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RESUMEN 

Adrián Fernández Ramírez Fecha de Graduación: Agosto de 2002 

Universidad Autónoma de Nuevo León 
Facultad de Medicina 

Título del estudio: VALIDACIÓN DE UN MÉTODO 
DE CUANTIFICACIÓN POR 
RESONANCIA MAGNÉTICA 
NUCLEAR DE HIDRÓGENO 
('HRMN) 

Número de páginas: 54 Candidato para el grado de 
Maestría en Ciencias con 
especialidad en Química 
Biomédica 

Área de Estudio: Química Analítica 

Propósito y método del estudio: 
La peroxisomicina A1(PA1) es un potencial agente antineoplásico que se extrae a partir 
del fruto de Karwinskia parvifolia. Esta sustancia presenta 6 patentes para su uso como 
agente antineoplásico; además se encuentra en estudios de fase clínica I. Por este motivo 
la PA1 se encuentra sometida a un estricto programa de control de calidad que involucra 
varios métodos analíticos; aún es necesario contar con métodos alternativos que nos 
permitan conocer la cantidad de contaminantes presentes en el producto purificado de 
este compuesto. En la presente investigación se validó un método de cuantificación por 
Resonancia Magnética Nuclear de Hidrógeno que nos permitió saber la cantidad de 
Isoperoxisomicina (contaminante) en los lotes de producción de PA1. El rango a 
evaluado f ue d e 0,102 a 0,362 m g/mL, r = 0,999,1 a p recisión d el m étodo fue 4,3 % 
como C.V. de los factores de respuesta, LD 29 ng/mL, LC 87 ng/mL, y exactitud de 4,0 
% medido como error absoluto. Además, se logró disminuir en un 82 % la cantidad de 
IPA1 por medio de CEM con una recuperación del 50 %. 

Conclusiones y contribuciones. Se validó un método de cuantificación por 1HRMN 
para la IPA1 en muestras de PA1. Este método contribuirá a mejorar el control de la 
calidad de la PA1 y sienta las bases para la cuantificación de otros compuestos por esta 
técnica. 

FIRMA DEL ASESOR 



INTRODUCCIÓN 

1.1 Peroxisomicina Al 

En el año de 1975, Dreyer y cois1 aislaron e identificaron 4 compuestos a partir 

de extractos clorofórmicos de las semillas del fruto de la Karwinskia humboltiana: T544, 

T496, T516, T514 (Tabla 1); dichas sustancias se reportaron como los principales 

componentes tóxicos de esta planta responsables de la neuropatía paralítica no 

inflamatoria progresiva y simétrica que la ingestión de la misma produce, que inicia en 

las extremidades inferiores y termina con parálisis respiratoria. 

Tabla 1. Componentes tóxicos de la K. humboltiana. 

Abreviatura Formula Condensada Compuesto 
T544 C32H32O8 7- [3 \4 -Dih id ro -7 \9 ' -d imetox i - l \3 ' -d imet i l -10 ' -h idroxi - I 'H-

n a f t o l [ 2 \ 3 ' - c ' ] piran-5'yl]-3,4-dihidro-3-metil-3,8,9,-trihidroxi-
1 (2H)-antracenona 

T 4 9 6 C30H24O7 S ^ - D i h i d r o ^ ^ ' - D i m e t i l - l ' ^ . S . S ' ^ - p e n t a hidroxi (7,104-
b ian t raceno>l ,9 ' (2H,10 'H)-d iona 

T516 C30H28O8 7-(2'-Aceto-6^'.S'-dimetoxiO^'-metil- P-hidroxinaft-4'-y1)-3,4-
dihidro-3-metil-3,8,9,-trihidroxi-1 (2H)-antracenona 

T514 C30H26O8 3,3'-dimetil-3,3 ' , 8, 8 ' , 9 , 9 ' -hexahidroxi-3,3 ' , 4 , 4 -tetrahidro 
(7,10 '-biantraceno)- l , l ' ( 2 H , 2 ' H ) - d i o n a . 

Dreyer, D., Arai, I., Bashman, C., Anderson, W., Smith, R. and Daves, D. "Toxins causing non inflamatory paralytic 
neuropathy. Isolation and structure elucidation". J. Am. Chem. Soc. 97. pp 4985. (1975) 



Más tarde, en 1981 en el Departamento de Farmacología y Toxicología de la 

Facultad de Medicina de la U.A.N.L., se inició una línea de investigación, la cual tenía 

como objetivo aislar los productos del ñuto de la K. humboltiana con la finalidad de 

analizar su posible uso terapéutico. Para realizar las diversas investigaciones planteadas 

en ese momento, fue necesario obtener mayor cantidad del compuesto. 

Waksman y cois2, investigaron desde el punto de vista químico a otras especies 

del género Karwinskia con el objetivo de conocer la especie que producía mayor 

cantidad de T-514 y a su vez poder aislar compuestos de estructura similar a ella. En este 

estudio, se demostró que las especies que resultaron con mayor cantidad de T514 fueron 

la K. subcordaía y K. parvifolia. (Tabla 2). Estas dos plantas se evaluaron en cuanto a su 

contenido d e T514 y resultó se rmejor fuente d e es ta toxina la K. parvifolia3, ya que 

posee menor cantidad de contaminantes; razón por la que desde entonces se utiliza esta 

planta para dicho fin. 

La toxina siguió bajo estudio y fue hasta el año de 1990 en que Piñeyro y cois.4, 

reportan que la T514, presentó toxicidad selectiva in vitro en células malignas de origen 

humano; lo anterior se logró por comparación de la toxicidad de la T514 frente a 

sustancias anticancerígenas conocidas, como la vincristina, 5-fluorouracilo, mitomicina, 

doxorrubicina, y epidoxurrobicina. 

A partir de los resultados del trabajo anterior, la T514 ha continuado en 

investigaciones en el departamento de Farmacología y Toxicología de la Facultad de 

Medicina de la U.A.N.L., para comprobar su posible uso como fármaco antineoplásico. 

Se han realizado diversas investigaciones para conocer los efectos in vitro de la 

T514. Se demostró que ejerce un efecto inhibitorio sobre la lipidoperoxidación 

microsomal hepática estimulada por Fe+2-ADP y NADPH, por lo que se sugirió una 
I A f 

posible la formación de quelatos con Fe y una actividad antioxidante . 



Por otro lado se encontró también que es un inhibidor no competitivo de la 

catalasa in vitro6 además de que presentó un efecto selectivo sobre la membrana 

peroxisomal de levaduras metilotróficas que sugirió que los Peroxisomas fueran el 

organelo blanco, razón por la que se le otorgó el nombre de Peroxisomicina Al (PA1)7. 

Tabla 2. Porcentaje de toxinas presentes en diferentes especies del género 
Karwinskia. 

Especie % de T544 % de T496 % de T514 

K. humbolíianaa 1,60 0,80 0,70 
K.humboltiana b 0,70 0,58 0,36 
K. mollis 1,33 1,08 0,95 
K. umbellata 0,75 0,50 0,05 
K. subcordata 1,51 0,98 1,07 
K. latifolia - 1,10 0,50 
K.parvifolia - 1,58 2,04 
K. calderonii 0,75 2,00 0,70 
K. rzedowskii - 1,60 -

K. venturae - 0,11 -

K. tehuacana 0,83 0,40 0,33 
a) Villa de García, Nuevo León, México, b) Linares, Nuevo León, México. 
Waksman, N-, Martinez, L. y Fernández., R. "Screening chemical and toxicological in genus Karwinskia (México)'. Rev. 
Utinoam. Quim. 20. pp 27. (1989) 

En los años siguientes, con ayuda de las técnicas cromatográfícas como CCF, 

CLAR preparativo y analítico, se descubrieron varios isómeros de la PA1 extraídos de la 

misma planta8'9. Estos compuestos, se identificaron como antracenonas diméricas los 

cuales tienen estructuras químicas relacionadas entre sí, a tal grado que poseen 

características fisicoquímicas semejantes y esto es lo que dificulta su separación en la 

purificación de este compuesto. 



Al principio fue alentador encontrar isómeros que eran potenciales compuesto 

con toxicidad selectiva, pero la existencia de varios compuestos de e structura s imilar 

originaba confusiones, de modo que se optó por resolver este problema modificando la 

nomenclatura usada hasta entonces. 

Para los compuestos encontrados se optó utilizar el nombre de Peroxisomicina a 

todos los diasteroisomeros de la T514 aislada originalmente por Dreyer en 1975, es 

decir, compuestos que tuvieron sitios de unión 7,10'; e Isoperoxisomicina a los isómeros 

de posición con unión 7,7'. Por otro lado, basados en la nomenclatura establecida por 

Steglich y Gilí10, se denominó como atropoisómero de la serie A, a aquellos que 

presentan efecto Cotton positivo a longitud de onda corta en las curvas de Dicroísmo 

Circular y como atropoisómero de la serie B, a aquellos que presentan efecto Cotton 

negativo a longitud de onda larga; de ahí que la letra A y B esta dada por el resultado 

experimental obtenido por las curvas de Dicroísmo Circular11. 

De acuerdo a lo antes mencionado, actualmente se conocen en el Departamento 

de Farmacología Toxicología de la U.A.N.L. varios isómeros aislados de K. parvifolia 

(Tabla 3.) 

Tabla 3. Algunos de los compuestos aislados de la K. parvifolia. 

Abreviatura Nombre trivial Nombre Químico Investigador 

P A 1 ( T 5 1 4 ) Peroxisomicina A l 3,3 ' -dimeti l -3 ,3\ 8, 8 ' , 9 ,9 ' -hexahidroxi -3 ,3 ' , 4 , 4 ' -
tetrahidro (7,10'-biantraceno)-l , l ' ( 2 H , 2 ' H ) - diona.2 

Dreyer y cois. 
19751 

P A 2 Peroxisomicina A 2 3 , 3 ' - d i m e t i l - 3 , 3 8 , 8 ' , 9, 9 ' -hexahidroxi -3 ,3 \ 4 , 4 -
tetrahidro (7 ,10 ' -b iantraceno>I , 1 (2H,2 'H) - diona.2 

Ramírez y cois. 
1 9 9 2 ' 

P A 3 Peroxisomicina A 3 3,3'-dimetil-3,3' , 8, 8 ' , 9 ,9 ' -hexah id rox i -3 ,3 \ 4 , 4 ' -
tetrahidro (7,10'-biantraceiio)-l , l ' ( 2 H , 2 ' H ) - diona.5 

Rivas y cois. 
19958 

P A 4 Peroxisomicina A4 ,3'-dimetil-3,3' , 8, 8 ' , 9, 9 ' -hexahidroxi-3,3 ' , 4 , 4 ' -
tetrahidro (7,10'-biantraceno)-1, ) ' (2H,2 'H) - diona.5 

Rivas y cois 
2002 

I P A 1 Isoperoxisomicina 
A l 

3,3'-dimetil-3,3' . 8, 8 ' , 9, 9 ' -hexahidroxi-3,3 ' , 4 , 4 ' -
tetrahidro (7,7 ' -biantraceno)-l , l ' ( 2 H , 2 ' H ) - diona.5 

Rivas y cois. 
1995® 

I P A 2 Isoperoxisomicina 
A2 

3,3'-dimetiI-3,3' , 8, 8 ' , 9 , 9 ' - h e x a h i d r o x i - 3 , 3 ' , 4 , 4 ' -
tetrahidro (7,7 ' -biantraceno)-1,1 (2H,2 'H) - diona.5 

Rivas y cois. 
1998 



De los compuestos que se mencionan en la tabla 3, la PA1 es la que se encuentra 

en estudios de fase clínica I y actualmente cuenta con 6 patentes para uso 

farmacológico; de ahí que ésta se intente purificar a gran escala. 

Hoy en día la producción de la PA1 está sometida a un estricto programa de 

control de calidad el cual se divide en estudios Fisicoquímicos y Biológicos11, tal como 

se muestra en la Tabla 4, donde se presentan los parámetros que se evalúan y los 

respectivos valores esperados para contar con un lote idóneo para los proyectos de 

investigación. 

Tabla 4. Parámetros a evaluar en los lotes de producción de la PAi. 

Pruebas Fisicoquímicas Valores de referencia 
Punto de Fusión Inicial 179,24+ 1,54 °C 
Punto de Fusión Final 181,37 ± 1,20 °C 
CCF-FN Identificación Visual 
CCF-FR Identificación Visual 
Pureza Espectroscópica Absorbancia 430nm/415 nm = 1,003 ± 0,003 
CLAR-FR Registro de un solo pico y evaluación de la 

pureza espectroscópica 

Pruebas Biológicas 
Inhibición de la Catalasa % Inhibición = 46,58 ± 1,32 
Citotoxicidad CT50 Chang =56-80 ng/mL 

CT50 HEPLC/PRF/5 = 2,5 -10 ¿ig/mL 
Molina S-, G-, "Determinación del limite de detección de tres contaminantes naturales en lotes de Peroxisomicina Al". 

Tesis de Maestria. Facultad de Medicina U.A.N.L.. Monterrey. México. (1998) 

En el proceso de purificación de PA1, se ha reportado hasta la fecha que la PA2 

se separa bien de la PA1 en CLAR-FR, y que la PA3 e IPA1 tienen tiempos de retención 

(tR) semejantes a la PAi tanto en columna Cs como en columna Cig; de manera que este 

hecho genera problemas en la purificación de la PA112. En la Tabla 5, se muestran los í r 

encontrados para algunas de ellas. 



Tabla 5. Tiempos de retención de antracenonas diméricas de la K. parvi/olia. 

Compuesto Columna Cg Columna C¡g 
minutos minutos 

PA 2 1,66 1,64 
P A , 2 ,65 2,43 

T 5 1 6 2,85 2 ,42 
P A 3 ( Y ) 2 ,55 2,85 
IPAI (X) 3 ,00 3 ,17 

T 4 9 6 6 ,92 6 ,99 
Salazar M. L., Pifieyro. A., Waksman, N. "A Reverse Phase HPLC Method for Quantification of Peroxisomicine and 
other Antrhaccenonic compounds". J. Liq. Chrom. And Rel. Tech. 19 (9), 1391-1403, (1996) 

Se han reportado varios métodos para cuantifícar la IPA1 presentes en los lotes 

de PA1 entre los cuales se encuentra UV-Vis11 y CLAR.12-13 

Figura 1. Cromatograma donde se muestra la separación entre la PA1 e IPA1 

En la figura 1 se presenta el cromatograma obtenido por Osorio y cois13, donde 

podemos ver que las diferencias de los tiempos de retención entre la PA1, 

Peroxisomicina (PA2) y Peroxisomicina (PA3) son lo suficientemente grandes y no 

representan problemas en la separación, sin embargo la diferencia en los tiempos de 

retención entre la Isoperoxisomicina (IPA1) y PA1 es muy estrecho de manera que esto 

presenta dificultades en la separación y hace difícil remover la IPA1. Por otra parte, se 

presenta una situación atípica donde el ír de la IPA1 varía conforme envejece la 



columna, esto es, cuando la columna es nueva el ír de la IPA1 es menor que de la PA1 y 

en etapas posteriores el tR es mayor; por lo que dificulta su cuantificación por CLAR11. 

Por la razón, anterior nos vimos en la necesidad de contar con métodos 

alternativos que permitan realizar la medición de la IPA1 sin que se presente el 

problema del traslape de señales. 

1.2 Resonancia Magnética Nuclear 

A pesar de que se han realizado intentos para mejorar la técnica de purificación, 

los lotes que se obtienen actualmente aún presentan remanentes de contaminantes. En 

función de lo antes mencionado, se planteó la posibilidad de utilizar la Resonancia 

Magnética Nuclear (RMN) como técnica alternativa para cuantificar el contaminante 

más difícil de remover (IPA1) de los lotes purificados de la PA1, ya que aún después de 

la purificación quedan remanentes de IPA1 que se hacen evidentes por lHRMN. 

Esto traería como consecuencia que el método a desarrollar se aplique al resto de 

los contaminantes, para que en el futuro se reporte en cada lote el porcentaje de pureza 

del mismo y en definitiva constituiría una prueba más que se pudiera agregar al 

programa de control de calidad ya existente. 

La Resonancia Magnética Nuclear (RMN) es una técnica ampliamente utilizada 

para el análisis estructural de compuestos orgánicos; dicha técnica se fundamenta en la 

absorción de radiofrecuencias por un núcleo atómico ( 1 * 0 ) sometido a un campo 

magnético. 



s 

La Resonancia es una herramienta cuantitativa desde su aparición, esto es debido 

a que la señal que se obtiene es directamente proporcional al número de núcleos que le 

dan origen; sin embargo, el limitado campo magnético provocaba que esta técnica fuera 

poco sensible y de baja utilidad cuantitativa frente a las técnicas de cuantificación 

tradicionales, como son las espectroscópicas o cromatográficas. 

La literatura sobre la utilidad de la RMN en forma cuantitativa no es abundante; 

sin embargo, en las décadas de los años 1980 y 1990 se vio un aumento considerable 

acerca de este tipo de información; el hecho anterior se presentó a raíz de la aparición de 

instrumentos desarrollados con nueva tecnología que ha permitido que sean dem e jo r 

resolución y también de fácil operación, trayendo consigo un incremento en el uso de 

esta herramienta con fines cuantitativos. La aplicación cuantitativa se ha visto favorecida 

por el incremento de sensibilidad debido a que los instrumentos cuentan con campos 

magnéticos más potentes, lo cual hace que sea mayor la diferencia de energía entre 

núcleos a analizar y por lo tanto que la señal obtenida sea más intensa con menor 

cantidad de muestra; esto nos lleva a mencionar que las limitaciones tecnológicas 

propias d é l a época, mermaron el uso de la resonancia como herramienta cuantitativa 

aunado al alto costo de los instrumentos. 

Por su parte, Wallace14 en 1984 afirmó que las mezclas de compuestos orgánicos 

pueden ser cuantificadas por RMN, siempre y cuando las señales de cada componente se 

puedan integrar. Además pone de manifiesto que las integraciones dejan de ser relativas 

y se convierten en absolutas cuando se utiliza un estándar interno. 

En 1988, Peterson15 reporta la utilización de esta técnica como herramienta 

cuantitativa e ilustra los principios generales de un método. Se determina la cantidad de 

un analito por comparación de la razón de intensidades de las señales analito/estándar. 

Por otro lado, W. Clarke16 en 1997 determina la cantidad de acetona y acetato de 

etilo contenidos en algunos removedores de esmaltes para uñas, obteniéndose en dicho 

estudio una recuperación del 96 al 98 %. 



Los trabajos anteriores, carecen de información técnica sobre la obtención de los 

espectros, además de que no se especificaron los valores de la ecuación de la recta ni 

aportaron datos como la precisión, exactitud, límite de detección o de cuantificación. 

Dentro de los trabajos más completos de cuantificación encontrados hasta el 

momento, cabe mencionar el reportado por P. P. Lankhorst y cois17 donde determinaron 

la cantidad de dos contaminantes en el producto de interés denominado Lovastatina, 

fármaco que se utiliza para disminuir la concentración del colesterol en sangre. 

La Lovastatina obtenida como producto de la fermentación de cepas de 

Aspergillus terreus se purificó por cristalización. Para la cuantificación utilizaron dos 

instrumentos, Bruker AMX de 400 y 600 MHz, ambos equipados con una sonda de 5 

mm inversa, la duración del pulso aplicado fue de 8,5 jas correspondiente a un pulso de 

90° además de utilizar 30 segundo entre pulsos, el número de barridos fue de 34 con una 

duración de 18 minutos. Las cantidades encontradas de Lovastatina fueron del 96 a 98 

%, mientras que para la Dihidrolovastatina y Dehidrolovastatina fueron de 0,1 y 0,3 % 

respectivamente. La RMN les dió información cuantitativa no sólo de la 

Dihidrolovastatina y la Dehidrolovastatina, sino también de otros contaminantes tales 

como subproductos de la fermentación y residuos de solventes. 

Pauli,18 comprueba que la QRMN es una manera rápida y eficiente para evaluar 

la pureza de productos naturales ya que se obtiene información acerca de la estructura y 

pureza al mismo tiempo, realizando esto en un solo paso analítico sin la necesidad de 

hacer múltiples análisis. 

Por otro lado, Fernández y cois.19 realizaron un trabajo donde se reportaron los 

ensayos previos para aplicar la técnica de 'HRMN como herramienta cuantitativa en los 

lotes purificados de PA1; en el cual se utilizó un equipo Bruker de 400 MHz, se probó 

tanto la sonda normal como la inversa, además se evaluaron solventes como DMSO-d6 

y CDCI3. Las señales que se utilizaron en los ensayos son los singuletes a 7,13 y 7,07 



ppm para la PA1 e IPA1 respectivamente. En este trabajo se probó la linearidad de esta 

técnica añadiendo las cantidades de 0,5%, 1,0%, 1,5%, 2,0% de IPA1 a un tubo de RMN 

donde previamente se tenía 15 mg de PA1. Los resultados obtenidos se muestran en la 

Tabla 6. 

Tabla 6. Medición de la relación de áreas entre la señal de PAi respecto de la IPAi, 
dando un valor de 100 al área del singulete de la PA] 

Porcentaje añadido de IPAI al tubo de 
RMN 

% obtenido 

0 4,85 
0,5 5,38 
1,0 5,61 
1,5 6,36 
2,0 6,88 

s© 0 I 1 1 1 1 1 

0 0.5 1 1.5 2 2.5 

% añadido de IPAI 

Fernández R. A., Rivas G. V., Salazar C. M., Pifteyo L. A., Caballero Q. A.,Waksman de T. N., 
"Uso de 'HRMN para el Control de Calidad de Fánnacos"IV Simposio de Ciencia 

y Tecnologia.24 y 25 de Mayo de 1999 

Figura. 2. Gráfico de la linearidad de la respuesta de la RMN 



Los datos de la ecuación de la recta fueron los siguientes: se obtuvo un intercepto 

de 4,77, una pendiente de 1,26, con un coeficiente de correlación de 0,999, todos estos 

con 5 niveles de concentración diferente. Además s i este trabajo se propusieron dos 

métodos de cuantificación, uno de ellos consiste en la cuantificación directa de la tPAl 

en los lotes de PA1 por medio de la medición de la razón de áreas entre los dos 

singuletes mencionados; mientras que en el segundo método (Adición de estándar) se 

agregó cinco veces una cantidad conocida de la IPA1 a un tubo de RMN donde se tenia 

la solución de la muestra problema. En este segundo método se obtuvo la concentración 

de la IPAi por extrapolación hacia el eje x (y = 0). 

El trabajo antes mencionado, resultó útil para hallar la cantidad de IPAI en lotes 

de PA1, pero tiene la desventaja de que las mediciones obtenidas son relativas a la señal 

de PA1 de manera que la medición considera la existencia de un solo contaminante 

situación que no es del todo real, esto además de que carece de parámetros de 

validación. 



1.3 Objetivos 

1.3.1 Objetivo general 

Validar un método de cuantificación por Resonancia Magnética Nuclear de Hidrógeno 

('HRMN) 

1.3.2 Objetivos específicos: 

1.-Purificar la Peroxisomicina Ai por medio de la Cromatografía de Exclusión 

Molecular. 

2.-Seleccionar un estándar interno para cuantificar la PA1 e IPA1 en los lotes de PA1 

del Departamento de Farmacología y Toxicología de la Facultad de Medicina de la 

UANL. 

3.- Optimar los parámetros de obtención del espectro de 'HRMN. 

4.-Determinar los parámetros de validación como son la linearidad, precisión del 

instrumento y del método, exactitud, límite de detección, límite de cuantificación, 

estabilidad y robustez. 



CAPÍTULO 2 

MATERIAL Y MÉTODOS 

2.1 Material 

2.1.1. Material y Equipo 

Cromatógrafo de líquidos Hewlett-Packard Modelo 1090 con arreglo de diodos. 

Columna FR ODS de 100 x 2,1 mm con tamaño de partícula de 3 pm. 

Espectrómetro de Resonancia Magnética Nuclear de 400 MHz marca Bruker modelo 

Avance DPX. 

Sondas: 5 mm BBI, 5 mm BB0,2,5 mm BBI. 

Colector de Fracciones BIO-RAD Model 2128 

Balanza analítica: Sartorius Basic BA1 IOS 

Tubos para RMN 5mm x 7 pulgadas Ultra imperial. Aldrich Chem. Co. 

2.1.2. Solventes: 

DMSO-d6 99,5 + atom % D. Aldrich Chem. Co. 

Metanol grado HPLC 

Acetonitrilo grado HPLC 



2.1.3 Reactivos: 

Terftaldehido (TA) 99 %. PM 134 g/mol. Aldrich Chem. Co. 

Terftalato de metilo (TM) 99 %. PM 194 g/mol. Aldrich Chem. Co. 

1,4-diacetilbenceno (DAB) 99 %. PM 162 g/mol. Aldrich Chem. Co. 

1,4-diyodobenceno (DIB) 99 %. PM 329 g/mol. Aldrich Chemical Co. 

PAI e IPAl aportadas por el laboratorio de producción de Peroxisomicina Al del Depto. 

de Farmacología y Toxicología de la Facultad de Medicina de la U.A.N.L. 

Fase estacionaria de la CEM: Sephadex LH Aldrich Chem. Co. 



2.2 Métodos 

2.2.1 Obtención de espectros de PA1 e IPA1 

Se realizó la obtención del espectro de 'HRMN de 5 mg de PA1 e IPA1, disueltas en 0,5 

mL de DMSO-d6. 

2.2.2 Selección del estándar interno 

Se utilizó el manual Aldrich Chemical Co.20 de 'HRMN donde se buscó compuestos que 

tuvieran espectros con pocas señales, con un singulete aromático cuyo desplazamiento 

no interfiriera en la zona de integración del singulete de la PA1 e IPA1; por otra parte, 

que fuera soluble en DMSO-d6, estable, no volátil y además accesible en el mercado. 

En forma preliminar se seleccionaron: Tereftaldehído (TA), Tereftalato de metilo (TM), 

1,4-diacetilbenceno (DAB), 1,4-diiodobenceno (DIB). 

Para hacer la selección definitiva del estándar interno, se realizó el espectro de 

hidrógeno de cada compuesto y además se realizó el cálculo del TI (Relajación 

Longitudinal). El mejor candidato sería aquel que no tuviera contaminantes y que su TI 

fuera pequeño. 

2.2.3 Repurificación de PA1 

Se utilizó una columna de 10 cm de largo por 1 cm de ancho la cual se empacó 

en el laboratorio de la siguiente manera: Se realizó una suspensión de 10 g de Sephadex 



LH en metanol, a la cual se le realizaron 3 lavados con metanol en agitación contante 

durante una hora cada uno. 

Antes de iniciar la corrida cromatográfica se dejo estabilizar la fase estacionaria 

por 5 minutos con un flujo de 2 mL/min empleando para esto una solución de metanol, 

con 0,1 % de ácido acético. Ya estabilizada la columna, se preparó una solución de 100 

mg de PA1 L-85 en 5 mL de metanol y se pasó a través de la columna. Finalmente se 

obtuvieron 12 fracciones de 2 mL cada una con ayuda de un colector de fracciones. 

Las fracciones obtenidas, fueron monitoreadas por CLAR con el método 

optimado por A. Osorio y cois13. Posteriormente, se juntaron las fracciones que 

presentaron un cromatograma semejante verificando la pureza por medio de la obtención 

del espectro UV-VIS en diferentes regiones del pico cromatográfico. 

De esta manera, se obtuvieron 3 fracciones finales, las cuales fueron evaporadas 

y precipitadas mediante la técnica ya estandarizada. 

2.2.4 Optimación de parámetros. 

La selección de señales para cuantificar tanto la PA1 como la IPA1 fueron'las 

mismas que se utilizaron en el trabajo realizado por Fernández y cois.19. Previo a realizar 

la optimación de los parámetros se realizó la obtención de los espectros de 1HRMN, de 

la PA1 e IPA1 en DMSO-d6 para verificar el desplazamiento de las señales del 

hidrógeno 10 de la PA1 y los hidrógenos 10 y 10' de la IPA1. 

La optimación de parámetros se realizó con PA1 (lote 85) en cantidad de 5 mg 

mezclada con una solución del estándar interno (0,021 M); se hicieron variaciones del 

número de barridos (ns), tiempo de adquisición (AQ) y del DI , posteriormente se midió 

la relación señal-ruido de las señales del hidrógeno 10 de la PA1 y de los hidrógenos 10 

y 10' de la IPAl en cada una de las variaciones; con los datos obtenidos anteriormente 



se o btu vo u n g ráfico p ara c ada p arámetro y s e e scogió c orno v alor ó ptimo a quel q ue 

generó la máxima relación señal-ruido. 

2.2.5 Cálculo del tiempo de relajación longitudinal. 

Para calcular el TI se empleó el programa del instrumento (Inversión Recovery 

Pulse Sequence21, Figura 3) que consiste en lo siguiente: comienza con un tiempo de 

espera ( t^) q ue e n n uestro c aso e s 1 o s uficientemente 1 argo p ara a segurar q ue t oda la 

magnetización haya regresado al equilibrio (Magnetización -Z) . Posteriormente se 

aplica un pulso de 180° lo cual invierte la magnetización, a esto le sigue un tiempo de 

espera (vd), luego se aplica un pulso final de 90° el cual convierte cualquier 

magnetización z en magnetización transversal observable; ésta fue detectada durante el 

periodo de adquisición inmediatamente después del pulso final. En este tipo de 

secuencia el TI se determinó tras variaciones del tiempo de espera entre los pulsos de 

90° y 180° (vd = 0,01,0,15, 0,25, 0,5,1, 2, 3,4, 5 ,10 s). 

Figura 3. Secuencia de pulsos de recobro de la inversión (Programa de pulsos t i ir) 



2.2.6 Procesamiento de los espectros. 

Para el procesamiento de los espectros se aplicó un pulso de 90°, con un tiempo 

de adquisición de 0,8 s, un número de barridos de 300 y se utilizó el programa de pulsos 

zgdc. Una vez que se tuvo la FID se procedió a aplicar la transformada de Fourier para 

obtener el gráfico dependiente de la frecuencia, esto es, el espectro de 'HRMN; al cual 

se le corrigió la fase en forma automática. Posteriormente se calibró el espectro con la 

señal del solvente (DMSO-d6) la cual se ubicó en 2,50 ppm. La integración de las 

señales se hizo en forma manual. 

2.2.7 CuantifícaciÓD de PA1 e IPA1. 

Para realizar la cuantíficación por 'HRMN, se partió de la premisa de que la 

señal de resonancia es directamente proporcional a la concentración molar, y se llegó a 

lo siguiente: 

g PA1 - (PMa) (g s,d) (Aa) / (PMSld) (1) = (514 g/mol) (0,002 g) (Aa) / (194 g/mol) (1) 

g IPA1 = (PMa) (g s«d) (Aa) / (PMsm) (2) = (514 g/mol) (0,002 g) (Aa) / (194 g/mol) (2) 

Donde: 

PMa = Peso molecular del analito 

g std = gramos del estándar interno corregido con la pureza (99 %) 

Aa - área de la señal del analito respecto del singulete aromático del estándar interno, 

calibrada a 4 hidrógenos 

PMS|<| = peso molecular del estándar interno 

1 y 2 = número de hidrógenos responsables de la señal utilizada para la cuantíficación en cada 

compuesto respectivamente. 



Para que la fórmula anterior se cumpla se debe calibrar a 4 el valor del área 

correspondiente al singulete aromático del estándar interno. 

2.2.8 Construcción de la curva de calibración. 

Se preparó una solución de 4 mg del estándar interno en 1 mL de DMSO-d6; de 

esta solución se tomaron 500 |iL y se mezclaron con 5 mg de PA1 proveniente del lote 

85 proporcionada por el laboratorio de producción del Departamento de Farmacología y 

Toxicología d e laU.A.N.L. La mezcla antes preparada, se filtró por algodón libre de 

grasa y se recuperó en un tubo para RMN. A esta muestra se le realizó un espectro 

'HRMN y posteriormente se le hicieron agregados de IPA1 en cantidades que 

representaron un incremento del 0,5 %; se realizaron 5 agregados y se construyó un 

gráfico (Figura 20). 

2.2.9 Determinación de los parámetros de validación del método de cuantificación 

2.2.9.1 Linearidad 

Se realizó por medio de la obtención de 10 agregados de IPA1 en solución a un 

tubo donde se tenía disuelto 5 mg de PA1 y 2 mg del tereftalato de metilo en 500 |iL de 

DMSO-d6. Se midió en cada agregado de IPA1 el incremento de la señal de IPA1 

respecto del estándar interno, cada incremento correspondió a un 0,5 % de EPA1 

respecto de la masa original de PA1. Se determinaron los valores de la ecuación de la 

recta y además se obtuvo el CV de los factores de respuesta. La mezcla se realizó de la 

siguiente manera: 



a) Se disolvieron 2 mg de IPA1 en 800 pL DMSO-d6 de la cual se tomaron 10 pL 

para cada agregado 

b) Se preparó una solución de 4 mg de tereftalato de metilo en 1 mL de DMSO-d6 

c) Se pesaron 5 mg de PA1 y se disolvieron con 0,5 mL de la solución del 

tereftalato de metilo, a esta solución se le realizó el espectro de 'HRMN y 

después se obtuvo un espectro por cada adición (10 p.L) de la solución de IPA1. 

2.2.9.2 Precisión del instrumento. 

Se hicieron 6 espectros de 'HRMN a partir una muestra de 2 mg de tereftalato de 

metilo disueltos en 0,5 mL de DMSO-d6 y se realizó la medición de las señales satélites 

del singulete alifático del estándar interno ubicado en 3,88 ppm, el cual fue originado 

por los 6 hidrógenos de los metoxilos. La medición del área de los satélites fue relativa a 

la señal alifática a la que se le asignó un valor de 100 (figura 4) 

4.3 4.2 4.1 4.0 3.9 3.8 3.7 3.6 
ppm 

Figura 4. Ampliación del singulete alifático del espectro 
de HRMN del tereftalato de metilo 



2.2.9.3 Precisión del método22 

Para la IPA1, se determinó obteniendo el coeficiente de variación promedio de 

los factores de respuesta de cada uno de 1 os c inco g ráficos d e c alibración r ealizados. 

Para la PA1 se obtuvo el CV de la determinación de PA1 en 5 muestras de 5 mg cada 

una. 

2.2.9.4 Exactitud 

Se determinó el error absoluto de las mediciones d é l a abundancia natural del 

isótopo del carbono trece, calculada por la medición del área de los satélites de la señal 

alifática del tereftalato de metilo en el espectro de 'HRMN (Figura 4). 

En el cálculo del error absoluto, se tomó como referencia el valor de la abundancia 

natural de isótopo de l3C. 

% Error absoluto = (Ve - A) * 100 

Donde: 

Ve = Valor experimental de la medición del isótopo de 13C en 'HRMN 

A - Abundancia natural de carbono trece reportada en la bibliografía 

2.2.9.5 Límite de detección22 

Para obtener esta dato, se tomo el criterio de multiplicar 3,3 veces la desviación 

estándar de los interceptos entre la pendiente promedio de los cinco gráficos de 

calibración. 



2.2.9.6 Límite de cuantificación22 

Para calcularlo, se multiplicó 10 veces la desviación estándar de los interceptos 

entre la pendiente promedio de los cinco gráficos de calibración. 

2.2.9.7 Estabilidad 

Se trabajó con una solución de 2 mg de tereftalato de metilo disuelta en 500 \xL 

de DMSO-d6. Se determinó el promedio de la intensidad de la señal aromática del 

estándar interno tras 5 repeticiones con muestras diferentes. Posteriormente se realizó la 

medición de la señal antes mencionada obteniendo un espectro de protón cada hora 

durante 10 horas. 

Para la PA1 e IPA1 se determinó el promedio de la cantidad encontrada de 

ambas sustancias tras 5 repeticiones con muestras diferentes de PA1. 

Posteriormente se midió la cantidad de ambas sustancias con el método propuesto 

haciendo mediciones cada 30 minutos durante 10 horas. 

Para hacer esto se partió de una solución de 5 mg de PA1 del lote 85 sin 

repurificar y se disolvieron en 500 pL de una solución preparada con 4 mg de tereftalato 

de met¡lo_disuelto en 1 mL de DMSO-d6. 

Con los datos generados se construyo las cartas control como estudio de 

estabilidad para el estándar interno, la PA1 y la IPA1. Se considero que los compuestos 

eran estables mientras se obtuvieran valores dentro de la media ± 2 DS. 



2.2.9.8 Robustez 

Para evaluar este parámetro, se realizaron variaciones con valores altos y bajos 

respecto de los parámetros ya optimados del método propuesto y después se realizó la 

cuantificación de PA1 e IPA1. Para el número de barridos se obtuvieron espectros con 

ns de 200 y de 400; para el DI se utilizaron valores de 6 y 9 segundos, también se 

empleó una sonda menos sensible (5 mm BBO, 08) que la que se utilizó en el estudio y 

otra más sensible (2,5 mm BBI, 30), además se utilizaron diferentes cantidades de masa 

las cuales fueron 7 y 3 mg de PA1. 

Para determinar si había parámetros que afectaran la cuantificación, se siguió el 

criterio de comparar la diferencia entre los valores alto y bajo de cada modificación 

(barridos, sonda, AQ, masa) y la multiplicación de la desviación estándar del estudio de 

precisión por la raíz cuadrada de 2. Se consideró que el parámetro afectaba la medición 

siempre que el valor de la diferencia fuera mayor que el segundo término de la siguiente 

expresión.23 

| Valor alto - Valor bajo | > DS*V2 

2.2.9.9 Condiciones para la obtención de los espectros. 

La PA1 fue sometida a 30 minutos de desecación al vació a 35 0 C, y se disolvieron 5 

mg de ésta en 500 jj.L de DMSO-d6. El número de barridos empleado fue de 300 con un 

Aq de 0,8 segundos y con un DI de 6 segundos. La sonda de medición utilizada fue la 

BBI 5mm, el espectro de !HRMN se hizo con desacople de 13C y a una temperatura de 

25 °C. 



R E S U L T A D O S 

3.1 Espec t ros de ' H R M N los compuestos estudiados 

ppm 

Figura 5. Espectro de 'HRMN de PA1 en DMSO-d6. 

En la figura 5 podemos observar el singulete utilizado para cuantificar dicha 

sustancia (7.23 ppm) el cual es originado por el hidrógeno 10. 



Por otro lado, la señal utilizada para cuantificar a la IPAl fue el síngiüete con 

desplazamiento a 7,16 ppm el cual se muestra en el espectro de la figura 6, la señal se 

ppm 

Figura 6. Espectro de 'HRMN de la IPAl en DMSO-d6 

i 



3.2 Selección del estándar interno. 

En las figuras 7, 8, 9, y 10 se presentan los espectros de los cuatro posibles estándares 

para cuantificar PA1 e IPA1. 

Ti = 5 
Segundos 

O ^ H 

DMSCM6 

H-O 

in n o n a n 7 f i A n 
¿nnm 

S n an in 

Figura 7. Espectro de HRMN del tereflaldehído 

TI - 2 , 7 
Segundos 
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Figura 8. Espectro de 'HRMN del diacetilbenceno 
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Figura 9. Espectro de 'HRMN del tereftalato de metilo 
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Figura 10, Espectro de lHRMN del diyodobenceno 



El compuesto que se decidió utilizar como estándar interno -para efectos 

cuantitativos fue el tereftalato de metilo, esto debido a que presentó un espectro libre de 

impurezas y además de que su TI fue de 2,8 segundos. 

3.3 Repurificación de PA1 

Cuando se pasó 100 mg de PA1 por CEM se obtuvieron tres fracciones: la 

segunda fracción fue la más importante, en ella se obtuvieron 50 mg de PA1 repurificada 

(PA1 L-85R). 

En la figura 11, se muestra una ampliación del espectro de 'HRMN de una 

muestra previo a la purificación por CEM donde se muestra el remanente de IPA1; por 

otra parte la figura 12 corresponde al espectro de una muestra de PA1 repurificada en 

donde se aprecia la disminución de la cantidad del contaminante. Ambos espectros se 

determinaron bajo las mismas condiciones. 



Figura 11. Ampliación del espectro de 'HRMN de 5 mg del L-85. donde se observa el 
remanente de IPA1. 
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Figura 12. Ampliación del espectro de 'HRMN de 5 mg de PAI L-85 repurificada por 

CKM. con su respectiva ampliación donde se aprecia el singulete de IPA1. 



En la repurificación de PA1 utilizando la CEM se logró disminuir un 82 % la 

cantidad de IPA1 presente respecto de la cantidad encontrada previo a la repurificación 

(Figuras 11,12); la recuperación fue de 50 %. 

3.4 Optimación de parámetros para la obtención del espectro de 'HRMN 

En las figuras 13, 14, 15, 16, 17, 18 se presentan los gráficos que se obtuvieron para la 

selección del número de barridos, tiempo de adquisición y DI tanto para la PA1 como la 

IPA1. 
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Figura 13. Gráfico de la relación señal-ruido respecto del número de barridos (ns) para 
l a P A l 



Figura 14. Gráfico de la relación señal-ruido respecto del número de barridos para la 
IPA1 
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Figura 15 Gráfico de la relación señal-ruido (S/N) respecto del tiempo de adquisición 
(AQ) para la PA1. 
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Figura 16. Gráfico de la relación señal-ruido respecto del A Q para la IPA1 
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Figura 17. Gráfico de la relación señal-ruido respecto del DI en la PAI 
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Figura 18. Gráfico de' la relación señal-ruido respecto del DI para la IPA1. 

3.5 De te rminac ión de los p a r á m e t r o s de va l idac ión del método de cuant i f icac ión. 

3.5.1 L i n e a r i d a d 

Se tomaron lo valores obtenidos en el gráfico de calibración (Figura 20), donde 

además de determinar los valores de la ecuación de la recta se obtuvo el factor de 

respuesta (FR) para cada uno de los puntos del gráfico de calibración. El FR promedio 

fue de 0.207. con una desviación estándar de 0.013 y un Coeficiente de Variación (CV) 

del 6 %. 
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Figura 19. Zona de interés del espectro de l H R M N de 5 mg de PA1 del lote 85 
con 2 mg del terf talato de metilo (TM) en 0,5 mL de DMSO-d6. 
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Figura 20. Gráfico de calibración para la IPA1. 



3.5.2 Precisión del instrumento 

Se obtuvo un coeficiente de variación de 2,50 %, con una desviación estándar de 

0,027 y un promedio d e 1,07 de abundancia natural del isótopo de carbono trece con un 

intervalo de conf ianza de ± 0,028 para un límite de confianza del 95 % . ' 

3.5.3 Precisión del Método 

3.5.3.1 Peroxisomicina A l 

Se o b t u v o el coeficiente de variación de las mediciones del contenido de PAl 

medida en % p/p, obteniéndose un valor de 3,0 % 

3.5.3.2 Isoperoxisomicina A l 

Se obtuvo el coeficiente de variación de los factores de respuesta de los gráficos 

de calibración y arrojó un valor de 4,3 % 

3.5.4 Exac t i tud 

Se obtuvo un 4,0 % medido como error absoluto 



3.5.5 Límite de detecc ión 

Se obtuvo un l ími t e d e detección de 25 pg/mL 

3.5.6 Límite de cuant i f i cac ión 

Se obtuvo un l ími t e d e cuantif icación de 75 pg /mL 

3.5.7 Es t ab i l i dad 

Se determinó la es tabi l idad del estándar interno, de la PA1 e IPA1 como se 

describió en la sección d e métodos , en las figuras 21, 22, 23 se presentan las cartas 

control obtenidas. 



A partir de la figura 21 se determinó que la solución del estándar interno es 

estable durante 10 horas al igual que para la IP Al (figura 23). En cuanto a la PA1 se 

determinó que la muestra disuelta en DMSO-d6 se mantuvo estable hasta 4 horas 

posterior a su disolución. 
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Figura 21. Estabilidad del Tereftalato de metilo en DMSO-d6 a 25 °C 
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Figura 22. Estabilidad de la PAI en DMSO-d6 a 25 °C 
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Figura 23. Estabilidad de la IPA1 en DMSO-d6 a 25 °C. 



3.5.8 Robustez 

Se evaluó por medio de la medición de PA1 e IPA1 modificando 

deliberadamente las condiciones optimadas y siguiendo el criterio mencionado en la 

sección de métodos. En las tablas 8 y 9 se presentan los resultados de la robustez de la 

PA1 e IPA1 respectivamente. 

Tabla 7. Parámetros evaluados para la robustez en la determinación de PA1 

P a r á m e t r o V a l o r a l t o V a l o r b a j o D i f e r e n c i a s 

Barridos 88,80 % p/p 89,60 % p/p 0,80 

DI 86,0 % p/p 103 ,2% p/p 17,20* 

Sonda 89,80 % p/p 85,20 % p/p 4 , 6 0 * 

Masa 91,41 % p / p 89,03 % p/p 2,38 

Contenido de PA1 bajo las condiciones optimadas - 89,4 ± 2,93 % 
* afectan en la cuantificación. 

Tabla 8. Parámetros evaluados para la robustez en la determinación de IPA1 

P a r á m e t r o V a l o r a l t o V a l o r b a j o D i f e r e n c i a s 

Barridos 6,26 % p p 6,392 % p/p 0,132 

DI 6 , 1 8 % p/p 7,08 % p/p 0 , 9 0 * 

Sonda 5,78 % p/p 6,62 % p/p 0,84 * 

Masa 5,93 % p p 5,90 % p/p 0,03 

Contenido de IPA1 bajo las condiciones optimadas 5,70 ± 0,48 % 
* afectan en la cuantificación 



Los resultados obtenidos para la validación se resumen la siguiente tabla: 

Tabla 9. Resultados obtenidos del método validado. 

Parámetro PA1 IPA1 

Linearidad 
*Componente mayontario 

m = 0,228, b = -0,0046 
r = 0,999. C.V. de los factores de 
respuesta = 6,06 % 

Precisión del instrumento C.V. 2,5 % 
DS = 0,027 
Media = 1,07 ± 0 , 0 2 8 % * 

C.V. 2,5 % 
DS = 0,027 
Media - 1,07 + 0 , 0 2 8 % * 

Precisión del método C.V. 3,0 % (% p/p PA1) C.V 4,3 % (Factores de respuesta) 

Exactitud (Error absoluto) *Componente mayoritario 4,0 % 

Límite de detección *Componente mayoritario 25 |ig/mL 

Límite de cuantificación *Componente mayoritario 75 ng/mL 

Estabilidad 4 Horas Hasta 10 Horas 

Robustez Fue robusto a: Ns, a la masa de 3 
mg y 7 mg PA1. Excepto al DI , 
y tipo de sonda 

Fue robusto a: Ns, a la masa de 3 
mg y 7 mg PA1. Excepto al DI, y 
a) tipo de sonda. 

* D e b i d o a q u e es el c o m p o n e n t e m a y o n t a r i o s e c o n s i d e r ó q u e n o era n e c e s a r i o va l idar es tos p a r á m e t r o s 
+ I . imi te d e c o n f i a n z a de un 9 5 % 



DISCUSIÓN 

En el presente trabajo se validó un método por l H R M N que permitió determinar 

la cant idad d e I P A 1 e n mues t ras d e l o s lo tes d e P A l q u e s e obt iene e n e l Depto. d e 

Farmacología y Toxicología de Facultad de Medicina de la U.A.N.L.. El método aquí 

desarrollado puede ser aplicado en la determinación de contaminantes (Solvente de 

extracción, isómeros de la PA1, etc) en la matriz de trabajo y sienta las bases para la 

posible cuantificación de otros compuestos por este método. 

El trabajo expuesto está encaminado al desarrollo de métodos que permitan 

conocer en forma confiable la cantidad de contaminantes presentes en los lotes de 

producción de PA1, ya que este método puede incluirse como una prueba más del 

control de la calidad en la obtención de PA1. 

Luego de analizar las características espectrales de los analitos (PA1 e IPA1) se 

hizo la selección de las señales para su cuantificación. La señal que se utilizó para 

cuanlificar la PA1 correspondió al singulete originado por los hidrógenos de la posición 

10, ver figura 5; por otra parte en la IPA1 se tomó en cuenta el singulete originado por 

los hidrógenos 10 y 10 ', mismo que puede observarse en la figura 6. 

La separación entre los singuletes antes mencionado fue de 0,074 ppm y la 

resolución entre ambas es aceptable (Figura 11), otra ventaja que presentaron estas 

señales es que procedieron de hidrógenos estables ya que no son intercambiables como 

los son los hidrógenos de los grupos hidróxilo o amino. 

Las señales seleccionadas son específicas de cada compuesto, esto debido a que 

el entorno químico es característico para cada átomo de hidrógeno lo cual permite que su 

desplazamiento químico sea especifico. 



Las señales seleccionadas son específicas de cada compuesto, esto-debido a que 

el entorno químico es característico para cada átomo de hidrógeno lo cual permite qué su 

desplazamiento químico sea específico. 

La identidad de la señal del singulete de la IPA1 propuesta para la cuantificación, 

se demostró, utilizando el método de adición de estándar, por medio del cual se 

corroboró el incremento de intensidad del singulete previamente seleccionado. 

La selección del estándar interno, se hizo por medio del cálculo del TI y 

obtención del espectro de protón donde se siguió el criterio de utilizar el compuesto que 

tuviera el menor valor de relajación longitudinal conjuntamente con un espectro de 

'HRMN libre de impurezas; además de las características señaladas en la sección de 

métodos. 

El diacetilbenceno presentó una relajación longitudinal de 2,70 s pero presentó la 

desventaja de estar contaminado por dos señales que se encontraron en 7,45 y 8,17 ppm; 

razón por la que se descartó. Se prescindió del tereftaldehído por lo grande del T I ; así 

como por las señales provenientes d e contaminantes encontradas en 7,80, 7,70 y 7,40 

ppm. El diiodobenceno, se descartó por que su desplazamiento (7,51 ppm) quedó cerca 

de las señales de la PA1 e IPA1 (Hidrógenos 5,6,6 ' para la P A l y 6,6 ' IPA1) además de 

tener un TI de 3,40 s; cabe menc ionar que no presentó señales de compuestos 

contaminantes. 

Finalmente, se aceptó el Teref ta la to de metilo por su TI (2,80 s), además de que 

no presentó contaminantes y su desplazamiento quedó libre de posibles traslapes con 

otras señales. 

Para realizar la validación del método desarrollado, se consideró adecuado tratar 

de obtener una muestra con la menor cantidad posible de IPA1; ésta podría utilizarse en 

la determinación de la sensibilidad del método y a su vez en la construcción de las 

gráficas de calibración. Hasta el momen to , en el laboratorio no se había utilizado la 

Cromatografía de Exclusión Molecular para la purificación de la P A l ; para lograr este 



objetivo se partió de una muestra de PA1 obtenida del laboratorio de producción para 

verificar su eficacia en la separación de los analitos de interés. 

Por medio de un diseño experimental detallado en la sección 2.2.3 de material y 

métodos se obtuvieron 12 alícuotas, las cuales después del monitoreo por CLAR, se 

seleccionaron de acuerdo a su pureza cromatográfica y espectroscópica; de aquí se 

obtuvieron 3 fracciones. En la primera fracción no se cuantificó la IPA1, pero en la 

segunda se determinó que tenía un 0,64 % de IPA1 y en la tercera se tenía un 2,2 % de 

IPA1; tal cuantificación fue relativa a la señal de PA1 y dió información suficiente para 

saber si mejoró el proceso de la repurificación. En la repurificación de PA1 utilizando la 

C E M se logró disminuir un 82 % la cantidad de IPA1 presente respecto de la cantidad 

encontrada previo a la repurificación (Figuras 11, 12); además de contar con un 50 % de 

recuperación. 

Con el programa de pulsos descrito en la sección de Material y Métodos, se 

obtuvo el TI para la PA1 e IPA1, además de los estándares sometidos a selección. Para 

la optimación de parámetros usados en la obtención de los espectros, se consideró el T I , 

t iempo de adquisición y número de barridos. El TI corresponde al tiempo de relajación 

longitudinal T I , el cual corresponde a la pérdida de la energía ganada (pulso de 

radiofrecuencia) en forma de calor al medio que rodea la muestra. Por otra parte el valor 

que se modifica en el instrumento es el DI y es el valor instrumental que refleja el T I , y 

el cual se puede manipular. 

Por su parte el t iempo de adquisición (AQ) corresponde al intervalo de tiempo en 

que se adquiere la FID (Figura 24), y repercute en la duración del experimento ya que 

entre más grande es el AQ; mayor es la duración de dicho experimento, razón por la cual 

también se procedió a optimar este valor. 



A Q (s) 

Figura 24. Gráfico del decaimiento l ibre de inducción (F1D) de uno de los espectros 

ob ten idos . 

El número de barridos (ns) cor responde al número de veces que se adquiere un 

espectro, t s t e parámetro influye d i rec tamente sobre la duración del experimento al igual 

que los parámetros descritos con anter ioridad. El aumento en el número de barridos 

produce un incremento de la relación señal- ruido el cual es asintótico y se corroboró por 

medio de un gráfico donde se midió la re lación señal-ruido en función del número de 

barridos (Figura 13 y 14). Se escogió c o m o valor óptimo, el máximo en la curva que 

generó la mayor relación señal-ruido con el menor número de barridos. Por lo anterior, 

se encontró el número óptimo de barr idos que dió la mayor sensibilidad posible para el 

analito de trabajo. 



El TI de la PA1 fue 1,76 s, para la IPA1 fue de 1,20 s y finalmente-el Ti para el 

estándar interno seleccionado fue de 2,80 s. La relajación completa de los núcleos bajo 

estudio se corroboró por medio de un gráfico donde se midió la relación señal-ruido 

obtenida al variar el DI con valores superiores a 6 s; se observaron solo líneas 

horizontales debido a que los núcleos estaban completamente relajados; tanto para la 

PA1 como para la IPA1. 

Para estudios cuantitativos por RMN se recomienda utilizar un DI = 5*T1, 

nosotros optamos por realizar una gráfico (Figura 18) de la relación señal-ruido en 

función del DI , para el cual se tomó como valor óptimo aquel punto del gráfico donde se 

obtuvo la máxima relación señal-ruido. Lo anterior dado que a mayor DI el porcentaje 

de núcleos relajados sería mayor, al igual que la relación señal-ruido. 

Para obtener los gráficos de calibración como no se tenía un estándar comercial 

de los compuestos bajo estudio y debido a que la matriz de trabajo contenía remanentes 

evidentes de IPA1, se optó por aplicar el método de adición de estándar. Se adicionaron 

cantidades de IPA1 que representaron un incremento de la señal del 0,50 % en función 

de los 5 mg de PA1 inicial. 

Con ayuda de este tipo de gráfico se demostró la linearidad en el rango 

comprendido de 0,102 mg/mL a 0,362 mg/mL (0,58 % a 3 ,90 % d e IPA1) donde s e 

obtuvo un coeficiente de regresión de 0,999 y un CV de los factores de respuesta de 4,3 

%. 

Para el cálculo de la precisión del instrumento, se utilizó la medición de la 

abundancia natural del isótopo de carbono trece; por medio de la medición de las señales 

satélites en el espectro de ' H R M N , esto ya que se carecía de un estándar certificado que 

avalara la medición2 4 . 

En la evaluación de la precisión del método desarrollado en la determinación de 

PA1 (% p/p) se realizó la medición del CV de 5 muestras diferentes. Para el caso de la 

precisión de la IPA1 se obtuvo el CV de los factores de respuesta para cada nivel de 



concentración de cada uno de los gráficos de calibración; con esto se tenía ün valor 

representativo de la manipulación de los cinco gráficos de cal ibración. 

En la determinación del LD y el LC se utilizó la desviación estándar de las 

respuestas y el promedio de la pendiente de los gráficos de cal ibración2 2 . 

Es necesario mencionar que para determinar tanto P A 1 c o m o de IPA1 según este 

método no es necesario realizar un gráfico de calibración cada vez que se hace el análsis 

y que las mediciones deben realizarse antes de las 4,0 horas para la PA1 y de 10 horas 

para la IPA1 una vez disueltas en DMSO-d6, en func ión del estudio de estabilidad 

(figuras 22,23). 

En el estudio de robustez se determinó que el mé todo d e cuantificación para 

ambas toxinas (PA1, IPA1) soporta leves variaciones en cuanto al número de barridos y 

a la masa. Las modificaciones del método en cuanto al cambio de sonda y D I , demostró 

variaciones que indican que no es posible hacer la medic ión ba jo dichas variaciones 

experimentadas. 

En la tabla 10 se observa los diferentes métodos empleados hasta el momento 

para cuantificar 1PA1, la técnica más sensible es CLAR con un límite de cuantificación 

de 0,40 j-ig/mL después le sigue el método de UV-Vis y finalmente el método de RMN, 

por otro lado el método más preciso es el de UV-Vis, luego R M N y al final la CLAR. 

Para las cantidades que se encuentra de IPA1 (< 5 %) en los lotes de PA1, resulta útil la 

cuantificación de dicho contaminante por medio de R M N , ya que su precisión es 

aceptable para las cantidades de trabajo (250 jxg /mL) al igual que la sensibilidad 

presentada, la cual supera las cantidades que normalmente se encuentran de este 

contaminante, además de que el método desarrollado presenta una selectividad 

contundente (Figura 11). 



La ventaja que ofrece la RMN sobre las demás técnicas es la rapidez con la que 

se obtiene el resultado, esto se debe a que no es necesario realizar un gráfico de 

calibración y que la duración del experimento es de 34 minutos, el volumen del 

disolvente utilizado es pequeño (0,5 mL), además que la selectividad es buena para los 

compuestos estudiados. 

Técnica Analítica 

Sensibilidad Precisión 
C.V. Técnica Analítica 

LD LC 

UV-Visible 
Relación de respuestas 
2857/277 (derivadas)26 

0,35 ng/mL 1,06 ng/mL 0,6 0 

CLAR 
Adición de estándar25 0,12 jig/mL 0,40 ng/mL 18,0 

'HRMN 29,0 ng/mL 87,0 jig/mL 4,50 

Tabla 10. Comparación del método validado frente a otros métodos de cuantificación de 
IPA1 



CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS 

5.1 Conclusiones 

1. Se logró desarrollar y validar un m é t o d o para cuantifícar por l H R M N la IPA1. 

2. El método desarrollado presentó m e n o r sensibilidad respecto de la CLAR, UV-

Vis pero presenta una aceptable linearidad, exactitud y precisión para los 

compuestos estudiados. 

3. La CEM reduce en un 82 % la cant idad de IPA1 en muestras de PA1, con lo que 

permitió obtener lotes de PAl con cantidades menores al l % de IPA1. 

4. La RMN puede utilizarse como herramienta alternativa para cuantifícar la IPA1 

en muestras de P A l . 

5. La cuantificación relativa de IPA1 es útil para monitorear el proceso de 

purificación. 



5.2 PERSPECTIVAS 

1.-

2.-

Utilizar una sonda más sensible y emplear menor cantidad de muestra 

Aplicación del método desarrollado a sistemas semejantes 
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