidn a ia cual se encuentran.

Al igual que en la espectrofotometria UV-Visible, en |a espectroscopia de
IR, las técnicas de calibracion multivariante, asi como el empleo de derivadas
se han utilizado en la resolucién de mezclas de compuestos con espectros muy

semejantes, que bajo condiciones de orden cero son dificil de resolver 29344398

1.2.2 Aplicacién de Derivadas y Andlisis de Pureza en Cromatografia

Recientemente, algunos autores han reportado el empleo de diversos
algoritmos matemdticos para el andlisis de picos no resueltos en
cromatografia® -, Dentro de ellos el método de derivacidn matematica de tos
cromatogramas, se recomienda en los casos en los que se tienen
cromatogramas con sefiales no resueltas®'. Un cromatograma derivado es la
representacion grafica del cociente diferencial dA/dt, donde “"A" representa la
respuesta del detector y "t" el tiempoc de elucion. Cabe recordar que en [a
primera derivada, los maximos de la sefial cromatografica se convierten en
puntos donde dA/dt = 0, mientras que los puntos de inflexién se convierten en
maximos 0 minimos. Dadas las dificultades que se han presentado durante los
procesos de separacion, se considerd que el empleo de derivadas pudiera

mejorar los resultados de cuantificacion de isoPAT en lotes de PAA1.
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El andlisis de pureza espectral de un pico cromatografico, mediante el
empleo de detectores de arreglo de diodos, se lleva a cabo por diferentes

técnicas™¢.

Entre ellas. la sobreposicion de espectros normalizados en
diferentes puntos del pico cromatografico, la sobreposicion de cromatogramas
obtenidos a diferentes longitudes de onda y la relacion de absorbancias a
diferentes longitudes de onda a través de la sefial cromatografica. La eficacia
de los resultados obtenidos con las técnicas mencionadas, depende del control
de algunos factores que influyen en el analisis, tales como la composicion de la
fase movil, la concentracion de los analitos, el intervalo espectral, el nimero de
espectros por pico y las longitudes de onda tomadas en la relacidn de

absorbancias®. Por este motivo, otro de los propdsitos de este trabajo ha sido

aptimar parametros para este analisis.

De esta manera, dadas las caracteristicas fisicoquimicas de 10s
compuestos de interés, la necesidad de mejorar los métodos de control de
calidad de la PA1 y las venlajas atribuibles a los métodos quimiométricas, nos

propusimos la siguiente hipdtesis de trabajo:



HIPOTESIS

El Analisis de Pureza de la Peroxisomicina A1 podra ser mejorado

mediante el Tratamiento Matematico de Datos

17



OBJETIVO GENERAL

Desarroliar y Validar Nuevos Métodos Analiticos para el Control de

Calidad de la Peroxisomicina A1

13
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OBJETIVOS ESPECIFICOS

1) Establecer criterios de pureza espectral UV-Visible para PA1, mediante el

empleo de derivadas y el andlisis multicomponents.

2) Establecer l10s parametros de pureza cromatografica y especiral para PA1

mediante CLAR - arreglo de diodos.

3) Realizar el andlisis y establecer parametros para la cuantificacion yfo

andlisis de pureza de PA1 e IsoPA1 por espectroscopia de IR.

4) Establecer parametros de pureza de PA1 a través de la medida del poder

optico rotatorio de los compuestos.

5) Establecer los parametros de pureza para la PA1 por 'HRMN

6) Evaluar los resultados obtenidos de los objetivos 1 al 5 y proponer nuevos

parametros fisicoquimicos de control de calidad para la PA1.
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CAPITULO 2

MATERIAL Y METODOS

2.1 Material y Equipo

2.1.1 Equipo Analitico

Espectrofotdmetro Beckman DU 7500 de arreglo de diodos con celdas de
cuarzo de 1 mb de capacidad, 1 cm de trayecto éptico.

Espectrofatémetro Infrarrojo (FT-IR) Bruker Modelo Vector 22, celda con
ventanas de CaF;

Cromatdgrafo de Liquidos HP 1020 con detector de arreglo de diodes.
Columna Fase reversa Hypersil ODS de 100 x 2.1 mm, tamario de particuia
5 um.

Polarimetro Perkin Elmer modelo 341 c-on filtros de diferentes Ionditudes de
onda.

Espectrometro de Resonancia Magnética Nuclear (RMN) modelo DPX 400

Balanza analitica Sartorius modelo Ba 1105
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Potencidmetro Beckman modelo 3500 con electrodo de vidrio, para la

medicién de pH.

2.1.2 Programas Computacionales

Para el procesamiento de sefiales y Analisis Multicomponente (AMC) se

empled el programa de cdmputo Galactic Grams 32 v5, de |la casa comercial

Galactic, Salem, N. H.

Para el procesamiento estadistico de los dates se emplearon los

programas Microsoft Office Excel 97 y el Paquete Estadistico Dr. Emilio

Qlivares.

Para el Anaiisis de Pureza de pico cromatografico: HP HPLC 3D Chem

Station.

2.1.3 Material General y de Vidrio

Pipetas automaticas de volumen variable: 102 100 uyL y de 1002100 uL y

puntillas apropiadas.
Viales: de 2 y 4 mL con tapén de rosca y sello de teflon.

Equipo de Filtracion de Solventes y muestras para Cromatografia Millipore,
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Filtros Millipore HVLP de porasidad 0.45 um tanto para muestras come para

solventes empleados en cromatografia.

2.1.4 Estandares

Los estdndares de la PA1 fueron proporcionadas por et Iaﬁoratoﬁo de
produccion del departamento de Farmacologia y Toxicologia. Algunos de ellos
repurificados en el laboratorio de extraccion, mediante cromatografia de
exclusion molecular en columna gravitacional con Sephadex LH-20, fase movil
Metanol con 0.1% de Acido Acético ®. La IsoPA1 fue proporcionada por

laboratorio de extraccion del mismo departamento'®.

2.1.5 Reactivos

Agua, Metanol y Acetonitrilo Grado CLAR, Merck

Tetracloruro de carbono

Cloroformo y cloruro de metileno Suprasov (para andlisis organico de trazas),
Merck

Ac. Acético

Agua grado CLAR

DMSO- dé



23

2.2 Métodos

2.2.1 Espectroscopia UV - Visible

En todos los casos, los analisis fueron realizados en el espectrofotémetro
Beckman DU 7500 de arreglo de diodos y los datos fueron transformados a

formato ASCIl y exportados posteriormente al Programa GRAMS 32 v5.

2.2.1.1 Determinacidn de los Limites de Deteccién y Cuantificacion
Instrumentales

Para establecer los limites de deteccidn y cuantificacion instrumentales,
se empled como blanceo agua grado CLAR. Posteriormente se hicieron tecturas
repetidas (n=20), de una misma muestra de metanol (solvente que se empled
en las determinaciones) a diferentes longitudes de onda. Se calculd la
desviacion estandar de las absorbancias del metanol. Se establecieronlos LD y
LC instrumentales (3 y 10 veces la desviacién estandar de las sefiales de

metanol respectivamente“).
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2.2.1.2 Cuantificacion con Espectros de Orden Cero

Para la cuantificacién de la PA1 asi como de la 1soPA1,. se prepararon 5
soluciones estandares, en concentraciones cuyas lecturas de absorbancia para
la senal de mayor intensidad, estuviera entre 0.2 y 1.2 unidades Las soluciones
s@ prepararon a partir de una solucion de 1 mg en 10 mL, preparada en en
metanol. El intervaio espectral que se empled fue de 220 a 600 nm. El intervalo

de concentraciones fue para la PA1 de 1 a 12 pg/mL y para la IsoPA1 de 0.8 a

10 pg/mL. Todas las diluciones se hicieron por triplicado,

Las curvas de calibracién de la PA1 se realizaron a las siguientes
longitudes de onda: 225, 270 y 420 nm. Las curvas de calibracion de la 1soPA1
se realizaron a 228, 280, 322 y 425 nm. Se determiné el factor de respuesta
promedio de todos los niveles de concentracidn de cada curva de calibracion. El
calculo del factor de respuesta se realizd mediante el siguiente criterio:

absorbancia
FR =

Concentracion

2.2.1.3 Precisién

Con los datos espectrales que se obtuvieron, se calcularon los cocientes
de absorbancia a diferentes longitudes de onda, en las distintas

concentraciones a las que se trabajd y se calcularon los coeficiente de
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variacion de los resultados. Las longitudes de onda para la PA1fueron: 225/420,
270/415, 2251270, 225/415, 270/420 Las longitudes de onda para IsoPA1fueron:

280/322, 4251225, 4251280 y 280/228.

2.2.1.4 Obtencidn de los Espectros Derivados

Los espectros de los estandares de PA1 e IsoPA1 obtenidos
previamente, fueron procesados para obtener {a 12 y 2% derivada. Para ello se
optimaron los parametros de suavizado espectral y el A\ (incremento de
longitud de onda) para la obtencién de los espectros derivados. Para ello se

empled el algorismo de Savitski y Gatay®*%.

2.2.1.5 Calibracién con Espectros Derivados (Técnica de Cruce al Cero)

Se buscaron las longitudes de respuesta cero en los espectros derivados
(12 y 2% derivada) de los estandares de la PA1 e IsoPA1, para asi determinar las
longitudes de onda de andlisis (técnica del cruce al cero). A las longitudes de
onda seleccionadas se construyeron curvas de calibracion y se cealizd el

analisis de regresion de las mismas.
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2.2.1.6 Calibraciéon Multivariante

Caon los intervalos de linealidad del método para ambos compuestos, se
construyd un disefio experimental para la cuantificacion de IsoPA1 y PA1 en
mezclas. El disefio experimental propuesto se establecid para dos componentes
(PA1 e IsoPA1) y 20 experimentos de diferentes concentraciones en los
intervalos de linealidad establecidos (Tabla |). Se seleccionaron los intervalos
especirales éptimos para el analisis y el nimero optimo de factores en base al
Valor minimo de PRESS®™. Las muestras se analizaron por el método de

calibracién "Regresidon por Minimos Cuadrados Parciales” (PLS1)%.

2.21.7 Técnica de Adicién de Estandar: Cociente de Respuestas a dos
Longitudes de Onda con Espectros en 1* Derivada.

Se prepard una curva de calibracion de 1soPAT en una matriz preparada
con 1 mg de PA1 disuelto en 10 mL de metanol. Las concentraciones de
IsoPA1 en la solucién fueron de 0, 1, 2, 3, 4, 6, 8 y 10 ug/mL correspondientes
aQ, 1,2 3, 4, 6, 8y 10% respecto a PA1. Se obtuvo la primera derivada de los
espectros y con ios datos obtenidos se construyd una curva de calibracién,
donde el eje “y” correspondié al cociente de la respuesta de- los espectros a las
tongitudes de onda 285/277 nm. La concentracion de IsoPA1 en musestras de
PA1 no adicionadas se calculd por extrapolacion al eje x en la curva de

calibracion.
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La precision del método se evalud mediante e calculo de los coeficientes
de variacion para el cociente de las sefales 285/277, en un lote de PA1 sin

adicionar que se prepard a diferentes concentraciones .

Tablal

Disefio experimental empleado para la cuantificacién de PA1 e isoPAA1.
Método de Minimos Cuadrados Parciales (PLS 1)

Muestra Concentracion PA1 Concentracion isoPA1
pug/mL pg/mL
Mezcla 1 3.0 16
Mezcla 2 5.0 0.8
Mezcla 3 2.0 12
Mezcla 4 4.0 6.0
Mezcla 5 20 6.0
Mezcla 6 4.0 12
Mezcla 7 4.0 16
Mezcla 8 6.0 4.0
Mezcla 9 8.0 16
Mezcla 10 50 6.0
Mezcla 11 1.0 1.6
Mezcla 12 6.0 8.0
Mezcla 13 1.0 8.0
Mezcla 14 20 0.8
Mezcla 15 6.0 0.8
Mezcla 16 50 4.0
Mezcla 17 3.0 40
Mezcla 18 1.0 4.0
Mezcla 19 3.0 0.8
Mezcla 20 1.0 0.8
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2.2.1.8 Cuantificacién de IsoPA1 en Lotes de PA1

Se realizd mediante dos técnicas: Calibraciéon Multivariante y Adicion de
Estandar. En la técnica de adicion de estdndar se construyd la gréfica de
calibracidén con el cociente de las sefiales de los espectros derivados, a las

longitudes de onda 285/277, en funcidn del porcentaje de IsoPA1 adicionado.

2.2.2 Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucion

2.2.21 Condiciones de Trabajo

Se trabajé en un Cromatdgrafo de Liquidos HP modelo 1090, con
detector de arreglo de diodos. Las longitudes de onda seleccionadas para la
cuantificacion fueran: 269, 310 y 410 nm. Columna: Fase reversa QDS 5 um
(100 x 2.1 mm). Eluentes: A: metanol B: agua: acetonitriio: acido acético
(60:40:1.6). Flujo: 0.4 ml/ minuto. El gradiente de elucién se presenta en la
Tabla ll. Las soluciones de los estandares fueron preparados en metanol grado

CLAR.
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Tabla |l

Gradiente de elucién empleado en la separacion de
peroxisomicinas por CLAR

Compaosicion de Fase
Tiempo Movil Flujo
{min) (mL/min)

% A % B

0 60 60 0.4

6 60 40 0.4

9 100 0 04

11 100 0 0.4

13 60 40 0.4

Osorio Pérez (1998) 2

2.2.2.2 Método de Calibracién con Estandar Externo

A partir de una solucién stock de IsoPA1 de 1 mg/mL, se prepard una
curva de calibracion de IsoPA1 en metanol en concentraciones de 1, 5, 10, 20y
40 ng/mL. Se inyectaron en el cromatografo de liquidos S ul de cada uno de l0s
estandares y posteriormente se construyeron curvas de caiibracidn con los
datos de los cromatogramas obtenidos a las longitudes de onda de 269, 310 y

410 nm.
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2.2.2.3 Método de Adiciéon de Estandar

Se preparé una solucidn de 100 pg/mL de PA1 en metanol. Esta sotucion
fue empleada como matriz para preparar la curva de calibracion de IsoPA1 en
concentraciones de 1, 2, 3, 4 y 5% de IsoPAl respecto a PA1. La
concentraciéon de la IsoPA1 en la matriz de PA1 se determiné por extrapolacion

hacia el eje x de la curva de regresion obtenida.

2.2.2.4 Calibracion con Estandar Interno

La cuantificacion con estadndar intemo se realizdé en socluciones
preparadas en las mismas condiciones que en la técnica de adicion estandar,
adicionadas con 20 ub de una solucién del estandar interno (PA2) preparado en
una concentracion de 100 pug /mL. Para la grafica de calibracion se tomd como

eje "X" el % de IsoPA1 y como eje "Y" el cociente de respuesta (area) IsoPA1 /

PA2.
2.2.2.5 Cuantificacién de IsoPA1 con los Cromatogramas Derivados.
Los cromatogramas obtenidos mediante el método de Adicidon de Estandar,

fueron reprocesados para obtener fa primera derivada. Se construyeron las

curvas de calibracién, para lo cual se probaron 3 métodos de integracion de la
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sefial: cero al maximo, cero al minimo y maximo a minimo (amplitud de la
derivada)®. La concentracion de la isoPA1 en la matriz de PA1 se determind:

+ por extrapolacion hacia el eje x de las curvas de regresion obtenida.

¢ Mediante el cdiculo del factor de respuesta promedio obtenido de los

diferentes niveles de la curva de calibracion.

Integracién de la sefial
% de I1soPA1 =

Promedio del F.de R.

2.2.2. 51 Sensibilidad del Método

Los limites de deteccion y cuantificaciébn se calcularon a partir de los

datos de las curvas de calibracion bajo el siguiente critero®':

Limite de deteccidn: 3 .3 (s d&l intercepto / pendients)

Limite de cuantificacion : 10 (s del intercepto /pendiente)

2.2.2.5.2 Precision y Exactitud det Método

Para determinar la precision del método se calcularon los coeficientes de

variacion obtenidos para 2 lotes de diferente concentracion de IsoPA1. La

exactitud del método se valord mediante 1a cuantificacion de IsoPA1 en lotes de
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PA1 naturalmente contaminade, Los resultados se compararon con los

reportados por '"HRMN®',

2.2.2.6 Andlisis de Pureza de PA1 por CLAR - Arreglo de Diodos.

Se analizd en primer lugar la existencia de una sola sefal cromatografica
y posteriormente, a la sefial cromatografica se le practicd el andlisis de pureza

espectral.

Para determinar la pureza cromatografica, a los cromatogramas de los
estandares se les realizd una grafica de isoabsorbancia, en el intervalo de 220 a
600 nm. Las soluciones de los estandares fueron inyectadas 6 veces para
asegurar la repetibilidad de los resultados. Los cromatogramas fueron obtenidos
a 3 longitudes de onda diferentes: 269, 310 y 410 nm. El anaiisis de pureza se
realizd por sobreposicion de espectros en 7 puntos del cromatograma, tres
antes del maximo del pico, unc en el maximo y tres posteriores al maximo, por
el cociente de absorbancias a través del pico y la scbreposicion de
cromatogramas a las 3 longitudes de onda estable(;idas. Para la correccion de
los espectros se empled como referencia los espectros de la linea base al inicio
y al final de la integracién del pico. El umbral de absorbancia inicial fue de 10
mUA {miliunidades de absorbancia). La sensibilidad del método se realizd por
comparacidn de los porcentajes de pureza obtenido de las muestras

adicionadas respecto al estandar no adicionado,
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2.2.2.7 Robustez del Método de Anadlisis de Pureza

Se evalué el efecto de alguncs factores en el andlisis de pureza. Los
factores externos considerados fueron: la composicion del solvente, el efecto
del pH y la masa inyectada. Para evaluar los factores instrumentales se
construyd un disefio experimental segun Plackett y Burman®. Las variables
consideradas y sus valores se presentan en la Tabla lll. El parametro de

evaluacion fue el porcentaje (%) de pureza.

2.2.3 Espectroscopia Infrarrojo

2.2.3.1 Optimacién de las Condiciones de Andlisis.

Las condiciones que se optimaron fueron: Solvente, concentracion,
espesor de la celda, intervalo espectral y numero de barridos. La seleccion del
solvente se hizo en funcidn de la solubilidad y la no interferencia espectral con

los componentes a analizar. Para ello se probaron diferentes solventes:
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Tabla
Variables consideradas en la evaluacidn de la robustez del andlisis de
pureza espectral del pico cromatografico

Parametre Valor Valor alto Valor bajo
establecido
Intervalo de longitud de | 230 - 500 550 220
onda (L) )
Espectros por pico (E/e) 7 1 5
Espectros de Lineabase Cercancala E&n elapexdel
Referencia(R/r) del pico linea base pico
Suavizado del espectro S puntos 10 puntos 0 puntos
(S/s)
Espectro referencia Espectro del Todos los Promedio de
para célculo de nivel de apex espectros del los espectros
pureza {N/n) pico del pico
No. de espectros para 7 11 S

el calculo de umbral
(Uiu)

Tiempo de muestreo 4 8 1
Espectral (C/c)

Nota; las iniciales mayusculas corresponden a los valores altos y las mindsculas a los
valores bajos respecto al valor establecido en el método.

metanol, acetonitrilo, tetracloruro de carbono, cloruro de metileno y cloroformo.
El intervalo espectral se selecciond en base a las caracteristicas de !as

ventanas de la celda (CaF2).
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2.2.3.2 Cuantificacion de PA1 e IsoPA1 en Espectros de Orden Cero.

Para la cuantificacion de la PA1 y de la IsoPA1, se prepararon
soluciones de 1 mg/mL en cloroformo y de ellas se tomaron 6 alicuotas de 100,
200, 300, 400, 500 y 1000 pL, las cuales fueron transferidas a viales de 4 mL
con tapon de rosca y evaporadas a sequedad con N,. Al momento del analisis
espectral, las muestras fueron reconstituidas con 1 mL de cloroformo. La curva
de calibracién de PA1 se realizé6 a 1629 cm™. La curva de calibracién de

IsoPA1 se realizd a 1603 cm™.

2.2.3.3 Obtencidn de Espectros Derivados

Los espectros de los estindares de PA1 e IsoPA1 obtenidos
previamente, fueron convertido a formato J-CAMP y exportados al programa
GRAMS 32 v5 para procesarse y obtener de ellos la 1* y 22 derivada. Para ello
se optimaron los parametros de suavizado espectral y el namero de puntos para

hacer la derivada mediante el algoritmo de Savitski y Golay™.

2.2.3.4 Calibracion con Espectros Derivados (Técnica de cruce al cero)

En los espectros derivados (1* y 2* derivada) de los estandares de la

PA1 e IsoPA1, se buscaron los numeros de onda de respuesta cero, para asi
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determinar los nimeros de onda de analisis (técnica del cruce al cero). Se
construyeron curvas de calibracion y se realizd el analisis de regresion de las

mismas.

2.2.3.4 Calibracion Multivariante

Para cuantificar PA1 e 1soPA1 en mezclas, se diseid una matriz de
calibracidn con 20 ensayos y 2 componentes (PA1 e IsoPA1) en
concentraciones dentro del intervalo de linealidad probado previamente (100 a
1000 pg/mL), donde la proporcion de los componentes en cada ensayo se
determind al azar. El analisis de los datos espectrales se realizd con el
programa GRAMS 32 v5. Para la cuantificacién se empleé el método de
calibracidn de Minimos Cuadrados Parciales en su versin algoritmica de tipo 1
(PLS 1)®. La region espectral utilizada comprende entre 1700 y 1300 cm™
{dando origen a 208 puntos experimentales). En la seleccién del numero optimo
de factores se aplico el criterio del minimo PRESS. Se estimo |la capacidad de
prediccién de la tecnica para cada componente, mediante el calculo y
evaluacién del porcentaje de error de las predicciones efectuadas, las cuales se

compararon con el valor real del componente en el ensayo.
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2.24 Medida del Poder Optico Rotatorio

2.241 Condiciones de Analisis

Se trabajé con un polarimetro Perkin Elmer Modelo 341 con controlador
de temperatura. Las muestras de PA1 e IsoPA1 fueron disueltas en una
sclucién de dimetilsulfoxido al 5% en acetonitrilo, en una concentracion de 1
mg/mL. Para la mediciéon del poder éptico rotatorio se emplearon lamparas de
sodio con filtro de 589 nm y de mercurio con filtro de 578 nm. E! trayecto optico

de la celda fue de un decimetro.

2.24.2 Precision del Método

Para establecer la precision del método se prepararon muestras por
quintuplicado de soluciones de PA1 adicionadas con [os siguientes porcentajes
de IsoPAt; 0, 5, y 10%. Se determinaron las rotaciones Opticas de las

soluciones y se calculd la rotacion especifica correspondiente:

4

[a] =
[ *c¢

donde [ o ] s la rotacién especifica a 20°C, a las longitudes de onda trabajadas

(689 y 578 nm respectivamente para las lineas del sodio y mercurio), o es fa
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rotacion optica obtenida experimentalmente, !/ el trayecto éptico v ¢ la

concentracion de la solucion expresda en g/mlL.

La precision del método se establecid en funcién de les coeficientes de

variacion de las lecturas a cada una de las concentraciones.

2.24.3 Sensibilidad del Método

Para establecer la sensibilidad del método, se sometieron los datos de
rotacion especifica obtenidos tanto de las muestras sin adicionar, como
adicionadas con 5, y 10% de IsoPA1, a un andlisis de varianza y de correlacion,
para evaluar si existia diferencia significativa entre los datos obtenidos con las

diferentes concentraciones de! contaminante.

2.2.4.4 Medida del Poder Optico Rotatorio en Lotes de PA1

Se determind la medida del poder dptico rotatorio, tanto en lotes de PA1
repurificados®, que contenian concentraciones de [soPA1 entre 0.7 v 1.8 %
como en lotes no repunficados que contenian mayor cantidad de IsoPA1 (4 a
62%). Se determind la correlacion entre los resutados obtenidos de la medida
del poder Optico rotatorio y las concentraciones de IsoPA1 en los lotes. El

analisis de cada lote se realizd por quintuplicado.
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2.2.5 Resonancia Magnética Nuclear

2.2.5.1 Condiciones de Andlisis

Se trabajd con un Espectrofotémetro Bruker DPX-400 de 400MHz para
'H. Los espectros de PA1 e IsoPA1 fueron obtenidos con desacople de '°C, el
numero de pulsos fue de 514 y se empled para €l muestreo una sonda inversa.
Como solvente se empied DMSO-d6. Los analisis de realizaron con 15 mg de

muestra en 0.5 mL de solvente deuterado®.

2.2.5.2 Limites de Deteccion y Cuantificacion Instrumentales

Para establecer fos iimites de deteccién y cuantificacion instrumentales®®,
se calculd la desviacion estandar del blanco (500 puntos de linea base) y se

relaciond con el % de area de la senal relativa a la de la PA1
*Limite de deteccion; 3 veces la desviacion estandar del blanco

*|imite de cuantificacion ; 10 veces la desviacidon estandar el blanco
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2.2.5.3 Cuantificacién de IsoPA1 por RMN

Para la cuantificacién de 1soPA1 en los lotes de PA1 se tomaron 2
sefales con desplazamientos quimicos 7.25 y 7.15 ppm caorrespondientes al H-
10 de la PA1 y a los H 10 y 10°de la IsoPA1 respectivamente. La cuantificacién
se realizé mediante la relacidn de areas de las sefiales de ambos compuestos.
La sedal de la PA1 (H-10), fue considerada el 100%. En el casc de la IsoPA1,
dado que la safial elegida corresponde a 2 H, el resultado del area relativa fue
dividido entre 2, para mantener la relacion molar de los compuestos.

Area de IsoPA1

% IsoPA1 = e x 100
ea de PA1

Se prepararon soluciones de IsoPA1 en PA1 para obtener -

concentraciones de 0.5, 1, 1.5y 2%.

Para la cuantificacion se compararon 2 métodos:

a). Cuantificacién directa de IscPAT en lotes de PA1, por la relacién de areas

de los singuletes a 7.25 y 7.15 ppm, en el espectro original.

b) Método de adicién de estandar. Para la cuantificacién mediante el método

de adicidon de estandar, se construyd una grafica de calibracion con la
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relacion de areas de las sefiales en concentraciones de 0, 0.5, 1, 1.5y 2%
de IsoPA1. La concentracidn de IsoPA1 en la muestra de PA1 no
adicionada, se obtuvo por extrapolacion hacia el eje X (¥Y=0). Con esta

misma curva de calibracidn se valoré la linealidad del método

2.2.5.4 Limites de Deteccién y Cuantificacion del Método

Los limites de deteccion y cuantificacion del método se determinaron en
base a los resultados de curvas de calibracion en muestras de PA1 adicionadas

con IsoPA1 en diferentes proporciones®'.

* Limite de deteccidn: 3 .3 (s del intercepto/pendiente)
* Limite de cuantificacion : 10 (s del intercepto./pendiente)

2_2.5.5 Cuantificacion con Espectros Derivados

Los espectros de las muestras obtenidos previamente, fueron
procesados para obtener la 1® derivada. Se integraron las sefiales de las
derivadas correspondientes a las sefiales de PA1 e 1soPAT mediante 3 técnicas
de integracién: cero al maximo, de cero al minimo y de maximo a minimo

(amplitud de la sefal).
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Los resultados de la cuantificacion mediante esta técnica se compard
con los datos obtenidos previamente de |la cuantificacion en espectros de orden
cero.

En todos los casos los analisis se realizaron por triplicado y se determind

la precision de los métodos mediante el célculo de los coeficientes de variacion.

2.2.5.8 Andlisis Estadistico para la Comparacion de los Métodos

Para establecer si existia diferencia significativa entre las distintas
técnicas de integracidn de la senal, l0s datos, tanto de los resultados de la
cuantificacion con espectros de corden cero, como los derivados en las
diferentes formas de integracion, se analizaron mediante un disefio

completamente al azar con arreglo factorial A x B,

2.2.6 Comparacion de Jos Métodos de Analisis

La comparacidn de los métodos analiticos para la deteccidn y/o
determinacion cuantitativa de IsoPA1 en lotes de PA1 se establecid en funcion

a dos parametros: Sensibilidad y Precision.
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2.2.6.1 Sensibilidad

La sensibilidad se establecid en funcidn de los limites de deteccion y

cuantificacién de IsoPA1 como contaminante en los lotes de PA1.

2.26.2 Precisién

La precisién se establecié en funcion de los Coeficientes de Variacion de cada

uno de los métodos.
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CAPITULO 3

RESULTADOS

3.1 Espectroscopia UV - Visible

3.1.1 Limites de Deteccién y Cuantificacion Instrumentales

En la Tabla IV se presentan los resultados, en unidades de absorbancia,

de limites de deteccidn y cuantificacion instrumentales a diferentes tongitudes

de onda.
Tabla IV
Limites de deteccion y cuantificacion instrumentales a
diferentes longitudes de onda
228 280 270 322 425
*L.D. 0.071 0.077 | 0.083 0.091 0.028
*L.C. 0.220 0.265 0.279 0.302 0.095

*unidades de absorbancia
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3.1.2 Cuantificacion con Espectros de Orden Cero

La Figura 5 corresponde a los espectros sobrepuestos de PA1 e IsoPA1.
En la Figura 6 se presentan las curvas de calibracion de PA1 a distintas
longitudes de onda y las ecuaciones de regresion lineal correspondientes se
presentan en la Tabla V. La Figura 7 corresponde a la curva de calibracién de

la IsoPA1 y los datos de las ecuaciones se presentan en la Tabla VI

i Espectros de orden cero de
. PAl eisoPAl
8
4 a1
{ =3 _.,._\\.. \\
{ N Lt
2 o ,_\\
0 il T S—
250 k) 0 ™ ® = %0 6 &0 i
Arbitrary Y/ Adbitmary X Overlay Y-Zoom CURSOR
Fie #2:10MCG Res=  None
Figura 5

Espectros UV - Visible sobrepuestos de PA1 e IsoPA1
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Figura 6
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Curvas de calibracién de PA1 a diferentes longitudes de onda
(espectros orden cero)

14

TablaV
Datos de regresion de las curvas de calibracion de PA1
(espectros orden cero)
Longitud de Ecuacion de Factor de Coef. de
onda Regresion respuesta Regresion
(nm) promedio lineal
(0]
IsoPA1
225 Y =0.0998X -0.0476 00848 0.999
270 Y =0.1250X - 0.0246 0.1150 0.996
420 Y =0.0326X + 0.0104 0.0338 0.993
n=3
Y = abs

X = concentracion de PA1
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Figura7
Curvas de calibracién de IsoPA1 a diferentes
longitudes de onda (espectros orden cero)

Tabla VI
Datos de regresion de las curvas de calibraciéon de IsoPA1
(espectros orden cero)

Longitud de Ecuacion de Factor de Coef. de
onda Regresion respuesta Regresion
(nm) promedio lineal (r)

IsoPA1
228 Y =0.086X - 0.0079 0.0831 0.998
280 Y =0.125X + 0.0395 0.1430 0.998
322 Y =0.086X - 0.0079 0.0526 0.984
425 Y = 0.041X - 0.0030 0.0425 0.997
n=3

Y =abs X = Concentracién de IsoPA1
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3.1.3 Precisidn

La Tabla VIl muestra los coeficientes de variacion obtenidos de los

cocientes de absorbancia a diferentes longitudes da onda para PA1 e |soPA1.

Tabla VIt

Precision de los cocientes de absorbancia de las respuestas a diferentes
longitudes de onda para PA1 e IsoPA1

Compuesto | Cociente de Promedio cv
absorbancia o
IsoPA1 280/322 0.3 156
425/228 0.5 82
425/280 0.3 6.1
280228 1.7 1.2
PA1 225/420 25 13.3
225/270 3.6 10.5
270420 0.7 7.4
225/415 2.6 9.3
270/420 3.4 7.2
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3.1.4 Limites de Deteccidn y Cuantificacién del Método

En las Tablas Vil y IX se encuentran los resultados del calculo de limites
de deteccion y cuantificacion del método para PA1 e IsoPA1 a diferentes

longitudes de onda, obtenidos con espectros de orden cero.

Tabla Vill

Limites de deteccién y cuantificacién de PA1 a diferentes longitudes de
onda en espectros de orden cero

228 270 425
*L.D. 1.38 0.86 0.61
*L.C. 350 2.41 279
*ug/mL
Tabla IX

Limites de deteccién y cuantificacion de isoPA1 a diferentes

longitudes de onda en espectros de orden cero

228 280 322 425
“L.D. 1.156 0.47 267 0.68
*L.C. 3.62 2.10 10.27 230

*ug/mt
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3.1.5 Obtencion de Espectros Derivados

En las Figuras 8 y 9 se muestran los espectros suavizados (15 puntos) y
derivados en 12 y 22 derivada de estandares de PA1 e 1soPA1; en e¢llos se

indican las longitudes de onda correspondientes a respuestas de cero.

3.1.6 Cuantificacidn con Espectros Derivados (Técnica de Medida

del Cruce al Cero)

De las longitudes de onda de cruce al cero encontradas en |os espectros
derivados de primer orden para los compuestos, se seleccionaron las
adecuadas para la cuantificacion: para la PA1, la [ongitud de onda de 278nm, v
para la IsoPA1 fueron 3 ias longitudes de onda utiles: 225, 270 y 245nm. Las
Figuras 10 y 11 corresponden a espectros sobrepuestos de estandares de la

PA1 y la IsoPA1 respectivamente, obtenidos en primera derivada.

En la Tabla X se presentan las ecuaciones de regresion de las curvas de
calibracion de los espectros en primera derivada para ambos compuestos. Los
espectros de los estandares de IsoPA1 y los datos de regresidon para la

cuantificacion en 22 derivada se muestran en la Figura 11 y en la Tabla Xl1.
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PA1 IsoPA1

229nm
;m 241nm
269nm 278nm
413nm

1 T || i i T T 1 I

250 300 350 400 450 500 550 600

Figura 8
Cruce al 0 de PA1 e IsoPA1 1a derivada

250 300 350 400 450 500 550 600

Figura 9
Cruce al 0 de PA1 e IsoPA1 en 2a derivada
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250 300 350 400 450

Figura 10
Espectros en primera derivada de estandares de PA1 en
concentraciones de 1 a 12 pg/mL

500

Figura 11
Espectros en primera derivada de estandares de IsoPA1 en
concentraciones de 0.8 a 10 pg/mL



Tabla X
Ecuaciones de regresion de PA1 e IsoPA1 obtenida con espectros en
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primera derivada
Ecuacion de Regresion | Coeficiente | Factor de C.V. del
de Respuesta | Factor de
regresion | promedio | Respuesta
lineal (r)
PA1 |'Dys=578x10°C+ 0.193| 0.997 0.00670 13.40
IsoPA1 |'Ds=32x10°C+ 0.00099| 0.994 0.00350 12.35
'Dae=22x10°C+ 0.00105| 0,993 0.00279 12.86
'D24=17x10°C+ 0.00120| (987 -0.00103 26.50

C = Concentracion de PA1 e IsoPA1

250

350

Figura 12
Espectros de absorciéon de IsoPA1 en 2* derivada
Concentraciones de 0.8 a 10 pg/mL

450



Tabla X|
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Ecuaciones de regresion para IsoPA1 obtenidas con espectros en 22

derivada (cruce al cero)

Coef. de  Factor de C;V E%) gel

Ecuacidn de Regresidn : Respuesta actor de

reg“if)'én Promedio respuesta
2D ,1g =3.1x10°C +428x10° | pgo2 32x 10™ 22.1
2D,,, =16 x10°C +513x10° | 0.994 6.0x 10™ 13.4
2D e =23x107°C +2.20x10° | pgo3 3.3x10™ 18.5
2D ,,5=74x10°C +780x10° | 0996 7.4x10™ 9.9

n=3

3.1.7 Calibracién Multivariante { Método PLS1)

Las condiciones establecidas para el analisis fueron:

s intervalo espectral 220 y 600 nm,
* numero de factores: § para la PA1
6 para {a [soPA1

Los valores de correlacion entre los valores reales y los de prediccién, se

presentan en las Figuras 13 y 14. Las diferencias entre los valores reales y de

prediccion y los porcentajes de efror se presentan en las Tablas X!l y XIIl.
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3.1.8 Técnica de Adicidn de Estandar. Cociente de las Respuestas a dos
Longitudes de Onda en Espectros Derivados

La Figura 15 corresponde al andlisis de regresion de {a curva de
calibracién de IsoPA1 en matriz de PA1. Los datos de °y" corresponden al

cociente de las respuestas a 285/277nm, de los espectros en primera derivada,

En la Tabla XIV se muestran los valores de precision ¢btenidos mediante
esta técnica. Los limites de deteccion y cuantificacion obtenidos de la curva de

calibracion se presentan en la Tabla XV.
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Prediccléon PAA
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r=0,9974

Prediccion IsoPA1
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Real ;: PA1
Figura 13

Analisis Multicomponente para PA1
PLS1 (5 Factores)

r=0.9951

o

T - —T " 1

2.0 3.0 4.0 5.0 6.0 7.0
Real; IsoPA1

o
o

Figura 14
Anélisis Multicomponente para IsoPA1
PLS 1( 6 factores)



Tabla Xl

Resultados del analisis multicomponente para PA1

exp No. actual  prediccion Diferencia % error
1 3.0 29 0.1 3.3
2 5.0 5.0 - -
3 20 20 . -
4 40 4.1 - -
5 2.0 19 0.1 5.0
6 4.0 3.8 0.2 5.0
7 4.0 4.1 - -
8 6.0 6.1 - -
9 8.0 7.8 0.2 22
10 5.0 45 0.4 8.0
11 1.0 09 0.1 10.0
13 1.0 1.0 - -
14 2.0 1.9 0.1 5.0
16 6.0 6.0 - -
16 5.0 5.1 0.1 2.0
17 3.0 3.1 0.1 3.3
18 1.0 0.8 0.1 10.0
19 3.0 28 0.2 6.6
20 1.0 1.0 - -

No. de factores calculado en base al minimo PRESS = §
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Tabla Xill
Resuitados del anéalisis multicomponente para IsoPA1

exp No. actual Prediccion Diferencia % error
1 1.6 1.70 0.11 6.0
2 08 1.08 0.28 35.0
3 1.2 0.99 -0.21 17.6
4 6.0 552 ~0.48 8.0
5 6.0 6.16 0.16 26
6 1.2 1.12 -0.01 66
7 1.6 1.57 -0.03 1.9
8 4.0 389 -0.11 27
9 1.2 1.51 0.31 258
16 6.0 6.08 0.08 1.3
11 1.6 1.61 0.01 0.6
13 8.0 7.71 -0.29 36
14 08 0.87 0.07 8.7
15 0.8 0.91 0.11 13.7
16 40 415 0.15 3.7
17 4.0 3.90 -0.10 2.5
18 4.0 4.45 0.45 11.2
19 0.8 0.79 -0.01 1.2
20 08 0.49 -0.31 38.7

No. de factores calculado en base al minimo PRESS =5
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e

E =0 y = 0.0234x + 0.401
e
% o R =09985
IE-N 1 1 *_ ________.|
1 L
Q 2 4 L] 8 10

% adicionado de
isoPA1

Figura 15
Curva de regresion ajustada del cociente de la respuesta 285/277
en 1a derivada por adicién de estandar

TABLA XIV
Coeficientes de variacion para el cociente de las respuestas en espectros
en primera derivada

respuesta respuesta cociente

Mg/mL 277nn 285n0m 285/277
1 -0.0104 -0.0045 0.4348

2 -0.0305 -0.0131 0.4278

j -0.0411 -0.0177 0.4316

5 -0.0602 -0.0259 0.4294

8 -0.0797 -0.0344 0.4320

10 -0.0991 -0.0429 0.4332
Promedio 0.43146

8 0.00253

CV (%) 0.59



Tabla XV
Sensibilidad de la técnica de cuantificacién para IsoPA1 en lotes de PA1
en 1? derivada
(cociente de respuesta 285/277nm)

Limite de Deteccion = 0.35 pg/mL
Limite de Cuantificacion = 1.06 ug/mL

. Limite de deteccion: 3 .3 (s del blanco /pendiente)
Limite de cuantificacién : 10 (s del blanco/pendiente)

3.1.9 Cuantificacion de IsoPA1 en Lotes de PA1

La cuantificacion de IsoPA1 en lotes de PA1 se realizd medianta 2 técnicas:
Calibracién multivariante con espectros derivados y adicion estandar, mediante
el cociente de las sefales 285/277 en primera derivada. La Tabla XVI
corresponde a los resultados de la determinacién de IsoPA1 en 3 lotes de PA1.
En la misma Tabla se presentan los resultados de cuantificacién obtenidos por
'"HRMN. En la Tabla XVIi se presentan las diferencias entre los valores
predictivos y reales, obtenidos mediante analisis multicomponente (PLS1) en un

lote de PA1 adicionado con diferentes cantidades de IsoPA1.



Cuantificacion de I1soPA1 en distintos lotes de PA1
(Cociente de la respuesta 285/277 en 1. derivada)

Tabla XVi

cociente % IsoPA1
2851277 uv RMN
lote 3 0.4315 1.02 0.77
lote 4 0.4790 3.01 1.68
lote 5 0.4518 1.87 1.31
Fcalc < Ftab
126 <7.70 p < 0.05
Tabia XVII
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Comparacion entre los valores reales y predictivos para la cuantificacion
por AMC(PLS1) en lotes de PA1 adicionados con IsoPA1 (1°. derivada)

*Pred ~Yreal | ~ *Pred diferancia
0 20 8.47 0.00 0.175
1 20 8.77 0.25 0.360 -0.11
2 20 7.39 0.50 0.460 0.04
3 20 7.88 0.75 0.620 0.13
4 20 9.13 1.00 0.770 0.23
5 2@ 9.01 1.25 1.240 0.01
7 20 9.08 1.75 1.800 -0.05
10 20 8.52 2.50 2.860 -0.36

*Cone
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3.2 Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucién

3.2.1 Separacion de los compuestos.

La figura 16 corresponde a los cromatogramas de estandares de PA1 e
IsoPA1 obtenidos bajo las condiciones trabajadas. Los tR de PA1 e IsoPA1

obtenidos bajo estas condiciones fueron 2.26 y 2.54 minutos respectivamente.

12000 PA1 i
1000
800 IsoPA1 i
I.
600 1
i
400
|
200 j |
0 e —_—
|
l " A == ALY W
5 1 15 2 25 3 as 4 45
Figura 16

Cromatogramas sobrepuestos de PA1 e ISO PA1 a 410 nm
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3.2.2 Cuantificacién de IsoPA1

3.2.2.1 Método de Estandar Externo

En la figura 17 se muestran los cromatogramas sobrepuestos de
estandares de IsoPA1 empleados para la cuantificacion mediante el método de
estandar externo. Las Curvas de calibracién a longitudes de onda de 410, 269

y 310nm se presentan en la figura 18

. B B BB B B

Figura 17
Cromatogramas de estandares de IsoPA1 a concentraciones de 1, 5,10, 20
y 40 pg/mL



1200
| y =10.503x + 18.524
1cm}
l
-
| v=T7.2043»+ 10.952
I «
L]
. y =3.2086x + 7.5714
4001

r=0981 =

microgramos

Figura 18
Graficas de las curvas de calibracion de IsoPA1 mediante el método de
estandar externo a diferentes longitudes de onda

3.2.2.2 Método de Adicion de Estandar

En la figura 19 se presentan los cromatogramas sobrepuestos
empleados para construir la curva de calibracion de IsoPA1 por el método de
adicion de estandar. La curva de calibracion correspondiente se presenta en la

figura 20.
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-
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Figura 19
Cromatogramas sobrepuestos de estandares de IsoPA1 en matriz de PA1

pg/mL

Figura 20
Curva de calibracién de IsoPA1 en matriz de PA1.
Método de adicion de estandar.



3.2.2.3 Método de Estandar Interno

En la figura 21 se presenta el cromatograma de uno de los estandares
preparados para la cuantificacion mediante el método de estandar interno. La

figura 22 corresponde a la grafica de calibracion de IsoPA1 mediante este

método a 410 nm.

PA1

PA2
IsoPAl

1 2 3 4 5 L] T 8

Figura 21
Cromatograma de una mezcla de estindares PA1, PA2, e IsoPA1

' E 0.3
0.25

| § ozl

< 015+
| 30.05
' 0+ . |
| -g 0 2 4 6 8
j % de IsoPA1
L =

Figura 22

Curva de Calibraciéon empleada para la cuantificacién de IsoPA1 mediante
la técnica de estandar interno
(el estandar interno empleado es la PA2)
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3.2.2.4 Cuantificacion de IsoPA1 con Cromatogramas Derivados

En la figura 23 se muestra el cromatograma en 1? derivada de un lote de
PA1 sin adicionar, en el cual se intensificd la sefial en un factor de 5 para
detectar la presencia de IsoPA1. La figura 24 corresponde a cromatogramas
derivados de la curva de calibracion de IsoPA1 en matriz de PA1, mediante el

método de adicion estandar.

N Sl 15 z 23 i a4 i 5

*la sefial fue intensificada multiplicando el cromatograma por factor 5x. La parte inferior
corresponde a un acercamiento del area

Figura 23
1? derivada de cromatograma de estandar de PA1 sin adicionar*
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Figura 24
Cromatogramas en 1* derivada de estandares de
IsoPA1 en matriz de PA1

En la tabla XVIII estan los resultados del analisis de regresion de las
curvas de calibracion de IsoPA1, tanto con los cromatogramas de orden cero
como con los cromatogramas derivados en las diferentes formas de integracion
de la sefial. En las misma tabla se presentan los resultados de la cuantificacion

de I1soPA1 en un lote de PA1, que por '"HRMN presenté un 0.77% de IsoPA1.

3.2.2.4.1 Sensibilidad del Método

Los datos de los limites de deteccién y cuantificacion del método, obtenidos de

las curvas de calibracién, son presentados en la tabla XIX.



Tabla XVl
Anadlisis de regresion de la IsocPA1 por CLAR.
Método de adicidn de estandar.

maximo - minimo

Forma de Ecuacion de Coeficiente | % de PA1
integracion del regresion de
pico Regresidon
Altura del pico Y = 3552x + 9604 0.898 2.10
Primera derivada | ¥ = 184.2x + 164.3 (0.998 0.8G
0 al maximo
Primera derivada { Y = 160x + 316.4 0.998 127
0 al minimo
Primera derivada Y = 346x + 152 0.996 0.44

El porcentaje de IsoPA1 reportado por ' HRMN para el lote fue de 0.7%

Tabla XIX
Limites de deteccidn y cuantificacion del método de adicion de estandar
por CLAR, cromatogramas en 1a derivada

Limite de deteccion =

Limite de cuantificacion =

n=3

s =58e"*
pendiente = 3¢*

0.6 ng

. 2ng (C.V. 18%)

= Limite de deteccién: 3.3 (s del
intercepto/pendiente)

* Limite de cuantificacion : 10 (s del
intescepto/pendiente]

Swartz M. LC-GC, Vol 15 No.6 1997
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3.2.2.4.2 Precision y Exactitud de! Método

La tabla XX comesponde a los datos de precision del método de
cuantificacion de IsoPA1, obtenidos para dos lotes de PA1 de diferente
concentracion, por el método de adicién estandar con cromatogramas en 1a
derivada. Los datos de exactitud del método se presentan en la tabla XXI, en
donde se comparan los resuitados de cuantificacion de IsoPA1 por HPLC con
los obtenidos por 'HRMN, para un lote de PA1. La tabla incluye los resultados
obtenidos por extrapolacion al eje x en ia curva de regresion y utilizando en

factor de respuesta.

Tabla XX
Determinacion de la precision del método de
Cuantificacién por HPLC (1%, derivada)

lote 1 (0.78% RMN) lote 86 (6.6% RMN)
m2 0.86 m2 7.3
m3 1.02 m3 7.7
md 0.94 m4 7.1
promedio 0, 86 promedio 7.3
5 0.16 5 0.3

CV 1845 Cy % 4.6
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Tabla XXI
Determinacién del porcentaje de IsoPA1 en lotes de PA1
(cromatogramas en 1a derivada)

lote 5 lote 6 lote 86
intercepto en X 3.3 5.0 8.0
Factor de respuesta 1.4 1.3 7.3
Concentracion RMN (%) 1.3 1.4 6.6

3.2.3 Analisis de Pureza de PA1 por CLAR - Arreglo de Diodos

En la figura 25 se muestran los espectros de ambos compuestos, donde
se observan las diferencias en los maximos de absorbancia a 269 y 410 nm,
ademas de una sefial a 310 nm que predomina en la isoperoxisomicina A1.

N,
—

S ——

UU—
550 s00 650

250 300 350 00 aso so0

Figura 25
Espectros sobrepuestos de PA1 e IsoPA1 obtenidos de los maximos de
las sefiales cromatograficas de estandares
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Las graficas de isoabsorbancia realizada a los lotes de PA1, en el
intervalo de 220 a 600 nm de longitud de onda, mostrd la presencia de una sola

sefial cromatografica, no revelando la presencia de contaminantes,

La figura 26 comresponde a los datos del analisis de pureza de un lote de
PA1. La parte inferior izquierda coresponde a espectros normalizados
sobrepuestos en 7 puntos del pico cromatografica, en el centro a la izquierda,
se muestran las diferencias espectrales, en la parte inferior derecha se
presentan los cromatogramas sobrepuestos a 3 longitudes de onda diferentes;
en el centro a la derecha, las relaciones de absorbancia a las 4 longitudes de

onda del analisis: 269, 280, 310 y 410 nm.

280 300 o o ebo .l 3 3% i

Figura 26
Analisis de pureza de un lote de PA1
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Se logrd ver la presencia de IsoPA1 como contaminante en el estandar
sin adicionar, tanto en la grafica de espectros sobrepuestos como en la grafica
de relacidn de absorbancias a las longitudes de onda 269, 280,310 y 410 nm
{ver figura 26). Las mayores diferencias espectrales se observaron en el
intervalo de 260 a 310 nm. En la figura 27 se presentan los cromatogramas
normalizados y sobrepuestos obtenidos a longitudes de onda de 269, 310 y 410
nm, donde se muestra la variacion en la forma del cromategrama a 310nm. En
algunas de las muestras se observd una variacion en el tR para un mismo

cromatograma obtenido a las distintas longitudes de onda

02
a 310 nm se observa
Lty variacion en la forma
o] del cromatograma
001
[ 2
0. i

Figura 27
Cromatogramas de PA1 normalizados y sobrepuestos obtenidos a
longitudes de onda de 269, 210 y 410 nm



74

3.3.2.1 Robustez del método de andlisis de pureza

El efecto de los factores extemnos en &l analisis de pureza se presentan
en la tabla XXII, encontrandose que solamente la cantidad de masa inyectada
es la que afecta significativamente el analisis. Los experimentos se repitieron 5
veces con la misma muestra obteniéndose coeficientes de variacidn menores

de 5.4%.

En la tabla XXIll se presenta el disefio experimental de Plackett y
Burman empleado para la evaluacion de factores instrumentales, donde se
incluyen los resultados del porcentaje de pureza espectral del pico
cromatografico, obtenido en cada experimento. El analisis de los datos, mostré
que el intervalo de longitud de onda incluidas en el espectro, el niUmero de
espectros por pico, el nimero de puntos empleado para el suavizado y la
ubicacidon de la longitud de onda de referencia, son los que afectan

significativamente el analisis de pureza (Tabla XXIV).

3.23.2 Sensibilidad del método de anélisis de pureza espectral.

La adicidon de cantidades crecientes de IsoPA1 a un lote de PA1, no

mostrd una comrelacion directa entre el % de pureza espectral y 1a cantidad de

IsoPA1 adicionada (tabla XXV)



Tabla XXII
Determinacion del efecto de factores externos en el analisis de
pureza de PA1

Factor Condicion Nivel de pureza
espectral C.V.
promedio
500 microgramos 97.9 27
Masa
inyectada 100 microgramos 95.5 4.6
3.2 (3.2% de &acido acético) 97.2 3.5
pH de la fase
acuosa 5.8 ( 0% ac.acético) 976 54
Composjcjén 65% metanol 97.3 3.0
de la Fase
Movil 60% metanol 97.6 46
N=S5§
Tabla XXl

Disefio experimental para la optimizacién de parametros de analisis de
pureza espectral por CLAR con detector de arreglo de diodos

* Warishie / Emsyys 1 - l 2 4 ] ] 7 8
‘I..onql‘lr&]de onda L L L L ) I I
Eapactros por pico E E [ E E 8 [

(Ele)
E'mlgﬁm’"“h R r R r R r R T
T,
Suavizado del espectro s 5 . 5 ® b 5 s
(Sh)
Espectro refarencla N n N n n N n N
. [Min)
Na. de sspactios pars U u u U .U u u V)
cikcule de ambral )
T"'E“F"IF aa.l:tr R“?&’;’ c c - c c c c c
Resultados
(% de nivel de puraza) a7e 999 14 s 8445 849 9.5 8.7




Tabla XXIV
Calculo de las diferencias de las respuestas para cada parametro
evaluado en el analisis de pureza espectral

Mayor menor  diferencia
Longitud de onda 88,42 93.71 4.71

Espectros por pico 94.21 97.92 -3.71

Espectros de 94.06 98.07 -4.1
Referencia

Suavizado del 98.25 93.88 4.36
espectro

Espectro referencia | 97.15 94.98 2.16
para calculo de
nivel de pureza

calculo de umbral 94,88 97.25 -2.36
Tiempo de muestreo | 97.02 95.11 1.91
Espectral

Promedio de precision = 96.92
s = 175
Si |1V 1es mayor que =s *2 "%, la diferencia es significativa

62

Tabla XXV
Correlacién entre la concentracion de IsoPA1
y el % de pureza espectroscopica del pico.

% IsoPA1 % Pureza
adicionado

97.0
96.4
884
88.0
88.6
85.0

O bhNO

Umbral =10 mAU




3.3 Espectroscopia Infrarrojo

3.3.1 Optimacioén de las condiciones de analisis

De los solventes probados, el cloroformo fue el que ofrecié mas ventajas
en cuanto a la solubilidad de los compuestos e interferencias. Las ofras
condiciones de anadlisis establecidas fueron: espesor de celda de 1 mm,
ventanas de CaF,, el intervalo del nimero de onda para la obtencion de
espectros fue 4000 a 1100 cm ™', con una frecuencia de muestreo espectral de
2 cm™” , niUmero de barridos: 15, intervalo de concentraciones de 100 a 1000
pug/mL. Las figuras 28 y 29 corresponden a espectros de PA1 e IsoPA1

obtenidos mediante la sustraccion de solvente.

\f v‘""v‘\
se{ |/ o
a
92
o0
. . om =m m B
Transmittance /Wavenumber (om-1) Owerlay Y-Zoom CURSOR
Solvente: cloroformo Nota: el espectro corresponde al resultado
Celda con ventanas de CaF, de la sustraccion del espectro del

cloroformo
Figura 28

Espectro Infrarrojo de PA1



110

108§

100

95

90

1500 3000 2500 2000 1500

Transmittance / Wavenumber (cm-1)

Solvente: cloroformo Nota: el espectro corresponde al resultado
Celda con ventanas de CaF, de la sustraccién del espectro del
cloroformo
Figura 29
Espectro infrarrojo de IsoPA1

3.3.2 Cuantificacion de PA1 e IsoPA1 en espectros de orden cero.

En las figuras 30 y 31 se presentan las graficas de calibracion de PA1 e
IsoPA1 a 1629 cm™” y 1603 cm™ respectivamente. En la tabla XXVI se

presentan los datos de regresion obtenidos de las curvas de calibracion.
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microgramos / mL

Figura 30
Curva de calibracién de PA1 por IR a 1629 cm™
Espectros orden cero

| 01 T
008 -

®
| E 0.06 ir
| 8 004 -

2
| % 002 i
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i microgramos / mL
Figura 31

Curva de calibracion de IsoPA1 por IR
a 1603 cm™ en espectros orden cero
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Tabla XXVI
Datos de regresion obtenidos de las curvas de calibracién de PA1 e
IsoPA1 en espectros de IR (orden cero)

Nuamero FR. )
Compuesto | de onda | Ecuacién de regresién Coef. de | promedio
(Cm'1 ) regr'esuﬁn
lineal { r)
PA1 1629 Y =0.139x +1.45 0.996 0.105
IsaPA1 1603 Y =1.490x + 0.15 0.998 0.157

o« mUA/{pg/mL

3.3.3 Obtencidn de espectros derivados y Calibracidén con espectros

derivados (Técnica de cruce al cero)

Los espectros IR obtenidos de los estandares de PA1 e IsoPA1 a las
diferentes concantraciones, fueron suavizados con 15 puntos experimentales y
posteriormente se obtuvieron los espectros derivados en primer y segundo

orden, de acuerdo al atgoritmo de Savitsky y Golay.

En el analisis con derivadas empleanda la técnica de cruce al cero, se
logré cuantificar PA1 en segunda derivada a 1611 cm™, nimero de onda al cual
los estdndares de (a IsoPA1 dan lectura de cero. La IsoPA1 se cuantificd en
primera derivada a :1600 cm™, nlmero de onds;| correspandiente a respuesta de
cero de los estandares de PA1, (figuras 32 y 33 ). Los resultados del analisis de
regresion realizado a las curvas comrespondientes se muestran en la tabla

XXVIL.
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Figura 32
Cuantificacién de IsoPA1 en primera derivada a 1600cm™
(correspondiente al cero de PA1)

/ _
PN\

1620,0 1617,5 1615,0 16125 16100 1607.5 1605,0

cm-l

Figura 33
Cuantificacion de PA1 en primera derivada a 1611cm™
(correspondiente al cero de IsoPA1)
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Tabla XXV
Ecuaciones de las rectas obtenidas por anélisis de regresi6n de los
espectros derivados.

Componente Ecuacion de la recta r

1.38*107 - 1.43*10°° 0.997

PA1 Dist1cm’

[sOPAT "Disoem” = 2.16*10% + 1.69*10 0.996

3.3.4 Calibracién multivariante

Los resultados obtenidos de la cuantificacién por PLS-1 para cada
compuesto en las mezclas del disefio experimental, se resumen en las tablas
XXVIil y XXIX. El nimera de factores 6ptimo, calculado de acuerdo al criterio
del minimo PRESS, fue de 10 para ambos compuestos. En las mismas tablas
$0 presentan los valores de los porcentajes de error entre los valores reales y

los valores de prediccién obtenidos mediante este métoda.



para IsoPA1 en mezclas experimentales

Tabla XXVIN
Comparacion de los resultados reales y predictivos obtenidos por PLS1

Mezcla | Concentracion | Prediccién |Diferencia {d)| % error
IsoPA1 (c) {p) (d=c~p) |(%d=d*"100/c)
1 100 97.40 2.60 2.60
2 150 1563.70 -3.70 247
3 200 202.10 -2.10 -1.05
4 150 147,73 2.27 1.51
5 250 249.76 0.24 0.10
6 300 299.36 0.64 0.21
7 350 349.22 0.78 0.22
8 300 300.56 -0.56 -0.19
9 250 246.18 3.82 1.53
10 100 101.30 -1.30 -1.30
11 100 98.94 1.06 1.06
12 150 152.65 -2.65 -1.77
13 200 193.48 6.52 3.26
14 100 104.29 429 -4.29
16 100 9438 562 5.62
16 160 155.79 -5.79 -3.86
17 250 255.46 -5.46 -2.18
18 300 300.10 -0.10 -0.03
19 250 248.49 1.51 0.60
20 150 149.20 0.80 0.53

&3



Tabla XXIX
Comparacion de los resultados reales y predictivos obtenidos por PLS1
para IsoPA1 en mezclas experimentales

Mezcla | Concentracidn | Prediccion |Diferencia (d”) % Error
PA1 (c7) (P) | (d"=¢"-p") | (%d"=d™100%")

1 100 898 60 0.40 0.40
2 200 202.50 -2.50 -1.25
3 250 250.00 0.00 0.00
4 300 298.91 1.09 0.36
5 150 148.66 1.34 0.89
6 150 148.44 1.56 1.04
7 100 101.86 -1.86 -1.86
8 100 100.28 0.28 0.28
9 250 249.45 0.55 0.22
10 350 349.97 0.03 0.01
11 250 249.76 0.24 0.10
12 250 250.35 0.35 -0.14
13 100 101.11 -1.11 -1.11
14 150 149.11 0.89 0.59
15 300 301.27 -1.27 -0.42
16 150 148.52 1.48 0.99
17 200 201.95 -1.95 0.97
18 200 198.08 1.92 0.96
19 100 100.50 -0.50 -0.50
20 100 99.47 0.53 0.53
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3.4 Medida del Poder Optico Rotatorio

3.4.1 Precision del Método

En la Tabla XXX se muestran los resultados del analisis de precision del
método, obtenidos para un lote de PA1 sin adicionar y adicionado con IsoPA1
en concentraciones de 5 y 10%. Los coeficientes de vanacidn obtenidos fueran
de 2.44, 288y 11.70% para las soluciones de PA1 adicionadascon 0, 5y 10%

de isoPA1 respectivamente.

Tabla XXX
Andlisis de precisidn del método polarimétrico

% isoPA1 [@] B varianza s C.V.
0% 82 4 2 2.44
5% 79 5.2 228 2.88
10% 70 68 825 10.24

n = 5 para cada nivel de concentracion
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3.4.2 Sensibilidad del Método Polarimétrico

En la tabla XXXI se presentan los datos de! andlisis de varianza de las
muestras sin adicionar y adicionadas con 5 y 10 % de IsoPA1. Los resultados
mostraron que existe una diferencia significativa (p <0.01), entre los valores de
la rotacidn especifica a las diferentes concentraciones trabajadas. El mismo
andlisis en muestras adicionadas con concentraciones menores de 5% de
isoPA1 no presentd diferencias significativas respecto a la muestra sin

adicionar.

Tabla XXXI|
Andlisis de varianza de los valores de rotacién especifica de las
soluciones de PA1 adicionadas con [soPA1 a concentraciones de
0,5y 10%

Andlisis de Varianza

Ongen de Suma de Gradosde Promediode F  Probab. Valor

fas cuadrados 'ibertad los critico
variaciones cuadrados para F
Entre grupos  394.1 ‘2 197.07 766  0.0072 3.89
Dentra de 308.8 12 2573
los grupos
Total 7029 14
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(0.7%). También se presentan los datos obtenidos de la medida del poder

rotatorio de la IsoPA1,

Tabla XXXl
Rotacidn especifica de distintos lotes de PA1

Lote %isoPA1 [alo
1 0.78 -78.8
2 1.01 -90.7
3 0.72 -93.0
4 1.68 -99.0

n = S para cada lote

Tabla XXXIlI
Valores de rotacidn especifica para diferentes lotes de
PA1 e lsoPA1

Sustancia Lectura 589 nm Lectura 546 nm

PA1 (5% isopA1) 6615 6415
n=11 n=11

PA1 (4.5% isopA1) 6344 6114
n=5 n=>5

PA1 (0.7% isopA1) 9543 9446
n=9 n=9

IsopA1 510.1 511
n=4 n=4




91

Tabla XXXIV
Limites de deteccién y cuantificacion instrumentales

0.04%
Limite de cuantificacion= 0.13 %

Limite de deteccidon =

n =500

s =1.77x10* CV.=0.01%

2.5.3 Cuantificacién de IsoPA1 por RMN

En la Tabla XXXV s.e presentan los resultados de la cuantificacidn de
IsoPA1 obtenidos tanto por relacion de areas, como por la técnica de adicidn
estandar. En la misma Tabla se presentan los datos de precision de ambos
métodos. La curva de calibracion y los datos de regresidn obtenidos se

presentan en la Figura 38,

Tabla XXXV
Determinacidn del % de isoPA1 en muestras de PA1
Método M1 M2 M3 S CV(%)
Relacién de 4.58 4.64 4.71 0.065 1.40
areas
Adicion 3.61 3.50 3.80 0.146 402
estandar




*En la Tabla XXXVI|| se presentan los resultados de la cuantificacion de
[soPA1 tanto en espectro de orden cero como en primera derivada, en las .
distintas formas de integracion de la sefal. También se presentan los CV
promedio de cada técnica, siendo la forma de integracion de cero al minimo la

que presentd mayor varacion.

Tabla XXXV
Comparacion de las técnicas de integracion de la sefial, en espectros de
orden cero y derivados

d er i vado s
% isoPA1 orden 0 max-min pasitiva negativa
0.0 4,80 4.28 4.30 4.80
0.5 5.09 4.63 461 466
1.0 5.81 522 5.20 5.26
1.5 6.44 5.84 568 6.02
20 7.04 6.80 6.80 6.80
C.V. 5.60 7.16 7.28 11.46
* los datos son promedio de 3 mediciones para cada concentracion
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256 Andlisis Estadistico para la Comparacién de los Métodos de

Integracion de las Seiales

En la Tabla XXXVIIl se presentan los datos del andlisis estadistico
empleado en la evaluacidn de las diferentes técnicas de integracion de las
sefales espectrales. Se encontrd que la cuantificacidn empleando espectros
orden cero es significativamente diferente a la cuantificacion empleando
derivadas mediante las primeras 2 formas de integracidn, no asi para la

integracidn del cero al minimo,

Tabla XXXVIll

Andlisis de datos en diseiio completamente al azar, (arregio factorial A x
B), para la comparacidn de los distintos métodos de integracion a
diferentes niveles de concentraciones

Forma de integracion Patrén de
de la seial Similitud
Espectro de orden cero:
Area A

Primera derivada:

MAXimo-minimo B

Cero a maxime B

Cero a minimo A B
Nivel de significancia 0.05 Olivares Saenz E.

DMS: 0.344 Disefios Experimentales



2.6 Comparacién de los Métodos de Andlisis
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En la Tabla XXXIX se presentan los datos de sensibilidad y precision de

los métodos estudiados durante este trabajo: Polarimetria, Inframojo, UV-

Visible, cromatograficos y de RMN.

Tabla XXXIX

Comparacion de métodos analiticos para la cuantificacién de I[soPA1 en
presencia de PA1

Sensibilidad
Técnica Precisién
e Limite de Limite de
Analitica Deteccidn Cuantificacion % C.V.
Relacion de respuestas | 0.35 ug/mL | 1.06 pg/mL 06
uv - 285/277 (derivadas) {0.7%) (2.0%)
Visible
PLS1 (derivadas) 0.25 ug/mL | Q.74 pg/mlL 26.0
(0.5%) (1.4%)
Adicién estandar 06 ng 2.0ng 18.0
CLAR (cromatogramas o 0
derivados) (0.3%) (1.0%)
Analisis de Pureza <1.7% i - -
RMN 'H % Relativo a PA1 0.17% 0.50% 5.6
Polarimetria > 5% - 11.0
Infrarrojo (derivadas y AMC) - 100pug/mL -
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CAPITULO 4
DISCUSION

Las técnicas empleadas al momento para el control de calidad de la
Peroxisomicina A1, han pemnitido detectar, en los lotes purificados en el
laboratorio de produccion, la presencia de algunos de los contaminantes
naturales que existen en el fruto de la planta. Sin embargo, sé¢lo se ha reportado
el andlisis cualitativo de los mismos, El propdsito del presente trabajo ha sido
optimar algunas da |las técnicas en uso, para realizar la cuantificacion apropiada
de uno de los contaminantes que con mayor frecuencia se encuentra en los
lotes de PA1. Se trata de la IsoPA1. Al mismo tiempo se ha buscado desarrollar
nuevos métodos analiticos que pudieran complementar los existentes, muchas

de ellos apoyados en métodos quimiométricos.

Los métodos considerados fueron: Espectroscopia UV-Visible,
Espectroscopia Infrarrojo, Polarimetria, CLAR y 'HRMN. Para establscer los
parametros de precision y sensibilidad y en los casos que fue posible, de
cuantificacion, inicialmente se trabajé con estandares tanto de PA1 como de

IsoPA1, y mezclas de éstos. Los métodos se compararon, se seleccionaron
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aquellos que presentaron mayor sensibilidad y con ellos posteriormente se
trabajd con estandares de PA1 no adicionados, asi como mezclas de PA1-

IsoPA1 en proporciones equivalentes a las reales.

4.1 Espectrofotometria UV - Visible

Se establecieron los intervalos de linealidad para ambos compuestos,
empleando para ello los espectros de orden cero. Como se observa en la
Figura 5, tanto la PA1 como |a IsoPA1 presentan dos maximos de absofcion
distintivos uno en la regién UV (270 -280 nm) y otro en el visible (410 - 425 nm),
ademds de que la 1soPA1 presenta una senal adicional a 310 nm que lo

distingue de la PA1.

Con los espectros de orden cero, se construyeron curvas de calibracion
para PA1 e IsoPA1, a diferentes longitudes de onda dentro del intervalo
espectral, obteniéndose en todos los casos coeficientes de regresion lineal
satisfactorios, excepto en el caso de la IsocPA1 a 322 nm, (Tabla Vl). Los
intervalos de concentracién seleccionados para el analisis fueron aquellos en
los que las lecturas de absorbancia para la senal de mayor intensidad (270 nm
para PA1 y 280 nm para IsoPA1) estuvieron entre los 0.2 y 1.2 unidades. En un
principio se trabajé con concentraciones de hasta 100 ug/mL, sin embargo, se
observd tanto para PA1 como para |soPA1, que cuando se trabajaba en

concentraciones superiores a los 20 pg/mL, las sedales a 270 y 280 nm
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respectivamente, sufrian alteraciones, aun cuando las sefales en el visible
respondian correctamente a la ley de Beer. Por este motivo y dado que para la
cuantificacién se pretendia trabajar con todo el intervalo espectral tanto para la
seleccion de las longitudes de analisis en derivadas como en analisis de
calibracidon multivariante, se optd por no incluir concentraciones que

presentaran desviaciones a la ley de Beer en alguna fraccion del espectro.

Para evaluar la precision del método, con los datos espectrales
obtenidos se calcularon las relaciones de absorbancia a diferentes longitudes
de onda. Dadas las concentraciones a las que se trabajg, los valares de los
coeficiente de variacidn se consideran aceptables de acuerdo a la literatura®.
En el caso de la isoperoxisomicina A1, las mayores variaciones especirales se
obsérvaron a 322 nm, lo cual también se reflejd en los resultados de las curvas

de calibracion, como se menciond previamente.,

Con los datos de las curvas de regresion de ambos compuestos se
calcularon los limites de deteccidn y cuantificacidn en ng /mL. Para la PA1, la
mayor sensibilidad se obtuvo a 270 nm, con un limite de deteccion de
0.85ug/mL y de cuantificacién de 241 pg/mL. Para la IsoPA1, la mayor
sensibilidad se obtuvo a 280 nm con limites de deteccion y cuantificacién de

0.47 y 2.10 ug /mL respectivamente (Tablas VIl y IX).
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Los parametros de intervalo de linealidad, precision y limites de
deteccidn y cuantificacidon, fueron obtenidos para ambos compuestos en los
espectros de orden cero; sin embargo, considerando que el objetivo del trabajo
fue realizar la cuantificacion en mezclas y dadas las semejanzas espectrales de
los compuestos, fue necesario recurrir al empleo de derivadas para la

resolucion de las sefales.

Para la cuantificacion mediante el empleo de derivadas, los espectros
obtenidos tanto en primera como en segunda derivada, fueron suavizados con
15 puntos, mediante el algoritmo matematico de Savitsky y Golay™. Para la
obtencién de la derivada también se empled el algoritmo de Savitski y Golay:
para todo el intervalo espectral (220 a 600 nm) se aplicd un ajuste mediante una
funcion de segundo grado y AL de 5 nm. Con la seleccién del numero de puntos
tanto del suavizado como para la derivada, se buscd disminuir el factor ruido,

sin perder resolucion y sensibilidad de las sefiales.

En principio, con los espectros de [0s estandares se construyeron curvas
de calibracion tanto en primera como en segunda derivada, mediante la técnica
de cruce al cero, sin embargo al momento de realizar la cuantificacién de
IsoPA1 en muestra de PA1 adicionadas con diferentes porcentajes de IsoPAT,
los resultados no fueron satisfactorios, ya que el andlisis amrojd poca precision.
Por tal motivo se decidid, con los mismos espectros derivados, buscar un

procedimiento para mejorar la precision de los datos, mediante la técnica de
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adicién de estandar. Se construyeron las curvas de calibracion (Figura 15), en
donde el eje de las X corresponde al % de IsoPA1 adicionado y en el gje Y se
considerd el cociente de respuesta en los espectros derivados a 2 longitudes de
onda. Los estandares se prepararon en una matriz de PA1 {(1mg/mL), la cual
contenia 0.7% de IsoPA1, dato obtenido por RMN. El analisis de precision del
método desarroliado, mostrd un C.V. de 0.58% (Tabla XIV). La cuantificacién
de IsoPA1 en varios lotes de PA1 se compard con tos resultados obtenidos por
RMN; aunque en la mayaria de los casos los datos de concentracién obtenidos
fueron mayores por UV-Visible que por 'HRMN, el andlisis estadistico no

mostré diferencia significativa entre las poblaciones (Tabla XV1).

Como se menciond en la Intraduccién, los métodos de calibracion multivariante,
son una excelente herramienta para la cuantificacidon en mezclas donde los
componentes poseen espeactros muy semejante o0 en casas en los que existen
fuertes interferencias de matriz. En nuestro caso, los disefios experimentales
incluidos para construir la calibraciéon multivariante, permitieron la cuantificacion
de la IsoPA1 en los lotes de PA1 (Tabla XVII), con diferencias entre los valores
predictivos y reales entre 0.8 y 23‘%. Bajo las mismas condiciones, no fue
posible cuantificar la PA1: se observo una notoria sub-valoracion de los datos
de concentracion (Tabla XVIl), esto debido con toda seguridad, a la falta de
linealidad del método a las concentraciones de PA1 a las que se trabajd. Los
espectros empleados en el disefio de calibracion multivariante, fueron
suavizados y derivados con los mismos parametros empleados en la

cuantificacion por derivadas, mediante |a técnica de adicion de estandar.
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De acuerdo con lo anterior se puede establecer que el método de adicion
de estandar, mediante el cociente de respuestas 285/277 en espectros
derivados (Tabla XIV), resulté ser el mas preciso de los métodos UV-Visible
desarrollados para la cuantificaciobn de IsoPA1 con un C.V.= 0.59%; sin
embargo, la técnica de calibracidn multivariante, aunque presenta coeficientes
de variacidn mayores, tiene |la ventaja de que una vez que se establece el
experimento de calibracidn, se puede realizar fa cuantificacion en cualquier
muestra, aun que en ese momentdo ne se disponga de estandares del

compuesto.

4.2 Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucién

4.2.1 Cuantificacidén de IsoPA1

Las condiciones cromatograficas a las que se trabajd fueron las
previamente descritas por Osorio®. Las técnicas de separacion por CLAR
desarrolladas para resolver Jla PA1. de los demas compuestos
hidroxiantracenénicos®?, emplean columnas de fase reversa C18 o C8, bajo
diferentes condiciones de elucion. Ya se han descrito®™%, las dificultades que
se presentan para la separacién de PA1 e IsoPA1, a lo largo de la vida de la

columna, debidas a la facilidad con que se producen cambios en e! orden de
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elucidon de estos compuestos. Si bien lo ideal para un andlisis cromatografico,
es partir de cromatogramas donde los picos estén bien resueltos, en casos
como este y otros en donde la complejidad de los cromatogramas es alta, o
donde el tiempo es un factor limitante, es conveniente recurrir a métodos
quimiométricos para cuantificar los compuestos cuyos picos s€ encuentran poco

resueltos*®>2,

El presente trabajo se realizd con cromatogramas donde la senal de la
IsoPA1 aparecié como un hombro a la derecha de la sefial de la PA1 (Figuras
19 y 21). Se selaccionaron 3 longitudes de onda para realizar las curvas de
calibracion: 269nm que corresponde a la zona espectral de maxima
absorbancias para ambos compuestos, 410nm, regién espectral en donde se
han encontrado menores interferencias y la de 310 nm que es la longitud de
onda que permite ver con mayor facilidad la presencia de la IsoPA1 tanto en la
cuantificacion como durante el analisis de pureza, cuando las senales se

encuentran parcialmente sobrepuestas.

Para la cuantificacion mediante el método de estandar interno, se empled
como estandar interno un diatergisdmero de la PA1, la PA2, compuesto cuya
- respuesta es semejante a los compuestos de estudio y que no interfirid con las
sefales cromatograficas (presenta tg de 1.9 -minutos) (Figura 21). El uso de
estandar intemo se ha recomendado en cromatografia, tanto para fines
cualitativos (tr relativo), sobre todo cuando se emplea gradiente de elucion,

como para fines cuantitativos (regula errores de inyeccion y de tratamiento de 1a



104

muestra); en nuestro caso, los resultados obtenidos de la curva de calibracion
mediante este metodo, resultaron menos precisos, que empleando los métodos
de estandar extemno y de adicion de estandar. Estas variaciones, pueden ser
debidas a dos causas principalmente: errores en la adicion del volumen del

estandar intemo y variaciones en ia integracién de la sefial cormrespondiente®.

El método de estandar externo es, sin lugar a dudas, el método de
cuantificacién mas utilizado en CLAR. Sin embargo, adn cuando los resultados
del linealidad obtenidos mediante este método fueron satisfactorios (Figura 18),
en nuestro caso, fue mas Util trabajar con la técnica de adicion de estandar.
Esto debido a que se requeria realizar la cuantificacion de IsoPA1 en lotes de
PA1 naturalmente contaminados, en los que la diferencia de concentraciones es
muy grande, ademas de la poca resolucion de los compuestos. El método de
adicién de estandar presenta la ventaja, sobre el método de estandar externo,
que el analisis se realiza en la misma matriz donde el analito se encuentra y por
lo tanto, los efectos de la matriz son eliminados Ademas, en los caso de picos

poco resueltos, se asegura que ocurre la separacion.

La isoperoxisomicina contenida camo contaminante en los lotes de PA1,
se cuantificé con el método de adicion de estandar, Dada la baja concentracion
de ésta en los lotes, se probd adicionalmente realizar la cuantificacion mediante
la misma técnica de adicion de estandar pero con los cromatogramas
derivados. La aplicacion de la primera derivada a los cromatogramas, mejoro la

resolucién de la sefal de la IsoPA1 (Figura 23).
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Para la cuantificacién de la IsoPA1 en los cromatogramas en primera
derivada se utilizaron tres técnicas distintas de integracién de la sefial. Los
resultados obtenidos, asi como los datos de la cuantificacion en los
cromatogramas sin derivar son presentados en la Tabla XVIIl, donde se puede
observar una sobrevaloracién de los resultados en la cuantificacién en los
cromatogramas sin derivar, debido probablemente a la falta de resoluciéon de la
sefal. Por otro lado en algunos cromatogramas, en donde la sefial de la IsoPA1
no se resolvi6 completamente aln en primera derivada, no fue posible la
integracion de cero al maximo (Figura 23). De esta manera en lo sucesivo se

decidid trabajar solamente por integracion de la seial al minimo.

Los limites de deteccidn y cuantificacion de la técnica de adicion de
estandar con los cromatogramas en primera defivada fueron de 0.6 y 2 ng
respectivamente. El C.V. que se obtuvo de los factores de respuesta a los
diferentes niveles en la curva de calibracion fue de 18%. (Tabla XIX) La
precision del método también fue evaluada a través de la cuantificacion repetida
(n = 4) de IsoPA1 en dos iotes de PA1 con diferentes porcentajes de impureza,
(Tabla XX), donde los coeficientes de variacion fueron mayores en los
resultados obtenidos con -el lote con menor contenido de IsoPA1. Esto debido a
que este valor se encuentra por abajo del limite de cuantificacion establecido de

1%.
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La exactitud del método de adicion de estandar, se establecié al
comparar los resultados obtenidos de la cuantificacién de IsoPA1 en varios
lotes de PA1, con los resultados obtenidos por RMN (Tabla XXI). La
cuantificacion de IsoPA1 en los lotes se realizé de dos maneras: mediante el
factor de respuesta promedio de l0s diferentes niveles de la curva de calibracion
y por extrapolacion de la linea de calibracion al eje X (técnica propiamente
utilizada en el métode de adicion de estandar). En todos los casos se observd
una sobrevaloracién en el método de extrapolacién al eje X. Una posible
explicacion a este fendmeno seria la persistencia de un efecto de matriz de tipo
aditivo consistente en un desplazamiento positivo del cero en presencia de la

matriz®.

4.2.2 Anélisis de Pureza por CLAR - arreglo de diodos

El empleo del detector de arreglo de diodos, permite la realizacidn del
analisis de pureza espectral de un pice cromatografico, siempre y cuando el
espectro de la impureza sea lo suficientemente diferente como para ser
detectado. El nivel de impureza que puede ser detectado mediante este método
depende de las diferencias espectrales que presenten los compuestos y la
resolucion que exista entre ellos™®. En nuestro caso las diferencias
espectrales de la IsoPA1 y la PA1 nos permitieron realizar el analisis de pureza

de PA1 mediante este método.
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Antes de realizar el analisis de pureza, se realizd una grafica de
isoabsorbancia al cromatograma, con el fin de asegurar la ausencia de sefiales
en tiempos de retencién distintos al de la sefial de la PA1. Las gréficas de
isoabsorbancia no revelaron la presencia del contaminante en los iotes de PA1.
El andlisis de pureza especiral se realizd mediante 3 procedimentos:
sobreposicion de espectros en diferentes posiciones del pico, cociente de
absorbancias a diferentes longitudes de onda a lo largo del pico cromatografico
y sobreposicién de cromatogramas tomados a diferentes longitudes de onda. La
presencia del contaminante se pudo observar tanto en las graficas de espectros
sobrepuestos como en la graficas de cociente de absorbancias a las longitudes
de onda de 269, 280, 410 y 310 (Figura286b). Las mayores diferencias
espectrales se lograron ver en el intervalo de 280 a 310 nm (Figura 26 a y ¢),
zona espectral caracteristica para la IsoPA1. El analisis de los cromatogramas
normalizados y sobrepuestos a estas mismas longitudes de onda, reveld
también la presencia del contaminante (Figura 27), observandese una ligera
variacion en la forma del pico cromatografico y en algunos casos, sobre todo en
los cromatogramas en los que los IsoPA1 se encontré mas sobrepuesta por la
PA1, se encontrd una ligera variacion en los tiempos de retencidn en el

cromatograma obtenido a 310nm.

En cuanto a los ensayos de robustez del analisis de pureza, se encontrd
que de los factores externos estudiados, unicamente la cantidad de masa
iny'ectada afecta significativamente el analisis de Pureza. (Tabla XXIl). Por otro

lado, el disefio de Plackett y Burman para la evaluacion de los factores
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instrumentales (Tabla XXIV), reveld que el intervalo de longitudes de onda
incluido en el espectro, el numero de espectros por pico, y la ubicacion de la

longitud de onda de referencia, son los que mas afectan el analisis de pureza.

Si bien es posible detectar la presencia de IsoPA1 en los lotes de PA1,
mediante el andlisis del cociente de absorbancias a lo largo del pico
cromatografico, aun en concentraciones de 0,7%, al adicionar cantidades
crecientes de IsoPA1 a un mismo lote de PA1, no se encontrd una correlacién
directa entre el % de pureza espectral y la cantidad de IsoPA1 adicionada.
(Tabla XXV), por lo que no se puede considerar este método adecuado para

establecer cuantitativamente la presencia del contaminante.

4.3 Espectroscopia Infrarroja

Por espectroscopia IR se logrd establecer dos métodos para la
cuantificacion de PA1 e IsoPA1 en mezclas: la calibracidn multivariante y el

analisis por derivadas.

Para establecer las condiciones de analisis primeramente se seleccioné
el solvente adecuado; se buscd aquellos en los que los compuestos fueran
solubles y que sus sefales no interfirieran con el analisis. De los solventes
probados, el tetracioruro de carbono fue con el que se obtuvieron menores
interferencias; sin embargo, dada la poca solubilidad de las muestras en este

solvente y [a alta toxicidad, se opté por emplear cloroformo o cloruro de
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metileno (ambos grado andlisis de trazas). De éstos, se selecciond el
cloroformo, por ser un reactivo menas volatil, lo que facilité la manipulacion de

las muestra.

Los metodos cuantitativos de absorcion en el infrarrojo difieren de los
métodos de espectroscopia molecular UV-Visible, debido a la mayor
complejidad de los espectros, lo que implica superposicion parcial de picos y a
la estrechez de las bandas de absorcién que conduce a mayores limitaciones
instrumentales de 1a ley de Beer, principalmente de los equipos dispersivos. Los
instrumentos que utilizan trasformadas de Fourier, presentan una mejor relacion
sefal / ruido que la de los instrumentos dispersivos. Ademas presentan mayor
resolucién espectral y una elevada exactitud y reproducibilidad en la
determinacién del nimero de onda, propiedad que es particularmente util

cuando se restan espectros para las correcciones de fondo™.

En un principio se trabajé con un sistema de Reflectancia Total Atenuada
(ATR) para la obtencion de los espectros. A pesar de que en la literatura se
menciona que la técnica es aplicable para andlisis cuantitativo®, en nuestro
caso ho se encontré reproducibilidad en las intensidades de las sefiales; por tal
motivo se opté por trabajar con la técnica de transmitancia. Se emplearon
ventanas de CafF2, dado que éstas no son higroscdpicas y por lo tanto no se
opacan con facilidad como ias ventanas de NaCl. La limitante de estos cristales

es que la regién transparente esta por arriba de los 1100cm™.



110

Para la cuantificacién de PA1 e IsoPA1 en espectroscopia de infrarrojo,
los especiros de ambos compuestos, que inicialmente fueron obtenidos en
transmitancia, fugron convertidos a absorbancia y se construyeron curvas de
calibracién tanto para la PA1 (1629 cm™) como para la IsoPA1 (1603 cm™) a un
numero de onda correspondiente al maximo de absorbancia del espectro. Esto
nos permitd encontrar el intervalo de linealidad del método el cual resulté ser de
100 a 1000 pg/mL. El limite de cuantificaciéon fue de 100ug/mL; los resultados
obtenidos con concentraciones por abajo de este valor fueron menos precisos y

se salieron del intervalo de linealidad de la curva de calibracion.

Dado que se pretendia realizar [a cuantificacidon de ambos compuestos
en mezcla y debido a que los espectros IR son muy semejantes, se buscéd como
alternativa realizar la cuantificacion de ambos compuestos tanto por el método
de derivadas (técnica de cruce al cero) como mediante el método de calibracién

multicompor{ente ( PLS1).

Con los espectros procesados anteriormente para la calibracién en orden
cero, se calculd también la primera y la segunda derivada, con el propdsito de
buscar los nimeros de onda adecuados para la cuantificacion mediante la
técnica de cruce al cero. En el caso de la IsoPA1, se logrd cuantificar en 12
derivada a 1600cm™, region correspondiente al cero de la PA1 (Figura 32,
Tabla XXVII) y la PA1 se cuantificd en 22 derivada a 1611cm™, correspondiente

al cero de la IsoPA1 (Figura 33, Tabla XXVII).
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El disefio de calibracidn multivariante fue construido con 20 experimentos
en concentraciones dentro del intervalo de linealidad establecido previamente.
E! célculo de los porcentajes de error de las diferencias entre el valor predictivo
y el valor real obtenido del experimento fueron menores de 6% para la 1soPA1

e inferiores a 2% para la PA1 como se muestra en las Tablas XXVIIl y XIX.

Si bien con los resultados obtenidos se estabiecidé que es posible
cuantificar tanto la PA1 como la IsoPA1 mediante espectroscopia de IR medio,
la baja sensibilidad de esta teécnica, no nos permitio realizar la cuantificacion de

IsoPA1 en muestras reales, que fue el objetivo principal del trabajo.

4.4 Medida del Poder Optico Rotatorio

Dadas las caracteristicas quirales de la PA1, se considerd en principio
que la medida del poder 6ptico rotatorio sén'a particularmente atil para el
andlisis de pureza®; sin embargo, los resultados obtenidos mediante esta
técnica, mostraron una baja sensibilidad del método, ya que las diferencias
significativas en el cambio de rotacion especifica se presentaron unicamente
cuando las concentraciones de IsoPA1 en las muestras superaron al 5%. (Tabla
XXXI). Cuando se analizaron lotes de PA1, de diferentes concentraciones de
IsoPA1, .obtenidos bajo procedimiento iguales de purificacién, no se observd

una correlacion entre el contenido de 1soPA1 y el valor de la rotacidon especifica



112

(Figura 34); adicionalmente, al comparar el poder rotatorio de estos lotes, con
otros lotes abtenidos que contenian mayor porcentaje de 1soPA1 (Tabla XXX,
el valor de la Rotacion Especifica fue mayor para ios lotes de menor contenido
de IsoPA1. Sin embargo, la disminucion del poder rotatorio no se evidencio al
agregar cantidades de IsoPA1 en proporciones correspondientes al % que
contenian las muestras. Esta observacion pudiera ser indicativa de la presencia
de otra u otfras impurezas, que afectan la rotacion dptica de la solucion, en
aquellos lotes de mayor contenido de IsoPA1. En cuanto a la IsoPA1, es
probable que su efecto se deba basicamente a la disminucién de la
concentracion de PA1 en la solucién, por lo que se podria deducir la poca

especificidad del método®.

4.5 Resonancia Magnética Nuclear

La caracterizacion espectral por 'HRMN tanto para PA1 como para
IsoPA1 fue previamente reportada por Waksman'. Para la cuantificacion de
IsoPA1 en los lotes de PA1 se tomaron 2 sefales con desplazamientos
quimicos 7.25 y 7.15 ppm correspondientes al H-10 de la PA1yalos H 10 y
10°del compuesto 1soPA1 respectivamente®™. Ambas son sefiales singulete y

estan bien separadas, por [0 que su integracion resulta facil (Figura 37).

Para el calculo del porcentaje de IsoPA1 en lotes de PA1, se partié de la

consideracion de que la intensidad de las sefales de resonancia es
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proporcional al niumero de nucleos de hidrégeno y que el método es especifico
para la sustancia. Dado que en el caso de los compuestos en estudio, la sefial
correspondiente a la PA1 corresponde a 1 hidrégeno por molécula, mientras
que 1a de la 1soPA1 la sefial corresponde a 2 hidrégenos por molécula, fue
necesario hacer la correccion en las mediciones dividiendo los resultados de la

integracién de ésta dltima entre 2.

La linealidad del método se probd al medir el porcentaje de area relativa
en funcion del porcentaje adicionado de IsoPA1 a la solucion de PA1 (Figura
38). Los limites de deteccion y cuantificacion del método se obtuvieron a partir
de los datos de esta curva (Tabla XXXVI), obteniéndose resultados

comparables a los obtenidos en la literatura para otros compuestos *'.

La exactitud de los resultados de cuantificacion por RMN depende de la
seleccion de la sefal del analito, la cual debe estar libre de impurezas que se
traslapen con ésta, ademas de la correcta integracion de la sefial a medir”'. La
mayoria de los especiros obtenidos de los lotes de PA1, mostraron una
pequena sefial correspondiente a una impureza, al momento desconocida, que
se sabrepone a la sefial de la PA1 empleada para la cuantificaciéon. Por este
motivo fue necesaric procesar los espectros obtenidos y determinar su
derivada (de primer orden). De esta manera fue posible integrar con mayor
facilidad la sefial de la PA1 al evitar la interferencia de la sefial del contaminante

(Figura 39).
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Para comparar los resultados obtenidos de la cuantificacién por 'THRMN
al emplear tanto los espectros de orden cero como los derivados en las distintas
formas de integracién, se utilizé un disefio factorial A x B, completamente al
azar (Tabla XXXVIIl). Esto nos permiti6 demostrar que existe diferencia
significativa entre los resultados obtenidos mediante la integracién de la sefal
sin derivar, respecto a los obtenidos al emplear las sefiales derivadas; excepto
en la integracion del cero al minimo. En este caso, ademas se obtuvieron los
coeficientes de variacion mayores (Tabla XXXVII), debido probablemente a que

aun en el espectro derivado, existia efecto de la senal del contaminante,

4.6 Comparacion de los métodos de analisis

En la Tabla XXXIX se resumen los resultados de ia comparacion de los

métodos analiticos evaluadas.

La polarimetria solamente permitid detectar concentraciones mayores ai
5% con C.V. menores a 11, por lo que no fue posible realizar la cuantificacién

de IsoPA1 mediante este método.

En el caso de la espectroscopia de IR, los limites de deteccidon y
cuantificacion obtenidos mediante esta técnica, no permitieron el analisis de la
IsoPA1 en los lotes de PA1; sin embargo, se logré desarrollar dos métodos de

cuantificacién por esta técnica, con resultados de precision aceptables, los
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cuales pueden ser aplicados para la cuantificacién de PA1 e IsoPA1, en los
casos en los que la sensibilidad requerida sea menor. Los métodos
desarrollados pueden ser utilizados, con las correspondientes adecuaciones,

para cuantificacion por IR de otros compuestos.

Tanto con la espectrofotometria UV- Visible, como con CLAR y 'HRMN
fue posible llevar a cabo la cuantificacion de IsoPA1 en los lotes de PA1, con
resultados de precision y sensibilidad semejantes (Tabla XXXIX). En los tres
casos, el empleo de derivadas favorecid la resolucion de los compuestos y la

cuantificacion de la IsaPA1.

Si bien es cierto que la RMN permite cuantificar mejor IsoPA1 cuando
esla presente en proporciones pequerias, al momento la cantidad de masa
utilizada (15 mg) es mayor que en los otros métodos; ademas, los resultados
obtenidos mediante el método empleado comresponden a datos de
concentracidn relativos, donde se parte del supuesto de que los Unicos
componente presentes en la muestra son la PA1 y la IsoPA1. Actuaimente, se

esta buscando la farma de mejorar el método.

A las condiciones trabajadas, el andlisis de pureza espectroscopica de la
sefal cromatografica, permitid detectar la presencia de I1soPA1 en los lotes de
PA1 aun en concentraciones de 0.7%. Sin embargo, no se encontré ninguna
carrelacién entre la cantidad de IsoPA1 adicionada y el % de pureza

espectroscopico de PA1.
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Por esta razén y en funcién del control de calidad que actualmente se

realiza a los lotes de PA1 se recomienda:

¢ Incluir la cuantificacion de 1soPA1, tanto por espectroscopia UV -~ Visible
{espectros derivados y AMC) como por CLAR {con derivadas, en los casos

que se requiera) en el analisis de Pureza de la PA1.

 Implementar una técnica de cuantificacién por '"HRMN, para la cuantificacién

absoluta de 1a IsoPA1.
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CONCLUSIONES

. Se acepta la hipé6tesis planteada en este trabajo: " El analisis de pureza
de la Peroxisomicina A1 podra ser mejorado mediante el tratamiento

matematico de datos"

. De los métodos comparados, la Espectrofotometria UV-Visible, CLAR
y "HRMN, cubren las caracteristicas de precision y sensibilidad para
cuantificar IsoPA1 en lotes de PA1, requeridos para el Control de -

Calidad de PA1.

. El empleo de derivadas permitié incrementar la resolucion de senales y
por consiguiente la precisién de los analisis en UV-Visible, IR, CLAR y

RMN.

. No se encontré correlacion entre la concentracién de IsoPA1 como

impureza y el resuitado del analisis de pureza del pico cromatografico.
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