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CAPITULO 1

INTRODUCCION



Capitulo 1

1.1. La cromatografia liquida micelar

En 1981 se publicd el primer trabajo donde se describe el uso de una disolucién acuosa de
un tensioactivo en concentracion superior a su concentracién micelar critica (cmc), como fase
moévil en cromatografia liquida de fase inversa (RPLC) [1]. La técnica, llamada cromatografia
liquida micelar (CLM), es un interesante ejemplo de la modificacién del comportamiento
cromatografico mediante el uso de un equilibrio secundario para variar tanto la retencién como
la selectividad. La mayoria de los procedimientos en CLM emplean micelas del tensioactivo
anidnico dodecilsulfato sddico (SDS). Otros tensioactivos utiles son el cationico cetiltrimetil-
amonio (bromuro o cloruro) y el no iénico Brij—35 [2]. Las separaciones se llevan a cabo por lo

general utilizando columnas C,; 0 Cs.

Dentro de la columna, los solutos se ven afectados por la presencia de micelas en la fase
movil y por la naturaleza de la fase estacionaria alquil enlazada, que se halla recubierta por
mondmeros del tensioactivo (Figura 1.1). Por consiguiente, al menos dos equilibrios de reparto
influyen en el comportamiento de retencién. En la fase movil, los solutos pueden permanecer en
la fase acuosa, asociarse a los monomeros del tensioactivo libre o a la superficie de la micela,
insertarse en la empalizada de la micela o penetrar en el corazon de la misma. La superficie de
la fase estacionaria modificada por el tensioactivo, cuya apariencia es similar a la de las micelas,
puede dar lugar a interacciones similares con los solutos, de naturaleza principalmente
hidrofébica. Con tensioactivos idnicos, las cabezas cargadas de los monémeros en las micelas y
adsorbidos sobre la fase estacionaria se hallan en contacto con la disolucién polar y originan
interacciones electrostaticas adicionales con los solutos cargados. Finalmente, debe también
tenerse en cuenta la asociacion de los solutos con la fase estacionaria alquil-enlazada no

modificada y con los grupos silanol que permanecen libres.
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Figura 1.1. Interacciones soluto-micela y soluto-fase estacionaria en
fases méviles micelares hibridas.
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Las mayores limitaciones de las disoluciones micelares puras como fases méviles son su
débil fuerza eluyente y las bajas eficacias a que dan lugar. A principios de 1983, se encontr6 que
la adicién de un pequefio porcentaje de 1-propanol incrementaba la eficacia y reducia la asimetria
de los picos cromatograficos [3]. Se establecié el término “fases méviles micelares hibridas ” para
denominar a los eluyentes ternarios agua/disolvente organico/micelas. A pesar de que el
1-propanol es todavia el aditivo mas frecuente, también se emplean otros alcoholes como
metanol, etanol, 1-butanol y 1-pentanol, asi como otros disolventes orginicos comunes en RPLC

convencional como acetonitrilo y tetrahidrofurano.

La concentracidn de disolvente organico en una fase mévil micelar debe ser suficientemente
baja para permitir la existencia de micelas. La cantidad maxima que puede afiadirse dependera
del tipo de tensioactivo y disolvente organico, pero en general no se conoce. Para el SDS, la
maxima fraccién volumétrica de acetonitrilo, propanol, butanol y pentanol que parecen garantizar
la presencia de micelas es 20, 15, 10 y 7% (v/v), respectivamente. Sin embargo, son frecuentes
los trabajos analiticos en los que los autores indican el empleo de fases moviles micelares
hibridas, pero que superan estos valores maximos, por lo que las micelas no existen. En estas
condiciones, el sistema se aproxima mas a un sistema acuo-orgénico, aunque es cierto que la
presencia de mondémeros de tensioactivo afecta a la retencion y a las eficacias. Cabe destacar que
las disoluciones micelares incrementan la solubilidad del butanol y pentanol en agua, lo que

permite alcanzar concentraciones Utiles en cromatografia liquida.

Las fases moviles micelares puras son sumamente atractivas, si se tiene en cuenta el
aumento en las restricciones del uso de disolventes organicos en los laboratorios. Por esta razén,
las fases moéviles hibridas de tensioactivo y disolvente organico fueron inicialmente rechazadas,
ya que se consideraba que se perdia parte del atractivo de la CLM. Sin embargo, la mayoria de
los procedimientos analiticos de CLM que aparecen en la bibliografia utilizan estos eluyentes
hibridos. La razon principal es que, generalmente, la retencion de los solutos con las fases
moviles micelares puras es demasiado elevada, lo que obliga a la adicién de un disolvente
orgénico para obtener tiempos de retencion adecuados. De esta forma también se mejora la forma

de los picos y su simetria.
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Los procedimientos que emplean eluyentes hibridos poseen todavia la ventaja de requerir
cantidades de disolvente organico significativamente inferiores a las utilizadas en RPLC
convencional. En CLM, el disolvente orgénico se halla, ademas, altamente retenido en la
disoluci6én micelar, lo que reduce el riesgo de evaporacion. Las fases méviles pueden, por tanto,
permanecer estables durante mucho tiempo. Por consiguiente, la toxicidad, la inflamabilidad, el
impacto ambiental y el coste de la RPLC se reducen. Finalmente, la preparacion de la muestra se
ve acelerada debido a la més facil solubilizacion de las muestras en el medio micelar, lo que evita
las laboriosas etapas de separacién de la matriz, necesarias cuando se utilizan fases méviles
acuo-organicas previamente a la inyeccién de la muestra. Todos estos factores han permitido el
desarrollo de multiples aplicaciones, altamente competitivas frente a la RPLC convencional

respecto a la resolucidn y al tiempo de anélisis [4,5].

1.2. Naturaleza de las fases movil y estacionaria

La presencia de una pequeiia cantidad de disolvente orgénico en la fase mévil micelar
produce cambios en el proceso de micelizacion, que dependen de la naturaleza del aditivo. Se
observa un incremento progresivo en la cme del SDS (8.2x107* M en agua a 25°C) al afiadir
metanol y acetonitrilo, mientras que ésta disminuye con etanol, propanol, butanol y pentanol. Asi,
por ejemplo, la cmc del SDS en presencia de un 4% (v/v) de disolvente orgénico es 8.7x107* M
(metanol), 9.2x107* M (acetonitrilo), 7.4x10=2M (etanol), 5.9x10"* M (propanol), 2.7x10> M
(butanol) y 2.0x107* M (pentanol) [6].

El metanol, que posee la cadena hidrocarbonada més corta, es mas polar y soluble que otros
alcoholes. Los mondémeros de SDS se solvatan con mayor facilidad en un medio acuo-metandlico,
lo que dificulta su interaccién para formar micelas. Es de esperar un comportamiento similar para
el acetonitrilo. Etanol y propanol, también miscibles con el agua, permanecen en el exterior de
las micelas, disueltos en ella, pero interaccionan con la superficie de las mismas. La repulsion
entre las cabezas idnicas de los monémeros de tensioactivo se reduce en presencia de estos dos

alcoholes, beneficiando la formacion de micelas.
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A medida que la longitud de la cadena alquilica del alcohol se incrementa, su afinidad por
las micelas de SDS es mayor. El butanol y el pentanol se insertan en los espacios
intermonoméricos de la empalizada de la micela, alinedndose con las moléculas de tensioactivo,
el grupo hidroxilo polar orientado hacia la capa de Stern y las cadenas alquilicas localizadas en
el corazén no polar de la micela. Se forma una micela mixta hinchada. Este tipo de micela se
encuentra geométricamente impedida para hospedar nuevos mondmeros de tensioactivo, lo que
se refleja en una reduccion de la cme. Sin embargo, por encima de un 4% de butanol y un 1.5%
de pentanol, la velocidad de reduccién en los valores de la cmc cambia. Una explicacion de este
comportamiento es que por encima de una determinada concentracion, la cantidad de alcohol que
entra en la empalizada no es significativa y su exceso se solubiliza en el corazon de la micela
hinchada. Posteriores adiciones de alcohol producen grandes cambios en la microestructura de

la fase movil, dando lugar a una microemulsion.

Los disolventes organicos también inducen cambios en las propiedades de la fase
estacionaria recubierta con mondmeros de tensioactivo, tales como la polaridad, el area
superficial o el volumen de los poros. Algunos estudios han demostrado que los n-alcoholes
interpenetran en las cadenas alquilicas enlazadas C,; para formar una monocapa simple, de
estructura similar a la de una micela abierta (el grupo hidroxilo orientado hacia la fase acuosa).
La competencia entre el disolvente organico y las moléculas de tensioactivo por los sitios activos
de la columna explica la reduccion de la cantidad de tensioactivo adsorbido, al incrementarse la
concentracion de disolvente organico en la fase mévil. Para tensioactivos iénicos, dicha reduccion
es lineal, con pendientes que dependen de la fuerza del disolvente (metanol < etanol < propanol
< butanol < pentanol). La sustitucién, en la fase estacionaria, de algunas moléculas de
tensioactivo por el alcohol incrementa su polaridad efectiva, por lo que disminuye la retencion.
Se ha indicado por ello que, al utilizar fases moviles micelares hibridas, la fase estacionaria se
asemeja mas a una fase solvatada en un sistema acuo-organico que a un sistema puramente

micelar [7].

Se ha observado que la retencion de los solutos varia con la concentraciéon de propanol,
butanol y pentanol en la fase movil, de forma similar a como lo hace la cmc [6]. Esto significa
que los efectos colaterales que produce la variacion de la cmc en un sistema organico-micelar son,
al menos parcialmente, los mismos que inducen una menor retencion en las fases moviles

hibridas: la modificacion de la naturaleza del disolvente y de la micela. Como se ha comentado,
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otro factor importante que afecta a la retencidn es la modificacion de la estructura de la fase
estacionaria. Los efectos anadlogos en ambos microsistemas (micela y fase estacionaria) son
evidentes en la variacion paralela de los coeficientes de reparto soluto-micela y soluto-fase

estacionaria, al modificarse la concentracion de disolvente orgéanico [8].

Es cierto que en un sistema hibrido, los equilibrios de reparto del soluto se ven
significativamente desplazados, alejandose de la micela y de la fase estacionaria hacia la fase
acuo-organica, que es menos polar (Figura 1.1). Sin embargo, mientras que se mantenga la
integridad de las micelas, la adicion de un disolvente organico a las fases mdviles micelares no
creara un sistema acuo-organico. Se ha aprovechado el comportamiento cromatografico de series
homologas alquilicas para demostrar que el mecanismo de la separacion en CLM hibrida se
parece mas al de la CLM pura que a la RPLC convencional. En sistemas acuo-orgéanicos, la

retencion de compuestos homologos se describe como:
log k=log a(CH,) n. + log (1.1)

donde n,. es el nimero de d&tomos de carbono en el homoélogo, a(CH,) la selectividad no especifica
de un grupo metileno y £ la contribucién de los grupos funcionales de la serie a la retencién. En
comparacién con este comportamiento, se observa una relacion lineal entre £ y n. cuando se

utilizan fases moviles micelares puras o hibridas.

1.3. Optimizacion de la retencion
1.3.1. Necesidad del uso de estrategias de optimizacion interpretativas

No es poco frecuente que el cromatografista se enfrente con problemas de separacioén de
mezclas complejas de compuestos con comportamientos muy distintos. En estos casos, conseguir
una resolucién aceptable con tiempos de andlisis adecuados, utilizando estrategias de ensayo y
error, puede ser extremadamente dificil, especialmente cuando se hallan implicados dos 0 mas
factores experimentales. La optimizacion de la composicion de la fase movil puede llevarse a
cabo de forma secuencial o interpretativa. En una estrategia secuencial, se desconoce el
comportamiento de retencidn de los solutos y cada conjunto de experimentos se disefia teniendo

en cuenta los resultados obtenidos anteriormente. Al contrario, en una estrategia interpretativa,
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los experimentos se disefian antes de desarrollar el proceso de optimizacion. La totalidad de la
informacién que se extrae del disefio experimental se utiliza para ajustar ecuaciones, que son
aplicadas a continuacion para predecir la condicion de separacion dptima. Para ello, es necesario

disponer también de una medida de la separacién entre picos en los cromatogramas predichos.

El uso de una estrategia de optimizacion secuencial no es adecuado cuando existen diversos
6ptimos de resolucion locales, como ocurre frecuentemente en cromatografia liquida, y puede no
conducir a la fase mévil éptima verdadera. Es mas fiable y eficaz el uso de una estrategia
interpretativa y, ademds, se necesitan menos experimentos. Sin embargo, la fiabilidad de las
predicciones depende de la exactitud alcanzada en la descripcion de la retencion y de los perfiles
de pico, para todos los compuestos eluidos. Por otro lado, los criterios que deben evaluar la
resolucién deben cuantificar apropiadamente el grado de separacion de todos los picos de un
cromatograma. Sélo si estas condiciones se cumplen, se tendra una estrategia util para encontrar

la fase mévil que ofrezca las mejores condiciones de separacion.

En nuestro laboratorio, se han estudiado extensamente los factores que afectan a la
exactitud de la prediccion de la resolucion cromatografica, en cromatografia liquida en fase
inversa (RPLC). En esta técnica, la elucion se halla governada por la competencia entre los
equilibrios soluto-fase estacionaria y soluto-fase mévil. El mecanismo de separacion es mas
complejo cuando se afiaden micelas a la fase mévil [1], debido a la gran variedad de interacciones
que se pueden establecer. A continuacion se detallan los distintos elementos implicados en la

optimizacion de la separacién en CLM.

1.3.2. Descripcion del comportamiento de retencion mediante modelos empiricos

La aplicacién de estrategias de optimizacion interpretativas en cromatografia liquida
requiere una informacio6n especifica de la retencion de cada uno de los componentes de la mezcla
analizada. De hecho, el requisito principal para alcanzar resultados fiables es ladescripcion exacta
del comportamiento de retencién. En RPLC con fases méviles binarias se ha establecido, a través
de numerosos estudios, que la retencidn se describe satisfactoriamente mediante una funcion

exponencial [9], que puede linealizarse dando lugar a la siguiente relacion empirica:
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logk =c¢, + ¢ ¢ (1.2)

donde £ es el factor de retencién para una determinada composicién de la fase movil, ¢ la
fraccion volumétrica (v/v) de disolvente organico en la mezcla acuo-orgénica, y ¢, y ¢, parametros
relacionados con la naturaleza del disolvente orgéanico y soluto. La ordenada en el origen de la
recta ajustada es el valor extrapolado de log & para una fase acuosa sin disolvente orgénico, y la
pendiente es una medida de la sensibilidad de la retencién de un compuesto a los cambios en la
concentracion del disolvente orgénico. Sin embargo, la Ecuacion 1.2 s6lo describe de forma
exacta la retencion en intervalos estrechos de concentracion de disolvente organico. La ecuacion

cuadréatica disminuye las desviaciones de la linealidad [10]:

logk =c, +c @ + ¢, ¢ (1.3)

Por otro lado, las Ecuaciones 1.2 y 1.3 se ajustan a menudo linealmente sin considerar la
transformacidn llevada a cabo en la respuesta. El proceso de regresion consiste en construir la
mejor relacién posible entre una cierta respuesta y los factores predichos. Esto se realiza
minimizando la suma del cuadrado de las diferencias entre las respuestas reales y predichas,
extendida a todo el conjunto de datos experimentales. Sin embargo, cuando se utilizan estas
ecuaciones, los parametros Optimos (obtenidos de la regresién) minimizaran la respuesta
transformada (log k), pero no la respuesta original (k). Por lo tanto, la distribucion de los errores
para la respuesta original no serd uniforme. Esta desventaja se puede compensar mediante la

aplicacion de pesos [11].

En un principio, se utilizé el modelo logaritmico (Ecuacién 1.2) para describir la retencién
en CLM con fases mdviles que contienen una concentracion fija de micelas y disolvente organico
[12]. En este caso, ¢, es log k para la disolucion micelar pura (sin disolvente organico). Una

ecuacion extendida considera simultaneamente al tensioactivo y disolvente orgéanico:

logk = ¢, + ¢, [M] + ¢, (1.4)

10
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donde [M] es la concentracién de tensioactivo formando micelas (concentracion total de
tensioactivo menos la cmc). Sin embargo, las predicciones realizadas con la Ecuacién 1.4 no son

suficientemente exactas.

Se ha demostrado en numerosos trabajos que la retencion en fases méviles micelares
conteniendo una cantidad fija de disolvente organico, o en ausencia de él, se describe mediante

una relacion hiperbdlica [13]:

= ¢y + ¢ [M] (1.5)

x| —

Por consiguiente, se supuso que una transformacion similar debia de ser vélida para ambos,

tensioactivo y modificador [14]:

% =¢ *¢[M] +cp (1.6)

En efecto, la Ecuaciéon 1.6 condujo a resultados exactos para pequefios intervalos de las
concentraciones de tensioactivo y modificador. Sin embargo, en dominios mas amplios debe
considerarse la interaccién entre ambos factores, [M] y @. De acuerdo con ello, se estudié la
capacidad de una serie de ecuaciones empiricas para describir el comportamiento de retencion
utilizando cualquier concentracion de tensioactivo y disolvente orgénico en la fase mévil [15-17].
Se consideraron varios modelos donde log & o 1/k se relacionaron con la concentracién micelar
y la fraccién volumétrica del modificador organico. Se validaron los modelos utilizando diversos
disefios experimentales [16]. Los modelos logaritmicos condujeron generalmente a peores
resultados. La ecuacion mas sencilla que dio lugar a buenas predicciones para compuestos polares

y moderadamente polares, tales como aminoécidos, sulfonamidas, B-bloqueantes y diuréticos, es:

1
r =t [M] +c0+c[M]e 1.7

Debe notarse que esta ecuacion origina representaciones lineales de 1/k vs. ¢, a concentraciones

fijas del tensioactivo. Sin embargo, para los compuestos altamente hidrofébicos, tales como los

11
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esteroides o hidrocarburos aromaticos policiclicos, las representaciones no son lineales. Para estos

compuestos, debe afiadirse otro término para conseguir descripciones mas exactas:

=cy+ ¢ [Ml+c,p+c;[Mlp+c, ¢ (1.8)

x| =

Los parametros en las Ecuaciones 1.7 y 1.8 se obtienen ajustando los datos de retencion de
acuerdo a disefios experimentales con cuatro y cinco fases moviles, respectivamente. Sin
embargo, debe realizarse al menos una medida adicional para comprobar la exactitud de los
ajustes. Para la Ecuacién 1.7, se recomienda un disefio 6ptimo (2> + 1) de tensioactivo y
modificador orgénico [16]. La Ecuacion 1.8 requiere otra medida, preferiblemente en la region
de baja concentracion de tensioactivo y modificador, debido a la gran variacién de la retencion
en estaregion [17]. Los errores de prediccion obtenidos con los modelos més adecuados se hallan

generalmente por debajo del 3-4%.

1.3.3. Descripcion del comportamiento de retencion mediante modelos mecanicistas

Mas tarde, los parametros de los modelos empiricos en CLM se relacionaron con constantes
quimico-fisicas, que describen las interacciones de los solutos con los tres ambientes implicados
en las fases moviles micelares: la fase acuosa, las micelas y la fase estacionaria. Estos modelos

han permitido una mayor comprension del mecanismo de retencion en los sistemas micelares.

Los modelos mecanicistas se basan en la ecuacion clasica propuesta para las fases méviles
micelares a una fraccion volumétrica fija del modificador organico [13], que puede escribirse

como:

k=—2 19
1 + KAM[M] (1.9)

12
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donde K es el producto del coeficiente de reparto soluto-fase estacionaria por la relacién de
fases, y K ,,,1a constante de asociacién soluto-micela. Asi, la Ecuacion 1.7 puede expresarse como

[18]:

1
K.,———
AS
;- 1 +K,,¢
1+ K, o (1.10)

1 + __@_._[M]
AMl +KAD(P

Las constantes K, y K, miden la variacion relativa de la concentracién del soluto en el
ap Y Bup
agua y en la micela, respectivamente, en presencia del modificador, tomando como referencia la

disolucion micelar pura. Por otro lado, la Ecuacién 1.8 da lugar a:

Kys 1
i 1+ Ky + Ky @ (111
1 +K '
1+ Ky o ¥ [M]
1+ Ky @ + Ky @
Para solutos altamente hidrofébicos se propuso un modelo alternativo:
1 + Koy
ST T v -
1 +K, @
k = 40 (1.12)
1 + K, ¢
1+ K, ————[M]
1 + K¢

Esta ecuacion considera también el cambio adicional (K,) que se produce en la concentracion
del soluto asociado con la fase estacionaria, en presencia del modificador. Se demostr6é que
describe con gran exactitud la retencion de solutos en un amplio intervalo de polaridades, cuando
se eluyen con fases mdviles hibridas de SDS y alcohol (propanol, butanol o pentanol) [19]. Para

acetonitrilo y tetrahidrofurano, se obtienen mejores descripciones utilizando:

13
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1
K
AS
i = 1+ K@+ Kypy @7
i 1+K,. 0 +K, ¢ (1.13)
1 +K, MDI w0z ¥ 1

M
1+ K9+ KADz(”2

1.3.4. Dependencia simultdnea de la retencion con el pH y las concentraciones de tensioactivo

y modificador orgdnico

La retencién de muchos compuestos no se ve afectada por la acidez de las disoluciones,
pero para los acidos y bases débiles, ésta puede variar en el intervalo de pH de trabajo de las
columnas de fase inversa. Muy a menudo, las separaciones cromatograficas se realizan en un
medio tamponado y s6lo es necesario conocer las concentraciones de tensioactivo y modificador
orgénico. Sin embargo, en algunos problemas, la consideracion del efecto simultaneo de los tres
factores (tensioactivo, modificador y pH) puede mejorar la capacidad resolutiva de la técnica. Las
Ecuaciones 1.14 y 1.15 se desarrollaron para describir la retencion de solutos que exhiben un

comportamiento acido-base [20,21]:

1 1
as T Ky ——— K [H]
ho Lt Ko 1+ Kiup @ (1.14)
Ya * Yha
1+K 1+K
SD
Kyg———+Kys B K, [H]
k= 1+Kp o 1+ Ky @ (1.15)
Ya * Yha
donde
1 +K ¢
Ty =1 —M " [M]

14
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‘K 1 + Kywp @

=1 [M]

77

K5, Kis Kip» Kip Y Kgp son las constantes de equilibrio asociadas a las especies basicas del
soluto, ¥y Ky s> Kjans> Kuap > K Y Kusp corresponden a las especies acidas; K, es la constante

de protonacién en lamezcla acuo-organica. Las Ecuaciones 1.14y 1.15 pueden reescribirse como:

M
Yo Kt Ky [H]
1+ Ky [H]

(1.16)

donde K,/ es la constante aparente de protonacion, que depende de la concentracién de ambos,
tensioactivo y modificador, y de la fuerza de la asociacién de ambas especies acido-base con la
micela y la fase estacionaria. Esta descripcion no considera el efecto del modificador sobre K,
puesto que esta dependencia requeriria la inclusion de mas constantes, lo que no mejoraria las

predicciones.

Para obtener los parametros del modelo, puede obtenerse una rapida convergencia en la
solucién Optima si se realiza un ajuste parcial previo de los datos medidos a los valores extremos
de pH. En ocasiones, se pueden obtener buenas estimaciones de las constantes de asociacion para
las especies no protonadas y protonadas a pH 7 y 3, respectivamente. La constante de protonacion
puede estimarse utilizando datos medidos a valores de pH intermedios. La Ecuaci6n 1.14 requiere
los datos procedentes de al menos nueve fases maéviles para ser ajustada, y la Ecuacién 1.15 de
al menos once. Se recomienda utilizar un disefio experimental consistente en tres subconjuntos

22+ 1, a niveles de pH equidistantes. Los errores suelen hallarse por debajo del 4-5%.

1.3.5. Modelizacion de los perfiles de pico

Los perfiles de elucién de los picos cromatograficos simétricos se pueden describir
utilizando el modelo gaussiano. Sin embargo, en la practica cromatografica, con frecuencia se
obtienen picos deformados con bajas eficacias, y la suposicién de este modelo puede dar lugar

a errores considerables. La complejidad del proceso cromatografico no permite el uso de
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ecuaciones sencillas para describir los perfiles de los picos. En nuestro laboratorio, se propuso
inicialmente una ecuacion gaussiana asimétrica semiempirica para modelizar picos asimétricos,
en la que la desviacion estandar en lugar de ser constante dependia de la eficacia y factor de

asimetria [16]:

o g
h(r) = Hy e O'D(s(N,B/A))z (1.17)

donde A(¢) es la sefial predicha al tiempo ¢, H, la altura méxima del pico, #; el tiempo de retencion,
Nlaeficacia del pico, y By 4 las distancias desde el centro a los extremos anterior y posterior del
pico, respectivamente, medidos al 10% de su altura. La eficacia se calculd de acuerdo a una

ecuacion prepuesta por Foley y Dorsey [22]:

41.7

2
R
A+B (1.18)
(BIA) + 1.25

Los picos se dividieron en dos partes de distinta, desviacion estdndar, haciéndose variar la

anchura de la curva gaussiana asintdticamente entre (B + 4)/2,y 4 o B.

Mas tarde, se mejoraron las predicciones utilizando una ecuacién gaussiana en la que la

desviacion estandar depende polinomialmente de la distancia al tiempo del pico [23]:

-0.5( 'k )2
hWH=H, e So+Si (= tg) s, (t= 1) .. (1.19)
0

donde los coeficientes s, se relacionan con la anchura y asimetria del pico cromatografico. Para
un soluto y fase movil dados, idealmente, 7, y s, son invariables, mientras que H, depende de la
concentracion. El coeficiente s, coincide con la desviacién estandar de un pico gaussiano

simétrico que describe la region central del pico. Por su parte, s, cuantifica la distorsion de los
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picos cromatograficos: un valor elevado indica una fuerte asimetria, y un valor negativo, una
desviacion hacia la izquierda. Se obtienen mejores descripciones de los perfiles de pico si se
incrementa el grado del polinomio, aunque disminuye la aplicacién practica del modelo. En
general, se obtienen buenos resultados para picos muy asimétricos (B/4 > 2.5),

independientemente de que la deformacion se presente en la cola o frente del pico.

El modelo gaussiano modificado (Ecuacién 1.19) con una desviacion estandar lineal
aproxima satisfactoriamente los perfiles de pico reales. Ademas, los picos modelizados permiten
realizar mejores estimaciones de las eficacias y factores de asimetria que las obtenidas a partir de
la medida directa de las sefiales cromatograficas. La ecuacion lineal es también til en la
simulacion de cromatogramas. Para ello, los coeficientes s, y s, pueden calcularse facilmente a

partir de los valores de eficacia y factor de asimetria:

[ 41.7(1 +tR)2)”2
s, = 047 \ NV (25 +B4) () BA-1 (1.20)
L] BlA +1
+ —
BIA
BIA-1
s, = 0466 22"~
! B4 +1 (1.21)

El nimero de pardmetros de pico (posicion, altura, eficacia y factor de asimetria) coincide con

el nimero de coeficientes en la funcién A(f) (Hy , 1y, S, Y §,)-

El modelo gaussiano modificado posee el inconveniente del crecimiento continuo de la
linea base al aumentar la distancia al tiempo de retencion, especialmente cuando se modelizan
picos que muestran asimetrias muy pronunciadas. Sin embargo, este problema se evita facilmente
localizando los minimos de la funcidn a cada lado del pico y asignando un valor igual a la altura

minima a tiempos externos a los de la regién del pico.
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1.3.6. Estrategias utilizadas en la medida de la resolucion de picos cromatogrdficos

Para simular cromatogramas es necesario predecir la retencion de los picos cromatograficos
y su perfil con la mayor exactitud posible. Por otro lado, el criterio utilizado en la medida de la
resolucion debe considerar no sélo la posicién de los picos, sino también su forma. Como se ha
indicado, la retencién se puede modelizar en RPLC convencional y micelar con gran exactitud.
Al contrario, los cambios en las eficacias y asimetrias observados para distintos solutos y fases
moviles resultan impredecibles. Por ello, es dificil, si no imposible, encontrar una ecuacion
adecuada que modelice este comportamiento. Sin embargo, el uso de modelos lineales locales
como predictores de estas propiedades conduce aresultados aceptables. Con este propdsito, deben
considerarse los datos de N'y B/A de los picos obtenidos con las fases mdviles experimentales
mas proximas a la fase mdvil que se desea simular, de entre las utilizadas para modelizar la
retencion: dos, tres o cuatro fases moviles en problemas que consideren uno, dos o tres factores,

respectivamente.

La optimizacion asistida por ordenador intenta mimetizar la metodologia seguida por un
cromatografista experimentado, en un tiempo inferior y con menor esfuerzo. En nuestro
laboratorio, se desarrollé el programa MICHROM (distribuido comercialmente por Marcel
Dekker) para ayudar a los laboratorios analiticos en la seleccion de la composicion de la fase
movil 6ptima en CLM, operando en condiciones isocraticas [24,25]. Mas tarde se adaptd el
programa a RPLC convencional (CHROM) [11]. Estos programas permiten la prediccion rapida
dé cromatogramas, lo que posibilita la observacion de los cambios que se producen al simular
variaciones en la composicién de la fase mdvil. Se ha comprobado la fiabilidad de estas
simulaciones para distintos grupos de compuestos, comparando los cromatogramas

experimentales y predichos.

La seleccion de la composicién dptima de la fase moévil puede llevarse a cabo a partir de
la observacion de las superficies de resolucion o del simulador de cromatogramas. Deben tenerse
en cuenta varios factores en esta seleccidon. La primera es obviamente la separacién méxima, pero
eventualmente debe sacrificarse algo de resolucidn a favor de otros factores, tales como tiempo
de analisis y robustez. Ello puede obligar a descartar las condiciones seleccionadas inicialmente,

y buscar entre otras fases mdviles que originen una resolucién inferior.
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Por otro lado, la resolucion elemental asociada a cada pico o par de picos debe reducirse
a un Unico valor numérico para cuantificar el grado global de la separacion. Ello se realiza
ponderando las contribuciones de cada uno de los picos del cromatograma, y reduciendo o
combinando las medidas elementales. Se espera que esta informacion se correlacione
aceptablemente con la apreciacién del cromatografista de la resolucion en un cromatograma. Sin
embargo, aparecen a menudo situaciones en las que difiere claramente de la evaluacion
proporcionada por algunos criterios ampliamente utilizados. Ello ha sugerido la necesidad de

modificar algunas medidas de resolucion existentes, o desarrollar nuevas alternativas [16,26-28].

Se han propuesto medidas de diversa complejidad para indicar el rendimiento
cromatografico. Los criterios de optimizacion basados en el calculo de una medida de resolucion,
r,, para el pico o par de picos peor resueltos, se hallan muy extendidos en la préactica

cromatogréafica, debido a su simplicidad:

R = MIN (r,) 1< i <p (1.22)

donde p es el nimero de picos o de par de picos, y R la resolucion global. Este criterio es
razonable, pero so6lo tiene en cuenta la resolucién de unos pocos compuestos, siendo insensible
al resto. En muchos casos se puede mejorar la resolucién de estos ultimos, sin que varie

practicamente la del compuesto peor resuelto.

El producto de las resoluciones de pico soluciona este inconveniente, puesto que optimiza
la resolucion de todos los picos en el cromatograma. Convencionalmente, se aplica el producto

normalizado por la media:

P (1.23)

Este tratamiento normaliza la resolucion, utilizando la media de las resoluciones individuales de

todos los picos en el cromatograma, en lugar de los valores extremos. Esto resulta atil cuando las
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medidas elementales no se hallan bien acotadas. La normalizacién evita que el producto se vea
dominado por valores de r; elevados (con una resolucion excesiva), asociados a determinados
pares de picos, que pueden enmascarar una resolucién pobre en otros picos. Sin embargo, parece
que el producto no normalizado es una alternativa mejor, aunque s6lo puede utilizarse con

medidas de resolucién intrinsecamente normalizadas [26]:

i (1.24)
i=1
Este producto varia entre 0 (solapamiento total entre al menos dos picos del cromatograma) y 1
(resolucion completa para cada pico del cromatograma). La cercania de R a la unidad es una

medida de la calidad de la separacion.

Una vez decidida la funcién de resolucién global, la siguiente decisién implica la seleccion
del criterio de resolucién elemental apropiado. Por ello, se examind la capacidad descriptiva de
varios parametros, que se normalizaron en todos los casos [16,27,28]. Algunos criterios se

basaron en medidas elementales convencionales, como la selectividad modificada:

i =1 - =1-— (1.25)
donde k, y k,, (k., > k) son los factores de retencion de dos picos vecinos, y a,,., es la

selectividad.

También se propuso un valor de Rg modificado, adecuado para picos asimétricos. Para el

pico inicial en un cromatograma, se definié como:

B, + 4,
r,=1-nor,; | —= (1.26)
k- K
mientras que para el pico mas retenido:
_q B_ +4
o= nor, - (1.27)
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Para picos intermedios, debe tomarse el valor mas bajo de entre los medidos, teniendo en cuenta

el pico precedente (Ecuacion 1.27) o posterior:

Bi + Ai+]

_— 1.28
ko - kK (29

~
1}

1 - nor,

En estas ecuaciones, 4 y B representan la distancia en unidades de tiempo desde el maximo a los
extremos anterior (4) o posterior (B), medidas al 10% de la altura del pico. El operador nor, ;
transforma el cociente en una medida deseabilidad como sigue: cuando éste es inferior a 2.5 el
resultado se divide por 2.5, y cuando excede este valor, es igual a 1. Se considera generalmente

que un valor umbral de 2.5 corresponde a una separacion hasta la linea base.

Se han aplicado también medidas de valle-pico:
=1-— (1.29)

donde A, representa la altura de la sefial a un tiempo especifico que describe la situacion del valle,
y h, una altura interpolada, medida a ese tiempo, desde la linea base a la linea que se obtiene al

unir los maximos de los dos picos vecinos.

En la definicidon convencional del criterio de valle-pico [16], el valle se mide en la altura
minima entre dos picos consecutivos. Ello posee el inconveniente de caer a cero cuando no se
observa un minimo en la region entre ambos tiempos de retencion, incluso cuando el pico mas
pequefio aparece como un hombro evidente del pico mayor. Para evitar este inconveniente, el
valle se puede medir en el tiempo que proporciona la mayor distancia posible, medida
ortogonalmente (Figura 1.2a). Si se observa el valle de esta forma, este punto se puede determinar

ain cuando exista un solapamiento importante.
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Figura 1.2. Significado de los parametros para: (a) la relacion ortogonal

valle-pico, y (b) el criterio de pureza de pico.
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Se ha propuesto también un criterio que evalua la pureza de los picos mediante la medida

de las fracciones solapadas [16,26-28]:

ro=1--— (1.30)

donde w’ es el area bajo un pico dado solapada por el cromatograma formado por el resto de
picos, y w, el drea total de ese pico (Figura 1.2b). Esta medida retine varias caracteristicas
interesantes: (i) considera no sélo la posicidn de los picos sino también sus perfiles, (ii) aisla las
contribuciones de cada componente en una mezcla asociando un valor a cada pico individual, que
no se ve afectado por la identidad de los picos vecinos, y (iii) la normalizacién intrinseca facilita

la comprension de la informacion obtenida en el proceso de optimizacion.

Se ha demostrado ampliamente que la medida de la pureza de pico cuantifica
apropiadamente la resolucién de cromatogramas con distintos grados de solapamiento. Este
criterio ha sido utilizado en nuestro laboratorio para encontrar la composicion de la fase movil
optima en RPLC convencional y CLM. Ha sido también util para comparar el comportamiento
de varios modificadores organicos, tales como metanol y acetonitrilo en la separaciéon mediante
RPLC convencional de fenoles [11], propanol, butanol, pentanol, acetonitrilo y tetrahidrofurano
en la separacion mediante CLM de solutos moderadamente polares [27], y acetonitrilo y pentanol

en la separacion mediante CLM de esteroides [29].

La estrategia interpretativa descrita se ha aplicado en problemas diversos que consideraban
un factor (fenoles eluidos con una fase mévil conteniendo un modificador organico, o diuréticos
de tiazida con un tensioactivo) [11,30], dos factores (diuréticos, B-bloqueantes, fenetilaminas y
esteroides con un tensioactivo y un modificador organico) [29,31-33], y tres factores (diuréticos
y aminodcidos con un tensioactivo y un modificador orgénico a pH variable) [34,35]. También
se ha estudiado la resolucién de un formaco (la furosemida) de sus productos de degradacion, de
los que se desconocia su identidad [36]. Se determinaron los cambios en el orden de elucién

monitorizando los espectros de los distintos picos.
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1.3.7. Busqueda de fases mdviles complementarias

No siempre es posible conseguir la separacién completa de una mezcla utilizando una tinica
fase movil o incluso un gradiente de elucion. En este caso, el cromatografista se puede ver
obligado a cambiar la naturaleza del sistema de separacion (modificador organico, columna o
técnica cromatografica). Sin embargo, la separaciéon puede realizarse también sin acudir a
cambios tan drasticos. Una de las ventajas del criterio de pureza de pico es permitir el calculo de
la resolucién individual para cada compuesto en una mezcla. Es asi posible conocer si la fase
mdvil que produce la méxima resolucién global alcanza la mejor separacion para cada compuesto
eluido. Si no se consiguen las resoluciones maximas o limitantes con una Unica fase mévil, la
alternativa puede ser el uso de dos o tres fases mdviles complementarias (FMCs). Cada
compuesto debe aparecer resuelto con al menos una de ellas, mientras que el resto pueden
permanecer solapados [28]. Lo mas significativo de esta estrategia es que amplia el espacio de

separacidn, permitiendo que algunos compuestos coeluyan en al menos una de las FMCs.

La metodologia se basa en el célculo de las purezas de pico para los n compuestos de una
mezcla, haciendo variar la composicion de la fase movil. Ello permite construir » vectores, cada
uno asociado a un compuesto determinado. Los elementos de estos vectores almacenan la
resolucion a diferentes composiciones de la fase mévil. El conjunto de vectores puede utilizarse
para encontrar ya sea la composicién Optima para resolver un compuesto determinado, un
subconjunto de compuestos, o todos los compuestos en la muestra, buscando el maximo producto

de resoluciones.

Para obtener la composicion de las FMCs, se calculan los valores de resolucion de todos
los compuestos, para todas las posibles combinaciones que pueden originarse al distribuirlos en
dos o tres subconjuntos (para dos o tres FMCs, respectivamente). Este proceso se realiza en dos
etapas. En la primera de ellas, se obtienen las resoluciones parciales intermedias de acuerdo a la
Ecuacion 1.30, restringiendo el calculo a los compuestos asignados a un cierto subconjunto. Se
hallan, a continuacion, las fases moéviles que ofrecen la maxima resolucion para cada subconjunto.
Estos valores se multiplican para obtener una medida (la resolucién combinada) que represente
la separacion para esa distribucion particular. Este proceso se lleva a cabo para todas las posibles
distribuciones que incluyan los compuestos estudiados. El objetivo es encontrar la combinacién

de solutos que maximice la resolucion combinada, a la cual estara asociado un conjunto de FMCs.
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1.4. Fuerza eluyente

Uno de los problemas més importantes de los eluyentes micelares puros es su débil fuerza
eluyente. Los tiempos de retencién se pueden reducir incrementando la concentracién de
tensioactivo, pero la eficacia cromatogréfica se deteriora generalmente. El empleo de fases
estacionarias de poro ultra grande o de cadena enlazada corta constituye otra alternativa, pero la
solucidn que parece mas practica es la adicion de una pequefia cantidad de disolvente organico
ala fase movil. Esta estrategia puede originar fuerzas eluyentes adecuadas y mejorar las eficacias
y selectividades, produciendo un efecto favorable sobre ambos, resolucion y tiempo de anélisis.
La adicién de un disolvente organico, no obstante, es inadecuada para los solutos poco retenidos,
ya que su retencién puede disminuir hasta situarse a tiempos cercanos al tiempo muerto. En otros

casos, se obtienen retenciones adecuadas, pero las eficacias permanecen aun bajas.

La fuerza eluyente de un disolvente organico en CLM se puede describir considerando las
Ecuaciones 1.10-1.13. Sin embargo, es usual utilizar una relacién logaritmica simple, similar a

la empleada en RPLC convencional [37]:
logk=log ky - S ¢ (1.31)

donde S es la sensibilidad de la retencién del soluto frente a los cambios en la fraccion
volumétrica del disolvente organico, y log k&, es la retencién en una disolucién acuosa micelar

pura. Se puede utilizar una ecuacion similar para el tensioactivo:
logk= log k', - S’ [M] (1.32)
Si la Ecuacion 1.9 se reescribe en forma logaritmica:
log k=log K5 - log (1 +K,,,[M]) (1.33)

y se supone una relacion lineal tanto para log K ;5, como para log (1 + K,,,[M]) con ¢, se obtiene

el siguiente resultado:

S=8,- S, (1.34)
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donde S, y S,, representan la sensibilidad de las variaciones en el reparto del soluto desde el
disolvente acuo-organico a la fase estacionaria y a las micelas, respectivamente, al cambiar ¢. El
signo negativo en la Ecuacion 1.34 refleja la naturaleza competitiva de los dos equilibrios de
reparto. En ausencia de micelas, S,,= 0y S =S,. Este ultimo pardmetro representa la fuerza del
disolvente en RPLC acuo-organica. La Ecuacidn 1.34 indica también que la fuerza eluyente en
sistemas micelares hibridos es generalmente inferior. La magnitud de la reduccién depende del
grado de interaccion de los solutos y de los disolventes organicos con las micelas. Ademads, en
CLM el intervalo de los valores de fuerza eluyente para solutos de diversa polaridad es mas

estrecho que en RPLC convencional.

Losalcoholes de cadena larga, que son méas hidrofobicos, reducen laretencién en una mayor
extension. Los tiempos de retencién son menores para disoluciones micelares que contienen
mayores cantidades de aditivo, pero incluso cantidades relativamente bajas pueden producir
efectos espectaculares, que se ven atenuados a medida que la concentracion del tensioactivo
aumenta. Finalmente, la disminucién en los tiempos de retencion es mayor para los compuestos
mads hidrofébicos. La fuerza eluyente es generalmente mayor para los alcoholes que para los
tensioactivos. Sin embargo, los cambios en la retencién de solutos cargados positivamente, como
las catecolaminas y B-bloqueantes, eluidos con fases méviles micelares de SDS, es mayor cuando
varia la concentracion del tensioactivo, debido a la gran afinidad de estos compuestos por las

micelas cargadas negativamente.

En un estudio previo, se midi6 la fuerza eluyente de las fases méviles hibridas para un gran
nimero de aditivos orgénicos (alcoholes, alcanodioles, alcanos, alquilnitrilos y disolventes
dipolares aproéticos, tales como el dimetilsulfoxido y el dioxano), afiadidos a fases micelares de
SDS, CTAC y Brij-35 [38]. En él se utilizaron benceno y 2-etilantraquinona como compuestos
de prueba. La presencia de alcoholes, alcanodioles, alquilnitrilos y disolventes dipolares apréticos
produjo una disminucion en los tiempos de retencién, especialmente apreciable parael compuesto
mas hidrofébico (la 2-etilantraquinona). Las fuerzas eluyentes observadas siguen un orden
aproximadamente paralelo a los coeficientes de reparto octanol-agua de los aditivos, P?,, (Figura
1.3), o a su capacidad para unirse a las micelas, K“,,,. Por el contrario, los alcanos (pentano,

hexano y ciclohexano) producen un efecto escaso sobre la retencion.
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Figura 1.3. Correlacion entre los coeficientes de reparto octanol-agua de diversos
disolventes organicos (log P°,) y los factores de retencion de: (a) benceno, (b)
2-etilantraquinona, en fases méviles micelares hibridas. Las concentraciones del tensioactivo
y disolventes organicos fueron 0.285 M y 5% (v/v), respectivamente [38].
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Cuando se eluyen mezclas complejas de compuestos que exhiben polaridades muy diversas,
utilizando fases méviles micelares hibridas a concentraciones crecientes de disolvente organico,
los tiempos de retencion de los compuestos mas retenidos se reducen en una mayor extension que
los menos retenidos. El efecto es similar al obtenido al emplear un gradiente de elucién en RPLC

convencional, pero haciendo uso de elucién isocratica y bajas cantidades de disolvente organico.

1.5. Eficacia cromatografica

Las bajas eficacias observadas, especialmente para solutos altamente hidrofobicos eluidos
con fases méviles micelares puras, dificultaron el desarrollo inicial de la CLM. La adicién de una
pequefia cantidad de disolvente organico remedid, al menos parcialmente esta situacion. Se han
descrito mejoras, espectaculares en algunos casos, para solutos eluidos con fases moviles de SDS
en presencia de alcoholes, alcanodioles, alquilnitrilos y disolventes dipolares aprdticos. Se
observa, de forma simultdnea a la mejora de las eficacias, un aumento en la simetria de los picos.
La razén de estos efectos es un incremento en la transferencia de masa del soluto entre las
micelas/fase estacionaria y la fase acuosa, debido al aumento de las constantes de velocidad de
intercambio soluto-micela, la menor viscosidad de la fase estacionaria y la disminucién de la

cantidad de tensioactivo adsorbido [7,38].

Las representaciones gréficas de P“,, o K“,,, frente al nimero de platos tedricos para
benceno y 2-etilantraquinona, eluidos con disoluciones micelares de SDS en presencia de diversos
alcoholes y alcanodioles, muestra un incremento inicial pronunciado en la eficacia, tras el cual
se alcanza un valor constante (Figura 1.4). Entre los alcoholes, 1a méxima eficacia para ambos,
benceno y 2-etilantraquinona, se consigue con los butanoles y pentanoles, con factores de mejora
de aproximadamente 2.5 y 25 (respecto a las disoluciones micelares de SDS puras),
respectivamente. Sin embargo, las eficacias finales para la 2-etilantraquinona fueron muy
inferiores a las del benceno. Por otro lado, los modificadores dipolares aproticos (acetonitrilo o
dimetilsulf6xido) parecen ser algo mas efectivos en la mejora de la eficacia que los alcoholes con
P¢,, comparable. Recientemente, se ha mostrado la ventaja del uso del acetonitrilo como aditivo

en CLM para el analisis de sulfonamidas, tetraciclinas y los esteroides més polares.
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Figura 1.4. Correlacion entre los coeficientes de reparto octanol-agua de diversos

disolventes organicos (log P“,,) y las eficacias (platos téoricos) para: (a) benceno, y

(b) 2-etilantraquinona, en fases méviles micelares hibridas [38].
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La eficacia cromatografica parece estar asociada a la relacién entre las concentraciones de
aditivo y tensioactivo en la fase mévil micelar. El nimero de platos tedricos se incrementa con
esta relacion, pero alcanza un valor méximo (pentanol/SDS = 6 y acetonitrilo/CTAC = 12) [7].
El cociente disolvente organico/tensioactivo afecta a las velocidades de intercambio de los solutos
entre la micela/fase estacionaria y la fase acuosa. Este cociente también controla la extension del

recubrimiento de tensioactivo y la fluidez de la capa organica en la fase estacionaria.

1.6. Selectividad

La velocidad de variacion en la retencion al aumentar la concentracion del tensioactivo y
del disolvente organico depende de la carga y polaridad del soluto, asi como de la naturaleza de
ambos modificadores. Este comportamiento se explica por la existencia de diversas fuerzas
intermoleculares que gobiernan la retencion, cuya magnitud se ve alterada por estos
modificadores. El efecto del disolvente organico sobre la fuerza eluyente es mas intenso al
incrementarse la hidrofobicidad del soluto, es decir, para un cierto aumento en la concentracion
del disolvente organico, los factores de retencidn de los solutos mas hidrofébicos disminuyen mas
que los de los solutos hidrofilicos. De ahi que se modifique la selectividad. Se han publicado
diversos ejemplos donde las fases mdviles hibridas han proporcionado separaciones aceptables,

imposibles de realizar con eluyentes micelares puros, y en tiempos de andlisis inferiores.

La presencia de micelas ejerce una gran influencia sobre la selectividad cromatogréfica de
los disolventes organicos. Como resultado, la clasificacion de los disolventes establecida por
Snyder en RPLC convencional, basada en su selectividad, parece no ser valida en CLM con fases
moviles hibridas [37]. Asi, por ejemplo, de acuerdo con Snyder, 1-propanol y I-butanol
pertenecen al mismo grupo de selectividad, y por tanto, aunque la fuerza eluyente es mayor para
butanol, ambos alcoholes originan selectividades cromatograficas parecidas en fases moviles
acuo-organicas. Puesto que en CLM los disolventes orgénicos se asocian con las micelas, pero
también compiten con ellas en su interaccion con los solutos, las selectividades para propanol y
butanol son diferentes. El distinto impacto de las micelas de diferentes tensioactivos sobre la

selectividad es otro factor que debe tenerse en cuenta.
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En RPLC convencional, se produce generalmente una disminucion sistematica de la
selectividad cuando la fracciéon volumétrica del disolvente orgénico se incrementa [37]. Por el
contrario, en presencia de micelas, la selectividad puede aumentar, disminuir o permanecer
inalterada con la adicion tanto de tensioactivo como de disolvente organico. Aunque la fuerza
eluyente se incrementa con la concentracién de micelas y disolvente orgénico, su efecto sobre la
selectividad puede ser bastante diferente, incluso opuesto. El comportamiento de los solutos al
variar el contenido en disolvente organico depende del cambio relativo en sus constantes de
asociacion aparentes soluto-micela y constantes de reparto con la fase estacionaria. Estas
constantes disminuyen por lo general al incrementarse la fraccion volumétrica de modificador.

La magnitud de la disminucién no es, sin embargo, igual para diferentes solutos.

La mejora de la resolucion y la reduccion simulténea del tiempo de separacion son los dos
objetivos mas importantes en la mayoria de las estrategias de optimizaciéon. Una mejora
simultanea de la selectividad y de la fuerza eluyente pueden conducir a mejores separaciones en
tiempos de analisis mas cortos. El desarrollo de un método en CLM requiere, en primer lugar, la
seleccion del sistema tensioactivo/disolvente organico. La segunda etapa es la optimizacion de
la selectividad. La separacion puede mejorarse mediante la variacion de un unico factor, o de un
factor tras optimizar el otro (por ejemplo, la concentracion de protones, tensioactivo y disolvente
orgéanico). Sin embargo, operando de esta manera se pueden dejar de lado facilmente las mejores
condiciones de separacion. Solo se pueden obtener condiciones dptimas fiables cuando todos los

factores son tenidos en cuenta simultaneamente.

En CLM, el dominio experimental que debe examinarse para conseguir la mejor separacién
debe cubrir una region de concentraciones de tensioactivo y de disolvente organico lo mas amplia
posible, con algunas restricciones. La menor concentracion de tensioactivo debe distanciarse
suficientemente de la cmc (por ejemplo, 0.05 M para SDS y 0.04 M para CTAB).
Concentraciones superiores a 0.2 M no son convenientes debido a la alta viscosidad de la fase
movil y a la degradacién de las eficacias. Por su lado, la seleccion del disolvente orgéanico
(naturaleza e intervalo de concentraciones) debe realizarse considerando la polaridad de los

solutos. Su concentracion debe ser suficientemente baja para garantizar la existencia de micelas.
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Capitulo 2

El trabajo presentado en esta Memoria se enmarca en una linea de investigacion
desarrollada por el grupo de “Optimizacion y aplicaciones en cromatografia de liquidos,
electroforesis capilar y electrocromatografia capilar” del Departamento de Quimica Analitica
de la Universidad de Valencia. Esta linea, iniciada en Noviembre de 1989, tiene como finalidad
el desarrollo de la cromatografia liquida micelar (CLM) y ha sido financiada desde entonces a
través de diversos proyectos de investigacion de ambito nacional y autonémico. El estudio que
aqui se presenta ha recibido la financiacién de la Direccién General Interministerial de Ciencia
y Tecnologia (DGICYT), mediante los Proyectos PB97-1384, “Nuevas estrategias para
incrementar la selectividad en cromatografia liquida micelar y submicelar” y BQU2001-3047,
“Desarrollo de estrategias resolutivas en cromatografia liquida, electroforesis capilar y

electrocromatografia” .

La CLM constituye una alternativa real a la cromatografia liquida en fase inversa convencional
(RPLC) que hace uso de fases moéviles acuo-organicas. Entre sus caracteristicas destacables se
encuentra su gran versatilidad, debida ala variedad de interacciones que se establecen entre los solutos,
la fase acuosa, las micelas y la fase estacionaria. Asimismo, sus caracteristicas eluyentes permiten el
analisis de solutos en un amplio intervalo de polaridades, a partir de una unica inyeccién y utilizando
elucion isocratica. Puesto que la retencion es altamente reproducible, puede modelizarse con gran
exactitud para predecir los cambios de retencion al variar la composicién de la fase mévil o el pH. Ello
facilita la optimizacion de las condiciones de separacion. En cualquier caso, la concentracién de
disolvente organico es mucho menor que la -utilizada en la RPLC convencional. De ahi que
frecuentemente se indique que las fases méviles en CLM son menos téxicas, inflamables y

contaminantes.

Por otra parte, la CLM proporciona una solucion simple al problema de la inyeccién directa de
fluidos fisioldgicos (orina, plasma y suero). La habilidad solubilizante de las micelas permite también
la determinacion de analitos en grasas e inyecciones oleosas, sin necesidad de realizar una extraccién
previa. Tal vez sea ésta una de sus ventajas mas sobresalientes, puesto que ello simplifica y acelera los
procedimientos analiticos. Recientemente, nuestro grupo de investigacién ha ampliado su aplicacion

al control sanitario de muestras alimentarias.
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Desde que la CLM se propuso por primera vez por Armstrong en 1981, se han publicado
numerosos articulos dirigidos al desarrollo de la técnica y al conocimiento de sus mecanismos de
retencion, y se han propuesto algunas aplicaciones de interés para el control rutinario de farmacos. Sin
embargo, se han manifestado muchas criticas, algunas muy severas, sobre el uso de sistemas

cromatograficos micelares, a pesar de las ventajas observadas para muchos compuestos.

Pese a los comentarios realizados sobre sus ventajas ¢ inconvenientes respecto a la RPLC
convencional, antes de iniciar los trabajos recogidos aqui no existia un estudio serio en el que se
compararan simultineamente ambas técnicas, RPLC clasica acuo-orginica y CLM. Este fue
precisamente el objetivo principal que se ha pretendido desarrollar a lo largo de esta Tesis Doctoral.
Asi, se ha estudiado el comportamiento cromatogréfico de varias familias de compuestos de interés
en la industria farmacéutica (B-bloqueantes, sulfonamidas, esteroides, diuréticos y antidepresivos
triciclicos), que al ser eluidos mediante RPLC, utilizando fases estacionarias de octadecilo (Cyg) u
octilo (Cy), y fases moviles acuo-organicas, dan lugar a varios problemas. Se muestra cé6mo estos
inconvenientes, asociados a la obtencién de bajas eficacias, picos deformados, retenciones
extremadamente elevadas para algunos compuestos con caracter basico, y una gran dependencia de
la retencion con el tamafio de la muestra, son resueltos satisfactoriamente en la mayoria de los casos
cuando se emplean sistemas micelares. Ademas, el comportamiento peculiar de la CLM en términos

de selectividad y fuerza eluyente hace que resulte una técnica interesante con fines de “screening”.

El estudio de todos estos aspectos se recogen en esta Memoria, a lo largo de ocho capitulos,

pudiéndose clasificar en dos grupos:

» Comparacion de las capacidades separativas de los sistemas cromatograficos micelares y

acuo-organicos clasicos
* Desarrollo de nuevos procedimientos para la determinacién de farmacos

La comparacion de las capacidades de la RPLC acuo-organica y la CLM se expone en los
Capitulos 3 a 7. Los Capitulos 3 y 4 se dedican al estudio del comportamiento cromatografico de un
amplio grupo de B-bloqueantes, en una gran variedad de condiciones que comprende el uso de diversos
modificadores organicos y columnas especiales para la elucion de compuestos basicos. El Capitulo 5

analiza la posibilidad de realizar “screening” empleando la CLM para eluir familias de compuestos
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de muy distinta naturaleza, y se establecen algunos principios sobre la seleccion de la fase mévil en
relacion a la hidrofobicidad de los compuestos separados. Los Capitulos 6 y 7 abordan la comparacion
de las prestaciones de la RPLC acuo-organica y la CLM para un grupo de diuréticos, y la complejidad
adicional de incluir una nueva variable, el pH, como factor a optimizar junto con la composicion de
la fase mévil. Se estudia la exactitud de diversos modelos de retencidn y la correlacion que existe entre

la hidrofobicidad de los diuréticos y su retencién.

En la segunda parte de esta Memoria, se recogen tres aplicaciones de la CLM a la
determinacion de farmacos en muestras reales. El Capitulo 8 desarrolla un procedimiento para la
determinacion de antidepresivos triciclicos en preparados farmacéuticos (realizada también empleando
RPLC cléasica), mientras que los Capitulos 9y 10 tratan la determinacion del B-bloqueante propranolol
a través del control de sus metabolitos, y del diurético furosemida junto con sus productos de

degradacion, respectivamente, en muestras de orina.

En definitiva, el conjunto de trabajos presentados en esta Memoria pretende ser una
contribucion al reconocimiento de las caracteristicas favorables de la CLM frente a la RPLC clasica,
y proporcionar un criterio que permita decantarse con fiabilidad por el uso de fases méviles micelares

0 acuo-organicas, segun las necesidades e intereses que se persigan en el desarrollo de un analisis.

Los articulos derivados de esta Memoria, que en la actualidad se hallan publicados, en tramite

0 en preparacién avanzada son los siguientes:

1. M.J.RuizAngel, S. CardaBroch,J.R. Torres Lapasié, E.F. Simé Alfonso y M.C. Garcia Alvarez-
Coque
“Micellar-organic vs. aqueous-organic mobile phases for the screening of f-blockers”

Analytica Chimica Acta 454 (2002) 109-123

2. M.J. Ruiz Angel, S. Carda Broch, J.R. Torres Lapasi6 y M.C. Garcia Alvarez-Coque
“Improvement of peak shape and separation performance of B-blockers in conventional reversed-
phase columns using solvent modifiers”

Journal of Chromatographic Science (en tramite)

39



Objetivos y contenido de la Memoria

M.J. Ruiz Angel, R.D. Caballero, E.F. Simé Alfonso y M.C. Garcia Alvarez—Coque
“Micellar liquid chromatography: Suitable technique for screening analysis”

Journal of Chromatography A 947 (2002) 31-45

M.J. Ruiz Angel, JR. Torres Lapasio, E.F. Simé Alfonso y M.C. Garcia Alvarez—Coque
“Efffect of mobile phase composition and pH on the RPLC separation of diuretics with aqueous-

organic and micellar-organic mobile phases” (en preparacion)

M.J. Ruiz Angel, S. Carda Broch, A. Berthod y M.C. Garcia Alvarez-Coque
“Correlation between hydrophobicity and retention of ionizable compounds in RPLC with

aqueous-organic and micellar-organic mobile phases” (en preparacion)

M.J. Ruiz Angel, S. Carda Broch, E.F. Sim¢6 Alfonso y M.C. Garcia Alvarez—Coque
“Optimised procedures for the reversed-phase liquid chromatography analysis of tricyclic
antidepressants in formulations”

Journal of Pharmaceutical and Biomedical Analysis (en prensa)

M.J. Ruiz Angel, P. Fernéndez Lépez, J.A. Murillo Pulgarin y M.C. Garcia Alvarez-Coque
“Control of propranolol intake by direct chromatographic detection of a-naphtoxylactic acid in

urine”

Journal of Chromatography B 767 (2002) 277-283

S. Carda Broch, J. Esteve-Romero, M.J. Ruiz Angel y M.C. Garcia Alvarez—Coque
“Control of furosemide in urine samples by direct injection into a micellar chromatographic

system”
The Analyst 127 (2001) 29-34

La Memoria finaliza con un andlisis global de los resultados obtenidos y dos apéndices. En el

primero de ellos se presenta una coleccién de tablas con los datos cromatograficos (factores de

retencion, eficacias y asimetrias) de los distintos grupos de farmacos estudiados a lo largo del trabajo,

en diversas condiciones. El segundo apéndice recoge los articulos en inglés escritos hasta la fecha.
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Capitulo 3

3.1. Resumen

Se presenta un estudio comparativo de las prestaciones de la cromatografia liquida en fase
inversa, con fases méviles micelar-orginicas y acuo-organicas, en la separaciéon de
16 B-bloqueantes (acebutolol, alprenolol, atenolol, bisoprolol, carteolol, celiprolol, esmolol,
labetalol, metoprolol, nadolol, oxprenolol, pindolol, practolol, propranolol, sotalol y timolol). La
cromatografia liquida micelar (CLM) con fases moviles hibridas de docecilsulfato sédico (SDS)
y propanol aparece como una técnica muy competitiva para el “screening” de esta familia de
compuestos. Utilizando una columna convencional Spherisorb C,; y las condiciones de
separacion Optimas, los platos tedricos (N)_y los factores de asimetria (B/4) de los picos
cromatograficos se encontraron en los intervalos N = 2200-4400 y B/A = 1.0-1.3 para
SDS-propanol, frente a N =290-960y B/4 =2.2-3.6,y N=1700-5100y B/A = 1.5-2.2, para
acetonitrilo-agua en ausencia y presencia de un 0.1% (v/v) de trietilamina. El empleo de una
columna desactivada, especialmente disefiada para el analisis de compuestos basicos (XTerra MS
C,;), junto con mezclas de acetonitrilo-agua, mejoré la forma de los picos (N = 1100-8800 y
B/A=1.1-2.5), pero el perfil de elucién (la existencia de grandes diferencias entre la retencién
de los compuestos polares y poco polares) fue similar al obtenido con la columna Spherisorb.
Utilizando una fase mévil de SDS 0.10 M-15% (v/v) de 1-propanol, se pudo resolver
isocraticamente un grupo de 14 B-bloqueantes, con un amplio intervalo de polaridades (desde

log P,,, = -0.03 para atenolol hasta 2.60 para propranolol, donde P, es €l coeficiente de reparto

ow ow
octanol-agua), con un tiempo de analisis de 32 min. La resolucién alcanzada fue superior a la
conseguida con fases mdviles acuo-orgénicas empleando la columna C,; convencional o la
desactivada, con las que tan sélo 10- 12 compuestos pudieron ser resueltos. Mediante el uso de
fases moviles de SDS-propanol apropiadas se pueden resolver, por completo, practicamente todas
las posibles mezclas binarias de los 16 B-bloqueantes. La pureza de pico para todas las
combinaciones de dos compuestos fue R > 0.999 (R = 1 para la resolucién completa), a excepcion
de los pares practolol-sotalol, nadolol-pindolol, y esmolol-metoprolol, que mostraron un pequefio

solapamiento (R = 0.992, 0.959y 0.956, respectivamente). La resolucién fue més deficiente al

utilizar las mezclas acuo-organicas.
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3.2. Introduccion

Los medios micelares deben considerarse como una alternativa real a la cromatografia
liquida en fase inversa clasica (RPLC), que utiliza mezclas acuo-orgénicas para la separacion de
compuestos en un amplio intervalo de polaridades [1]. En cromatografia liquida micelar (CLM),
ademas de la formacion de micelas en la fase movil, la fase estacionaria estd recubierta por una
capa de mondmeros de tensioactivo que protege la fase de silice alquil-enlazada subyacente,
modificando sus propiedades. La variedad de interacciones que se establecen entre los solutos,
la fase acuosa, las micelas y la fase estacionaria confiere una gran versatilidad a esta técnica. Por
otra parte, la CLM proporciona una solucién simple al problema de la inyeccion directa de fluidos
fisiologicos (orina, plasma, suero y leche) [2]. La habilidad solubilizante de las micelas permite
también la determinacion de analitos en grasas e inyecciones oleosas, sin necesidad de realizar

una extraccion previa [3,4]. Ello simplifica y acelera los procedimientos analiticos.

Sin embargo, se han sefialado algunos serios problemas asociados al uso de fases méviles
micelares. El mas importante concierne a la eficacia cromatografica, que a menudo es inferior a
la alcanzada en RPLC tradicional, especialmente cuando se trabaja con compuestos altamente
hidrofébicos [5]. La segunda desventaja es la débil fuerza eluyente de las disoluciones micelares
puras [6]. Estas limitaciones se conocen desde los primeros desarrollos de la CLM, y de alguna
forma la han desprestigiado, predisponiendo a los cromatografistas analiticos en contra de sus
posibilidades practicas. La adicién de una pequefia cantidad de un disolvente orgénico, tal como
un alcohol, ha solucionado las bajas eficacias (al menos parcialmente) y altos tiempos de
retencion asociados a los medios micelares [6-8]. El uso de un modificador fuerte, tal como el
pentanol, simplifica la eluciéon de compuestos altamente hidrofébicos [9]. Para mejorar las
eficacias, se ha recomendado también el uso de columnas con fases estacionarias fluoradas [10],
y més recientemente, se ha demostrado que las columnas C,; de poro “extra-grande” mejoran el
poder eluyente de las fases méviles micelares, resolviendo también el problema de la retencién
excesiva [11]. La eleccion de la naturaleza y concentracion del tensioactivo (catidnico, aniénico
o neutro) y del modificador (principalmente propanol, butanol, pentanol o acetonitrilo), pH y
temperatura, permite la separacion de mezclas complejas [12-15]. Finalmente, el
comportamiento reproducible de las fases moviles micelares permite una prediccion exacta de

la retencion, lo que acelera el desarrollo de los procedimientos analiticos [16].
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Los B-bloqueantes son farmacos de importancia clinica utilizados en el tratamiento de
problemas neuroldgicos, neuropsiquiétricos y cardiovasculares [17]. Sin embargo, también se
utilizan de forma incorrecta en la practica deportiva debido a su efecto regulador de la presion
sanguinea y disminucion del temblor [18]. Por tanto, un método de “screening” que ofrezca
limites de deteccion (LODs) adecuados posee un interés practico en diversas areas, incluyendo

el control forense, toxicoldgico y antidopaje.

En la bibliografia existen varios articulos que hacen referencia al andlisis de mezclas
complejas de B-bloqueantes. Se empleo la técnica de intercambio de columnas para el “screening”
de 11 B-bloqueantes, en muestras de orina, utilizando una columna C,; recubierta de un polimero
de silicona, mezclas de acetonitrilo-agua, gradiente de elucidn y deteccion por fila de diodos. Los
LODs fueron ~250 ng ml™' [19]. También se investig6 la determinacién de 10 B-bloqueantes en
orinay suero mediante cromatografia de pares iénicos (IPC) con gradiente de elucion, y mediante
cromatografia micelar electrocinética (MEKC), en ambos casos utilizando deteccion por fila de
diodos [20]. Con IPC, se encontraron LODs en el intervalo 100-670 ng ml™', pudiéndose
determinar simultineamente tan s6lo 6 de los 10 firmacos ensayados. Por el contrario, con
MEKC, los 10 compuestos pudieron resolverse aunque con LODs excesivamente altos (1-50 pg
ml™!). También se ha comparado la cromatografia liquida con membranas artificiales
inmobilizadas (IAM) con la MECK en el “screening” de un grupo de 8 p-bloqueantes [21].
El coste relativamente bajo del procedimiento de MEKC, y las bajas eficacias y corta vida de las

columnas IAM, hizo mas recomendable el uso de la MEKC.

En un trabajo previo, se analizé en nuestro laboratorio un grupo de 7 B-bloqueantes
utilizando una columna convencional C,; y una fase mévil de dodecilsulfato sédico (SDS) y
propanol [22]. En este capitulo, se presenta el desarrollo de un procedimiento de “screening” para
un numero mayor de B-bloqueantes (acebutolol, alprenolol, atenolol, bisoprolol, carteolol,
celiprolol, esmolol, labetalol, metoprolol, nadolol, oxprenolol, pindolol, practolol, propranolol,
sotalol y timolol). El procedimiento por CLM se compara con la RPLC con fases moviles
acuo-organicas, utilizando una columna C,; convencional (Spherisorb) y otra desactivada (XTerra
MS). El estudio se realiza en base a la comparacion de los valores de eficacia, asimetria de pico,
fuerza eluyente, y resolucion global e individual. De €l se desprende que la CLM es una técnica

muy competitiva para el “screening” de B-bloqueantes.
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3.3. Parte experimental
3.3.1. Reactivos

Se estudiaron 16 B-bloqueantes (Tabla 3.1): acebutolol (Italfarmaco, Alcobendas, Madrid),
alprenolol, pindolol, sotalol (Sigma, St. Louis, MO, EE.UU.), atenolol (Zeneca Farma, Madrid),
bisoprolol, propranolol, practolol (ICI-Farma, Madrid), carteolol (Miquel-Otsuka, Barcelona),
celiprolol (Rhone-Poulenc Rorer, Alcorcén, Madrid), esmolol (Polfa, Starogard, Polonia),
labetalol (Glaxo, Tres Cantos, Madrid), metoprolol, oxprenolol (Ciba-Geigy, Barcelona), nadolol
(Squibb, Esplugues de Llobregat, Barcelona), y timolol (Merck, Sharp & Dohme, Madrid).
Acebutolol, atenolol, carteolol, celiprolol, labetalol, metoprolol, nadolol, oxprenolol, propranolol
y timolol fueron cedidos amablemente por los laboratorios farmacéuticos. Los farmacos se
disolvieron en una pequefia cantidad de metanol y se diluyeron con agua. Las concentraciones de
las disoluciones madre y de trabajo fueron 100 y 10 pg ml™', respectivamente. Las disoluciones

permanecieron estables durante al menos dos meses a 4°C.

Las fases mdviles micelares se prepararon con dodecilsulfato sddico (99% de pureza,
Merck, Darmstadt, Alemania) y 1-propanol, y las fases méviles acuo-organicas con acetonitrilo
o metanol (grado HPLC, Scharlab, Barcelona). Se adicion6 también trietilamina (Fluka, Buchs,
Suiza) a las mezclas acetonitrilo-agua. En todos los casos, las fases mdviles se tamponaron a pH 3
con hidrégenofosfato disédico (Panreac, Barcelona) y HCI. En la preparacion de todas las
disoluciones se emple6 agua nanopura (Barnstead, Sybron, Boston, MA, EE.UU.). Las
disoluciones de los farmacos y las fases mdviles se filtraron a través de membranas de Nylon de

0.45 pm y de 47 mm de diametro (Micron Separations, Westboro, MA, EE.UU.).
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Tabla 3.1. Estructuras, constantes de disociacién y coeficientes de reparto

octanol-agua de los f-bloqueantes.

Compuesto pK}? log P’
COCH;
CH;
Acebutolol CHCH,CH,CONH ocHHOHNHCH 9.2 1.19
OH CHy
CH,CH =CH,
Alprenolol OCH,CHCHNHCH(CHs 9.6 2.81
OH
Atenolol Z::)C"N“CHIC“‘°">C"I°*Q—C"1(.C.)""= 9.6 -0.026
iPr OH
i Pr\o Hlll v(liH

Bisoprolol H 1 ND 1.84

T

N._O
Carteolol ND 1.42

OCH;CHCH,NHC(CHj3)s

oH

Celiprolol R Ve NHCON, ND 1.93
CHOC
OH
0\/(|2HVHN\l or
Esmolol cH, IO/ ND 2.00
cI)‘c
g
Hy;NOC 7 4

OH

‘Labetalol HOAD*(IZHCH;NHC(:I:HJ 8. 7 2.41
CH;CH2—< > .

® Ref. [23]; ND, no disponible. ® Ref. [24], valores calculados a partir de la

estructura aplicando el programa del Environmental Science Centre

(Syracuse Research Corporation).
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Tabla 3.1 (continuacion).

Compuesto pK? log P,.°
CHy
Metoprolol CH;OCH;CH;—@-OCH;(IJHCHZNHC\H 9.7 1.69
OH CH,
OH
Nadolol OH 94 1.17
OCH,CHCH;NHC(CHa);
OH

OCH2CH=CH2

Oxprenolol 9.5 1.83
OCHZ(I:HCHZNHCH(CH;;);
OH
H
N
Pindolol ‘ gg 1.48
OCH,;CHCH,;NHCH(CH3), )
oH
OH
H
Practolol 0 HN_ 9.5 0.53
o T
CH;P:NH/O
Propranolol | ' 9.5 2.60
OCH,CHCHNHCH(CHy)z
OH
Sotalol CH;SO;NH—@(':HCHZNHCH(CHg)Z gll 0.37
OH .
/\ Tt
Timolol RN R S 9.2 1.75
NN OH CH;

2 Ref. [23]; ND, no disponible. ° Ref. [24], valores calculados a partir de
la estructura aplicando el programa del Environmental Science Centre

(Syracuse Research Corporation).
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3.3.2. Instrumentacion

Se utilizé un cromatdgrafo de Hewlett-Packard (Modelo HP 1050, Palo Alto, CA, EE.UU.),
equipado con una bomba isocrética, un inyector automatico con viales de 2 ml (Serie 1100,
Modelo G1313A), y un detector UV-visible. Los B-bloqueantes se monitorizaron a 225 nm,
excepto timolol que se detect6 a 300 nm. La adquisicion de datos se realizé mediante el software
Peak-96 (Hewlett-Packard, Avondale, PA, EE.UU.). Las experiencias se llevaron a cabo a
temperatura ambiente y por duplicado. Se utiliz6 un caudal de 1.0 ml min™' y se inyect6 un

volumen de 20 pl.

La separacion analitica en CLM se realiz6 con una columna Spherisorb ODS-2 sin
encapado, con un tamafio de particula de 5 pm y dimensiones de 125 x 4.6 mm d.i., que se
conectd a una precolumna similar de 30 mm (ambas columnas fueron de Scharlab). Se utiliz6 el
mismo tipo de columna en RPLC clésica con acetonitrilo-agua o metanol-agua. Para cada sistema
disolvente se emple6 una columna nueva para asegurar maximas eficacias, aunque los resultados
se comprobaron con las diferentes columnas. Para la separacion de los B-bloqueantes con las fases
moviles de acetonitrilo-agua, se utilizé también una columna XTerra MS C,;, con un tamafio de
particula de 5 um y dimensiones de 150 x 4.6 mm d.i., conectada a una precolumna similar de
20 x 3.0 mm d.i. (ambas de Waters, MA, EE.UU.). En estas tltimas columnas, unidades de

metilsiloxano reemplazan a un tercio de las unidades de silice.

En CLM, la columna analitica se limpié semanalmente pasando en primer lugar, durante
2 h, agua para eliminar el exceso de tensioactivo, y a continuacién, metanol durante 30 min.
Ocasionalmente, esta columna se utilizé también en RPLC acuo-organica. En este caso, para

acondicionar la columna se paso por ella metanol durante mas de 4 h.
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3.3.3. Optimizacion de la resolucion

La resolucion individual de los picos cromatograficos se midi6 utilizando la pureza de pico,

que tiene la ventaja de considerar tanto la retencion como la forma de los picos:

r=1-— @B.1)

donde w, es el 4rea total y w’, el 4rea bajo el pico solapada por el cromatograma que formarian

el resto de picos acompafiantes (ver Figura 1.2b en el Capitulo 1).

Las mejores condiciones de separacion se obtuvieron realizando simulaciones de
cromatogramas a composiciones variables de las fases méviles, y maximizando el producto de
purezas de pico, R. Este pardmetro varia entre 0 y 1, correspondiendo al solaf)amiento completo
y a la resolucion total, respectivamente [25]. El criterio de pureza de pico asocia un valor de
resolucién a cada compuesto. Por lo tanto, permite también la medida de la resolucién limitante
(ry)» s decir, de la maxima resolucién que puede esperarse para cada componente en una
mezcla, utilizando un cierto sistema cromatografico (combinacién de columna y sistema

disolvente) [26].

En CLM, la retencion de los P-bloqueantes se predijo en el espacio bidimensional de
tensioactivo y disolvente organico, haciendo uso de un modelo basado en la ecuacion clasica de
Armstrong y Nome para fases moviles micelares puras [27], que es valida para compuestos de

polaridad baja e intermedia [28]:

1
Ko———

i AS 1 + KAD¢
k = (3.2)

1 +K
1 +K MD¢[M]

AM1+KAD¢

donde £ es el factor de retencién, y ¢y [M] la fraccidon volumétrica del disolvente organico y la
concentracién molar del tensioactivo que se halla en forma de micelas, respectivamente; K ,c y

K, describen el reparto del soluto entre la fase acuosa y la fase estacionaria o la micela,
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respectivamente, y K, y K, tienen en cuenta el desplazamiento de los equilibrios de reparto

producido por la adicién del modificador organico.

Por su parte, para RPLC convencional, se utilizé el modelo cuadratico empirico que

relaciona log k con la fraccién volumétrica del modificador organico [29]:

logk =c, +c,p +c, & (3.3)

En esta ecuacion, ¢,, ¢, y ¢;, son coeficientes de ajuste sin ningun significado fisico.

La simulacion de la forma de los picos se realiz6 utilizando un modelo gaussiano
modificado que describe con gran exactitud picos asimétricos [30]. Se efectu6 la prediccién de
las eficacias y los factores de asimetria tomando la media ponderada de los valores medidos en
un nimero apropiado de fases moviles cercanas a la composicion simulada. La eficacia de los
picos (expresada como platos teéricos, N) se estimo al 10% de la altura del pico, de acuerdo a la
ecuacion propuesta por Foley y Dorsey [31]. Se calcularon los factores de asimetria como la
relacién (B/A) de la distancia entre el centro y los extremos anterior y posterior del pico
cromatografico, medidas también al 10% de la altura del pico. Todas las simulaciones y

optimizaciones se llevaron a cabo con el programa MICHROM [32,33].

3.4. Resultados y discusion
3.4.1. Eficacias cromatogrdficas

Cuando se utilizan columnas C,; convencionales, la naturaleza catiénica de los
B-bloqueantes produce picos asimétricos y anchos en RPLC con fases moviles acuo-organicas,
debido a la interaccién idnica de los solutos cargados con los grupos silanol libres en el
empaquetamiento de fase inversa alquil-enlazado [34]. El empleo de fases moviles de pH bajo
(pH = 2-3), y la adici6n de sales u otros agentes que bloquean los grupos silanol, tales como las
aminas terciarias y cuaternarias, es una practica comun para disminuir las colas de los picos de
los compuestos basicos. Otra alternativa es el uso de fases estacionarias especiales en las que los

grupos silanol se hallan desactivados [19].
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Las constantes de disociacién (pK,) de los B-bloqueantes en agua se encuentran en el
intervalo 9-10 (Tabla 3.1). A pesar de que el pH de la fase mévil no afecta a la retencion de estos
compuestos, las eficacias de los picos cromatograficos aumentan y las asimetrias disminuyen
cuando el pH se reduce [22]. Por esta razon, se llevé a cabo el trabajo experimental a pH 3. Las
Tablas 3.2 y 3.3 muestran los valores medios de N'y B/4 para los 16 B-bloqueantes eluidos de la
columna Spherisorb, con fases mdviles micelares de SDS-propanol o mezclas de acetonitrilo-agua
con 0.1% (v/v) de trietilamina, y de la columna XTerra MS con mezclas de acetonitrilo-agua.
También se indican, con fines comparativos, los pardmetros obtenidos con la columna Spherisorb
y acetonitrilo-agua en ausencia de la amina (Tabla 3.3). Las bajas eficacias y picos altamente
asimétricos obtenidos en estas ultimas condiciones son indicativos de la presencia de grupos

silanol libres en la columna, que interaccionan con los B-bloqueantes.

Al utilizar las fases moviles micelares, se observo el comportamiento esperado, las eficacias
disminuyeron al aumentar la concentracion del tensioactivo, mientras que crecieron con la
fraccion volumétrica de propanol. Las eficacias conseguidas con la columna Spherisorb y las
fases moviles de acetonitrilo-agua sin amina no variaron al modificarse la fracciéon volumétrica
de disolvente organico, 0 no mostraron tendencia alguna. Para todos los compuestos, las eficacias
fueron apreciablemente mayores en el sistema micelar-orgéanico, con factores de exaltacién en el
intervalo de 2.2-4 (1abetalol, nadolol y alprenolol) a 11-14 (celiprolol, oxprenolol y metoprolol).
Ademas, los P-bloqueantes originaron picos casi gaussianos con las fases moviles de
SDS-propanol, en comparacién con la RPLC con acetonitrilo-agua en ausencia de la amina, en
la que los picos excedieron el valor B/4 = 2 para casi todos los compuestos. Las colas de los picos
fueron ain mds pronunciadas para las mezclas de metanol-agua (B/4 > 3.5 para bisoprolol,
celiprolol, esmolol, metoprolol, oxprenolol y propranolol), lo que dio lugar a solapamientos mas
extensos. Por ello, en los estudios que se realizaron a continuacion sdlo se utilizé el sistema

acetonitrilo-agua.
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Por otro lado, la exaltacién de la eficacia por adicion de trietilamina a las mezclas de
acetonitrilo-agua fue, generalmente, similar o inferior a la observada en las fases méviles micelar-
organicas. Ademas, mientras que la deformacion de los picos se eliminé casi por completo en
CLM (B/4=1.0-1.3), los factores de asimetria en RPLC convencional en presencia de la amina
fueron B/4A = 1.5-2.5 (Tablas 3.2 y 3.3). En un trabajo anterior se comprobd, para algunos
B-bloqueantes cromatografiados con SDS-propanol, que las eficacias y simetrias de pico también

mejoran al afiadir una amina, con factores de exaltacion que pueden alcanzar el 100% [22].

La mejora de la forma de los picos de los compuestos basicos por adicién de bases
competitivas a las fases moviles acuo-orgénicas no se considera generalmente satisfactoria.
Por ello, han aparecido en el mercado diversas columnas especiales. En las condiciones dptimas
de separacion, las eficacias alcanzadas con la columna desactivada XTerra MS C,;, que se
recomienda para el andlisis de farmacos béasicos incluyendo B-bloqueantes, oscilan entre
N=1100-3590 para los compuestos que eluyen en la cabecera de los cromatogramas (atenolol,
practolol, sotalol, carteolol, nadolol y pindolol), y N = 6230~ 8840 para el resto, con excepcion
del labetalol, para el que N = 2800. Las asimetrias fueron algo mayores que las observadas en
CLM con la columna Spherisorb, con valores cercanos a B/4 = 1.2-1.5 para la mayoria de

compuestos.

Anteriormente se habia utilizado una columna especial para suprimir el efecto de los grupos
silanol en el analisis de una mezcla de B-bloqueantes [19]. Los autores no publicaron los

parametros de forma de los picos, pero los cromatogramas mostraron picos anchos y asimétricos.

3.4.2. Fuerza eluyente

A continuacion, se midi6 la fuerza eluyente para los distintos sistemas micelar-organico y
acuo-organico. En CLM, el disefio experimental consistié en ocho fases méviles que cubrian los
intervalos de SDS entre 0.075 y 0.15 M, y de propanol entre 5 y 15% (v/v). El disefio
experimental en RPLC acuo-organica con la columna Spherisorb, en ausencia y presencia de
trietilamina, incluyo cinco y cuatro fases méviles entre 20 y 40%, y 15 y 25% de acetonitrilo,

respectivamente. La retencién vario entre k=2.0y 111 para CLM, k= 0.4 y 78 para acetonitrilo-
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agua, y k= 0.4 y 39 para acetonitrilo-trietilamina-agua. Para la columna XTerra MS, el estudio
se llevo a cabo con cuatro fases moviles a concentraciones entre 15 y 25% de acetonitrilo, con

factores de retencion en el intervalo k= 0.1-45.

La fuerza eluyente (sensibilidad de la retencidén de los solutos a los cambios en la
concentracion de modificador) del disolvente organico y tensioactivo se cuantifico utilizando la
pendiente del modelo de retencion lineal clasico, que relaciona log k con la concentracion de cada
modificador. Los valores de las pendientes se recogen en las Tablas 3.4 y 3.5, para las fases

moviles micelar-organicas y acuo-organicas, respectivamente.

En CLM, la fuerza eluyente del tensioactivo depende de la concentracion de modificador
organico, y viceversa. La fuerza eluyente del propanol cambia s6lo ligeramente para
concentraciones de SDS entre 0.075 y 0.15 M. Disminuye a concentraciones crecientes del
tensioactivo para los B-bloqueantes més polares (atenolol a pindolol, véanse los coeficientes
octanol-agua, log P, en la Tabla 3.1), pero aumenta para los compuestos mas hidrofébicos
(acebutolol a alprenolol). Por el contrario, la fuerza eluyente del tensioactivo aumenta
generalmente al incrementarse la concentracién de propanol. Los coeficientes que miden la fuerza
de los modificadores (coeficientes ¢, en la Tabla 3.4) son una o dos unidades mayores para el
tensioactivo que para el alcohol, lo que significa que los cambios en la retencion son superiores
al variar la concentracion del tensioactivo en la fase movil. La razén de este comportamiento es

la fuerte asociacion de los B-bloqueantes con las micelas aniénicas de SDS.
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Tabla 3.4. Fuerza eluyente (c,) del alcohol y tensioactivo para las fases moviles

micelar-organicas (columna Spherisorb).

Fuerza eluyente del propanol®

Fuerza eluyente del SDS®

Compuesto SDS 0.075 M SDS 0.15M 5% de propanol 10% de propanol
Atenolol -3.36 -3.04 -4.06 -4.53
Practolol -2.50 -2.33 -4.08 -4.36
Sotalol -2.96 -2.68 -4.11 -4.54
Carteolol -3.05 -2.98 -4.07 -4.72
Nadolol -3.27 -3.15 -3.80 -4.23
Pindolol -2.82 -2.83 -4.16 -4.47
Acebutolol -2.27 -2.39 -4.13 -4.55
Celiprolol -2.27 -3.17 -4.24 -4.28
Esmolol -3.37 -3.48 -4.13 -4.54
Metoprolol -3.27 -3.35 -4.40 -4.49
Timolol -3.93 -4.03 -4.38 -4.42
Bisoprolol -3.25 -3.12 -4.36 -4.67
Labetalol -2.82 -3.86 -3.80 -3.60
Oxprenolol -3.57 -3.74 -4.24 -4.67
Propranolol -3.63 -3.86 -4.49 -4.89
Alprenolol -3.88 -4.13 -4.40 -5.32

*logk=c,+c, @, pes lafracciéon volumétrica del modificador organico.

®log k= c, + ¢, [M], [M] es la concentracién micelar del SDS.
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Tabla 3.5. Fuerza eluyente (c,) de las fases méviles de acetonitrilo-agua.®

Compuesto Spherisorb/ Spherisorb/ XTerra MS
sin amina con amina
Atenolol -0.88 -2.97 -5.56
Practolol -0.78 -3.20 -2.57
Sotalol -0.77 -2.18 -3.56
Carteolol -1.49 -4.40 -6.46
Nadolol -1.49 -4.79 -7.07
Pindolol -1.67 -3.45 -5.68
Acebutolol -2.29 -5.45 -7.09
Celiprolol -3.03 -6.70 -7.85
Esmolol -2.68 -5.55 -9.02
Metoprolol -2.32 -4.81 -7.06
Timolol -2.08 -4.18 -7.70
Bisoprolol -3.00 -6.17 -8.18
Labetalol -3.15 -7.27 -9.34
Oxprenolol -2.93 -5.74 -7.97
Propranolol -3.58 -6.38 -8.07
Alprenolol -3.56 -6.20 -8.41

®logk=c,+c, @, ges la fraccion volumétrica de acetonitrilo.
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Por otro lado, la fuerza eluyente aumenta apreciablemente al afiadir la amina, y es atin
mayor para la columna XTerra MS. En esta columna, la diferencia entre los tiempos de retencion
de los compuestos de menor y mayor polaridad es muy importante. Con la fase mévil 6ptima, seis
de los compuestos de entre los 16 B-bloqueantes, que eluyen en los primeros minutos del
cromatograma aparecen a tiempos de retencién muy cercanos entre si, cerca del volumen muerto,
mientras que labetalol, propranolol y alprenolol eluyen a tiempos de retencion elevados, por
encima de 50-70 min. Es interesante indicar que debido a la mayor fuerza eluyente conseguida
al afiadir la amina a las fases mdviles acuo-organicas, o al utilizar la columna especial, la
concentracion de acetonitrilo debe disminuirse para lograr los mismos tiempos de analisis que

los obtenidos con la columna Spherisorb en ausencia de la amina.

Comparando los valores de las Tablas 3.4 y 3.5, se puede observar que el intervalo que
abarca la fuerza eluyente para los distintos f-bloqueantes es mas reducido en CLM que en RPLC
acuo-organica, independientemente del tipo de columna, y de la ausencia o presencia de amina.
Este comportamiento se traduce en tiempos de retencion menos variables en CLM. Unareduccion
similar del intervalo de valores de fuerza eluyente en presencia de micelas ha sido comentado
anteriormente para series homdlogas [35]. Para los B-bloqueantes, la diferencia entre los valores
de c, superior e inferior fue 1.7 y 1.8, utilizando fases mdviles con SDS 0.075 y 0.15 M,
respectivamente, y 0.6 y 1.0 para 5 y 10% de propanol, respectivamente (Tabla 3.4). La diferencia
entre los valores de fuerza eluyente superior e inferior fue apreciablemente mayor para RPLC
convencional: 2.8 y 5.1 para la columna Spherisorb utilizando fases moviles sin y con amina, y

6.8 para la columna XTerra MS (Tabla 3.5).

En RPLC acuo-orgénica, existe una gran necesidad de realizar gradientes de elucién para
lograr tiempos de analisis practicos en una sola experiencia, cuando se cromatografian mezclas
de compuestos que muestran un amplio intervalo de polaridades. Dicha necesidad no existe por
lo general en CLM, puesto que compuestos de polaridad diversa pueden analizarse con tiempos
de andlisis bajos. Esta es quizas una de las caracteristicas més relevantes de la CLM. Sin
embargo, para conseguir un aprovechamiento completo de esta caracteristica y lograr una buena
resolucion, las eficacias de los picos deben ser suficientemente altas. Este es el caso de los

B-bloqueantes.
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3.4.3. Resolucion

Con el fin de evaluar la resolucién de mezclas de B-bloqueantes, cuando se eluyen con fases
moviles micelar-organicas y acuo-organicas, se modelizd su retencion en el espacio de los
factores establecido por los disefios experimentales indicados en el apartado 3.4.2. Para ambos
sistemas, el nimero de experiencias llevadas a cabo, a distintas composiciones de la fase movil,
garantizo suficientes grados de libertad para obtener conclusiones fiables. Los errores globales
medios de prediccidn, teniendo en cuenta el conjunto de 16 compuestos y todas las fases méviles
del disefio experimental fueron 1.7, 2.6 y 1.1% para la columna Spherisorb, utilizando
SDS-propanol y acetonitrilo-agua en ausencia y presencia de la amina, respectivamente. Para la
columna XTerra MS, el error global medio de prediccion fue 1.7%. Como se observa, a pesar de
la dificultad que existe en la modelizacion del espacio bidimensional de tensioactivo y disolvente
orgénico, las predicciones para las fases mdviles micelares fueron excelentes para todo el

intervalo de factores de retencion, que cubri6 dos érdenes de magnitud (k=2.0a111).

Sin embargo, no fue posible resolver los 16 B-bloqueantes en las condiciones
experimentales ensayadas (Figura 3.1), siendo especialmente insatisfactoria la separacion para
los sistemas acuo-orgéanicos. Para el sistema micelar-orgénico, la maxima separacion entre picos
correspondi6 a la fase de SDS 0.10 M~-15% de propanol, con una resolucién global, R = 0.22
(Figura 3.1a). El orden de elucién para esta fase movil fue: atenolol (A), practolol (B), sotalol (C),
carteolol (D), nadolol (E), pindolol (F), acebutolol (G), celiprolol (H), esmolol (I), metoprolol (J),
timolol (K), bisoprolol (L), labetalol (M), oxprenolol (N), propranolol (O), y alprenolol (P).
Atenolol y practolol solaparon por completo. El solapamiento fue parcial entre estos dos
compuestos y sotalol, y entre nadolol y pindolol, por un lado, y esmolol, metoprolol y timolol,

por otro.
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Figura 3.1a-b. Cromatogramas de la mezcla de 16 B-bloqueantes eluidos de la columna Spherisorb con
las fases moviles optimas: (a) SDS 0.10 M-15% de propanol (R = 0.22), (b) 32% de acetonitrilo
(R=1.3x10"'?). Compuestos: atenolol (A), practolol (B), sotalol (C), carteolol (D), nadolol (E), pindolol
(F), acebutolol (G), celiprolol (H), esmolol (I), metoprolol (J), timolol (K), bisoprolol (L), labetalol (M),
oxprenolol (N), propranolol (O) y alprenolol (P).
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Figura 3.1c-d. Cromatogramas de la mezcla de 16 B-bloqueantes eluidos con las fases méviles 6ptimas:
(c) columna Spherisorb y 24% de acetonitrilo~0.1% de trietilamina (R = 0.024); (d) columna XTerra MS
y 15% de acetonitrilo (R = 0.064). Véase Figura 3.1a-b para la identificacion de los picos.
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El orden de elucién no se modificé al cambiar la concentracion del tensioactivo, pero los
siguientes compuestos invirtieron su orden cuando la concentracién de propanol se incrementd:
atenolol-practolol (a 12-13% de propanol), y timolol-bisoprolol (a 5-5.5% de propanol). Por otro
lado, los picos de los B-bloqueantes mostraron un extenso solapamiento para las mezclas
acuo-organicas (Figuras 3.1b-d). Pindolol (F) y acebutolol (G) cambiaron su orden de elucién
a una concentracion de acetonitrilo del 35% en ausencia de la amina, y los picos de acebutolol
y timolol (K) se invirtieron a 20% de acetonitrilo en presencia de la amina. No se observaron

cambios en el orden de elucion para la columna XTerra MS.

La Tabla 3.6 recoge los valores de resolucion elemental para cada compuesto en la mezcla
de 16 B-bloqueantes, cromatografiados con las fases moéviles 6ptimas micelar-organica y
acuo-organicas. Las resoluciones limitantes se indican en la misma tabla. Puesto que no pudo
resolverse el conjunto de los 16 farmacos, se considerd a continuacién la posibilidad de resolver
mezclas mas simples. Se comprobé que es posible resolver en CLM una mezcla de
14 B-bloqueantes casi hasta la linea base, obteniéndose la méxima resolucién con una fase maévil
de SDS 0.10 M-15% de propanol (Figura 3.2a, R = 0.93). Sin embargo, se observa una region
con una resolucién global R > 0.9 para concentraciones de SDS y propanol en los intervalos

0.08-0.105 M y 14.5-15%, respectivamente.

Como puede verse en las Figuras 3.2b-c, la resolucion es también deficiente utilizando la
columna Spherisorb en presencia de la amina (Figura 3.2b, R = 0.16), o con la columna XTerra
MS (Figura 3.2¢, R =0.33). Con esta tiltima columna se consiguié separar 12 3-bloqueantes con
una resolucion aceptable, obteniéndose sélo un pequefio solapamiento entre propranolol (O) y
alprenolol (P) (R = 0.85); sin embargo, el tiempo de analisis fue muy elevado (82 min).
Finalmente, debe comentarse que los diagramas de resolucién global obtenidos frente a la
composicién de la fase movil, para las fases méviles de acetonitrilo con ambos tipos de columna,

exhiben méximos pronunciados en las composiciones dptimas.
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Figura 3.2. Cromatogramas de una mezcla de 14 B-bloqueantes eluidos de la columna Spherisorb,
utilizando las fases modviles optimas: (a) SDS 0.10 M-15% de propanol (R = 0.93), y (b) 21% de
acetonitrilo-0.1% de trietilamina (R = 0.16). (c) Cromatograma obtenido con la columna XTerra MS y

15% de acetonitrilo (R = 0.33). Véase Figura 3.1a-b para la identificacién de los picos.
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Figura 3.3a-c. Resolucion méxima para los picos de practolol (B) y sotalol (C) eluidos de la columna
Spherisorb con: (a) SDS 0.10 M-14% de propanol (R = 0.99), y (b) 17.5% de acetonitrilo-0.1% de
trietilamina (R = 0.61), y de la columna XTerra MS con: (c) 18% de acetonitrilo (R = 0.36).
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Figura 3.3d-f. Resolucién maxima para los picos de acebutolol (G) y timolol (K) eluidos de la columna
Spherisorb con: (d) SDS 0.075 M-10% de propanol (R = 1.00), y () 17.5% de acetonitrilo-0.1% de
trietilamina (R = 0.99), y de la columna XTerra MS con: (f) 15% de acetonitrilo (R = 0.71).
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Se investigd, finalmente, la resolucién de mezclas binarias de B-bloqueantes. Para
SDS-propanol, la pureza de los pares de picos fue R > 0.999 en todos los casos, excepto para
practolol-sotalol (B-C, R = 0.99), nadolol-pindolol (E-F, R = 0.96), y esmolol-metoprolol (I-J,
R = 0.96). Fue mas problematico resolver los picos individuales con las fases moviles
acuo-organicas, utilizando tanto la columna Spherisorb como la XTerra MS. La Figura 3.3
compara la separacion de dos pares de B-bloqueantes: practolol-sotalol (B-C), y acebutolol-

timolol (G-K), con los distintos sistemas disolventes.

3.5. Conclusiones

Los estudios realizados muestran que la CLM es una técnica muy competitiva para el
analisis de mezclas de B-bloqueantes, en términos de eficacia, fuerza eluyente, resolucién y coste.
El comportamiento de retencion es muy distinto al encontrado en RPLC acuo-orgéanica. Las
micelas modifican el papel del disolvente orgénico en la fase movil y cambian la naturaleza de
la fase estacionaria, proporcionando varios microambientes de polaridad diversa [8]. Los
equilibrios competitivos que se establecen entre la fase acuo-organica, las micelas y la fase

estacionaria posibilitan el éxito de separaciones complejas.

Las eficacias y factores de asimetria obtenidos al cromatografiar los f-bloqueantes con la
columna C,4 convencional, utilizando la fase mévil micelar de composicién 6ptima, se encuentran
en los intervalos N=2200-4400y B/4=1.0-1.3. Ello representa un notable incremento respecto
a los valores encontrados para el mismo tipo de columna utilizando mezclas de acetonitrilo-agua
en ausencia de amina (N =290-960 y B/4 = 2.2-3.6). Por otro lado, las eficacias en CLM son
similares a las obtenidas por adicion de 0.1% de trietilamina (N =1700-5100y B/A = 1.5-2.2).
Se encontro anteriormente un comportamiento similar con un grupo de fenetilaminas [36]. Por lo
tanto, parece evidente que la adicién de un compuesto aminico, usual en RPLC de ambos tipos
de compuestos, B-bloqueantes y fenetilaminas, utilizando columnas C,; convencionales, es menos
necesario en CLM, ya que los grupos hidroxilo sobre la superficie de silice juegan un papel
menos importante en la separacion. Por otro lado, en CLM desaparece la deformacion de los picos

cromatograficos, lo que no se observa al afiadir la amina a la fase mévil acuo-organica.
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La mejora en la forma de los picos y la peculiar selectividad de la CLM permiti6 la
separacion isocratica de 14 B-bloqueantes en un intervalo amplio de polaridades (log P, = -0.03
para atenolol a 2.60 para propranolol), con un tiempo de analisis de 32 min. Las eficacias
obtenidas con la columna desactivada XTerra MS C,, y acetonitrilo-agua fueron mayores, pero
la resoluciéon fue mas deficiente, puesto que los compuestos que eluyen a la cabecera del
cromatograma presentan una retencion similar. Para este tipo de columna, ademads, la diferencia
en retencion entre los f-bloqueantes de polaridad extrema es demasiado grande para permitir la

elucidn en condiciones isocraticas.

Una caracteristica muy atractiva de la CLM es la posibilidad de utilizar cantidades
relativamente bajas de disolvente organico. Ello reduce la toxicidad, inflamabilidad, impacto
ambiental y coste de las fases moviles. El propanol es menos téxico que el metanol y el
acetonitrilo, y se retiene altamente en las disoluciones micelares de SDS, lo que reduce el riesgo
de evaporacion. Por lo tanto, las fases méviles micelares pueden permanecer estables durante
largos periodos de tiempo. Ademas, debe tenerse en cuenta el bajo coste de las columnas C,,
convencionales, respecto al uso de columnas especialmente disefiadas para el anélisis de

compuestos basicos.

Por ltimo, en CLM es posible inyectar muestras fisioldgicas en el sistema cromatografico
para realizar un “screening” de -bloqueantes, sin necesidad de pretratamiento alguno. El amplio
intervalo de polaridades de estos farmacos es un factor que complica la preparacién de la muestra,
necesaria en el anlisis clasico de fluidos fisioldgicos mediante RPLC. En un trabajo previo
realizado en nuestro laboratorio, se obtuvieron los siguientes LODs (ng ml™') para algunos
B-bloqueantes de distinta polaridad, en muestras de orina analizadas mediante CLM con deteccion
fluorimétrica: acebutolol (30), atenolol (19), celiprolol (200), labetalol (20), metoprolol (16) y
nadolol (8) [22]. Estos LODs son adecuados para cuantificar estos farmacos, al menos hasta

24-48 h después de su administracion.
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4.1. Resumen

Se realizé un estudio comparativo sobre la mejora que se produce en la forma de los picos
cromatograficos, comportamiento de elucién y resolucién de 16 B-bloqueantes, al utilizar
columnas cromatograficas de fase inversa con fases méviles de trietilamina (TEA)/acetonitrilo
y dodecilsulfato sddico (SDS)/propanol, en elucién isocratica. Ambos modificadores (TEA y
SDS) impiden la interaccion de los compuestos basicos con la fase estacionaria alquil-enlazada.
Sin embargo, los mecanismos de proteccion de los grupos silanol son distintos. Mientras que
TEA se asocia a los silanoles, bloqueando los procesos de intercambio iénico o repeliendo a los
solutos, la larga cadena hidrofébica del SDS se inserta en la capa organica enlazada, con el grupo
sulfato expuesto al exterior, lo que confiere una carga negativa a la fase estacionaria. Se estudian
los efectos que producen TEA, acetonitrilo, SDS y propanol sobre la fuerza eluyente, eficacia,
asimetria de los picos y resolucién, haciendo uso de un disefio experimental asistido por
ordenador con el fin de obtener conclusiones mas generales. La combinacién de diversas
caracteristicas: picos mejor formados, mayor selectividad y un intervalo mas estrecho entre las
retenciones de compuestos de polaridad extrema, origina como resultado que un mayor numero

de B-bloqueantes pueda ser resuelto con un sistema micelar hibrido.
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4.2. Introduccion

Muchos compuestos de interés en la industria farmacéutica contienen dtomos de nitrégeno
bésicos en su estructura. El analisis de estos compuestos se lleva a cabo muy frecuentemente
mediante cromatografia liquida en fase inversa (RPLC), utilizando fases estacionarias de silice
modiﬁcadqs con octadecilo (C,5) u octilo (Cg). Sin embargo, existen varios problemas asociados
al uso de estas fases, tales como la obtencion de bajas eficacias, picos deformados, retencion
extremadamente elevada para algunos compuestos basicos y una gran dependencia de la retencion
con la concentracion de los analitos. Por lo general, las colas de los picos crecen con el valor de
la constante acida de disociacién (pK,) de los compuestos eluidos, dependiendo ademas de los

factores de retencion [1].

Los compuestos bésicos protonados pueden interaccionar con el soporte de fase inversa a
través de diversos mecanismos, ademas del reparto hidrofébico: (i) intercambio i6nico asociado
a los grupos silanol, (ii) efecto salino, y (iii) formaci6n de pares i6nicos [2]. Estos mecanismos
dependen del soluto, fase estacionaria, fase mévil, pH, temperatura y fuerza iénica. Sin embargo,
generalmente se acepta que la interaccion idnica de las especies cargadas positivamente, con los
grupos silanol libres del empaquetamiento de la columna, es la causa principal de la aparicién de

picos asimétricos en RPLC, cuando se cromatografian compuestos basicos.

El intercambio idnico se puede evitar, al menos parcialmente, reduciendo el pH de la fase
movil para suprimir la ionizacién de los silanoles. Sin embargo, se produce de forma colateral
un incremento en la protonacién de los analitos. El intercambio i6nico es proporcional al grado
de ionizacidn de los solutos y de los silanoles. En la bibliografia, se recomienda a menudo

trabajar a pH < 3.5 para conseguir la maxima reduccién de la actividad silanofilica.

Asimismo, varios fabricantes comercializan una gran variedad de empaquetamientos
desactivados, especialmente disefiados para la determinacién de compuestos basicos. Sin
embargo, debido al elevado coste de las columnas especiales, los rellenos convencionales para
RPLC son todavia de uso muy general. En estos casos, el problema de la interaccion de los
compuestos basicos con el soporte de silice se resuelve mediante la adicion de un modificador

aminico a la fase mdvil, lo que en muchos casos mejora de forma sustancial los cromatogramas.
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Estos aditivos se asocian a los silanoles, bloqueando los procesos de intercambio i6nico con los
solutos, o repeliéndolos. Las aminas terciarias parecen ser las que mejoran en mayor medida la
forma de los picos, mientras que las aminas primarias y cuaternarias reducen su asimetria en una
extension limitada. La trietilamina (TEA) y la dimetiloctilamina (DMOA) son los supresores mas
efectivos [3]. DMOA a menudo conduce a mejores resultados que TEA, pero es mas dificil de

eliminar de la columna [4].

En la determinacion de compuestos basicos, se ha utilizado también con éxito una fase
estacionaria de silice pura, dindmicamente modificada con iones de amonio cuaternario de cadena
larga, que se bombean a través de la columna hasta alcanzar el equilibrio [5]. El tensioactivo
catiénico bromuro de cetiltrimetilamonio (CTAB), utilizado por encima de su concentracién
micelar critica (cmc), se ha recomendado como el mejor modificador. En un sistema
cromatografico como éste existen tres fases en el equilibrio: la capa de iones amonio cuaternario
electrostaticamente asociados con sus cadenas hidrofobicas actuando como fase estacionaria, las
micelas y el disolvente acuo-orgénico donde estan disueltos los mondémeros de tensioactivo
(Figura 4.1A). Con este sistema, se consiguié una separacién excelente de un grupo de
antidepresivos triciclicos, imposible incluso utilizando una columna C,; desactivada. Este
resultado se explicod debido a la competencia por los silanoles libres que se establece entre las
numerosas especies de carga positiva (los iones amonio) presentes en la fase mévil y los solutos

protonados catidnicos.

Recientes investigaciones han mostrado que las columnas C,; convencionales, en
combinacion con fases moviles micelares hibridas del tensioactivo aniénico dodecilsulfato sédico
(SDS), y propanol o pentanol, dan lugar a procedimientos adecuados para el andlisis de farmacos
basicos, tales como fenetilaminas [6], tetraciclinas [7] y B-bloqueantes (Capitulo 3). En estos
sistemas, la fase moévil contiene micelas y mondémeros de tensioactivo, al igual que en el sistema
que hace uso de silice no modificada y CTAB. Sin embargo, diversos estudios de RMN han
puesto de manifiesto que en la fase estacionaria densamente carbonada, la larga cadena
hidrof6bica del SDS se inserta en la capa organica enlazada a la columna, con el grupo sulfato
dirigido hacia la fase movil (Figura 4.1B) [8]. Con ello, la fase estacionaria queda cargada
negativamente. Los silanoles y los 4tomos de carbono del soporte C,3 quedan recubiertos por

moléculas de tensioactivo, modificando el comportamiento de la fase estacionaria.
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Figura4.1. Sistematrifasico: (A) silice no modificada/CTAB, (B)silice
alquil-enlazada/SDS, (C) silice alquil-enlazada/CTAB.
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Por el contrario, los tensioactivos cationicos (tales como el CTAB) pueden dar lugar a dos
tipos de interacciones (Figura 4.1C): la asociacién hidrof6bica con la capa alquil-enlazada de la
columna C,;, de forma similar al SDS, y la atraccion electrostatica hacia los silanoles residuales
libres como ocurre con la silice no modificada. Aunque los grupos amonio del CTAB se
encuentran insertados dentro de las cadenas C,;, la fase estacionaria se halla cargada
positivamente y repele los compuestos basicos protonados, que eluyen a tiempos de retencion

bajos, o incluso con el volumen muerto [9].

Cuando se cromatografian los compuestos basicos con fases mdviles que sélo contienen
SDS, se obtienen picos con bajas eficacias que presentan colas. Este comportamiento es bien
conocido y se ha observado para muchos otros compuestos, especialmente para los de baja
polaridad. Como posibles razones para explicar la pobre transferencia de masa entre las fases
movil y estacionaria, se ha sugerido la baja solvatacion de la fase estacionaria por parte de la fase
movil micelar acuosa [10], y la reducida velocidad de abandono del soluto desde la micela y
desde la fase estacionaria [11]. También se sabe que el tensioactivo se adsorbe sobre la fase
estacionaria en una cantidad aproximadamente igual a la del hidrocarburo enlazado. El
incremento del grosor de la pelicula parece ser el principal responsable de la disminucién de la
eficacia [12,13]. Habitualmente, la forma de los picos mejora mediante la adicion a la fase mévil
de un alcohol de cadena corta, que compite con el tensioactivo por los lugares de adsorcién en
la capa orgénica enlazada. El alcohol desorbe el tensioactivo de la fase estacionaria y reduce la

viscosidad de la estructura tensioactivo-fase C,5 [14].

Al cromatografiar compuestos basicos con fases méviles hibridas de tensioactivo y alcohol,
la capa de tensioactivo adsorbido sobre la columna, que es mas fina que en las fases méviles
micelares puras, permite una mejor difusién de los solutos, siendo efectiva todavia en la
prevencion de su asociacion con los grupos silanol libres. La interaccion de los compuestos
basicos protonados con la capa hidrofilica, formada por el SDS, reduce la profundidad de su
penetracion dentro de la fase enlazada. Por otro lado, la cinética de la asociacion electrostética
soluto-sulfato parece ser més sencilla que los procesos de intercambio idnico en los que

intervienen silanoles sobre la superficie de la silice [6].
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Los modificadores aminicos y el SDS obstaculizan la interaccion de los compuestos basicos
con los grupos silanol de las fases alquil-enlazadas, y mejoran la calidad de los picos
cromatograficos. Sin embargo, su interaccion con el empaquetamiento de la columna es distinto.
En este capitulo, se comparan los comportamientos de elucion y la forma de los picos de
16 B-bloqueantes de diversa polaridad (con logaritmo del coeficiente de reparto octanol-agua en
el intervalo -0.026 a 2.8) [15], utilizando una columna convencional C,; y fases méviles de
TEA/acetonitrilo o SDS/propanol, en elucién isocratica. También se examina el impacto de estos

sistemas sobre la resolucion de los picos cromatograficos.

4.3. Parte experimental

Se han utilizando los reactivos, material e instrumentacion expuestos en el Capitulo 3. Sin
embargo, la identificacién de los B-bloqueantes se ha realizado con un cédigo numérico:
(1) atenolol, (2) practolol, (3) sotalol, (4) carteolol, (5) nadolol, (6) pindolol, (7) acebutolol,
(8) celiprolol, (9) esmolol, (10) metoprolol, (11) timolol, (12) bisoprolol, (13) labetalol,
(14) oxprenolol, (15) propranolol y (16) alprenolol.

4.4. Resultados y discusion

Se examiné comparativamente el comportamiento cromatografico de un grupo de
16 B-bloqueantes, en una columna C,; convencional, haciendo uso de sistemas hibridos
acuo-organico (TEA/acetonitrilo) y micelar (SDS/propanol). Los B-bloqueantes son formacos
prescritos en desérdenes neuroldgicos, neuropsiquiatricos y cardiovasculares. También se utilizan
en actividades estresantes y en la practica deportiva como agentes dopantes. Las moléculas de
estos compuestos contienen en su estructura uno o mas nitrogenos basicos, con constantes de
disociacion en el intervalo de pK, = 8.1-9.7. Por lo tanto, la retencién de los B-bloqueantes no
se ve afectada por el pH en el intervalo de trabajo de una columna C,; convencional (pH = 3-7),
pero las eficacias y simetrias de los picos mejoran al incrementarse la acidez de la fase mévil. Por

ello, las separaciones se llevaron a cabo a pH 3 en un medio de tampén fosfato.
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El principal objetivo de nuestras investigaciones fue estudiar la capacidad de resolucién de
ambas modalidades de RPLC. Con este proposito, se midieron los cambios de la fuerza eluyente
y forma de los picos para una amplia variedad de composiciones de fase mévil. Dada la
complejidad de lamezcla de farmacos y la fuerte variacién de su comportamiento cromatografico
con la composicion de la fase movil, se hizo uso de simulaciones asistidas por ordenador para
realizar los estudios. Ello permitié observar el comportamiento cromatogrifico de los

pB-bloqueantes en un amplio dominio experimental y alcanzar conclusiones mds generales.

4.4.1. Modelizacion de la retencion
La retencion se modelizé en base a los siguientes conjuntos de experimentos:
(1) Sistema acuo-organico puro (% acetonitrilo): 20, 25, 30, 40 y 60.

(i) Sistema acuo-orgéanico modificado con una amina (% TEA/% acetonitrilo): 0.05/21.2,
0.065/18.6, 0.065/23.9, 0.10/17.5, 0.10/21.2, 0.10/25, 0.135/18.6, 0.135/23.9 y 0.15/21.2.

(1i1) Sistema micelar puro (M SDS): 0.075, 0.10, 0.125 y 0.15.

(iv) Sistema micelar hibrido (M SDS/% propanol): 0.075/5,0.113/5,0.15/5,0.075/10, 0.112/10,
0.15/10, 0.075/15 y 0.15/15.

El porcentaje de disolvente en el sistema acuo-organico puro (i) vari6 entre el 20 y el 60%.
Dado que la amina acelera la elucién, las fases méviles que contenian este modificador
requirieron un intervalo mas estrecho de acetonitrilo (17.5-25%), para conseguir una variacion
similar en la retencién (ii). Por otra parte, tanto en los sistemas micelares puros como en los
hibridos, la concentracién de SDS varié entre 0.075 y 0.15 M. La retencion de algunos solutos
en el sistema micelar puro fue muy elevada. Sin embargo, no se considerd conveniente utilizar
una concentracion mayor de tensioactivo, debido al excesivo aumento en la viscosidad de las
fases moviles y al deterioro de la forma de los picos cromatograficos. Los elevados tiempos de
retencion en la fase movil micelar pura hicieron también dificil la modelizacién de la retencién

de algunos solutos.
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En ambos sistemas de RPLC, el intervalo de factores de retencion fue bastante amplio. Los
factores de retencion para el soluto menos retenido en las fases moviles de mayor fuerza eluyente
fueron k= 0.43 (atenolol, 0.15% de TEA/25% de acetonitrilo) y 2.0 (atenolol, SDS 0.15 M /15%
de propanol), y para el soluto mas retenido en las fases moviles experimentales mas lentas fueron
k=51 (propranolol, 0.1% de TEA/17.5% de acetonitrilo), 78 (alprenolol, 20% de acetonitrilo),
111 (alprenolol, 0.075 SDS M/5% de propanol), y k> 120 (alprenolol, SDS 0.075 M).

El comportamiento de retenciéon en los sistemas acuo-organicos puros se describe
clasicamente mediante una relacion lineal o cuadratica entre log £y la fraccién volumétrica del
disolvente [16]. Por otra parte, los sistemas micelares puros a menudo se modelizan utilizando
la ecuacion de Armstrong [17], que puede transformarse dando lugar a una relacion lineal entre
1/ky la concentracion molar del tensioactivo micelizado. En un trabajo previo, se comprobd que
los datos de retencion obtenidos en sistemas micelares hibridos y expresados como 1/k se ajustan
correctamente a un polinomio con dependencias lineales en cada factor (tensioactivo y disolvente
organico), incluyendo un término cruzado de primer orden [18]. Sin embargo, no hemos
encontrado en la bibliografia ningtin estudio sobre la modelizacion de la retencion que considere
simultineamente las concentraciones de amina y disolvente organico en los sistemas

acuo-organicos.

Con el objeto de encontrar los mejores modelos de retencion, se procesaron de forma
similar los cuatro conjuntos de datos experimentales, ajustando varias ecuaciones polinémicas,
en las que se relacionan tanto el logaritmo como el inverso de los factores de retencién con la
concentracion de cada modificador. Los factores experimentales se expresaron como fraccion
volumétrica del disolvente orgénico o amina, y concentracién molar del tensioactivo micelizado.

Todas las ecuaciones se ajustaron linealmente utilizando factores de peso adecuados.

Las Tablas 4.1 y 4.2 resumen los resultados para los sistemas hibridos. Aunque los mejores
modelos en RPLC micelar son bien conocidos, se muestran con fines comparativos los errores
en la prediccion para distintos polinomios. Los errores globales recogidos en la tabla se calcularon
como desviaciones medias entre los datos experimentales y predichos, divididos por la media del

factor de retencion del soluto considerado.
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Como se puede observar, los errores medios se encontraron por lo general por debajo del
3%. Los modelos que proporcionaron un mejor equilibrio entre un minimo nimero de
experimentos y una capacidad de prediccion suficientemente exacta, aparecen marcados en
negrita. Debe observarse que estas ecuaciones contienen un término cuadratico para el disolvente
organico (acetonitrilo, 4, o propanol, P). Polinomios més complejos con términos adicionales
pueden mejorar el ajuste del conjunto de entrenamiento, pero empeoran las predicciones de
conjuntos de prueba externos, debido al sobreajuste. Ademas, requieren un mayor nimero de

fases moviles.

La Figura 4.2 ilustra las predicciones individuales para todos los solutos cromatografiados
con todas las fases mdviles experimentales, utilizando los modelos seleccionados. Segin se
observa, las predicciones son muy satisfactorias, aunque algo mejores para los eluyentes

micelares.

No se considerd necesario realizar un estudio detallado en los sistemas puros. Para los
eluyentes acuo-organicos, los errores medios e intervalos de error obtenidos utilizando una
relacion cuadrética con log & fueron 2.6% y 1.3-4.5%, y con 1/k, 2.6% y 1.1-3.6%. Para los
eluyentes micelares puros se prob6 una relacion lineal simple. Los errores medios e intervalos de

error con log & fueron 5.2% y 2.6-8.6 %, y con 1/k, 2.1% y 0.8-3.9%.

4.4.2. Fuerza eluyente

La Figura 4.3 muestra la dependencia de los factores de retencion para dos B-bloqueantes
(carteolol y metoprolol), con las concentraciones de los modificadores en los dos sistemas
hibridos. Acetonitrilo, propanol y SDS dan lugar a fuertes variaciones en la retencion,
especialmente para los compuestos mas hidrofobicos. La reduccion de los factores de retencién,
al aumentar la concentracion de estos modificadores, se puede aproximar a curvas exponenciales

o variaciones hiperbolicas.
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Figura 4.2. Prediccion de los datos de retencion en los sistemas
acuo-orgénicos modificados con una amina (A) y en los sistemas
micelares hibridos (B), utilizando las Ecuaciones (g) y (0) de las Tablas
4.1y4.2.
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Figura 4.3. Comportamiento de retencién del carteolol (linea continua) y metoprolol (linea
discontinua), a diversas concentraciones de los modificadores. Concentraciones (de arriba
a abajo): (A) 0, 0.05,0.10 y 0.15% de TEA, (B) 17.5, 21.2 y 25% de acetonitrilo, (C) SDS
0.075,0.112y0.15M,(D) 0, 5, 10 y 15% de propanol.
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En las fases mdviles micelares, la reduccion de la retencién al aumentar la concentracién
de SDS es mayor a concentraciones menores de propanol. Un efecto similar se observa para
acetonitrilo en las fases acuo-organicas. Aunque no se obtuvieron datos para fases méviles con
fracciones volumétricas de acetonitrilo por debajo del 17.5%, se espera que la disminucién de la
retencion sea ain mas pronunciada en esta region. Por el contrario, el efecto de TEA sobre la
retencion es mucho menos intenso, observandose una tendencia casi lineal de & vs. concentracion

de TEA en el intervalo 0.05-0.15%.

Sin embargo, se produce una caida bastante fuerte en el intervalo 0-0.05% de TEA, que
se puede observar en la Figura 4.3A. Por lo tanto;-en RPLC micelar, ambos modificadores (SDS
y propanol) influyen fuertemente sobre la retencion, mientras que en el sistema acuo-organico el

efecto del acetonitrilo es notablemente mayor a las concentraciones de TEA de interés practico.

En las fases modviles acuo-organicas puras, la fuerza eluyente (sensibilidad de la retencién
del soluto a cambios en la concentracion del modificador) se mide tradicionalmente como la
pendiente de una ecuacién lineal que relaciona log & con la fraccion volumétrica del disolvente
organico. Se obtuvieron relaciones similares ( log £ vs. acetonitrilo, TEA, propanol o SDS) en los

sistemas hibridos, fijando la concentracién de uno de los modificadores en las Ecuaciones (b)
y 0)-

Las Tablas 4.3 y 4.4 recogen la fuerza eluyente de cada modificador (a una concentracion
fija del otro), en la separacién de los B-bloqueantes con ambos sistemas. También se incluye la

fuerza eluyente en las fases moviles puras.
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Tabla 4.3. Fuerza eluyente de los modificadores para la separacion de los -bloqueantes

utilizando fases moviles acuo-organicas.

Compuesto® Fuerza eluyente del acetonitrilo Fuerza eluyente de TEA
TEA Acetonitrilo
0% 0.05% 0.15% 17.5% 25%
1 -0.99 -2.46 -2.22 -1.03 -0.85
2 -1.14 -2.77 -2.69 -1.20 -1.14
3 -0.92 -2.68 -1.81 -1.41 -0.76
4 -2.10 -4.87 -4.70 -1.33 -1.20
5 -2.18 -5.13 -5.18 -1.22 -1.25
6 -2.18 -4.07 -3.81 -1.48 -1.29
7 -3.58 -5.84 -6.13 -1.27 -1.49
8 -5.14 -7.06 -7.48 -1.37 -1.69
9 -4.21 -6.18 -6.27 -1.38 -1.45
10 -3.45 -5.31 -5.47 -1.36 -1.48
11 -3.14 -5.47 -5.72 -1.29 -1.48
12 -4.78 . -6.30 -6.79 -1.25 -1.61
13 -5.44 -8.00 -9.18 -0.81 -1.69
14 -4.51. -6.07 -6.32 -1.41 -1.60
15 -5.70 -7.31 -8.30 -1.11 -1.85
16 -5.90 -6.99 -8.01 -1.09 -1.85

*Los compuéstos aparecen ordenados segun su orden de elucién en SDS 0.10 M /15% de

propanol.
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Tabla 4.4. Fuerza eluyente de los modificadores para la separacion de los B-bloqueantes

utilizando fases méviles micelar-orgénicas.

Compuesto® Fuerza eluyente de SDS Fuerza eluyente del propanol
Propanol SDS

0% 5% 15% 0.075M 0.15M
1 -5.38 -4.36 -4.26 -3.20 -3.12
2 -4.32 -422 -2.41 -2.34
3 -4.38 -4.18 -2.78 -2.62
4 -5.96 -4.37 -4.60 -2.93 -3.10
5 -4.08 -4.58 -3.25 -3.63
6 -4.41 -4.51 -2.81 -2.89
7 -6.55 -4.38 -4.61 -2.20 -2.37
8 -6.96 -4.34 -4.90 -2.69 -3.11
9 -4.36 -4.71 -3.40 -3.66
10 -5.64 -4.32 -4.60 -3.26 -3.46
11 -3.16 -4.59 -4.60 -4.26 -4.28
12 -4.64 -4.58 -3.27 -3.22
13 -7.26 -3.78 -5.16 -3.12 -4.15
14 -5.48 -4.46 -4.91 -3.66 -3.99
15 -5.42 -4.72 -5.06 -3.76 -4.02
16 -4.70 -5.57 -3.84 -4.50

* Los compuestos aparecen ordenados segun su orden de elucién en SDS 0.10 M /15% de

propanol.
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La fuerza eluyente del acetonitrilo en el sistema acuo-organico se incrementa
apreciablemente al afiadir TEA. Sin embargo, el efecto de la amina es mas bien débil entre 0.05
y 0.15% de TEA. En este intervalo, la caida en la retencién es menor al crecer la concentracién
de la amina para los solutos menos retenidos, mientras que es mayor para los més retenidos.
Ademas, la fuerza eluyente de TEA apenas se ve afectada por el contenido de acetonitrilo.
De forma similar a lo que ocurre en RPLC acuo-orgénica, en el sistema micelar, el mayor cambio
en la retencion se produce en la transicion desde los eluyentes micelares puros a los hibridos
(Tabla 4.4). El cambio es pequefio entre la adicién de 5 y 15% de propanol o entre 0.075 y 0.15
M de SDS. Por otra parte, la fuerza eluyente es 0.5-2 unidades mayor para el tensioactivo que
para el alcohol, lo que significa que los cambios en la retencién son mayores cuando la
concentracion del tensioactivo varia. Esto se puede explicar por la fuerte asociacién de los

B-bloqueantes con las micelas aniénicas de SDS.

La Tabla 4.5 muestra los efectos principales promedio en los sistemas acuo-organico y
micelar hibridos. Los resultados muestran que el acetonitrilo es el factor que ejerce el mayor
efecto sobre la retencion, seguido del SDS y propanol. El efecto de TEA es casi despreciable. Esta
conclusion se puede obtener también a partir de la comparacion de las fuerzas eluyentes en las
Tablas 4.3 y 4.4. Aunque el efecto del SDS es mayor que el del propanol, el intervalo de factores
de retencion en el dominio experimental considerado es similar paraambos modificadores, puesto

que la relacion entre las concentraciones extremas estudiadas es mayor para el propanol.

Tabla 4.5. Efectos principales promedio para los sistemas hibridos.

Parametro Acetonitrilo / TEA SDS / propanol
A -0.555 P -0.322
Retencién T -0.081 S -0.477
AT 0.006 PS -0.008
A -1140 P 675
Eficacia T 263 S -1280
AT -208 PS -450
A -0.017 P 0.083
Asimetria T -0.041 S 0.081
AT -0.053 PS 0.072
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Finalmente, en el sistema acuo-organico en presencia o ausencia de la amina, se observa
una importante variacion en las fuerzas eluyentes a lo largo de la serie de los B-bloqueantes, que
aumenta con su hidrofbicidad (Tabla 4.3). Este comportamiento permite el uso de un gradiente
de elucién para conseguir tiempos de andlisis précticos en la determinacién de una mezcla que
incluya compuestos de polaridades extremas. El intervalo de fuerzas eluyentes es mucho menor

para TEA, SDS y propanol.

4.4.3. Eficacias y asimetrias de los picos cromatogrdficos

Las eficacias, expresadas como platos tedricos (), se estimaron a un 10% de la altura de
pico de acuerdo a la ecuacion de Foley y Dorsey [19]. Los factores de asimetria se calcularon
como (B/A), relacion de las distancias entre el méaximo del pico y el extremo posterior (B), y entre
el maximo del pico y el extremo anterior (4), medidos también al 10% de la altura del pico. Un
analisis de los efectos principales promedio (Tabla 4.5) en los sistemas hibridos muestra que la
mejora de la eficacia es mayor para el propanol que para TEA, mientras que la eficacia se

deteriora de forma similar por la accion del SDS y acetonitrilo.

Este resultado se puede observar también en la Figura 4.4, donde se representan los valores
medios de N para los 16 B-bloqueantes, cromatografiados con todas las fases mdviles
experimentales que contienen una determinada concentracion de TEA o propanol. También se
incluyen los datos para los sistemas puros. La representacion que muestra la dependencia de la
eficacia con TEA es notablemente similar a la de propanol, y lo mismo se puede decir para
acetonitrilo y SDS. Se observa una transicién brusca con las primeras adiciones de TEA o
propanol a las fases moéviles puras. Posteriores adiciones de estos modificadores originan
eficacias constantes, especialmente en el caso de TEA. No se examinaron concentraciones de

ropanol superiores al 15% para evitar la destruccion de los agregados micelares.
prop p g
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Figura 4.4. Influencia de los modificadores sobre la eficacia (linea continua) y asimetria de

pico (linea discontinua). Cada punto corresponde al valor medio obtenido para los

16 B-bloqueantes cromatografiados con todas las fases moviles experimentales, a una

concentracion dada de TEA o propanol.
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En las Tablas 4.6 y 4.7, se indican los valores medios de N para cada p-bloqueante eluido
con todas las fases méviles experimentales. Las eficacias son mayores para los eluyentes de
acetonitrilo que contienen amina que para los eluyentes puros, con factores de mejora que van
desde 2.3-3.1 para atenolol, practolol y sotalol, a més de 10 para algunos de los compuestos mas
hidrofébicos. En los eluyentes micelares se observé una tendencia similar, con factores de mejora
incluso superiores. Las eficacias obtenidas en las fases moviles hibridas de TEA/acetonitrilo y
SDS/propanol fueron por lo general similares para compuestos de polaridad intermedia, siendo
mayores para los B-bloqueantes de polaridad mas baja en TEA/acetonitrilo, y para los de mayor

polaridad en SDS/propanol.

Las simetrias de pico experimentaron una mejora brusca al afiadir TEA o propanol a los
sistemas puros (Figura 4.4 y Tablas 4.6 y 4.7). Sin embargo, en el dominio experimental
estudiado para los sistemas modificados con la amina y con propanol, la simetria de pico no varié
apreciablemente. Es interesante indicar que, aunque los valores de B/4 obtenidos inicialmente en
los eluyentes puros de SDS son apreciablemente mayores que en acetonitrilo-agua para algunos |
compuestos, la mejora en el primer caso es mayor. De hecho, las colas de pico desaparecieron
casi totalmente en SDS-propanol (B/4 =1.0- 1.3, excepto para nadolol), mientras que todavia se

observan en TEA/acetonitrilo.
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Tabla 4.6.

Eficacias y factores de asimetria en las fases mdviles

acuo-organicas.’

Compuesto® Acuo-organica pura Acuo-organica hibrida
N B/A N B/A
1 255+ 80 3.1£0.6 800 + 350 1.6 +0.7
2 325+ 60 2.7+0.5 870 + 340 1.8+0.5
3 490 + 90 2.5+03 1110 + 300 1.5+0.3
4 360 + 40 26+0.3 1670 + 290 1.6+£0.2
5 405+ 70 2.5+0.3 1680 + 400 1.5+0.2
6 550 + 140 26+0.3 2680 + 480 1.5+0.2
7 285+ 120 29+£03 2590 + 370 1.5+0.1
8 175+ 100 3.0£0.3 2540 + 500 1.7+0.1
9 505 +120 2.6+0.2 4000 + 490 1.5+0.1
10 295+ 130 28+0.3 2940 + 480 1.6+£0.2
11 425 +200 23+0.3 2630 + 480 1.5+£0.2
12 400+ 90 26+0.3 4120+ 410 1.5+0.1
13 830+390 2.7+0.3 2160 + 380 1.8+0.1
14 315+ 100 2.6+0.3 3760 + 490 1.5+0.1
15 335+ 100 28+£0.5 3890 + 420 1.6 0.1
16 655+ 520 24+£1.0 4040 + 360 1.7+0.1

? Valores medios de los datos obtenidos con todas las fases méviles

experimentales.

® La identificacion de los c6digos numéricos se halla en la Seccién 4.3.
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Tabla 4.7. Eficacias y factores de asimetria en las fases méviles micelares.”

Compuesto® Micelar pura Micelar hibrida
N B/A N B/A
1 795 +130 22+0.1 2030 + 560 1.3+0.2
2 1900 + 540 1.3 £0.2
3 2230+ 540 1.3+0.1
4 340+ 110 28+04 2180 + 500 1.2+0.1
5 1770+ 1100 1.6x0.6
6 2780+ 610 1.2+0.1
7 80+ 15 4.6+0.7 2550+ 520 1.2+0.1
8 609 52+03 2540 + 590 1.1+£0.1
9 3190+ 510 1.1+0.1
10 150 + 30 3.5 £0.3 3530 + 600 1.1+£0.1
11 240 £ 115 27 £1.0 3640+ 670 1.0+£0.0
12 3340 + 630 1.1+0.1
13 3660+640 1.1£0.0
14 215+ 131 2.6 £0.6 2130+910 1.1+£0.0
15 165+ 33 1.6+0.1 2620 + 990 1.0+ 0.0
16 3100 £ 910 1.0£0.1

2 Valores medios de los datos obtenidos con todas las fases moviles
experimentales.

b La identificacion de los codigos numéricos se halla en la Seccién 4.3.
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4.4.4. Resolucion

Las resoluciones individuales se midieron como purezas de pico (areas de pico libres de
solapamiento), r, segin la metodologia expuesta en el Capitulo 1. Los valores de resolucion se
redujeron a una unica medida (el producto de purezas de pico, R), para describir la separacion
global de todos los picos en los cromatogramas. Puesto que la magnitud de R depende del niimero
de resoluciones elementales multiplicadas, en su evaluacion debe considerarse el nimero de
compuestos. Asi, si todos los compuestos en una mezcla multicomponente exhiben un pequefio
solapamiento (valores de r proximos a la unidad), R puede adquirir un valor bajo, incluso cuando

la resolucion sea satisfactoria.

Por lo general, la resolucién se optimiza considerando el anélisis de una determinada
mezcla con una Unica fase movil. Sin embargo, el grado de separacion puede no ser satisfactorio,
especialmente si la mezcla es demasiado compleja. Con el fin de explorar las posibilidades del
sistema cromatografico, es util examinar las resoluciones individuales limitantes, 7, (purezas de
pico que se pueden alcanzar cuando un compuesto se resuelve al maximo del resto). Cuando las
resoluciones individuales para la fase mdvil 6ptima no alcanzan los valores limitantes, se puede
hacer uso de una estrategia alternativa: la busqueda de dos o mas fases moéviles complementarias
(FMCs) [20]. Cada FMC resuelve de forma 6ptima algunos compuestos de la mezcla, mientras

que otros pueden solapar entre ellos.

La Figura 4.5 muestra los diagramas tridimensionales de resolucion para la separacion de
los 16 B-bloqueantes con los dos sistemas hibridos. Fanto TEA como SDS apenas influyen sobre
la capacidad de resolucion. En ambos casos, existe una meseta a concentraciones intermedias de
los disolventes organicos, que es mds extensa cuando se utiliza acetonitrilo, aunque con valores
de resolucion global més bajos. Los valles pronunciados en los extremos de las mesetas indican
cruces de picos. En el sistema acuo-orgénico, sélo los picos 8 y 9 invierten su orden de elucion
a una concentracion de acetonitrilo superior al 23%, mientras que en los eluyentes micelares, se
producen miltiples cruces (picos 1/2, 5/6, 10/11/12 y 13/14), en diferentes regiones del dominio
experimental. En SDS/propanol, la maxima resolucién se obtiene utilizando la maxima
concentracion de disolvente orgénico del intervalo considerado (SDS 0.082 M/15% de propanol),
mientras que en TEA/acetonitrilo, la resolucién maxima corresponde a un valor intermedio de

acetonitrilo (0.062% de TEA/21.2% de acetonitrilo).
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Figura 4.5. Diagramas tridimensionales mostrando la resolucién de una mezcla de
16 B-bloqueantes eluidos con los sistemas hibridos: (A) acuo-orgénico, y

(B) micelar.
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Las Figuras 4.6A y 4.7A representan los cromatogramas obtenidos para las fases moviles
Optimas en los sistemas acuo-organico y micelar hibridos, respectivamente. Los tiempos de
analisis fueron 35 y 32 min, respectivamente. El orden de elucién de los compuestos de polaridad
intermedia (compuestos 8- 12) difiere en ambos sistemas. Ademas, las eficacias son notablemente
mayores en la fase mévil micelar 6ptima. Asi, por ejemplo, para carteolol, celiprolol y labetalol,
eluidos con 0.062% de TEA/21.2% de acetonitrilo, N = 1590, 2070 y 2190, con B/4 = 1.8,
mientras que en SDS 0.082 M/15% de propanol N = 2600, 3270 y 4490, con B/4 =1.1-1.2.

Lasresoluciones elementales de los picos cromatograficos para las composiciones 6ptimas
se muestran en las Tablas 4.8 y 4.9, donde se pueden comparar con los valores limitantes. Los
picos 2/3,4/5, 7/11 y 15/16 no se resuelven con la fase moévil acuo-orgénica 6ptima, y los picos
1/2 y 9/10/11 coeluyen parcialmente con la ccirrespondiente fase movil micelar. Las purezas de
pico limitantes indican que es factible alcanzar una resolucién satisfactoria para los picos 7y 11
para el primer sistema (las resoluciones individuales pueden mejorarse desde » = 0.776 a 0.979).
Cuando se seleccionan dos FMCs 6ptimas, estos solutos alcanzan casi la maxima resolucién

esperada (r = 0.970), pero todavia quedan seis solutos pobremente resueltos (Figuras 4.6B y

4.6C).

Para SDS/propanol, las resoluciones limitantes son notablemente mayores que en el sistema
acuo-organico, lo que denota la gran capacidad del sistema micelar para resolver la mezcla de
B-bloqueantes. Este es el resultado final de la superior mejora en los valores de las eficacias y
asimetrias que se puede lograr con este sistema, unido a una mayor variacién en la selectividad.
Asi, las purezas de pico de los solutos 1,_ 2.y 11 se pueden mejorar ampliamente (desde r = 0.604,
0.565y 0.884 a 0.949, 0.998 y 0.960, respectivamente). Estos solutos alcanzan practicamente su
resolucion maxima esperada con dos FMCs éptimas (r=0.911, 0.996 y 0.960, respectivamente).
Esto significa que so6lo los solutos 9 y 10 se encontraran aun parcialmente solapados (Figuras
4.7B y 4.7C). Debe observarse que una de las FMCs posee una composicion similar a la de la fase
movil 6ptima aislada (SDS 0.094 M /15% de propanol), mientras que la otra, con una fuerza
eluyente inferior (SDS 0.067 M/6.6% de propanol), logra con éxito la separacion de algunos de
los solutos mas problematicos (1,2 y 11). Algunos solutos (4, 8, 15 y 16) se resuelven bien con
ambas FMCs. De hecho, los menores tiempos de retencién obtenidos con SDS 0.094 M/15% de
propanol hacen que este eluyente sea mas apropiado para lograr tiempos de andlisis

suficientemente bajos.

99



Separacion de B-blogueantes en sistemas hibridos

2+3

®-@
7+11
1 s
9+8
@
14 42
13 ®
®
0 10 20 30
Tiempo, min
243 (:
5+4
O]
()
9P
OXC)
& @ @ 15+16
0 20 40 60 80
Tiempo, min

Figura 4.6. Cromatogramas Optimos para el sistema hibrido acuo-organico: (A) fase mévil
Ginica (0.062% de TEA/21.2% de acetonitrilo), (B) FMC1 (0.064% de TEA/23.9% de
acetonitrilo), (C) FMC2 (0.077% de TEA/17.5% de acetonitrilo).
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Figura 4.7. Cromatogramas Optimos para el sistema micelar hibrido: (A) fase mévil tnica
(SDS 0.082 M/15% de propanol), (B) FMC1 (SDS 0.094 M/15% de propanol), (C) FMC2

(SDS 0.067 M/6.6% de propanol).
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Tabla 4.8. Resoluciones limitantes (r,,,) y elementales (7) para las fases

moéviles Unicas y complementarias acuo-orgénicas.

Compuesto® Acetonitrilo / TEA
Limitante  Fase tnica FMC1® FMC2°

1 0.991 0.931 0.942 0.991
2 0.423 0.296 0.423 0.205
3 0.457 0.344 0.444 0.233
4 0.784 0.667 0.763 0.576
5 0.774 0.670 0.760 0.579
6 1.000 1.000 1.000 1.000
7 0.979 0.776 0.432 0.970
8 1.000 0.990 0.459 1.000
9 1.000 0.990 0.466 1.000
10 1.000 1.000 1.000 1.000
11 0.979 0.776 0.420 0.970
12 1.000 1.000 0.990 1.000
13 1.000 1.000 1.000 1.000
14 1.000 1.000 0.991 1.000
15 0.769 0.695 0.666 0.238
16 0.766 0.691 0.661 0.235
R 0.066 0.012 0.045

2La identificacion de los cddigos numéricos se halla en la Seccién 4.3.

® Los valores en negrita indican los FMCs de méxima resolucion.
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Tabla 4.9. Resoluciones limitantes (r,,,) y elementales (7) para las fases

méviles unicas y complementarias micelar-organicas.

Compuesto® SDS / propanol
Limitante  Fase tinica FMCI1® FMC2"

1 0.949 0.604 0.584 0.911
2 0.998 0.565 0.546 0.996
3 0.990 0.951 0.954 0.915
4 1.000 -1.000 1.000 1.000
5 0.980 0.973 0.967 0.096
6 0.980 0.973 0.967 0.174
7 1.000 1.000 1.000 0.952
8 1.000 1.000 1.000 1.000
9 0.902 0.851 0.873 0.730
10 0.756 0.736 0.756 0.705
11 0.960 0.884 0.882 0.960
12 1.000 0.999 0.999 0.985
13 1.000 1.000 1.000 0.785
14 1.000 1.000 1.000 0.785
15 1.000 1.000 1.000 1.000
16 1.000 1.000 1.000 1.000
R 0.589 0.170 0.512

?La identificacion de los cédigos numéricos se halla en la Seccién 4.3.

®Tos valores en negrita indican los FMCs de maxima resolucion.
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En el Capitulo 3, aparece un estudio en el que se obtuvieron mayores eficacias, para la
mayoria de los B-bloqueantes estudiados (N = 3000-8000), con una columna desactivada XTerra
MS C,; (Waters, Milford, MA, EE.UU.) utilizando fases méviles de acetonitrilo-agua en ausencia
de amina, que en el sistema micelar con la columna convencional C,,, aunque los factores de
asimetria (B/A = 1.2- 1.5) no fueron tan bajos. Asimismo, la resolucion fue mas deficiente debido
a la incapacidad de la columna para diferenciar la elucién de algunos de los compuestos menos
retenidos. La diferencia en la retencion entre los compuestos polares y poco polares fue también

demasiado grande como para permitir la elucién en RPLC isocrética.

En conclusion, la cromatografia liquida micelar parece superior a la RPLC clasica en la
separacion de p-bloqueantes. La combinacién de la mejdr; de la forma de los picos, mayor
selectividad y menor intervalo en la retencién entre compuestos de polaridad extrema, conduce
a la observacion logica de que se puede resolver un mayor nimero de solutos utilizando elucion

isocratica.
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CROMATOGRAFIA LIQUIDA MICELAR:
UNA TECNICA ADECUADA PARA REALIZAR “SCREENING”



Capitulo §

5.1. Resumen

Se analiza la capacidad de “screening” de la cromatografia liquida micelar (CLM), en base
a los datos cromatograficos aparecidos en la bibliografia para diversas mezclas de compuestos
(aminoacidos, B-bloqueantes, diuréticos, fenetilaminas, fenoles, hidrocarburos aromaticos
policiclicos y sulfonamidas), y a nuevos resultados. Con el fin de obtener las mejores condiciones
de separacién, los datos cromatograficos se tratan con un procedimiento que optimiza
interpretativamente la resolucion. Por lo general, el pH y la concentracion de tensioactivo
(dodecilsulfato sodico, SDS, o bromuro de cetiltrimetilamonio) en la fase mévil 6ptima son
2.5-3.0y<0.12 M, respectivamente. Sin embargo, la naturaleza y 1a concentracién del disolvente
orgénico afiadido a los disolventes micelares dependen de la polaridad de los compuestos eluidos.
Asi, los aminoécidos, con log P,,, < -1 (donde P, es el coeficiente de reparto octanol-agua) se
separan utilizando una fraccién volumétrica baja de propanol (~1%, v/v). Se necesita una mayor
concentracion de este disolvente (~5-7%) para separar compuestos en el intervalo
-1<log P, <2 (diuréticos y sulfonamidas), y una concentracion elevada de propanol (~15%)
o0 una concentracion baja de butanol (< 10%), para compuestos menos polares (B-bloqueantes),
con 1< log P, < 3. El pentanol (< 6%) es mas adecuado para compuestos ain menos polares,
con log P, > 3 (esteroides). Por otro lado, el propanol es demasiado débil para separar
compuestos basicos como las fenetilaminas (0 < log P,,, < 1.7), cuando se utiliza junto con el

tensioactivo anionico SDS.

Se presenta también un estudio realizado con mezclas de sulfonamidas (-1.2 < log P,
< 1.7) y esteroides (3 < log P, < 8), utilizando columnas C,; convencionales, en el que se
compara el comportamiento observado con fases moéviles micelares de SDS que contienen
acetonitrilo y 1-pentanol, respectivamente, con el obtenido con mezclas de acetonitrilo-agua y
metanol-agua. Los resultados complementan el estudio realizado con B-bloqueantes (Capitulos
3y 4) y revelan que la CLM es una técnica muy competitiva para realizar el “screening” de
compuestos frente a la RPLC convencional, debido a su peculiar comportamiento respecto a la
selectividad y fuerza eluyente. La concentracion de disolvente organico necesaria para obtener
tiempos de retencion suficientemente bajos (incluso para esteroides altamente hidrofébicos, con
log P,,, = 7-8) es apreciablemente inferior para CLM, lo que reduce el impacto ambiental de las

fases moviles.
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5.2. Introduccion

La cromatografia liquida micelar (CLM) es una alternativa real a la cromatografia liquida
en fase inversa (RPLC) clésica con fases moéviles acuo-orgénicas. La versatilidad de la técnica
se debe a la variedad de interacciones que pueden establecerse entre los solutos, la fase
estacionaria, la fase acuosa y las micelas [1]. Sus caracteristicas eluyentes permiten el andlisis de
solutos en un amplio intervalo de polaridades, a partir de una Unica inyeccion y utilizando elucién
isocratica. La retencion es altamente reproducible y puede modelizarse con gran exactitud para
predecir los cambios de retencion al variar la composicién de la fase mévil (concentracion de
tensioactivo y fraccion volumétrica del modificador orgénico) [2], o el pH [3]. Ello facilita la

optimizacién de las condiciones de separacion [4,5].

Las disoluciones micelares puras no son por lo general ttiles como fases moviles. Debe
afiadirse un disolvente orgénico, con frecuencia un alcohol, para disminuir el tiempo de anélisis
a valores aceptables e incrementar las eficacias. Sin embargo, la concentracion de disolvente
organico necesaria es apreciablemente menor que en RPLC clasica. Mas atn, los disolventes
organicos son retenidos fuertemente en el medio micelar, por lo que el riesgo de evaporacioén es
menor. Por ello, las fases moviles micelares permanecen estables un mayor tiempo, y su

inflamabilidad y toxicidad se ven disminuidas.

El tensioactivo aniénico dodecilsulfato sédico (SDS) y el 1-propanol son, con mucho, los
modificadores mas comunes en las fases méviles micelares. Sélo existen unos pocos ejemplos
del empleo de otros tensioactivos, tales como el catiénico bromuro de cetiltrimetilamonio
(CTAB)yelnoibnico Brij- 35, o modificadores tales como el 1-butanol, 1-pentanol y acetonitrilo
[1]. Existen diversas razones que justifican el amplio uso del SDS: este tensioactivo esta
disponible en el comercio en un grado de pureza elevado y su precio es inferior. Ademas,
solubiliza de forma eficaz las proteinas en matrices bioldgicas (orina, plasma, suero y leche),
permitiendo la inyeccion directa de las muestras en el cromatdgrafo sin otro tratamiento que su
filtracién, lo que no es posible cuando se utilizan tensioactivos catiénicos [6]. Las columnas C,g
convencionales, modificadas por el SDS, toleran cientos de inyecciones de matrices bioldgicas,
sin observarse un incremento en la presion de la columna o su deterioro. Por lo tanto, el coste de

los procedimientos es inferior respecto a la RPLC clésica. El Brij-35 se ha empleado en anélisis
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clinico [7], pero posee la desventaja de adsorberse fuertemente sobre las fases estacionarias

alquil-enlazadas.

De acuerdo con los datos bibliograficos, la CLM es una técnica adecuada para el
“screening” de mezclas de compuestos. En este capitulo se discute criticamente esta posibilidad,
y se describen las caracteristicas de las fases moviles necesarias para conseguir las mejores
separaciones. Para este propdsito, se ha utilizado el trabajo experimental de varios ejemplos
seleccionados de la bibliografia, relativos a la separaciéon de aminoécidos, B-bloqueantes,
diuréticos, hidrocarburos aromaticos policlicos (PAHs), fenetilaminas, fenoles y sulfonamidas.
Ademas, se han obtenido nuevos resultados con un conjunto de sulfonamidas y esteroides,
utilizando fases mdviles de SDS que contienen acetonitrilo y 1-pentanol, respectivamente. Para
estos dos grupos de compuestos, los resultados se comparan con los obtenidos con mezclas
clasicas de acetonitrilo-agua y metanol-agua. Se indican las eficacias de los picos

cromatograficos, la composicion de las fases méviles 6ptimas y su resolucion.

5.3. Parte experimental
5.3.1. Compuestos de prueba

Se obtuvieron los datos cromatograficos de dos conjuntos de compuestos en varias fases

moviles micelar-orgénicas y acuo-organicas:

(@) 13 sulfonamidas: sulfacetamida, sulfacloropiridazina, sulfadiazina, sulfadimetoxina,
sulfaguanidina, sulfamerazina, sulfametazina, sulfametizol, sulfametoxazol,
sulfamonometoxina, sulfanilamida, sulfaquinoxalina y sulfisoxazol, de Sigma (St. Louis,
MO, EE.UU.), excepto la sulfametazina que se adquirié a Aldrich (Milwaukee, WI,
EE.UU.).

(b) 12 esteroides: acetato de clostebol, dehidrotestosterona, enantato de metenolona y
metiltestosterona (Sigma), didrogesterona (Kalifarma, Barcelona), acetato de
medroxiprogesterona (Cusi, Barcelona), nandrolona (Fher, Barcelona), decanoato de
nandrolona (Organdn, Barcelona), progesterona (Seid, Barcelona), testosterona, enantato de

' testosterona y propionato de testosterona (Schering, Madrid).
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Se prepararon disoluciones madre estandar de las sulfonamidas y esteroides conteniendo
100 pg ml™' de los compuestos, por disolucion de los reactivos sélidos en etanol y dilucién con
SDS 0.10 M (pureza del 99%, Merck, Darmstadt, Alemania), para el modo micelar-organico, y
con agua para el modo acuo-orgéanico. Las diluciones posteriores para obtener las disoluciones
de trabajo se hicieron de la misma forma. Se comprobd que estas disoluciones permanecen

estables durante al menos dos meses a 4°C.

5.3.2. Otros reactivos y columnas

Las fases mdviles micelares utilizadas en la separacion de las sulfonamidas y esteroides se
prepararon con SDS, y acetonitrilo o 1-pentanol (grado HPLC, Scharlab, Barcelona),
respectivamente. Las fases moviles acuo-orgéanicas contenian acetonitrilo o metanol (Scharlab).
En todos los casos se tamponé a pH 3 con acido citrico 0.01 M (Sigma, Barcelona) y NaOH
(Panreac, Barcelona). Se utiliz6 agua nanopura (Barnstead, Sybron, Boston, MA, EE.UU.) para
la preparacion de todas las disoluciones. Las disoluciones de los compuestos de prueba y las fases
moviles se filtraron a través de membranas de Nylon de 0.45 um y 47 mm de didmetro (Micron

Separations, Westboro, MA, EE.UU.).

Se empled una columna ODS-Hypersil (5 pm de tamafio de particula, 100 x 4.6 mm d.i.,
Agilent, Waldbronn, Alemania) para las sulfonamidas, y una columna ODS-2 (5 um de tamafio
de particula, 125 x 4.6 mm d.i., Scharlab) para los esteroides. Ambas columnas se colocaron a
continuacién de una precolumna protectora Nucleosil ODS (30 x 4.0 mm d.i., Scharlab), para

saturar la fase mévil con silice.

5.3.3. Instrumentacion

Se utilizé el mismo cromatografo de capitulos anteriores para la obtencion de los datos
cromatograficos de sulfonamidas y esteroides, detectdandose a 275 y 246 nm, respectivamente. Se

realizaron inyecciones duplicadas.

Siempre que fue posible, los datos cromatograficos (factores de retencion, eficacias y

factores de asimetria) se obtuvieron en nuestro laboratorio con ayuda de MICHROM [8]. Los
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cromatogramas y diagramas de resolucién se simularon con CHROM [9], preparado para
optimizar las separaciones en CLM y RPLC acuo-orgénica. Se optimiz6 la resolucion mediante

la medida de la pureza de pico, que asocia un valor de resolucién a cada compuesto en una mezcla

[4].

5.4. Resultados y discusion
5.4.1. Capacidad de “screening”
a) Caracteristicas cromatogrdficas de los ejemplos bibliogrdficos seleccionados

Los compuestos estudiados fueron los siguientes (se indican entre paréntesis la longitud de

la columna C,, y la longitud de onda de deteccion):

(i) 14 aminoacidos (120 x 4.6 mm d.i., derivatizacion post-columna con o-ftaldehido y N-acetil-
L-cisteina, 335 nm) [10]. La fase movil 6ptima contiene SDS 0.055 M-0.8% (v/v) de
1-propanol a pH 3. En estas condiciones, los aminodcidos aparecen distribuidos en tres
grupos en los cromatogramas (Figura 5.1a). El tiempo de analisis es 40 min y la resolucién
global baja, R = 0.16 (R = 1 cuando la resolucion es hasta la linea base) [4], debido al

solapamiento parcial de varios aminoécidos. El “screening” es, sin embargo, posible.

(ii) 15 fenoles (125 x 4 mm d.i., 254 nm) [11]. Estos compuestos se resolvieron 6ptimamente
con CTAB 0.10 M-10% de 2-propanol a pH 2.5 en 20 min, con una resolucién global de
R=0.70 (Figura 5.1c). La separacion, aunque no alcanza la linea base, fue satisfactoria para

la mayoria de fenoles.

(iii) 14 B-bloqueantes (125 x 4.6 mm d.i., 225 nm) (resultados procedentes del Capitulo 3). Se
resolvieron 6ptimamente en 30 min utilizando SDS 0.10 M- 15% de 1-propanol a pH 3, con
R = 0.93 (Figura 5.2a). La separacion es muy satisfactoria, con tan s6lo un pequefio

solapamiento entre nadolol y pindolol (picos 4 y 5).
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Figura 5.1a-b. Cromatogramas de mezclas de: (a) 14 aminoacidos
eluidos con SDS 0.055 M-0.8% de 1-propanol: (1) &cido aspartico,
(2) treonina, (3) glutamina, (4) cisteina, (5) alanina, (6) tirosina,
(7) valina, (8) metionina, (9) fenilalanina, (10) leucina, (11) lisina,
(12) histidina, (13) triptéfano, y (14) arginina; (b) diagrama de
resolucion.
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Figura 5.1c-d. Cromatogramas de mezclas de: (c) 15 fenoles eluidos con CTAB
0.10 M-10% de 2-propanol: (1) 4-benzamidafenol, (2) alcohol 4-hidroxibencilico,
(3) alcohol 4-hidroxifenmetilico, (4) 4-hidroxibencilcianuro, (5) 4-hidroxi-acetofenona,
(6) fenol, (7) 4-hidroxibenzaldehido, (8) 4-fluorofenol, (9) 4-metifenol,
(10) 4-hidroxipropiofenona, (11) 4-nitrofenol, (12) 4-isopropilfenol,
(13) 4-hidroxibenzofenona, (14) 4-hidroxidifenilmetano, y (15) 4-fert-butilfenol;

(d) diagrama de resolucion.
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Figura 5.2a-b. Cromatogramas de mezclas de: (a) 14 B-bloqueantes
eluidos con SDS 0.10 M-15% de 1-propanol: (1) atenolol, (2) sotalol,
(3) carteolol, (4) nadolol, (5) pindolol, (6) acebutolol, (7) celiprolol,
(8) esmolol, (9) timolol, (10) bisoprolol, (11) labetalol, (12) oxprenolol,
(13) propranolol, y (14) alprenolol; (b) diagrama de resolucién.
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Figura 5.2¢- d. Cromatogramas de mezclas de: (c) 12 diuréticos eluidos
con SDS 0.05 M-6% de 1-propanol: (1) triclorometiazida,
(2) clortalidona, (3) altiazida, (4) benzotiazida, (5) furosemida,
(6) bendroflumetiazida, (7) piretanida, (8) bumetanida, (9) amilorida,
(10) xipamida, (11) &cido etacrinico, y (12) triantereno; (d) diagrama de

resolucion.
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(iv)

V)

(vi)

(vii)

12 diuréticos (125 x 4.6 mm d.i., 274 nm) [12]. La fase movil éptima fue SDS 0.05 M-6%
de 1-propanol a pH 3, con R = 0.61 y un tiempo de analisis de 23 min (Figura 5.2¢). La
mezcla de diuréticos presenta un solapamiento mas extenso que los B-bloqueantes, pero la

resolucidn es también satisfactoria para propositos de “screening”.

10 PAHs (150 x 3.9 mm d.i., 254 nm) [13]. Se resolvieron en 25 min utilizando una fase
movil de SDS 0.15 M-15% de 2-propanol a pH neutro. La informacion proporcionada no

permitié comprobar el valor de resolucién global de la mezcla.

12 sulfonamidas (columna C,; hidrofilica no encapada, 250 x 4.6 mm d.i., 254 nm) [14].
La fase mévil que proporciona la resolucién 6ptima es SDS 0.07 M-6% de 1-propanol a

pH 3, con R =0.95 en 15 min.

9 fenetilaminas (120 mm x 4.6 mm d.i., 274 nm para el arterenol, metoxifenamina y
tiramina, y 256 nm para el resto de compuestos) [15]. Las fases médviles 6ptimas son SDS
0.065 M-6% de 1-butanol (Figura 5.3a) y SDS 0.12 M-3% de 1-pentanol (Figura 5.3c),

ambas a pH 3. Las resoluciones fueron R = 0.65 y 0.44, respectivamente.
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Figura 5.3a-b. Cromatogramas de mezclas de 9 fenetilaminas eluidas
con: (a) SDS 0.065 M-6% de 1-butanol: (1) artenerol, (2) tiramina,
(3) fenilefrina, (4) pseudoefedrina, (5) efedrina, (6) metoxifenamina,
(7) mefentermina, (8) fenilpropanolamina, y (9) anfetamina;
(b) diagrama de resolucion.
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Figura 5.3c-d. Cromatogramas de mezclas de 9 fenetilaminas eluidas
con: (c) SDS 0.12 M-3% de 1-pentanol; (d) diagrama de resolucion.
Ver Figura 5.3a-b para la identificacion de los compuestos.
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b) Composicion de la fase movil

En la mayoria de los ejemplos mostrados en el apartado anterior, se afiade 1-propanol o
2-propanol a las fases méviles micelares. Sin embargo, la fuerza eluyente de estos dos alcoholes
es mas bien baja y los solutos poco polares eluyen a tiempos de retencion demasiado altos. Por
esta razon, se utilizan alcoholes mas fuertes, tales como 1-butanol y 1-pentanol, para disminuir
la retencion de los solutos fuertemente retenidos. Para solutos de polaridad intermedia, el
acetonitrilo puede también proporcionar resultados satisfactorios, como se mostrara mas adelante

para las sulfonamidas.

En varios articulos, se ha demostrado que existe una buena correlacion entre la polaridad
de los solutos (medida como log P, , siendo P, el coeficiente de reparto octanol-agua) y la
retencion en CLM [16]. Por lo tanto, la seleccion de un modificador depende en gran parte de la

polaridad de los solutos eluidos. Es interesante observar que los intervalos de log P, para los

ofw
conjuntos de diuréticos y sulfonamidas estudiados son similares: -1.2a1.9[17],y-1.0a 1.7
[18], respectivamente, y lo mismo puede decirse de las composiciones de las fases moviles
necesarias para alcanzar la maxima resolucion: SDS 0.05 M-6% de 1-propanol [12], y SDS 0.07

M-6% de 1-propanol [14], respectivamente.

Por otra parte, el intervalo de valores de log P, para los f-bloqueantes es -0.03 a2.8 [19].

olw
La relacidn entre los valores de P, extremos es similar al de las sulfonamidas, sin embargo, la
polaridad de los B-bloqueantes mas retenidos es apreciablemente inferior. Por esta razon, la
separacion de estos compuestos se realizé utilizando una elevada fraccion volumétrica de
1-propanol (15%). El tiempo de retencion para el B-bloqueante mas retenido (alprenolol) es
30 min, por lo que es posible que en esta separacion el 1-butanol fuera una mejor alternativa que

el 1-propanol, ya que podria incrementar la resolucién y disminuir el tiempo de analisis.

La separacion de mezclas de esteroides y PAHs ilustran el comportamiento cromatografico

de compuestos poco polares. Los valores de log P, para los esteroides y PAHs se hallan en el

ofw
intervalo entre 3.0 y 8.1 [20], y entre 3.3 y 7.2 [21], respectivamente. Como se vera mas adelante,
se obtuvo una retencién adecuada para los esteroides utilizando una elevada concentracion de

1-pentanol en la fase mévil de SDS. Sin embargo, los PAHs se cromatografiaron afiadiendo
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2-propanol a la fase mévil [21], por lo que se necesit6 una concentracion elevada de este alcohol
y del tensioactivo (SDS 0.15 M-15% de 2-propanol) para obtener un tiempo de andlisis no

superior a 25 min.

Finalmente, en CLM se necesitan disolventes fuertes, tales como 1-butanol o 1-pentanol
para separar compuestos polares que muestren una gran afinidad por el tensioactivo adsorbido
sobre la fase estacionaria, tales como las fenetilaminas (Figura 5.3). Los valores de log P,
disponibles en la bibliografia para las fenetilaminas estudiadas se hallan en el intervalo entre
-0.09 para la pseudoefedrina y 1.7 para la metoxifenamina [18]. Estos compuestos eluyen
rapidamente con fases méviles convencionales de acetonitrilo-agua y metanol-agua utilizando una
columna C,;, pero son fuertemente retenidos en el sistema micelar de SDS. Los tiempos de
retencién de las fenetilaminas obtenidos al afiadir 1-propanol a la fase mévil micelar de SDS son
todavia excesivos. La separacion Optima requiere una concentracion relativamente alta de

1-butanol (Figura 5.3a) o 1-pentanol (Figura 5.3c) [15].

El pH de la fase mévil 6ptima en los ejemplos examinados es 2.5-3, excepto para los PAHs,
que se cromatografiaron a pH neutro. Para los acidos débiles (amino4cidos, diuréticos, fenoles
y sulfonamidas), se obtiene un mayor espacio de separacién en medio 4cido, donde predominan
las especies protonadas. Ello favorece la resolucion. La retencién de los compuestos basicos
(B-bloqueantes y fenetilaminas) no cambia en el intervalo de pH de trabajo de las columnas C,,
[15,22]. Sin embargo, también se selecciond un valor de pH bajo con el fin de mejorar sus

eficacias al quedar protonados los grupos silanol libres de la columna.

En todos estos ejemplos, las mejores condiciones de separacion se producen para
concentraciones de tensioactivo < 0.12 M, excepto en la separacion de los PAHs, que necesitaron
una concentracion mayor para disminuir su retencion (debido a la debilidad del modificador
organico afiadido). Por otro lado, en CLM, la fraccién volumétrica del disolvente organico en la
fase movil debe limitarse para asegurar la integridad de las micelas (aproximadamente 15% para
el 1-propanol, 10% para el 1-butanol, 6% para el 1-pentanol y 20% para el acetonitrilo [23]).
Estas concentraciones deben tenerse en cuenta para establecer los limites del dominio
experimental entre los que debe optimizarse la composicion de la fase mévil. En los ejemplos

mostrados, la fraccion volumétrica de 1-propanol (el modificador mas comiin y débil de entre los
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empleados) se halla por encima del 6%, excepto para los aminoécidos, que son altamente polares

(log P -1, siendo incluso log P, < -2 para la mayoria de aminoécidos) [24,25].

of/w <

Las concentraciones de tensioactivo y disolvente organico necesarios para obtener una
buena resolucion vienen determinados no tan sélo por la retencion relativa de los solutos, sino
también por las caracteristicas de los picos (eficacia y simetria), que mejoran al aumentar la
cantidad del disolvente organico o disminuir la concentracion del tensioactivo. Estas mejoras
pueden explicarse considerando que la adicion de disolvente organico incrementa la velocidad
de transferencia de masa entre las micelas y la fase acuosa, al aumentar las constantes de
velocidad de abandono del soluto de la micela, y la velocidad de transferencia entre la fase
estacionaria y acuosa, debido a la disminucion de la viscosidad de la fase estacionaria y la

cantidad de tensioactivo adsorbido [1].

¢) Diagramas de resolucion

Se obtiene una mejor vision del comportamiento cromatografico en los sistemas micelares
si se examinan los diagramas de resoluciéon de las mezclas, en un amplio intervalo de
concentraciones de tensioactivo y disolvente organico. En los ejemplos mostrados, la
concentracion inferior del tensioactivo es 0.05 M para el SDS y 0.04 M para el CTAB, muy por
encima de las concentraciones micelares criticas. Por otro lado, no se consideraron
concentraciones del tensioactivo por encima de 0.20 M debido a problemas relacionados con su
solubilidad, la viscosidad de la fase mévil y el deterioro de la eficacia. La estabilidad de las
micelas determind la maxima fracciéon volumétrica de los disolventes orgéanicos en las fases

moviles.

Se dibujaron los diagramas de resolucion para las mezclas de aminodacidos (Figuras 5.1b),
fenoles (Figura 5.1d), B-bloqueantes (Figura 5.2b), diuréticos (Figura 5.2d) y fenetilaminas
(Figuras 5.3b y 5.3d). Para ello, se hizo uso de datos obtenidos en nuestro laboratorio o de otros
autores. Los diagramas son complejos, con varios Optimos locales, excepto para los B-bloqueantes
y diuréticos. En los diagramas puede observarse la posicion de las fases moéviles 6ptimas
indicadas en el apartado anterior, asi como la formacién de méximos secundarios. El mejor

maximo aparece dentro del dominio experimental estudiado para los aminoécidos y para las
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fenetilaminas eluidas con 1-pentanol. En otros casos (B-bloqueantes, diuréticos, fenoles y
fenetilaminas eluidas con 1-butanol), la resolucién maxima se localiza en un extremo del domino

experimental, y probablemente fuera de él.

Para la mezcla de 14 aminoacidos, la mejor resolucion se obtuvo con una concentracion
muy baja de 1-propanol (SDS 0.055 M-0.8% de 1-propanol). En este caso, la concentracion de
disolvente organico no pudo incrementarse para disminuir el tiempo de anélisis, puesto que los
aminoacidos menos retenidos (&cido aspartico, treonina, glutamina, cisteina y alanina) se
desplazaban hacia el tiempo muerto. A su vez, los aminoacidos més hidrofébicos (lisina,
histidina, triptéfano y arginina) eluyeron a tiempos superiores a 30 min (Figura 5.1a). La
separacion de los aminoécidos en tres grupos sugiere la posibilidad de reducir el tiempo de

analisis, sin disminuir la resolucién, utilizando un gradiente de disolvente orgénico.

Los diagramas de resolucién de los fenoles (Figura 5.1d) y diuréticos (Figura 5.2d) indican
que el dominio experimental elegido deberia haberse ampliado hacia concentraciones de
disolvente organico mayores para mejorar la resolucion, especialmente en la separacion de los
diuréticos. A pesar de que la composicién 6ptima para los B-bloqueantes se halla en un extremo
del dominio experimental, no es posible incrementar la fraccién volumétrica de disolvente
organico, ya que se produciria la destruccion de las micelas. Por otro lado, el uso de un

modificador de mayor fuerza eluyente podria deteriorar la resolucion.

5.4.2. Comparacién de la CLM y RPLC clasica

En el Capitulo 3, se demostr6 que la CLM es una técnica muy competitiva para el
“screening” de B-bloqueantes. En ese estudio, se compar6 la capacidad de la CLM (con SDS y
1-propanol) y de la RPLC clésica (con acetonitrilo o metanol) para separar 16 p-bloqueantes
(log P, = —0.03 a 2.8), utilizando una columna C,; convencional. La CLM resulté mejor en
términos de eficacia, fuerza eluyente y resolucion. Laresolucién alcanzada para los B-bloqueantes
fue muy satisfactoria, especialmente frente a los valores obtenidos con las mezclas de
metanol-agua, con las cuales s6lo ocho compuestos pudieron separarse en un tinico cromatograma
sin alcanzar la resolucion hasta la linea base (resultados no mostrados en el Capitulo 3). En

cambio, la mayoria de los compuestos se resolvieron por completo en el sistema micelar, que
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presento incluso un comportamiento mejor que el obtenido con las fases méviles acuo-orgéanicas

al utilizar una columna especialmente disefiada para cromatografiar compuestos bésicos.

Se considera, a continuacién, un estudio comparativo de la separacion, mediante CLM y
RPLC clasica, de otros dos grupos de compuestos con intervalos de polaridad distintos:
13 sulfonamidas (log P, = -1.2 a 1.7) y 12 esteroides (log P,,, = 3.0 a 8.1). Los compuestos

incluidos en este estudio se detallan en la seccién experimental.

a) “Screening” de sulfonamidas

Se estudid el comportamiento de retencion de las sulfonamidas con el sistema micelar de
SDS-acetonitrilo, utilizando un disefio experimental consistente en seis fases mdviles distribuidas
de la siguiente forma (concentracion de SDS-fraccion volumétrica de acetonitrilo): 0.02 M,
0.12 M, 0.02 M-3%,0.02 M-6%, 0.12 M-6% y 0.075 M-3%. Para la RPLC clasica, el disefio
experimental consistio en cinco fases moéviles con las siguientes fracciones volumétricas de
disolvente organico (acetonitrilo o metanol): 10, 15, 20, 25 y 30%. La resolucidn se optimiz6 a

pH 3, puesto que el espacio de separacion a pH superior era més estrecho.

Las Figuras 5.4a y 5.4c muestran las eficacias y factores de asimetria para varias
sulfonamidas eluidas con fases moviles que contienen la misma concentracion de SDS (0.02 M)
y fracciones volumétricas variables de acetonitrilo. Las eficacias mejoraron casi linealmente al
afiadir acetonitrilo, para todas las sulfonamidas. También se obtuvieron mejoras en las simetrias.
Por el contrario, al aumentar la concentracion de SDS se redujeron las eficacias y deterioraron

las simetrias (resultados no mostrados).

El comportamiento con acetonitrilo-agua fue opuesto al obtenido para CLM: las eficacias
disminuyeron al incrementarse el porcentaje del modificador (Figura 5.4b), excepto para
sulfacetamida, sulfanilamida, sulfaguanidina y sulfaquinoxalina, para las que no se observd
ninguna tendencia clara. Por su parte, los factores de asimetria con acetonitrilo-agua
permanecieron aproximadamente constantes o crecieron con la adicién de mas modificador

(Figura 5.44).
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Figura 5.4a-b. Eficacias (V) a fracciones volumétricas variables de acetonitrilo y pH 3:
(a) fases mdviles micelares conteniendo SDS 0.02 M; y (b) fases mdviles acuo-orgénicas.
Compuestos: sulfadiazina (®), sulfamerazina (0), sulfametazina (#), sulfametoxazol (¢),
sulfamonometoxina (W), sulfisoxazol (O), y sulfadimetoxina (A&).
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Figura 5.4c-d. Factores de asimetria (B/4) a fracciones volumétricas variables de
acetonitrilo y pH 3: (c) fases moéviles micelares conteniendo SDS 0.02 M; y (d) fases

moviles acuo-organicas. Ver Figura 5.4a-b para la asignacion de los simbolos.
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También se examiné la fuerza eluyente. Se midi6 este parametro como la pendiente
(coeficiente ¢,) del modelo clasico de elucion [26], aplicAndolo a ambos tipos de fases moéviles,

micelar-organicas y acuo-orgéanicas:
logk=c,+c, ¢ 5.1

logk=c,+c, [M] (5.2)

donde ges la fraccion volumétrica de disolvente organico y [M] la concentracidn de tensioactivo.
Los coeficientes ¢, se recogen en las Tablas 5.1 y 5.2. A pesar de que la calidad de los ajustes es
mejor para acetonitrilo que para SDS, es evidente que la fuerza eluyente de las fases méviles en
CLM viene determinada principalmente por el tensioactivo, y se incrementa al disminuir la
polaridad de los compuestos. Por otro lado, para las fases méviles acuo-orgénicas, la fuerza
eluyente del metanol es muy superior a la del acetonitrilo, aunque para las fases mdviles
ensayadas los tiempos de retencion obtenidos con metanol fueron superiores a los de acetonitrilo,

si se considera la misma fraccion volumeétrica.

En la Figura 5.5, se muestran los cromatogramas para la separacién Optima de las
13 sulfonamidas utilizando CLM y RPLC clésica. En CLM, el valor de resoluciéon (R = 0.64) fue
muy superior al alcanzado en RPLC clasica (R =0.21 para acetonitrilo y R =0.016 para metanol).
En CLM (Figura 5.5a), los compuestos estan mas regularmente distribuidos de acuerdo a sus
tiempos de retencion, mientras que en RPLC con acetonitrilo-agua aunque el tiempo de analisis
total es bastante inferior que en CLM, la mayoria de las sulfonamidas se hallan parcial o
completamente solapadas al principio del cromatograma (Figura 5.5b). Al disminuir la
concentracién de acetonitrilo, se incrementa la retencion y disminuye la resolucién global. Este
comportamiento también se puede observar para metanol-agua (Figura 5.5¢), con la desventaja
adicional de que las dos sulfonamidas mas retenidas eluyen a mayores tiempos de anélisis (> 60
min con la fase mévil 6ptima). Finalmente, debe prestarse atencion al hecho de que el orden de
elucién para las fases moviles micelar-organicas es distinto al obtenido para acetonitrilo-agua o

metanol-agua.
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Tabla 5.1. Fuerza eluyente del modificador organico y del tensioactivo en fases moviles

micelares, para diversas sulfonamidas.’

Acetonitrilo® SDS§¢
Compuesto ¢’ re c,f re
(1) Sulfacetamida -1.60 0.998 -3.88 0.982
(2) Sulfanilamida 0.15 0.810 -4.68 0.987
(3) Sulfadiazina -3.43 0.996 -4.93 0.983
(4) Sulfamerazina -3.33 0.998 -6.34 0.981
(5) Sulfametazina -2.77 0.999 -7.56 0.949
(6) Sulfacloropiridazina -3.36 0.999 -7.11 0.981
(7) Sulfametizol -2.39 0.999 -7.36 0.980
(8) Sulfametoxazol -3.34 0.998 -7.10 0.982
(9) Sulfamonometoxina -3.29 0.998 -7.44 0.979
(10) Sulfisoxazol -3.43 0.998 -7.70 0.963
(11) Sulfaguanidina -3.53 0.998 -7.58 0.950
(12) Suifadimetoxina -3.39 0.997 -8.26 0.967
(13) Sulfaquinoxalina -1.19 0.999 -8.89 0.966

® Las sulfonamidas aparecen de acuerdo a su orden de elucion con SDS 0.024 M-6.0% de
acetonitrilo.

> SDS 0.02 M.

¢ 6% de acetonitrilo.

4 Pendiente de la Ecuacién 5.1.

¢ Coeficiente de regresion.

f Pendiente de la Ecuacién 5.2.
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Tabla 5.2. Fuerza eluyente del modificador orgéanico en fases méviles acuo-orgénicas, para

diversas sulfonamidas.?

Acetonitrilo Metanol
Compuesto c’ r° c,’ 7
(1) Sulfacetamida -2.44 0.997 -6.15 0.974
(2) Sulfanilamida -1.38 0.998 -3.52 0.968
(3) Sulfadiazina -2.91 0.996 -7.24 0.979
(4) Sulfamerazina -3.46 0.996 -8.53 0.982
(5) Sulfametazina -3.98 0.993 -9.83 0.980
(6) Sulfacloropiridazina -4.33 0.996 -10.69 0.982
(7) Sulfametizol -4.42 0.994 -11.01 0.977
(8) Sulfametoxazol -4.54 0.996 -11.31 0.978
(9) Sulfamonometoxina -4.78 0.995 -11.87 0.979
(10) Sulfisoxazol -4.92 0.996 -12.20 0.980
(11) Sulfaguanidina -1.77 0.996 -14.53 0.964
(12) Sulfadimetoxina -6.03 0.996 -14.90 0.980
(13) Sulfaquinoxalina -6.42 0.996 -15.87 0.980

2 Las sulfonamidas se indican en el mismo orden que en la Tabla 5.1.
® Pendiente de la Ecuacién 5.1.

¢ Coeficiente de regresion.
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Figura 5.5. Cromatogramas de una mezcla de 13 sulfonamidas eluidas con: (a) SDS
0.025 M-6% de acetonitrilo, (b) 16% de acetonitrilo, y (c) 10% de metanol. Compuestos:
(1) sulfacetamida, (2) sulfanilamida, (3) sulfadiazina, (4) sulfamerazina, (5) sulfametazina,
(6) sulfacloropiridazina, (7) sulfametizol, (8) sulfametoxazol, (9) sulfamonometoxina,

(10) sulfisoxazol, (11) sulfaguanidina, (12) sulfadimetoxina, y (13) sulfaquinoxalina.
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b) “Screening” de esteroides

Los esteroides son compuestos poco polares, que se asocian fuertemente a las columnas
C,s - Por esta razdn, se seleccion6 el 1-pentanol como modificador en CLM para su separacion.
En el proceso de optimizacion, sélo se consideraron 10 esteroides de los 12 iniciales, ya que los
dos esteroides mas hidrofébicos, el enantato de metenolona y el decanoato de nandrolona

(log P,,,= 7.6 y 8.1, respectivamente), eluian a tiempos de retencion demasiado elevados.

El disefio experimental utilizado para estudiar el comportamiento de retencién de los
esteroides, en CLM, consistid en ocho fases moéviles (concentracion de SDS-fraccion volumétrica
de 1-pentanol): 0.10 M-4%, 0.10 M-7%, 0.15 M-4%, 0.15 M-7%, 0.20 M-4%, 0.20 M-7%,
0.12 M-6% y 0.18 M-6%. El disefio experimental para RPLC clasica incluyd cinco fases
moviles con las siguientes fracciones volumétricas de disolvente organico: 30, 40, 50, 60y 80%

para el acetonitrilo, y 50, 55, 60, 70 y 80% para el metanol.

En CLM, las eficacias siguieron el comportamiento esperado, es decir, disminuyeron al
incrementarse la concentracidn del tensioactivo y aumentaron con la fraccién volumétrica del
1-pentanol. En RPLC clasica, a diferencia de lo observado con las sulfonamidas, no aparecid
ninguna tendencia clara para las eficacias. Sin embargo, éstas fueron mayores que en CLM

(compérense los cromatogramas mostrados en la Figura 5.6 para CLM y RPLC clasica).
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Figura 5.6. Cromatogramas de mezclas de 8-9 esteroides eluidos con: (a) SDS
0.12 M-5.8% de 1-pentanol, (b) 52% de acetonitrilo, y (c) 71% de metanol. Compuestos:

(1) dehidrotestosterona, (2) testosterona,

(3) metiltestosterona, (4) acetato de

medroxiprogesterona, (5) didrogesterona, (6) progesterona, (7) propionato de testosterona,

(8) nandrolona, y (9) acetato de clostebol.
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En las Tablas 5.3 y 5.4 se recogen los valores de fuerza eluyente para los distintos
modificadores utilizados en la elucion de los esteroides. En CLM, a diferencia de las
sulfonamidas, la fuerza eluyente de la fase moévil viene determinada principalmente por el
disolvente orgénico, que presenté valores de ¢, mas elevados que el SDS. Para el modo

acuo-organico, el metanol proporciond de nuevo la mayor fuerza eluyente.

En CLM, ocho de los 10 esteroides se resolvieron casi hasta la linea base (Figura 5.6a). El
acetato de clostebol y el enantato de testosterona eluyeron muy cerca del propionato de
testosterona (pico 7) y de la nandrolona (pico 8), respectivamente, produciendo fuertes
solapamientos. Por su parte, las mezclas de acetonitrilo-agua (Figura 5.6b) y metanol-agua
(Figura 5.6¢) resolvieron nueve y ocho esteroides, respectivamente (aunque no hasta la linea
base), con tiempos de andlisis inferiores a los conseguidos con las fases méviles micelares.
En CLM, las eficacias fueron peores que en RPLC clasica, pero la mejor distribucion de los picos
cromatograficos condujo a una resolucién satisfactoria (R = 0.93 para 8 esteroides en CLM frente
a R =0.92 para 9 esteroides en acetonitrilo-agua y R = 0.79 para 8 esteroides en metanol-agua).
Sin embargo, debe hacerse notar que en CLM 10 esteroides eluyeron por debajo de 22 min
utilizando una concentracion baja de 1-pentanol (5.8%), aunque dos de ellos aparecieron

solapados con otros compuestos.

Para acetonitrilo-agua, el enantato de testosterona, y para metanol-agua, enantato de
testosterona y acetato de clostebol, se retuvieron excesivamente, con tiempos de retencion
> 60 min para las condiciones dptimas (52% de acetonitrilo y 71% de metanol). Los tiempos de
retencién disminuyeron apreciablemente utilizando fases méviles mas fuertes: enantato de
testosterona (40 y 8 min para 60 y 80% de acetonitrilo, respectivamente, y 15 min para 80% de

metanol), y acetato de clostebol (4 min para 80% de metanol).
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Tabla 5.3. Fuerza eluyente del modificador organico y del tensioactivo en fases méviles

micelares, para diversos esteroides.

1-Pentanol® SDS*
Compuesto c’ r c,f r
(1) Dehidrotestosterona -6.96 0.943 -2.17 0.982
(2) Testosterona -7.15 0.954 -2.00 0.985
(3) Metiltestosterona -7.53 0.958 -1.77 0.994
(4) Acetato de medroxi- -10.94 0.973 -1.37 0.969
progesterona
(5) Didrogesterona -10.45 0.974 -1.34 0.969
(6) Progesterona -10.59 0.979 -1.17 0.988
(7) Propionato de -10.26 0.992 -1.20 0.995
testosterona
(8) Nandrolona -14.36 0.989 -1.08 0.996
(9) Acetato de clostebol -7.86 0.993 -1.63 0.999

® Los esteroides aparecen de acuerdo a su orden de elucién con una fase mévil de SDS

0.12 M-5.8% de 1-pentanol.
®SDS 0.15 M.

¢ 7% de acetonitrilo.

4 Pendiente de la Ecuacién 5.1.

¢ Coeficiente de regresion.

f Pendiente de la Ecuacién 5.2.

135



CLM: una técnica para el "screening”

Tabla 5.4. Fuerza eluyente del modificador orgénico en fases moviles acuo-organicas,

para diversos esteroides.”

Acetonitrilo Metanol
Compuesto c® r c? r
(1) Dehidrotestosterona -2.39 0.950 -3.68 0.960
(2) Testosterona -2.64 0.953 -4.05 0.964
(3) Metiltestosterona -2.79 0.956 -4.40 0.973
(4) Acetato de medroxi- -3.23 0.987 -5.12 0.974
progesterona
(5) Didrogesterona -2.73 0.985 -4.99 0.976
(6) Progesterona -2.85 0.986 -4.33 0.990
(7) Propionato de -3.23 0.987 -4.01 0.999
testosterona
(8) Nandrolona -3.04 0.978 -3.04 0.966
(9) Acetato de clostebol -3.44 0.992 - -

2Los esteroides se indican en el mismo orden que en la Tabla 5.3.

b Pendiente de la Ecuacién 5.1.

¢ Coeficiente de regresion.
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No pudo modelizarse la retencion del enantato de metenolona y decanoato de nandrolona
en ninguno de los sistemas cromatogréficos, micelar-organico o acuo-organico, debido a su
elevada retencion. Se obtuvieron, sin embargo, los siguientes tiempos de retencion para estos dos
esteroides: enantato de metenolona (16 min para SDS 0.07 M-7% de 1-pentanol, 50 y 11 min
para 60 y 80% de acetonitrilo, respectivamente, y 20 min para 80% de metanol), y decanoato de
nandrolona (15 min para SDS 0.07 M-7% de 1-pentanol, 19 min para 80% de acetonitrilo, y

39 min para 80% de metanol).

Por lo tanto, la concentracion de disolvente organico necesaria para observar los picos de
los esteroides de alta hidrofobicidad, a tiempos de retencion suficientemente bajos, es
apreciablemente inferior para el sistema micelar. Aunque no pudo medirse la fuerza eluyente para
algunos esteroides, de los datos mostrados en las Tablas 5.3 y 5.4 es evidente que es mucho
mayor para el 1-pentanol en las fases méviles micelares (¢, = 6.96-14.4) que para el acetonitrilo
o metanol en el modo de RPLC clésico (¢, = 2.39-3.44 para el acetonitrilo y 3.04-5.12 para el

metanol).

Otra peculiaridad observada en los cromatogramas es que mientras que los compuestos
menos retenidos eluyen a 1.5-2 min con la fase mévil acuo-organica (dehidrotestosterona con
acetonitrilo y nandrolona con metanol), en el modo micelar el compuesto menos retenido
(la dehidrotestosterona) eluye a los 5 min. Este resultado es interesante de cara al andlisis de los
esteroides en fluidos bioldgicos, puesto que incluso tras una limpieza de la muestra aparece una
banda en los primeros minutos de los cromatogramas, tanto en RPLC clésica como en CLM,
debida a las proteinas presentes. Finalmente, el orden de elucion es distinto para cada tipo de fase
movil. El cambio mas significativo corresponde a la nandrolona, que aparece a tiempos muy bajos

en RPLC acuo-organica, mientras que en CLM este esteroide eluye a los 18 min.
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5.5. Conclusiones

Los estudios mostrados indican que el método de optimizacién utilizado es una herramienta
util en el desarrollo de procedimientos de “screening”. Su aplicacioén estd supeditada a la
posibilidad de modelizar el comportamiento de retencion con gran exactitud, como es el caso de
la CLM y RPLC clasica. En CLM, el disolvente orgénico que debe utilizarse en la fase mévil
depende principalmente de la polaridad de los compuestos eluidos y de su asociacién con el
tensioactivo. La eleccion del disolvente organico puede efectuarse considerando los valores de
log P, de los analitos. Los resultados mostrados pueden servir de guia para realizar esta decision.
La separaciéon de compuestos con log P, < -1, como los aminodcidos, requiere una
concentracion baja de propanol (~1%). La concentracién de este disolvente debe ser mayor
(~5-7%) para compuestos con polaridades en el intervalo -1 <log P, <2, como es el caso de
los diuréticos y las sulfonamidas estudiados. Una concentracion elevada de propanol (~15%) o
una cantidad baja de butanol (< 10%) puede ser util para compuestos menos polares con
1 <logP,, <3, como los B-bloqueantes, y el pentanol (< 6%) es mas adecuado para compuestos

poco polares con log P, > 3, como los esteroides o PAHs.

Sin embargo, para las fenetilaminas con valores en el intervalo 0 <log P, <1.7, la fuerza
eluyente del propanol es demasiado débil debido a la fuerte asociacion electrostatica de los
solutos cargados con la fase estacionaria modificada por la adsorcidn del tensioactivo anidnico.
Por lo tanto, se necesité un disolvente mdas fuerte. Debe resaltarse que en todos los ejemplos,
grupos de compuestos presentando un amplio intervalo de polaridades se resolvieron
isocraticamente en tiempos de analisis relativamente bajos, utilizando una concentracion baja de

disolvente orgéanico.

Los compuestos basicos, tales como las fenetilaminas y los B-bloqueantes, cromatografiados
en RPLC clasica con columnas convencionales, dan lugar a picos con colas debido a la
interaccidn de la especie protonada catidnica con los grupos silanol libres anidnicos sobre la
superficie de la silice. Se recomienda, por ello, el uso de columnas especiales para incrementar
las bajas eficacias [27]. En CLM las eficacias son mayores, lo que hace menos necesario el uso
de columnas especiales. Por otro lado, para los compuestos 4cidos, tales como las sulfonamidas,

las eficacias conseguidas en CLM y RPLC clésica son comparables cuando se utiliza la misma
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columna, pero para los compuestos poco polares como los esteroides, las eficacias son inferiores
en CLM. Sin embargo, en el modo micelar, los compuestos poco polares eluyen a tiempos de
retencion suficientemente bajos utilizando una concentracion baja de disolvente organico (< 6%).
En cambio, en RPLC clasico, debe emplearse una elevada cantidad de disolvente organico

> 50%).

En los tres ejemplos (B-bloqueantes, sulfonamidas y esteroides), en los que se ha realizado
un estudio comparativo del comportamiento de retencion en fases méviles micelar-orgénicas y
acuo-organicas utilizando columnas C,; convencionales, se ha observado que la resolucion es
comparable o mejor en CLM. Los resultados mostrados en este capitulo muestran que el
comportamiento peculiar de la CLM con respecto a la selectividad y fuerza eluyente deben
considerarse con fines de “screening”. La CLM es una técnica interesante debido a la facil
preparacion de las muestras y al bajo consumo de disolvente organico. En muchos casos, es
posible la inyeccion directa de muestras de tipo biologico, asi como la resolucion de mezclas
complejas utilizando una fase estacionaria convencional alquil-enlazada. Todo ello da lugar a

procedimientos rapidos y econémicos.
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Capitulo 6

6.1. Resumen

Se efectud un estudio detallado de las prestaciones de la cromatografia liquida en fase
inversa (RPLC), para la separacién de 18 compuestos ionizables que poseen propiedades
diuréticas, y que cubren un amplio intervalo de propiedades fisico-quimicas (acetazolamida, 4cido
canrenoico, 4cido etacrinico, altiazida, amilorida, bendroflumetiazida, benzotiazida, bumetanida,
clorotiazida, clortalidona, espironolactona, furosemida, hidroclorotiazida, piretanida, probenecid,
triantereno, triclorometiazida y xipamida). Para ello, se utilizd una columna convencional de
octadecilsilano y fases méviles de acetonitrilo-agua, en ausencia y presencia de micelas del
tensioactivo dodecilsulfato sédico. Se examing el efecto del pH y de la concentracién de los
modificadores de la fase mévil sobre la eficacia y asimetria de los picos cromatogréficos, la
resolucion y el tiempo de andlisis. La comparacion de ambas técnicas (RPLC acuo-organica y
micelar-organica) se realiza utilizando la misma herramienta interpretativa, adaptada al modelo
de elucién particular de cada una. Se examinaron varios modelos de tipo polindmico y
mecanicista para describir la retencion de los diuréticos frente al pH y concentracién de los
modificadores (modelos con dos factores para RPLC acuo-organica y tres factores para RPLC
micelar-organica). En ambos casos, el efecto del pH se introdujo como el cambio en las
fracciones molares de las especies acidas y basicas. Las mejores condiciones de separacion se
obtuvieron maximizando el producto de las purezas de pico, calculadas a partir de cromatogramas
de mezclas simulados en un amplio intervalo de pH y composicion de la fase mévil. La
selectividad de las dos técnicas cromatograficas es complementaria, resultando idéneas para

distintas combinaciones de los diuréticos estudiados (mezclas de 15 a 18 diuréticos).
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6.2. Introduccion

Es todavia una préctica frecuente el uso de metodologias de ensayo y error para optimizar
las condiciones de una separacidén cromatografica, a pesar de los numerosos ejemplos que han
aparecido en la bibliografia sobre las ventajas de la aplicacion de algoritmos que permiten realizar
optimizaciones interpretativas. En algunos casos, se han comercializado programas que facilitan
su aplicacion [1-3]. La mayoria de los ejemplos publicados se refieren a la cromatografia liquida
en fase inversa (RPLC). En elucion isocratica suele optimizarse tan s6lo una variable: la
composicion del disolvente organico. Sin embargo, algunos autores han desarrollado
metodologias para la optimizacién de dos o tres variables que afectan a la separacion, tales como
las concentraciones de dos modificadores, un disolvente organico y una amina (Capitulo 4), un
disolvente organico y un tensioactivo [4], la concentracién del disolvente organico y la
temperatura [5] o el pH [6-101], y las concentraciones de un disolvente organico, un tensioactivo

yel pH[11].

En nuestro laboratorio se han desarrollado diversos algoritmos de optimizacién que
pretenden conseguir predicciones fiables de la resolucion de mezclas de analitos [12,13]. Para
ello, ademas de utilizar ecuaciones que modelizan con gran exactitud los tiempos de retencién
de los solutos, se considera la variacion de la forma de los picos cromatograficos (eficacia y
asimetria). Puesto que es frecuente que aparezcan desviaciones de la idealidad, los picos se
describen de acuerdo a un modelo no gaussiano [14]. Esta estrategia de optimizacion puede ser
aplicada a cualquier modo cromatografico, requiriéndose tan sélo la incorporacién del modelo
de retencion particular de cada sistema. La descripcién del comportamiento de cada soluto
necesita datos correspondientes a un nimero de fases mdviles inferior al requerido en las
optimizaciones secuenciales. Resulta por todo ello muy 1til cuando se desea comparar las
caracteristicas de diversos sistemas cromatograficos. Asi, en trabajos previos, hemos comparado
la separacion mediante RPLC con fases moviles acuo-organicas y micelar-orgénicas, de varios
grupos de compuestos: B-bloqueantes (Capitulos 3 y 4), sulfonamidas y esteroides (Capitulo 5),
y antidepresivos triciclicos (Capitulo 8). En RPLC acuo-organica se optimizé la concentracion

del disolvente organico, mientras que en RPLC micelar-orgénica, ademas del disolvente organico
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se considerd el efecto de la concentracion del tensioactivo. En estos estudios, el pH de la fase

movil se mantuvo constante.

En este capitulo, se estudian las caracteristicas diferenciadoras de ambos modos
cromatograficos en la separacion de un grupo de compuestos ionizables, teniendo en cuenta
ademas de la concentracion de los modificadores, la variacién del pH. Este es un factor
importante cuando se cromatografian este tipo de solutos, puesto que la retencion depende de la
relacion entre sus especies acido-base. Los compuestos estudiados poseen estructuras y
propiedades acido-base diversas, y se hallan entre los farmacos con actividad diurética. En la
bibliografia, se han descrito muchos procedimientos para su determinacion [15-19]. En la
mayoria de ellos se hace uso de columnas de octadecilsilano, y acetonitrilo como modificador de
la fase mévil, por lo que se han seleccionado para este estudio. Las separaciones se realizaron en
ausenciay presencia del tensioactivo aniénico dodecilsulfato sédico (SDS), que es también el mas
utilizado en RPLC micelar. Su presencia permite disminuir la cantidad de acetonitrilo necesaria
en la fase movil. El procedimiento expuesto difiere de procedimientos anteriormente descritos
para la determinacién de diuréticos mediante RPLC micelar-organica, al utilizar acetonitrilo en

lugar de propanol, que es el disolvente organico tradicional en este modo cromatografico {20,21].

Para el desarrollo de este estudio, han resultado de gran utilidad los trabajos realizados por
Barbosa y col. sobre los equilibrios acido-base de los diuréticos en disolventes mixtos de
acetonitrilo-agua y la optimizacion rapida de la resolucién de sus mezclas, que considera la
concentracion del disolvente organico y el pH [9,22-25]. Nuestro estudio incorpora una
metodologia de optimizacién que mejora la exactitud de la prediccién de la retencién y considera
la forma de los picos cromatograficos. De este modo se ha conseguido una comparacién muy
fiable de las caracteristicas de los sistemas cromatograficos acuo-organico y micelar-orgénico

para el anélisis de diuréticos.
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6.3. Parte experimental
6.3.1. Reactivos

Las fases moviles acuo-orgéanicas y micelares se prepararon con acetonitrilo (grado HPLC,
Scharlab, Barcelona), cuya concentracion se indica en porcentaje de fraccion volumétrica. Para
el modo micelar se utilizé dodecilsulfato sédico (99% de pureza, Merck, Darmstad, Alemania).
En ambos casos, se ajust6 el pH a 3, 4, 5y 7 con 4cido citrico 0.1 M (Prolabo, Paris, Francia) y

NaOH 1 M (Probus, Badalona), después de afiadir el acetonitrilo.

Se prepararon disoluciones madre de 100 pg ml™' de altiazida, benzotiazida, bumetanida,
acido canrenoico, clorotiazida, furosemida, hidroclorotiazida, probenecid, triantereno,
triclorometiazida (Sigma, St. Louis, MO, EE.UU.), amilorida (ICI-Farma, Madrid),
acetazolamida (Lederle, Madrid), bendroflumetiazida (Davur, Madrid), clortalidona (Ciba-Geigy,
Barcelona), 4cido etacrinico (Merck, Sharp & Dohme, Madrid), piretanida (Cusi, Barcelona),
espironolactona, (Searle, Madrid) y xipamida (Lacer, Barcelona). Todos los diuréticos, salvo los
de Sigma, fueron cedidos por los laboratorios farmacéuticos indicados. Los compuestos se
disolvieron en unos pocos mililitros de etanol (para a}ne’}!i_s_is, Prolabo), con la ayuda de un bafio
de ultrasonidos, y se diluyeron a 20 pg ml™', con agua en el modo acuo-organico, y con una
disolucién de SDS 0.1 M en el modo micelar. Todas las disoluciones se conservaron en la
oscuridad a4°C. Las disoluciones de altiazida, triclorometiazida y furosemida se protegieron de
laluz con papel de aluminio. Se utilizé agua nanopura (Barnstead, Sybron, Boston, MA, EE.UU.)

en todas las disoluciones.

6.3.2. Instrumentacion

El sistema de HPLC es el mismo de capitulos anteriores. Se monitoriz6 la sefial a 274 nm.
Las separaciones se llevaron a cabo, tanto en el modo acuo-organico como micelar, con una
columna Kromasil C 4 sin encapado de 125 x 4.6 mm d.i y 5 pm de tamafio de particula (Analisis
Vinicos, Ciudad Real), que se conecté a una precolumna de similares caracteristicas de 30-mm
de longitud (Scharlab). Se utiliz6 una columna nueva para cada modo cromatografico. Se
realizaron inyecciones por duplicado. La modelizacion y optimizacion de los cromatogramas se

realizé con funciones construidas con MATLAB 6.5 (Natick, MA, EE.UU.).
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6.4. Modelos de retencion
6.4.1. RPLC acuo-orgdnica

Lopez Marques y col. realizaron un amplio estudio sobre la modelizacion de la retencién
en RPLC acuo-organica [26]. Comprobaron que la dependencia del factor de retencion con la
concentracion de disolvente orgédnico, ¢, se modeliza Optimamente mediante el modelo

cuadrético:
logk=logk’°+S¢+T¢ 6.1)

que se puede expresar en forma exponencial:

k = koe®e+TP) 6.2)

Para considerar, ademas, el efecto simultaneo del pH, sustituyeron esta relacién para las especies
dcida y bésica, y otra similar para la constante de acidez, en la expresion que relaciona & con la

concentracion de protones, A:

k,+ky Kh
k=k L ek, KR T4
1+Kh 1+Kh 1+Kh

(6.3)

donde la constante de acidez se ha expresado en el sentido de la protonacién, para conseguir

expresiones mas sencillas. Se llega asi a:

koe(SA¢ + TA¢2)

ka Kohe[(SHA+Ql)¢+(THA+Q2)¢2]
A + HA

k = (6.4)

1+Kohe(Q|¢+Qz¢z) 1+Kahe(Q|¢+Qz¢2)

En el caso de los diuréticos estudiados, se encontr6 que ¢l ajuste de la Ecuacién (6.4) era
lento e inseguro para algunos solutos, lo que puede deberse a un problema de colinealidad por la
aparicién en el numerador y denominador del término exp(Q, ¢+ Q, ¢%). Para facilitar los ajustes,
por un lado, se hicieron comparables las magnitudes de las variables mediante la siguiente

conversion:
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ko= e (6.5)

y expresiones similares para la forma 4cida y la constante de protonacién. Ademas, se realizaron

las siguientes sustituciones:

K" = k2 +K° (6.6)
§" = Sua + O (6.7)
T" =T, +Q, 6.8)

obteniéndose finalmente:

/
e(kAa +S,0+ TA‘PZ) . he(K//+S//¢+T//¢2)

k = , (6.9)
1 +he(K" +Q|¢+Qz¢2)

La Ecuacion (6.9) es mas sencilla que la Ecuacién (6.4) y contiene también 9 parametros. Debe
tenerse en cuenta que no nos interesa conocer el valor de los parametros originales con sentido

fisico-quimico, sino que tan s6lo se desea un modelo para predecir la retencion de forma sencilla
y fiable.

Mas recientemente, ha aparecido un modelo propuesto por Rosés y Bosch [27], en el que

sus parametros poseen un significado quimico-fisico, al que también han incorporado la

dependencia de la retencion con el pH:

log k= (log K)y+ p (P,N + PN) (6.10)
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Esta ecuacion separa las contribuciones del soluto, fase mévil y fase estacionaria mediante
el uso de los descriptores polares relativos p, PN y (log k), y P,\. El descriptor p depende
principalmente de la polaridad del soluto, aunque también de la naturaleza de las fases movil y
estacionaria. El descriptor P_N, representa la contribucién de la fase mévil, y (log k), y P." son
coeficientes que dependen de la columna de trabajo. La ordenada en el origen, (log £),, representa
la retencidn asociada a una hipotética fase movil que mostraria la misma polaridad que la fase

estacionaria. Para un sistema de acetonitrilo-agua:

pV -1 - 2.068 ¢ (6.11)
& 1+1341¢

El mérito de la Ecuacion (6.10) es que sdlo necesita un pardmetro por soluto y dos descriptores
adicionales para la columna. Dividiendo todos los términos de 1a Ecuacién (6.3) por £, haciendo

f=k,/ky,, y expresando la ecuacion en forma logaritmica, se puede escribir como:

Kh
1 + Kh

logk = logk,, + log [f— f - 1)] (6.12)

Combinando las Ecuaciones (6.10) y (6.12), y considerando una relacién lineal entre X'y

@, se llega a:

«°'+mg)
logk = (logk) +p(PN—PN)+10g f- ¢ h -1)
0 m s /
1+e&malpy

(6.13)

Los modelos de las Ecuaciones (6.9) y (6.13) contienen dos factores, ¢ y pH. La primera
de ellas supone el ajuste de 9 parametros (k°,*, S,, T,, K", S”, T”, Q), O,y K°’) y la segunda, de
6 parametros ((log k), P, p, £ K*’y m).
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6.4.2. RPLC micelar-orgdnica

La complejidad en la modelizacion de la retencidn se incrementa con la adicién de un nuevo
factor experimental. En nuestro laboratorio, se ha trabajado intensamente en el estudio de la
retencion en RPLC con fases moviles micelares. Se desarrolld, en primer lugar, un modelo
mecanicista para predecir la retencién a un pH fijo. Esta ecuacion se combind posteriormente con
la Ecuacion (6.3) para obtener la dependencia simultdnea de £ con las concentraciones de

tensioactivo, disolvente organico y pH [11]:

Kys Kias
k = 1+Kpp 1+Kyp9
1+Kyp @ 1+Kpym e (6.14)
1e — M8 sl 1e 20Tk | Kh
1+K,, ¢ 1+Kyp o

donde u es la concentracién de tensioactivo en forma de micelas (la concentracién total de
tensioactivo menos la concentracion micelar critica), K, K, K,p ¥ K)ip SOn las constantes de
equilibrio asociadas a la forma bésica del soluto, y K5, Kyurs Kyup ¥ Kunp 1as constantes
asociadas a la forma 4cida. Estas constantes, junto con K constituyen los 9 parametros que deben

ajustarse para describir la retencioén de cada soluto.

Una opcion mas sencilla para describir la retencion én el sistema micelar-orgénico es el uso
de modelos polindmicos, qﬁe tengan en cuenta ademds de las concentraciones de los dos
modificadores (tensioactivo y disolvente organico), el efecto del pH. Se comprobaron varios
modelos, en los que se relacioné 1/k y log k con los factores de la fase mévil. Los siguientes

fueron los que condujeron a los mejores resultados:

1
~ TGt aptae+apH ra (6.15)
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1
—=a rapra@+apH rappue

k
+ a, ppH + ay @pH + a,, 4 @pH + ay; pH? (6.16)
1
—IE =g, tauta,p+ a3pH ta,ue
+a;upH + ay; gpH + ay; pH? + ay, ppH? + ayy; pH? (6.17)

6.5. Resultados y discusion
6.5.1. Comportamiento cromatogrdfico de los diuréticos

En la Tabla 6.1, se recogen las constantes de protonacion de los diuréticos estudiados y el
valor de sus coeficientes de reparto octanol-agua, que oscilan entre -1.21 (amilorida) y 2.20
(&cido etacrinico, piretanida y xipamida), estando por fuera de este intervalo el 4cido canrenoico
(2.40) y la espironolactona (2.71). La polaridad moderada de la mayoria de diuréticos ha hecho
recomendable el uso de acetonitrilo o propanol como disolventes organicos en las fases méviles
utilizadas en RPLC cuando se utiliza SDS micelizado como modificador. Para compuestos mas
hidrofébicos, debe optarse por un disolvente mas apolar como butanol o pentanol para obtener

tiempos de retencion adecuados.

Un amplio grupo de farmacos posee actividad diurética. Los compuestos presentan distintas
estructuras, grupos funcionales y caracter acido-base. En la Tabla 6.1 aparecen las estructuras de
los compuestos estudiados, que se pueden clasificar en cuatro tipos: bésicos (amilorida y
triantereno), neutros (espironolactona), débilmente acidos (clortalidona, acetazolamida y tiazidas),
y acidos (xipamida, acido canrenoico, piretanida, furosemida, bumetanida, acido etacrinico y
probenecid). De esta forma, cuando se cromatografian mezclas de diuréticos, es frecuente que su
comportamiento respecto a la acidez del medio sea muy distinto, lo que origina una complejidad
adicional para encontrar unas condiciones adecuadas para resolver la mezcla, especialmente si

esta formada por numerosos compuestos.
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Tabla 6.1. Estructuras, constantes de protonacién y coeficientes de reparto octanol-agua

para los diuréticos estudiados.

Compuesto Abreviatura Estructura logK® P,

Cl _N._~ CONHCNH;=NH
Amilorida AMI INI 8.7 -1.21
H;N NH,

X L\r | 6.2 1.22

Triantereno TAT e Sy

NH;

ESPI 0?_'1

Espironolactona NI 2.71

'E!NHOH
Clortalidona CLOR 7 A 9.3 0.24
Bendroflumetiazida BEN HINZi]C(:\jTCH o 9.0 1.95
Acetazolamida ACE R O S 7.4 -0.30
Tricl iazid TRIZ D B 73,8.6,106 1.00

riclorometiazida aIIN )\CHClz .3,8.6, 10. .
Altiazida ALTZ “ﬁ/ NI 1.01
C HJ\CH;SCHzCH%“CHz

Hidroclorotiazida HIDZ Hﬂo:ﬁ;j‘" 7.0 -0.11

2 Refs. [28,29]; NI, no ionizable.

® Valores de log P,,, molecular [30].
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Tabla 6.1 (continuacion).

Compuesto Abreviatura Estructura logk*  log P,?
H;NO,S o*s(NH
Clorotiazida CLTZ 3OS 6.7 -0.35
H,NO;S o*si’::H
tiazid BENZ : .
Benzotiazida ClI:(N )\cu,scnzcsus 6.0 1.73
HNO;S, HyC,
Xipamida XIP Q@ 48,100  2.19
OH HyC

HO, .CH.CH.COOH

Acido canrenoico CAN 4.6 2.40
Piretanida PIR el 4.1 2.20
()

Furosemida FUR a Nch,—ﬁ]l 38, 7.5 1.81
H;NO,S COOH

Bumetanida BUM C6H50:©/ 3.6,7.7 2.09
NH(CH;);CH,

Acido etacrini ETAC C“'C"'Czi,z CHicooH 3.5 2.20

cido etacrinico :Q._O
Probenecid PROB emcmcnmos—_ )—coon 3.4 1.40

? Refs. [28,29]; NI, no ionizable,
® Valores de log P

o/w

molecular [30].
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Segun se ha indicado, la retencién cromatografica de los compuestos ionizables depende
del pH del medio. Puesto que la retencion intrinseca de ambas especies acido-base es distinta, en
los valores de pH proximos al logaritmo de la constante de protonacién condicional (en el medio
disolvente de la fase movil), se produce un acusado cambio en la retencién observada. Sin
embargo, al utilizar una columna convencional como la Kromasil C,s, €l intervalo de pH de
trabajo permitido es més bien reducido (3-7), por lo que no es posible observar el cambio brusco
en la retencién méas que para los diuréticos acidos. De ahi que al representar la retencion de los

diuréticos frente al pH, se observen diversos esquemas de comportamiento (Figuras 6.1 y 6.2).

Para la mayoria de los diuréticos, se observa un descenso de la retencién con el pH, al
menos a valores cercanos a 7, para ambos tipos de fases moviles (en ausencia o presencia de
SDS). Para unos pocos diuréticos débilmente &cidos y para el diurético neutro espironolactona,
la retencién fue constante en todo el intervalo de pH estudiado, mientras que para los diuréticos
basicos amilorida y triantereno, la retencion se increment6 con el pH al utilizar fases méviles de

acetonitrilo-agua en ausencia de SDS.

Para explicar este comportamiento, debe tenerse en cuenta la naturaleza iénica de los
compuestos cromatografiados y el caracter de la fase estacionaria afectada por la presencia de los
modificadores. Los diuréticos acidos son neutros a valores de pH bajos, mientras que adquieren
una carga negativa al desprotonarse. En ausencia de tensioactivo, las especies neutras establecen
una interaccion de tipo hidrofébico con la fase estacionaria y pueden hallarse mas o menos
retenidas dependiendo de su polaridad, mientras que la carga de las especies anidnicas reduce la
afinidad de estos solutos por la fase estacionaria. De ahi que al producirse la desprotonacion, se
origine una importante disminucion de la retencion (Figuras 6.1a,b,c). Por otro lado, en presencia
de SDS, se establecen fuertes interacciones de tipo hidrofébico con la fase estacionaria que se
halla recubierta por moléculas del tensioactivo anidnico, sin embargo, las especies anidnicas se
ven repelidas por la carga negativa adquirida por la columna, produciendo una gran disminucion
de laretencion. De ahi que el perfil de elucion al variar el pH sea similar al observado en ausencia
de SDS (Figuras 6.2a,b,c), con una diferencia: la constante de protonacién condicional se
modifica en presencia del tensioactivo. Generalmente, el valor de estas constantes se incrementa,

produciendo un corrimiento de las curvas k-pH, hacia valores de pH mayores.
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Figura 6.1. Efecto del pH sobre la retencion de cuatro diuréticos en RPLC acuo-orgénica
en presencia de cantidades variables de acetonitrilo: (a) furosemida, (b) piretanida
(c) triclorometiazida, y (d) triantereno. Las curvas 1, 2 y 3 corresponden a concentraciones
de acetonitrilo de 30, 40 y 50%, respectivamente.
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Figura 6.2. Efecto del pH sobre la retencion de cuatro diuréticos en RPLC micelar en
presencia de SDS 0.10 M y cantidades variables de acetonitrilo: (a) furosemida,
(b) piretanida (c) triclorometiazida, y (d) triantereno. Las curvas 1, 2 y 3 corresponden a
concentraciones de acetonitrilo de 10, 15 y 20%, respectivamente.
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En cuanto a los diuréticos basicos amilorida y triantereno, la especie protonada se halla
cargada y la especie desprotonada es neutra. En RPLC acuo-orgénica, la interaccién es mucho
mads intensa para la forma neutra, lo que origina un aumento de la retencién con el pH (Figura
6.1d). En RPLC micelar-organica, de nuevo, ambas especies &4cido-base interaccionan
hidrofébicamente con la columna, pero dicha interaccién es mucho mas intensa con la especie
cargada positivamente, puesto que se establece una interaccion adicional de tipo i6nico. De ahi
que el perfil de elucién sea similar al encontrado con los diuréticos &cidos en presencia de SDS,

y opuesto al que se observa para los diuréticos basicos en su ausencia.

Las Figuras 6.1 y 6.2 muestran la dependencia del factor de retencion, k, con el pH para
la concentracion de acetonitrilo, pero se observan diferencias en cuanto al punto de inflexién del
salto, debido a que la constante de protonacién se ve modificada por la presencia del disolvente
organico. Esto es més evidente en las fases mdviles en ausencia de tensioactivo. Aunque no se
muestran curvas a distintas concentraciones de SDS, se observé también un desplazamiento de
las curvas hacia valores de pH ligeramente mayores, al crecer su concentracion. En un estudio
anterior en el que se midié la constante de protonacion de varios diuréticos 4cidos,
cromatografiados utilizando fases méviles de propanol-SDS, se observd una disminucién y un
incremento de la constante de protonacién condicional al aumentar la concentracion de propanol

y de SDS, respectivamente [21].

Se determind la fuerza eluyente, para ambos sistemas cromatograficos (en ausencia y
presencia del tensioactivo), como la pendiente de los modelos de retencién clasicos que
relacionan linealmente log £ con la concentracion de modificador. A pH 3, en ausencia de
tensioactivo, la fuerza eluyente del acetonitrilo varié entre -1.6 para amilorida y -6.4 para
espironolactona. En presencia de SDS, la fuerza eluyente para el acetonitrilo vario entre - 0.5 para
triantereno y -3.5 para clortalidona, mientras que para el SDS vari6 entre -0.9 para
acetazolamida y - 6.7 para amilorida. En cuanto a los valores medios, la fuerza eluyente del
acetonitrilo fue -4.0 y - 1.6, en ausencia y presencia de SDS, y la del SDS, -4.3. Por lo tanto, la
fuerza eluyente del SDS es muy superior a la del acetonitrilo en RPLC micelar, pero similar a la
de este disolvente en RPLC clasica. Las mismas conclusiones se obtuvieron al analizar la

retencion a otros valores de pH. Por otro lado, los valores medios de fuerza eluyente para el
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acetonitrilo fueron similares a otros valores de pH, mientras que disminuyeron para el SDS a

valores de pH cercanos a 7.

Los valores de eficacia, expresados como platos tedricos (), se estimaron a un 10% de la
altura de pico de acuerdo a la ecuacion de Foley y Dorsey [31]. Los factores de asimetria se
calcularon como la relacion entre las semianchuras posterior y anterior, medidas también al 10%
de la altura del pico. Las eficacias y factores de asimetria aparecen representados en las Figuras

6.3 y 6.4, para las fases moviles en ausencia y presencia de tensioactivo, respectivamente.

En la Figura 6.3a, se observa que las eficacias disminuyen a medida que aumenta la
concentracion de acetonitrilo del 30 al 50%, en ausencia de tensioactivo. Ademas, a cada nivel
de concentracion del modificador, los valores individuales se reducen a medida que se incrementa
el pH del medio. En presencia de SDS (Figura 6.4a), los valores de eficacia son por lo general
inferiores. Para la concentracion mas baja de SDS, las eficacias aumentaron a medida que se
incrementd la concentracion del modificador organico, mientras que disminuyeron al aumentar
la concentracién de SDS, lo que es el comportamiento normal en estos sistemas. Para un nivel
dado de SDS y acetonitrilo las eficacias apenas variaron al aumentar el pH, aunque disminuyeron
bruscamente a pH 7. El deterioro de las eficacias, junto con el aumento de la fuerza eluyente a
valores altos de SDS, da lugar a que los 6ptimos de separacion se obtengan generalmente a

concentraciones bajas o intermedias del tensioactivo.

En ausencia del tensioactivo, los factores de asimetria (Figura 6.3b) disminuyeron, aunque
ligeramente, con la concentracion de acetonitrilo, y para una misma concentraciéon del disolvente
aumentaron con el pH del medio. En presencia de SDS las variaciones fueron menores, aunque
se observa un importante deterioro a pH 7. El valor medio de los factores de asimetria en el
intervalo de pH 3-95, en ausencia y presencia de tensioactivo fue 1.52 y 1.37, respectivamente,
lo que indica que los picos son ligeramente mas simétricos en las fases méviles micelares. Este
comportamiento se ha observado anteriormente con sustancias basicas, tales como los

B-bloqueantes, fenetilaminas y antidepresivos triciclicos.
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6.5.2. Prediccion de la retencion

Segun se ha indicado, los diuréticos poseen comportamientos acido-base muy distintos, no
dependiendo su retencion del pH para algunos de ellos. Sin embargo, en el estudio realizado se

consideré adecuado modelizar la retencién para todos ellos haciendo uso del mismo modelo.

El disefio experimental en RPLC acuo-orgénica consté de 14 fases modviles con las
siguientes composiciones: 30, 40 y 50% de acetonitrilo, cada una a los valores de pH
aproximados de 3, 4, 5 y 7, a las que se adicioné dos fases mdviles mas para 30 y 40% de
acetonitrilo a pH 6. En RPLC micelar, se utilizaron los datos provenientes de 20 fases méviles
(acetonitrilo/SDS): 10%/0.05 M, 20%/0.05 M, 15%/0.10 M, 10%/0.15 M, y 20%/0.15 M, a
valores de pH aproximados de 3,4, 5y 7. Para ajustar el pH, se afiadi6 acido citrico y NaOH para
formar un tamp6n de citrato 0.1 M del pH adecuado. Se midi6 el pH de la disolucién acuosa
tamponada, y a continuacion, se afiadié la proporcién necesaria del disolvente organico y se
volvi6 a medir el pH, encontrandose siempre valores superiores a los del medio acuoso. En ambos

casos, la estandarizacion del pH-imetro se efectudé con tampones acuosos.

En ausencia del tensioactivo, la diferencia entre los valores de pH en el medio acuoso y
orgéanico aumentd con la concentracion de acetonitrilo y con el pH, presentando un valor medio
de 0.88 y un intervalo que oscil6 entre 0.55 para una concentracion del 30% de acetonitrilo a pH 3
y 1.13 para 50% de acetonitrilo a pH 7. En presencia de SDS, las diferencias de pH entre el medio
puramente micelar y el micelar-organico fueron del mismo signo, aunque inferiores. El valor
medio de la diferencia de pH fue 0.40 y el intervalo de valores oscil6 entre 0.08 para la fase mévil
10% de acetonitrilo/SDS 0.05 M a pH 4 y 0.59 para las fases moviles 15% de acetonitrilo/SDS
0.10 M, y 20% de acetonitrilo/SDS 0.15 M, ambas a pH 7. Por otro lado, no se observd una

tendencia clara en cuanto a la variacién del pH al modificar la concentracion de SDS.

La medida del pH en el medio acuoso, previamente a la adicion del disolvente orgénico, es
la practica mas extendida. Posee la ventaja de que reduce el nimero de medidas de pH, puesto
que éste es siempre el mismo para todas las fases méviles preparadas a partir del mismo tampén
acuoso. El inconveniente de esta practica es que, a partir de los ajustes, no se obtienen valores
correctos de las constantes de acidez. Para obtener constantes con un significado quimico-fisico

debe, en principio, realizarse el ajuste a partir del pH medido en el medio acuo-organico.
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Recientemente, se ha demostrado que es posible utilizar también tampones acuosos en el
calibrado, realizando a continuacién una correccion del pH [32]. Sin embargo, debemos recordar
que la finalidad de nuestro estudio no es la obtencion de las constantes quimico-fisicas.
Efectivamente, los ajustes realizados utilizando los valores de pH medidos en el medio acuoso
y organico, utilizando siempre tampones acuosos para €l calibrado, no mostraron diferencia en
cuanto a capacidad de prediccion, aunque los resultados que se muestran correspondan a estos

altimos.

El error global relativo medio de ajuste en la prediccion de la retencion, para cada diurético,

se obtuvo de acuerdo a:

2 lkexp - kcalc|

ER = & (6.19)

n
Zl: kexp
i=

donde £.,, y k., son los factores de retencion experimentales y calculados, para cada una de las
fases mdviles del disefio experimental. Este error tiene en cuenta las diferencias de magnitud
entre los valores de , para los distintos diuréticos cromatografiados en fases moviles de fuerzas

eluyentes distintas.

En la Tabla 6.2, se muestran los coeficientes de correlacion de los ajustes a los diferentes
modelos ensayados, junto con los errores globales medios. En general, los errores son bajos,
excepto para la clorotiazida en las fases méviles micelares, para la que se obtuvo un error del 11%
con la Ecuacion 6.16. Sin embargo, debe considerarse que éste es un diurético poco retenido, por
lo que la prediccion de su retencion se verd poco afectada por el error cometido en el ajuste. El
promedio de los errores globales medios de los 18 diuréticos cromatografiados en las fases
moviles acuo-orgénicas fue inferior para la Ecuacién 6.9 (1.4%) que para la Ecuacién 6.13

(2.7%). Sin embargo, esta ultima es preferible debido a su menor nimero de pardmetros.
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Tabla 6.2. Coeficientes de correlacién y errores de prediccion para los diuréticos estudiados.

RPLC acuo-orgénica RPLC micelar-organica
. . .y Ecuaciones
Ecuacién 6.9 Ecuacién 6.13 Ecuacion 6.14 6.15-6.17*
Compuesto®  r ER% r ER% r ER% r ER%
AMI 0.9991 0.7 0.9820 29 0.9994 1.7 0.9999 0.9
TAT 0.9984 1.4 0.9954 2.8 0.9984 23 0.9980 3.0

ACE 0.9991 0.8 0.9988 0.9 0.9970 1.5 0.9937 24
CTZD 0.9987 1.0 0.9960 2.2 0.9986 1.6 0.9283 11.0
HIDZ 0.9955 1.6 0.9985 1.1 0.9757 4.0 0.9766 3.5
CLOR 0.9999 0.4 0.9979 2.5 0.9915 4.3 0.9998 0.8
TRIZ 0.9998 0.8 0.9997 1.1 0.9984 2.0 0.9933 3.8
FUR 0.9999 0.9 0.9990 3.7 0.9972 6.0 0.9996 1.9
ALTZ 0.9957 3.1 0.9970 33 0.9983 2.2 0.9997 0.9
CAN 1 0.9993 2.5 0.9987 4.6 0.9976 4.1 0.9998 1.2

CAN2 - - - - 0.9997 0.9 0.9999 0.6
BENZ 0.9996 1.9 0.9994 2.4 0.9979 24 0.9982 2.5
BEN 0.9955 33 0.9965 4.0 0.9987 23 0.9994 1.2
PIR 0.9999 1.6 0.9996 3.1 0.9976 5.2 0.9995 2.2
XIP 0.9998 1.9 0.9996 3.1 0.9980 4.2 0.9987 3.2

BUM 0.9999 1.1 0.9998 23 0.9992 2.9 0.9996 2.0
PROB 1.0000 0.9 0.9998 24 0.9974 52 0.9995 24
ETAC 1.0000 0.9 0.9996 33 0.9980 5.5 0.9994 29
ESPI 0.9998 1.2 0.9992 2.9 0.9994 1.2 0.9997 0.9

2 Ecuacién 6.15: HIDZ, CLOR, ALTZ, CAN2, BEN, ESPI; Ecuacion 6.16:AMI, ACE, CLTZ,
TRIZ; Ecuacién 6.17: TAT, FUR, CAN1, BZTZ, PIR, XIP, BUM, PROB, ETAC.

® El significado de las abreviaturas se halla en la Tabla 6.1.
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Por su parte, la Ecuacion 6.14, que describe la retencion en presencia de SDS, posee el
problema de que incorpora €l factor de retencion de las especies 4cida y basica. A menudo, no
existe suficiente informacidn para obtener estos parametros (obsérvense las Figuras 6.1 y 6.2),
por lo que durante el ajuste se efectiia una extrapolacion. Efectivamente, este modelo originé en
ocasiones parametros con valores muy elevados y retenciones absurdas para algunas fases
moviles. El promedio de los errores globales medios fue superior (3.2%) al obtenido con los
modelos polindmicos (Ecuaciones 6.15-6.17) (2.0%). Ademas, estos tiltimos resultan mas
sencillos de ajustar por ser lineales. Por otra parte, en presencia del tensioactivo, el acido
canrenoico mostré un doble pico, el primero de los cuales s6lo se observé para algunas fases
moviles. Ambos picos, sin embargo, fueron considerados en el proceso de modelizacion, aunque
el primero de ellos dio lugar a peores resultados, debido a que aparecia a la cabecera del
cromatograma para las fases moviles mas rapidas. Por esta razon, se modeliz6 laretencion de esta
especie de nuevo teniendo en cuenta Unicamente las fases moviles en las que se media su pico con

comodidad. Este resultado es el que se muestra en la Tabla 6.2.

La convergencia de los ajustes en ambos sistemas, en ausencia y presencia de tensioactivo,
fue rapida en los dos casos (en el intervalo de segundos a minutos). No obstante, debe destacarse
que, en RPLC en presencia de SDS, se manejan tres factores, lo que supone una mayor

complejidad.

6.5.3. “Screening” de diuréticos

Se evalué la resolucidn para la separacion de mezclas complejas de diuréticos (15 a 18
compuestos), en ambos modos cromatograficos, utilizando los distintos modelos de retencién
descritos en el apartado anterior. La resolucion de los picos cromatograficos se evalu6 mediante
el producto de la fraccion solapada o pureza de pico, R (R = 1 para resolucién completay R =0
cuando al menos dos picos se encuentran totalmente solapados) [12]. Debe tenerse en cuenta que
cuando se producen multiples solapamientos parciales, el valor de R decrece rapidamente con el
numero de solutos solapados. La forma de los picos cromatogréficos, necesaria para la medida
de las fracciones solapadas, se predijo utilizando un modelo gaussiano polinomialmente

modificado [14]. Las composiciones de las fases moviles dptimas, que resolvieron las distintas
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mezclas de diuréticos, se obtuvieron a través de la simulacién de cromatogramas para una
distribucidn regular de los factores, (101 x 101) en el sistema acuo-orgéanico, y (31 x 31 x 31)

para el sistema micelar.

Se observd, en todos los casos, que las regiones donde la separacion es aceptable son muy
criticas, lo que se puede apreciar en los mapas de contorno mostrados en la Figura 6.5, que
corresponden a la separacion de dos mezclas de 15 diuréticos, que denominaremos mezcla A 'y

mezcla B, cuya composicion se indica en el pie de la figura.

En RPLC acuo-organica, se observan diversas regiones donde laresolucion puede alcanzar
valores superiores a R = 0.9. Sin embargo, aunque estas regiones son extensas en la direccion de
la concentracion de acetonitrilo (lo que indica que este factor no es tan critico), son muy estrechas
respecto al pH. Ello indica que, para obtener los 6ptimos predichos, serd necesario ajustar el pH
con una precision superior a 0.1 unidades. Al utilizar fases méviles de acetonitrilo/SDS, la
situacion es alin peor, puesto que se observa una tinica regién con resolucidn aceptable, en la que
tanto el acetonitrilo como el pH resultan criticos. En este ltimo caso, se muestra un mapa de
contorno trazado para una concentracion fija de SDS (0.075 M), que coincide con la
concentracion Optima para la separacion de la mezcla B. Para otras concentraciones de SDS, las
cotas de resolucion fueron aun mas bajas. La fuerte disminucién de la resolucién al alejarse del
Optimo se debe principalmente a los multiples cruces que se observan entre los picos

cromatograficos, en ambos casos, y que se producen especialmente debido al cambio de pH.
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Figura 6.5. Mapas de contorno correspondientes a los sistemas cromatograficos en ausencia (a) y

presencia (b) de tensioactivo, para dos mezclas de 15 diuréticos (mezclas A y B, respectivamente).

Mezcla A: amilorida, triantereno, clorotiazida, hidroclorotiazida, clortalidona, furosemida, acido

etacrinico, triclorometiazida, Acido canrenoico, probenecid, altiazida, bumetanida, xipamida,

bendroflumetiazida y espironolactona.

Mezcla B: clorotiazida, acetazolamida, furosemida,

triclorometiazida, clortalidona, altiazida, benzotiazida, probenecid, piretanida, bendroflumetiazida,

bumetanida, amilorida, espironolactona, xipamida y triantereno.
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Las Figuras 6.6 y 6.7 muestran cromatogramas simulados para las mezclas de 15 diuréticos.
Los cromatogramas superiores de la Figura 6.6 corresponden a la separacion de la mezcla A con
fases mdviles de acetonitrilo-agua, obtenidos para la fase 6ptima calculada utilizando la Ecuacién
6.13, y prediciendo la posicion de los picos con ese mismo modelo (Figura 6.6a) o con la
Ecuacion 6.9 (Figura 6.6b). Segtin puede observarse, se predice una distribucion de picos similar
en ambos cromatogramas, aunque aparecen mejor resueltos en el primer caso. El tiempo de
analisis es similar, siendo aproximadamente de 30-32 min, aunque la mayoria de diuréticos
aparece por debajo de 17 min. Debe indicarse que la fase mévil simulada en estas figuras no
corresponde a la regién de maxima resolucion en el mapa de contorno (Figura 6.5a), sino a un
méximo secundario menos critico que el principal en la direccion del pH. De esta forma, el grado

de confianza en las predicciones de los cromatogramas es mayor.

La Figura 6.7 compara cromatogramas simulados para los modelos polinémico y
mecanicista en RPLC micelar, utilizando la mezcla B. La fase mdvil 6ptima se obtuvo con las
Ecuaciones 6.15-6.17 (ver Tabla 6.2), y se simularon los cromatogramas con estas ecuaciones
(Figura 6.7a) o con la Ecuacién 6.14 (Figura 6.7b). La comparacion de ambos cromatogramas

indica que los modelos polinémicos predicen una resolucidn superior.

El tiempo de andlisis en ambos modos cromatogréficos, en ausencia y presencia de SDS,
es similar, aunque para esta tultima técnica los picos aparecen mejor distribuidos en el
cromatograma. Por otro lado, es evidente que la selectividad es muy distinta. Destaca la elucion
de los diuréticos basicos amilorida y triantereno, que en ausencia de SDS, eluyen a tiempos de
retencion cortos, proximos a la cabecera del cromatograma, y en presencia del tensioactivo, se
encuentran entre los diuréticos mas retenidos. La fuerte interaccion electrostética de los solutos
protonados con la fase estacionaria, a los valores de pH de trabajo, en presencia del tensioactivo,
es la causa de su fuerte retencion. El resto de solutos no experimenta variaciones tan notables en
sus tiempos de retencion al pasar de una modalidad cromatografica a otra, pero se producen
algunos cambios en el orden de elucion. Asi, por ejemplo, si se observan los cromatogramas de
las Figuras 6.6 y 6.7, en ausencia de SDS, la bendroflumetiazida eluye en penultimo lugar, por
delante tan sélo de la espironolactona, mientras que en presencia del tensioactivo, presenta una

retencion intermedia.
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Figura 6.6. (a,b) Cromatogramas 6ptimos para la mezcla A, eluida con 37.5 % de acetonitriloa pH 5.19.
La posicion de los picos se ha predicho empleando: (a) Ecuaciéon 6.13, y (b) Ecuacién 6.9.
(c) Cromatograma Optimo para la misma mezcla en el medio micelar (11.2% de acetonitrilo/SDS 0.07 M
a pH 5.45), simulado empleando las Ecuaciones 6.15-6.17. Ver Tabla 6.1 para la identificacion de los

solutos.
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Figura 6.7. (a,b) Cromatogramas dptimos para la mezcla B con 11% de acetonitrilo/SDS 0.075 M a pH
5.00. La posicion de los picos se ha predicho empleando: (a) Ecuaciones 6.15-6.17, y (b) Ecuacién 6.14.
(c) Cromatograma 6ptimo para la misma mezcla en el medio acuo-organico (30% de acetonitrilo a pH
6.74), simulado empleando la Ecuaci6n 6.13. Ver Tabla 6.1 para la identificacion de los solutos.
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En las Figuras 6.6 y 6.7, se compara también la capacidad de ambos modos cromatograficos
para la resolucion de las dos mezclas de 15 diuréticos. La Figura 6.6c muestra la resolucion de
la mezcla A en RPLC micelar, y la Figura 6.7c la resolucion de la mezcla B en RPLC
acuo-orgénica. La resolucién en estos casos es mds deficiente que la observada en los

cromatogramas Superiores.

La Tabla 6.3 recoge los valores de resolucion elemental (r), para cada compuesto en la
mezcla de 18 diuréticos, cromatografiados con las fases méviles dptimas en ausencia (30% de
acetonitrilo) y presencia de tensioactivo (12% de acetonitrilo/0.05 M de SDS). Las resoluciones
limitantes () se indican en la misma tabla y pueden compararse con las anteriores. En RPLC
acuo-organica, se observa que las resoluciones individuales en el éptimo son muy elevadas,
excepto para bumetanida y 4cido etacrinico, que solapan entre si parcialmente. Por otro lado, es
posible encontrar al menos una composicién de la fase movil para la que se logre la resolucion
completa de cada uno de los diuréticos. Las fases moviles para las que se obtienen los valores
limitantes también se indican en la tabla. La concentracién de acetonitrilo se encuentra siempre
en un intervalo estrecho (30-32%), de ahi que el 6ptimo de resolucion corresponda al 30% de
acetonitrilo. Por el contrario, los valores de pH necesarios para resolver cada compuesto son muy

variables, lo que indica la dificultad de la separacion.

En RPLC micelar, la resolucion global del 6ptimo es mas deficiente (R = 0.293 frente a
0.628 para RPLC acuo-organica), siendo los valores de resolucion individual inferiores a 0.9 para
amilorida, clorotiazida, furosemida y acido etacrinico. Sin embargo, las purezas de pico limitantes
indican que es también factible alcanzar una resolucion satisfactoria para todos los diuréticos
estudiados. La concentracion de SDS para alcanzar los valores limitantes fue de 0.05 M, excepto
para clorotiazida, furosemida y probenecid que necesitaron una mayor concentracion (0.07-0.08
M). Las concentraciones de acetonitrilo y el pH de las fases méviles limitantes variaron en los

intervalos 10-20% y 3.0-6.9, respectivamente.
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Para examinar el grado de confianza en la prediccién de cromatogramas mediante el
algoritmo propuesto, se prepararon fases méviles correspondientes a situaciones dptimas. En la
Figura 6.8a se muestra el cromatograma experimental para lamezcla A de diuréticos obtenida con
37.5% de acetontitrilo a pH 5.19. Se observa que el cromatograma coincide de forma satisfactoria
con el predicho en la Figura 6.6a, lo que indica la fiabilidad de las predicciones realizadas con
el modelo de la Ecuacion 6.13. Aunque el modelo polindmico predice una resolucion similar, la
coincidencia en los tiempos de retencion es mas deficiente. Por otro lado, la separacion de los
solutos es completa, excepto para los que eluyen a la cabecera del cromatograma, donde se
observa un solapamiento parcial entre amilorida y triantereno, por un lado, y clorotiazida e

hidroclorotiazida, por otro.

La Figura 6.8b muestra el cromatograma obtenido para la misma mezcla y composicion de
fase mévil (37.5% de acetonitrilo), a la que se le ha variado ligeramente el pH hasta alcanzar un
valor de 5.14. El solapamiento de los picos del é4cido etacrinico y triclorometiazida son
indicativos de lo extremadamente critica que resulta la resolucién en la direccion del pH, y de la
fiabilidad del modelo. Las Figuras 6.8c y 6.8d muestran los cromatogramas experimentales para
la mezcla completa de 18 diuréticos, obtenidos con las fases moviles de 37.5% de acetonitrilo a
pH 5.19 y 5.14, respectivamente. En la Figura 6.8c, se observa un solapamiento total entre
triantereno y acetazolamida, y entre benzotiazida y xipamida, y solapamientos parciales entre
clorotiazida e hidroclorotiazida, y piretanida y acido canrenoico. Al variar muy ligeramente el pH
(Figura 6.8d), se observa el solapamiento incipiente entre el 4cido etacrinico y la
triclorometiazida, mientras que la separacion es ligeramente mejor para el par benzotiazida-

xipamida.
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Figura 6.8. Cromatogramas experimentales obtenidos para el sistema acuo-orgénico, correspondientes

a fases moviles conteniendo 37.5 % de acetonitrilo: (a) mezcla A a pH 5.19, (b) mezcla A a pH 5.14,

(c) mezcla de 18 diuréticos a pH 5.19, y (d) mezcla de 18 diuréticos a pH 5.14. Ver Tabla 6.1 para la

identificacion de los solutos.
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EnlaFigura 6.9, se muestran los cromatogramas experimentales obtenidos para la mezcla B
de 15 diuréticos, eluidos con fases moviles de acetonitrilo/SDS de la misma composicién (11%
de acetonitrilo/SDS 0.075 M), pero a valores de pH crecientes. Tal como se indic6 al examinar
el diagrama de resolucion para estas fases moviles, la obtencion de cromatogramas con una
determinada resolucion es mucho mas critica en presencia del tensioactivo. Asi, la concordancia
entre los cromatogramas experimental y predicho, para la mezcla B con la fase mévil 6ptima
(comparar Figuras 6.7a 'y 6.9a), es mas deficiente que para las fases méviles acuo-organicas. Sin
embargo, al estudiar la modificacién de los cromatogramas simulados a valores de pH vecinos
(que es inmediata con las funciones de MATLAB utilizadas), se observé que el cromatograma
experimental a pH 5.07 coincidia méas aceptablemente con cromatogramas simulados a valores
de pH algo inferiores. De ahi que se obtuvieran nuevos cromatogramas experimentales variando

ligeramente el pH de la fase mévil por adicion de NaOH entre pH 5.07 y 5.37.

Las diferencias mas notables entre los cromatogramas experimentales obtenidos al variar
el pH se observan para los grupos piretanida-probenecid-bendroflumetiazida y bumetanida-
amilorida-espironolactona, que modifican su solapamiento. Puede comprobarse la coincidencia
del cromatograma experimental obtenido a pH 5.27, con el predicho con el modelo mecanicista
a pH 5.00 (Figura 6.7b). Existe también una alta coincidencia con el obtenido con los modelos
polinémicos, sin embargo, en este caso no se predice el solapamiento del par piretanida-

probenecid.

176



Capitulo 6

CLTZ

ACE

VN

1
0 1 2

w

8
o
& :
&
=3

Tiempo (min)

\J

&
[=2]
r
fas]
Q
[~
&
&
[« 9

CLTZ
b

ACE

T i T
0 1 2

Tiempo (min)

w

0

1 [lIIIIIIIII IIII
10 15 20 25 30 35 40 450

Tiempo (min)

15 20 25 30 35 40 45

Tiempo (min)

Tiempo (min)

cLrz c CcLTZ d
ACE
ACE
UR
FUR a
(,:'J; . 8 1 1 1 .
Tiempo (min) i 9’_" Tiempo (min)
=4
8 & AMI
e4
£ ozaw
5% & =
m XIP AT % XIP TAT
A™ N
N L DL DL L DL L DL T r 1T T
5 10 15 20 25 30 35 40 45 O 5 10 15 20 25 30 35 40

Tiempo (min)

Figura 6.9. Cromatogramas experimentales obtenidos para el sistema micelar-orgénico, correspondientes

a la mezcla B eluida con fases mdviles conteniendo 11% de acetonitrilo/SDS 0.075 M a pH: (a) 5.07,

(b) 5.17,(c) 5.27,y (d) 5.37. Ver Tabla 6.1 para la identificacion de los solutos.
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6.6. Conclusiones

La separaciéon de mezclas complejas de compuestos con comportamientos acido-base
diversos, algunos de los cuales se protonan en el intervalo de pH de trabajo de la columna
cromatografica, da lugar a situaciones muy criticas, en las que la resolucién no se alcanza mas
que en zonas muy estrechas del pH y composicion de la fase mévil. De ahi que los modelos
utilizados para predecir la posicion y solapamiento de los picos deban proporcionar descripciones
muy exactas. El factor mas critico es el pH, que debe ajustarse con mucha exactitud. Este
parametro es mas critico cuando en lugar de optimizar dos factores en la fase movil (acetonitrilo
y pH), se consideran simultdneamente tres (acetonitrilo, SDS y pH). Sin embargo, se han
conseguido predicciones muy satisfactorias con modelos descritos en la bibliografia, aunque con
distinto grado de éxito. Se muestra también que en caso de existir alguna discrepancia entre los
cromatogramas experimentales y predichos, la simulacién dindmica de cromatogramas indica el
cambio de pH que conviene realizar para alcanzar la separacion requerida. Por otro lado, las dos
técnicas cromatograficas estudiadas muestran selectividades distintas, por lo que se pueden
considerar como complementarias para lograr la separacion completa de cualquier mezcla de los

diuréticos estudiados.
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7.1 Resumen

Se establecieron correlaciones entre los datos de retencién (expresados como log £) de un
grupo de 14 diuréticos, con diversos grados de ionizacién, y sus coeficientes de reparto octanol-
agua moleculares (log P,,) y aparentes (log P,,), en el intervalo de pH de trabajo de una columna
C,s convencional (pH 3-7). Se muestran resultados para fases moviles acuo-organicas y micelar-
organicas. En RPLC acuo-organica, la calidad de las correlaciones fue superior cuando se
utilizaron los datos aparentes, lo que indica la necesidad de corregir los coeficientes de reparto.
En CLM, las correlaciones fueron similares. Se examinaron también las correlaciones entre la
retencién cromatografica y los descriptores isocraticos log £, y log k,,, (retencion extrapolada a
agua pura en fases moviles acuo-organicas y micelar-organicas, respectivamente), y
¢, (composicion de la fase movil extrapolada que da lugar a una retencién que duplica la del
tiempo muerto), y de estos descriptores con log P,,. Los coeficientes de correlacion fueron
suficientemente satisfactorios, aunque mas deficientes que los obtenidos con los valores de log k.
Los descriptores isocraticos presentan, sin embargo, la ventaja de ser independientes de la

concentracion del modificador.
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7.2. Introducciéon

El caracter hidrofébico de una molécula es una propiedad fisico-quimica de importancia en
cuanto a su actividad biologica. De forma cuantitativa, se suele caracterizar como la relacion de
concentraciones de un soluto en las dos fases de un sistema saturado compuesto por
1-octanol/agua [1,2]. El coeficiente de reparto octanol-agua, P,,, se ha medido tradicionalmente
empleando un embudo de decantacién, lo que es tedioso y problemético, y conduce a
reproducibilidades deficientes entre laboratorios. Por este motivo, se ha incrementado el empleo

de la cromatografia liquida de fase inversa (RPLC) en la estimacién de los valores de P, , dado

olw?s
que en esta técnica, el proceso de retencion de los solutos suele estar gobernado por fuerzas
hidrofobicas. Ademas, la RPLC permite obtener de forma sencilla una gran cantidad de datos
reproducibles utilizando una pequefia cantidad de muestra y separa las posibles impurezas.
Existen muchos ejemplos en la bibliografia que muestran la bondad de 1a RPLC en la prediccion
de los valores de P, para una amplia variedad de compuestos, utilizando tanto elucion isocratica
como en gradiente [3-11]. Por otro lado, algunos parametros cromatogréficos, calculados
mediante extrapolacion a partir de los datos de retencion obtenidos con diversas composiciones

de fase movil, se han empleado también como medidas de hidrofobicidad. Ejemplo de ello son

los descriptores isocraticos log £, y ¢, [12-14].

Sin embargo, la RPLC origina algunos inconvenientes en la determinacién de la
hidrofobicidad de un compuesto: las distintas medidas de hidrofobicidad individuales que se
obtienen a concentraciones variables de la fase movil, y la actividad de los grupos silanol
residuales en las fases estacionarias alquil-enlazadas. Con objeto de evitar estas dificultades
practicas, se han propuesto algunas soluciones que incluyen el uso de columnas saturadas en
octanol [5], o el empleo de técnicas alternativas tales como la cromatografia en contracorriente
(CCC) [15-17], o la cromatografia liquida micelar (CLM) [18-26], que proporcionan medidas
directas e indirectas de P,,. La CLM es una técnica que ha despertado mucho interés en estos
estudios debido a los numerosos ejemplos publicados, en los que la retencidn se correlaciona muy

satisfactoriamente con diversos descriptores bioldgicos [18,21-23,25].

Sin embargo, el éxito de las correlaciones establecidas, en RPLC acuo-organica y CLM,

depende de la calidad de las medidas de P, , especialmente cuando se trabaja con compuestos
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que poseen actividad acido-base. Muchos compuestos naturales contienen uno o varios grupos
ionizables, de forma que un pequefio cambio en el pH del medio puede dar lugar a cambios
importantes en la concentracion relativa de las especies acido-base. En consecuencia, las medidas
de los valores de P, dependen fuertemente del estado de ionizacion del compuesto en
consideracion, lo que da lugar a relaciones no lineales entre log &y los descriptores isocraticos
frente a log P, , a menos que se disponga de los valores de P, para las formas moleculares e

i0nicas.

La CCC constituye una herramienta potente que proporciona valores de P, con gran

o/w
exactitud [15-17]. En esta técnica, las fases mévil y estacionaria son dos disolventes inmiscibles.
Cuando se utilizan octanol y agua, al igual que en el método del embudo de decantacion, se
obtienen directamente los valores de los coeficientes de reparto [27,28]. Si se modifica el pH de
la fase acuosa, la CCC posibilita la obtencion de los valores de P, aparentes (P,;) de los

compuestos i6nicos acidos [17]:

P°+P (K I[H")
P, = (7.1)
1+(K,/[H"])

y bésicos:

P°+P*([H']/K)

P =
» 1+([H']/K) (7.2)

donde P°, P~y P* son los coeficientes de reparto octanol-agua de las especies molecular, anidnica
y catiénica, respectivamente, K, es la constante de disociacion cido-basey [H'] la concentracion

de protones.

Por otra parte, en CLM, la retencién de un compuesto depende del tipo de interaccién
(hidrofébica y electrostética), que se establezca con las micelas y la fase estacionaria modificada
por los monémeros del tensioactivo [29-31]. La retencién de un soluto no idénico viene
determinada tinicamente por interacciones hidrofébicas, lo que daré lugar a relaciones lineales
entre log k y log P, a bajas concentraciones micelares [32-34]. Sin embargo, para solutos
altamente hidrofébicos y altas concentraciones micelares, cabe esperar desviaciones de la

linealidad [35,36]. Para especies ionicas, ademas de las interacciones hidrofébicas, se establecen
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interacciones hidrofébicas, se establecen interacciones de tipo electrostatico, pudiéndose
considerar dos situaciones distintas: si la carga del soluto y del tensioactivo son del mismo signo,
la repulsion entre el soluto y la fase estacionaria modificada disminuira la retencién, y el soluto
eluira a tiempos cortos, proximos a la cabecera del cromatograma. Si por el contrario, las cargas
son opuestas, la atraccion electrostatica aumentara la retencion, incluso para los compuestos mas

polares.

En este capitulo, se muestra un estudio de las correlaciones que se establecen entre la
retencién en RPLC y log P,,,, para un grupo de compuestos ionizables de diferentes polaridades
y propiedades acido-base. También se examinan las correlaciones con diversos descriptores
isocraticos. Como compuestos de prueba se ha seleccionado un grupo de diuréticos, que presentan
una amplia variedad de estructuras y poseen uno o varios grupos ionizables, asi como distinto
caracter acido-base. Para llevar a cabo las correlaciones, se han empleado tanto fases méviles

acuo-organicas como micelar-organicas, a fin de comparar el comportamiento en ambos sistemas.

7.3. Parte experimental

Se han empleado los mismos reactivos (salvo amilorida, clortalidona, altiazida y 4cido
canrenoico), e instrumentacién que en el Capitulo 6. Sélo debe indicarse que la medida del pH

de las fases moviles se realizé después de la adiciéon del disolvente orgénico.

7.4. Resultados y discusion
7.4.1. Comportamiento de retencion y cdlculo de los coeficientes de reparto aparentes

Las constantes de disociacion acido-base (log K, ) de los diuréticos y el valor de sus
coeficientes de reparto octanol-agua moleculares, se recogen en la Tabla 6.1 del Capitulo 6.
Unicamente la espironolactona no presenta propiedades 4cido-base, mientras que los demas
diuréticos poseen un cardcter acido-base diverso, pudiendo clasificarse en tres tipos: basicos
(triantereno), débilmente acidos (acetazolamida, clorotiazida, hidroclorotiazida, triclorometiazida,

bendroflumetiazida y benzotiazida), y acidos (furosemida, bumetanida, probenecid, piretanida,
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xipamida y 4cido etacrinico). Las constantes de acidez son mayores en los medios acuo-organicos
y micelares, que en medio acuoso, y por este motivo, la regién donde predominan las especies

protonadas se desplaza hacia valores de pH superiores.

La polaridad moderada mostrada por los diuréticos aconsejo el uso de acetonitrilo en
concentraciones variables entre 30 y 50% (v/v) en RPLC con fases méviles acuo-organicas, para
evitar tiempos de retencion extremadamente largos o cortos, respectivamente. Debe observarse
que, a concentraciones elevadas de disolvente, €l medio es tan distinto al acuoso que se vuelve
insensible a la hidrofobicidad. En las fases moviles preparadas en presencia de SDS, la

concentracion del tensioactivo varié entre 0.05 y 0.15 M, y la de acetonitrilo entre 10y 20% (v/v).

Segiin se ha descrito en el apartado 6.4.1 del Capitulo 6, para un compuesto ionizable, la
retencidn intrinseca de ambas especies acido-base es distinta, produciéndose un acusado cambio
en los tiempos de retencion para valores de pH proximos al logaritmo de la constante de acidez.
Sin embargo, en el intervalo de pH de trabajo permitido en la columna cromatogréfica utilizada

(3-7), no es posible observar el cambio brusco en la retencion mas que para los diuréticos acidos.

La Figura 7.1 muestra la dependencia del factor de retencién con el pH, para los diuréticos
acidos eluidos con una fase mévil conteniendo acetonitrilo, o bien, SDS y acetonitrilo. Para los
diuréticos débilmente acidos, en el intervalo de trabajo de la columna, la retencion es constante
o decrece en las cercanias de pH 7, para ambas modalidades cromatograficas. El diurético basico
triantereno, que presenta una carga positiva, muestra un comportamiento peculiar: en RPLC acuo-
orgéanica su retencién aumenta con el pH, debido al incremento en la afinidad por la fase
estacionaria al desprotonarse, mientras que en CLM su retencién disminuye con el pH, ya que se
establece una interaccion adicional entre el soluto catidnico y la fase estacionaria modificada con

el tensioactivo aniénico.
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Figura 7.1. Efecto del pH sobre la retencién en RPLC acuo-organica (a,b) y CLM (c,d), para los
diuréticos: (1) bumetanida, (2) probenecid, (3) piretanida, (4) &cido etacrinico, (5) xipamida y
(6) furosemida. Composicion de las fases moéviles: (a,b) 30% de acetonitrilo, y (c,d) SDS 0.10 M-15%

de acetonitrilo.
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En RPLC acuo-orgénica, utilizando un 30% de acetonitrilo, los factores de retencién de los
compuestos ionizables se encontraron en el intervalo entre k = 1.2 (acetazolamida) y 74
(bumetanida) a pH 3, y entre 0.9 (acetazolamida) y 36.7 (bendroflumetiazida), a pH 7. Para 50%
de acetonitrilo, k varié entre 0.7 (acetazolamida) y 6.8 (4cido etacrinico), a pH 3, y entre 0.6
(acetazolamida) y 4.2 (bendroflumetiazida), a pH 7. El diurético no idnico espironolactona fue
siempre el compuesto mas retenido. En CLM, para la fase mévil de menor fuerza eluyente (SDS
0.05 M-10% de acetonitrilo), k£ varié entre 0.6 y 57.3 apH 3, yentre 0.2y 41.0apH 7, y para la
fase movil de mayor fuerza eluyente (SDS 0.15 M-20% de acetonitrilo), k vari6 entre 0.4 y 12.5
apH 3, y entre 0.1 y 6.7 a pH 7. La retencién minima y méaxima correspondieron siempre a

clorotiazida y triantereno (eluyendo este ltimo incluso después que la espironolactona).

El desplazamiento del equilibrio acido-base de los compuestos ionizables, al variar el pH,
da lugar a la modificacién del valor de P, por lo que esta medida tiene un caracter condicional
o aparente (P,,). Los valores de log P,, de los diuréticos estudiados en el intervalo de pH de
trabajo (3-7) se obtuvieron aplicando las Ecuaciones 7.1 y 7.2, a partir de valores de P, P" y P",
calculados en un trabajo previo a partir de medidas de P, realizadas mediante CCC y de valores
bibliograficos de log K, en medio acuoso [17]. Los valores de log P,, calculados oscilaron entre
—1.54 (triantereno) y 2.18 (xipamida) a pH 3, y entre —1.31 (furosemida) y 1.67 (benzotiazida)

apH 7. El valor de log P, para el diurético no i6nico espironolactona fue 2.73.

7.4.2. Correlacion entre la retencion cromatogrdficay los coeficientes de reparto octanol-agua
a) RPLC acuo-orgdnica

Los datos de retencion de los diuréticos (expresados como log k), obtenidos con fases
méviles acuo-organicas, se representaron frente a los valores de log P°(formamolecular) o log P,
(valor aparente que considera la distribucion de las especies acido-base de los solutos), a distintos
valores de pH, con objeto de evaluar la calidad de la correlacion entre ambos parametros. Los

coeficientes de regresion de los ajustes por minimos cuadrados se indican en la Tabla 7.1.
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Tabla 7.1. Coeficientes de correlacion entre los datos de retencién en
RPLC acuo-organicay los coeficientes de reparto moleculares y aparentes

a diversos valores de pH.

logP°®
108 & 5 de acetonitrito (vi) pH 3 pH 4 pH 5 pH 7
log ks, 0.875 0.865 0.783 0.742
log kyg 0.855 0.833 0.683 0.591
log ks, 0.840 0.800 0.618 0.489
log P,,
108 ko de acetonitrito (vv) pH3 pH 4 pH5  pH7
log ks, 0.938 0.983 0.943 0.725
log kg 0.939 0.982 0.956 0.819
log ks, 0.933 0.976 0.946 0.852
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Como puede observarse, las correlaciones con log P° son muy deficientes para las fases
moviles acuo-organicas, mientras que se obtienen valores satisfactorios cuando se utilizan los
valores aparentes. La bondad de las correlaciones también se puede observar en la Figura 7.2. Los
valores experimentales que se desvian mas acusadamente de la recta de regresion corresponden

a triantereno, probenecid y bumetanida a pH 3, y a furosemida a pH 5.

Debido a la disminucién de la retencion con la concentracion de acetonitrilo y el pH, el
valor de la pendiente de las rectas ajustadas para log & vs. log P,, disminuy6 al incrementarse
estos dos factores. Para un mismo valor de pH, la correlacion fue similar o no mostré tendencia
alguna al variar la concentracion de acetonitrilo. Este comportamiento difiere del encontrado en
un trabajo previo [37], donde se estudié el comportamiento de un grupo de antihistaminicos
eluidos con fases mdviles de metanol-agua. En ese caso, los coeficientes de regresion se

incrementaron conforme lo hacia la concentracién de disolvente orgénico en la fase movil.

La calidad de las correlaciones fue 6ptima a pH 4 (ver Tabla 7.1, r = 0.98). Los coeficientes
de regresion relativamente altos que se alcanzan en los ajustes log & vs. log P, para diferentes
concentraciones de disolvente organico a pH acido, indican que la principal interaccién que
gobierna la retencion es la hidrofébica. A pH 7, donde predominan las especies idnicas de la
mayoria de los diuréticos, las correlaciones se deterioran debido probablemente a las posibles
interacciones con los silanoles residuales libres de la columna, o a que los bajos tiempos de
retencidn alcanzados en esas condiciones no permiten realizar una descripcion adecuada de la
retencion. Por otro lado, las correlaciones probablemente se mejoren si en lugar de utilizar los
valores de log K, en medio acuoso, se dispusiera de los valores aparentes en las mezclas
acuo-organicas de las fases moviles. Sin embargo, sélo se encontrd en la bibliografia los valores
experimentales para los diuréticos acido etacrinico, furosemida, bumetanida, clorotiazida y
triclorometiazida [38—40]. Para estos diuréticos, los valores de log K, para 30% de acetonitrilo

fueron 4.0,4.8,5.0,7.1y 7.9, frente a 3.5, 3.8, 3.6, 6.7 y 7.3 en medio acuoso, respectivamente.
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Figura 7.2. Correlacion entre log k y log P,, para los 14 diuréticos eluidos mediante RPLC
acuo-organica, a diversas concentraciones de acetonitrilo y pH de la fase mévil: (a) pH 3 y
30% de acetonitrilo, (b) pH 5 y 30% de acetonitrilo, (¢) pH 3 y 50% de acetonitrilo, y
(d) pH 5 y 50% de acetonitrilo.
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b) CLM

Se realiz6 un estudio similar con los datos de retencién procedentes de cromatografiar los
diuréticos con fases moviles de acetonitrilo, en presencia de SDS. Los resultados se recogen en
la Tabla 7.2. Es curioso observar que, a diferencia de la RPLC acuo-orgéanica, las correlaciones
obtenidas para log k vs. log P° y log & vs. log P,, son similares, excepto a pH 7. Esto puede
deberse a que en CLM, los equilibrios acido-base se desplazan en mayor medida hacia valores
de pH superiores, por lo que la zona de predominio de la especie no idnica se incrementa. Por otro
lado, las correlaciones fueron mas deficientes que las obtenidas con las fases moviles
acuo-organicas y se deterioraron con la concentracién de SDS, no encontrandose una tendencia
clara con la concentracion de acetonitrilo. La Figura 7.3a muestra la representacion obtenida para
la fase mo6vil SDS 0.05 M-10% de acetonitrilo a pH 3. En la bibliografia aparecen comentarios
sobre la mejora de las correlaciones, en CLM, al utilizar k en lugar de log k Sin embargo, se
comprobé que para el conjunto de diuréticos, los coeficientes de correlacién para k vs. log P, son

apreciablemente inferiores a los de log k vs. log P, .

Debe indicarse que se ha excluido el diurético basico triantereno de las correlaciones, ya
que su comportamiento se aparta claramente del observado para los diuréticos acidos o
débilmente acidos. La retencion de este diurético es muy superior a la que cabria esperar por su
hidrofobicidad, de acuerdo a los valores de log P,,. Ello es debido a la interaccion adicional de
tipo electrostatico que se establece entre la especie cargada positivamente y la columna
modificada con el tensioactivo anidnico, que no se puede aislar de la interaccion hidrofébica. Este
comportamiento (una retencion superior a la que le corresponderia por su valor de log P,,) no es
exclusivo del triantereno, sino que es comun de los compuestos basicos, y se ha observado para
el diurético amilorida y un nimero elevado de B-bloqueantes (Capitulo 5), fenetilaminas [41] y

antidepresivos triciclicos (Capitulo 8).
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Tabla 7.2. Coeficientes de correlacion entre los datos de retencién en
RPLC micelar-organica y los coeficientes de reparto moleculares y

aparentes a diversos valores de pH.

log P?®
108 Ko gesceonioiysosm  PH 3 pH 4 pH 5 pH7
10g kyg_0.05 0.930 0.935 0.905 0.454
10g kyg_o.05 0.928 0.936 0.838 0.405
10g ky5-.10 0.919 0.897 0.890 0.470
10g kyg-0.15 0.907 0.911 0.899 0.472
10g k.15 0.910 0.919 0.877 0.281
log P,,
10g ko ge acetonitriiowivyspsm ~ PH 3 pH 4 pH 5 pH7
10g Kyo-00s 0.928 0.899 0.840 0.948
10g kyo.05 0.927 0.923 0.933 0.944
10g k5010 0.918 0.893 0.846 0.931
log kyg-.5 0.904 0.866 0.762 0.885
10g kg5 0.909 0.890 0.853 0.911
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log Kym

Figura 7.3. Correlaciones establecidas entre log k y log P,, o log k,,,,
para 13 diuréticos (se excluye el triantereno), eluidos mediante CLM.

Fase mdvil: 10% de acetonitrilo-SDS 0.05 M a pH 3.
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7.4.3. Correlacion entre la retencion cromatogrdfica y los descriptores isocrdticos

a) RPLC acuo-orgdnica

Para llevar a cabo estudios de correlacién con la hidrofobicidad, resulta muy util disponer
de un pardametro independiente de la concentracién del modificador orgénico en la fase mévil. En
este sentido, log k,, que es una estimacion del factor de retencién a una concentracion de
modificador organico del 0% (agua pura), es uno de los descriptores cromatograficos mas
ampliamente utilizados en las medidas de hidrofobicidad [3-11], a pesar de tratarse de un valor
extrapolado que puede conducir a importantes errores y distintos resultados para diferentes
modificadores. El valor extrapolado log £, se calcula a partir del ajuste realizado al representar
los valores de log k para cada compuesto, frente a la concentracion de modificador organico, ya
que la retencién cromatografica en RPLC con fases moviles binarias acuo-orgénicas se puede

modelizar como una funcion lineal:
logk = logk, + S¢ (7.3)

donde ¢ es la fraccién volumétrica de modificador organico y S se considera una estimacion de

la fuerza eluyente de la fase movil.

En RPLC, cuando se consideran valores de retencion en un intervalo amplio de
concentraciones de modificador organico, los valores suelen ajustarse mejor a una funcién
parabdlica, lo que implica la adicién de un término cuadratico para la fraccion volumétrica del
modificador. Esto puede ocasionar problemas al realizar la extrapolacién. En el caso de los
diuréticos estudiados, para el intervalo de concentraciones de acetonitrilo de trabajo, se encontr6
que los ajustes eran lineales para todos los valores de pH examinados (» > 0.99), observandose

tan solo un ligero deterioro a pH 7 (» > 0.98) para algunos compuestos.

Los datos de retencion obtenidos con fases méviles acuo-organicas se correlacionaron con
log k, . Como se puede observar en la Tabla 7.3, las correlaciones fueron satisfactorias a los
valores de pH mas acidos, deteriorandose a medida que se disminuye la retencién de los solutos
con el aumento del pH y de la concentracion de acetonitrilo. La Figura 7.4a muestra la correlacion

obtenida a pH 4 para el 30% de acetonitrilo.
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Figura 7.4. Correlaciones establecidas entre log k£ (30% de acetonitrilo
apH4)y log k,0 ¢,, para los 14 diuréticos, eluidos mediante RPLC

acuo-organica.
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Recientemente, se ha introducido el llamado indice cromatografico de hidrofobicidad, ¢,
[4,6]. Este descriptor se define como la fraccion volumétrica de disolvente organico en la fase
movil, a la cual el tiempo de retencion duplica al tiempo muerto, lo que significa que log £ = 0.
Los valores de ¢, se calculan a partir de la ordenada en el origen (log k,) y de la pendiente de las

representaciones de log & vs. @. A partir de la Ecuacion 7.3 se obtiene:

logk,
S

@ = (7.4)

Para los diuréticos, los factores de retencion dieron lugar a coeficientes de correlacion
aceptables con los valores de ¢, (Tabla 7.3), mostrando también un deterioro al incrementarse el
pH, aunque no se observaron variaciones apreciables en las correlaciones al variar la
concentracion de acetonitrilo. Sin embargo, éstas fueron més deficientes que las establecidas con
log k&, . La Figura 7.4b ilustra la variacién de log k con este descriptor, para una fase moévil

conteniendo un 30% de acetonitrilo a pH 4.

b) CLM

Al igual que para RPLC acuo-orgénica, en CLM, un parametro independiente del valor de
las concentraciones de tensioactivo y modificador orgénico puede ser util en estudios de
correlacion. De forma similar a log k,, se defini6 el parametro log k,,, como el factor de retencién
extrapolado a una fase mévil que no contiene ni tensioactivo ni disolvente organico. En
un trabajo previo, se aplicé un modelo tedrico propuesto por primera vez por Strasters y col. [42]
(Ecuacién 7.5) para obtener este parametro para un grupo de B-bloqueantes [25], obteniéndose

correlaciones de log k,,, vs. log P, no demasiado satisfactorias (» = 0.91).

logk =a +b[M] +ce (7.5)

donde a es el parametro extrapolado log %,
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La Ecuacién 7.5 se aplicd a los diuréticos, obteniéndose representaciones lineales con
coeficientes de correlacion en el intervalo r=0.98 -0.99 a pH 3-4, que se deterioraron a valores
de pH mayores (especialmente a pH 7). Por otro lado, los factores de retencién se correlacionaron
muy aceptablemente con los valores de log k,,, . Los resultados se muestran también en la Tabla
7.3. Las correlaciones fueron excelentes a valores de pH écidos, para cualquier composicion de
la fase movil (r = 0.98-0.99), siendo incluso mejores que las obtenidas con los datos procedentes
de las fases moviles acuo-organicas. La Figura 7.3b ilustra una de estas representaciones para la

fase mdvil de SDS 0.05 M-10% de acetonitrilo a pH 3.

A continuacion, las escalas de hidrofobicidad basadas en los descriptores isocraticos, log &,
@,y log k,,,, se correlacionaron entre si y con log P,, . Como era de esperar, s6lo se obtuvieron
resultados aceptables en medio acido. Los resultados se muestran en la Tabla 7.4. Los tres
descriptores mostraron correlacionés aceptables con log P,, en las fases méviles a pH 3 y 4,

siendo en comparacién con las correlaciones obtenidas para log k vs. log P, , mas deficientes en

ap?
RPLC acuo-organica y algo mejores para CLM. La Figura 7.5a muestra la correlacion obtenida

para log k, vs. log P,, , para fases mdviles de acetonitrilo-agua a pH 3.

Finalmente, se observd que el descriptor cromatografico acuo-organico log k%, se
correlaciono aceptablemente con su equivalente micelar, log k,,,,, a pH 3 y 4 (> 0.93, ver Tabla
7.4). La Figura 7.5b muestra la representacion para log k,, vs. log k,,, a pH 3. Ambos pardmetros
corresponden a extrapolaciones de la retencion en agua (en ausencia de cualquier modificador).
Sin embargo, no conducen a los mismos resultados. En la bibliografia de RPLC acuo-orgéanica,
aparecen con frecuencia comentarios sobre la obtencion de valores de log k,, distintos para
acetonitrilo y metanol. Sin embargo, las ecuaciones de correlacion fueron similares a pH 3 y 4.

Las ecuaciones ajustadas fueron:
log k,,=0.650 log £,,,, — 0.243

log k,, = 0.680 log k,,, - 0.256

respectivamente.
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Figura 7.5. Correlaciones establecidas entre log k,, y

log P,, 0 log k,,,, a pH 3.
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Tabla 7.4. Coeficientes de correlaciéon entre los descriptores isocraticos de

hidrofobicidad y log P,, a diversos valores de pH.

pH3 pH 4 pH 5

log P, logk, log P,, log &, log P,, log k,,

logk, 0.936 0.976 0.917
@, 0.940 0.941 0.938 0.933 0.852 0914

log k,,, 0.931 0.965 0.891 0.936 0.803 0.884

7.5. Conclusiones

Los datos de retencién de un grupo de 14 diuréticos, con diversos grados de ionizacién
en el intervalo de pH de trabajo de la columna cromatografica (pH 3-7), expresados como log £,
asi como sus descriptores isocraticos, log %, , ¢, y log k£, , obtenidos para fases méviles
acuo-organicas y micelar-organicas, se correlacionaron aceptablemente con los valores de log P,
a valores de pH &cidos, especialmente para RPLC acuo-orgéanica. En este caso, la calidad de las
correlaciones fue muy superior a la obtenida cuando se correlacionaron los datos de retencién con
ellog P, molecular. Para CLM, las correlaciones con los valores moleculares y aparentes fueron

similares, por lo que la correccién no parece ser tan importante, debido probablemente al mayor

desplazamiento de los equilibrios 4cido-base hacia valores superiores de pH .

El valor de log P, considera la distribucion de ambas especies acido-base de los solutos
ionicos a diversos valores de pH. Para realizar la correccién de los valores de log P, en funcién
de la acidez de la fase movil, se utilizaron las constantes de disociacidon en medio acuoso. Es
previsible que se mejoren los resultados si se emplean las constantes correspondientes a las
mezclas de acetonitrilo-agua y de acetonitrilo-SDS empleadas en las fases moviles. En la
actualidad, solo se dispone de estos valores para las fases moéviles acuo-orgénicas, y solo para

unos pocos diuréticos.
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También se obtuvieron coeficientes de correlacién suficientemente satisfactorios para las
representaciones de ¢, (que se considera generalmente como un parametro menos adecuado para
medir la hidrofobicidad), log £, y log k,, vs. log P,, , aunque mas deficientes que las
correspondientes a log &, debido a que son descriptores obtenidos a partir de una extrapolacion.
Estos parametros poseen, sin embargo, la ventaja de ser independientes de la concentracion de

modificador.

Los diuréticos incluyen compuestos con un caracter acido-base diverso: neutros, cidos
(la especie acida es neutra) y bésicos (la especie basica es catidnica). En RPLC, la retencion de
todos estos compuestos se debe principalmente a su hidrofobicidad, por lo que pueden incluirse
en el mismo estudio de correlacion. Por el contrario, en CLM, los compuestos basicos protonados
se ven atraidos fuertemente por la fase estacionaria, mostrando una retencién muy superior a la
que se espera en base a su hidrofobicidad. Por lo tanto, en este modo cromatografico, es necesario
diferenciar dos tipos de compuestos para establecer las correlaciones: por un lado, el conjunto

de compuestos neutros y acidos, y por otro, el de los compuestos basicos.
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PROCEDIMIENTOS OPTIMIZADOS PARA EL CONTROL
CROMATOGRAFICO DE PREPARADOS FARMACEUTICOS
QUE CONTIENEN ANTIDEPRESIVOS TRICICLICOS



Capitulo 8

8.1. Resumen

Se examind el comportamiento cromatografico (forma de los picos, fuerza eluyente,
selectividad y resolucién), de siete antidepresivos triciclicos (ATs): amitriptilina, clomipramina,
doxepina, imipramina, maprotilina, nortriptilina y trimipramina. Para ello, se hizo uso de
columnas convencionales C; C,3y XTerra MS Cg, esta tiltima recomendada para el anélisis de
compuestos basicos, asi como de fases méviles de acetonitrilo-agua y micelares de dodecilsulfato
sédico (SDS)-pentanol. Las dos mejores combinaciones fueron: XTerra C,;/acetonitrilo, que dio
lugar a las mayores eficacias y mejor resolucion, y C, /SDS-pentanol, con la que se eliminaron
las colas de los picos que todavia se observan con la columna XTerra C,;. Ambos sistemas se
aplicaron al desarrollo de un procedimiento cromatografico para el control de ATs en preparados
farmacéuticos utilizando deteccion UV. Las composiciones de las fases mdviles seleccionadas
fueron: 35% de acetonitrilo a pH 3 (columna XTerra C,;), y SDS 0.075 M-6% de pentanol
(columna C;), también a pH 3. Se consiguieron recuperaciones satisfactorias en ambos casos, con
desviaciones estdndar relativas siempre por debajo del 0.6 y 2.0%, respectivamente. La
preparacion de las muestras fue sencilla en ambas modalidades, puesto que no fue necesaria la
extraccion previa de los farmacos. Sin embargo, el modo micelar presenta la ventaja de utilizar
una menor cantidad de disolvente orgénico, que es retenido en la disolucién micelar de SDS. La

columna C, es también m4s econémica.
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8.2. Introduccion

Los antidepresivos triciclicos (ATs) se utilizan rutinariamente en el tratamiento de
desérdenes depresivos, debido a su eficacia en la reanimacién de los pacientes al interferir en la
absorcion de la norepinefrina o serotonina [1]. El estudio de estos farmacos también posee interés
en la toxicologia forense. Su estructura quimica posee tres anillos, siendo el central aliciclico con
siete atomos, excepto para algunos ATs, tales como clomipramina, doxepina, imipramina y
trimipramina, donde el anillo central es heterociclico (Tabla 8.1). La cadena lateral se deriva de
la N-alquildimetilamina o N-alquilmetilamina [3]. La accién farmacolégica depende en gran
medida de su estructura. Asi, las aminas secundarias como la nortriptilina son potentes
inhibidores de la norepinefrina, mientras que las aminas terciarias como la amitriptilina, doxepina
o imipramina, son més efectivas como inhibidores de la serotonina. Sin embargo, las aminas
terciarias se prescriben mayoritariamente, ya que las aminas secundarias se metabolizan y

excretan en el cuerpo humano mas lentamente que las terciarias [3].

Los métodos de andlisis para determinar ATs, que aparecen en la bibliografia, se han
desarrollado generalmente para suero y plasma, debido a que el metabolismo de estos farmacos
es muy variable entre unos sujetos y otros [4]. Por consiguiente, resulta de gran interés su control
y el de sus metabolitos activos en las muestras clinicas, con el fin de minimizar posibles efectos
laterales y evitar reacciones toxicas. Generalmente, se ha empleado la cromatografia liquida en
fase inversa (RPLC) con fases méviles acuo-orgénicas para determinar los ATs en muestras

bioldgicas o en estandares [4-12].

Los ATs se han utilizado también como solutos de prueba, con el objeto de encontrar
nuevas fases estacionarias que resuelvan el problema asociado a los compuestos basicos, lo que
se halla relacionado con eficacias pobres y formacién de picos con colas [13-15]. Asi, por
ejemplo, Needham y col. [14] realizaron un amplio estudio comparativo de varias fases
estacionarias (pentafluorofenilo, OH, CN, CH,, asi como C,, Cg y C}q), utilizando ATs y
B-bloqueantes, a fin de encontrar un equilibrio entre una forma de pico y una sensibilidad
adecuadas. Sin embargo, a pesar del gran ntimero de referencias existentes, no se ha publicado
ningiin estudio completo sobre el comportamiento cromatografico de los ATs. Ademas, son

escasos los procedimientos para determinar estos compuestos en preparados farmacéuticos,
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refiriéndose los trabajos publicados tan s6lo a amitriptilina, nortriptilina y derivados de la

imipramina [16-18].

En la determinacion de ATs, se utilizan principalmente columnas de fase inversa
alquil-enlazadas C; y C,4 [4-11], aunque existen también antecedentes del uso de otras fases
estacionarias, tales como C,; en las que los grupos silanol han sido protegidos [10], CN [12],y
fases enlazadas a B-ciclodextrinas [19]. A menudo es necesario afiadir tampones y diversos
aditivos, tales como alquilaminas, para obtener formas de pico y retenciones adecuadas

[4,6-8,12].

En este capitulo, se presenta un detallado estudio del comportamiento cromatografico en
RPLC de siete ATs (amitriptilina, clomipramina, doxepina, imipramina, maprotilina, nortriptilina
y trimipramina), utilizando tres fases estacionarias distintas: columnas C; y C,5 convencionales,
y una columna C,; especial para compuestos bésicos que contiene particulas enlazadas hibridas,
donde unidades de metilsiloxano reemplazan a un tercio de los silanoles (XTerra C,g). Con ello,
se logra una importante mejora de la forma de los picos. El estudio considera el uso de fases
moviles acuo-organicas y micelar-organicas. Con la informacion obtenida en este estudio, se
desarroll6 un sencillo procedimiento para la determinacion en preparados farmacéuticos de los
ATs que se prescriben con mayor frecuencia, haciendo uso de deteccion UV. A pesar de que estos
farmacos no se encuentran juntos en los preparados, se desarrolld un procedimiento
cromatografico que utiliza la misma columna y composicién de la fase movil para todos ellos.
Un procedimiento unico 1til para la deteccién de varios farmacos es de gran interés en los
laboratorios farmacéuticos, ya que el mantenimiento de procedimientos distintos para cada

farmaco incrementa los costes de los analisis.
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Tabla 8.1. Estructuras, constantes de protonacion y coeficientes de reparto

octanol-agua de los antidepresivos triciclicos®

Compuesto Estructura log K log P,
Amitriptilina CHCHZCHZN 9.4 4.64
Nen,
Clomipramina . @ 9.4 5.30
(CHZ)JN ~ CH

@

@ 9.0 3.88

Doxepina
C HCHzCHzN \CHJ
Imipramina 9.5 441
(CHZ)JN « CH
Nortriptilina @ I @ 9.7 432
CHCH,CH,NHCH;
(CH,);NHCH
Maprotilina @‘]@ NE 422
Trimipramina © 1 b NE 4.73

CH;CHCH N

CH;

* Ref. [2]; NE, no encontrado
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8.3. Parte experimental
8.3.1. Reactivos e instrumentacion

Se prepararon disoluciones madre conteniendo 100 ug ml™' de los antidepresivos triciclicos
amitriptilina, clomipramina, doxepina, imipramina, maprotilina, nortriptilina y trimipramina
(Sigma, St. Louis, MO, EE.UU.) (Tabla 8.1). Para el modo acuo-orgénico, los ATs se disolvieron
en etanol (Prolabo, Paris, Francia) con ayuda de un bafio de ultrasonidos (modelo 617, Selecta,
Barcelona), y se diluyeron con agua. Para el modo micelar, las disoluciones se prepararon de
modo similar pero la dilucién se realizé con dodecilsulfato sédico (SDS) 0.10 M (Merck,
Darmstadt, Alemania). Todos los fArmacos se mantuvieron estables durante al menos dos meses

a4°C.

Se utiliz6 acetonitrilo (grado HPLC, Scharlab, Barcelona) en las mezclas acuo-organicas.
Las fases mdviles micelares se prepararon con SDS y pentanol (Scharlab). El pH se ajusté con
dihidrégenofosfato sédico y HCI (Panreac, Barcelona). Otros detalles sobre la preparacion de las

disoluciones se recogen en capitulos anteriores.

El equipo cromatografico fue el mismo utilizado en estudios anteriores. La sefial se
monitorizd a 254 nm. Los datos se trataron nuevamente con MICHROM [20] para el modo
micelar, y con su version extendida (CHROM) [21] para el modo acuo-orgéanico. Otros detalles

de operacién se describen en capitulos anteriores.

Se hizo uso de las siguientes columnas, todas ellas con un tamafio de particula de 5 pm:
columnas ODS-2 C,; de 125 x 4.6 mm d.i. (Scharlab), Eclipse XDB-C; de 150 x 4.6 mm d.i.
(Agilent, Palo Alto, CA, EE.UU.), ambas conectadas a una precolumna de 30 x 4.6 mm d.i.
Nucleosil C,; (Scharlab), y columna XTerra MS C,; de 150 x 4.6 mm d.i. (Waters, MA, EE.UU.),
conectada a una precolumna XTerra MS C,; de 20 x 3 mm. El sistema cromatografico se lavé
peridédicamente con los disolventes apropiados, dependiendo de la naturaleza de la fase movil y

del tipo de columna.

Las fases moviles que se recomiendan para el andlisis de los preparados farmacéuticos son:
35% de acetonitrilo a pH 3 (columna XTerra C,;), y SDS 0.075 M-6% de pentanol (columna C,)

a pH 3. En ambas modalidades se ajusté el pH antes de afiadir el disolvente orgéanico.
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8.3.2. Procedimiento

Los preparados analizados se encontraban en forma de pastillas y cépsulas. Se calcul6 el
peso medio por pastilla o cipsula tomando 10 unidades de las mismas. Las pastillas y el
contenido de las capsulas se trituraron y redujeron a polvo fino homogéneo, en un mortero. Se
tomaron varias porciones y se sonicaron en presencia de una pequefia cantidad de etanol para el
modo acuo-organico y de etanol-SDS 1:1 para el modo micelar. Las disoluciones se efectuaron
con aguay SDS 0.10 M, respectivamente. Los excipientes no se disolvieron en ninguno de estos
medios, por lo que las disoluciones de las muestras se filtraron antes de su inyeccion en el

cromatdgrafo.

8.4. Resultados y discusion
8.4.1. Comportamiento cromatogrdfico de los antidepresivos triciclicos

La RPLC acuo-organica se ha utilizado ampliamente en la determinacion de ATs. En estos
estudios son usuales las fases méviles que contienen acetonitrilo, metanol o mezclas de ambos,
junto a una columna C,; convencional [5- 8], aunque el acetonitrilo es generalmente el disolvente
preferido. En otras ocasiones, se emplean columnas Cq con eluyentes similares [4,9,12]. También
es una practica comun afiadir un aditivo aminico (butilamina, dietilamina o trietilamina) a las
fases moviles, para mejorar la forma de los picos cromatograficos [4,6-8,11]. Sin embargo,
debido a qhe incluso en presencia de aminas se obtienen picos asimétricos y bajas eficacias con
las fases estacionarias convencionales, se han desarrollado algunos procedimientos para ATs con
columnas especiales, en las que los silanoles se hallan protegidos [10,13-15]. Finalmente, se han
empleado en menor medida las columnas ciano para estos analisis [12-14], asi como las fases

estacionarias enlazadas a p-ciclodextrinas [19].

Por su parte, no existen referencias sobre el empleo de fases moviles micelares para la
determinacion de ATs, habiéndose publicado tan sélo un estudio sobre las correlaciones que se
establecen entre el factor de retencion de los ATs en cromatografia liquida micelar (CLM) con
fases moviles del tensioactivo no idnico Brij-35, y algunos pardmetros farmacocinéticos y

respuestas bioldgicas [22]. En trabajos previos, se encontr6é que, en oposicion a los problemas

214



Capitulo 8

relacionados con las bajas eficacias obtenidas con los compuestos bésicos cuando se
cromatografian con las fases moviles acuo-organicas en RPLC clésica, la CLM es una técnica
adecuada para estos analisis haciendo uso de columnas C,; convencionales, en ausencia de
aditivos aminicos. Existen varios ejemplos interesantes que emplean fases méviles hibridas del
tensioactivo SDS y propanol, butanol o pentanol como modificadores orgénicos, para

B-bloqueantes (ver Capitulos 3 y 4), fenetilaminas [23], diuréticos [24] y tetraciclinas [25].

Se muestra aqui un estudio del comportamiento cromatogréafico en RPLC clésica y CLM
de los farmacos basicos amitriptilina, clomipramina, doxepina, imipramina, maprotilina,
nortriptilina y trimipramina, empleando tres columnas de distinta naturaleza: C; y C,s no
protegidas, y XTerra C,q . Las fases méviles se tamponaron a pH 3 para incrementar las eficacias
de los compuestos, mediante la protonacion de los grupos silanol libres en la columna. Con el fin
de estudiar con detalle la variacion de la retencién con la composicion de la fase movil, se
modelizaron los datos cromatograficos (factores de retencién, eficacias y factores de asimetria),
de acuerdo a modelos previamente establecidos (ver Capitulo 1). Estos modelos conducen a

predicciones exactas de estos pardmetros y facilitan el desarrollo de métodos analiticos.

En primer lugar, se realizo el analisis de los siete ATs empleando mezclas de acetonitrilo-
agua. Tal como se observaen la Tabla 8.1, los valores de log P, (coeficientes de reparto octanol-
agua) de estos fArmacos se encuentran en el intervalo 3.9-5.3, lo que significa que deben asociarse
fuertemente a las cadenas alquilicas de la fase estacionaria C,; . Por esta razén, y a fin de obtener
tiempos de retencion adecuados, el estudio de optimizacion con esta columna se efectud dentro

del intervalo de concentraciones de acetonitrilo 60-80% (v/v).

La Figura 8.1a muestra un cromatograma de una mezcla de los ATs, obtenido utilizando las
condiciones de maxima resolucion (60% de acetonitrilo). Se puede observar que la resolucion es
muy deficiente, el tiempo de analisis demasiado elevado, las eficacias bajas (alrededor de
60-110), y los factores de asimetria altos (B/4 =4.7-6.7, donde B y 4 son las distancias desde
el centro a los extremos posterior y anterior del pico cromatogréfico, respectivamente, medidos
al 10% de la altura del pico). Se obtuvieron eficacias y asimetrias similares o mas deficientes para

otras composiciones de acetonitrilo-agua, haciendo uso de la misma columna C,, (Figura 8.2a).
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Figura 8.1. Cromatogramas de mezclas de siete ATs para las condiciones de maxima
resolucion. Los sistemas cromatograficos son: (a) C,3 /60% de acetonitrilo, (b) C4/25% de
acetonitrilo, (¢) XTerra-C,3/29% de acetonitrilo, y (d) C3/SDS 0.10 M-3.4% de pentanol.
Compuestos: AMI = amitriptilina, CLOMI = clomipramina, DOXE = doxepina, IMI =
imipramina, MAPRO = maprotilina, NOR = nortriptilina, y TRIMI = trimipramina.
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Figura 8.2. Influencia del disolvente organico sobre los valores de eficacia en los sistemas

acuo-organicos que utilizan las columnas C g (a), Cq (b), y XTerra-C 5 (c), y en el sistema

micelar utilizando la columna C; (d). Compuestos: imipramina (M), doxepina (@),

amitriptilina (A), trimipramina (), clomipramina (O), maprotilina (a), y nortriptilina (0).
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Se llevd a cabo un estudio similar con una columna Cg; y mezclas de acetonitrilo-agua. En
este caso, se necesitd una cantidad inferior de acetonitrilo para eluir los ATs en tiempos
adecuados. Asi, el intervalo de concentraciones de acetonitrilo fue 25-50%. La Figura 8.1b
muestra el cromatograma 6ptimo obtenido para 25% de acetonitrilo. Con la columna C; se mejord
considerablemente la calidad de los pardmetros cromatograficos, con valores de eficacia y
asimetria de pico en los intervalos 1700-4200 y 2.0-3.4, respectivamente. Sin embargo, se
observé una reduccion general en las eficacias al incrementarse la concentracién del disolvente
orgénico (Figura 8.2b). Por otro lado, se mejor6 considerablemente la resolucién con respecto a
la columna C,4, aunque amitriptilina y maprotilina aparecieron siempre solapadas a tiempos de

retencidn intermedios. El tiempo de andlisis se mantuvo de nuevo elevado.

Se completé el estudio con la columna protegida XTerra C,, . El intervalo experimental
seleccionado fue similar al de la columna Cg: 25-50% de acetonitrilo. La fase mévil 6ptima
correspondi6 a 29% de acetonitrilo (Figura 8.1c). La columna XTerra proporciond los mejores
resultados en lo que respecta a la resolucion y eficacias. Los picos aparecieron suficientemente
resueltos, pero el tiempo total de andlisis fue ain elevado, de 45 min. Las eficacias se situaron
en el intervalo 2200-6700 platos tedricos para la fase mé6vil que contiene 25% de acetonitrilo,
pero disminuyeron al aumentar la cantidad de disolvente orgénico, del mismo modo que ocurrié

con la columna C; (Figura 8.2c¢).

La seleccion de la fase estacionaria y del modificador orgéanico para el sistema micelar
considerd de nuevo la baja polaridad de los ATs. Se escogié un alcohol de fuerza eluyente alta,
el pentanol, y una columna C,, a fin de obtener los mejores resultados de acuerdo a la resolucion
y tiempo de analisis. De hecho, se comprobd que la columna C,; proporcionaba tiempos de
retencion superiores a 50 min para todos los compuestos, utilizando SDS-acetonitrilo, y que con
esta misma columna y un disolvente orgénico mas fuerte (pentanol), aunque los tiempos de
retencion se acortaron apreciablemente (a 15-25 min con las fases méviles de mayor fuerza

eluyente), se obtenian siempre picos muy deformados.

El disefio experimental utilizado para optimizar la composicion de la fase moévil cubri6 los
siguientes intervalos: SDS entre 0.075 y 0.15 M y pentanol entre el 2 y 6% (v/v). La Figura 8.1d

muestra el cromatograma obtenido en las condiciones 6ptimas (SDS 0.10 M-3.4% de pentanol).
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Como se observa, la resolucion es muy pobre, no siendo posible la separacion hasta la linea base

para ninguna combinacion de concentraciones de SDS y pentanol.

La maprotilina no aparece en el cromatograma simulado para CLM, debido a su elevada
retencion a bajas concentraciones de pentanol. En contraste con el modo acuo-organico, las
eficacias se incrementaron al aumentar el contenido en disolvente orgéanico (Figura 8.2d). Aunque
las eficacias fueron inferiores a las obtenidas en el modo acuo-organico (1000-1800 platos
tedricos a concentraciones intermedias de SDS y pentanol), los picos son muy simétricos, con
valores de B/A generalmente por debajo de 1.2. Este valor debe compararse con los mejores
valores obtenidos con las fases moviles acuo-organicas (columna XTerra C,;), que se situaron
siempre por encima de B/4 = 1.6. La formacién de picos simétricos para los compuestos basicos
cromatografiados con fases moviles micelares se ha relacionado con la adsorcidén del SDS sobre
la columna, que evita su interaccién con los grupos silanol. Ademas, la cinética de asociacion
entre los solutos cargados y el tensioactivo parece ser mas facil que los procesos de intercambio

ionico en los que intervienen los grupos silanol de la superficie de la silice.

El estudio anterior muestra que la columna XTerra C,; es la mas adecuada para fines de
“screening”. Sin embargo, los preparados farmacéuticos que se comercializan contienen tan sélo
un AT. Por ello, para este tipo de muestras se consideré mas importante la obtenciéon de un
tiempo de andlisis bajo, por lo que se examinaron fases moéviles de fuerza eluyente superior. La
Tabla 8.2 muestra los tiempos de retencién para las fases méviles seleccionadas, que son

apropiados para todos los ATs.

De nuevo es evidente que aunque las eficacias son inferiores para el sistema Cg/micelar que
para el Cg /acetonitrilo y XTerra C,; /acetonitrilo, la simetria de los picos para el primero es
apreciablemente superior. El tiempo de retencidn de la clomipramina con la columna XTerra C,q
puede disminuirse incrementando la cantidad de acetonitrilo, pero si se desea utilizar la misma
composicion de fase mévil para analizar el conjunto completo de ATs (que era el objetivo
planteado), la retencion de la doxepina disminuiria excesivamente, dificultando su resolucion de
las perturbaciones que muestran los preparados farmacéuticos a la cabecera de los

cromatogramas.
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Tabla 8.2. Tiempos de retencion, eficacias y factores de asimetria para los ATs cromatografiados

en diferentes sistemas.

C,s / 80% de acetonitrilo C; / 35% de acetonitrilo

Compuesto

t, (min) N B/A t, (min) N B/A
Amitriptilina 9.2 95 4.7 8.8 3035 2.7
Clomipramina 9.0 120 43 13.1 3420 3.0
Doxepina 5.9 90 4.7 5.1 1850 2.8
Imipramina 7.4 80 5.4 7.4 2720 25
Maprotilina 5.1 140 5.6 8.3 1500 3.8
Nortriptilina 6.1 175 4.5 8.0 3080 2.6
Trimipramina 8.3 110 4.7 9.8 3495 24

XTerra C,3/ 35% de acetonitrilo ~ Cg/ SDS 0.075 M-6% de pentanol

t (min) N B/A t (min) N B/A
Amitriptilina 8.5 3450 1.7 8.6 1825 1.2
Clomipramina 13.6 4595 1.7 9.3 1685 1.1
Doxepina 5.1 1780 2.0 7.8 1805 1.4
Imipramina 7.5 2680 2.1 8.5 1985 1.2
Maprotilina 83 2025 2.6 10.4 1870 1.1
Nortriptilina 7.9 3285 1.7 9.6 1880 1.3
Trimipramina 10.1 3910 1.6 8.7 1795 1.3

220



Capitulo 8

Debido a los buenos resultados obtenidos con la columna XTerra C,5, respecto a la eficacia
y forma de los picos, no se considerd la posibilidad de afiadir un aditivo aminico. Finalmente, el
procedimiento de CLM con la fase mévil de SDS-pentanol y la columna C; requiere una menor
cantidad de disolvente organico que la RPLC con acetonitrilo y la columna XTerra C,; . Por esta
razon, se continud el desarrollo de los procedimientos analiticos para determinar los ATs en los

preparados farmacéuticos comparando las prestaciones de ambos sistemas.

8.4.2. Retencion, estructura y polaridad

Los ATs muestran una estructura aminica distinta en su cadena lateral. Asi, maprotilina y
nortriptilina son aminas secundarias, mientras que amitriptilina, clomipramina, doxepina,
imipramina y trimipramina son terciarias. Al realizar el estudio general del comportamiento
cromatografico de los ATs, se observd una correlacion entre su retencidn y estructura, asi como

respecto a su hidrofobicidad, medida como log P, .

El orden de elucion obtenido para las columnas C; y XTerra C,3 con fases méviles de
acetonitrilo-agua, se correlacioné bien con los valores de log P, (indicados entre paréntesis),
con independencia de que se tratara de aminas secundarias o terciarias: doxepina (3.88),
imipramina (4.41), nortriptilina (4.32), maprotilina (4.22), amitriptilina (4.64), trimipramina
(4.73), y clomipramina (5.30) (Figuras 8.1b y 8.1c). Al contrario, con las columnas C; y
acetonitrilo-agua, las aminas secundarias (maprotilina y nortriptilina, ver Figura 8.1a) eluyeron
antes que las terciarias, manteniendo la correlacion entre la retencion y la polaridad dentro de
cada grupo. Este comportamiento es opuesto al encontrado en CLM: las aminas terciarias

eluyeron antes que las secundarias, de acuerdo a sus valores de log P, (Figura 8.1d). Por lo

ofw

tanto, en RPLC con una columna C,; y en CLM con una Cg, la naturaleza de la amina es un factor

importante que gobierna la retencion.

El diferente orden de elucion en las diversas combinaciones de columna/fase mévil revela
que las selectividades son distintas. La Figura 8.3, en la que se comparan los factores de

retencion, k, en distintas situaciones, lo hace atin més evidente.
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Figura 8.3. Selectividad de los sistemas cromatograficos.
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Figura 8.3 (continuacion).
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Las Figuras 8.3a y 8.3b muestran que la selectividad no cambia con la composicion de la
fase movil para el sistema acuo-organico, utilizando las distintas columnas (se obtuvo una
representacion similar para la columna Cg). La selectividad es también similar para las columnas
C; y XTerra C,; (Figuras 8.3c y 8.3d), pero resulta significativamente distinta para la columna
C,;. La Figura 8.3e ilustra este comportamiento a través de la débil correlacién entre la retencién
en las columnas C,; convencional y XTerra, haciendo uso de fases méviles conteniendo 60y 50%
de acetonitrilo, respectivamente. Finalmente, el sistema micelar da también lugar a una

selectividad distinta (Figura 8.3f).

8.4.3. Caracteristicas analiticas significativas y andlisis de los preparados farmacéuticos

Se analizaron preparados farmacéuticos de seis de los siete ATs estudiados en este trabajo:
amitriptilina, clomipramina, doxepina, maprotilina, nortriptilina y trimipramina, que se prescriben
con frecuencia en Europa. Se llevaron a cabo analisis paralelos de todos los preparados utilizando
las combinaciones XTerra C,;/35% de acetonitrilo y C¢/SDS 0.075 M-6% de pentanol. Los

tiempos de retencion se recogen en la Tabla 8.2.

Se construyeron curvas de calibrado utilizando las areas de los picos cromatogréficos de
inyecciones duplicadas de estandares de los fArmacos, a concentraciones crecientes en el intervalo
30-70 ug ml™'. Se obtuvieron las curvas en tres dias consecutivos y se repitieron al cabo de uno
a tres meses para estudiar su variabilidad. Las Tablas 8.3 y 8.4 muestran los pardmetros de las
rectas ajustadas, donde las concentraciones se expresan en pg ml™'. Los coeficientes de variacion
de las pendientes fueron (acuo-organico y micelar, %): amitriptilina (3.1, 2.1), clomipramina (1.9,
0.5), doxepina (1.0, 1.0), maprotilina (3.3, 2.0), nortriptilina (3.6, 1.8), y trimipramina (0.6, 2.0).
Las ordenadas en el origen fueron estadisticamente nulas sélo para el modo micelar. Las
pendientes fueron también inferiores que para el sistema acuo-orgénico, lo que se tradujo en
limites de deteccién mayores (acuo-orgénico y micelar, ug ml™"): amitriptilina (0.02, 0.54),
clomipramina (0.19, 0.18), doxepina (0.03, 0.24), maprotilina (0.21, 1.7), nortriptilina (0.22,
0.40), y trimipramina (0.04, 0.09). La repetibilidad inter-dia, obtenida para medidas triplicadas
de estandares de 50 pg ml™', efectuadas en tres dias consecutivos (acuo-orgéanico y micelar, %)
fue: amitriptilina (0.54, 0.17), clomipramina (0.43, 0.30), doxepina (0.23, 0.45), maprotilina
(0.42, 1.70), nortriptilina (0.42, 0.20), y trimipramina (0.29, 0.60).
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Tabla 8.3. Parametros de calibracién para los ATs obtenidos con el
sistema XTerra C,;/ acetonitrilo, en tres dias consecutivos y en un

cuarto dia al cabo de uno a tres meses.

Compuesto Ordenada Pendiente r
0.21£0.17 0.133 £ 0.003 0.9991
0.13£0.20 0.137 £ 0.004 0.9990

Amitriptilina
-0.01+0.20 0.140 + 0.004 0.9990
-0.34+0.20 0.143 + 0.004 0.9990
-0.77£0.15 0.209 £+ 0.003 0.9997
-0.37+0.09 0.2025 £ 0.0010  0.9999
Clomipramina
-0.07 £0.05 0.2002 £ 0.0009  0.9999
-0.72+£0.21 0.205 + 0.004 0.9994
-0.11+£0.06 0.1981 £ 0.0010  0.9999
) -0.010+0.04  0.1963 £0.0009  0.9999
Doxepina
0.15+£0.12 0.1985+0.0020  0.9998
0.05+0.05 0.2013 £0.0009  0.9999
-0.05+0.02 0.0250 £ 0.0004  0.9995
-0.02 £ 0.05 0.0253 £0.0009  0.9996
Maprotilina
-0.03 £ 0.02 0.0240 £ 0.0004  0.9995
-0.03 £ 0.05 0.0260 £ 0.0009  0.9995
-0.32+0.09 0.147 + 0.002 0.9997
. -0.10+ 0.08 0.144 £ 0.002 0.9998
Nortriptilina
-0.10+0.06 0.147 £ 0.001 0.9999
0.11+£0.27 0.136 + 0.005 0.9997
-0.28 +0.10 0.1786 £ 0.0020  0.9998
-0.02 +0.05 0.1787 £ 0.0009  0.9999
Trimipramina

-0.13+0.06 0.1794 £ 0.0010  0.9999
-0.41+0.17 0.181 +0.003 0.9998
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Tabla 8.4. Pardmetros de calibracién para los ATs obtenidos con el
sistema Cy/ SDS-pentanol, en tres dias consecutivos y en un cuarto

dia al cabo de uno a tres meses.

Compuesto Ordenada Pendiente r
0.033+£0.02 0.0391 £0.0003  0.9999
0.073 £ 0.04 0.0382+£0.0007  0.9995

Amitriptilina
0.002 + 0.03 0.0401 £0.0005  0.9997
0.019£0.003  0.0397 £0.00006  0.9999
0.014+0.010  0.0519+0.0002  0.9999
0.01 £ 0.03 0.0516 £0.0005  0.9998
Clomipramina
-0.01+0.03 0.0523 £0.0005  0.9998
0.02 £ 0.02 0.0519+£0.0004  0.9999
0.016+0.005  0.0496 + 0.00008  0.9999
0.006 £ 0.020  0.0498 £0.0004  0.9999
Doxepina
-0.006 £0.013  0.0500+0.0003  0.9999
-0.018£0.009 0.0507 £0.0002  0.9999
0.005+0.005 0.0056 = 0.00009  0.9999
-0.004 £ 0.009  0.0058 £0.0002  0.9990
Maprotilina
-0.005+0.003 0.0058 +0.00006  0.9998
0.003 £ 0.006 0.00560 £ 0.00011+— 0.9999
-0.01 £0.02 0.0402 £ 0.0004  0.9998
0.00 £ 0.02 0.0401 £ 0.0004  0.9998
Nortriptilina
0.03 £0.01 0.0388 £0.0003  0.9999
0.002 +0.004  0.0403 + 0.00008  0.9999
-0.04 +0.03 0.0459+0.0006  0.9998
o ) 0.00 £ 0.02 0.0449 +0.0004  0.9999
Trimipramina

-0.03 £ 0.05 0.0457 £ 0.0009  0.9994
0.05 +0.01 0.0439+£0.0002  0.9999
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Se analizaron seis muestras de cada preparado realizando inyecciones duplicadas. Para estos
anélisis se pesd una cantidad apropiada de cada muestra para obtener disoluciones de 50 pg ml™
de los fArmacos. La Tabla 8.5 proporciona los contenidos declarados y los valores hallados, junto
con los porcentajes de recuperacion, que se situaron generalmente en el intervalo 97-110%. La
recuperacion fue inferior al 90% para Norfenazin (nortriptilina) utilizando el sistema
acuo-organico, y superior al 110% para Sinequan (doxepina) con ambos sistemas. Sin embargo,

la reproducibilidad para ambos preparados fue excelente, como se muestra més abajo.

El estudio de la reproducibilidad se realizd6 midiendo las sefiales obtenidas a partir de
réplicas de disoluciones de los preparados farmacéuticos, en las que los farmacos se encontraban
a tres concentraciones distintas: 30, 50 y 70 ug ml™'. Para cada réplica, se pesé la cantidad
apropiada de los preparados a fin de alcanzar un valor lo mas préximo posible a la concentracion
indicada. Por ello, la pesada contribuy¢ al error total. La reproducibilidad intra-dia se calculé a
partir de andlisis sextuplicados, y la reproducibilidad inter-dia a partir de ensayos triplicados
realizados durante seis dias consecutivos y durante cinco dias a lo largo de dos meses. Los valores
obtenidos se indican en las Tablas 8.6 y 8.7. La desviacion estandar relativa intra-dia se situd

siempre por debajo del 0.6% y la inter-dia por debajo del 2.0%.
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Tabla 8.6. Ensayos intra-dia para preparados farmacéuticos que contienen ATs.

Reproducibilidad (%)*

Compuesto Aﬁadi(_i?
(gml™)  XTerra C,s/acetonitrilo  C, /SDS- pentanol
30 0.20 0.27
Amitriptilina 50 0.14 0.17
70 0.13 0.13
30 0.29 0.40
Clomipramina 50 0.50 0.25
70 0.16 0.63
30 0.28 0.18
Doxepina 50 0.07 0.09
70 0.20 0.09
30 0.33 0.19
Maprotilina 50 0.15 0.16
70 0.15 0.29
30 0.30 0.30
Nortriptilina 50 0.33 0.20
70 0.24 0.14
30 0.20 0.30
Trimipramina 50 0.19 0.10
70 0.24 0.10

* Seis replicados.
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Las Figuras 8.4 a 8.6 muestran cromatogramas de los preparados. En ellos es evidente la
eliminacion de las colas en el modo micelar. Los excipientes se eluyeron con el tiempo muerto
0 no absorbieron a la longitud de onda de medida.El pico de la perfenazina, que acompaiia a los
ATs en algunos preparados aparece a tiempos de retencion superiores a los de los ATs, en ambas

modalidades cromatograficas, por lo que no interfiere en los analisis (Figuras 8.4a,b y 8.6a,b).

Los procedimientos desarrollados de acuerdo a ambas modalidades se aplicaron al andlisis
de preparados farmacéuticos comerciales con resultados satisfactorios. Puesto que no se encontré
interferencia alguna de parte de aditivos comunes, excipientes u otros farmacos, no fue necesario
realizar una extraccion previa a la separacion cromatografica. La preparacién de las muestras es
sencilla, requiriendo un esfuerzo similar parala RPLC acuo-orgénica o micelar. El procedimiento
de CLM posee, sin embargo, la ventaja de utilizar una menor cantidad de disolvente organico (6%
de pentanol frente a 35% de acetonitrilo para el modo acuo-orgéanico). El pentanol es ademas
menos téxico que el acetonitrilo y se retiene fuertemente en la disolucion micelar de SDS, lo que
reduce el riesgo de evaporacién. La columna C; utilizada en el modo micelar es también
apreciablemente mas econdémica que la XTerra-C,,. Sin embargo, con fines de "screening", s6lo

esta ultima da lugar a una resolucién adecuada de los siete ATs estudiados.
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Figura 8.4. Cromatogramas de preparados farmacéuticos para el sistema acuo-organico

(izquierda) y micelar (derecha): (a,b) Mutabase, y (c,d) Anafranil PERFEN = perfenazina.

El significado de otras abreviaturas se indica en la Figura 8.1.
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Figura 8.5. Cromatogramas de preparados farmacéuticos para el sistema acuo-organico
(izquierda) y micelar (derecha): (a,b) Sinequan, y (c,d) Ludiomil. El significado de las

abreviaturas se indica en la Figura 8.1.
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Figura 8.6. Cromatogramas de preparados farmacéuticos para el sistema acuo-organico

(izquierda) y micelar (derecha): (a,b) Norfenazin, y (c,d) Surmontil. El significado de las

abreviaturas se indica en las Figuras 8.1 y 8.4.
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CONTROL DE LA INGESTION DE PROPRANOLOL
MEDIANTE LA DETECCION CROMATOGRAFICA DIRECTA
DEL ACIDO a-NAFTOXILACTICO EN ORINA



Capitulo 9

9.1. Resumen

Se propone un procedimiento cromatogréafico rapido para el control de propranolol (PPL)
en muestras de orina, mediante su inyeccién directa en el cromatédgrafo sin realizar otro
tratamiento que su filtracion. En el procedimiento recomendado se utiliza una columna C,; y una
fase movil de dodecilsulfato sédico (SDS) 0.15 M-10% de 1-propanol a pH 3, en presencia de
tampdn fosfato 0.01 M, y deteccion fluorescente. El pico correspondiente a PPL se observé tan
s6lo en muestras tomadas unas pocas horas después de la ingestion del farmaco, debido a su
extensa conjugacion y metabolizacion. Por ello, se consideré la deteccién de varios metabolitos
de PPL no conjugados: el desisopropilpropranolol (DIP), propranololglicol (PPG), 4cido
a-naftoxilactico (NLT) y &cido a-naftoxiacético (NAC). El NLT present6 las mejores
caracteristicas para su empleo en estos anélisis, puesto que eluye a tiempos de retencion inferiores
alos de PPL, su concentracién en muestras de orina es mayor y no presenta ninguna interferencia
por parte de compuestos enddgenos de la orina y de firmacos de uso comun, o que suelen
administrarse junto a PPL. El limite de cuantificacién, medido como la concentracion de analito
que proporciona una desviacién estindar relativa del 20%, fue de 24 ng ml™', y la imprecisién
inter-dia se encontré por debajo del 4% para concentraciones superiores a 200 ng ml™'.
El procedimiento permite el control rutinario de PPL a niveles de orina terapéuticos. Estudios de
excrecion urinaria muestran que la deteccion de NLT es posible hasta al menos 20-30 h tras su

administracion oral.
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9.2. Introduccion

El propranolol (PPL, ver Tabla 9.1) es un B-adrenoaceptor antagonista, ampliamente
utilizado en el tratamiento de diversas enfermedades, tales como arritmias, tirotoxicosis, angina
de pecho e hipertension. También se consume como dopante en deportes de precisiéon o en
distintas actividades que comportan estrés. Por todo ello, es necesario poner a punto
procedimientos rapidos y directos para el control de la ingestion de PPL. Sin embargo, el PPL se
metaboliza rapidamente tras su administracién oral, sufriendo procesos de N-dealquilacion,
hidroxilacion aromatica y glucuronizacion del grupo hidroxilo en la posicién 2 de la cadena
lateral. A consecuencia de estas reacciones, en las muestras fisioldgicas aparecen metabolitos
polares con grupos funcionales basicos (N-desisopropilpropranolol, DIP, y diversos
hidroxipropranololes, principalmente 4-hidroxi-propranolol, 4-OH-PPL) y 4cidos (4cido
a-naftoxilactico, NLT, y acido a-naftoxiacético, NAC), junto a metabolitos neutros apolares
(propranololglicol, PPG) (Tabla9.1) [1,2]. EI PPL se encuentra ademas extensamente conjugado,
lo que dificulta su deteccion. Por todo ello, varios autores han propuesto procedimientos en los

que se analizan los metabolitos del farmaco.

Los métodos mas versatiles desarrollados para la deteccion de PPL y de sus metabolitos
emplean la cromatografia liquida o la cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas
[3,4]. Aunque la deteccion por discriminacién de masas proporciona la resolucidn necesaria, se
necesita el acceso a una costosa instrumentacion. Por tanto, los andlisis suelen llevarse a cabo
mediante cromatografia liquida con deteccion fluorescente [2,5-9]. Los procedimientos analiticos
expuestos en la bibliografia incluyen, sin embargo, etapas de limpieza de la muestra tales como
extraccion liquido-liquido o en fase sélida, precipitacion, e hidrdlisis para liberar las agliconas.
Estos procedimientos resultan a menudo largos y tediosos, y dan lugar a recuperaciones bajas.
Ademas, la extraccion liquido-liquido o en fase solida debe realizarse a diversos valores de pH,
dependiendo del caracter Acido-base de los metabolitos. Por otro lado, las fases mdviles utilizadas
en estos analisis contienen frecuentemente varios modificadores, tales como acetonitilo/metanol
[7,9], o acetonitrilo/metanol/tetrahidrofurano [2]. Es frecuente también afiadir una amina
competitiva, tal como trietilamina (TEA) o »-butilamina, para reducir las colas de los picos
cromatograficos por supresion de la interaccion de los analitos bésicos con los grupos silanol

libres del soporte de silice [10].
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Tabla 9.1. Estructuras quimicas del propranolol y de algunos de sus metabolitos.

OCH,CHOHCOOH OCH,COOH OCH,CHOHCH,OH
Acido a-naftoxilactico Acido o-naftoxiacético Propranololglicol
OCH,CHOHCH;NH, OCH,CHOHCH,NHCH(CHa) 2
Desisopropilpropranolol Propranolol

En un trabajo previo realizado en nuestro laboratorio, se puso a punto un procedimiento de

cromatografia liquida de fase inversa (RPLC) para el analisis de un conjunto de B-bloqueantes

en muestras de orina, que hace uso de fases méviles micelares de dodecilsulfato sédico (SDS),

propanol y TEA, a pH 3 [11]. S6lo pudo observarse el pico del PPL en muestras tomadas unas

pocas horas después de la ingestion del fArmaco, debido a su metabolizacién. Con el fin de

mejorar el seguimiento de la ingestion de propranolol, en este capitulo se presenta un estudio de

la separacién cromatografica de las formas no conjugadas del PPL y de cuatro metabolitos (DIP,

PPG, NLT y NAC). Se propone un procedimiento rapido y sensible basado en la deteccion de

NLT en muestras de orina. La cromatografia liquida micelar (CLM) permite su inyeccion directa

sin necesidad de realizar tratamientos previos. La técnica constituye una alternativa atractiva al

uso convencional de fases méviles acuo-organicas para el control del consumo de farmacos [12].
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9.3. Parte experimental
9.3.1. Reactivos e instrumentacion

Se prepararon disoluciones madre de 10 ug ml™ de clorhidrato de propranolol (Aldrich, MI,
EE.UU.), clorhidrato de N-desisopropilpropranolol, propranololglicol, 4cido a-naftoxilactico y
acido o-naftoxiacético (Tocris Cookson, St. Louis, MO, EE.UU.), en un medio de SDS 0.05 M
(99% de pureza, Merck, Darmstadt, Alemania). Las disoluciones estindar de trabajo se
obtuvieron por dilucién con la misma disolucién de SDS 0.05 M. Todas las disoluciones se
conservaron por refrigeracion a 4°C. Las estructuras quimicas de los compuestos se muestran en

la Tabla 9.1.

Se utilizaron los siguientes reactivos para la preparacion de las fases méviles: SDS,
1-propanol, monohidrégenofosfato sédico (Scharlab, Barcelona) y HC1 (Panreac, Barcelona). El
pH de la fase moévil se ajusté con HCI antes de la adicion de 1-propanol. Las fases moviles se
filtraron a través de membranas de Nylon de 0.45 um y 47 mm de didmetro (Micron Separations,
Westboro, MA, EE.UU.). Las disoluciones de trabajo de los analitos se filtraron también
previamente a su inyeccion, a través de membranas de Nylon de 0.45 um y 25 mm de diametro
(Micron). Se utilizé agua nanopura (Barnstead, Sybron, Boston, MA, EE.UU) para la preparacion

de todas las disoluciones.

El equipo cromatografico es el mismo empleado en capitulos anteriores, salvo el detector
que fue fluorimétrico (Agilent, modelo HP 1046A). Se utiliz6 una columna analitica Spherisorb
ODS-2 (5 um de tamafio de particula, 125 x 4.6 mm d.i.) y una precolumna de caracteristicas
similares (35 x 4.6 mm d.i.), ambas de Scharlab. La optimizacién de la composicién de la fase
movil se realizé de nuevo con MICHROM [13]. Otras condiciones de trabajo coinciden con las

utilizadas anteriormente.
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9.3.2. Procedimiento

Los andlisis se llevaron a cabo con 1 ml de la muestra de orina, que se diluy6 en un factor
1:25 con SDS 0.05 M. No se realiz6é ningtin otro tratamiento aparte de la filtracion (realizada
directamente sobre los viales del inyector automatico), antes de la inyeccion en el cromatografo.
Las muestras se cromatografiaron con una fase mévil de SDS 0.15 M-10% (v/v) de propanol,

tamponada con fosfato 0.01 M a pH 3.

9.4. Resultados y discusion
9.4.1. Seleccion de la fase movil

En primer lugar, se obtuvieron los espectros de fluorescencia del PPL y de sus metabolitos
(DIP, PPG, NLT y NAC) en disolucion de SDS, para seleccionar las longitudes de onda de
excitacion y emision apropiadas para la deteccion, siendo éstas 230 y 340 nm, respectivamente,

para todos los compuestos.

Se examiné a continuacion la posibilidad de detectar las formas no conjugadas de PPL y
de sus metabolitos en muestras de orina. Asi, se cromatografiaron los compuestos con fases
moviles micelares hibridas conteniendo el tensioactivo (SDS) y el disolvente organico (propanol),
a diferentes concentraciones y diversos valores de pH. En CLM, es necesario controlar estos tres
factores para obtener cromatogramas con una resolucién adecuada y tiempos de anilisis

suficientemente bajos.

Se llev6 a cabo, asimismo, un estudio para optimizar la resolucién de una mezcla de
propranolol y sus cuatro metabolitos en disolucién acuosa, y comprobar si era posible la
separacion hasta la linea base con una fase mévil de SDS y propanol. Para este fin, se aplic la
metodologia de optimizacion descrita en capitulos anteriores, basada en la modelizacién del
comportamiento de retencién al variar la composicion de la fase mévil. Las fases méviles del
disefio experimental fueron las siguientes: SDS 0.05 M-5% de propanol, SDS 0.15 M-5% de
propanol, SDS 0.10 M-10% de propanol, SDS 0.05 M-15% de propanol y SDS 0.15 M-15%

de propanol.
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Previamente se comprobd que las colas de los picos cromatograficos se reducian al
disminuir el pH de la fase mdvil (comparense las Figuras 9.1a y 9.2a). Por lo tanto, las fases
moviles del disefio experimental se tamponaron a pH 3 con tampén fosfato 0.01 M. En la
bibliografia, este pH se utiliza a menudo en la determinacién cromatogréafica de PPL y de sus
metabolitos con fases moviles acuo-orgénicas con el fin de disminuir la formacion de colas
excesivamente extensas [2,7,9]. Este efecto se atribuye a la protonacion de los grupos silanol
libres de la columna [10]. Sin embargo, en el procedimiento que se describe en este capitulo, a
diferencia de la mayoria de los publicados anteriormente, no se afiadi6 una amina a la fase mévil
micelar para mejorar la forma de los picos, ya que tal como se ha discutido en el Capitulo 4, la
capa de tensioactivo adsorbida sobre la superficie de la columna evita la interaccion de los

compuestos basicos con los grupos silanol, con lo que las eficacias son mayores.

Los picos de NLT y PPG solaparon para la mayoria de fases moviles del dominio
experimental, mientras que NAC eluy6 a tiempos de retencion proximos a estos metabolitos, pero
se resolvid total o parcialmente (Figura 9.1a). DIP y PPL eluyeron a mayores tiempos de
retencion, y generalmente aparecieron completamente resueltos. Los tiempos de retencion de
NLT, PPG, NAC, DIP y PPL se hallaron en el intervalo situado entre 14.7, 15.0, 17.7, 62.2 y
84.5 min para SDS 0.05 M-5% de propanol, y 3.8, 3.8, 42, 11.0 y 12.0 min para SDS
0.15 M-15% de propanol, respectivamente. Tras la optimizacion, se selecciond una fase mévil
de SDS 0.15 M-10% de propanol, que dio lugar a tiempos de retencion suficientemente bajos
(4.8,4.8,5.5,14.3 y 16.2 min, respectivamente), y una resolucion satisfactoria para NLT y NAC
(Figura 9.1a). Por otro lado, la separacién de estos dos metabolitos no es critica a pH 3:
composiciones de fase mévil (tensioactivo y alcohol) proximas a la seleccionada proporcionaron
una buena resolucién, aunque la retenciéon fue mayor para fases moéviles conteniendo

concentraciones de SDS y propanol inferiores.
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Figura 9.1. Cromatogramas de una mezcla estindar acuosa de 50 ng ml™' de PPL y cuatro de sus
metabolitos (a), y de muestras de orina diluidas de un voluntario antes (b) y después (c) de la ingestion
de un preparado farmacéutico que contiene PPL. Fase mévil: SDS 0.15 M-10% de propanol a pH 3. La
muestra de orina se diluy6é con SDS 0.05 M en un factor 1:25. La concentracion de NLT en la orina
intacta para (c) es 250 ng ml™'. Compuestos: NLT = acido a-naftoxilactico, PPG = propranololglicol,
NAC = 4cido a-naftoxiacético, DIP = desisopropilpropranolol, y PPL = propranolol.
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Figura 9.2. Cromatogramas de una mezcla estindar acuosa de 50 ng m!™' de tres metabolitos de PPL (a),
y de muestras de orina diluidas de un voluntario antes (b) y después (c) de la ingestion de un preparado
farmacéutico que contiene PPL. Fase mévil: SDS 0.15 M-10% de propanol a pH 4. La identidad de los

picos y otros detalles se indican en la Figura 9.1.
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Las Figuras 9.1b y 9.1c muestran los cromatogramas obtenidos con SDS 0.15 M-10% de
propanol a pH 3 de muestras de orina diluidas de un voluntario, tomadas antes y después de la
ingestién de un preparado farmacéutico que contenia PPL. Debe sefialarse que DIP y PPL no se
detectaron, aunque se observo un pequefio pico que se identificé como PPL en una muestra de
orina tomada unas pocas horas después de la ingestion del farmaco, que se inyect6 sin diluir, En
el cromatograma de la Figura 9.1c se observa un pico a los 4.0 min, tiempo de retencién
ligeramente inferior al de los picos obtenidos para NLT y PPG en disolucién acuosa (comparense
con la Figura 9.1a). Por otro lado, no se produce solapamiento con ningtin compuesto endégeno.
En cambio, el pico de NAC se encuentra parcialmente solapado con un compuesto endégeno que

eluye a 5.5 min.

Los metabolitos de PPL en su forma libre se encuentran en la orina a diferentes niveles de
concentracién. PPG se halla mayoritariamente conjugado, mientras que NLT se encuentra libre
y es considerado el metabolito principal obtenido por oxidacién de la cadena lateral [2]. Por tanto,
el pico a los 4.0 min en la muestra de orina debe corresponder sélo a NLT. Para verificar esta
posibilidad, se cromatografi6 con fases méviles de SDS-propanol, a diversos valores de pH, una
mezcla acuosa de NLT, NAC y PPG, y una muestra de orina del mismo voluntario al que se
administré PPL. A pH > 4, PPG en la mezcla acuosa se separ de NLT y NAC, que en cambio,
aparecian ampliamente solapados. La Figura 9.2 muestra los cromatogramas obtenidos con SDS
0.15 M-10% de propanol a pH 4. De este estudio se concluyé que el pico a 4.0 min encontrado
en las muestras de orina, cromatografiadas a pH 3, debe corresponder principalmente o totalmente
aNLT. Para confirmarlo no fue posible, sin embargo, la identificacion de los compuestos eluidos
por acoplamiento directo de la CLM con espectrometria de masas, debido a la elevada

concentracion de tensioactivo en la fase movil.

El pico de NLT parece ser, asi, el mas adecuado para el control en orina de la ingestién de
PPL. El limite de deteccion de este metabolito es inferior al encontrado para NAC, compuesto
que se deriva del metabolismo oxidativo de NLT. Tal como se coment6 anteriormente, NAC se
encuentra parcialmente solapado con un compuesto enddgeno, y aunque su cuantificacion es

factible utilizando el procedimiento descrito, mostré una sefial mas débil que NLT.

247



~

Control de propranolol en orina

9.4.2. Pardmetros analiticos para el dcido a-naftoxildctico

El analisis de las muestras de orina se llev a cabo con SDS 0.15 M-10% de propanol a
PH 3, tras su dilucion en un factor 1:25. Mediante esta dilucién se redujo la amplia sefial de la
matriz de orina que aparece en la cabecera de los cromatogramas, y fue posible realizar la
inyecci6n de un gran niimero de muestras de orina, sin necesidad de regenerar la fase estacionaria.
En estas condiciones, se ha comprobado que los tiempos de retencién de los distintos farmacos

investigados son reproducibles, tras realizar al menos 200 inyecciones [14].

Se construyeron curvas de calibrado para NLT en disolucién acuosa y en matriz de orina
aditivada y diluida, utilizando las 4reas de los picos cromatogrificos medidas a cinco
concentraciones crecientes, en el intervalo de 0.5 a 50 ng ml™' (3 replicados). Se obtuvieron en
ambos casos representaciones rectilineas con > 0.997. Las pendientes de las rectas de calibrado
fueron 0.29 y 0.23 para la disolucién acuosa y orina diluida, respectivamente. El limite de
cuantificacién (LC) se calculé como la concentracién de analito que proporcioné una respuesta
del detector con una relacion sefial-ruido de 5:1 (desviacién estindar relativa del 20%). Para este
célculo se obtuvo la desviacién estdndar a partir de la inyeccién de una serie de 10 replicados a
la concentracion més baja de la curva de calibrado. Los LCs fueron 0.37 y 0.95 ng ml ™' para la
disolucién acuosa y la orina diluida, respectivamente. Teniendo en cuenta el factor de dilucién
1:25, el LC en la muestra de orina original fue 24 ng ml™'. Este valor permite el control, en

muestras de orina, de la ingestion de PPL a partir de la deteccién de NLT.

Las repetibilidades intra-dia se calcularon a partir de las areas de los picos obtenidos por
inyeccion de series de seis disoluciones estindar de NLT, preparadas en orina diluida (muestras
aditivadas) a tres concentraciones del metabolito: 1, 8 y 13 ng ml™' (correspondiente a 25, 200 y
325 ngml™' de NLT en la orina sin diluir) (Tabla 9.2). Las inyecciones se repitieron durante seis
dias para obtener la repetibilidad inter-dia, arrojando valores por debajo del 4% para 200 y 325

ng ml™',
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Tabla 9.2. Exactitud y precision intra- € inter-dia para la determinacion de 4cido a-naftoxilactico

en muestras de orina.?

Concentracién
aditivada (ng ml™'")° 1 s P
0.81 + 0.09 7.96 + 0.38 12.73 + 0.17
0.70 + 0.12 7.79 £ 0.22 12.65 + 0.40
Concentracion 0.82 £ 0.08 8.14 £ 0.13 13.23 + 0.26
medida (ng ml™") 0.94 £ 0.16 7.93 + 0.19 13.20 + 0.19
0.85 £ 0.10 7.27 + 0.40 12.00 + 0.30
0.80 + 0.16 7.72 £ 0.15 12.59 + 0.23
Media 0.82 + 0.07 7.80 £ 0.23 12.73 + 0.45
Exactitud (%) -18.1 -2.5 -2.0
Precision (%) 9.5 3.8 3.5

2 Cada dato corresponde al valor medio de seis replicados realizados el mismo dia. Las medidas
se repitieron a lo largo de seis dias consecutivos.

® Concentracion referida a la orina diluida.

Por ultimo, se examiné el comportamiento crorr;atogréﬁco de varios farmacos de uso
corriente, y de firmacos administrados en combinacion con PPL, a fin de estudiar la selectividad
del procedimiento: acebutolol, amilorida, aspirina, atenolol, bendroflumetiazida, diazepam,
efedrina, furosemida, hidroclorotiazida, metoprolol, nadolol, paracetamol, piretanida,
sulfadimetoxina, sulfaquinolaxina, sulfisoxazol y triantereno. Se cromatografiaron con la fase
moévil de SDS 0.15 M~-10% de propanol, a pH 3, disoluciones que contenian 5 pg ml™' de estos
farmacos preparadas en SDS 0.05 M. No se observé ninguna sefial a las longitudes de onda de
deteccion, excepto para atenolol y nadolol, que mostraron picos a 4.4 y 6.8 min. Por lo tanto, sélo
el pico de atenolol interfiere la determinacién de NLT. Sin embargo, esta interferencia puede

evitarse reduciendo la cantidad de propanol en la fase mévil a un 5%, debido a la diferente
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selectividad de la fase mévil hacia NLT y atenolol. Esta fase mévil permitié6 también la
separacion de NLT y NAC, pero incremento el tiempo de retencion de estos metabolitos a 6.8 y
7.4 min, respectivamente. Finalmente, el metoprolol es un B-antagonista hidrofébico que es
rapidamente metabolizado en el higado al igual que PPL. Sin embargo, se ha comprobado que
los picos de los metabolitos principales de metoprolol aparecen a menores tiempos de retencién

que NLT, cerca de la banda proteinica de la orina.

9.4.3. Estudio de la excrecion urinaria de dcido a-naftoxildactico

Se comprobod la fiabilidad del procedimiento analizando una serie de blancos de muestras
de orina (diluidas en un factor 1:25 con SDS 0.05 M), procedentes de 20 voluntarios: 10 hombres
y 10 mujeres (incluyendo una mujer embarazada) de diferentes edades, dietas y pesos. En todos
los casos, las matrices de orina presentaron perfiles similares sin aparecer picos de endogenos al

tiempo de retencién de NLT.

De acuerdo con este resultado, se investigo la posibilidad de detectar y cuantificar NLT en
muestras de orina recogidas tras la administracion de una dosis oral unica de una cantidad
terapéutica baja de PPL. Para este estudio, se suministro a tres voluntarios sanos (dos hombres
y una mujer) 10 mg de clorhidrato de PPL. Se recogieron muestras de orina durante 50 h a
diferentes intervalos de tiempo (en intervalos de 1-2 h durante las primeras 6 h y a continuacién
a intervalos mayores), y se midi6 el volumen de orina excretada. Las muestras fueron analizadas
inmediatamente, o congeladas a ~24°C para futuros andlisis. No se afiadieron conservantes para

evitar la degradacion de las muestras o modificar su pH.

La Figura 9.3 ilustra la excrecion urinaria de NLT para los tres voluntarios. Como puede
observarse, la concentracion excretada alcanzé un méaximo entre 3 y 10 h después de la ingestion.
En las muestras de orina diluida, el metabolito de PPL se detect6 hasta al menos 20 -30 h tras

su ingestion.
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Figura 9.3. Excrecion urinaria de NLT correspondiente a tres voluntarios, a los que se
administré una dosis unica de 10 mg de PPL. Las concentraciones en la grafica estan

referidas a la orina sin diluir.
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El propranolol se administra en su forma racémica, y debe tenerse en cuenta que los perfiles
farmacodinamico y farmacocinético de los enantiémeros (R) y (S) son distintos. El isémero (S)
es mas potente que el isomero (R), siendo el primero el principal responsable de la actividad
B-bloqueante del farmaco [15]. Asi, se ha encontrado en muestras tomadas a partir de
12 individuos, que la concentracion media del isdmero (S) en plasma es un 40% mayor que la del
isdmero (R) [16]. Probablemente esta desproporcion origine también una cantidad distinta de los
enantiomeros de los metabolitos, incluyendo el NLT. Se ha investigado intensamente el
bioanalisis enantioselectivo de propranolol y 4-hidroxipropranolol [17-20]. Sin embargo, la
introduccion de una técnica de separacion quiral, en un bioensayo, da lugar a un procedimiento
de andlisis mas complejo, teniendo en cuenta las etapas de extraccion, derivatizacién quiral y

enantioseparacion en una fase estacionaria quiral.

En conclusidn, se ha desarrollado un procedimiento sencillo y rapido mediante CLM, que
permite la determinacién de la ingestion de PPL a través de la monitorizacion de la suma total de
los enantiémeros (R) y (S) de NLT, en muestras de orina. Los anélisis se llevan a cabo en menos
de 10 min, haciendo uso de una fase movil de SDS y propanol a pH 3. Al contrario de otros
procedimientos convencionales con fases mdviles acuo-orgénicas, que requieren etapas de
extraccion tediosas o sistemas cromatograficos més complejos, el procedimiento propuesto
presenta la ventaja de la inyeccion directa de las muestras sin otro tratamiento que su dilucién y

filtracion.
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Capitulo 10

10.1. Resumen

En este capitulo, se desarrolla un procedimiento sensible, selectivo y fiable, que utiliza la
cromatografia liquida micelar (CLM), para la determinacion de furosemida (acido 4-cloro-N-
furfuril-5-sulfamoilantranilico) en muestras de orina, mediante su inyeccion directa y deteccién
UV. El procedimiento hace uso de una columna C,; y una fase mévil micelar de dodecilsulfato
sodico 0.05 M-6% (v/v) de propanol y tampdn fosfato a pH 3, para resolver la furosemida de sus
productos de degradacion fotoquimica. Se investiga la importancia de proteger los estandares y
las muestras de orina de la luz con el fin de evitar la degradacion del farmaco, antes y durante su
determinacion. El limite de cuantificacién es 0.15 pg ml™' y la desviacién estandar relativa para
el ensayo inter-dia de 0.8-0.04% en el intervalo 6-82 pug ml™'. Es posible seguir la excrecion
urinaria de furosemida hasta 12 h después de la ingestion del farmaco. No se observd
interferencia alguna por parte del principal metabolito (el acilglucurénido de furosemida) y de su
producto de hidrolisis (el 4cido 4-cloro-5-sulfamoilantranilico). Tampoco interfirieron otros
farmacos de uso comun. El procedimiento propuesto permite la medida rapida y reproducible de

niveles bajos de furosemida en pequefias cantidades de orina.
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10.2. Introduccion

La furosemida (Figura 10.1) es un potente diurético derivado del acido antranilico, que
inhibe la reabsorcidn activa del cloruro en el segmento diluyente del asa de Henle, evitando asi
a su vez, la reabsorcion del sodio que se produce de forma pasiva tras la del cloruro [1]. Este
diurético es utilizado comunmente en el tratamiento de enfermedades renales, fallos cardiacos e
hipertension [2]. Se administra normalmente en forma de comprimidos o mediante inyecciones
intravenosas o intramusculares. Sin embargo, la furosemida es también capaz de iniciar efectos
bioldgicos adversos inducidos por la luz. Se ha encontrado que produce fotosensibilidad,
fototoxicidad, fotohemdlisis oxigeno-dependiente y fotoperoxidacion de lipidos [3]. Se excreta
principalmente a través de los rifiones, pero el hecho de que se produce una recuperacion fecal
del 7-9% del farmaco administrado por via intravenosa indica que el diurético o sus metabolitos

también se excretan por otras vias.

COOH
NH,
H,NO,S
Cl
CSA
COOH o
NHCHZ—Q
./
H,NO,»S
HNO, +
Cl
Furosemida

0
w—CHZOH —>  CH;COCH,CH,COOH

Alcohol furfurilico Acido levulinico

Figura 10.1. Etapa inicial del proceso de degradacion de la furosemida.
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La furosemida se encuentra entre los compuestos prohibidos por la Comisién Médica del
Comité Olimpico Internacional desde 1986, debido a que da lugar a un incremento en el flujo
urinario con la consiguiente reduccién de peso, por lo que puede ser utilizada en deportes donde
la competicion se realiza en base a categorias por peso [4]. Debido a su efecto diluyente, la
ingestion de furosemida puede ademas ocultar otros compuestos dopantes, manteniéndolos por

debajo de sus limites de deteccion [S].

Diversos investigadores han estudiado la degradacién fotoquimica de las disoluciones
acuosas y metandlicas de furosemida, bajo la influencia de la radiacién UV. En disolucion acida
se produce su rapida degradacion a través de reacciones de fotooxidacion, fotohidrdlisis y
fotodecloracion [3,6-10]. A temperatura elevada, se hidroliza produciendo acido 4-cloro-5-
sulfamoilantranilico (CSA) y alcohol furfurilico [9,11,12], el cual rdpidamente se convierte en
acido levulinico (Figura 10.1) [13,14]. La degradacidn puede ser incluso mas rapida en presencia
de ion sulfato [15], como ocurre en la orina. La orina suele ser débilmente 4cida y puede
incrementar aun mas su acidez debido a la presencia de furosemida [16]. Al contrario, en
disolucién alcalina, la furosemida muestra una elevada estabilidad [14,15,17]. Sin embargo, en
el hombre se metaboliza formando su acilglucurénido [18], que es inestable en medio alcalino.
Por lo tanto, se recomienda mantener la orina acida a pH 5 para su analisis, con objeto de evitar
la hidrolisis e isomerizacion de este metabolito [19-23]. Beermann y col. [18] no encontraron
evidencia de la degradacion de la furosemida en el tracto digestivo superior tras analizar muestras
gastrointestinales, y observaron que el formaco es estable cuando se incuba en jugo géstrico o

duodenal, bilis u orina, al menos durante dos horas.

Pararealizar el control terapéutico y antidopaje de furosemida se requieren métodos rapidos
y fiables, especialmente para analizar muestras de orina, debido a que la accidn del diurético
parece correlacionarse mejor con sus niveles urinarios [24-26]. Se han descrito diversos métodos
que utilizan la cromatografia liquida de alta resoluciéon (HPLC) para la determinacién de
furosemida [27-33]. Curiosamente, no es frecuente encontrar en los informes analiticos mencién
alguna acerca de los problemas de degradacion de este farmaco en muestras de orina. Tampoco
se considera en la mayoria de los procedimientos la interferencia potencial de su principal

metabolito, el acilglucurdnido, o de sus productos de degradacion. Estas deficiencias pueden
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limitar la utilidad de los procedimientos en el control terapéutico de furosemida a los niveles
encontrados en los pacientes, asi como en los estudios farmacocinéticos de bioequivalencia del

farmaco.

En un trabajo previo realizado en nuestro laboratorio [34], se demostr6 que las disoluciones
de furosemida son estables en medio micelar de dodecilsulfato sédico (SDS) a pH 3-5, cuando
son protegidas de la luz. Estas condiciones deben utilizarse para conservar, en el laboratorio
analitico, las disoluciones de furosemida. Se desarrollé un procedimiento analitico que hace uso
de fases moviles micelares de SDS, que se aplicé a la determinacién del diurético en numerosos
medicamentos comercializados en diferentes formas de dosificacién [34]. Utilizando las
condiciones experimentales 6ptimas, la furosemida se resuelve por completo de sus productos

de degradacion.

Debido a que la furosemida sufre fotodegradacion, es necesario proteger las muestras de
orina de la luz para evitar la descomposicion parcial o total del farmaco. Cuando un deportista
ingiere furosemida deliberadamente, es posible que no pueda ser detectada si no se toman las
precauciones adecuadas. El propdsito de este trabajo es la aplicacion de un procedimiento rapido,
sensible y selectivo, utilizando HPLC en fase inversa con fases mdviles micelares, para

determinar furosemida en muestras de orina, evitando la degradacion del farmaco.

10.3. Parte experimental

10.3.1. Reactivos

Los patrones de furosemida y alcohol furfurilico se obtuvieron de Sigma (St. Louis, MO,
EE.UU.). El &acido 4-cloro-5-sulfamoilantranilico fue amablemente cedido por Hoechst
(Frankfurt-am-Main, Alemania). Puesto que la furosemida es s6lo moderadamente soluble en
agua, se disolvi6 primero en una pequefia cantidad de etanol (Ia concentracion final de este
disolvente fue del 10%), y después se diluyé con una disolucion de dodecilsulfato sédico (99%
de pureza, Merck, Darmstadt, Alemania). Otros reactivos fueron: dihidrégeno fosfato sddico,
hidrégenofosfato disédico (para andlisis, Panreac, Barcelona), HCI, NaOH (Probus, Badalona),

metanol, 1-propanol (grado HPLC, Scharlab, Barcelona), y etanol (para analisis, Prolabo, Paris,
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Francia). Se utiliz6 agua nanopura (Barnstead, Sybron, Boston, MA, EE.UU.) para la preparacion

de todas las disoluciones acuosas.

Se administr6 Seguril (Hoechst Pharma, S. Feliu de Llobregat, Barcelona), Furosemide EG
(Eurogenerics, Bruselas, Bélgica), y Furosémide RPG (Laboratoires Biogaléniques, Paris,
Francia) a un voluntario sano en diferentes dias, para obtener las curvas de excrecion urinaria de

furosemida.

10.3.2. Instrumentacion y condiciones cromatogrdficas

El sistema cromatografico fue el mismo de capitulos anteriores, pero se utiliz6 un detector
de fila de diodos UV (Agilent, modelo G1315A). La monitorizacion se llevé a cabo a 274 nm.
Se utilizé una estacién de datos con software de HP3D para el control instrumental y la
adquisicion de datos cromatograficos, pero el tratamiento de los datos para los estudios de

optimizacion se realizé de nuevo con el software MICHROM [35].

La separacion analitica se llevo a cabo con una columna de fase inversa ODS-2 (5 um de
tamafio de particula, 125 x 4.6 mm d.i.) (Scharlab), conectada a una precolumna de 30-mm de
similares caracteristicas (Scharlab). Otras condiciones experimentales se detallan en capitulos
anteriores. La fase mévil micelar utilizada para resolver la mezcla de furosemida y sus productos
de degradacion fue SDS 0.05 M-6% de propanol-NaH,PO, 0.01 M a pH 3. El pH se ajusto antes

de la adicion de propanol a la disolucién micelar.

10.3.3. Disoluciones estandar y muestras de orina

Se prepararon disoluciones estandar madre conteniendo 100 pg ml™' de furosemida. Esta
se disolvid en 10 ml de etanol con la ayudz; de un bafio de ultrasonidos (Modelo 617, Selecta,
Barcelona), y se enrasé en un aforado de 100 ml con disolucién de SDS 0.10 M tamponada a
pH 3 con fosfato. Para los estudios de estabilidad, se aditivé la orina con disolucién de

furosemida y se diluyé con SDS 0.10 M hasta una concentracion final de 10 ug ml™'.
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Los anélisis se llevaron a cabo con muestras de 1 ml de orina, que se diluyeron en un factor
1:25 con SDS 0.10 M a pH 3, antes de su inyeccién. Todas las disoluciones se protegieron de la
luz cubriéndolas con papel de aluminio y se conservaron en la oscuridad a 4°C, para evitar la
degradacion fotoquimica del farmaco. Las muestras de orina aditivadas, o conteniendo
furosemida excretada, se filtraron antes de su inyeccion en el cromatdgrafo. Sin embargo, la
filtracion siempre se realizd directamente sobre los viales utilizados en el inyector automatico,
utilizando membranas de nylon de 0.45 umy 13 mm de didmetro (Micron Separations, Westboro,
MA, EE.UU.). Los viales de vidrio transparente colocados en el inyector también se protegieron

de la luz. El procedimiento de optimizacién se realizd con muestras de orina aditivadas.

10.4. Resultados y discusién

10.4.1. Optimizacion de la separacion de mezclas de furosemida y sus productos de

degradacion

En un trabajo previo, se estudiaron las mejores condiciones cromatograficas para resolver
la furosemida de sus productos de fotodegradacion [34]. El analisis de las muestras de furosemida
se llevé a cabo con fases méviles micelares de SDS tamponadas a-pH 3-5, ya que los tiempos
de retencion y eficacias eran excesivamente bajos a pH superiores. Los cromatogramas de
disoluciones acuosas de furosemida expuestas a la luz artificial contienen varios picos a tiempos
de retencion inferiores al de la furosemida, que fueron asignados a diferentes productos de
degradacion en base a sus retenciones relativas, espectros e informacion encontrada en la
bibliografia sobre su naturaleza: CSA, alcohol furfurilico (I), un producto de degradacién de CSA
que se forma por pérdida del grupo carboxilico (II), y un producto de decloracion de la
furosemida (presumiblemente, acido N-furfuril-5-sulfamoil-antranilico) (III) [34]. No pudieron
identificarse los productos de degradacién del farmaco mediante el acoplamiento directo del
cromatégrafo con un espectrometro de masas, debido a la elevada concentracion del tensioactivo

en la fase movil.
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Se observaron los mismos picos en las muestras de orina aditivadas con furosemida o
conteniendo furosemida excretada, ambas expuestas a la luz artificial, excepto en lo que respecta
al pico del principal producto de degradacion, el CSA, que posee un tiempo de retencién inferior
a 2 min, por lo que qued6 oculto por la ancha banda que originan las proteinas presentes en la
orina a la cabecera del cromatograma. Al irradiar con luz solar directa disoluciones acuosas
conteniendo furosemida, apareci6 otro pico proximo al del farmaco, que puede corresponder a
un producto formado por pérdida del grupo carboxilico del diurético. Este pico no se observé en

las muestras de orina aditivadas después de 6 dias de exposicién a la luz solar.

Para optimizar la separacion de furosemida de sus productos de degradacion en orina, se
eluy6 una disolucién del firmaco degradado con varias fases méviles de SDS a pH 3, que
contenian una pequefia cantidad de propanol, no superior al 8% (v/v). Los intervalos de
concentracion de SDS y propanol considerados para este estudio fueron 0.04-0.14 My 1-8%,
respectivamente. La Figura 10.2 muestra la superficie de resolucién global para esta separacion.
En ella se observa una amplia region de resolucion 6ptima en el intervalo de concentraciones de
SDS 0.04-0.06 M, que abarca todo el intervalo de concentraciones de propanol estudiado. Una
regién mucho mas estrecha (menos robusta), de maxima resolucién, se obtuvo para una

composicion cercana a SDS 0.10 M- 1% de propanol.

Se selecciond una fase mévil de SDS 0.05 M-6% de propanol para realizar los estudios de
estabilidad y llevar a cabo la determinacion de furosemida en muestras de orina. Esta fase mévil
eluye el farmaco en un tiempo corto (6.4 min), y permite monitorizar sus productos de
fotodegradacién més importantes, sin interferencia por parte de compuestos enddgenos de la
orina. La Figura 10.3 muestra un cromatograma de furosemida en una disolucién de orina

degradada después de su exposicion a la luz solar, durante 20 miny 8 h.
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furosemida y sus productos de degradacion.

ugronfosay

protegida (a), o expuesta a la luz solar durante 20 min (b) y 8 h (c).

Figura 10.3. Cromatograma de una mezcla de furosemida y sus
productos de fotodegradacién en una disolucién de orina aditivada,
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10.4.2. Estabilidad de las disoluciones de furosemida

La degradacion de la furosemida, catalizada en medio 4cido, es mas lenta en disolucién
micelar que en medio acuoso [34]. Las disoluciones acuosas 4cidas de furosemida protegidas de
la luz son altamente estables, pero expuestas a la luz se descomponen a mayor velocidad a pH 3
que a pH 5. No obstante, a pH > 5 el pico cromatografico de furosemida se desplaza
progresivamente hacia tiempos de retencion menores, y su cuantificacion es mas problematica.
En orina, este efecto se observa a pH > 4. Por esta razon, el pH de las muestras de orina a analizar

debe mantenerse entre 3 y 4.

Se estudi6 la estabilidad de la furosemida en muestras de orina a pH 3. Varios
investigadores han sugerido que el proceso de degradacion de este farmaco en orina se ve
favorecido a valores de pH bajos [28,29]. Sin embargo, segun Singh y col. [29], la furosemida
es estable a pH 4acido. Por otra parte, debe tenerse en cuenta que la inyeccidn directa de un gran
numero de muestras de orina puede acortar la vida de la columna cromatografica, o forzar a una
regeneracion frecuente de la fase estacionaria. Por lo tanto, es conveniente realizar la dilucion de
las muestras de orina, aunque resulta viable la inyeccion de las muestras sin diluir para alcanzar

limites de deteccion mas bajos.

Para conocer la estabilidad de las disoluciones de furosemida, se prepararon muestras de
orina aditivadas mezclando un volumen de orina con 25 volumenes de una disolucion del
farmaco, tamponada a pH 3. Las disoluciones se mantuvieron protegidas de la luz, o se
expusieron a la iluminacion estandar del laboratorio (luz fluorescente Osram 40 W, a 1.5 metros
de distancia), a temperatura ambiente. No se tomaron precauciones para evitar el contacto de las
muestras con ¢l aire. La descomposicion de la furosemida obedece a una cinética de primer orden
[9,10,27]. En la Figura 10.4 se representa, frente al tiempo, el logaritmo de la diferencia entre el
area a cualquier tiempo, 4,, y el 4rea final del pico cromatografico, 4., (que debe ser cero), para
muestras de orina aditivadas, protegidas de la luz (curva a), o expuestas a la luz artificial
(curva b). Las constantes aparentes de primer orden (k,) se obtuvieron a partir de las pendientes

del segmento rectilineo, de acuerdo con la Ecuacién 10.1:
In(4,-A4.)=In(4,- 4.) - k ¢ [10.1]

donde 4, es el area a tiempo cero.
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Figura 10.4. Representacion de la degradacion, a temperatura ambiente,
de furosemida en matriz de orina a pH 3, protegida de la luz (a), y
expuesta a la luz artificial del laboratorio (b). La concentracion de

furosemida fue 10 pg ml™".

La disolucion protegida de la luz (Figura 10.4, curva a) se mantuvo estable durante largo
tiempo, mientras que la disolucién desprotegida (Figura 10.4, curva b) sufrié fotodegradacion con
una vida media de 22 dias. Los picos de los productos de degradacién no se observaron en las
disoluciones de las muestras de orina aditivadas protegidas de la luz, al menos hasta nueve dias
después de su preparacion. A los tres dias, el area del pico de la furosemida protegida de la luz
disminuy¢ tan sélo en un 0.4%, mientras que en las disoluciones desprotegidas se redujo en un
10%. Cuando estas disoluciones se expusieron directamente a la luz solar, el diurético se degradé

completamente después de 3 h, con una vida media de 30 min.
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10.4.3 Andlisis de muestras de orina

Se obtuvieron los pardmetros estadisticos de calidad utilizando muestras de orina en
ausencia del farmaco, recogidas de voluntarios adultos sanos (hombres y mujeres). La matriz y
las muestras de orina aditivadas se analizaron utilizando una fase mévil de SDS 0.05 M-6% de
propanol a pH 3. La mayoria de los procedimientos publicados para determinar furosemida no
hacen referencia a la posible interferencia producida por los metabolitos de la furosemida y sus
productos de degradacion. La falta de especificidad puede originar una estimacion errénea de la
concentraciéon verdadera del farmaco, y por lo tanto, dar lugar a decisiones equivocadas
relacionadas con su biodisponibilidad o bioequivalencia. La composiciony el pH de la fase mévil
utilizados en el procedimiento propuesto, en este trabajo, proporcionaron una buena separacion
de la furosemida de sus productos de degradacién, sin interferencia por parte de componentes
enddgenos de la orina, o del glucurénido de la furosemida (no se encontré ningin pico que
pudiera ser asignado a este metabolito). Ello permite el control de la fotodegradacién de la

furosemida en estandares y muestras a lo largo del proceso analitico.

Para evaluar la exactitud y la precisioén del procedimiento, se aditivé una matriz de orina que
no contenia inicialmente el farmaco, con cinco concentraciones distintas y conocidas de
furosemida. Las muestras aditivadas se analizaron a lo largo de un mismo dia y en seis dias
diferentes, para determinar la variabilidad de los resultados (Tabla 10.1). Cada nivel de
concentracion se inyectd cada dia por sextuplicado. La precision intra-dia mostré una desviacién

estandar relativa (DER) de hasta un 0.19%, y la precision inter-dia fue inferior a 0.8%.

Se inyectaron, durante varios dias, las mismas disoluciones-de orina aditivadas con
furosemida a cinco concentraciones crecientes en el intervalo 1-21 pg ml™', para obtener la
variabilidad de los parametros de la curva de calibrado (Tabla 10.2). En el periodo de tiempo en
el que tuvieron lugar las experiencias, las disoluciones se conservaron en la oscuridad a 4°C. Las
curvas de calibrado se construyeron utilizando las dreas de los picos cromatograficos de
inyecciones duplicadas. Los resultados de la Tabla 10.2 muestran una linealidad aceptable
(r > 0.9999), en el intervalo de concentraciones estudiado. Las ordenadas en el origen son
estadisticamente nulas y la DER de las pendientes es del 0.4%. Por lo tanto, si los estdndares de
calibracion se mantienen protegidos de la luz, pueden utilizarse durante al menos 10 dias sin

observarse degradacion significativa.
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Tabla 10.2. Parametros de calibracién inter-dia obtenidos con el
mismo conjunto de disoluciones de orina aditivadas con furosemida,

protegidas de la luz e inyectadas durante varios dias®

Dia  Ordenada origen Pendiente r
1 0.1+0.3 1.06 + 0.02 0.99998
2 0.0+0.2 1.051+£0.018 0.99996
3 02+03 1.05 £0.03 0.99991
4 02+03 1.05 £ 0.02 0.99994
5 02+0.3 1.05+0.02 0.999%4
6 0.12+0.15 1.055+0.012 0.99998
10 0.1+0.3 1.05£0.03 0.99990
Media DER (%)
1.052 £ 0.004 4.0

® Las seis primeras curvas de calibrado se obtuvieron en seis dias

consecutivos.

A continuacién, se construyeron cinco curvas de calibrado utilizando estindares de
furosemida preparados en diferentes dias a lo largo de varios meses, a 6-9 concentraciones
distintas en el intervalo 0.4- 100 ug ml”, para examinar la variabilidad de las ordenadas en el
origen y pendientes de las distintas curvas de calibrado. Los resultados de la Tabla 10.3 indican
una reducida variabilidad en las pendientes, con una DER del 1.8%. Se construy6 también una
curva de calibrado con estandares de furosemida preparados en disolucién acuosa micelar y se
compard con una curva obtenida el mismo dia con estandares de orina aditivados. Las ordenadas
en el origen fueron 0.19y -0.16, y las pendientes 1.113 y 1.104, para las disoluciones acuosas
de furosemida y los estandares en orina, respectivamente, con r = 0.999 (n = 9). La diferencia
entre el valor de las pendientes es similar a las obtenidas en distintos dias para las muestras de

orina aditivadas, lo que indica la ausencia de efecto matriz.
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Tabla 10.3. Parametros de calibracién inter-dia obtenidos con diferentes
conjuntos de disoluciones de orina aditivadas con furosemida, protegidas de la

luz e inyectadas durante varios dias®

Dia Ordenada origen Pendiente r

1 -0.16+£0.19 1.104 = 0.004 0.99999
2 0.1+£03 1.06 £ 0.02 0.99998
3 0.14+0.10 1.119 + 0.003 0.999997
4 0.28 £ 0.08 1.076 + 0.007 0.99999
5 0.01+0.10 1.090 + 0.008 0.999991

Media DER (%)

1.09 £ 0.02 1.8

? Ensayos realizados a lo largo de varios meses.

El limite de cuantificacion para la furosemida, definido como la concentracion de analito
que produce un area de pico igual a 10 s (siendo s la desviacion estandar del area de pico del
analito a baja concentracién) fue 0.08 y 0.15 pg ml™!, para la disoluciones acuosas y la orina

aditivada, respectivamente.

Finalmente, se compar6 una curva de calibrado construida con estandares de furosemida
protegidos, con otra preparada el mismo dia utilizando una disoluciéon madre de furosemida y
estindares diluidos expuestos a la luz, siempre preparados en matriz de orina. El tiempo
transcurrido desde la preparacion de las disoluciones hasta la ultima inyeccién fue de
aproximadamente 100 min. Las ordenadas en el origen fueron 0.28 y -0.61, y las pendientes
1.076 y 0.925, para los estandares protegidos y desprotegidos, respectivamente, con » = 0.999
(n = 6). Esto significa que se produce una disminucion del 14% en la pendiente de la curva de
calibrado para las disoluciones desprotegidas, lo que puede producir un error considerable en la

cuantificacion del farmaco.
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Para determinar la fiabilidad del ensayo, se utilizaron 22 muestras de orina procedentes de
diferentes voluntarios. Las muestras (en ausencia de furosemida) se cromatografiaron utilizando
el procedimiento propuesto. En los cromatogramas se examind la presencia de picos interferentes
por parte de compuestos endégenos; sin embargo, no se encontré ninguna interferencia con el
pico de la furosemida a 6.4 min. Se estudié, ademas, la posible interferencia por parte de
farmacos de uso comun, cromatografiandolos en las condiciones experimentales seleccionadas.
En la Tabla 10.4, se recogen los tiempos de retencion de estos farmacos, eluidos con una fase
movil de SDS 0.05 M-6% de propanol. Ninguno de los compuestos ensayados dio lugar a picos

cromatograficos que interfirieran en los anélisis.

Se aplicd el procedimiento propuesto a un estudio farmacocinético para demostrar su
utilidad. Se llevd a cabo el seguimiento de la excrecion urinaria con un voluntario sano que
ingirié un comprimido de 40 mg de furosemida, en tres dias diferentes. El comprimido
administrado cada dia procedia de distintos fabricantes. Para cada serie se recogi6é una muestra
de orina justo antes de la administracion del farmaco, para ser utilizada como blanco. Otras
muestras de orina se recogieron a intervalos de tiempo apropiados post-dosis, se protegieron de
la luz y se conservaron a 4°C hasta el momento de su analisis. Para evitar la deshidratacién y
disminucion excesiva de los electrolitos, se hizo beber agua al voluntario durante la realizacion
del estudio. En la realizacion de andlisis similares, Vree y col. [36] incrementaron la acidez de
la orina (pH 5.0-5.5) administrando a los voluntarios, oralmente, 1 g de cloruro aménico, cuatro

veces al dia. En nuestros anélisis, el pH de la orina no se modificé.
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Tabla 10.4. Tiempo de retencién para farmacos de uso comun,
cromatografiados con SDS 0.05 M-6% de propanol.

Farmaco Tiempo de retencién (min)?
Acido acetilsalicilico 3.4
N-acetil-L-cisteina N.D. (<21 min)
Amilorida 16.2
Amoxicilina 8.1

Acido ascérbico 1.2

Atenolol 134
Bendroflumetiazida 7.2

Cafeina 5.0

Captopril N.D. (274 nm); 2.7 (225 nm)
Carbamazepina 14.2
Clorfeniramina 1.1

Cocaina 87.7

Codeina 27.8

Diazepam 38.8

Diltiazem 69.9
Hidralazina 31.0
Hidroclorotiazida 1.7

Metoprolol 44 4
Paracetamol 1.7
Propranolol 72.2
Salbutamol 12.9
Espironolactona 46.7
Sulfametoxazol 4.6
Triantereno 25.9

Xantinol 16.6

2N.D., no detectada.
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Cantidad excretada (mg)

Cantidad excretada acumulada (mg)

Tiempo (h)

Figura 10.5. Perfiles de concentracion en orina para la furosemida después de la
administracion oral de un comprimido de 40 mg de tres medicamentos distintos (a), y
cantidades acumuladas en orina de furosemida no modificada (b).
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La Figura 10.5a muestra el perfil de la concentracion de furosemida en orina, obtenido en
dias diferentes para el mismo individuo, y la Figura 10.5b las correspondientes cantidades
acumuladas de furosemida no modificada en orina. La dosis excretada de furosemida intacta fue
del 14.5,15.9 y 16.0% durante cada uno de los dias durante los que se administré el farmaco. No
se observo en ningln caso picos que pudieran ser asignados a los metabolitos del diurético o a
sus productos de degradacién. Se pudo detectar la furosemida hasta 12 h después de su ingestion.
Cuando una muestra de orina obtenida 3 h después de la ingestion del farmaco se expuso a la luz
directa del sol, la concentracion de furosemida disminuyd en un factor del 44% después de

10 min, y en un 79% después de 30 min. Después de una hora, la sefial medida era casi nula.

Estos resultados muestran la importancia de proteger las muestras de orina de la luz para
realizar el control de furosemida. Si no se toman precauciones, y los analisis se llevan a cabo
varias horas después de recoger las muestras de orina, no seré posible detectar el uso o abuso de

este farmaco.

10.5. Conclusiones

Los estudios realizados muestran que la furosemida es estable en muestras de orina, a pH 3,
cuando se protegen de la luz. Expuestas a la luz, la degradacion de sus disoluciones es compleja,
dando lugar a varios productos. El procedimiento cromatografico propuesto para determinar
furosemida es satisfactorio, desde los puntos de vista de su exactitud, repetibilidad y selectividad.
Otros farmacos de uso comun no interfieren y el limite de deteccion se encuentra en el nivel del
ng ml™'. Ademas, no se observa ninguna interferencia potencial por parte del principal metabolito,
el acilglucurénido de furosemida y su producto de hidrdlisis, CSA. Esto hace al procedimiento
particularmente 1til para ser utilizado en estudios farmacocinéticos en pacientes y sujetos sanos,

utilizando voliimenes reducidos de muestras de orina.

El procedimiento propuesto también es mas simple que la mayoria de los métodos
publicados para este farmaco, que utilizan fases méviles acuo-orgéanicas, donde se recomienda
la realizacién de una extraccion previa y el uso de un estandar interno [28,29,31,32]. Farthing y

col. [30] y Nava Ocampo y col. [33] han propuesto que, tras la dilucion de la muestra de orina,
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pueden evitarse estos tratamientos. Sin embargo, estos investigadores recomiendan la utilizacion
de una precolumna (donde se inyectan las muestras), que debe ser reemplazada cada
100 inyecciones para evitar la degradacion de la columna analitica, o bien, la centrifugacion de
la muestra y su filtracién a través de papel de filtro antes de la inyeccion. Aunque se recomienda
la dilucién de la muestra en el procedimiento cromatografico micelar, es posible realizar su

inyeccion directa en la columna sin efectuar dilucion alguna.

Por otro lado, en la bibliografia, se hace uso a menudo de una fase mévil de 30-35% (v/v)
de acetonitrilo para alcanzar un tiempo de retencion de 9-10 min para la furosemida, cuando es
eluida de columnas C,;. Nava Ocampo y col. [33] sustituyeron el acetonitrilo por metanol para
disminuir el coste y la toxicidad de la fase mévil. No obstante, la cantidad de disolvente orgéanico
es significativamente menor en la fase mévil micelar propuesta: un 6% de propanol eluye la
furosemida en 6.4 min, pero se puede reducir aun mds la concentracion de este disolvente (2%),
que daria lugar a un tiempo de retencién cercano a los 11 min. El propanol es, ademas, menos
toxico que el metanol y se retiene fuertemente en la disoluciéon micelar de SDS, reduciendo el

riesgo de evaporacion.
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11.1. Introduccion

La cromatografia liquida micelar (CLM) es una alternativa a la cromatografia liquida en
fase inversa (RPLC) convencional. La versatilidad de la CLM se debe a la variedad de
interacciones que se establecen entre los solutos eluidos, la fase estacionaria, la fase acuosa y las
micelas. Sus caracteristicas eluyentes permiten el analisis de compuestos en un amplio intervalo
de polaridades, a partir de una unica inyeccién y utilizando elucién isocratica. La retencion es
altamente reproducible y puede modelizarse con gran exactitud para predecir los cambios de
retencion, al variar la composicion de la fase mévil (concentracion de tensioactivo y fraccion
volumétrica del disolvente orgénico), o el pH. Ello facilita la optimizacién de las condiciones de

separacion.

Se han sefialado algunos serios problemas asociados al uso de fases modviles micelares
puras, relacionados con las bajas eficacias cromatograficas y débil fuerza eluyente de las fases
moéviles. La adicidon de una pequefia cantidad de disolvente organico, tal como un alcohol,
soluciona al menos parcialmente estos problemas. Los estudios realizados hasta la fecha, que aqui
se complementan, demuestran que es posible la separacién de mezclas complejas mediante la

seleccion adecuada de la naturaleza y concentracion del disolvente orgéanico y del pH.

A nuestro parecer, la CLM debe considerarse como una modalidad de la RPLC en la que
se utiliza una cierta concentracion de tensioactivo formando micelas, ademas de la mezcla
acuo-organica. La presencia del tensioactivo no sélo modifica las interacciones que se establecen
dentro de la columna, sino que reduce la cantidad necesaria de disolvente organico en la fase
movil, que ademds puede recircularse debido a la reducida evaporacion. Estas caracteristicas son
muy interesantes, dada la preocupacién actual en la reduccion de los residuos organicos
contaminantes en los laboratorios. La disminucién importante del gasto de disolvente organico,
junto con la posibilidad de utilizar columnas C,; convencionales, de bajo precio, da lugar a

procedimientos mas econémicos.

Esta Memoria muestra las posibilidades prometedoras de la CLM frente a la RPLC
convencional, que en algunos casos mejora los procedimientos clasicos, mientras que en otros,

resulta interesante como técnica complementaria. Las caracteristicas examinadas abarcan
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especialmente aspectos relacionados con la forma de los picos cromatogréficos, la retencién

relativa de los compuestos eluidos, la resolucion y el tiempo de andlisis.

Debido a la complejidad de las mezclas de formacos examinadas y a la fuerte variacién
de su comportamiento cromatografico al cambiar la composicion de la fase mévil, se hizo uso de
simulaciones asistidas por ordenador para poder seguir con detalle las modificaciones en los
cromatogramas. De esta forma, se alcanzd una visién mas global de las posibilidades de la
técnica. Dichas simulaciones se pudieron realizar con un alto grado de fiabilidad, gracias al uso
de diversas herramientras quimiométricas desarrolladas anteriormente en nuestro laboratorio, que
aqui por primera vez se aplican a la comparacion de técnicas cromatograficas. En la mayoria de
los estudios, el uso de estas herramientas se vio facilitado por la aplicacién de un “software”
elaborado en nuestro laboratorio. Dicho “software” 'se disefié en principio para ser utilizado
exclusivamente para CLM, pero durante el desarrollo de esta Memoria fue adaptado también a
RPLC convencional. Sin embargo, los estudios en los que se considera simultineamente la

composicion de la fase movil y el pH, fueron realizados con ayuda de rutinas de MATLAB.

Para demostrar las posibilidades de la CLM, se han estudiado cinco grupos de farmacos,
con propiedades muy diversas en cuanto a sus estructuras, grupos funcionales, hidrofobicidades
y propiedades acido-base. El analisis de toda la informacién recogida ha permitido elaborar unas
recomendaciones para elegir las fases moviles méas apropiadas para conseguir las mejores
separaciones. La Tabla 11.1 indica los grupos de firmacos examinados, detallando cada
compuesto, junto con el intervalo de coeficientes de reparto octanol-agua, log P, y las
condiciones de separacion. El estudio supuso-la obtencién de una gran cantidad de datos
cromatograficos con fases modviles de acetonitrilo-agua (en ausencia y presencia de trietilamina),
metanol-agua, dodecilsulfato sdédico (SDS)-propanol, SDS-pentanol y SDS-acetonitrilo,
utilizando columnas C, y C,; convencionales, asi como una columna especialmente disefiada para
compuestos basicos (se indica el nimero de fases moéviles micelares y acuo-organicas
examinadas, respectivamente): 16 $-bloqueantes (8 y 25), 15 sulfonamidas (6 y 10), 8 esteroides
(8 y 10), 18 diuréticos (14 y 20), y 7 antidepresivos triciclicos (5 y 15). A estos grupos, hay que
afiadir los estudios realizados sobre el propranolol y 4 de sus metabolitos (5 fases moviles
micelares), y la furosemida y sus productos de degradacion (5 fases moviles micelares). Ademas
de examinar los datos experimentales de todos estos compuestos, obtenidos para esta Memoria,

se estudiaron criticamente los datos disponibles en la bibliografia para muchos otros compuestos.
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11.2. Comparacién entre CLM y RPLC cldsica
11.2.1. Relacion entre la retencién y la hidrofobicidad
a) Utilizacion de valores de log P,,, aparentes en las correlaciones retenciéon-hidrofobicidad

En la bibliografia, la CLM ha despertado un gran interés debido a las correlaciones que se
han obtenido entre la retencion cromatografica y la hidrofobicidad, u otros datos de interés
bioldgico, que en muchos casos han mejorado las obtenidas con RPLC convencional. Sin
embargo, en cualquier modo de RPLC, existen dificultades cuando en las correlaciones
intervienen compuestos ionizables, lo que es debido a que no se tiene en cuenta el desplazamiento
del equilibrio acido-base del soluto al variar el pH. Se realiz6, por ello, un estudio en el que se
utilizaron valores aparentes de log P, , con el fin de mejorar las correlaciones entre la retencion
y la hidrofobicidad, para un grupo de diuréticos con diverso caracter acido-base eluidos con fases

moviles de acetonitrilo-agua, en ausencia y presencia de SDS.

Se examino el efecto del cambio en la composicidn de las fases maoviles y del pH sobre las
correlaciones. Para el establecimiento de las mismas, se expresé el comportamiento de retencioén
como log k£ 0 como sus descriptores isocréticos, log &, y log k,,, (retencién extrapolada a agua
pura en fases moviles acuo-organicas y micelar-orgénicas) y ¢, (extrapolacién a una fase mévil
que da lugar a una retencién que duplica la del tiempo muerto). A pesar de que las correlaciones
que hacen uso de los descriptores isocraticos extrapolados son mas deficientes que las
correspondientes a log &, poseen la ventaja de ser independientes de la concentracion de

modificador.

Las mejores correlaciones correspondieron a RPLC acuo-orgénica. Al utilizar los valores
de log P, aparentes, mejord apreciablemente la calidad de las correlaciones respecto a la
obtenida cuando se utilizaron valores de log P, moleculares. Sin embargo, para CLM, dichas
correlaciones fueron similares, por lo que la correccion que tiene en cuenta la ionizacion de los
solutos no parece ser tan importante, debido probablemente al mayor desplazamiento de los

equilibrios 4cido-base de los diuréticos hacia pH superiores, en el medio micelar.
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En CLM, los compuestos basicos protonados se ven atraidos fuertemente por la fase
estacionaria, mostrando una retencién muy superior a la que se espera en base a su
hidrofobicidad. Por lo tanto, en este modo cromatografico, es necesario diferenciar dos tipos de
compuestos para establecer las correlaciones: el conjunto de compuestos neutros y acidos, y el

de los compuestos basicos.

b) Orden de elucion de las aminas secundarias y terciarias

En el estudio realizado con diversos antidepresivos triciclios se observé que, dependiendo
del tipo de sistema cromatografico empleado, el orden de elucién se correlaciona aceptablemente
con los valores de log P,,, (columnas C; y XTerra C,; con fases méviles de acetonitrilo-agua), o
se diferencia la elucién de las aminas secundarias y terciarias. Asi, con una columna C,q
convencional y acetonitrilo-agua, las aminas secundarias eluyeron antes que las terciarias,
mientras que en CLM, el comportamiento fue opuesto, aunque siempre se mantuvo la correlacion
entre la retencién y la polaridad dentro de cada grupo. Es interesante hacer notar que, en el
organismo, las aminas terciarias se metabolizan y excretan en el cuerpo humano més répidamente

que las secundarias, lo que es mas acorde con el comportamiento observado en CLM.

¢) Eleccion del disolvente organico en CLM

En principio, en CLM se pueden utilizar tensioactivos muy diversos (catiénicos, aniénicos
y neutros). Sin embargo, en las aplicaciones realizadas hasta la fecha, el nimero de tensioactivos
empleados ha sido muy reducido, e incluso, un porcentaje muy elevado de procedimientos utiliza
el tensioactivo aniénico SDS. La razén de ello puede ser que esté disponible en el comercio en
un grado de pureza elevado y su precio es inferior; ademads, solubiliza de forma eficaz las
proteinas en matrices bioldgicas, lo que no es posible cuando se utilizan tensioactivos catidnicos.
Sin embargo, la experiencia adquirida en nuestro laboratorio puede completar estos comentarios,
indicando que el trabajo con SDS resulta mucho mas sencillo que con otros tensioactivos, puesto
que se puede eliminar muy facilmente de las columnas cromatograficas y origina datos de

retencion muy reproducibles. Ademas, el uso del SDS en ausencia o junto con un disolvente
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organico puede conducir a la elucién de cualquier compuesto quimico, lo que hemos comprobado
incluso con compuestos que quedan retenidos cuando se hace uso de fases moviles acuo-
orgénicas con un elevado contenido de acetonitrilo o metanol. El SDS tan sélo es inadecuado
cuando se cromatografian compuesto anidnicos, puesto que no sufren retencién. Observando los
procedimientos desarrollados hasta la fecha, se puede concluir que las mejores condiciones de

separacion se producen para concentraciones de SDS inferiores a 0.12 M.

Aunque se han descrito ejemplos interesantes en la bibliografia de separaciones con fases
moéviles micelares puras (diuréticos del grupo de las tiazidas), es necesario en general afiadir una
pequefia proporcioén de disolvente organico a fin de mejorar la forma de los picos y conseguir la
fuerza eluyente necesaria. Sin embargo, no existe un unico disolvente organico que permita eluir
adecuadamente cualquier compuesto. Se han desarrollado aplicaciones que utilizan diversos
disolventes: metanol, 1-propanol (o 2-propanol), butanol, pentanol y acetonitrilo, siendo el
1-propanol el mas utilizado. Al inicio de estas investigaciones, consideramos que era necesario
proporcionar unas orientaciones sobre la eleccion del disolvente més adecuado, para la separacién

de un determinado soluto o mezclas de solutos.

Nuestro estudio indicé que la eleccion del disolvente organico depende de la hidrofobicidad
de los solutos cromatografiados y de su asociacion con el tensioactivo. La separaciéon de
compuestos muy polares, con log P,,, < -1 (como los aminoacidos), requiere una concentracién
baja de propanol (~1%). La concentracién de este disolvente debe ser mayor (~5-7%) para
compuestos con polaridades en el intervalo -1 < log P,,, < 2 (diuréticos y sulfonamidas).
El pentanol (en concentracién inferior al 6% para evitar la destruccion de las micelas de SDS)
es mas adecuado para compuestos poco polares con log P,,, > 3 (esteroides e hidrocarburos

aromaticos policiclicos).

Sin embargo, tal como se ha comentado anteriormente, los compuestos basicos, como las
fenetilaminas (0 < log P,,, < 1.7) y los B-bloqueantes (1 < log P,,, < 3), requieren una fuerza
eluyente mayor que la que indicaria su hidrofobicidad, debido a la fuerte asociacion electrostética
de los solutos catiénicos con la fase estacionaria modificada por la adsorcién del tensioactivo
anionico. Por lo tanto, estos compuestos requieren el uso de una concentracién alta de 1-propanol,

o un disolvente mas fuerte, como butanol o pentanol.
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11.2.2. Eficacias y asimetrias

Un problema intrinseco de la RPLC, relacionado con el uso de fases estacionarias de silice
modificada, es la obtencion de bajas eficacias y picos deformados cuando se cromatografian
compuestos basicos, lo que es debido a la interaccién i6nica de las especies cargadas
positivamente con los grupos silanol libres del empaquetamiento de la columna, que se desorben
con lentitud. Se recomienda a menudo trabajar a pH < 3.5 para conseguir la méxima reduccién
de la actividad silanofilica. Se pueden también conseguir mejoras sustanciales mediante la adicion
de un modificador aminico a la fase mdvil. Ademads, en el comercio, han ido apareciendo
columnas especialmente disefiadas para la determinacion de compuestos bésicos, pero su precio

es muy superior al de las columnas convencionales.

Por otro lado, en la bibliografia, han aparecido frecuentes comentarios sobre las pobres
eficacias que se obtienen en CLM. Sin embargo, la experiencia de nuestro laboratorio no ha sido
tan negativa, y tal vez, éste ha sido uno de los motivos de las investigaciones propuestas e
incluidas en esta Memoria, en las que se evalian las prestaciones de la CLM y RPLC
acuo-organica. Al comparar las eficacias y asimetrias de los picos cromatograficos, hemos
encontrado que con frecuencia son similares en ambos modos cromatograficos, son claramente
superiores en RPLC convencional para los compuestos neutros apolares (como los esteroides),
mientras que son superiores en CLM, especialmente en lo que respecta a la simetria de los picos,

para algunos compuestos basicos, como los B-bloqueantes.

Las Tablas 11.2 a 11.6 recogen los valores de eficacia y asimetria (relacion entre la
semianchura posterior y anterior del pico medida. al 10% de su altura), para fases méviles
optimas encontradas para la separacién de mezclas de farmacos. Las tablas indicadas en el
Anexo I complementan esta informacién. Con frecuencia se observa que un aumento en la
concentracion de disolvente organico produce una disminucion de las eficacias en RPLC
convencional, mientras que éstas mejoran en CLM. Debe tenerse en cuenta que la composicion
de 1a fase movil necesaria para obtener una resolucion aceptable viene determinada no tan sélo
por la retencion relativa de los solutos, sino también por las caracteristicas de los picos (eficacia

y simetria).
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Resumen de resultados y conclusiones

Al afiadir ciertos modificadores a las fases méviles acuo-organicas, se producen mejoras
en la forma de los picos cromatograficos. Esta es una practica habitual en RPLC convencional,
en la que se afiaden compuestos aminicos con esta finalidad. La CLM puede considerarse, en
cierto modo, como otro ejemplo de la adicién de un modificador: el tensioactivo. Los
modificadores aminicos y el SDS obstaculizan la interaccion de los compuestos basicos con los
grupos silanol de las fases alquil-enlazadas, mejorando la calidad de los picos cromatogréficos.
Sin embargo, los mecanismos de proteccion de los grupos silanol son distintos. Mientras que las
aminas se asocian a los silanoles, bloqueando los procesos de intercambio iénico, o repeliendo
alos solutos, la cadena hidrofébica del SDS se inserta en la capa orgéanica enlazada, con el grupo
sulfato expuesto al exterior, lo que confiere una carga negativa a la fase estacionaria. De ahi que
al utilizar SDS, los grupos hidroxilo sobre la superficie de silice jueguen un papel menos
importante en la separacion. Aparentemente, el equilibrio de intercambio con el grupo sulfato del
tensioactivo estd menos impedido cinéticamente. El efecto protector del tensioactivo es, en
muchos casos, mas eficaz que el de las aminas. Aunque existen ejemplos de adicién de aminas

a las fases moviles micelares, no parece que sea necesario.

En un estudio realizado con f-bloqueantes, se comparo el efecto de diversos modificadores
en RPLC: acetonitrilo y trietilamina (TEA) en RPLC acuo-orgénica, y SDS y propanol en CLM.
Se observd que la dependencia de la eficacia con la concentracién del modificador es muy similar
para TEA y propanol, por un lado, y para acetonitrilo y SDS, por otro. Se observan transiciones
bruscas con las primeras adiciones de TEA o propanol a las fases méviles puras (acetonitrilo-agua
y SDS, respectivamente), mientras que posteriores adiciones de estos modificadores originan
eficacias constantes, especialmente en el caso de TEA. Un andlisis de los efectos principales
promedio en los sistemas hibridos mostré que la mejora de la eficacia es mayor para el propanol
que para TEA, mientras que la eficacia se deteriora de forma similar por la accion del SDS y
acetonitrilo. Por otro lado, las eficacias obtenidas en las fases méviles hibridas de TEA-
acetonitrilo y SDS-propanol fueron por lo general similares para f-bloqueantes de polaridad
intermedia, pero mayores para los compuestos de polaridad mas baja en TEA-acetonitrilo, y para

los de mayor polaridad en SDS-propanol.
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Los procedimientos descritos para CLM utilizan, generalmente, columnas C
convencionales. Sin embargo, al cromatografiar varios antidepresivos triciclicos, de caracter
basico, se obtuvieron picos muy deficientes tanto en RPLC acuo-organica, como en CLM.
La calidad de los parametros cromatograficos mejor6 apreciablemente con una columna Cs,
aunque menos de lo. esperado en CLM, pero de nuevo, se obtuvieron picos con una simetria

superior a la de RPLC acuo-orgénica.

11.2.3. Modelizacion

Para simular cromatogramas, la retencién debe predecirse conmucha exactitud. De ahi la
importancia del uso de modelos adecuados. La mayoria de los ejemplos presentados en esta
Memoria corresponden a separaciones en las que el pH de la fase movil se ha mantenido
constante, por lo que los unicos factores a tener en cuenta en el modelo han sido las
concentraciones de los modificadores. En RPLC convencional, se ha utilizado el modelo clésico
cuadratico, mientras que en CLM, se ha hecho uso de modelos de tipo polindmico y mecanicista
(en el que se incluyen constantes que indican la fuerza de las interacciones entre los solutos y las
fases mdvil y estacionaria). La idoneidad de estos modelos fue estudiada anteriormente a la
realizacion de los estudios incluidos en esta Memoria. Para ajustar los modelos, se utilizaron los
datos de retencién de disefios experimentales también previamente establecidos. Los errores de

prediccién fueron siempre inferiores al 3%

Sin embargo, fue necesario ampliar los estudios de modelizacion para predecir la retencién
de los B-bloqueantes en fases moéviles acuo-organicas, con el fin de poder considerar
simultdneamente dos factores: las concentraciones de acetonitrilo y trietilamina, puesto que no
se encontrd en la bibliografia ningtin antecedente al respecto. Se obtuvo también el modelo mas
idoneo para fases hibridas de SDS y propanol, y se encontré que el modelo polinémico 6ptimo
era el mismo en ambos modos cromatograficos, y que contenia un término cuadrético para el
disolvente orgéanico (acetonitrilo o propanol). Las predicciones fueron excelentes (algo mejores
para los eluyentes micelares), para todo el intervalo de factores de retencién abarcado por los
B-bloqueantes, que era muy amplio dado que se incluyeron compuestos de polaridades muy

diversas.
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Resumen de resultados y conclusiones

Se considerd también la modelizacion de la retencién de compuestos ionizables (diuréticos),
que tuviera en cuenta simultaneamente la composicion de la fase mévil y el pH. El interés de este
estudio es que la separacién de mezclas complejas de compuestos con comportamientos
acido-base diversos suele ser muy critico. El factor mas importante es el pH, que debe ajustarse
con mucha exactitud. La prediccion de la retencion es mas problematica cuando se optimizan tres
factores (disolvente organico, tensioactivo y pH), en lugar de dos (disolvente orgénico y pH). Se
compar6 la bondad de diversos modelos de retencion en RPLC acuo-organica y CLM. En RPLC
convencional, se examinaron modelos previamente descritos, de tipo polinémico y mecanicista,
mientras que en CLM, junto con un modelo mecanicista anterior, se consideraron varios modelos

polindmicos que no habian sido estudiados anteriormente.

La prediccion de la resolucién depende de la idoneidad del modelo, y dado lo critico de
dichas predicciones cuando uno de los factores es el pH, es recomendable examinar los resultados
obtenidos con al menos dos modelos. En general, las predicciones pueden considerarse muy
satisfactorias, teniendo en cuenta su dificultad. Sin embargo, debe siempre sospecharse de su
exactitud, por lo que se recomienda que en caso de existir alguna discrepancia entre los
cromatogramas experimentales y predichos, se realice la simulacién dindmica de cromatogramas
para averiguar el cambio de pH que conviene realizar para alcanzar la separacion requerida. Esta
afirmacion se vio corroborada por la comparacion de los cromatogramas predichos con

cromatogramas experimentales.

11.2.4. Fuerza eluyente

La fuerza eluyente (sensibilidad de la retencion a los cambios en la concentracion de los
modificadores en las fases méviles) se midié como la pendiente del modelo clésico de elucion,
que relaciona log k£ con la concentraciéon del modificador (el disolvente orgéanico o el
tensioactivo). Para ello se utilizaron directamente, por lo general, valores de k£ experimentales,
pero en algunos casos, los datos fueron insuficientes y se obtuvieron a partir de los modelos de
retencion comentados en el apartado anterior. La bondad de dichos modelos es una garantia de

la fiabilidad de estas medidas.
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En CLM, la fuerza eluyente del disolvente orgénico depende de la concentracion del
tensioactivo, y viceversa. Se observo con los B-bloqueantes, que la fuerza eluyente del propanol
disminuye a concentraciones crecientes del tensioactivo para los compuestos mds polares, pero
aumenta para los compuestos mds hidrofébicos. Por el contrario, la fuerza eluyente del
tensioactivo aumenta siempre al incrementarse la concentracion de propanol. Por otro lado, los
cambios en la retencion son superiores al variar la concentracion del tensioactivo, lo que indica
la fuerte asociacion de los B-bloqueantes con las micelas anidnicas de SDS. También se encontrd
que la fuerza eluyente para un grupo de sulfonamidas viene determinada principalmente por el
tensioactivo, y se incrementa al disminuir la polaridad de los compuestos. Por el contrario, la
fuerza eluyente de fases méviles de SDS-pentanol empleadas en la elucién de un grupo de

esteroides altamente hidrofébicos fue superior para el disolvente organico.

Al comparar la elucion de los B-bloqueantes con fases méviles de acetonitrilo-TEA-agua
y SDS-propanol, se encontré que el acetonitrilo es el factor que ejerce el mayor efecto sobre la
retencion, seguido del SDS y propanol. TEA tiene un efecto casi despreciable. Por el contrario,
para los esteroides, la fuerza eluyente del pentanol en las fases méviles micelares es muy superior
a la del acetonitrilo o metanol en el modo de RPLC clasico. Por lo tanto, la concentracion de
disolvente orgénico necesaria para observar los picos de los esteroides de alta hidrofobicidad, a

tiempos de retencion suficientemente bajos, es apreciablemente inferior para el sistema micelar.

En RPLC acuo-orgénica, la diferencia en la retencién entre compuestos de polaridad
extrema en una mezcla es, con frecuencia, demasiado grande como para permitir la elucion en
modo isocratico. De ahi la necesidad de realizar gradientes de elucion para lograr tiempos de
analisis practicos. Esta necesidad no existe por lo general en CLM, puesto que compuestos de
polaridad diversa pueden analizarse isocraticamente, en tiempos de andlisis relativamente bajos
utilizando una concentracion baja de disolvente organico. Asi, el intervalo de fuerzas eluyentes
para B-bloqueantes de polaridad extrema es mas reducido en CLM que en RPLC acuo-oréénica,
independientemente del tipo de columna (convencional o XTerra), o de la ausencia o presencia

de amina.
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Resumen de resultados y conclusiones

Otra diferencia observada, entre la RPLC convencional y la CLM, es que en la primera, los
compuestos menos retenidos en las fases moviles isocraticas optimizadas eluyen con frecuencia
a tiempos muy préximos al tiempo muerto, mientras que en CLM dichos compuestos aparecen
a tiempos mayores. Este comportamiento es interesante de cara al analisis de farmacos en fluidos
bioldgicos, puesto que incluso tras una limpieza de la muestra aparece una banda en los primeros
minutos de los cromatogramas, debida a las proteinas presentes, que puede ocultar los picos de

los farmacos que eluyen en la cabecera.

11.2.5. Resolucion
a) Posibilidad de “screening”

La selectividad en una separacion cromatografica estd directamente relacionada con el
comportamiento eluyente de los solutos, y con la posibilidad de conseguir condiciones
experimentales en las que se resuelva la mezcla analizada. Con frecuencia, la selectividad varia
con la composicion de la fase moévil o su pH. En ocasiones, incluso se producen cambios en el
orden de elucidn, siendo éstos mas frecuentes en CLM que en RPLC acuo-organica. En un
estudio realizado con los antidepresivos triciclicos, se observé que la selectividad no cambia con
la composicion de la fase movil para el sistema acuo-orgéanico, utilizando columnas Cg, C,5 y
XTerra C,;. La selectividad fue, por otro lado, similar para las columnas C; y XTerra C,5, pero
significativamente distinta para la columna C,;, al ufilizar para las tres columnas fases moviles

acuo-organicas. También se observé un cambio importante para el sistema micelar.

A lo largo de esta Memoria, la seleccion de las mejores condiciones de separacion de una
mezcla se ha realizado en ocasiones utilizando las posibilidades del “simulador de
cromatogramas”, cuyo funcionamiento se basa en el uso de modelos de retencion y de forma de
pico. A partir de la observacion de la evolucion de la disposicién de los picos al variar la
composicion de la fase mévil, es posible elegir las condiciones experimentales que parezcan mas
idoneas. Una forma maés objetiva, aunque no necesariamente mejor, se basa en la evaluacion de
la resolucion individual de los picos en un cromatograma, que seguidamente se optimiza

matematicamente. Como medida de la resolucion global, R, se tomd el producto de purezas de
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pico (fracciones no solapadas). Puesto que su magnitud depende del niimero de resoluciones
elementales multiplicadas, en su evaluacién debe considerarse el numero de compuestos
implicados. Asi, si todos los compuestos en una mezcla multicomponente exhiben un pequefio

solapamiento, R puede adquirir un valor bajo, incluso cuando la resolucion sea satisfactoria.

Es posible obtener una visién del comportamiento cromatografico de una mezcla
examinando los diagramas de resolucion global, para un amplio intervalo de concentraciones de
los modificadores. Estos diagramas suelen ser complejos, con varios 6ptimos locales en las
composiciones 6ptimas, siendo incluso més pronunciados para las fases méviles acuo-organicas.
Se construyeron los diagramas de resolucion para diversos grupos de farmacos, eluidos con fases
moviles micelares, con datos obtenidos en nuestro laboratorio anteriormente o para esta Tesis,
o tomados de la bibliografia. Se observé que el mejor méximo no aparece siempre en unas
condiciones intermedias del dominio experimental estudiado, sino que se localiza en un extremo,
y probablemente fuera de él. Con frecuencia, para mejorar la separacion, la concentracion del
disolvente organico deberia haberse incrementado. Esto, sin embargo, no siempre es posible, ya
que se produciria la destruccién de las micelas. El uso de un modificador de mayor fuerza

eluyente puede ser la solucion, aunque no garantizaria tampoco una mejora de la resolucién.

Uno de los objetivos de mas interés abordados en esta Tesis fue la comparacion de la
resolucion que puede lograrse en RPLC convencional y CLM. Se realizaron, en este sentido,
estudios detallados con mezclas complejas de B-bloqueantes, sulfonamidas, esteroides, diuréticos
y antidepresivos triciclicos. En RPLC convencional se observé que la adicién de una amina, o el
uso de una columna especial, produce mejoras en la forma de los picos, pero aumenta la fuerza
eluyente, dando lugar con frecuencia a peores resoluciones. Asi, al comparar la resolucion
méaxima alcanzada en ambos modos cromatograficos, se observo que la resolucién en CLM era
superior para los B-bloqueantes, sulfonamidas y esteroides, similar para los diuréticos y mas
deficiente para los antidepresivos triciclicos. Ademas, los compuestos se hallan por lo general
mads regularmente distribuidos de acuerdo a sus tiempos de retencion. Por otro lado, el tiempo de
analisis (tiempo de retencion del soluto mas retenido) para las fases méviles micelares es, con
frecuencia, muy inferior al de las acuo-orgénicas. Para los diuréticos, las dos técnicas
cromatograficas, RPLC acuo-organica y CLM, muestran selectividades distintas, por lo que se

pueden considerar complementarias para lograr la separacién completa de cualquier mezcla.
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Resumen de resultados y conclusiones

Los estudios mostrados indican que el método de optimizacion utilizado es una herramienta
util en el desarrollo de procedimientos de “screening”. Los resultados expuestos en esta Memoria
corroboran que el comportamiento peculiar de la CLM con respecto a la selectividad y fuerza

eluyente debe considerarse con fines de “screening”.

b) Uso de medidas de resolucién individual

El criterio de pureza de pico asocia un valor de resolucion a cada compuesto y permite
evaluar el grado de separacion de una mezcla, independientemente del nimero de compuestos que
la constituyen. Asi, se demostrd que es un parametio Util para investigar la resolucién de todas
las posibles mezclas binarias de un grupo de B-bloqueantes. Para los 16 compuestos estudiados,
eluidos con SDS-propanol, la resolucién fue siempre practicamente completa. Fue mas
problematico resolver los picos individuales con fases méviles de acetonitrilo-agua, utilizando

una columna C,; convencional o la columna XTerra C,q.

El uso de una medida de resolucién individual permite el conocimiento de la resoluciéon
limitante, que es la maxima resolucioén que puede esperarse para cada componente en una mezcla,
utilizando un cierto sistema cromatogréfico. Para los B-bloqueantes, las resoluciones limitantes
para SDS-propanol fueron notablemente mayores que para el sistema acuo-orgénico, lo que
reveld la gran capacidad del sistema micelar para resolverlos. Este es el resultado final de la

mejora en las eficacias y asimetrias que se logra en CLM, unido a su particular selectividad.

Por lo general, la resolucién se optimiza considerando el analisis de una determinada
mezcla con una fase mévil tinica. Sin embargo, el grado de separacion puede no ser satisfactorio,
especialmente si la mezcla es demasiado compleja. Cuando las resoluciones individuales para la
fase movil éptima no alcanzan los valores limitantes, se puede hacer uso de dos 0o mas fases
moviles complementarias para lograr la separacion de los componentes de una mezcla. Cada una
de estas fases moviles resuelve de forma dptima algunos compuestos, mientras que otros pueden

solapar entre ellos. Esta posibilidad se mostr6 con los 16 B-bloqueantes.
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11.3. Nuevos procedimientos para la determinacion de farmacos
11.3.1. Determinacion de antidepresivos triciclicos en preparados farmacéuticos

El uso de procedimientos comunes (uso de una misma columna y composicion de la fase
movil), para el control de diversos farmacos en la industria farmacéutica, es de gran interés, ya
que el mantenimiento de condiciones cromatograficas distintas para cada fairmaco incrementa los
costes de los analisis. La primera aplicacion analitica incluida en esta Memoria se refiere al
control de antidepresivos triciclicos en comprimidos y cépsulas. El estudio incluye la
optimizacion y validacion del procedimiento, abarcando siete farmacos y siete preparados
distintos. Se investigo el uso de tres tipos de columna (Cy , C,5 y XTerra C ), y de fases moviles

de acetonitrilo-agua y SDS-pentanol.

Las condiciones de separacion seleccionadas fueron XTerra C,53 / 35% de acetonitrilo y
C;/ SDS 0.075 M~-6% de pentanol, ambas a pH 3, con tiempos de anélisis de 14 min y 10.5 min,
repectivamente. El tiempo de analisis con la columna XTerra C,; puede disminuirse
incrementando la cantidad de acetonitrilo, pero si se desea utilizar la misma composicion de fase
movil para analizar el conjunto completo de antidepresivos, la retencion de la doxepina
disminuiria excesivamente, dificultando su resolucién de las perturbaciones que muestran los
preparados farmacéuticos a la cabecera de los cromatogramas. El procedimiento de CLM posee
la ventaja de reducir el consumo y toxicidad del disolvente orgénico. La columna C; utilizada es
también apreciablemente mas econdmica que la XTerra.C,; . Sin embargo, con fines de

"screening", s6lo esta tltima dio lugar a una resolucion adecuada de los siete ATs estudiados.

La validacion se realizé construyendo curvas de calibrado a cinco concentraciones
crecientes de los farmacos, en tres dias consecutivos, repitiendo el calibrado al cabo de uno a tres
meses para estudiar su variabilidad. Al analizar los preparados farmacéuticos, los porcentajes de
recuperacion se situaron generalmente en el intervalo 97-110%. No se encontr6 interferencia
alguna por parte de aditivos comunes, excipientes u otros farmacos presentes. La preparacion de

las muestras es sencilla, requiriendo un esfuerzo similar para la RPLC acuo-orgénica y micelar.
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Resumen de resultados y conclusiones

La reproducibilidad en el andlisis de los preparados se realizd a tres concentraciones
distintas de los farmacos. Los valores intra-dia se calcularon a partir de analisis sextuplicados,
y los valores inter-dia a partir de ensayos triplicados realizados durante seis dias consecutivos,
y a continuacion, durante cinco dias a lo largo de dos meses. Las desviaciones estandar relativas

intra-dia se situaron siempre por debajo del 0.6% y las inter-dia por debajo del 2%.

11.3.2. Control de la ingestion de propranolol mediante el seguimiento de sus metabolitos

El propranolol (PPL) es un B-bloqueante que se metaboliza répidamente tras su
administracién oral. En las muestras fisiolégicas aparecen metabolitos polares con grupos
funcionales basicos, 4cidos y neutros. Ademas, el formaco se encuentra extensamente conjugado,
lo que dificulta su deteccion. Efectivamente, al analizar muestras de orina, s6lo pudo observarse

el pico cromatografico del PPL hasta unas pocas horas después de la ingestion del farmaco.

Con el fin de mejorar el seguimiento del PPL, se desarrolldé un procedimiento
cromatografico con deteccion fluorescente, utilizando disoluciones estdndar acuosas de los
metabolitos y muestras de orina de voluntarios que habian ingerido PPL. Con el fin de seleccionar
el metabolito mas adecuado para realizar estos anélisis, se consideraron varios metabolitos de
PPL no conjugados: el desisopropilpropranolol (DIP), propranololglicol (PPG), acido
a-naftoxilactico (NLT) y acido o-naftoxiacético (NAC). De entre ellos, el mas idoneo fue el NLT,
que es uno de los metabolitos principales, se encuentra libre en la orina y present6 un pico que
no solapa con compuestos enddgenos presentes en ella. El limite de deteccion de este metabolito
es inferior al encontrado para NAC, que es un compuesto que se deriva del metabolismo
oxidativo de NLT. Por otro lado, el NAC se encuentra parcialmente solapado con un compuesto
enddgeno, y aunque su cuantificacion es factible utilizando el procedimiento descrito, mostré una

sefial mas débil que NLT. DIP no se pudo detectar en las condiciones ensayadas.

Para realizar los andlisis, se utilizé una fase mévil de SDS 0.15 M-10% de propanol a
pH 3. El pico del NLT present6 un tiempo de retencién de 4 min. La CLM permitié su inyeccion
directa sin necesidad de realizar tratamientos previos. Sin embargo, se recomienda siempre que

sea posible, efectuar los anélisis sobre muestras de orina diluidas para asegurar la proteccion de
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la columna. En estas condiciones, los tiempos de retencidn son reproducibles tras realizar al
menos 200 inyecciones. Cuando sea necesario, es posible inyectar directamente las muestras no
diluidas. Los analisis son rapidos y sencillos (se llevan a cabo en menos de 10 min), mientras que
en los procedimientos convencionales con fases mdviles acuo-orgénicas, es necesario efectuar

etapas de extraccion que dependen de la acidez del metabolito que se desea analizar.

Los limites de cuantificacién (LC) fueron 0.37 y 0.95 ng ml™' para la disolucién acuosa y
la orina diluida, respectivamente (criterio 5s). Teniendo en cuenta el factor de dilucién 1:25, el
LC en la muestra de orina original fue 24 ng ml™'. Este valor permite el control de la ingestién
de PPL a partir de la deteccion de NLT. Las repetibilidades inter-dia correspondientes a series de
seis disoluciones estandar de NLT realizadas durante seis dias, preparadas en orina diluida

(muestras aditivadas), estuvieron por debajo del-4% para 8 y 13 ng ml™', respectivamente.

Al examinar la posible interferencia de farmacos de uso corriente o administrados en
combinacién con PPL, no se observé ninguna sefial, excepto para atenolol y nadolol. De éstos
solo el pico de atenolol interfiere la determinacion de NLT. Sin embargo, esta interferencia puede
evitarse reduciendo la cantidad de propanol en la fase mévil a un 5%, debido a la diferente
selectividad de la fase movil hacia NLT y atenolol. Se comprobé también la fiabilidad del
procedimiento analizando una serie de blancos de muestras de orina procedentes de
20 voluntarios. En todos los casos, las matrices de orina presentaron perfiles similares, sin

aparecer picos de endégenos al tiempo de retencion de NLT.

Por ultimo, se investigo la posibilidad de detectar y cuantificar NLT en muestras de orina
recogidas tras la administracion de una dosis oral tinica de una cantidad terapéutica baja de PPL.
En el estudio realizado, se suministré a tres voluntarios sanos (dos hombres y una mujer)
10 mg de clorhidrato de PPL. La concentracion del metabolito de PPL excretado alcanzé un
maximo entre 3 y 10 h, y en las muestras de orina diluida se detecté hasta al menos 20-30 h

después de su ingestion.
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11.3.3. Manipulacién de muestras de orina que contienen furosemida

La furosemida es un diurético que en disolucién acida experimenta una extensa
degradacion, especialmente al ser expuesto a fuentes luminosas. Sin embargo, en los informes
analiticos publicados no se encuentra mencion alguna sobre ello, y por supuesto, no se considera
la posible interferencia de sus productos de degradacion. Estas deficiencias pueden limitar la
utilidad de los procedimientos en el control terapéutico de este farmaco, asi como de sus estudios
farmacocinéticos de bioequivalencia. Cuando se desea investigar la ingestion de este diurético
(como ocurre en el control antidopaje), es posible que no pueda ser detectado si no se toman las
precauciones adecuadas. El propdsito de este trabajo fue el desarrollo de un procedimiento rapido,
sensible y selectivo, mediante CLM, para determinar furosemida en muestras de orina, evitando

la degradacion del farmaco.

Los estudios realizados muestran que la furosemida es estable en muestras de orina a pH 3,
cuando éstas se protegen de la luz. Expuestas a la luz, su degradacién es compleja, dando lugar
a varios productos. Se observan los mismos picos en las disoluciones acuosas de furosemida y
muestras de orina aditivadas con el farmaco, al ser expuestas a la luz artificial, excepto en lo que
respecta al pico del principal producto de degradacion, el acido 4-cloro-5-sulfamoilantranilico
(CSA), que queda oculto por la ancha banda que originan las proteinas presentes en la orina a la
cabecera del cromatograma. Al irradiarse con luz solar directa, apareci6 otro pico proximo al de
la furosemida en las disoluciones acuosas, que puede corresponder a un producto formado por
pérdida del grupo carboxilico del diurético, que no se observé en las muestras de orina aditivadas

después de 6 dias de exposicion a la luz solar.

Para realizar los andlisis, se seleccion6 una fase mévil de SDS 0.05 M-6% de propanol a
pH 3, que eluye el farmaco en un tiempo corto (6.4 min), y permite monitorizar sus productos de
fotodegradacién mas importantes sin interferencia por parte de compuestos endogenos de la orina.
Se comprobd mediante analisis cromatografico que las muestras de orina conteniendo furosemida,
protegidas de la luz, son altamente estables, pero expuestas a la luz se descomponen a mayor
velocidad al aumentar el pH. No obstante, a pH > 4 el pico cromatografico de la furosemida se
desplaza progresivamente hacia tiempos de retencion mas cortos, y su cuantificacion es mas

problematica. Por esta razdn, el pH de las muestras de orina a analizar debe mantenerse entre
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3 y 4. En condiciones de conservacion adecuadas, los picos de los productos de degradacién no
se observaron, al menos hasta nueve dias después de su preparaciéon. Cuando las muestras se
expusieron directamente a la luz solar, el diurético se degradé completamente después de 3 h, con

una vida media de 30 min.

Por otro lado, se comprob6 que si los estandares de calibracion se mantienen protegidos de
la luz, pueden utilizarse durante al menos 10 dias sin observarse degradacién significativa. Por
el contrario, se produjo una disminucion del 14% en la pendiente de la curva de calibrado para
las disoluciones desprotegidas (el tiempo transcurrido desde la preparacion de estas disoluciones
hasta la ultima inyeccién fue aproximadamente de 100 min), lo que puede producir un error

considerable en la cuantificacién del farmaco.

Para evaluar la exactitud y la precisioén del procedimiento, se aditivé matriz de orina que
no contenia inicialmente el farmaco, con cinco concentraciones distintas y conocidas de
furosemida. Las muestras aditivadas se analizaron a lo largo de un mismo dia y en seis dias
diferentes, para determinar la variabilidad de los resultados. Cada nivel de concentracion se
inyect6 diariamente por sextuplicado. La precisioén intra-dia mostré una desviacion estandar
relativa (DER) de hasta un 0.19%, y la precision inter-dia fue inferior al 0.8%. Se estudié también
la variabilidad de los pardmetros de las rectas de calibrado, observandose valores de DER en la
pendiente del 1.8%. La comparacién de los calibrados realizados en disolucién acuosa y en orina
no revelaron efecto matriz. El LC (criterio 10s) para la furosemida fue 0.08 y 0.15 pg ml™!, para

la disoluciones acuosas y orina aditivada, respectivamente.

Para determinar la fiabilidad del ensayo, se examinaron 22 muestras de orina procedentes
de diferentes voluntarios. No se encontrd ninguna interferencia con el pico de la furosemida por
parte de compuestos endogenos, ni tampoco de farmacos de uso comtn. Por tltimo, se llevé a
cabo el seguimiento de la excrecién urinaria con un voluntario sano que ingirié un comprimido
de furosemida, en tres dias diferentes. Se pudo detectar la furosemida hasta 12 h después de su
ingestion. Se comprobd que al exponer las muestras de orina a la luz solar directa, la sefial de
furosemida era nula después de una hora. Los resultados obtenidos muestran la importancia de
proteger las muestras de orina de la luz para realizar el control de furosemida. Si no se toman
precauciones y los analisis se llevan a cabo varias horas después de recoger las muestras de orina,

no sera posible detectar el uso o abuso de este farmaco.
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