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(QUIMIOMETRIA APLICADA AL CONTROL
DE CALIDAD DE FARMACOS

Maria DE LA Luz SALAZAR,** PEDRO L. LoprEz DE ALBA,*** ALFREDO PIREYRO LoPEZ,* NOEMI WAKSMAN DE TORRES**

a quimica analitica se ha desarrollado
notoriamente en los ultimos afios con el
uso de las técnicas quimiométricas, las
cuales se basan en el tratamiento mate-
matico de datos. De las técnicas quimiométricas mas
empleadas por los espectroscopistas se cuentan el
uso de derivadas para el procesamiento de sefiales
espectralest®y la calibracién multivariante en sus
diferentes versiones algoritmicas.®!2 Estas técnicas
son Utiles para la cuantificacion de compuestos en
mezclas complejas, cuando, dadas las caracteristi-
cas espectrales que poseen, no se pueden resolver
por los métodos de espectroscopia tradicionales.

En los Ultimos afios en el departamento de Far-
macologia y Toxicologia de la Facultad de Medici-
na de la UANL existe una linea de investigacion en-
caminada al estudio de los componentes presentes
en las plantas del género Karwinskia. En particular,
uno de estos compuestos que ahora recibe el nom-
bre de peroxisomicina A1l (PA1) (figura 1), ha lla-
mado la atencién debido a su posible uso anti-
neoplasico. Actualmente se encuentra en experimen-
tacion en fase clinica 1.3 Por esta razon se ha esta-
do trabajando en su aislamiento y purificacion, lo
cual conllevé a la necesidad de asegurar la calidad
del producto obtenido.

Las pruebas que se plantearon inicialmente para
el control de calidad de la PA1 se clasificaron en
biolégicas y fisicoquimicas.

Los ensayos fisicoquimicos incluian el punto de
fusién, la cromatografia en capa fina y la cromato-
grafia de liquidos de alta resolucién fase reversa,
asi como el analisis espectrofotométrico UV-visible,
donde se determinaba la relacion de absorbancias
a dos longitudes de onda diferentes en los espec-
tros de orden cero.
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PA1 IsoPA1
Fig. 1. Estructuras quimicas de los compuestos en estudio.

Se planted la necesidad de mejorar las técnicas
analiticas existentes, con el fin de aumentar los li-
mites de deteccién de uno de los contaminantes que
con mayor frecuencia se presenta en los lotes de la
PAL. Se trata de un isomero de posicion de la PAL
conocido como isoperoxisomicina Al (IsoPA1) (fi-
gura 1).

El objetivo del presente trabajo fue aplicar mé-
todos Quimiométricos en Espectrofotometria UV—
visible y en Cromatografia de Liquidos de Alta Re-
solucién (CLAR) para mejorar el control de calidad
de la PAL.

Métodos

Los espectros UV-visibles fueron obtenidos en un
espectrofotometro Beckman DU 7500 de arreglo
de diodos. Los cromatogramas se obtuvieron en un
cromatégrafo de Liquidos HP 1090 con detector de
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arreglo de diodos y en columnas de fase reversa.
La manipulacion de los datos tanto espectroscopi-
cos como cromatograficos se realizd6 empleando el
programa Galactic GRAMS 32 v5.

Espectroscopia UV-visible

Las caracteristicas espectrales de la PA1 y la isoPA1
son muy semejantes (figura 2a), por lo que fue ne-
cesario recurrir al empleo de espectros derivados
(figura 2b) para realizar la cuantificacién por es-
pectrofotometria UV-visible.

Se desarrollaron dos métodos que permitieron
la cuantificacion de IsoPA1 en los lotes de PA1: la
espectroscopia de derivadas y la calibracién
multivariante.

Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucion
(CLAR)

Por CLAR se establecieron las condiciones del ana-
lisis de pureza del pico cromatogréafico y se desa-
rrollé un método de cuantificacion de IsoPAL en los
lotes de PA1 mediante la técnica de adicion estan-
dar. Dada la poca resolucion de las sefiales cro-
matograficas de los compuestos, en este caso se
trabajo con los cromatogramas derivados (en pri-
mera derivada).

Resultados y discusion
Espectroscopia UV-visible

Por espectroscopia de derivadas se trabajo inicial-
mente con la técnica de cruce al cero. Esta técnica
esta basada en la cuantificacién del compuesto de
interés a una longitud de onda a la que los otros
compuestos no presenten respuesta. Inicialmente se
establecieron las condiciones para la cuantificacion
tanto de la PA1 como de la IsoPAL en mezclas pre-
paradas en concentraciones semejantes para am-
bos compuestos. Sin embargo, al momento de apli-
carlo en muestras reales, en las que la proporcion
del contaminante (IsoPA1) es menor (0.5 a 3%), la
técnica de cruce al cero no proporciond buenos
resultados. Por este motivo se busco una alternati-
va, empleando los mismos espectros derivados. El
método desarrollado consistié en construir curvas
de calibracién de isoPA1 en una matriz de PA1 en
un intervalo de concentraciones entre O y 10% de
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iSOPAL respecto a PAL. La curva de calibracion se
construy6 con los datos obtenidos de las derivadas
de los espectros empleando como datos del eje “Y”,
el cociente de las respuestas a las longitudes de
onda de 285y 277 nm.

El otro método utilizado para la cuantificacion
de IsoPA1l en lotes de PALl fue la calibracién
multivariante. La ventaja que presentan los méto-
dos de calibracién multivariante sobre los métodos
tradicionales, es que en lugar de utilizar un solo
punto del espectro para realizar la cuantificcion,
emplea todo un intervalo espectral para realizar el
analisis.

Para la cuantificacion de IsoPA1l mediante la
calibracion multivariante, se construyé una matriz
de calibracion con 20 experimentos y 2 componen-
tes (PA1 e IsoPAl), en concentraciones dentro de
un intervalo de linealidad establecido previamente.
En este caso también se trabajo con los espectros
derivados (derivada de primer orden). Se seleccio-
naron los intervalos espectrales y el numero 6ptimo
de factores para el andlisis. La calibracion se reali-
z6 empleando el método de Andlisis de Regresion
por Minimos Cuadrados Parciales, PLS1.

Los limites de deteccion y cuantificacion obtenidos
por ambos métodos fueron semejantes (tabla I).

Aunque los valores de precision del andlisis de
calibracion multivariante son mayores, la ventaja
gue presenta el método es que una vez establecida
la matriz de calibracién no se requiere incluir estan-
dares al momento de hacer el andlisis.

CLAR

Durante el analisis de pureza por CLAR se analiz6
en primer lugar la existencia de una sola sefial cro-
matografica y, posteriormente, se practicé el anali-
sis espectral a dicha sefial, empleando detector de
arreglo de diodos, en un intervalo de longitud de
onda de 220 a 500 nm.

Entre las técnicas empleadas para evaluar la
pureza de un pico cromatografico se mencionan:41®
la supresidn espectral, la sobreposicion de espec-
tros derivados, la sobreposicion de espectros nor-
malizados, la relacion de absorbancias en diferen-
tes puntos del pico cromatografico y la sobreposi-
cion de cromatogramas obtenidos a distintas longi-
tudes de onda. El uso de librerias espectrales para
el andlisis de pureza también ha sido empleado.

En el caso de la peroxisomicina Al, el andlisis
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Fig. 2. Espectros UV-visible de PA1 e IsoPA1 a: orden cero
b: en primera derivada

Tabla I. Resultados de precision y sensibilidad de los
métodos espectrofotométricos para la cuantificacion de
IsoPA1 en lotes de PAL

Sensibilidad Presicion
Técnica analitica LD L.C % C.V
uv- Relcion de Ho/L
visible respuestas 0.35 1.06
285/277 T 0.6%
(derivadas) °
0.7 2.0
PLS1 KoL
(derivadas) 0.25 0.74
% 26%
0.7 2.0

de pureza espectral se ha realizado por sobreposi-
cién de espectros y por relacion de sefiales a las
longitudes de onda de 269, 280, 410 y 310nm.
Para el analisis de pureza espectral de un pico
cromatografico, existen algunos factores que afec-
tan los resultados del analisis y que deben ser con-
trolados. En este caso fueron considerados factores
clasificados como externos e instrumentales. Los
factores externos considerados fueron: la composi-
cion del solvente, el efecto del pH y la masa inyec-
tada, siendo Unicamente la masa inyectada el pa-
rametro que afectd significativamente el resultado
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del analisis de pureza. Los parametros instrumenta-
les fueron: rango de longitud de onda empleado
en al andlisis de pureza, seleccién de la longitud de
onda de referencia, nUmero de espectros a compa-
rar para el calculo del umbral, nimero de puntos
del espectro a comparar, factor de suavizado, tiem-
po de muestreo espectral. Para evaluar estos para-
metros se empled un disefio experimental para 7
variables de Placket y Burman. El parametro de re-
ferencia para la evaluacion en este caso fue el
porcentaje de pureza espectral.

De los resultados obtenidos se concluye que, de
todas las variables analizadas, el intervalo de lon-
gitud de onda incluidas en el espectro, el niUmero
de espectros por pico y la ubicacion de la longitud
de onda de referencia, son los que mas afectan el
analisis de pureza.

Para la cuantificacion por CLAR de IsoPAL en
lotes de PA1 se probaron varios métodos de cuan-
tificacion, siendo el método de adiciéon estandar el
gue presentdé mayores ventajas debido a que per-
mite disminuir los efectos de matriz. Las curvas de
calibracion fueron construidas tanto con los croma-
togramas sin derivar como con los cromatogramas
derivados. El empleo de los cromatogramas deri-
vados mejord la resolucion de las sefiales. Ademas
para intensificar la sefial, se aplicd un factor de in-
cremento (5X) (figura 3).

De esta manera se facilito la cuantificacion. Se
comparé la precision y linealidad de las técnicas,
asi como exactitud en la cuantificacion de isope-
roxisomicina Al en un lote de peroxisomicina Al
naturalmente contaminado. Cuando la cuantifica-
cién se realiz6 en cromatogramas sin derivar, los
resultados de la cuantificacion de Isoperoxisomici-

i )
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Fig. 3.a: Cromatograma de un lote de PA1 sin adicionar b:
primera derivada del mismo cromatograma y c¢: mismo
cromatograma derivado incrementada la sefial (5X).
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na Al en la muestra de peroxisomicina Al conta-
minada indicaron una sobrevaloracién en la con-
centracion, debido a la poca resolucion de las se-
fiales. En el caso de la cuantificacién empleando
los cromatogramas derivados, los resultados fue-
ron mas cercanos a la concentracion real de isope-
roxisomicina en el lote (dato obtenido por RMN).

Tabla Il. Resultados de precision y sensibilidad de los
métodos cromatograficos para la cuantificacion de
IsoPA1 en lotes de PA1

Sensibilidad Presicion
Técnica analitica LD. L.C. % C.V.
CLAR Adicién
estandar con
0.6n 2.0n
cromatrogramas 9 d 18%
derivados
0.3% 1.0%
Andlisis de
del pi
pureza o€l pico - _ oo« -

cromatografico

* No fue posible cuantificar ISoPA 1 de esta manera.

Perspectivas

Como se propuso anteriormente, el empleo de téc-
nicas quimiométicas en quimica analitica resulta ser
de gran importancia, sobre todo cuando se preten-
de realizar andlisis de compuestos que presentan
caracteristicas muy similares, como es el caso de
los compuestos antracenénicos que fueron estudia-
dos. Se propone aplicar estas técnicas, como pa-
rametro para el analisis de pureza de la peroxiso-
micina Al.

La aplicacion de las técnicas quimiométricas en
espectroscopia, ha permitido facilitar los procedi-
mientos de cuantificaciéon en muestras complejas,
tanto con el uso de derivadas como el de los dife-
rentes tipos de analisis multicomponente.

El uso de derivadas en CLAR es aplicable al ana-
lisis de pureza de otros compuestos, ya que permite
identificar impurezas que coeluyan con los compues-
tos de interés.

Asi mismo, se puede emplear la derivacion de
los cromatogramas en analisis de muestras com-
plejas con muchos componentes, en las que la
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mayoria de las veces se presenta poca resolucion
de las sefiales cromatograficas y en las que la inte-
gracion de las mismas se dificulta.

Resumen

Las técnicas empleadas para el control de calidad
de la Peroxisomicina A1, fueron mejoradas aplican-
do técnicas quimiométricas tanto en CLAR como en
espectrofotometria UV-visible. El uso de cromato-
gramas derivados en CLAR, permiti6 resolver la se-
flal de un contaminante con tiempo de retencion
cercano al de la PA1 y de esta manera se mejora-
ron los parametros de cuantificacion del mismo. Por
UV-visible se realiz6 la cuantificacion del contami-
nante empleando dos técnicas quimiométricas: la
espectroscopia de derivadas y la calibracién
multivariante. Ambos métodos fueron comparados
en funcién de precision y sensibilidad.

Palabras clave: Quimiometria, PLS-1, Calibracion
multivariante, Espectroscopia de derivadas, Analisis
de pureza cromatogréfica.

Abstract

The methods employed for quality control of
peroxisomicine Al

were enhanced by means of the application of
chemometric techniques. These were used both in
HPLC analysis as well as in UV-Vis spectrophotometry.
The utilization of derivative chromatography allowed
for the resolution of a signal arising from a
contaminant with similar retention time as PA1l;
therefore, the quantification parameters were
enhanced. Two chemometric techniques were
applied in the UV-Vis spectra, namely: derivative
spectroscopy and multivariate calibration. Both
methods were compared in function of their precision
and sensitivity.

Keywords: Chemometrics, PLS-1, Multivariate
calibration, Derivative spectrophotometry, Peak purity
analysis.
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