cromatografia ionica

La cromatografia idnica,
método analitico universal
para el sector farmacéutico

En la industria farmacéutica es preciso el cumplimiento de altos estandares
con respecto a la calidad del farmaco y su seguridad. Estos estandares estan
documentados en las farmacopeas. Las farmacopeas son colecciones oficiales de
reglas farmacéuticas reconocidas, publicadas por autoridades como gobiernos y
sociedades médicas. Funcionan como una herramienta juridica para la proteccion
del consumidor. La identificacion de un farmaco y su cumplimiento
de las regulaciones dependen de métodos e instrumentos sensibles y fiables.

a cromatografia ionica (Cl) es el método ideal para

determinar principios activos, excipientes, trazas

de impurezas y metabolitos en forma de iones
organicos, inorganicos o sustancias polares en un gran
numero de farmacos, soluciones farmacéuticas o fluidos
corporales. La cromatografia iénica permite determinar sus-
tancias quimicamente similares de forma rapida y en un solo
andlisis. La concentracién de los analitos puede variar desde
ng/L hasta porcentajes. Gracias a la amplia gama de colum-
nas de separacion y la amplia variedad de configuraciones
cromatograficas disponibles, la Cl es un método Util para
casi cualquier tipo de analito. Las interferencias ocasiona-
das por las matrices se pueden evitar facilmente usando
una preparacion apropiada de la muestra o seleccionando
el método de deteccion adecuado. La preparacion de las
muestras inline es una funcion ofrecida por muchos sis-
temas modernos de Cl, ya que los avances recientes en la
Cl se enfocan principalmente en la facilidad de uso de la
técnica. Ademas de potenciar la productividad de la Cl, la
automatizacion reduce las interferencias humanas al mini-
mo, lo cual significa eliminar el origen principal de errores
y contaminaciones.

Las muestras farmacéuticas se presentan en formas muy varia-
das, lo cual requiere enfoques analiticos diferentes y optimiza-
dos en cada caso. A continuacién se describen varios tipos de
muestras frecuentes en el sector farmacéutico con sus méto-
dos de analisis mas apropiados.

Se denominan soluciones farmacéuticas las soluciones isoténi-
cas, de hemodidlisis o de infusion. Contienen aniones, catio-
nes, carbohidratos y acidos orgénicos en concentraciones que
pueden diferir entre sfi en varios érdenes de magnitud. Para la
vigilancia durante la produccién y para el control final de cali-
dad, es necesario determinar estos ingredientes de forma sen-
cilla, répida y con gran precision. La aplicacion de una croma-
tografia ionica inteligente y la preparacién automatica inline de
las muestras es ideal para estos fines. Los siguientes ejemplos
muestran los analisis de dos soluciones de hemodialisis.

Los pacientes que sufren de una insuficiencia renal necesitan
la hemodidlisis para compensar las disfunciones renales en la

técnicas de LABORATORIO 2 8 N° 388 ENERO-FEBRERO 2014



cromatografia ionica

3.2

2.8

2.4

2.0

Conductividad [pSfcm]
&

L] 4 12 16 20 24 28 32 36

Tiempo [min]

4.0
® g g
36 & S
v
3.2
'E 2.8
A
= 24
©
2 20
2
R E
k-]
5
o 12
0.8
0.4 =
[}
o 4 8 12 16 20 24 28 32 36 40 44 46
Tiempo [min]
Figura 1.

(a) Cromatograma correspondiente a una solucion patrén de aniones
estdndar, acetato y citrato aplicando un gradiente de Na,CO,, supre-
sién secuencial y deteccion por conductividad. Columna: Metrosep A
Supp 7 - 250/4.0.

(b) Determinacion por Cl de acetato, citrato y cloruro en una solucién
de hemodidlisis empleando una columna Metrosep A Supp 7 - 250/4.0,
aplicando un gradiente de Na,CO,, supresién secuencial y deteccion
por conductividad.
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Figura 2.

Cationes en un concentrado de hemodiélisis utilizando la Metrosep
C4-150/4.0 y deteccion por conductividad sin supresién quimica.

limpieza sanguinea. Durante la hemodidlisis, la sangre del pa-
ciente intercambia solutos con una solucién de hemodidlisis
mediante una membrana semipermeable. Los solutos inter-
cambiados incluyen, entre otros, productos de desechos tales
como urea y fosfato. Siguiendo el gradiente de concentracion,
se produce su difusion desde la sangre hacia la solucion de
didlisis.

La Figura 1 muestra la determinacion simultanea de citrato y
acetato en una solucién diluida de hemodialisis. EI cromato-
grama (a) muestra una determinacion correspondiente a un
patron de aniones; el cromatograma (b) muestra una determi-
nacion de la muestra. El citrato es afadido a las soluciones de
hemodiélisis como anticoagulante; el acetato estabiliza el pH
de la sangre. Ademas del citrato y el acetato, el cromatograma
revela la presencia de cloruro cerca de la concentracion fisiolo-
gica, lo cual previene la pérdida de este soluto del cuerpo del
paciente por ésmosis.

La Figura 2 muestra la determinacion de cationes en una
solucién de hemodialisis concentrada después de una di-
lucion inline automatizada. Los cationes presentes en una
solucion de hemodiélisis son el sodio, el potasio y el calcio.
Como en el caso del cloruro, los cationes estan presentes
en concentraciones muy cercanas a las concentraciones fi-
siol6gicas para evitar su drenaje del cuerpo del paciente
por 6smosis.

Los principios activos farmacéuticos tales como gentamicina,
neomicina, cefadroxilo o cloruro de betanecol pueden ser de-
terminados por la Cl de acuerdo con las regulaciones de la
US Pharmacopeia y la Pharmacopeia Europea. En la imagen
(Figura 3) se observa el cromatograma de iones de un anali-
sis de gentamicina. El antibiético consta de varios compuestos
relacionados. A pesar de sus estructuras muy similares, los di-
ferentes componentes de la gentamicina estan bien separados
en el cromatograma de iones.

Ademas del analisis de los principios activos, es también po-
sible la determinacién de impurezas en productos farmacéu-
ticos por Cl. Por ejemplo, la azida utilizada en la sintesis del
anti-hipertensivo irbesartan puede ser detectado como una
impureza en este producto a nivel de trazas. Debido a que la
azida es altamente toxica para los seres humanos, su concen-
tracion esta sujeta a controles rigurosos. La US Pharmacopeia
recomienda la determinacion de la azida por cromatografia
i6nica mediante una inyeccién directa segun la USP<621>.
Este procedimiento es tedioso, dificil de automatizar y consu-
me mucho tiempo.
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Figura 3.

Determinacion por Cl del antibidtico gentamicina con deteccion
amperomeétrica pulsada, columna: Polymer Laboratories RP-S;
eluyente: 60 g/L Na,SO,, 1,75 g/L octanosulfonato de sodio,
1,34 g/L. NaH,PO,, 8 mL THF (pH = 3, H,PO,), 1,0 mL/minuto,
temperatura de columna: 55 °C; volumen de la muestra: 20 ulL,
adicién post-columna: 300 mmol/L NaOH (0,4 mL/minuto).

Mediante una eliminacién inline de la matriz se pueden optimi-
zar los valores de selectividad y sensibilidad. El cromatograma
de iones en la Figura 4 muestra el andlisis de una muestra de
irbesartan fortificada con diferentes concentraciones de azida
aplicando una eliminacién de la matriz.Tras la correspondiente
separacion cromatografica y supresion secuencia, el detector
de conductividad registra la sefial.

Este método cumple con todas las exigencias de las autori-
dades reguladoras. Por eso, sirve como una alternativa mas
rapida y sensible respecto a la determinacién propuesta seguin
la USP<621>.
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Figura 4.

Muestra de irbesartan fortificada con 5-80 ug/L azida,

columna: Metrosep A Supp 10 - 250/4.0 (6.1020.030);

eluyente: 5 mmol/L. Na,CO,, 5 mmol/L. NaHCO,, 1,0 mL/minuto;
temperatura de columna: 60 °C, volumen de la muestra: 1000 pL;
eliminacion inline de la matriz con 70:30 (v/v) metanol/agua.

La cromatografia i6nica ha llegado a ser un método analitico
extremadamente versatil, debido al gran nimero de columnas,
eluyentes y opciones de gradiente disponibles. Las técnicas de
preparacion de las muestras, asi como las posibilidades de au-
tomatizacién, estan a disposicion del usuario. Hoy, la técnica
cubre un campo diversificado de aplicaciones en la industria
farmacéutica. En la tabla se encuentran 3 de casi 100 aplicacio-
nes representativas que se pueden solucionar con la Cl.

www.metrohm.es

Tabla 1. Seleccién de aplicaciones de la Cl en la industria farmacéutica.

Farmacéutico Analito Deteccion
Adrenalina Adrenalina API* Amperométrica
lbuprofeno Ibuprofeno, Valerofenona API* Espectrofotométrica

Acido zoledrénico Fosfito, fosfato Impurezas Conductividad

*active pharmaceutical ingredient
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