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CAPITULO 1

INTRODUCCION

1.4 Técnicas de Preparacién de Muestra.

Entre los principales problemas asociados con el andlisis de muestras en el mundo real
se encuentran la necesidad de procesos de extraccién eficientes y selectivos, la

limpieza del extracto y la preconcentracion.

Ademas es importante considerar que es en este paso del método analitico es donde
se invierte la mayor cantidad de tiempo dentro del trabajo de laboratorio y representa

un paso clave para la obtencién de buenos resultados [1-3].

Es por ello que a ultimas fechas estos procedimiento han tomado gran importancia y se

han generado importante avances para obtener métodos mas preciso, exactos, que



consuman menor cantidad de tiempo y ademdas nos permita monitoreas bajas
cantidades de compuestos de interés sin importar la complejidad de la muestra en la

cual estén contenidos [4].

Los procesos de extraccion juegan un papel fundamental en los procesos relacionados
con la preparacion de la muestra, ya que estos tienen como propésito separar al analito
de interés del resto de la matriz y en muchas ocasiones el concentrar al mismo previo

al analisis.

Las técnicas de preparacion de muestra convencionales, entre las que destaca
la extracciéon liquido-liquido (LLE) han sido utilizadas ampliamente e incluso siguen
siendo utilizadas en protocolos oficiales de algunas areas de la quimica analitica. Sin
embargo el uso desmedido de solventes organico volatiles ha prendido las alertas para
observar este tipo de procesos y generar nuevo que sean mas amigables con el medio

ambiente [5].

Sin embargo la baja afinidad que presentan los solventes organico volatiles por los
compuestos polares compuestos polares, altamente solubles en agua (hidrofilicos) y la
baja retencion que presentan en la fases estacionarias tradicionales, hace que los
avances logrados no hayan contribuido de manera importante al desarrollo de
procedimientos de extraccion y limpieza mas eficientes para analitos polares, que en

conclusion terminan siendo mucho mas largos, caros y con pobres eficiencias.

En resumen la preparacién de la muestra ideal estaria compuesta por la pérdida
minima de la muestra y la méaxima recuperacion del analito, eliminacion de los
compuestos acompafiantes con alto rendimiento, por un método sencillo, rapido y

barato, por instrumentos analiticos capaces y especialmente en acuerdo con la quimica



"verde".

1.2. Liquido iénicos

En los siglos XX y Xl, los liquidos i6nicos se convirtieron en el grupo de disolventes

mas investigados en el mundo.

Los liquidos i6nicos (Ll)son sales formadas por iones muy asimétricos y de gran
tamafio por lo cual presentan fuerzas atractivas cation-anion mas débiles que las que
se dan en las sales ibnicas convencionales, lo que provoca que sean liquidos en un
amplio rango de temperaturas, incluyendo la temperatura ambiente en la mayoria de

los casos.

Los liquidos ionicos, poseen punto de fusién inferior a los 100° C; son compuestos
incoloros o en ocasiones, con un tono amarillento que es originado por la presencia de

impurezas.

Los cationes mas comunes son los imidazolios di o tri sustituidos, los piridinios
sustituidos, los tetralquilamonios y los tetralquilfosfonios, mientras que los aniones
suelen ser halogenuros, sulfatos, sulfonatos, triflatos, amidas e imidas, boratos y
fosfatos. Quiza la parte mas importante de un liquido iénico, sea su cation, debido a
gue es el responsable del comportamiento quimico e impiden que se forme una
estructura cristalina que afectaria directamente el punto de fusién hacia un estado

elevado, tal como ocurre en una sal inorganica [6, 7].



Las propiedades fisicas de los liquidos i6nicos, tales como punto de fusién, densidad,
viscosidad, tension superficial o temperatura de descomposicién estan relacionados
con los aniones de diferentes tamafios y estructuras como por ejemplo, los de
tetrafluoroborato  (BF4), alquilsulfato  ((R-SO4), alquilsulfonato  (R-SO3),
hexafluorofosfato (PF6) y bis(trifluorometilsulfonil)imida (Tf2N), que representan a los

aniones mas complejos; por el contrario, los aniones mas sencillos con los halogenuro

[8].

Entre las bondades de los liquidos i6nicos, se destaca que presentan un amplio
intervalo de temperaturas cuando estdn en estado liquido, que como ya se ha
mencionado, mantienen su temperatura de fusion por debajo de 100° C e incluso,

muchos de ellos son liquidos a temperatura ambiente [9].

Son compuestos que tienen una presion de vapor despreciable e incluso nula, de tal
forma que a presion atmosférica, su temperatura de ebullicion es muy elevada y por lo

tanto de volatilidad reducida bajo estas condiciones.

Otra caracteristica de los liquidos i6nicos, es que son compuestos no inflamables y
presentan una buena estabilidad térmica, es decir, su temperatura de descomposicion
oscila entre los 300 y 400° C. En cuanto a la viscosidad de los liquidos i6nicos, esta
suele estar de dos a tres 6rdenes mas elevada de magnitud que la de los solventes
convencionales, pero esta caracteristica no normalmente no afecta la transferencia del

analito de interés de la fase problema al disolvente.



Como resultado de estas propiedades los IL han sido empleados como solventes en
reacciones quimicas, en electroquimica, como aditivos en cromatografia liquida y
electroforesis capilar, como fase estacionaria en cromatografia de gases y como
solventes de extraccién entre otras aplicaciones [10-13]. El gran impulso que se ha
dado en afios recientes a la investigacion de los IL como disolventes se debe a su baja
volatilidad, caracteristica que los incluye en los denominados “solventes verdes” y que
los convierte en prometedores candidatos a reemplazar a los solventes organicos

volatiles [10,14].

De la posibilidad de combinar el cation, generalmente organico, voluminoso y
asimétrico, con diversos aniones, ha surgido el término “disolventes de disefno”, ya que
la eleccién de los iones determina las propiedades fisicoquimicas del IL y se convierte
en una interesante herramienta para lograr un ajuste fino de las propiedades deseadas
del IL. Existen muchas combinaciones posibles y por lo tanto pueden sintetizarse IL
con un amplio rango de propiedades fisicas y quimicas. En general, el anion se utiliza
para controlar la miscibilidad con el agua mientras que el catién puede determinar la
hidrofobicidad o la capacidad de formar puentes de hidrégeno. Asi, pueden tenerse IL
de caracter acido o basico, hidrofilicos, miscibles con el agua, inmiscibles con agua, e

hidrofébicos. (10,15, 16).

La versatilidad en las propiedades de los IL resulta de suma importancia cuando se
realizan extracciones con solvente o separacion de productos, ya que las solubilidades
relativas de la fase de extracciobn y de la idnica puede ajustarse para hacer la
separacion lo més simple posible. Existen numerosos ejemplos de IL que son

hidrofébicos, de manera que forman sistemas bifasicos con el agua manteniendo sus
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caracteristicas iénicas. Esta novedosa propiedad dual hidrofobicidad-caracter i6nico de
los IL ha sido aprovechada para LLE. Aunque todavia falta mucha informacién, se ha
encontrado que tanto el intercambio ibnico como la particiébn juegan un importante
papel en el proceso de extraccion. Los compuestos organicos tienden a extraerse por
el mecanismo de particion, mientras que el intercambio idnico contribuye en mayor
medida a la extracciébn de iones metalicos [17]. Por otro lado, los IL han sido
empleados en cromatografia de liquidos de alta resolucibn como sustitutos de las
aminas en la supresion de la ionizacién de los grupos silanol residuales de la fase
estacionaria; algunos autores sugieren que ademas de esta interaccion del cation del

IL, es probable que el anién forme pares ibnicos con los analitos cationicos [18].

En los ultimos afios se han desarrollado un gran numero de métodos de LPME vy de
SLE para iones métélicos, compuestos organicos no polares o moderadamente
polares, como por ejemplo triahalometanos, benceno, tolueno, xileno, farmacos
antiinflamatorios, benzofenona, diclorometano, undecano, clorobencenos, etc. [19-22]
Para analitos polares ni la LPME ni la SLE resultan adecuadas cuando se emplean
solventes organicos convencionales. Sin embargo, el redescubrimiento de los IL ha
abierto la puerta al establecimiento de métodos de preparacibn de muestra mas
simples y eficientes para sustancias polares, aunque hasta ahora las aplicaciones son

escasas [23].



1.3. Técnicas de Microextraccion en fase liguida.

La quimica analitica ha evolucionando hacia politicas mas respetuosas para el medio
ambiente con la busqueda de métodos de preparacion de muestras con menor
consumo de disolventes organicos téxicos para minimizar la generacion de residuos
peligrosos y los riesgos para la salud de los operarios. Es aqui donde las técnicas de
microextraccion en general juegan un papel fundamental dentro de la quimica analitica
debido a la importancia de los procesos de preparacion de la muestra como se

menciond anteriormente.

1.3.1 Extraccion liguido-liquido (LLE)

Es una técnica verséatil y clasica en preparacion de muestras. LLE se basa en el
establecimiento de un equilibrio de distribucion de los analitos entre dos fases
inmiscibles, una acuosa y la otra organica. Si la constante de equilibrio de distribucion
es lo suficientemente grande, la extraccién cuantitativa de los analitos puede se puede
llevar a cabo en un solo paso. Pero la mayoria de los LLES son en varios pasos. La
facilidad de operacion y simplicidad del método son las ventajas de LLE. Pero
desventajas importantes tales como el consumo de grandes volimenes de disolventes
costosos y toxicos, formaciébn de emulsibn en la interfase de las dos fases,
separaciones dificiles de fase y finalmente el factor de concentraciobn bajo, ha
conducido a los quimicos analiticos a introducir métodos alternativos para LLE,

disminuyendo el volumen del disolvente de extraccion a escala de microlitros conocida
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como microextraccion en fase liquida (LPME) [24,25].

1.3.2. Microextraccién liquido-liquido dispersiva.

La microextraccion liquido-liquido  dispersiva  (dispersive  liquid-liquid
microextraction, DLLME) se basa en el uso de un sistema ternario de solventes. En
este método, el solvente de extraccion y el solvente dispersante son inyectados
rapidamente en la muestra formando una solucion turbia. La dispersion del solvente
extractante en la muestra acuosa incrementa la transferencia de los analitos entre las

fases inmiscibles, que son finalmente separadas por centrifugacion [24,26-27]].



CAPITULO 2

JUSTIFICACION

Debido a las dificultades que presentan los compuestos polares para su extraccion
durante los procesos convencionales en los laboratorios de Quimica Analitica, es
necesario el desarrollo de nuevas estrategias que permitan hacer mas eficientes

estos procesos.

Basados en su gran potencial como medios de reaccion y como solventes, es
posible pensar que los liquidos iénicos constituyen una buena alternativa para la

extraccion de compuestos de elevado caracter hidrofilico.

Ademas, su combinacién con las nuevas técnicas de microextraccion permitira el
desarrollo de procedimientos quimicos méas limpios y amigables con el medio

ambiente.



CAPITULO 3

OBJETIVOS

3.1. Objetivo General

Evaluar diversos liquidos i6nicos como solventes para farmacos hidrofilicos y estudiar

su desempefio en técnicas de microextraccion en fase liquida.
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3.2. Objetivos Especificos

Determinar la miscibilidad de los liquidos idnicos en agua, solventes organicos y

mezclas.

Desarrollar métodos por Cromatografia de Liquidos para la determinacion de
los analitos modelo incluidos en la investigacion en presencia de liquidos

idnicos.

Caracterizar las propiedades disolventes de los liquidos i6nicos para farmacos
hidrofilicos y seleccionar los mas adecuados para las técnicas de

Microextraccion liquido-liquido y Microextraccion liquido-liquido dispersiva.

Optimizar procedimientos de Microextraccion Liquido-Liquido para farmacos
hidrofilicos presentes en soluciones acuosas utilizando liquidos iénicos como

solventes.

Optimizar procedimientos de Microextraccion liquido-liquido dispersiva con
mezcla de liquidos iénicos (MILs-DLLME) para farmacos hidrofilicos presentes

en soluciones acuosas.

11



CAPITULO 4

MATERIAL Y METODOS

4.1 Equipos, materiales y reactivos

4.1.1 Equipos

e Balanza analitica (AND, GR-120).

e Balanza semianalitica, (AND, GX-200).

¢ Barfio de ultrasonido (Branson, Bransonic 3510).

e Bomba de vacio (Modelo SAS5NXGTE-4870).

e Centrifuga con control de temperatura (Thermo Scientific, IEC Centra CL3).

e Cromatografo de liquidos de alta resolucion Hewlett Packard Serie 1100,
equipado con desgasificador en linea, bomba cuaternaria, inyector automatico,
controlador de temperatura de columna y detector UV de longitud de onda
variable.

e Cromatografo de liquidos de alta resolucion Waters Alliance 2695 con sistema

desgasificador en linea, automuestreador Waters, sistema de bombeo
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cuaternario, controlador de temperatura para columna y detector de arreglo de
diodos.

e Cronometro.

e Incubadora (DAIGGER, Combi-SVI2DX).

¢ Plataforma de agitacion (VWR International, Nutating mixer).

e Potenciémetro (Hach, SenslON pH).

e Purificador de agua (Elga, Pure Lab UHQII).

e Vortex (Barnstead International, Thermolyne 37600).

4.1.2 Materiales

o Columna Atlantis dC4g (2,1 x 150 mm, 3 um; Waters).

e Columna Atlantis HILIC Silica (2,1 x 150 mm, 5 um; Waters).

e Columna Discovery HS F5 (2,1 x 150 mm, 3 um; Supelco).

e Columna Kromasil Cg, (2,1 x 150 mm, 5 pm; Phenomex).

e Columna Luna CN" (2,0 x 150 mm, 3 um; Phenomenex).

e Columna Zorbax Eclipse XDB Cy5 (2,1 x 150 mm, 5 um; Agilent).

o Espatulas.

e Frascos para reservorios para fase movil de 500 mL (Schott Duran).
e Gradilla para tubos de ensayo.

e Insertos conicos de vidrio de 150 pL con resortes al fondo (Agilent).
e Matraces de aforacion 5, 10, 25, 50, 250 y 500 mL (Pyrex).

e Membranas de nylon 47mm, 0,45um (Pall Company).

e Microjeringas Hamilton de 10, 25, 100 y 500 pL.

e Pipetas automaticas 20-200 uL y 200-1000uL (Eppendorf).
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e Pipetas volumétricas de 1, 2, 4,5y 15 mL.

e Probetas 250 y 500 mL.

e Puntillas para pipeta automatica.

¢ Sistema de filtracion rapida (Millipore).

e Termometro -20°C a 110°C (Brannan).

e Tubos conicos con tapa de rosca de 5 mL (Kimble Chase).

e Tubos de ensayo de vidrio 13 x 100.

¢ Viales de encapsulado con inserto fijo 12 x 32 mm (Agilent Technologies)

e Viales de vidrio ambar de 15y 40 mL, tapdn rosca y septum de PTFE/silicon.
¢ Viales de vidrio de 2 mL con tap6n de rosca y septum de PTFE/silicén.

¢ Viales MicroV de encapsulado 12 x 32 mm (Agilent Technologies)

4.1.3 Reactivos

4.1.3.1 Liquidos i6nicos

e  Bis (trifluorometil sulfonil) imida de 1,2-dimetil-3-propil imidazolio, 99 %, lolitec.
e  Bis (trifluorometil sulfonil) imida de 1-etil-3-metil imidazolio, 99 %, lolitec.

e  Bis (trifluorometil sulfonil) imida de 1-hexil-3-metil imidazolio, 99 %, lolitec.

e  Bis (trifluorometil sulfonil) imida de 1-metil-1-propil piperidinio, 99 %, lolitec.

e  Bis (trifluorometil sulfonil) imida de 1-metil-1-propil pirrolidinio, 99 %, lolitec.

e  Bis (trifluorometil sulfonil) imida de 3-metil-1-propil piridinio, 99 %, lolitec.

e  Bis (trifluorometil sulfonil) imida de bultil trimetil amonio, 99 %, lolitec.

e  Bis (trifluorometil sulfonil) imida de dietil metil sulfonio, 99 %, lolitec.

e  Bis (trifluorometil sulfonil) imida de metil trioctil amonio, 99 %, lolitec.

e Bromuro de 1-decil-3-metil imidazolio, >98 %, lolitec.
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e Dietilfosfato de 1-etil-3-metil imidazolio, >98 %, lolitec.

e Hexafluorofosfato de 1-butil-3-metil imidazolio, 99 %, lolitec.

e Hexafluorofosfato de 1-hexil-3-metil imidazolio, 99 %, lolitec.

e Hexafluorofosfato de 1-metil-3-octil imidazolio, 99 %, lolitec.

e Metanosulfonato de 1-etil-3-metil imidazolio, 99 %, lolitec.

e Metilsulfato de 1-butil-3-metil imidazolio, >97 % (HPLC), Aldrich Chemistry.
e Nitrato de etil amonio, >97 %, lolitec.

e Tetracloroaluminato de 1-etil-3-metil imidazolio, >95 %, Aldrich Chemistry.
e Tetrafluoroborato de 1-butil piridinio, 99 %, lolitec.

e Tetrafluoroborato de 1-butil-2,3-dimetil imidazolio, 99 %, lolitec.

e Tetrafluoroborato de 1-decil-3-metil imidazolio, >98 %, lolitec.

e Tetrafluoroborato de 1-etil-3-metil imidazolio, >98 %, lolitec.

e Triflato de 1-hexil-3-metilimidazolio, 99 %, lolitec.

e Trifluorometanosulfonato de 1-butil-3-metil imidazolio, 99 %, lolitec.

4.1.3.2 Estandares de Farmacos

e 3,4-Dihidroxi-L- fenilalanina (L-Dopa), Fluka Analytical.

e Acido acetilsalicilico, = 99,0 %, Sigma.

e Acido salicilico, = 99,0 %, Sigma.

e Cafeina, Sigma-Aldrich.

e Clorhidrato de 1,1-dimetilbiguanadina (Metformina), 97 %, Aldrich Chemistry.
e Clorhidrato de ranitidina, Sigma.

e Furosemida, Sigma.

e Hidroclorotiazida, Sigma-Aldrich.

e Paracetamol 99,0 %, Sigma-Aldrich.
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e R-Atenolol 99,0 %, Aldrich Chemistry

4.1.3.3 Solventes vy otros reactivos.

e Acetonitrilo grado HPLC, J.T. Baker.

e Acido acético, 99,8 %, Fluka

e Acido férmico, 99 %, Merck.

e Acido trifluoroacético, 99 %, Sigma-Aldrich.
e Agua bidestilada, Laboratorios Monterrey.

e Fosfato de sodio, 99,5 %, CTR.

e Fosfato diacido de sodio 99,2 %, Productos Quimicos Monterrey.

e Fosfato monoacido de sodio dihidratado, 99,6 %, CTR.
e Hidréxido de amonio, 25 %, Sigma-Aldrich.
e Metanol grado HPLC, J.T. Baker.

e QOctanol.
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4.2 Metodologia

4.2.1. Evaluacion de la miscibilidad de los liquidos ibnicos.

Para evaluar la miscibilidad de los liquidos i6nicos se tomé como base el protocolo
establecido por la ASTM [28], el cual consiste en preparar una mezcla del solvente
problema en 10 volumenes de agua o el solvente con el que se quiera determinar la
miscibilidad, es decir, 25 mL del solvente problema se mezclan con el solvente en el
que se requiere determinar la miscibilidad hasta un volumen total de
250 mL, un recipiente transparente para una mejor observacion y comparacion.
Posteriormente la mezcla debe agitarse, dejarse reposar y compararse contra un
blanco del solvente mayoritario. Si después de 30 minutos de haber puesto en contacto
ambos solventes no se observan diferencias entre el blanco y la muestra problema, se
considera que los solventes son miscibles entre si; en caso contrario, los solventes

seran considerados como inmiscibles.

En este trabajo todas las técnicas utilizadas para la determinacion de propiedades
fisicoquimicas (miscibilidad, solubilidad y coeficiente de particion) fueron
implementadas a microescala, debido al gran nimero de pruebas que habrian de
realizarse y con el fin de disminuir los costos y la generacion de residuos. La
adaptacion para cada una de las técnicas se describird detalladamente en los

apartados correspondientes del capitulo 5.

Inicialmente, se evalué la miscibilidad de los 24 liquidos iénicos con el agua. Para

aquellos que resultaron inmiscibles, se evalud la miscibilidad con solventes organicos
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como metanol y acetonitrilo, asi como mezclas de estos con agua o soluciones

acuosas de acido formico 1 %, acido trifluoracético 1 % o NaCl 1 %.

4.2.2. Desarrollo de métodos por cromatografia de liquidos para el analisis de los

farmacos hidrofilicos en presencia de liquidos idnicos.

Para el desarrollo de los métodos cromatogréficos se trabajé con un cromatdgrafo de
liguidos 2695 (Waters, U.S.A.) equipado con desgasificador en linea, bomba
cuaternaria, inyector automatico, horno de columna y detector de arreglo de diodos.
También se us6 un equipo HP serie 1100 (Hewlett-Packard, U.S.A.) con desgasificador
en linea, bomba cuaternaria, inyector automatico, horno de columna y detector de UV
de longitud de onda variable. Para la optimizacion de las condiciones cromatogréficas
se emplearon soluciones acuosas, metandlicas o en acetonitrilo de los analitos a una
concentracion de 20 ppm, asi como de los liquidos i6nicos a una concentraciéon 1 %
vlv, de acuerdo al solvente de la fase mévil empleada. En todos los casos el volumen
de inyeccién fue de 10 puL. Todos los experimentos se realizaron por duplicado. Las
longitudes de onda empleadas en el andlisis de cada uno de los analitos se presentan

en la tabla I.
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Tabla I. Longitudes de onda empleadas para la determinacion de los analitos incluidos

en la investigacion.

Analito Longitud de Analito Longitud de

onda (nm) onda (nm)
Acido acetilsalicilico 254 Furosemida 280
Acido salicilico 280 Hidroclorotiazida 280
Atenolol 280 L-dopa 280
Cafeina 254 Metformina 220
Cimetidina 220 Paracetamol 254
Famotidina 280 Ranitidina 280

En el desarrollo de este trabajo se evaluaron la cromatografia en fase inversa en su
modalidad clasica y de formacion de pares iénicos, asi como, la cromatografia de
interacciones hidrofilicas. En la tabla 1l se presentan las condiciones de trabajo
evaluadas durante la optimizacion de los métodos cromatograficos, incluyendo las
columnas utilizadas, los solventes empleados en las fases moviles asi como las

temperaturas a las que se realizaron los procesos de separacion.
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Tabla |l.

Condiciones evaluadas durante

la optimizacién de

los métodos

cromatogréficos.
Tipo de ) Flujo Temperatura
Columna Fase movil )
cromatografia (mL/min) (°C)
Atlantis dCg e Buffer de Formiatos 0,15 40
100mM pH3 : Metanol
) e Buffer de Formiatos
_ Zorbax Eclipse
Fase inversa 100mM pH4 : Metanol 0,20 30
N XDB Cyg
clasica o Buffer de Acetatos 40mM
pH4: Acetonitrilo
Discovery HS | e Buffer de Formiatos
0,20y 0,15 40
F5 40mM pH4: Metanol
e TFA (20mM, en buffer de
Fase inversa Atlantis dCqg formiatos 100mM, pH4): 0,15 40
con formacion Metanol
de pares e HFBA (20mM, en buffer
iGnicos Kromasil Cg de formiatos 100mM, 0,20 30
pH4): Metanol.
Atlantis HILIC
Interacciones Silica e Acetonitrilo:buffer de 0.40 30
hidrofilicas Acetatos (250mM, pH 5)
Luna CN

Como parte del proceso de optimizacion, se realizaron diversas pruebas variando la

proporcion de los componentes de la fase movil. En el caso de la cromatografia en fase

inversa, en las dos modalidades empleadas, la proporcion de fase acuosa fue siempre

igual o mayor al 50 %, mientras que para la cromatografia de interacciones hidrofilicas,

el contenido de acetonitrilo se mantuvo siempre por arriba del 85 %.
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Todas las fases moviles utilizadas durante la investigacion fueron filtradas con
membranas de nylon (47 mm, 0,45 um; Pall Company, USA) y desgasificadas en bafio
de ultrasonidos por 15 minutos. Las fases moviles acuosas fueron preparadas con

agua desionizada obtenida con un equipo Pure Lab UHQII, Elga Il (Veolia).

4.2.3. Validacion de los métodos cromatogréficos.

Los métodos desarrollados para los diferentes analitos fueron validados considerando
las recomendaciones de la IUPAC [29] y la ICH [30]. Los parametros evaluados fueron

linealidad, precision, exactitud, limite de deteccion y limite de cuantificacion.

Para la validacién de los métodos se prepararon soluciones madre de cada analito con
una concentracion de 1000 pg/mL, en acetonitrilo; a partir de ellas fueron preparadas
las soluciones de trabajo en un rango de concentraciones de 5 a 80 ppm en la fase

moévil correspondiente al método optimizado para cada analito.

4.2.3.1 Linealidad

Para la construccion de las curvas de calibracion por estandar externo, se prepararon
estandares de cada uno de los farmacos a 5 niveles de concentracion (5, 10, 20, 40 y
80 ppm) por triplicado. Para establecer la relacion entre el area del pico cromatogréfico
y la concentracion del analito, se realizé un andlisis de regresion lineal, se obtuvo la
ecuacion de la recta y se evaluaron los coeficientes de correlacion y determinacion. El

andlisis de datos se realiz6 utilizando el programa Excel 2007 de Microsoft.
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4.2.3.2 Precision

La precision fue evaluada calculando la desviacién estandar relativa en porcentaje de
los factores de respuesta (FR) de los estdndares de calibracién, de acuerdo a lo

sefalado en las ecuaciones 1y 2.

__ Area de la sefial

FR Ecuacién 1

Concentracion

FR

% DER = ZF—RX 100 Ecuacion 2.

donde:

% DER= Desviacion estandar relativa en porcentaje
srr= Desviacién estandar de los factores de respuesta
Xrr= Media de los factores de respuesta

4.2.3.3 Exactitud

Se evalu6 analizando la correlacién entre la concentracion calculada para los
estandares de -calibracibn y su concentracion real. Para ello, se calculd la
concentracion de los estandares utilizando la ecuacién de la recta obtenida para la
curva de calibracion y se realiz6 un analisis de regresion por minimos cuadrados,
evaluando los coeficientes de correlacion y determinacién asi como el valor de la

pendiente de la recta.
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4.2.3.4 Limites de deteccion y cuantificacion

Los limites de deteccion y cuantificacion se determinaron considerando una relacion

Sefal/Ruido de 3 y de 10, respectivamente.

4.2.4. Determinacion de solubilidad de los farmacos modelo en liquidos i6nicos.

Para la determinacién de la solubilidad de los analitos en liquidos iénicos, se tomé
como referencia el “método del matraz (Flask method)” recomendado por la

Organizacioén para el Comercio y el Desarrollo Econémico [31].

Con la finalidad de realizar la determinacion de la solubilidad a microescala, se
emplearon viales de inserto fijo de 300 yL, pesando directamente en cada uno de ellos
la cantidad de farmaco requerido para obtener una solucién sobresaturada. La
solubilidad fue determinada para cada uno de los farmacos en los liquidos i6nicos
inmiscibles en agua que se encuentran enlistados en la tabla IV. Como control para
esta prueba, se realizdé en paralelo y bajo las mismas condiciones experimentales, la
determinacion de solubilidad de los farmacos en agua y los valores obtenidos se
compararon con los reportados en la literatura. Para la adicion del volumen necesario
de solvente (liquido i6nico o agua) se utilizaron microjeringas de 500 uL. Una vez
preparada la mezcla, los viales fueron colocados en un bafio de ultrasonidos y
posteriormente en agitacion constante, a temperatura controlada dentro de una
incubadora. Después del tiempo de incubacién los viales fueron centrifugados, la
solucion saturada se separé del soélido remanente y el contenido de farmaco se

cuantific6 en una alicuota de la solucion por cromatografia de liquidos, con los métodos
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desarrollados y validados previamente. Todos lo experimentos se realizaron por
duplicado, tomandose la prueba como satisfactoria si los coeficientes de variacion

entre los dos ensayos era < al 15%.

4.2.5. Determinacion de coeficiente de particién (log P) de los farmacos modelo

en sistemas bifasicos liquido i6nico/agua.

La determinacion experimental de los valores de log P en el clasico sistema bifasico
octanol/agua, es comunmente realizada mediante el “método del matraz en agitacion
(Shake-Flask method)” recomendado por la OCDE [32], por lo cual se tomé como

referencia para la determinacion de este en los sistemas liquido iénico/agua.

Al igual que la solubilidad y la miscibilidad, la determinacion del coeficiente de particién
fue adaptada y realizada a microescala, para lo cual fueron empleados Viales MicroV
de 1.5 mL. En cada uno de ellos, empleando microjeringas, se afiadieron volimenes
iguales de agua y liquido iénico, los viales se colocaron en una plataforma de agitacién
y se incubaron a temperatura constante para su saturacién. Una vez transcurrido el
tiempo de agitacion, se dejaron en reposo bajo las mismas condiciones de
temperatura, para la separacion de las fases. Posteriormente, los viales se

centrifugaron y las fases saturadas fueron separadas mediante el uso de microjeringas.

A la fase acuosa, se le afadié el volumen necesario de una solucion 0.1 M del farmaco
de analisis de tal forma que la concentracién final del farmaco en la fase acuosa
previamente saturada con liquido i6nico fuera 0.01 M. El volumen de la solucién del

farmaco en la fase acuosa saturada fue dividido en tres viales para realizar la
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determinacion por triplicado. A cada vial, se adicioné un volumen igual de liquido i6nico
previamente saturado y las mezclas se agitaron primero en vértex y posteriormente en
la plataforma de agitacion a temperatura controlada. Los viales se centrifugaron, las
fases se separaron y se tomé una alicuota de cada una de ellas para ser cuantificada

mediante los métodos de HPLC, desarrollados previamente.

De igual forma fue determinado experimentalmente el coeficiente de particion en el
sistema Octanol/agua, como control de la prueba asi como para la comparacion de

este con los resultados de los diferentes Log P de los sistemas Liquido iénico/agua.

4.2.6. Desarrollo de métodos de microextraccion liquido-liquido para los

farmacos modelo, utilizando liquidos iénicos como solventes de extraccion.

Coémo se mencioné anteriormente la microextraccion liquido-liquido no es mas que la

miniaturizacién de la extraccion liquido-liquido convencional.

En el presente trabajo se optimizaron las condiciones de extraccién, para lo cual se
consideraron cuatro variables: liquido i6nico de extraccion, pH de la muestra, niUmero
de extracciones y tipo de agitacién. En los experimentos, tanto el volumen de la
muestra y del solvente de extraccion como el tiempo de agitacién del proceso de

extraccion se mantuvieron constantes.

El estudio de los parametros que afectan la eficiencia de la microextraccion liquido-
liquido se realizé utilizando soluciones acuosas de los estandares de los farmacos
hidrofilicos incluidos en la investigacion, preparados de forma individual a una

concentracion de
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40 pg/mL, fungiendo dichos estandares como nuestra muestra en los procesos de

extraccion.

En viales micro V, fueron colocados 150 uL de la solucién del farmaco y se afiadié un
volumen igual del liquido i6nico (solvente de extraccion). Se agitdé durante 5 minutos
para posteriormente llevar a centrifugacion durante 10 min a 3500 rpm a una

temperatura de 25°C.

Después de la centrifugacién, las fases fueron separadas y una alicuota de la fase
correspondiente al liquido iénico se diluyé en el solvente adecuado para su
introduccion al cromatégrafo de liquidos y la cuantificacién del analito, empleando los

métodos cromatograficos desarrollados previamente.

El primer paso para el desarrollo de los métodos por microextraccion liquido-liquido,
fue la seleccion del solvente de extraccion. Los solventes probados fueron los dos
liquidos i6nicos cuyos valores de Log P, isnicoragua F€SUltaron mas favorables para cada

uno de los farmacos, los cuales se enlistan en la tabla XXI.

A la par con la eleccion del liquido idnico de extraccién se evaluo el efecto del pH de la
muestra. Para ello, las soluciones de los farmacos fueron preparadas en soluciones de
pH controlado o amortiguadoras, cuyos pH’s fueron establecidos de tal forma que
permitieran evaluar la eficiencia de la extraccion de los analitos tanto en su forma
ionizada como en su forma neutra de acuerdo a los valores pKa de cada uno de ellos.
Asi mismo, se evalué la eficiencia de la extraccién de los analitos preparados en agua
desionizada sin control de pH. En la tabla 1ll se muestran los valores de pH probados

para la extraccion de cada uno de los analitos.
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Tabla Ill. Valores de pH de las soluciones acuosas de cada evaluados durante la

optimizacion de los procedimientos de microextraccion liquido-liquido.

Analito pH
Acido Acetilsalicilico 2 4,5 N.C:
Cimetidina 45 8 N.C.
Metformina 8 13,3 N.C:
Ratidina 1,3 13,3 N.C.
Cafeina 8 13,3 N.C.
Hidroclorotiazida 45 13,3 N.C.
Paracetamol 8 13,3 N.C.

N.C.: solucion acuosa del farmaco sin control de pH

Una vez seleccionados el liquido idnico de extraccion y el pH de la solucién de la
muestra, se evaluaron el numero de extracciones y el tipo de agitacion del sistema de
extraccion; siendo una y dos extracciones el nimero de extracciones, asi como,
agitacion en vortex y agitacion en plataforma los tipos de agitacion probados en todos
los casos. Durante la optimizacion, todos los experimentos se realizaron por duplicado
y la seleccion de las condiciones oOptimas fue hecha en base a la intensidad de

respuesta de los analitos y la precision.
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4.2.7. Desarrollo de métodos de microextraccion liquido-liquido dispersiva con

mezcla de liquidos iénicos (MILs-DLLME) para farmacos hidrofilicos.

Durante el desarrollo de los métodos por MILs-DLLME se optimizaron las condiciones
de extraccion, evaluando las siguientes variables: liquido idnico de extraccion (solvente
de extraccion), liquido i6nico dispersante (solvente de dispersion), volumen del
solvente de extraccion y del solvente dispersante, pH de la muestra y tiempo de

extraccion. En todos los experimentos se mantuvo constante el volumen de la muestra.

Al igual que en la microextraccion liquido-liquido, para el estudio de los parametros que
afectan la eficiencia de la extraccibn se emplearon en soluciones acuosas de los

estandares de los analitos individuales a un nivel de concentracion de 40 pg/mL.

En tubos cénicos, se colocaron 5 mL de la solucién del farmaco y con la ayuda de una
microjeringa se inyecté rapidamente a la muestra, una mezcla del solvente de
extraccion y del solvente dispersante. Los tubos se agitaron suavemente y se llevaron
a centrifugacion una vez cumplido el tiempo de extraccién, es decir, el tiempo
transcurrido entre la introduccion de la mezcla de solventes a la muestra y la
centrifugacion de la misma; el proceso de centrifugacion se realizé por 15 min a 3500

rpm, a una temperatura de 25°C.

Después de la centrifugacion, la fase correspondiente al liquido i6nico situada al fondo
del tubo conico se separ6 del resto de la muestra y se diluy6 en un solvente adecuado
para su introduccion al cromatografo de liquidos, con el fin de cuantificar el contenido
del analito utilizando los métodos cromatogréficos desarrollados previamente. En la
figura 1 se muestra un esquema general de la microextraccion liquido-liquido

dispersiva.
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Para la optimizacion de los métodos de MILs-DLLME fue necesario seleccionar en

primer lugar tanto el solvente de extraccion como el dispersante, en este caso ambos

fueron liquidos i6nicos. Para la DLLME el solvente de extraccion debe ser inmiscible en

la muestra, mientras que el solvente dispersante debe ser miscible tanto en la muestra

como en el solvente de extraccion. Asi pues, los liquidos ibnicos evaluados como

solventes de extraccion para cada uno de los farmacos fueron incluidos considerando

su afinidad por el analito, es decir, se incluyeron aquellos cuyo valor de Log Pjiq. isnico/agua

es mayor y que cumplen con los requisitos experimentales para este tipo de

microextraccion; en la tabla XXI se enlistan los liquidos iénicos evaluados.

Solucion de
la muestra
(contiene analito)

‘ inyeccion

Mezcla de solvente
de extraccion
y dispersante

Dispersion

Fase sedimentada

o >

Separacion de la
fase sedimentada

Figura 1. Esquema de la microextraccion liquido-liquido dispersiva.
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Por otro lado, como posibles solventes dispersantes fueron tomados en cuenta los
liguidos i6nicos que resultaron miscibles en agua (tabla IV), descartando aquellos que
a temperatura ambiente tenian alguna formacion de cristales; los liquidos i6nicos

incluidos en esta parte del estudio se muestran en la tabla XXV

Para la seleccién tanto del solvente de extraccion como del dispersante fue necesario
determinar la miscibilidad entre los distintos candidatos. La miscibilidad entre liquidos
ibnicos se realiz6 siguiendo el esquema general de las pruebas de miscibilidad de la
ASTM [28] y que se describen en la seccién 4.2.1 de este capitulo adaptada a la
microescala (seccion 5.1), modificando Unicamente los volimenes de cada uno de los
solventes. De tal forma que, considerando la relacion de volimenes que cominmente
se emplea en los procesos de DLLME (2 referencias), en este caso la mezcla de
solventes estuvo constituida por 200 uL del liquido i6nico miscible en agua y 50 uL del
liguido i6nico inmiscible en agua. Ademas, se prepararon un blanco de agua y uno de
octanol/agua como control de comparaciébn para determinar la miscibilidad o

inmiscibilidad entre los liquidos idnicos.

Una vez determinada la miscibilidad entre los liquidos i6nicos (tabla XXV) y definidos
los que se evaluarian como solvente de extraccion y de dispersion, fue necesario
seleccionar las mezclas de liquidos idnicos miscibles entre si que fueran capaces de
formar la nube de dispersién al ser inyectadas en la muestra. Para ello, una mezcla de
200 y 50 pL del liquido i6nico miscible e inmiscible en agua, respectivamente, fue

inyectada a una muestra blanco de 5 mL de agua contenida en tubos cénicos.

Teniendo en cuenta la miscibilidad entre los liquidos i6nicos y la capacidad de la

mezcla de los mismos para formar la nube de dispersion, se eligieron dos parejas de
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liquido i6nico de extraccion-liquido idnico dispersante para ser evaluadas en el proceso

de extraccion, para cada farmaco.

A la par de la eleccién de la mezcla de liquido i6nicos de extraccion y dispersante, se
evalu6 el efecto del pH de la muestra, para lo cual las soluciones de los farmacos
fueron preparadas en soluciones amortiguadoras o soluciones de pH controlado, de la
misma forma y a los mismos valores de pH que en el caso de la microextraccion
liquido-liquido (tabla Ill). Asi mismo, se evalud la eficiencia de extraccion de los

analitos preparados en agua desionizada sin control de pH.

Habiendo seleccionado la pareja de solvente de extraccion y dispersion, asi como el
pH de la solucion de la muestra, se evaluaron los siguientes parametros: volumen de
liquido ionico de extraccion (30, 50 y 70 uL), el volumen de liquido i6nico dispersante
(100, 250 y 500 uL) y el tiempo de extracciéon (3 y 5 min). Durante la optimizacion,
todos los experimentos se realizaron por duplicado y la seleccion de las condiciones

Optimas fue hecha en base a la recuperacion y la reproducibilidad.

4.2.8. Evaluacion del desempefio de los métodos de microextraccién en fase

liquida desarrollados.

4.2.8.1 Microextraccion liguido-liquido

Para la evaluacion del desempefio los métodos de microextraccion liquido-liquido
desarrollados, se realizaron extracciones por triplicado de estandares acuosos de

40 ng/mL de los farmacos bajo las condiciones 6ptimas.
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La eficiencia de la extraccion se evalud con el porcentaje de recuperacion (% R) y la

precision de las extracciones.

La recuperacion se calculd mediante la comparacion de la cantidad de analito en la

fase extractante y la cantidad del mismo en la muestra inicial, utilizando la ecuacién 3

Cantidad de analito en la fase extractante

%R = ( ) x 100 Ecuacion 3.

Cantidad de analito en la muestra inicial

La precision se evalu6 calculando la desviacién estandar relativa en porcentaje de las
respuestas obtenidas (areas) de cada uno de los estandares extraidos por medio de la

ecuacion 4.

% DER = xéx 100 Ecuacion 4.

donde:
% DER = Desviacion estandar relativa en porcentaje
s = Desviacion estandar

X = Media
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4.2.8.2 Microextraccion liquido-liguido dispersiva con mezcla de liquido i6nicos

(MILs-DLLME)

Para la evaluacion del desempefio de la microextraccion liquido-liquido dispersiva, se
realizaron extracciones por triplicado de estandares acuosos de 40 ug/mL de los

farmacos, bajo las condiciones de extraccion dptimas.

Para evaluar la eficiencia de la extraccion, se consideraron tanto la precisiéon como el
factor de enriquecimiento (EF) de las extracciones, utilizando para este Ultimo la

ecuacion 5.

Concentracién en la fase extractante « 2
= Ecuacion 5.

EF

Concentraciéon original de la muestra
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CAPITULO 5

RESULTADOS

5.1. Determinacion de la miscibilidad de los liquidos i6nicos.

Para evaluar la miscibilidad y tomando como referencia la relacién de volimenes de
1:10 indicada por la ASTM [28], se probo inicialmente con 50 uL de liquido i6nico y
llevando hasta un volumen total de 500 uL con el solvente a evaluar. Sin embargo,
estos voliumenes no resultaron adecuados por lo que se incrementé el volumen total a

1mL, con un volumen de liquido i6nico en la mezcla de 100 pL.

Por otra parte, ademas de los 30 min de contacto recomendados por la ASTM para
evaluar la miscibilidad, se decidi6 mantener en reposo la mezcla por un periodo de

tiempo igual a temperatura controlada (25°C), previo a su comparacion con el blanco.

Una vez establecidas las condiciones para el trabajo a microescala, se determiné la
miscibilidad con el agua de los 24 liquidos ionicos enlistados en el apartado 4.1.3.1.

resultando 14 de ellos inmiscibles en agua. Los resultados se muestran en la tabla IV.
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idnicos con el agua.

Tabla IV. Resultados obtenidos en la evaluacion de la miscibilidad de los liquidos

Liquidos i6nicos

Inmiscibles con el agua

Miscibles con el agua

Bis (trifluorometil sulfonil) imida de
1,2-dimetil-3-propil imidazolio.

Bis (trifluorometil sulfonil) imida de 1-
etil-3-metil imidazolio.

Bis (trifluorometil sulfonil) imida de 1-
hexil-3-metil imidazolio.

Bis (trifluorometil sulfonil) imida de 1-
metil-1-propil piperidinio.

Bis (trifluorometil sulfonil) imida de 1-
metil-1-propil pirrolidinio.

Bis (trifluorometil sulfonil) imida de 3-
metil-1-propil piridinio.

Bis (trifluorometil sulfonil) imida de
bultil trimetil amonio.

Bis (trifluorometil sulfonil) imida de
metil trioctil amonio.

Bis (trifluorometil sulfonil) imida de
trietil sulfonio.

Hexafluorofosfato de 1-butil-3-metil
imidazolio.

Hexafluorofosfato de 1-hexil-3-metil
imidazolio.

Hexafluorofosfato de 1-metil-3-octil
imidazolio.

Tetrafluoroborato de 1-decil-3-metil
imidazolio.

Triflato de 1-hexil-3-metilimidazolio.

Bromuro de 1-decil-3-metil imidazolio.
Dietilfosfato de 1-etil-3-metil imidazolio.
Metanosulfonato de 1-etil-3-metil
imidazolio.

Metilsulfato de 1-butil-3-metil imidazolio.
Nitrato de etil amonio.
Tetracloroaluminato de 1-etil-3-metil
imidazolio.

Tetrafluoroborato de 1-butil-2,3-dimetil
imidazolio.

Tetrafluoroborato de 1-butil piridinio.
Tetrafluoroborato de 1-etil-3-metil
imidazolio.

Trifluorometanosulfonato de 1-butil-3-
metil imidazolio.

A los 14 liquidos iénicos que resultaron inmiscibles en agua se les realizaron pruebas
de miscibilidad en acetonitrilo y metanol, asi como en diferentes mezclas de estos con
agua (tabla 5.2). Ademas se prob6 la miscibilidad de estos mismos liquidos i6nicos en
mezclas de los solventes organicos con &cido formico 1%, &cido trifluoracético 1% y

NaCl 1% cuyos resultados se explican en la tabla V1 y VII
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Tabla V. Miscibilidad de liquidos i6nicos con solventes organicos y mezclas de estos

con agua.
Liquido i6nico Metanol Acetonitrilo Agua:Metanol | Agua:Metanol o
(90:10) ACN (50:50)

BMIM-PFg M M I I
EMIM-ntf M M I M
HMIM-ntf M M I I
HMIM-PFg M M I I
HMIM-otf M M M M
OMIM-PFg M M I I
DMP-ntf M M I I
PMPI-ntf M M I I
N1114-NTF M M I I
N1888-NTF M M I I
PMPL-ntf M M I I
MPPIP-ntf M M I I
SEt3-ntf M M I M
DMIM-BF, M M | M

M. Miscilbes, I. Inmiscibles.
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Tabla VI. Misciblidad de liquidos i6nicos inmiscibles en agua con mezclas de metanol y soluciones acuosas de compuestos de

diferente naturaleza quimica.

Liquido |AF0,1% : MeOH: IL|AF 0,1 % : MeOH TFA 0,1 % : MeOH: IL | TFA 0,1 % : MeOH |NaCl 0,1%:MeOH:IL| NaCl 0,1%:MeOH

iénico (6:3:1) (50:50) (6:3:1) (50:50) (6:3:1) (50:50)
BMIM-PFg I M I I I I
EMIM-ntf | M | M | M

HMIM-ntf I | | I I I

HMIM-PF | | | M | |

HMIM-otf M M M M M M

OMIM-PFg4 I I I I I I
DMP-ntf | | | | | |
PMPI-ntf I I I I I I
N1114-NTF | | I I I I
N1888-NTF I I I I I I
PMPL-ntf I I I I I I
MPPIP-ntf | | | | | |
SEt3-ntf | M | | | |
DMIM-BF, M M M M M M
M. Miscilbes, I. Inmiscibles.
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Tabla VII. Misciblidad de liquidos i6nicos inmiscibles en agua con mezclas de

acetonitrilo y soluciones acuosas de compuestos de diferente naturaleza quimica.

Liquido TFA0,1% : ACN:ILITFAO0,1% : ACNNaCl0,1% : ACN: IL NaCl 0,1 % : ACN
iénico (6:3:1) 50:50 (6:3:1) 50:50

BMIM-PFg I I I I
EMIM-ntf I I I I
HMIM-ntf I I I I
HMIM-PFg I I I I
HMIM-otf M M M M
OMIM-PF¢ I I I I
DMP-ntf I I I I
PMPI-ntf I I I I
N1114-NTF I I I I
N1888-NTF I I I I
PMPL-ntf I I I I
MPPIP-ntf I I I I
SEt3-ntf I I I I
DMIM-BF, M M M M

M. Miscilbes, I. Inmiscibles
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5.2. Desarrollo de métodos por cromatografia de liquidos para el analisis de los

farmacos hidrofilicos en presencia de liquidos iénicos

Para la separacion de los liquidos i6nicos de los farmacos hidrofilicos se probaron
diferentes modos cromatograficos tales como: fase inversa, par ionico y de
interacciones hidrofilicas. Asi mismo, se evalud el desempefio en la separacion de
diferentes columnas dentro de los tipos de cromatografia anteriormente mencionados,
de tal forma que primeramente se establecieron las mejores condiciones
cromatogréficas para cada uno de los analitos y posteriormente se evalud el

comportamiento de los liquidos i6nicos en los diferentes sistemas cromatograficos.

Las primeras pruebas cromatogréficas para los farmacos hidrofilicos se hicieron
utilizando cromatografia en fase inversa, tomando como referencia métodos ya

descritos en la bibliografia (bibliografias de farmacos, carpeta farmacos Espafia).

Las columnas empleadas inicialmente fueron una columna Atlantis dC.g (Waters) y una
Zorbax Eclipse XDB Cig (Agilent), las cuales fueron evaluadas utilizando fases moviles
de diferente composicion en modo isocréatico (tabla 1) para la separacion de los
estandares de los farmacos hidrofilicos de forma individual. Se seleccion6 como fase
movil éptima, aquella gue nos proporciond mayores tiempos de retencion, asi como la
mejor forma de las sefiales cromatoograficas. Los resultados de esta evaluacion se
encuentran resumidos en la tabla VIII, mientras que en el Anexo | se muestran los

cromatogramas obtenidos para cada uno de los farmacos.
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Tabla VIII. Tiempos de retencion para los farmacos hidrofilicos en columnas de fase

inversa, utilizando como fase movil buffer de formiatos (100 mM, pH 4):Metanol, 40°C,

0,15 mL/min (Atlantis) y 30°C, 0,2mL/min (XDB).

Analito Composicién de Atlantis dCyg Zorbax XDB Cig
la fase movil t, (min) t; (min)
Acido acetilsalicilico 70:30 11,12 5,84
Acido salicilico 70:30 8,87 4,37
Atenolol 80:20 7,19 3,21
Cafeina 70:30 9,68 4,17
Cimetidina 80:20 7,97 3,45
Metformina 90:10 4,24 2,24
Hidroclorotiazida 80:20 5,25 2,60
Paracetamol 70:30 5,83 2,85

Una vez establecidas las condiciones cromatograficas Optimas para cada analito, se

estudié el comportamiento de los liquidos i6nicos en estos sistemas mediante el

analisis de soluciones metandlicas (1% v/v) de cada uno de ellos. Sin embargo, en

ambas columnas la mayoria de los liquidos i6nicos mostraron sefiales en el rango

correspondiente a los tiempos de retencién de los farmacos incluidos en el estudio. En

la figura 2 se muestra como ejemplo, el cromatograma obtenido para uno de los

liquidos i6nicos en las condiciones 6ptimas de andlisis para la cafeina y el

paracetamol.
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Figura 2. .Cromatograma obtenido para una solucion metandlica del
Bis(trifluorometilfulfonil)imida de 1etil-3 metilimidazolio (1% v/v) a) columna Atlantis

dCys y b) columna Zorbax Eclipse-XDB, ambos a 220 nm.

Considerando estos resultados, se probd la cromatografia de fase inversa con
formacién de pares iénicos, utilizando la misma columna Atlantis dC,;g y una columna
Kromasil Cg, con TFA y HFBA, respectivamente, como reactivos para la formacién de

pares ionicos. (Figura 3).

= .
: a) : b)
. -

Figura 3. Cromatograma obtenido para una solucion metandlica del trifluorometano
sulfonato de 1-hexil-3metil imidazolio (1% v/v), utilizando fase inversa con formacion de

pares iénicos a) columna Atlantis dCyg y b) columna Kromasil Cg, ambos a 220 nm.
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Una vez lograda la adecuada retencion de los analitos en fase inversa, se busco
desarrollar un método mediante el cual una mezcla de nuestros analitos pudiera ser
analizada; probando diferentes programas de gradiente para la columna Atlantis dCs,

sin embargo no fue posible separar a los diferentes farmacos entre si.

Debido a la incapacidad de los farmacos para ser separados en la columna Atlantis
dCys, se decidié probar una nueva columna de fase inversa con propiedades distintas a
las anteriores que nos permitiera separar a nuestros analitos, la columna seleccionada

para esto fue una Discovery HS Fb5.

Con la columna Discovery HS F5 fueron probados diferentes sistemas de gradiente
(Anexo II) utilizando como fase mévil mezcla de Buffer de Formiatos 40 mM (pH4) y
Metanol, asi como diferentes velocidades de flujo. De tal forma que fue posible disefiar
un gradiente adecuado para la separacién de la mezcla de 10 de los analitos modelo,
dicha separacion se muestra en la figura 4. Sin embargo, en esta figura solo se
observan 9 sefales cromatograficas, ya que la metrformina solo absorbe a 230nm
mientras que cromatograma de dicha figura se presenta a una longitud de onda de
280nm, el tiempo de retencién de la metformina en en la separacion cromatogréfica es
de 3,54 min (Anexo Il), asi mismo, el sistema de gradiente se encuentra detallado en la

tabla IX.
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Tabla IX. Sistema de gradiente de HPLC utilizado para la separaciéon de una mezcla de

farmacos hidrofilicos(figura 5.3), en una columna Discovery HS F5 a un flujo de 0,2

mL/min a 40°C.

Composicion de la fase movil

Tiempo (min) | % Buffer de Formiatos
(40mM, pH 4) % Metanol

0 90 10

90 10

70 30
12 62 38
16 62 38
18 35 65
23 35 65
24 90 10
34 90 10
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Figura 4. Cromatograma obtenido para una mezcla de farmacos hidrofilicos (20ug/mL) en agua (farmacos por orden de elucion:
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L-dopa, paracetamol, famotidina, hidroclorotiazida, atenolol, ranitidina, cafeina, acido salicilico y furosemida). Columna: Discovery
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Al igual que en el caso de los métodos desarrollados para la separacién de los
estandares de farmacos de forma individual, era necesario estudiar el comportamiento
de los liquidos i6nicos al introducirlos al sistema cromatografico mediante el método
disefiado para la separacion de la mezcla. De tal forma que se inyectaron soluciones
metandlicas de los diferentes liquidos idnicos, observando que para la mayoria de ellos
no se presentan sefiales que interfieran con la separacion de los analito. En la figura 5
se presenta el cromatograma del tetrafluoroborato de 1-decil-3-metilimidizalio, como

ejemplo de estos experimentos.
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Figura 5. Cromatograma obtenido para una solucion metandlica de tetrafluoroborato

de 1-decil-3-metil imidazolio (1% v/v), condiciones cromatograficas Tabla IX.

45



Teniendo en cuenta estos resultados se adiciond a la solucibn metandlica del liquido
i6nico la mezcla de los farmacos, esto para observar la separacién en presencia del
liguido i6nico (figura 6): Sin embargo se produjo una pérdida de resolucién y la

deformacién de las sefiales cromatograficas.
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Figura 6. Cromatograma obtenido para mezcla de farmacos hidrofilicos en metanol
adicionada con tetrafluoroborato de 1-decil-3-metil imidazolio (1% v/v). Condiciones

cromatogréficas indicadas en la tabla IX.

Al observar las modificaciones sufridas por las sefiales cromatogréficas se buscé
evidenciar la razon por la que dichas modificaciones ocurrian, por lo que se inyecto la
mezcla de los farmacos en solucion metandlica sin presencia del liquido iénico, asi

como la mezcla en solucién acuosa adicionada con un liquido iénico miscible en agua y
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el cual no presentaba sefiales cromatogréficas que interfirieran con nuestro analito. En

las figuras 7 y 8 se muestran los cromatogramas correspondientes a estas pruebas.

Figura 7. Cromatograma obtenido para mezcla de farmacos hidrofilicos en metanol.
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Figura 8. Cromatograma obtenido para a) una solucibn acuosa de nitrato de etil

amonio (1% v/v); b) mezcla de farmacos hidrofilicos en agua adicionada con nitrato de

etil amonio (1% v/v).

47



Como puede observarse en los cromatogramas anteriores es en las soluciones
metandlicas con o sin liquido i6nico de la mezcla de farmacos donde se presenta la
disminucién en la resolucion y la deformacion de las sefiales cromatogréficas (o mismo
ocurre si la mezcla es preparada en acetonitrilo, Anexo Ill), no asi en aquellas donde

dicha mezcla se encuentra en solucion acuosa con o sin liquido inico.

Se realizaron pruebas de miscibilidad para los liquidos iénicos inmiscibles en agua de
tal forma que la matriz que los contuviera a ellos y a la mezcla de farmacos tuviera un

elevado contenido acuoso (tablas 4 y 5), un ejemplo de ello se muestra en la figura 9.
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Figura 9. Cromatograma de una mezcla de farmacos hidrofilicos en solucién acuosa
de acido férmico al 0,1%:metanol:tetrafluoroborato de 1-decil-3 metil imidazolio (6:3:1)
utilizando las condiciones cromatograficas para la separacion de la mezcla descritas en

el texto.
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En el cromatograma se observa que bajo las condiciones en las que se logra
miscibilizar la mezcla de farmacos y liquido ibnico en una matriz con alto contenido
acuoso, las sefiales no presentan modificaciones significativas en su forma. Sin
embargo, los tiempos de retencion se ven modificados, ademas de que no es posible
resolver la sefial del liquido iénico de la sefial de la L-dopa (sefial 2,94min) y el orden
de elucién de la hidroclorotiazida, atenolol y ranitidina (figura 4), se ve modificado; de
tal forma que el orden de elucién en la figura 9 es como sigue: atenolol, ranitidina,

hidroclorotiazida, 12,56, 13,17 y 13,98 min respectivamente.

Considerando los problemas mencionados anteriormente para la introduccién de los
analitos adicionadas con liquidos iénicos en soluciones de solventes organicos en los
métodos desarrollados anteriormente en las diferentes modalidades y columnas de
fase inversa, se evalué la cromatografia de interacciones hidrofilicas (HILIC). Las
columnas evaluadas en este tipo de cromatografia fueron una Atlantis HILIC Silica y
una Luna CN/, las cuales no presentaron diferencias significativas en la retencion de

los analitos.

En la tabla X se presentan los resultados de las condiciones éptimas y los tiempos de
retencion para cada uno de los farmacos, en esta misma tabla se indican los liquidos

iGnicos con los cuales no se logro la separacion entre ellos y los farmacos.

Para la mayoria de los liquidos idnicos fue satisfactoria la separacién de estos de las
seflales de los analitos, ya que en general los liquidos ibnicos no presentaron
retencion o si la presentan se encuentra fuera de los tiempos de elucion de nuestros

analitos (figura 10).
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Tabla X. Condiciones 6ptimas de separacion y tiempos de retencion para los farmacos

hidrofilicos utilizando cromatografia de interacciones hidrofilicas; 0,4mL/min, 30°C.

Fase movil
Buffer de o o
. . Liquidos ionicos con los que
Analito Columna acetatos t (min) ] B
no se logré la separacion
(250mM, pH
5):ACN
. Atlantis
Metformina 15:85 4,28 EMIM-ntf, PMPI-ntf
HILIC
Atlantis
Atenolol 10:90 4,55 BMIM-PF¢ PMPI-ntf, DMP-ntf
HILIC
Cimetidina Luna CN 5:95 2,32 N1888-ntf
Acido Atlantis
o 5:95 5,19 N1888-ntf
acetilsalicilico HILIC
o EMIM-ntf, PMPI-ntf, DMP-ntf,
Ranitidina Luna CN 15:85 4,34
OMIM-PF¢, DMIM-BF,

Figura 10. Cromatograma obtenido para a) solucion de bis (trifluoro metil sulfonil) imida

de 1-etil-3-metil imidazolio en acetonitrilo (1% v/v); b) solucion de bis (trifluoro metil

sulfonil) imida de butil trimetil amonio (1% v/v).
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Sin embargo para el resto de los farmacos hidrofilicos utilizados en este trabajo y que
no se encuentran enlistados en la tabla 5.7, HILIC no resulté adecuada debido a que
estos compuestos presentan una retencidbn muy baja con tiempos menores a 1,5 min,

eluyendo practicamente en el tiempo muerto.

5.3. Validacion de los métodos cromatografico desarrollados

Una vez encontradas las condiciones 6ptimas para la separacion de los farmacos
hidrofilicos, se continué con la validacion de los métodos para 8 analitos que serian
analizados de forma individual, siendo seleccionados entre estos 8 analitos los 5 cuyos
métodos fueron optimizados por HILIC y 3 méas por fase inversa inicialmente (acido
acetilsalicilico, cafeina y paracetamol). En la tabla XI se resumen las condiciones

cromatograficas 6ptimas para estos 8 farmacos y cuyos métodos fueron validados

En Anexo IV se muestran las graficas de la recta correspondientes a la curvas de
calibracion para los 8 analitos, mientras que en la tabla XII se resumen los resultados
de la validacion para cada uno de los métodos para la identificacion de los farmacos

hidrofilicos.
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Tabla XI. Resumen de las condiciones cromatograficas éptimas para la sepracion de

farmacos hidrofilicos en presencia de liquidos i6nicos inmiscibles en agua.

Flujo
Analito Columna Fase movil T® A
(mL/min)
Acido acetilsalicilico Atlantis HILIC 5:95 (2) 0,4 30°C | 254nm
Atenolol Atlantis HILIC 10:90 (2) 0,4 30°C | 280nm
Cafeina Atlantis dCg 70:30 (1) 0,15 40°C | 280nm
Cimetidina Luna CN’ 5:95 (2) 0,4 30°C | 220nm
Hidroclorotiazida Atlantis dCg 80:20 (1) 0,15 40°C | 280nm
Paracetamol Atlantis dCg 70:30 (1) 0,15 40°C | 254nm
Ranitidina Luna CN’ 15:85 (2) 0,4 30°C | 280nm

(1) Buffer de acetatos 40mM pH4 : ACN.

(2) Buffer de acetatos 250mM pH 5 : ACN
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Tabla XIll. Resultados de los parametros evaluados para la validacién de los métodos

cromatograficos desarrollados.

. Linealidad Precision . LOD LOQ
Analito (rz) (% DER) Exactitud (kg/mL) | (ug/mL)
2
Acido r=0,999
: L 0,999 1,67 0,83 2,52
acetilsalicilico m= 1,008
r’=0,999
Atenolol 0,999 43 0,84 2,55
m=1
r’=0,998
Cafeina 0,998 3,03 0,59 1,79
m=1
r’=0,999
Cimetidina 0,999 4.20 0,32 0,97
m=1
r’=0,998
Hidroclorotiazida 0,999 6,65 0,29 0,88
m= 0,996
r’=0,999
Paracetamol 0,999 1,95 0,98 2,98
m=1
r’=0,999
Ranitidina 0,999 3,47 0,25 0,78
m= 1,007
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5.4. Determinacion de solubilidad de los farmacos modelo en liquidos iénicos

Para implementar el procedimiento a microescala para la determinacion de la
solubilidad se tomé como base la metodologia descrita por método del matraz [31].
Inicialmente se pesaron 10 mg de farmaco y se afadieron 100 uL de liquido i6nico,
sin embargo debido a la viscosidad de los liquidos i6nicos no se lograba una
agitacion adecuada por lo que se opté por aumentar el volumen de liquido i6nico,
ademas de la cantidad de farmaco para las pruebas. Por ello, se colocaron 20 mg
de farmaco en un microvial de inserto fijo y se le afadieron 250 uL de liquido iénico
o de agua desionizada (control).

Debido a los resultados obtenidos por los primeros experimentos, cuyos
coeficientes de variacion fueron muy altos, se incluyé una etapa de agitacion en
bafio de ultrasonido antes del periodo de agitacién, asi como, aumentar el tiempo

de agitacion de 24 hrs propuesto por la OCDE a 48 hrs.

Transcurrido este tiempo, los viales se centrifugaron a 3500 rpm a 25°C por 5
minutos, para posteriormente separar las soluciones saturadas de liquido i6nico o

el agua saturado del sélido de farmaco remanente.

Se tomO6 una alicuota de las soluciones de cada uno para asi cuantificar el
contenido del analito en los diferentes liquidos idnicos y en el agua empleando los
métodos optimizados y validados previamente. En la figura 11 se presenta el

diagrama del procedimiento implementado a microescala.
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Centrifugacién

Solucién saturada del .| Agitacién
fsrmaco en el solvente ?| 25°c,48h -
S min
A
1
250 pL de Liq. 16nico + 20mg l
del Farmaco | Andlisis del sobrenadante |

Figura 11. Esquema del procedimiento para la determinacion de solubilidad

optimizado a microescala.

Una vez optimizado e implementado el método para la determinacion de la
solubilidad a microescala, se realizaron los experimentos necesarios para
determinar esta propiedad fisicoquimica a los 8 farmacos para los cuales fueron
validados los métodos cromatogréficos. De tal forma que a cada uno de estos
farmacos se le determind su solubilidad con cada uno de los 14 liquidos iénicos
inmiscibles en agua involucrados en el estudio, ademas de la determinacion de su

solubilidad en agua mediante el mismo procedimiento como control de referencia.

Cada una de las pruebas se realizd y se inyectaron en el cromatografo de liquidos
por duplicado, y se realizaron los calculos correspondientes para obtener la
cantidad de farmaco solubilizada en el solvente (liquido i6nico o agua), asi como el
coeficiente de variacion de la determinacion, en las tablas Xlll a la XX se muestran
los valores de solubilidad de cada uno de los farmacos resultantes de dichas
pruebas, los valores de las casillas sombreadas corresponde a los de los liquidos

ionicos en los que se presenté mayor solubilidad.
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5.5. Determinacidn de coeficiente de particion (log P) de los farmacos modelo en

sistemas bifasicos liquido iénico/agua.

Tomando como base el método de matraz en agitacion para la determinacion del
Log P, propuesto por la OCDE [32], fueron optimizadas las condiciones para

adaptar dicho procedimiento a microescala.

Para la saturacion de las fases inicialmente se evalu6 un volumen de 400 uL de
cada una de las fases, sin embargo este volumen no fue adecuado para la
posterior realizacion de las pruebas de particion entre las fases, por lo que se
decidi6 aumentar el volumen a 600 uL de cada uno de los solventes involucrados
en el sistema de particion liquido i6nico/agua u octanol/agua, este Ultimo por ser
considerado un sistema de referencia, dicho volumen nos proporcioné la cantidad
necesaria de cada una de las fases para poder realizar la determinacién del

coeficiente de particion por triplicado.

Para esta saturacion de fases, las mezclas de los solventes se sometieron a una
agitacion suave durante 24 horas a 25 °C, para posteriormente dejarlos en reposo
por 24 horas a la misma temperatura. Una vez transcurrido el tiempo de reposo se
llevaron los viales a centrifugacion durante 5 minutos a una velocidad de 3500 rpm

a 25°C.

Después de la centrifugacion se separaron las fases, utilizando la fase acuosa para
la preparacion de las soluciones de los diferentes farmacos a una concentracion

0,01M. Con la solucién acuosa preparada se mezclaron 150 uL de esta 'y 150 yL de
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la fase de liquido ionico saturada u octanol saturado, los viales se sometieron a

agitacion en vortex y a una agitacion suave a 25°C ambas por 5 minutos.

Posteriormente, se incluyé de nueva cuenta una etapa de centrifugacion a 4000
rpm por 5 minutos a 25°C. Finalmente se separaron las fases, tomando una
alicuota de cada una de ellas para ser cuantificado el contenido de farmaco por
HPLC. En la figura 12 se presenta el diagrama del procedimiento para el Log P

implementado a microescala.

Saturacién de fases
600 ul mezda .| Agitacién constante Reposo 24 h
Liq. I6nico-Agua 50:50 = 25°C,24h 25°C
I Separacion de fases I
Solucién fadrmaco 0,0100,1M |<—{ Fase Acuosa I I Liquido Iénico I
Coeficiente de particién
150ul Solucién fadrmaco 0,010
0,1M | Agitacién en vértex & Centrifugacién
+ ~ S minutos |  4000rpm, 25°C,5 min
150 ul Liquido iénico saturado
v
Andlisis Id—-{ Separacién de fases

Figura 12. Esquema del procedimientos para la determinacion de Log P optimizado

a microescala.

En el caso del coeficiente de particion, este fue determinado para 7 de los farmacos
cuyos métodos cromatograficos fueron validados, debido a la falta de distribucion
del estandar de dicho farmaco por parte del fabricante. Por lo cual fue posible

obtener el valor del Log P para cada uno de estos 7 analitos en los sistemas liquido
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ionico/agua, cuya separacion analito-liquido i6nico nos permitié cuantificar la
concentracion de estos en cada una de las fases; ademas, de la determinacion del

valor del Log P en el clasico sistema octanol/agua.

Cada una de las pruebas se realizod por triplicado; y se realizaron los célculos
correspondientes para obtener los valores del coeficiente de particion, en las tablas
XIV a la XX se muestran los valores de Log P de los diferentes farmacos en los
diferentes sistemas bifasicos, siendo los mejores valores de Log P para los

sistemas liquido iénico/agua los que se presentan en las celdas sombreadas.
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Tabla XII. Valores de solubilidad determinados experimentalmente para el atenolol.

Solubilidad (mg/mL) % DER
Agua 18,44 6,9
Liquido i6nico:
BMIM-PF, N.R. ;
EMIM-ntf 6,02 6,8
HMIM-ntf 5,58 21
HMIM-PF 4,54 15
HMIM-otf 17,20 3,7
OMIM—PF6 4,75 5,2
DMP-ntf N.R. -
PMPI-ntf N.R. -
N1114-ntf 6,10 23,2
N1888-ntf 9,17 10,2
PMPL-ntf 2,54 3,9
MPPIP-ntf 11,07 20,5
SEt3-ntf 6,84 1,88
DMIM-BF, 52,8 14,2

N.R. Separacion cromatografica no resuelta.




Tabla XIV. Valores de solubilidad y Log P determinados experimentalmente para el

acido acetilsalicilico.

Solubilidad | o/ hep Log P oct/agua % DER
mg/mL
Agua 3,54 14,7 0,98 5.2
Liquido iénico Sor'rt’gb/ir'ri]?_ad % DER Log P Ll/agua % DER
BMIM-PFs 20,72 4,3 0,84 8,5
EMIM-ntf 16,71 5 0,60 11,1
HMIM-ntf 34,09 33 0,63 6,6
HMIM-PF, 15,19 7.6 1,43 35
HMIM-otf 38,53 5,4 1,79 4,0
OMIM-PF, 9,35 6,2 1,47 2,4
DMP-ntf 31,00 15,8 1,65 8,0
PMPI-ntf 27,18 12,1 1,68 7,0
N1114-ntf 14,52 8,3 1,10 8.2
N1888-nif N.R. - N.R. -
PMPL-ntf 28,55 4,6 1,39 3,8
MPPIP-ntf 22,88 17,3 1,59 15
SEt3-ntf 32,90 1,9 0,88 9
DMIM-BF, 27,33 4,3 1,65 03

N.R. Separacién no resuelta.
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Tabla XV. Valores de solubilidad y Log P determinados experimentalmente para el

cafeina.
S‘(’rt‘gk’/iruf_‘;‘d % DER Log P oct/agua % DER
Agua >80 - -0,23 55
Liquido iénico S‘(’r":g’/ir:i")"d % DER Log P Li/agua % DER
BMIM-PF¢ 31,80 22,2 0,25 7.5
EMIM-ntf 43,45 32,4 0,27 13,4
HMIM-ntf 25,57 3 0,16 5,4
HMIM-PF¢ 30,56 3 0,37 6,5
HMIM-otf 28,69 6,3 0,27 11,1
OMIM-PF; 27,59 4,3 0,31 14,6
DMP-ntf 22,94 58 -0,06 31,0
PMPI-ntf 39,43 14,2 0,12 35,3
N1114-ntf 24,35 2,2 0,28 8,7
N1888-ntf N.R. - N.R. N.R.
PMPL-ntf 21,25 40,4 -0,17 15,2
MPPIP-ntf 17,23 29,4 -0,10 47,2
SEt3-ntf 48,32 0,1 -0,02 16,3
DMIM-BF, 45,24 4,6 0,35 5,6

N:R. Separacion no resuelta.
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Tabla XVI. Valores de solubilidad y Log P determinados experimentalmente para el

cimetidina.
Solubilidad % DER Log P oct/agua % DER
mg/mL
Agua 2,88 8,5 -0,23 4,0
Liquido iénico Sor'#g%ir!?_ad % DER Log P Ll/agua % DER
BMIM-PFe 1,42 6,5 0,13 8,6
EMIM-ntf 1,18 16,0 0,26 6,6
HMIM-ntf 0,98 2,9 -0,20 7.8
HMIM-PF¢ 0,93 17,1 0,09 28,1
HMIM-otf 6,51 9,7 0,56 13,5
OMIM-PF; 1,40 38,2 0,01 15,8
DMP-ntf 0,80 9,8 -0,09 23,8
PMPI-ntf 1,74 3.3 0,40 3,3
N1114-ntf 0,63 2,2 -0,20 8,7
N1888-nif N.R. - N.R. -
PMPL-nf 0,66 5,7 -0,17 16,6
MPPIP-ntf 0,83 18,4 -0,18 46,6
SEt3-ntf 1,95 7.4 0,05 23,5
DMIM-BF, 5,27 14,7 -0,85 14,6

N.R. Separacién no resuelta.
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Tabla XVII. Valores de solubilidad y Log P determinados experimentalmente para el

hidroclorotiazida.

Solubilidad % DER Log P oct/agua % DER
mg/mL

Agua 0,24 14,6 -0,06 2,5
Liquido iénico Sorlxg;)/irlri]?_ad Ccv Log P Ll/agua Ccv
BMIM-PFg 5,84 10,6 1,02 13,3
EMIM-ntf 6,80 3,8 0,90 12,2
HMIM-ntf 4,18 17,2 1,00 51
HMIM-PFg 2,08 13,5 0,85 13,6
HMIM-otf 54,35 14,5 1,29 2,4
OMIM-PFg 1,92 0,9 0,98 21,0
DMP-ntf 5,39 2,9 1,26 3,6

PMPI-ntf N.R. - N.R. -
N1114-ntf 3,17 34,5 0,90 3,6

N1888-ntf N.R. - N.R. -
PMPL-ntf 4,68 1,2 1,12 0,6
MPPIP-ntf 3,60 21,6 1,16 4,2
SEt3-ntf 5,82 0,7 1,22 1,5
DMIM-BF, 20,58 12,4 2,10 2,5

N.R. Separacién no resuelta.
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Tabla XVIII. Valores de solubilidad y Log P determinados experimentalmente para el

metformina.
S?rujgblmf_‘;‘d % DER Log P oct/agua % DER
Agua 123,80 13,6 2.4 9,6
Liquido iénico S‘()#ng/m‘ﬂ‘;‘d % DER Log P Ll/agua % DER
BMIM-PF 5,13 14,9 -0,57 16,6
EMIM-ntf N.R. - N.R. -
HMIM-ntf 0,74 8,6 -0,95 4,7
HMIM-PF¢ 0,99 2,9 -0,58 5,5
HMIM-otf 15,88 9,7 0,12 7.6
OMIM-PF; 0,79 5,7 -1,39 5,4
DMP-nif 0,54 0,7 -0,34 4,0
PMPI-ntf N.R. - N.R. -
N1114-ntf 1,12 19 -0,28 9,7
N1888-ntf 0,06 5 -0,52 16,7
PMPL-nf 0,41 8,6 -0,36 10,7
MPPIP-ntf 0,92 51,3 -0,38 21,1
SEt3-ntf 0,58 6,3 0,04 14,7
DMIM-BF, 5,61 11 -0,47 13,3

N.R. Separacién no resuelta.
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Tabla XIX. Valores de

solubilidad y Log P determinados experimentalmente para el

paracetamol.
S‘(’r'rt’gb/mf;‘d % DER Log P oct/agua % DER
Agua 11,25 2,4 -0,28 3,1
Liquido iénico S‘()r'r‘:gb/m‘;‘d % DER Log P Ll/agua % DER
BMIM-PF¢ 6,12 6,1 0,37 13,1
EMIM-ntf 7.47 4,5 0,36 13,6
HMIM-ntf 8,54 9,3 0,20 9,6
HMIM-PF¢ 8,36 22,2 0,27 4,2
HMIM-otf 60,29 14,8 1,22 8,1
OMIM-PF; 11,50 3,0 0,05 26,9
DMP-ntf 7,40 8,3 0,22 20,7
PMPI-ntf N.R. - N.R. -
N1114-ntf 4,65 2,4 0,07 5,5
N1888-ntf 3,91 24,9 -0,73 12,3
PMPL-nf 8,46 26,5 0,22 22,7
MPPIP-ntf 8,90 9,4 0,29 23,9
SEt3-ntf 9,35 2,2 0,39 14,9
DMIM-BF, 56,07 12,7 1,07 1,5

N.R. Separacion no resuelta.
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Tabla XX. Valores de solubilidad y Log P determinados experimentalmente para el

ranitidina.
S?#ng/m‘ﬂ‘;‘d % DER Log P oct/agua % DER
Agua >100 - -1,86 20,4
Liquido iénico S‘()r'r‘:gb/m‘;‘d % DER Log P Ll/agua % DER
BMIM-PF¢ 4,95 24,7 0,72 11,9
EMIM-ntf N.R. - N.R. -
HMIM-ntf 1,46 16 -0,12 18,3
HMIM-PF¢ 1,71 20,1 0,43 14,5
HMIM-otf 1,95 9,3 0,63 12,2
OMIM-PF; N.R. - N.R. -
DMP-ntf N.R. - N.R. -
PMPI-ntf N.R. - N.R. -
N1114-ntf 1,50 8,8 0,79 7.2
N1888-ntf 0,35 65,6 -0,16 1,1
PMPL-ntf 11,34 14,1 0,72 1,9
MPPIP-ntf 0,71 5,7 0,61 4,1
SEt3-ntf 17,76 10,1 1,14 9,2
DMIM-BF, N.R. - N.R. -

N.R. Separacién no resuelta.
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5.6. Desarrollo de métodos de microextraccion liquido-liguido para los farmacos

modelo, utilizando liquidos i6bnicos como solventes de extraccién.

Los resultados obtenidos de la caracterizacidén de los liquidos i6bnicos como disolventes
para los farmacos hidrofilicos, fueron la base para la eleccion de aquellos que serian
evaluados como solventes de extraccion en las técnicas de microextraccién en fase

liquida.

Para la microextraccioén liquido-liquido, los 2 liquidos iénicos que presentaron mayores
valores de log P, fueron seleccionados para ser evaluados en las extracciones de los
farmacos cuyo método cromatografico fue desarrollado y validado mediante el uso de
cromatografia de interacciones hidrofilica. Mientras que en el caso de la cafeina,
hidroclorotiazida y paracetamol (andlisis por cromatografia de fase inversa clasica), los
liquidos iénicos evaluados como solventes de extraccion fueron el HMIM-otf y el DMIM-
BF4, los cuales fueron seleccionados por su capacidad de miscibilizarse en mezclas de
alto contenido acuoso y no necesariamente por ser los que mejores valores de Log P

presentaron para dichos analitos.

En la tabla XXI. se muestran los liquidos i6nicos seleccionados para la evaluacion
como solventes de extraccién en la microextraccién liquido-liquido, para cada uno de
los analitos, mientras que el resto de las condiciones evaluadas: pH de la solucién de
la muestra, nimero de extracciones y tipo de agitacion se describieron en el apartado

4.2.6.
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Tabla  XXI. Liquidos i6nicos

microextraccion liquido-liquido.

evaluados como solventes de extracciéon en

la

Analito LI extraccion
Acido
HMIM-otf PMPI-ntf DMP-ntf
Acetilsalicilico

Cimetidina HMIM-otf PMPI-ntf
Metformina HMIM-otf SEt3-ntf
Ranitidina N1114-ntf SEt3-ntf
Cafeina HMIM-otf DMIM-BF,
Hidroclorotiazida HMIM-otf DMIM-BF,
Paracetamol HMIM-otf DMIM-BF,

El volumen de la muestra y del solvente de extraccion permanecié constante en 150 uL

para cada una de las fases, y los primero parametros optimizados en la extraccion

fueron el liquido i6nico y el pH de la solucién, seleccionando como condicién optima

aguella que proporciond la mejor recuperacion y precisién para la extraccion. En la

figura 13 se muestran como ejemplo las graficas correspondientes a la evaluacion de

estos dos parametros para el acido acetilsalicilico. Todas las extracciones fueron

realizadas por duplicado.
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Figura 13. Efecto del pH en la microextraccion liquido-liquido del &cido acetilsalicilico

utilizando al HMIM-otf y al DMP-ntf como solventes de extraccion (n=2).

Una vez seleccionado el liquido ionico y el pH 6ptimo para la extraccion (DMP-ntf y 2
respectivamente en el caso del AAS), se ensayaron el nimero de extraccion y el tipo
de agitacion, seleccionando de igual forma los que proporcionaron mayor recuperacion
y mejor precision. En la figura 14 se muestran las graficas de un ejemplo de la

optimizacion de estas condiciones.
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Figura 14. Efecto del numero de extracciones y el tipo de agitaciébn en la

microextraccion liquido-liquido del acido acetilsalicilico (n=2).

En el anexo V se presentan los gréaficos correspondientes a la optimizacién de las

variables que afectan la microextraccion liquido-liquido para cada uno de los analitos

estudiados; mientras que en la tabla XXII, se resumen las condiciones obtenidas como

Optimas para cada uno de los farmacos en este tipo de microextraccion.
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Tabla XXII. Condiciones Optimas para la microextraccion liquido-liquido de farmacos

hidrofilicos utilizando liquidos iénicos como solventes de extraccion.

No Tipo de
Analito LIl extraccion pH i ;
extracciones agitacion
Acido
DMP-ntf 2 1 Placa
Acetilsalicilico
Cafeina DMIM-BF, N.C. 1 Vortex
Cimetidina PMPI-ntf N.C. 1 Placa
Hidroclorotiazida HMIM-otf 45 1 Vortex
Metformina HMIM-otf 8 1 Vortex
Paracetamol DMIM-BF, 8 1 Vortex
Ranitidina SEt3-ntf 1,3 1 Placa

N.C. pH no controlado

5.7. Desarrollo de métodos de microextracciéon liquido-liquido dispersiva con

mezcla de liquidos i6nicos (MILs-DLLME) para farmacos hidrofilicos

En el caso de la Microextraccion liquido-liquido dispersiva la elecciéon de los liquido
ibnico de extraccién para ser evaluados como solventes de extraccion, se baso6
inicialmente en el valor de Log P que cada uno de los farmacos presenté con los
liquidos i6nicos, por lo que se eligieron aquellos liquidos iGnicos que presentaran
mayor frecuencia de mejores valores de Log P para los farmacos estudiados, excepto
el HMIM-otf, seleccionando 7 de ellos para ser evaluados como posibles solventes de

extraccién para la MILs-DLLME, los cuales se enlistan en la tabla XXIII.
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Tabla XXIII Liquidos iénicos inmiscibles en agua seleccionados para evaluarse como

posibles solventes de extraccion en la MILs-DLMME.

Liguidos ibnocos inmiscibles
Bis (trifluorometil sulfonil) imida de 1,2-dimetil-3-propil imidazolio.
Bis (trifluorometil sulfonil) imida de 3-metil-1-propil piridinio.
Bis (trifluorometil sulfonil) imida de bultil trimetil amonio.
Bis (trifluorometil sulfonil) imida de trietil sulfonio.
Hexafluorofosfato de 1-butil-3-metil imidazolio.
Hexafluorofosfato de 1-metil-3-octil imidazolio.
Tetrafluoroborato de 1-decil-3-metil imidazolio.

Los liquidos iénicos evaluados como posibles solventes de dispersion fueron aquellos
que en las pruebas de miscibilidad resultaron miscibles en agua y que se muestran en

la tabla IV, excepto el BMIM-BF, y el EMIM-AICI,.

Debido a la necesidad de que el solvente dispersante debe ser miscible con la matriz
de la muestra y el solvente de extraccion, fue necesario determinar la miscibilidad entre
los liquidos i6nicos miscibles e inmiscibles en agua seleccionados como posibles

solventes de dispersion y extraccidn respectivamente.

En la tabla XXIV se presentan los resultados de las pruebas de miscibilidad entre

liquidos i6nicos.
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Tabla XXIV. Miscibilidad entre liquidos i6nicos inmiscibles en agua (LI-EX) y liquidos

ibnicos miscibles en agua (LI-DS).

L-DS | BMIM- | DMIM- | EMIM- | EMIM- | BMMIM- | BuPy- | EMIM-
LLEX otf Br | CHsSO; | BF. BF, BF, | DEP
BMIM-PFs M M M M M M M
OMIM-PFq M | M M M M M
DMP-ntf M M M M M M M
PMPI-ntf M M M M M M M
N1114-ntf M I (s) M M | | M
SEt3-ntf M I (s) M M M M M
DMIM-BF, M M M M M M M

M. Miscibles, I. Inmiscibles, (s) Formacion de solido.

De acuerdo a los resultados los liquidos i6nicos seleccionados para evaluar como

posibles solventes dispersantes, fueron los tres que tienen como catién al EMIM,

mientras que entre los liquidos idnicos de extraccién se descarté al OMIM PFg por su

dificultad para ser manipulado.

Habiendo elegido las mezclas de liquidos i6énicos miscibles entre ellos, fue necesario

determinar cudles de estas al ser inyectadas en la muestra eran capaces mediante el

solvente dispersante, de generar la nube de dispersion en la matriz de la muestra. En

la tabla XXV se muestran los resultados de estas pruebas tras la inyeccién de los

liquidos i6nicos en la matriz de la muestra.
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Tabla XXV Formacion de la nube de dispersion en la matriz de la muestra.

LI-DS

LLEX EMIM-CH;SO; EMIM-BF, EMIM-DEP
BMIM-PF, v » x
DMP-ntf v » x
PMPI-ntf v » x
N1114-ntf v % x
SEt3-ntf v > .
DMIM-BF, X » x

v'Formacioén de nube de dispersion, X no se generoé la nube de dispersion.

Basados en su capacidad de miscibilizarse entre ellos, asi como, para formar la nube

de dispersion y su afinidad frente a cada uno de los analitos de acuerdo al valor de log

P que estos presentan, lo liquidos iénicos seleccionados para ser evaluados como

solventes de extraccion y solvente dispersante se presentan en la tabla XXVI.
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Tabla XXVI . Liquidos i6nicos evaluados como solventes de extraccion y dispersante

en los procesos de MILs-DLLME.

Analito LI extraccion LI dispersante
Acido EMIM-
Acetilsalicilico DMP-nif PMPI-ntf CH,SO,
EMIM- EMIM-
Cafeina SEt3-ntf DMIM-BF
: CH,SO, BF,
EMIM-
Cimetidina PMPI-ntf SEt3-ntf
CH,SO,
EMIM- EMIM-
Hidroclorotiazida DMIM-BF DMP-ntf
4 CH,SO, BF,
Metformina SEt3-ntf DMP-ntf EMIM-
CH,SO,
EMIM- EMIM-
Paracetamol SEt3-ntf DMIM-BF
. CH,SO, BF,
Ranitidina N1114-ntf SEt3-ntf EMIM- EMIM-
CH,SO, BF,

Los valores de pH evaluados para la muestra fueron los mismos que para la
microextraccion liquido-liquido y que se encuentran detallados en la tabla lll, los
voliumenes evaluados fueron 30, 50y 70 uL y 100, 250 y 500 pL para el liquido i6nico
de extraccion y de dispersion respectivamente. Los tiempos de extraccién probados

fueron 3y 5 min.

Primeramente se seleccionaron el tipo de Ll-extractante, LI-dispersante y el pH de la
solucion de la muestra, eligiendo como éptimas aquellas condiciones que presentaron
mayor recuperacion y precision. En las figura 15 se muestran a manera de ejemplo las
graficas de los efectos de las cada una de las variables sobre la recuperacion de los
analitos para el caso de la ranitidina. Mientras que en el apéndice se observan las

graficas para el resto de los analitos.
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Figura 15 Efecto del pH y la mezcla de solventes en la MILs-DLLME para la ranitidina

(n=2).

Una vez elegidas estas condiciones se seleccionaron el volumen del solvente de
extraccion y dispersion, fijando el volumen de uno, mientras se variaba el volumen del
otro para encontrar el valor éptimo, en las figuras 16 y 17 se muestran los resultados

de estos experimento.

76



35000000 -
30000000 -
25000000 -
20000000 -
15000000 -
10000000 -
5000000 -

0 T T
30 50 70

Vol pL

Area

P

Figura 16. Efecto del volumen del solvente de extraccién sobre el proceso de MILs-

DLLME para la ranitidina (n=2).
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Figura 17. Efecto del volumen del solvente de dispersion sobre el proceso de MILs-

DLLME para la ranitidina (n=2).
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De igual forma fueron seleccionados aquellos volumenes cuya recuperacion y precision

fueron mejores.

Finalmente se evalud el efecto del tiempo de la extraccion, variada entre 3 y 5 min

(figura 5.18)

19100000 -+
19000000 -
18900000 -
18800000 -
18700000 -

Area

18600000 -

18500000 -
18400000 -
18300000 -

18200000
3MIN 5MIN

tiempo

Figura 18. Efecto del tiempo de dispersion sobre el proceso de MILs-DLLME para la

ranitidina (n=2).

Al igual que en el caso de los efectos del pH y la mezcla de solventes las gréficas
correspondientes a los efectos de los volimenes de los solventes y el tiempo de

extraccion se muestran en el apéndice x, para el resto de los analitos.

78



En la tabla XXVII se resumen las condiciones seleccionadas como éptimas para la

MILs-DLLME de los analitos involucrados en el estudio.

Tabla XXVII. Resultados de la optimizacion de los parametros para la MILs-DLLME

para farmacos hidrofilicos.

Analito LI-EX LI-DS pH VOE"XL" Voé's"" Tien_m
(min)

ACid? o pmplntf | ML 2 50 250 3
Acetilsalicilico 33
Cafeina Dg";':"' EMIM-BF, |N.C.| 70uL | 100uL 3
Cimetidina SEt3-ntf fﬁf@& NC| 50 100 3
Hidroclorotiazida Dg";t"' EMIM-BF, | 45 | 30uL | 100uL 5
Metformina NO FUE POSIBLE RECUPERARLA
Paracetamol Dg'l':':"' EMIM-BF, |N.C.| 50uL 100uL 5
Ranitidina N1114-ntf | EMIM-BF, | 1,3 | s50uL 100uL 3

N.C. pH no controlado

79




5.8. Evaluacién del desempefio de los métodos de microextraccion en fase

liguida desarrollados

5.8.1. Microextraccién liquido-liquido.

Una vez obtenidas las condiciones 6ptimas para la extraccion de cada uno de los
analitos mediante la microextraccion liquido-liquido, esta fueron evaluadas realizando
el andlisis por triplicado de la extraccién, calculando la eficiencia de la extraccibn como

porcentaje de recuperacion y la precisién de las extracciones.

En la tabla XXVIII se observan los resultados de la evaluacion de cada uno de los

procesos de microextraccion liquido-liquido.

Tabla XXVIII. Resultados de la evaluacion de la microextraccion liquido-liquido

utilizando liquidos i6nicos como solventes de extraccion.

Analito % de recuperacion % DER
Acido acetilsalicilico 78,74 7,08
Cafeina 54,06 2,68
Cimetidina 50,43 1,72
Hidroclorotiazida 88,84 4,95
Metformina 38,40 1,48
Paracetamol 76 3,71
Ranitidina 106,18 7,47
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5.8.2. Microextraccion liquido-liguido dispersiva con mezcla de liquidos i6nicos (MILs-

DLLME).

Una vez seleccionadas las condiciones 6ptimas para la MILs-DLLME esta fue evaluada
para cada uno de los analitos, mediante extracciones por triplicado, de las cuales fue
calculada la concentracion del analito en la fase recuperada y la precision de las

mismas, asi como el factor de enriquemiento (EF) de la extraccion.

En la tabla XXIX se enlistan los resultados de dicha evaluacién para la extraccion de

los farmacos hidrofilicos involucrados.

Tabla XXIX. Resultados de la evaluacién de la MILs-DLLME para la extraccién de

farmacos hidrofilicos.

Analito MILs-DLLME % Factor de
(rg/mL) DER enriguecimiento
Ranitidina 1382,8 51 34,6
Cafeina 95,9 4,6 2,4
Hidroclorotiazida 1583,9 10,9 39,6
Paracetamol 230,6 11,4 58
Acido Acetilsalicilico 373,1 7,3 9,3
Cimetidina 92,7 4,6 2,3
Metformina SIN RECUPERACION SIN RECUPERACION
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CAPITULO 6

DISCUSION

6.1. Seleccién de los liquidos i6nicos incluidos en el analisis.

Siendo el objetivo de nuestro estudio el evaluar la capacidad solvente de diferentes
liguidos i6nicos frente a farmacos hidrofilicos (log P<1,3), era muy importante la
seleccidn de los liquidos i6nicos que serian involucrados en el estudio. Al no ser uno
de nuestros objetivos la sintesis de estos compuestos, la disponibilidad en el mercado
del tipo de liquidos i6nicos con las caracteristicas requeridas no deberia ser una

limitante.
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Tomando en cuenta la principal aplicacién, que les dariamos a estos una vez
caracterizadas sus propiedades disolventes (solventes de extraccibn en las
microextracciones en fase liquidas), era necesario contar con liquidos i6nicos que
fueran inmiscibles en agua y cuya temperatura de fusion fuera menor a 30 °C, esto con
la finalidad de mantenerlos en estado liquido a temperatura ambiente. Sin embargo, los
datos proporcionados por las diferentes casas comerciales, asi como las hojas de
seguridad de los liquidos iénicos, en la mayoria de los casos no especificaban su
miscibilidad con el agua, o diferian entre ellas. Por este motivo, su disponibilidad y su
temperatura de fusion fueron las caracteristicas principales para la seleccion de ellos, y

determinar experimental la miscibilidad con el agua de los liquidos iénicos adquiridos.

6.2. Evaluacién de la miscibilidad de los liquidos i6nicos.

Las tendencias de la quimica analitica moderna, a la miniaturizacion de las técnicas se
ha convertido en parte importante de nuestro grupo de trabajo, esto con la finalidad de
disminuir tiempos, costos y la generacion de residuos quimicos. Es por estos motivos
gue ademas de desarrollar métodos de microextraccion, todos las demas técnicas
aplicadas durante esta investigacion, cuya finalidad era definir caracteristicas de las

propiedades solventes de los liquidos iénicos fueron adaptadas a la microescala.

Tal es el caso de la técnica para la determinacién de miscibilidad de liquidos i6nicos,
para la cual nos basamos en el protocolo sugerido por la ASTM [28] donde el volumen

total propuesto es de 250 mL de la mezcla de disolventes con una relacién de 1:10
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entre ellos. En nuestro caso los costos generados al requerir 25 mL de cada liquido
ibnico para una sola prueba era muy elevado, tomando ademas en cuenta la
generacién de residuos en volumen que hubiera representado realizar solo estas

pruebas.

Por lo tanto decidimos disminuir el volumen de la prueba al menor volumen que nos
permitiera observar adecuadamente la miscibilidad entre el liquido i6nico y el solvente
con el cual la estuviéramos determindndola, respetando la relacién 1:10 marcada en el
protocolo de la ASTM, de tal forma que el primer volumen probado fue de 50 uL de
liquido i6nico en un volumen total de 500 uL de mezcla, sin embargo este volumen no
nos permitia observar con claridad el volumen de liquido i6nico en el vial; por lo que se

aumento el volumen a 100 pL en un volumen total de 1 mL.

Se pusieron en contacto durante 30 min como lo establece el protocolo de la ASTM, a
25°C, después de esto decidimos dejar 30 min en reposo a la misma temperatura, para
observar claramente si habia o no una separacion de fases o turbidez al comparar con

el blanco de solvente.

Habiendo adaptado a microescala la técnica para la determinacién de miscibilidad,
todos los liquidos i6nicos se pusieron en contacto con el agua para determinar su
miscibilidad con esta, no teniendo problemas para su observacion. Sin embargo en el
caso de dos liquidos ionicos se tuvo dificultad debido a que a pesar de que los reportes
de su temperatura de fusibn es mucho menor que la temperatura ambiente el
metilsulfato de 1-butil-3-metil imidazolio [33] y el tetracloroaluminato de 1-etil-3-metil
imidazolio , mostraban formaciéon de cristales o solido de la sal, por lo que fue
necesario ponerlos en el bafio de ultrasonido para generar un poco de temperatura y

tenerlos totalmente liquidos, ambos liquidos iGnicos resultaron misicibles en agua.
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Finalmente de los 24 liquidos iénicos a los que se les determind la miscibilidad en
agua, 14 de ellos resultaron inmiscibles en esta y fueron los seleccionados para la

caracterizacion de sus propiedades solventes.

Para los liquidos i6nicos inmiscibles en agua, cuya propiedad de inmiscibilidad nos
permitio emplearlos en las técnicas de microextraccion en fase liquida, sin embargo
para introducirlos en los sistemas cromatograficos, fue necesario probar su miscibilidad
en solventes orgénicos (co-solventes); de tal forma que pudieran tenerse en una

mezcla homogénea que pudiera inyectarse en el cromatografo de liquidos.

Todos los liguidos i6nicos inmiscibles en agua, resultaron miscibles en metanol y

acetonitrilo.

Sin embargo, como se discutird mas adelante la proporcién elevada de agua en la fase
movil resulta problematica para la introduccién de los liquidos idnicos en los sistemas
de cromatografia liquida, por lo que fue necesario investigar mezclas de solucién
acuosa:solvente organico, que favorecieran este proceso; no obstante, como se
observa en las tabla 5.2 solo 4 de los 14 liquidos iénicos pudieron ser miscibilizados en

las mezclas probadas de agua con metanol o acetonitrilo.

Buscando aumentar la miscibilidad de estos compuestos y teniendo en cuenta sus
propiedades idnicas, se probd adicionar compuestos acidos (acido formico y TFA) y
cloruro de sodio, para intentar favorecer la miscibilidad de estos en mezclas con

elevado contenido acuoso.

Sin embargo la adicibn de estos compuestos no favorecié considerablemente la
miscibilidad de estos, ya que ademas de los 4 liquidos i6nicos miscibles en mezclas de
agua:metanol o acetonitrilo, solo 2 liquidos mas pudieron ser miscibilizado en alguna

de las demas mezclas probadas.
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De tal forma que la mezcla de solventes que fue capaz de miscibilizar mayor nimero
de liquidos i6nicos (5 en total) fue la constituida por acido férmico 0,1%:metanol
(50:50), mientras que la mezcla TFA 0,1%:metanol (50:50) fue la Unica capaz de

miscibilizar al hexafluorofosfato de 1-hexil-3-metil imidazolio.

6.3. Desarrollo de métodos por cromatografia de liquidos para el andlisis de los

farmacos hidrofilicos en presencia de liquidos iénicos.

La determinacion de farmacos es de gran importancia desde el punto de vista clinico

[34,35], legal [36, 37] y/o medioambiental [38, 39].

Diversas técnicas han sido utilizadas para su analisis, como la cromatografia de gases
(GC) [40] cromatografia de liquidos de alta resolucion (HPLC) [41] y de ultra alta
eficacia (UHPLC) [43], entre otras. Siendo la GC la que ofrece la mayor capacidad,
aungue, no es Util para compuestos termolabiles, altamente polares, o no volatiles [38,
43]. Por lo cual las técnicas de cromatografia liquida resultan atractivas para analizar

este tipo de compuestos.

La cromatografia de fase inversa, es el modo mas utilizado en la cromatografia liquida,
las fases estacionarias clasicas son hidr6éfobas y retienen analitos no polares
eficazmente, sin embargo, para analitos polares se requieren condiciones altamente

acuosas, que pueden causar dafio a las columnas Cg0 Cy5 convencionales [34].

En nuestro trabajo inicialmente se evalud la separacion con 2 columnas: una Atlantis

dCygy una Zorbax Eclipse-XDB Cgs.

86



La primera de estas dos columnas esta formada por una fase estacionaria de fase
inversa (a base de silice) y esta preparada para trabajar con fases moviles de alto
contenido acuoso (AQ), , sin embargo, la informacién acerca de la naturaleza de los
grupos no es totalmente conocida, por lo que es dificil predecir su aplicabilidad

especifica a compuestos polares [45].

Por su parte, la columna Zorbax Eclipse-XDB Cig, se distingue por su capacidad de
trabajo en un amplio rango de pH (2 a 9) proporcionando picos cromatograficos mas
simétricos, principalmente para compuestos de tipo basico debido a la desactivacién de

los grupos silanol [45].

Durante la optimizacién de las condiciones cromatograficas en ambas columnas se
utilizaron diferentes fases moviles, cuyas diferencias fueron la fuerza i6nica
(concentracion), asi como el pH. Inicialmente las fases probadas fueron el buffer de
formiatos (100 mM, pH’s 3 y pH 4); si bien con ambas fases era posible retener a los
analitos y no se observaba una diferencia importante en los tiempos de retencion de la
mayoria de ellos, a pH 3 el 4cido acetilsalicilico y el &cido salicilico mostraban tiempos
de retencion elevados, mayores a 20 min, lo que provocaba un ensanchamiento en las
sefiales cromatograficas, como puede verse en la tabla 5.5 que a manera de ejemplo
presenta los resultados obtenidos con la columna Atlantis dC18, que fue la
seleccionada debido a que proporcioné los mayores tiempos de retencién para todos
los analitos Por esta razon la mezcla del buffer de formiatos 100 mM de pH 4 fue
elegida como fase movil. La proporciéon de la fase movil fue variada, eluyendo siempre
a los analitos de forma isocratica, de tal manera que se encontré la composicién de
fase movil que nos proporcion6 una buena retencion de los farmacos hidrofilicos, asi

como una buena forma de las sefiales cromatograficas.
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En cuanto a la fase constituida por el buffer de acetatos (40 mM, pH 4):acetonitrilo, fue
utilizada principalmente porque al desarrollar los métodos de HILIC, la solucion
amortiguadora utilizada tenia como fraccion acuosa un buffer constituido por el par
acético:acetato, y utilizar un buffer compuesto por el mismo par en todos los métodos
cromatogréficos constituia una mejor alternativa en cuanto tiempo y uso de reactivos
en el laboratorio. De la misma forma, el acetonitrilo se convirtié en el solvente organico
utilizado en todas las fases moviles. Esta fase mévil si bien modificd los tiempos de
retencién que se habian obtenido en la optimizacion hecha con la fase movil de Buffer
de formiatos (100 mM, pH4):Metanol, funcioné eficientemente para la separacion de los
farmacos hidrofilicos de tal forma que la proporcion de solvente acuoso:solvente

organico en la fase movil fue la misma que para la fase movil utilizada inicialmente.

Una vez optimizadas las condiciones para la retencién de los farmacos hidrofilicos, era
sumamente importante observar el comportamiento que los liquidos i6nicos
presentaban en los sistemas cromatograficos; ya que, al utilizar a los liquidos iénicos
como solventes de extraccion tendriamos contenidos en ellos a nuestros analitos, por
lo que era necesario que las sefiales generadas por los primeros (puesto que por su
estructura son capaces de absorber en la region de UV) no interfirieran en la
identificacion y cuantificacion del compuesto de interés. Se han publicado
investigaciones sobre las interacciones que presentan los liquidos i6nicos con
diferentes fases estacionarias y sus posibles mecanismos de retencion, destacando la
separacion de estos mediante RP-HPLC [46,47]de igual cabe mencionar que existen
reportes que describen la separacion de liquidos i6nicos de otro tipo de compuestos (al
ser usados como solventes de extraccion), sin embargo la mayoria de ellos son para

analitos no polares o moderadamente polares como pesticidas y compuestos
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aromaticos, entre otros [49-52], siendo escasos los reportes para analitos polares o

hidrofilicos [49,51].

Sin embargo, en nuestro caso al emplear la cromatografia de fase inversa clasica,
tanto con la columna Atlantis dC.g, como con la Zorbax Eclipse-XDB C;5, 0bservamos
gue la mayoria de los liquidos i6nicos presentan sefiales en zonas que coinciden con

los tiempos de retencién de los farmacos, como se puede observar en las figura 2

Tomando en cuenta las propiedades idnicas de estos compuestos, se utilizo la
cromatografia de pares idnicos con la finalidad de tratar de retener mas a los liquidos
iGnicos y asi resolver sus sefales de las de los farmacos. Sin embargo, este tipo de
cromatografia tampoco resultd eficiente para la separacion, ya que al igual que en la
fase inversa muchos liquidos iénicos presentaron sefiales en el rango de elucién de los

farmacos.

Son varios factores los que hacen que se presenten las sefiales que observamos en
las figuras 2 y 3. en estos dos tipos de cromatografia. Primeramente la longitud de
onda a la que se adquirié6 el cromatograma es de 220 nm, en la cual debido a su
estructura la mayoria de los liquidos ionicos presentan una amplia absorcion, a
diferencia de algunas longitudes de onda de andlisis donde los liquidos i6nicos
presentan una baja absorcion. Esta longitud de onda fue utilizada para poner de
manifiesto la retencidon de los liquidos i6nicos en el sistema cromatografico y no
cometer el error de tomar como parte de la intensidad de la sefial de nuestro analito, la
generada por el liquido iénico a alguna otra longitud de onda de andlisis si su sefial se

encuentra solapada con la de nuestro compuesto de interés.

Cdémo veremos mas adelante otro de los factores que influye de forma importante en la

amplitud de la sefial del liquido i6nico es la matriz metandlica en la que fue
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miscibilizado para su inyeccién en el HPLC, ya que si bien algunos liquidos iénicos si
presentan una mayor retencién en los sistemas de fase inversa, al ser miscibilizados
en matrices con porcentajes de agua mayores al 50%, es posible observar una sefial

mucho mas angosta, a la observada en estos cromatogramas.

Estudios han demostrado que la proporcion elevada de agua en la fase movil resulta
probleméatica para la miscibilidad de ciertos liquidos i6nicos, principalmente aquellos
con aniones del tipo bis(triluorometil sulfonil) imida [53] y que nosotros pudimos
observar al realizar las pruebas de miscibilidad en mezclas con contenido acuoso, ya
gue solo dos de nueve liquidos i6nicos cuyo anién es del tipo bis(trifluorometil sulfonil)

imida pudieron ser misicibilizados.

Otro de los factores que influye es la concentracién, ya que la cantidad de liquido
iGnico presente en la matriz de la muestra, ya que la intensidad de la sefal de este
puede competir con la de nuestro analito de tal forma que si la concentracion de este
es muy baja, podria pasar practicamente desapercibido en el cromatograma, ademas
de que nosotros observamos durante nuestro trabajo, que dicha concentracion puede

tener efectos sobre el tiempo de retencion del resto de los analitos.

Cabe mencionar que muchos de los trabajos en donde los liquidos i6nicos forman
parte de la matriz que es inyectada a los sistemas cromaograficos no mencionan si
estos producen alguna modificacién en las separaciones cromatograficas 0 generan
alguna otra dificultad en el sistema para la adecuada identificacion y cuantificacion de
los analitos, incluso muchos de los reportes no presentan cromatogramas. Nosotros
hemos encontrado variaciones en los tiempos de retencion y en la intensidad de la
respuesta en el analisis de compuestos hidrofilicos en presencia de ILs como se
menciond anteriormente. Este comportamiento ha sido reportado también por Berton y

colaboradores en el 2012 [54] que, indican que durante el empleo de liquidos i6nicos
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como solventes de extraccion, observaron una variacion importante en la retencion del

analito cuando la muestra contenia el liquido i6nico empleado.

Como en todo estudio en el que se analizan compuestos con caracteristicas quimicas
semejantes o aplicaciones similares, en nuestro caso farmacos hidrofilicos; siempre
resulta interesante el tener un método que nos permita analizar simultaneamente
dichas sustancia. Por este motivo se buscé desarrollar un método que nos permitiera el

analisis de una mezcla de nuestros analitos en estudio.

Sin embargo utilizando la columna Atlantis dC;g no fue posible desarrollar un sistema
de gradiente que nos permitiera la separacion de la mezcla en cuestién, debido a la

semejanza en los tiempos de retencién que presentaban nuestros analitos.

Debido a dicha incapacidad, se prob6 una columna de fase inversa Discovery HS F5
cuya fase estacionaria posee grupos pentafluorofenilos. De acuerdo con el fabricante,
esta columna proporciona mayores tiempos de retencion para analitos con valores de
Log P <2.5, asi como una mayor eficiencia en la separacion de compuestos que en
columnas Cig presentan tiempos de retencion muy semejantes. Gracias a estas
caracteristicas fue posible disefiar un sistema de gradiente que permitiera la
separacion simultanea de 10 de los farmacos hidrofilicos involucrados en el estudio,

como se mostré en la figura 4.

De igual forma que en el caso de las columnas de fase inversa evaluadas inicialmente,
fue necesario evaluar el comportamiento de los liquidos i6nicos en la separacion de la
mezcla de los analitos. Por lo que se inyectaron los liquidos i6nicos en solucion
metandlica en el sistema cromatografico siguiendo el sistema de gradiente
desarrollado. Si bien muchos de ellos no presentaron sefales que pudieran interferir

con la identificacion y cuantificacibn de nuestros analitos, al inyectar la mezcla se
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farmacos y liquido iénico en solucidon metandlica, para favorecer la miscibilidad de este
ultimo, como se muestra en la figura 6 las sefiales cromatograficas pierden resolucion y

se deforman.

Sin embargo al inyectar solo la mezcla de farmacos en solucién metandlica, y no en
solucion acuosa como se hizo durante la optimizacion del gradiente de elucion, se
observd que el efecto era el mismo, por lo que pudimos concluir que posiblemente no
se trataba necesariamente de un efecto producido Unicamente por el liquido idnico,
sino que la amplia diferencia entre la matriz inyectada y la fase movil era en parte o
totalmente responsable del efecto que estabamos observando. Lo anterior pudo ser
evidenciado al adicionar a la mezcla acuosa de los estandares de los farmacos un
liguido i6nico miscible en agua cuya sefial no interferia con la de nuestros analitos,
observando que la resolucion y la forma de los picos es similar a la de la mezcla sin

adicionar liquido i6nico.

Por este motivo surgié la necesidad de determinar la miscibilidad de los liquidos i6nicos
de nuestro interés en mezclas que contuvieran una elevada proporcion de fase acuosa

para semejar la fase movil del sistema cromatogréafico y asi evitar el efecto de matriz.

Una vez realizadas las pruebas con mezclas de elevado contenido acuoso que
miscibilizaron a algunos de los liquidos ionicos; la mezcla de estandares de los
farmacos, adicionada con liquido i6nico fueron inyectadas en el HPLC. Si bien el efecto
de la matriz de la muestra ya no se presentd, se observaron otros efectos como
modificacion en los tiempos de retencion, incluso modificaciones en el orden de elucién
como se describid para la figura 9, lo que nos hace suponer que el liquido iénico tiene
efectos sobre el equilibrio de particién entre el analito y la fase estacionaria; lo cual

tiene una razon légica tomando en cuenta que estos compuestos han sido utilizados
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como modificadores de fase moviles [55-58] y también como parte estructural de

nuevas fases estacionarias [57.-59)

Considerando los problemas ocasionados por la matriz para la inyeccién de la muestra,
y las pocas o nulas opciones para tener miscibles a nuestros liquidos ionicos de interés
era necesario buscar una opciébn que nos ofreciera oportunidades frente a estos

inconvenientes.

La alternativa seleccionada para ser evaluada, fue la denominada por Alpert en 1990
como cromatografia de interacciones hidrofilicas (HILIC), la cual consiste en el uso de
fases estacionarias polares en combinacion con fases maviles con un alto contenido de
un disolvente organico miscible en agua (principalmente acetonitrilo), sugiriendo que el
disolvente con mayor fuerza de elucién es el agua y el mecanismo de retencion es la
particibn [60]. Sin embargo, se ha demostrado en diferentes condiciones
experimentales que en las separaciones por HILIC estan implicados diferentes tipos de
mecanismos de retencién, presentando una buena retencidbn para compuestos

hidrofilicos [43].

Tomando en cuenta su capacidad para separar compuestos hidrofilicos [61], ademas
de el uso de fases méviles con un elevado contenido de solvente organico nos ofrecié
grandes ventajas para el analisis de los analitos en presencia de liquidos iénicos
inmiscibles en agua por HPLC, evitando el efecto de la matriz mencionado con

anterioridad

Las columnas evaluadas no mostraron diferencia importante en cuanto a los tiempos
de retencion de los analitos, logrando desarrollar 5 métodos por este tipo de
cromatografia para algunos de nuestros analitos, ya que el resto presentaban tiempos

de retencion cercanos al tiempo muerto.
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6.4. Validacién de los métodos cromatograficos

Para la validacion de cada uno de los métodos desarrollados se evaluaron la linealidad,

precision, exactitud y limites de deteccion y cuantificacion.

Se prepararon soluciones estandares de cada uno de los farmacos por triplicado a 5
niveles de concentracion entre 5 y 80 ppm para la construccién de las curvas de
calibracién. La ecuacioén de la recta se obtuvo por regresién con el método de minimos
cuadrados y todos los métodos resultaron lineales con valores de R? > 0.99. La
precision se evalu6 con la desviacion estandar relativa de los factores de respuesta de
los estandares de calibracion, siendo en todos los casos menores al 5%. La exactitud
fue establecida evaluando la correlacion entre la concentracion calculada y la real de
los estandares de calibracion, obteniendo valores de r?>>0,99 y m =1 para todos los
analitos. Finalmente los limites de deteccién (LOD) y cuantificacion (LOQ) fueron
calculados considerando una relacion sefial/ruido de 3 y 10, respectivamente, y los
valores obtenidos variaron en un intervalo de 0.25-0.84 ppm para el LOD y 0.78-2.55
ppm para el LOQ. Si bien estos limites de deteccién se encuentran por encima de
algunos reportados en la literatura, es importante destacar que no se han encontrado
reportes donde se involucren la cuantificacién de estos en presencia de liquidos iénicos
por HPLC y para muchos de estos analitos ya se cuentan métodos de cuantificacion
utilizando detectores de masas, lo que les brinda una mayor sensibilidad para el

andlisis [34-36, 38, 40, 42].
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6.5. Determinacion solubilidad farmacos hidrofilicos en liquidos i6nicos

inmiscibles en agua.

Si bien el método del matraz propuesto por la OECD [31] para la determinacién de
solubilidad no establece un volumen determinado de solvente para la realizacion de la

prueba, nosotros decidimos realizar la técnica a microescala

Ademas, de acuerdo al protocolo mencionado la pruebas preliminares implican el usar
volumenes desde 0,1 mL hasta 100 mL de agua para la determinacién de la solubilidad
de las sustancias en esta. Sin embargo, el nimero de pruebas y costo que esto
implicaba, estaba fuera del alcance de nuestra investigacion, por lo que se
establecieron cantidades del soluto (farmaco hidrofilico) y de solvente (liquido i6nico)
gque nos permitiera observar claramente el remanente de sélido después del tiempo de

agitacion y con ello la saturacion del solvente.

20 mg de farmaco y 250 pL de liquido iénico fueron las cantidades minimas 6ptimas
gque nos permitieron observar con claridad la interaccién entre los estandares sélidos y
los liquidos i6nicos y nos facilitd la separacién entre el estandar sélido y el liquido
saturado al término de la prueba.

La etapa de agitacién en bafio de ultrasonido se incluyé para facilitar el contacto entre
el sdlido y el liquido i6nico. Otra de las modificaciones hechas fue el aumentar el
tiempo de agitacion de 24 a 48 hrs, ambos cambios fueron realizados debido a que la
viscosidad de los liquidos i6nicos dificultaba el contacto entre estos y los solidos de los
estandares, ademas, que los coeficientes de variacion de las pruebas, sin la agitacion

en el ultrasonido y con agitacion por 24 hrs, eran mayores al 15% en la mayoria de las
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primeras pruebas realizadas, que de acuerdo al protocolo de la OCDE una variacion
mayor a este porcentaje, hace a la prueba menos confiable.

Utilizando el método a microescala optimizado para la determinacion de solubilidad se
determiné la solubilidad para los 8 farmacos hidrofilicos seleccionados, sin embargo,
esto solo fue posible con los liquidos iGnicos cuya sefial cromatografica no interferia en

la cuantificacion del analito.

Para establecer la solubilidad de la cafeina, metformina y ranitidina en agua, fue
necesario modificar el método establecido ya que para estos farmacos la solubilidad
fue superior a la relacion masa/volumen base de 80 mg/mL utilizada inicialmente en
nuestros experimentos. A pesar de las modificaciones, en el caso de la cafeina y la
ranitidina solo fue posible estimar un valor superior a una relacibn masa/volumen, por

dificultades presentadas durante la determinacion practica de esta constante.

Observando cada caso particularmente, tenemos que para el atenolol fue posible
determinar su solubilidad en 11 de los 14 liquidos iénicos involucrados en el estudio, de
los cuales tres no cumplen con una variacion menor al 15% sugerida por la OCDE (el
N1114-ntf , HMIM-ntf, MPPIP-ntf). Siendo la solubilidad en agua nuestro control de
comparacion, el rango de solubilidad reportado en la literatura para el atenolol en agua
va de 0,43 a 26,5 mg/mL [62,63] este rango incluye datos experimental y predictivos,
con lo que podemos observar que la solubilidad determinada experimentalmente a
microescala, se encuentra dentro de este marge de valores. Ademas teniendo en
cuenta lo anterior, al menos fue posible encontrar un liquido i6nico en el que la
solubilidad del atenolol fue superior a la solubilidad en agua por nosotros, asi como
también mayor al valor mas alto reportado en la literatura [62], este resultado es el

correspondiente a la solubilidad del atenolol en el DMIM-BF, de 52,8 mg/mL .
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La solubilidad reportada en agua para el acido acetilsalicilico se encuentra en un rango
de 1,46 a 4,6 mg/mL [62,63] muy semejante determinado en nuestro estudio. En este
caso los 13 liguido iénicos en los cuales pudo ser determinada la solubilidad (excepto
N1888-ntf) tienen mayor capacidad solvente que el agua en un rango de 9,35 mg/mL

en el OMIM-PFga 38,53 mg/mL en el HMIM-otf .

En el caso de la cafeina, los datos reportados por el Drug Bank [63] para su
solubilidad en agua varian entre 11 y 22 mg/mL, muy por debajo del valor determinado
por nosotros, cabe mencionar, que desconocemos bajo que método fue determinado el
valor practico de la solubilidad en agua y a que temperatura ya que en dicha base de
datos no se menciona. En base a los resultado obtenidos, la cafeina no presenta
mayor solubilidad en ninguno de los liquidos idnicos respecto al valor determinado en
agua; sin embargo, comparado con los valores de solubilidad en agua de la cafeina
reportado en la literatura solo dos de los 13 liquidos i6nicos en los cuales se determiné
dicha propiedad tienen menor capacidad solvente respecto al agua, destacando
ademas que esos dos liquidos (PMPL-ntf y MPPIP-ntf) presentaron una variacion mayo

al 15% en su determinacion.

Tanto para la cimetidina como para el paracetamol los liquidos iénicos que mejor
solubilizaron a estos farmacos fueron el HMIM-otf y el DMIM-BF,4, en el caso de la
cimetidina estos fueron los Unicos dos liquidos i6nicos con mejor solubilidad respecto a
la del agua, mientras que para el paracetamol el OMIM- PF¢ también presentdé una
capacidad solvente ligeramente mayor que la del agua. Para ambos farmacos el valor
experimental determinado para su solubilidad en agua se encuentra dentro del rango
de valores reportados en la literatura 0,8-1mg/mL y 0,1-14mg/mL para la cimetidina y

paracetamol respectivamente [62-63].
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Para la hidroclorotiazida el valor determinado para su solubilidad en agua se encuentra
por debajo de lo reportado en la literatura que va desde 0,7 hasta 2,24 mg/mL, aldn con
dicha diferencia, podemos decir que los liquidos iGnicos presentan mayor capacidad
para solubilizar a la hidroclorotiazida que el agua ya que si lo comparamos con el valor
experimental obtenido para el agua todos los liquidos ibnicos lo superas y si lo
comparamos con el maximo valor reportado para esta propiedad en 10 de los 12

liquidos en la que fue determinada, su solubilidad es mayor a esta.

En cambio para la metformina y la ranitidina no podemos decir que los liquidos iénicos
tuviera una mejor capacidad solvente ya que en ambos casos al presentarse como
clorhidratos su solubilidad es muy elevada, por encima de los 100mg/mL para ambas,
inlcuso hay reportes para la ranitidina de solubilidades semejantes a los 660mg/mL. En
estos casos no fue posible encontrar ningun liquido iénico que solubilizara a estos
farmacos en mayor cantidad que el agua, siendo los de mayor capacidad solvente el
HMIM-otf y el SEt3-ntf los de mayor capacidad para la metformina y ranitidina

respectivamente.

Resumiendo lo anterior, de acuerdo a los resultados obtenidos, tanto para la cafeina,
metformina y ranitidina no fue posible encontrar un liquido i6nico en el cudl su
solubilidad fuera mayor que su solubilidad en agua, sin embargo, para la cafeina, en
muchos de los liquidos iGnicos se presenta un mayor valor de solubilidad que el valor

maximo de solubilidad en agua reportado en la literatura.

El liquido i6nico en el que los farmacos presentaron mejor solubilidad fue en general el
HMIM-otf, seguido del DMIM-BF,, los cuales son los liquidos i6nicos que mayor

namero de ocasiones fueron uno de los 2 mejores disolventes para los farmacos.
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En general los liquidos ibnicos cuyo cation es la bis (trifluorometil sulfonil) imida fueron
los que mayor variacién dentro de las pruebas presentaron, siendo el MPPIP-ntf el que
mayor nimero de ocasiones tuvo una variacion superior al 15% sugerida por la OECD.
Por otra parte el N1888-ntf fue el liquido i6nico en el que se pudo determinar la
solubilidad de un menor nimero de farmacos, debido a que su sefial cromatogréfica

interferia con la de nuestros analitos.

6.5. Determinacion del coeficiente de particién (Log P) para farmacos hidrofilicos

en sistemas liguidos iénicos/agua.

Al igual que en el caso de la determinacion de solubilidad, el protocolo del matraz en
agitacion de la OECD no establece volumenes especificos para su realizacion, por lo
que denominamos adaptacién a microescala por los volimenes en el orden de

microlitros empleados.

Si bien algunos autores han propuesto técnicas a "microescala" los volimenes

empleados aunque sean bajos sigue siendo en el orden de mililitros [64,65].

En este caso inicialmente se pens6 en un volumen para la saturacion de fase 400
ulL, para utilizar 100uL en cada uno de los replicados, sin embargo la separacion de
las fases de 100uL en cada uno de los replicados era muy complicado e impreciso,
por lo que se decidié aumentar el volumen a 150uL de cada fase para los sistemas

bifasicos y saturar 600uL de cada fase una de las fases.
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Se determind el valor del Log P de 7 analitos en los sistemas liquido i6nico/agua,
ademas, de la determinacion del valor del Log P en el clasico sistema octanol/agua,

para cada uno de ellos

Al igual que en la solubilidad la determinacion experimental del coeficiente de particion

en el sistema octanol/agua, nos sirvio de referencia con lo reportado en la literatura.

En el caso de los resultados obtenidos a excepcion de la cafeina el resto de los
analitos muestran diferencias entre los valores obtenidos experimentalmente a los
reportados en la literatura [62,63,67], cabe mencionar que en muchos de los casos el
rango de los valores de Log P es muy amplio, ademas que la mayoria de ellos son
valores obtenidos a partir de predicciones y los que reportan como determinados

experimentalmente no especifica la metodologia seguida.

Respecto a los valores obtenidos experimentalmente para los sistemas liquidos i6nicos
en todos los casos la mayoria de los sistemas liquido ibnico/agua tuvieron un valor
mayor que el del sistema octanol/agua, es decir que el analito tiene mayor afinidad por
el liquido i6nico que por el agua. El acido acetilsalicilico fue el analito para el cual
menor numero de sistemas liquido i6nico/agua tuvieron un valor superior al
determinado en el sistema octanol/agua, en cambio para la cafeina, hidroclorotiazida,
metformina y ranitidina todos los sistemas bifasico liquido iénicos/agua presentaron un

mejor valor de Log P que el del octanol/agua.

Por otra parte no en todos los casos los liquidos i6nicos en los que se presentd mejor
solubilidad fueron los que obtuvieron un coeficiente de particion mejor que el resto.
Siendo el HMIM-otf el liquido i6nico cuyo sistema bifasico presenté mas afinidad para

un numero mayor de analitos.
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Es importante mencionar que este liquido i6nico tiende a captar agua, por lo que fue
necesario tomar en cuenta esta condicion para la correccibn de volumen, antes de
poner en contacto las fases saturadas para la particion del analito entre estas. Razon
por la cual, a pesar de tener mejores coeficientes de particion que otros liquidos iénico,

decidimos no incluirlo como posible solvente de extraccion en la MILs-DLLME.

6.7. Aplicacion de los liquido i6nicos inmiscibles en agua como solventes de

extraccion en técnicas de microextraccion en fase liquida.

6.7.1. Microextraccién liquido-liquido.

Como se mencion0 anteriormente los liquidos i6nicos que mayores valores de log P,
fueron los seleccionados para ser evaluados en las microextracciones en fase liquida,
sin embargo para el caso de los farmacos cuyo andlisis se realiza por fase inversa, se
utilizaron los liquidos iénicos evaluados como solventes de extracciéon fueron el HMIM-
otf y el DMIM-BF,, los cuales fueron seleccionados por su capacidad de miscibilizarse
en mezclas de alto contenido acuoso y no necesariamente por ser los que mejores
valores de Log P presentaron para dichos analitos, esto debido a lo comentado
anteriormente sobre el efecto del solvente de la muestra, ya que a diferencia de las
pruebas de solubilidad y Log P donde las concentraciones en el liquido iénico eran
bastante altas y donde la menor dilucién del liquido iénico fue de 1:40. En el caso de

las técnicas de microextraccion, se busca diluir lo menos posible a los analitos
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recuperados para una obtener una buena respuesta motivo por el cual la dilucion
hecha previa al analisis deberia ser la menor dilucién posible, por lo cual fue necesario

contar con un liquido iénico que pudiera miscibilizarse con mayor facilidad.

En el caso del &cido acetilsalicilico se probaron 3 liquidos idnicos de extraccion debido
a que el PMPI-ntf mostraba una sefial tan intensa que no permitia cuantificar la
recuperacion, al igual que sucedio con el paracetamol y la cafeina con el HMIM-otf.En
En el caso de todos los analitos el pH en el que se encontraban en su forma ionizada
favorecid la extraccion, en el caso de la cafeina y la cimetidina donde el pH no fue
controlado, tenemos que la cafeina bajo estas condiciones se encuentra ionizada ya
que su pka es de 10.4 [63] y la cimetidina tiene presenta a ambas especies ya que su
pka es de 6,8 [63] similar al pH del agua; sin embargo en estos casos no se encontrd
diferencia significativa entre la recuperacion al utilizar pH 8 y pH 4 respectivamente
donde sabemos que los analitos se encuentran totalmente ionizados, ademas que la
variacion fue menor al realizar la extraccion en agua, motivos por los que se seleccioné
como O6ptimo el trabajar sin control de pH, ademas que esto también ayuda a la

preparacion de menos reactivos para el analisis.

La recuperaciones obtenidas para los 7 analitos fue mayor al 38,4% en todos los
casos, con coeficientes de variacion menores al 7,5%, si bien existen reportes donde
los porcentajes de recuperacion para algunos de estos analitos son semejantes por
técnicas como SPE [38,39], los volumenes de muestra requeridos , tiempo de
extraccion y/o solventes utilizados para la elucion de los analitos de la fase soélida,
convierten a nuestro método en una mejor opcioén, la cual seria mucho mayor aun si
compararamos con métodos de extraccion liquido-liquido convencionales donde los

volimenes de solventes orgénicos volatiles utilizados eran mucho mayores.
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6.7.2. Microextraccion liquido-liquido dispersiva con mezcla de liquidos iénicos

(MILs-DLLME).

Como se menciond anteriormente la eleccién de los liquidos i6nicos de extraccion, se
basé en el valor del Log P que cada uno de los farmacos presenté con los liquidos
ibnicos, por lo que aquellos que presentaron mejores valores de log P para la mayoria
de los farmacos fueron elegidos inicialmente, excepto el HMIM-otf, debido a la afinidad
que presenta por el agua y que fue observada anteriormente, esto con la finalidad de
tener la menor cantidad de pérdida posible de liquido i6nico de extraccién durante el

proceso.

Para los posibles solventes de dispersion los liquidos idnicos miscibles en agua fueron
elegidos inicialmente, excluyendo al BMIM-BF, y al EMIM-AICI, por la formacion de

solido descrito en el apartado 6.2.2.

Debido a la necesidad de que el solvente dispersante debe ser miscible con la matriz
de la muestra y el solvente de extraccion, se determiné la miscibilidad entre los liquidos
ibnicos miscibles e inmiscibles en agua seleccionados como posibles solventes de

dispersién y extraccion respectivamente.

Cuatro de los liquidos i6nicos miscibles en agua, resultaron miscibles con la totalidad
de los liquidos i6nicos inmiscibles en agua, 3 cuyo cation es el 1-etil-3-metil imidazolio
y el BMIM-otf; siendo los 3 cuyo cation es el mismo los seleccionados para las prueba
de formacién de la nube de dispersion con la finalidad de observar que diferencias

mostraban al solo variar estructuralmente en la parte del anion.

Ademas con la prueba de miscibilidad entre liquidos i6nicos se puso de manifiesto que

al estar en contacto entre ellos existe intercambio entre los iones, ya que en el caso del
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bromuro de 1-decil-3-metil imidazolio al ponerse en contacto con 2 de los liquidos

i6nicos forma un sélido

En cuanto a los liquidos i6nicos de extraccién se descarté al OMIM PFg por su

dificultad para ser manipulado ya que es

Teniendo los resultados de la miscibilidad entre liquido i6nicos, se determind cuales

mezclas eran capaces, de generar la nube de dispersion en la matriz de la muestra.

De tal forma que el dietil fosfato de 1-etil-3-metil imidazolio no fue capaz de generar la
nube de dispersion al estar en contacto con los liquidos i6nicos de extraccion, por lo
que fueron los otros dos solventes los seleccionados como solventes dispersantes,

segun el liquido iénico que fungiera como solvente de extraccion.

Parte importante de la DLLME se basa en la adecuada eleccion de los solventes
involucrados, por este motivo, basados en su capacidad de miscibilizarse entre ellos,
asi como, para formar la nube de dispersién y su afinidad frente a cada uno de los
analitos de acuerdo al valor de log P, los liquidos iénicos fueron seleccionados para ser

evaluados como solventes de extraccion y solvente dispersante

Cada una de las condiciones seleccionadas como Optimas fue basada en obtener la
mayor recuperacion y precision dentro del proceso de extraccion, los efectos en el pH
fueron los mismo mostrados en la microextraccién liquido-liquido, donde para todos los
analitos, el pH para tener la forma no ionizada fue la que mejores recuperaciones nos
brindd, para la mayoria de los casos el volumne del LI de extraccion fue de 50uL vy el
del LI de dispersién fue de 100uL, predominando de la misma forma el tiempo de
extraccion de 3 minutos en la mayoria de los casos. En el caso de los liquidos i6nicos

de extraccion y dispersion no se observo una tendencia para ninguno de ellos.
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La MILs-DLLME fue evaluada calculando la concentracién del analito en la fase
recuperada y la precisién de las mismas, asi como el factor de enriqguemiento (EF) de

la extraccion.

Como se observa en los resultados la concentracion en la fase recuperada es bastante
alta en términos de concentracion, importante a destacar son los factores de
enriguecimiento lo cual resulta importante tomando en cuenta el volumen total de la
muestra de la que proviene el analito (5mL), mientras que el liquido iénico recuperado

est& en un promedio de 20uL, disminucion de volumen significativamente importante.

Si comparamos con resportes de otros tipos de DLLME, realizadas para algunos de
estos compuestos, como es el caso del paracetamol y la cafeina, tenemos que para el
primero el factor de preconcentracion logrado con nuestro método es mejor que los
reportados por Yao C. y col en el 2011 [51], cuyo rango de factores de enriquecimiento
se encuentra entre 0,1 y 2,0, mientras que para nosotros es de 5,8; en el caso de la
cafeina nuestro factor de enriguecimiento también es mayor que los reportados por
ellos, excepto cuando utilizan el tris (pentafluoroetil) trifluorofosfato de 1-(6-amino-
hexil)- 1-metil pirrolidinio cuyo factor de enriguecimiento es bastante elevado alrededor

de 100.
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CAPITULO 7

CONCLUSIONES

Se desarrollaron métodos por HPLC, lineales, precisos y exactos, para la
determinacion de farmacos hidrofilicos (logP < 1,3) en presencia de liquidos iénicos
inmiscibles en agua. Siendo la cromatografia en modo HILIC la que proporciona
mayores ventajas gracias a la composicion que presentan las fases moviles

utilizadas.

Se implementaron procesos a microescala para la determinacion de solubilidad y
coeficiente de particion, siendo estos reproducibles y los resultados obtenidos

mediante ellos, comparables con los reportados en la literatura

Se caracterizaron las propiedades solventes de algunos liquidos iénicos inmiscibles
en agua para farmacos hidrofilicos como analitos modelo, mediante la

determinacion de la solubilidad y el coeficiente de particion.
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Se desarrollaron métodos de microextraccion liquido-liquido y MILs-DLLME para la
extraccion de los farmacos hidrofilicos modelo. Aunque ambas técnicas resultaron
simples, reproducibles y sensibles, la MILs-DLLME es mas ventajosa gracias a su

capacidad de preconcentrar a estos analitos.

Se demostré6 que los liquidos i6nicos presentan un buen desempefio como
solventes de extraccion para farmacos hidrofilicos en métodos de microextraccion
en fase liquida, por lo que pueden ser considerados como una buena alternativa a

los solventes convencionales.
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