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RESUMEN/ ABSTRACT

En este trabajo se realiza un estudio para la determinacion de hidrocloruro de
proguanil, uno de los principios activos del medicamento antipalidico Malarone. Dicho
estudio se lleva a cabo por diferentes técnicas con el fin de proponer métodos sencillos,
rapidos y relativamente econdmicos para su determinacion en muestras comerciales y
bioldgicas (se estudia la influencia de componentes presentes en la orina).

De las experiencias realizadas, se concluye que los mejores resultados para la determinacién
de este compuesto son los obtenidos por espectrofotometria de absorcion molecular UV-Vis
en muestras comerciales y por cromatografia liquida de alta resolucion, HPLC, en muestras
bioldgicas. En este Ultimo caso, también se proponen las condiciones éptimas de analisis para
la deteccion y cuantificacidn simultanea de hidrocloruro de proguanil y otro principio activo
antipaludico, hidrocloruro de mefloquina.

Finalmente, se llevd a cabo, sobre muestras comerciales, la identificacion de hidrocloruro de
proguanil por espectroscopia Raman e IR, analizando también las posibilidades de diferenciar
este compuesto del hidrocloruro de mefloquina.

Palabras claves: Proguanil, UV-Vis, HPLC, Raman

In this work, a study is carried out to determine proguanil hydrochloride, one of the
active principles of the antimalarial drug Malarone. This study is carried out by different
techniques in order to propose simple, fast and relatively inexpensive methods for its
determination in commercial and biological samples (the influence of components present in
urine is studied).

From the experiments carried out, it is concluded that the best results for the determination
of this compound are those obtained by UV-Vis molecular absorption spectrophotometry in
commercial samples and by high-performance liquid chromatography, HPLC, in biological
samples. In the latter case, the optimal analytical conditions for the simultaneous detection
and quantification of proguanil hydrochloride and another antimalarial active principle,
mefloquine hydrochloride, are also proposed.

Finally, the characterization of proguanil hydrochloride by Raman and IR spectroscopy was
carried out on commercial samples, also analyzing the possibilities of differentiating this
compound from mefloquine hydrochloride.

Keywords: Proguanil, UV-Vis, HPLC, Raman
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1. INTRODUCCION

La malaria, o paludismo, es “una enfermedad potencialmente mortal causada por
pardsitos del género Plasmodium que se transmiten al ser humano por la picadura de
mosquitos hembra infectados del género Anopheles, llamados vectores de transmision” [1].
Existen cinco especies de parasitos causantes de la malaria en el ser humano: P. falciparum,
P. vivax, P. Malariae, P. Ovale y P. Knowlesi [2]. Sin embargo, P. falciparum es el mas peligroso
y el Unico capaz de producir malaria celebral. En 2018, este parasito fue el causante del 99,7%

de los casos estimados del paludismo en Africa [1].

Segln el ultimo informe de la OMS en 2019, a nivel mundial, hubo del orden de 229
millones de personas infectadas de malaria y unas cuatrocientas mil muertes. Desde el afio
2000 hasta dicha fecha sélo se ha reducido en un 4% el niumero de casos de personas
afectadas. El porcentaje total de muertes en nifilos menores de 5 anos fue del 67% [2]. Los
nifos pequefios, mujeres embarazadas y personas no inmunes que viajan a regiones
endémicas son los mas vulnerables [3]. Aunque la mayoria de los casos letales se registraron
en Africa, los habilitantes de los paises desarrollados no estdn tampoco libres de amenazas.
Los paises donde se ha identificado la malaria son visitados anualmente por unos 125 millones

de personas de todo el mundo, de las que cada afio, unas treinta mil se ven afectadas [4].

La malaria causada por P. falciparum puede presentarse sin complicaciones o en forma
grave desarrollando complicaciones potencialmente mortales [5]. Debido principalmente a
las caracteristicas del parasito, hasta ahora no se han conseguido desarrollar vacunas o
farmacos que permitan erradicar la enfermedad. La primera y Unica vacuna que existe es, RTS,
S/ASO01 (RTS,S), ha permitido reducir significativamente la incidencia de la enfermedad
causada por P. falciparum en nifos africanos [1]. Por otro lado, sdlo existe un numero limitado
de farmacos que pueden prevenir o tratar la malaria [5]. En la Tabla 1.1 se indican algunos de

los fdrmacos antipallidicos comercializados en Europa.

Tabla 1.1. Farmacos antipaludicos [6].

Principio activo Nombre comercial
Dolquine®
Cloroquina
Resochin®
Quinina Sulfato de quinina (formula magistral)

Yayan Li 8
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Quinina sulfato tablets® 300 mg

Quinimax®
Piperaquina + dihidroartemisina Eurartesim®
Artesunato + amodiaquina Artesun-Plus®
Clorhidrato de mefloquina Lariam®
Atovacuona + clorhidrato de proguanil Malarone®
Paludrine®
Proguanil
Savarine® (combinacidn con cloroquina)
Doxiciclina Varias marcas comerciales
Clindamicina Varias marcas comerciales

La cloroquina, pertenece al grupo de las 4-aminoquinolinas, ha sido el compuesto mas
recetado para la quimioterapia profilaxis y tratamiento de malaria durante mas de 50 afios. El
clorhidrato de proguanil se ha utilizado desde 1946 [7]. Sin embargo, debido a la aparicién de
cepas de P. falciparum resistentes a la cloroquina fue necesario coadministrar los

medicamentos para conseguir una proteccién adecuada contra la malaria.

Hoy en dia, en base a su eficiencia y a su disponibilidad en el mercado espafiol [2][6],
el medicamento mas popular es Malarone (GlaxoSmithKline), producido desde 2000, que
contiene 250 mg de atovacuona y 100 mg de hidrocloruro de proguanil. La combinacion de
estos dos principios activos se utiliza tanto en el tratamiento como en la prevencidn de la
malaria no complicada causada por P. falciparum [4]. Se ha demostrado que esta combinacién
es de gran importancia en areas donde otros farmacos antipaludicos presentan tasas de

fracaso importantes [8].

La atovacuona (ATQ, trans-2-[4-(4-clorofenil)ciclohexil]-3-hidroxi-1,4-naftalenodiona),
derivado de 2-hidroxi-1,4-naftoquinona, es un sélido amarillo con caracter acido débil,
altamente lipofilico y quimicamente similar a la ubiquinona. Por su estructura, este principio
activo es un inhibidor competitivo de la ubiquinona, inhibe la cadena de transporte de
electrones mitocondrial en el complejo bcl que conduce a la pérdida de funcidon mitocondrial
[9]. El hidrocloruro de proguanil o clorguanida (PG, N*-(4-clorofenil)-N>-isopropilbiguanida),
un sélido blanco con caracter fuertemente bdsico e hidrofilico, es un profarmaco que es

convertido por la isoenzima del citocromo P-450 hepatico en su metabolito activo, cicloguanil

Yayan Li 9
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INTRODUCCION

(CG), y metabolito inactivo, 4-clorofenilbiguanida (4-CPB). El PG mejora notablemente la

capacidad de la atovacuona para colapsar el potencial de transmembrana mitocondrial [10].

En la Tabla 1.2 se recogen las propiedades fisico-quimicas y farmacocinéticas y en la Figura

1.1 las estructuras moleculares de ambos compuestos.

Tabla 1.2. Propiedades fisico-quimicas y farmacocinéticas de la ATQ y PG. Datos recuperados de SciFinder.

Nombre sistematico (IUPAC)

Férmula molecular
Peso molecular (g/mol)
Estado
Color
Punto de fusion (°C)
Punto de ebullicién (°C)

pKa

Solubilidad (mg/mL)

Amax absorcion (nm)
Unidn proteica
Metabolismo

Vida media
Excrecion

Cmax (Mg/L)/ orina después de
3 dias

Yayan Li

Atovacuona
trans-2-[4-(4-clorofenil)
ciclohexil]-3-hidroxi-1,4-

naftalenodiona
C22H19ClO3
366,84
Sélido
Amarillo
216-2191
5351
8,4
H,0: <0,001
NaOH 0,1M: 4,6 [11]
MeOH: soluble
203, 220, 253, 284
>99%
No detectado
2,2 - 3,2 dias
Heces >90%
Orina <1%

2,8 [12]

Proguanil

N-(4-clorofenil)-N>-

isopropilbiguanida

C11H16CINs-HCI
290,19
Sélido
Blanco
1291
325+441
10,6; 12,6
H20: soluble
ACN-H0 (60:40): 1,0
Metanol: 1,0
204, 232, 254
75%
Si detectado
~20h
Via renal ~ 40% como PG
~30% como CG
0,24 (PG) [13]
0,04 (CG)

10



Trabajo Fin de Grado INTRODUCCION

NH NH CH,
)L JL )\
Proguanil
cl / \ rz
NH NH N| SN
HzN)\N/ Cl(j’-‘3

OH Atovacuona & 4-Chlorophenylbiguanide Cycloguanil al

Figura 1.1. Estructura molecular de atovacuona, proguanil, cicloguanil y 4-clorofenilbiguanida [14].

La mefloquina (Lariam®), un derivado de quinolina, era uno de los farmacos
qguimioprofilacticos mas utilizado, disponible en Europa desde 1985 [13]. Sin embargo, su uso
ha disminuido durante los dultimos 10 anos, debido a sus efectos secundarios
neuropsiquiatricos [15][16]. En la Tabla 1.3 se recogen las propiedades fisico-quimicas y
farmacocinéticas de este producto y en la Figura 1.2 se representan las estructuras

moleculares de mefloquina (MQ) y su metabolito inactivo.

Tabla 1.3. Propiedades fisico-quimicas y farmacocinéticas de mefloquina. 1Datos recuperados de PubChem NCBI.

Mefloquina

[(R, S)-2,8-bis(trifluorometil)quinolin-4-
Nombre sistematico (IUPAC)
il]-(2-piperidil)metanol

Férmula molecular C17H16N2F6O-HCI
Peso molecular (g/mol) 414,81
Estado Sélido
Color Blanco
pKa 9,46 (amino); 13,79 (hidroxi) *
Agua: 6,2
Solubilidad (mg/mL) DMSO: 20,7
MeOH: 41,5
Amax absorcién (NM) 222,283,304, 318

Si detectado
Metabolismo

Metabolito principal inactivo

Yayan Li 11
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Vida media 2-4 semanas
Principalmente biliar y heces fecales,
Excrecion urinaria (9% como farmaco sin cambios,

4% como metabolito primario)

COOH

Figura 1.2. Estructura molecular del clorhidrato de mefloquina (izquierda) y su metabolito inactivo (derecha).

Recuperadas de Sigma-Aldrich.

Los antipaludicos se encuentran entre los medicamentos mas consumidos en paises
tropicales, por lo que se considera de interés proponer métodos de identificacién y
cuantificacién que puedan aplicarse tanto en el analisis rutinario de farmacos como para
constatar su presencia en muestras bioldgicas. Pero también debe considerarse la posibilidad
de la venta de productos falsificados o deficientes que pudieran incluirse en preparados

elaborados y comercializados sin las suficientes garantias sanitarias. [17]

Yayan Li 12
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2. ANTECEDENTES BIBLIOGRAFICOS

En la revision bibliografica realizada, se ha encontrado diferentes métodos para la

determinacién de hidrocloruro de proguanil en muestras comerciales y bioldgicas.

Las técnicas analiticas mas utilizadas son la espectroscopia UV-Vis, cromatografia
liquida de alta resolucién (HPLC) y espectrometria de masas (MS) [18], aunque también se han
aplicado otras técnicas como la voltamperometria [4], potenciometria [19], electroforesis

capilar (CE) [20] y cromatografia de capa fina de alto rendimiento (HPTLC) [21].

En 1980, R.R. Moody y R.B. Taylor propusieron un método de HPLC con detector UV-
Vis a 254 nm para la determinacidn de proguanil en tabletas de Paludrine. La columna que
emplearon era un octadecilsilano (Cis) y la fase movil consistia en un 55% de acetonitriloy 45%
de disolucién acuosa de acido fosférico y dihidrogenofosfato de sodio, pH 1-2. Utilizaron como
patrén interno el benzoato de fenilo. Bajo estas condiciones, el tiempo de retencién para el
patrén interno fue 3,5 min y proguanil 5,5 min. El coeficiente de correlacidn obtenido para la
linea de calibracion fue de 0,9936 [22]. Posteriormente, J.A. Kelly y col. determinaron
proguanil y su metabolito activo, cicloguanil, en plasma y orina mediante la cromatografia de
par iénico en fase reversa empleando formiato de amonio como contraion y metoprina como
patrén interno. La deteccidn se realizaba a 252 nm. La columna que emplearon fue una
columna ciano S5CN, la fase mévil consistia en una mezcla de ACN-MeOH-H,0 (9:2:89, v/v)
que contenia formiato de amonio 0,05 M (pH 4,0), flujo 2,0 ml/min y temperatura ambiente.
En estas condiciones, el tiempo de retencion para cicloguanil, proguanil y metoprina fue 3,9;

5,0y 6,1 min, respectivamente [23].

En 1990, R.B. Taylor y col., basdndose en su publicacién del afo 1979 [24],
determinaron simultaneamente proguanil, cloroquina y sus metabolitos en plasma y orina por
HPLC de par idnico en fase reversa con detector UV-Vis. Previamente, usaron la extraccion en
fase solida (SPE) con cartuchos Cig para pretratar las muestras de sangre. La fase movil
consistio en una mezcla de acetonitrilo-disolucion de acido fosférico/dihidrogenofosfato 10
mM pH 2,0 (50:50) conteniendo 230 mM de sulfato de lauril sédico (SLS) y 10 mM de

trietanolamina (TEA) y un flujo de 0,4 ml/min [25].

A. Paciy col. propusieron un procedimiento de HPLC con “gradiente de modo dual” (el

sistema de elucion incluye la programacion tanto de la concentracion como del caudal) para
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la simultanea determinacion de cloroquina y proguanil. El método también se basaba en HPLC
de par idnico en fase reversa (columna Cig) con deteccidn ultravioleta a 254 nm. La columna
fue termostatada a 25°C durante todo el analisis. La fase mévil consistido en una mezcla de
formiato de amonio 0,5 M, acido fosforico 0,075 M y metanol. El pH de la fase acuosa se ajusté
a 4,0. La proporcion inicial de la FM fue H,O-MeOH (60:40, v/v) y el gradiente de elucién usado
durante el analisis (60:40 a 45:55, v/v). El flujo se incrementd durante el andlisis desde 0,7 a
1,0 ml/min después de 7 min. Este método permitié la determinacion simultanea de ambos
principios activos y la separacion de sus principales intermedios de sintesis y productos de

degradacidn. [26]

En cuanto a la propuesta de métodos para la simultdanea separacién y cuantificacion
de atovacuona y proguanil, la mayor dificultad cromatografica fue establecer las condiciones
cromatograficas para la separacién simultanea de ATQ, PG y sus dos metabolitos con un
patrén interno adecuado por una fase estacionaria hidréfoba Cis comun, debido a las grandes
diferencias en las propiedades quimicas de los analitos. En el afio 2000, Y. Bergqvist y col.
optimizaron un método de HPLC para el andlisis simultdneo de ATQ, PG y sus dos metabolitos
principales usando una columna de modo mixto con una fase estacionaria compuesta por un
50% de fase Cig hidrofoba y un 50% de intercambiador catidnico fuerte. La ATQ y el patrén
interno interactlan con la fase hidréfoba y sus tiempos de retencién podrian modificarse por
la cantidad de acetonitrilo y el pH de la FM. En cambio, el PG y sus metabolitos interactian
principalmente con el intercambiador de cationes fuerte y, por tanto, sus tiempos de
retencién podrian modificarse por el tipo y concentracidn de contraiones en la FM. Mediante
una combinacién de estos componentes de la FM, se logrd una separacién de linea base para
estos cinco analitos. Las disoluciones patrén de ATQ y el patrén interno fueron preparadas en
MeOH-DMF (99:1, v/v) y las disoluciones patron de PG, CG y 4-CPB en agua. Con una fase
movil de composicidn acetonitrilo-fosfato (60:40, v/v) pH 6,8; 50,7 mM de K* y 10 mM de
NaClO4, la separacion se logrd en un tiempo de ejecucion inferior a 17 min. El perclorato de
sodio se anadid a fin de lograr la eliminacién de las interferencias de otros medicamentos
antipaludicos. Los limites de deteccion para ATQ fue 3 pmol y para PG, CG y 4-CPB, 5 pmol.
[27]

Se ha encontrado también un par de articulos publicados que describen

procedimientos para la determinacién de PG y ATQ en tabletas comerciales. En el afio 2012,
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varios investigadores publicaron un método HPLC de fase reversa simple, exacto y preciso
para determinar los dos componentes de Malarone. Utilizaron una columna Cs (150 x 4,6 mm,
5 um), un flujo de 2,0 ml/min y detecciéon UV-Vis a 254 nm. Probaron dos fases méviles: La FM
(A) consistio en agua (pH 2,0 con acido perclérico) y FM (B) ACN-MeOH en la relacion 50:50
v/v. En estas condiciones, los tiempos de retencion fueron 6,0 y 12,0 min para PG y ATQ,
respectivamente. Debido a las diferentes propiedades fisico-quimicas de ambos compuestos,
para disolver la muestra de Malarone usaron una mezcla de THF-MeOH-H,0 (40:50:10) [28].
Mas recientemente, en 2017, A. Lakshmana Rao and col., en lugar de una columna Cs, usaron
una columna Cis (150 x 4,6 mm, 5 um) y una fase moévil compuesta por 50:50 v/v de acido
fosférico 0,1% y acetonitrilo, desgasificado por ultrasonificacidn. El flujo se ajusté a 1,0 ml/min
y la longitud de onda de deteccion a 287 nm. Trabajando en condiciones isocraticas, los
tiempos de retencién para PG y ATQ fueron 2,15 y 2,48 min, respectivamente. El método fue
validado en términos de linealidad, precisidn, exactitud y especificidad, limite de detecciény
cuantificacidn. La linealidad estuvo en el rango de 25 — 150 ppm para PGy 62,5 — 375 ppm
para ATQ. [29]

Otros autores llevaron a cabo la determinacidon simultanea de ATQ y PG en
formulaciones farmacéuticas mediante métodos espectrofotométricos de derivada de primer
orden, coeficiente de absorbancia y espectrofotometria bivariada. Los resultados obtenidos
tenian una exactitud y precisién aceptables y sin ninguna interferencia de los excipientes y
aditivos de uso comun. La linealidad se establecio en el rango de concentraciones de 1,0 — 10
ug/ml para ATQy 0,5 — 8,0 ug/ml para PG por los tres métodos. El LD y el LQ de los métodos
variaron de 0,252 a 0,270 pug/mly de 0,764 a 0,825 pg/ml para ATQy de 0,119 a 0,156 pg/ml

y de 0,361 a 0,472 pg/ml para PG, respectivamente. [30]

Por otro lado, Nandini R. Pai y col. desarrollaron un método cromatografico HPLC en
fase reversa para la determinacién individual de proguanil en tabletas comerciales. El andlisis
cromatografico fue realizado en régimen isocratico a 30°C con una columna Kromasil C15 (150
mm x 4,6 mm x 5 um), fase movil 55:45 v/v de metanol-disolucion (4,0 g de sal sddica del acido
hexano-1-sulfénico en 790 ml de agua mas 10 ml de 4cido acético glacial), flujo 1,2 ml/min
con deteccidn a 254 nm y volumen de inyeccién de 20 uL. En estas condiciones, el pico del
farmaco y los picos de las impurezas se lograron separar. El tiempo total de ejecucion fue de

30 min y el PG se encontrd a un tiempo de retencién de 7,2 min. El método fue validado por
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su especificidad, linealidad, exactitud, robustez y precisién. Ademas, los resultados obtenidos
indicaron que el método es selectivo en el analisis de proguanil en presencia de productos de

degradacidon formados bajo diversas condiciones. [31]

Finalmente, en cuanto a los métodos propuestos para la determinaciéon de mefloquina,
estd el método de HPLC en fase reversa desarrollado y validado por N. B. Tembhurkar y col..
Las condiciones cromatograficas comprendieron una columna Cis (250 x 4,6 mm); fase movil
gue consistid en una mezcla de ACN-H,O-MeOH-TEA (pH 3,2 con &acido ortofosférico)
(50:40:10:0,1 v/v/v/v); el caudal fue de 1,0 ml/min y la deteccién se llevé a cabo a 288 nm. En
dichas condiciones, el tiempo de retencion de mefloquina fue 4,5 min. El grafico de la
regresion lineal muestra una buena relacién lineal en el rango de concentracién de 10 — 50

ppm con un coeficiente de correlacién de 0,999. [32]
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3. PLANTEAMIENTO Y OBJETIVOS
3.1. Planteamiento

Este trabajo se enfoca sobre la realizacién de un estudio para la determinacién de uno
de los principios activos del medicamento Malarone. Como se comenté anteriormente, este
medicamento, recomendado para la prevencién y tratamiento del paludismo no complicado,
contiene dos principios activos en cantidades fijas: 100 mg de hidrocloruro de proguanil y 250
mg de atovacuona, por lo que se considera de interés proponer métodos sencillos y rdpidos
para la identificacién y determinacion de los principios activos tanto en el analisis rutinario del
farmaco como en muestras de tipo biolégico de personas que lo hayan consumido. Sin
embargo, debido al elevado coste de cada uno de estos patrones, unos 260€ los 50 mg, solo
se ha procedido a la adquisicién del patron de hidrocloruro de proguanil (Pharmaceutical

Secondary Standard; Certified Reference Material).

3.2.  Objetivos

El principal objetivo de este trabajo es proponer métodos de identificacion y
cuantificacién del hidrocloruro de proguanil en tabletas comercializadas en farmacias, pero
también en otros productos antipaltdicos de dudosa composicidn comercializados al margen
de controles institucionales que puedan llevar otros principios activos como el hidrocloruro
de mefloquina. Ademads, se hace un estudio para su posible determinacidn en muestras de

tipo bioldgico preparadas de forma sintética. El esquema de trabajo se resume en lo siguiente:

- Preparacion de disoluciones patrén en: agua, metanol y mezcla de ACN-H»0 (60:40)

- Estabilidad del compuesto en funcién del tiempo, la luz y la temperatura

- Estudio por espectroscopia de absorcidn molecular UV-Vis y cromatografia liquida de
alta resolucién (HPLC)

- Propuesta de condiciones cromatograficas éptimas para la determinacién por HPLC

- Determinacién cuantitativa de proguanil por espectrofotometria UV-Vis y HPLC

- Estudio de posibles interferencias por los excipientes de uso comun en comprimidos,
asi como de la influencia de ureay acido Urico presentes en muestras bioldgicas (orina)

- Caracterizacion del principio activo por espectroscopia Raman e IR

- Discusion de los resultados obtenidos y conclusiones
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4. FUNDAMENTOS TEORICOS
4.1.  Espectroscopia Raman e IR

La espectroscopia Raman e IR son dos tipos de espectroscopia de vibracién, es decir,
estudian las transiciones entre los niveles de energia vibracionales de las moléculas. Se basan
en procesos diferentes, dispersion y absorcién, respectivamente, por ello, son dos técnicas
complementarias. Asi, por ejemplo, las vibraciones totalmente simétricas son invisibles en IR,

pero se detectan en Raman.

La espectroscopia Raman permite obtener en pocos segundos informacién quimica y
estructural de casi cualquier material o compuesto organico y/o inorganico permitiendo asi
su identificacién. El andlisis mediante espectroscopia Raman se basa en hacer incidir un haz
de radiacion monocromatica de frecuencia vo sobre una muestra, cuyas caracteristicas
moleculares se desean determinar, y examinar la radiacion dispersada por dicha muestra. La
mayor parte de la radiacidn dispersada presenta la misma frecuencia que la radiacién
incidente, pero una fraccion muy pequefia presenta un cambio en la frecuencia, resultado de
lainteraccién de la radiacion con la materia. La radiacion que tiene la misma frecuencia vo que
la luz incidente se conoce como dispersion Rayleigh y no aporta ninguna informacidn sobre la
composicidn de la muestra analizada. La luz dispersada que presenta frecuencias distintas a
la de la radiacién incidente, conocida como dispersién Raman, es la que proporciona
informacién sobre la composicion molecular de la muestra. Las nuevas frecuencias +v: (anti-
Stokes) y -vr (Stokes) son las frecuencias Raman, caracteristicas de la naturaleza quimica vy el
estado fisico de la muestra e independientes de la radiacidn incidente. Se trata de una técnica
de analisis que se realiza directamente sobre el material a analizar sin necesitar éste ningun
tipo de preparacion especial y no conlleva ninguna alteracién de la superficie sobre la que se

realiza el analisis, es decir, es una técnica no-destructiva.

La espectroscopia IR se basa en la absorcién de la radiacion IR por las moléculas en
vibracién. Una molécula absorberd la energia de un haz de luz infrarroja cuando dicha energia
incidente sea igual a la necesaria para tener lugar una transicion vibracional de la molécula.
Se puede aplicar al analisis de sustancias en estado gaseoso, liquido o sélido, tanto cristalinas
como amorfas, mediante su espectro de absorcion en el rango IR del espectro

electromagnético, permitiendo asi la identificacion de compuestos quimicos a través de la
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determinacion de la frecuencia a la que los distintos grupos funcionales presentan bandas de
absorcidn en la region IR. La region mas utilizada es la comprendida entre 4000 a 670 cm™ (IR

medio).

4.2. Espectroscopia de absorcién molecular UV-Visible

El origen de la absorcion UV-Vis estd en que las radiaciones de las zonas UV-Vis tienen
energias del orden de eV y provocan transiciones de los electrones de las capas externas a

longitudes de ondas caracteristicas de la estructura molecular de un compuesto.

La espectroscopia por absorcién molecular en las regiones ultravioleta y visible del
espectro electromagnético se usa ampliamente en la identificacion y determinacién
cuantitativa de una gran cantidad de especies inorgdnicas, organicas y bioldgicas. Se basa en
la medicion de la transmitancia T o de la absorbancia A de disoluciones contenidas en celdas
de material transparente a la radiacién monocromatica que incide sobre el analito. La
concentracion del analito se relaciona con la absorbancia segun la ley de Lambert-Beer: A = -
log T=¢&b-C
Donde A es la absorbancia; T la transmitancia; ¢ la absortividad molar (L-mol*-cm™); b el
camino optico (cm) y C la concentracién del analito absorbente (mol-L?).

Cuando la concentracidén se expresa en unidades distintas de molaridad (ppm), la expresién

de la ley de Beer seria A = a-b-C, donde a es la absortividad especifica (L-mg?*-cm™).

4.3. Cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC)

La cromatografia liquida de alta resolucion es una de las técnicas analiticas de
separacion mas ampliamente empleada debido a su sensibilidad, su idoneidad para
automatizarse, su capacidad para separar especies no volatiles o termolabiles, pero, sobre
todo, su amplia aplicabilidad (p.ej. aminoacidos, proteinas, acidos nucleicos, farmacos,
plaguicidas, antibidticos, etc.). Consiste en separar los componentes de una mezcla en funcién
de los diferentes tipos de interacciones quimicas o fisicas entre los analitos, la fase
estacionaria de la columna y la fase movil utilizada como portador de la muestra.

La muestra a analizar se inyecta, en cantidad pequefia, a través del portal de inyeccién vy los
componentes se separan dependiendo de las interacciones con la fase estacionaria y la fase

movil. El tiempo que tarda un compuesto en ser eluido de la columna es su tiempo de
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retencién y es caracteristico de cada compuesto en unas determinadas condiciones
cromatograficas establecidas. Los componentes mas utilizados en la fase mévil son: metanol,
acetonitrilo y agua. Este ultimo puede llevar en disolucidn compuestos reguladores de pH o
gue ayuden a mejorar la separacién de los analitos. Uno de los detectores mads habituales es
el de absorcién UV-Vis, ya que la mayoria de las moléculas orgdnicas absorben radiacion en la
region UV-Vis. Los detectores de fluorescencia son menos usuales en los laboratorios puesto
que son mucho mas selectivos. Otros detectores son de tipo refractométricos,
conductimétricos y electroquimicos. Actualmente se estd implantando, aunque de forma
minoritaria por su coste, la cromatografia de liquidos y gases acoplada a espectrometria de
masas, combinando asi la cromatografia como técnica de separacidn con la espectrometria

de masas como técnica de deteccion, identificacidon y cuantificacién.
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5. MATERIALES, REACTIVOS Y EQUIPOS EMPLEADOS

Materiales de laboratorio fungibles

Yayan Li

Material de vidrio de uso general (vaso de precipitados, matraces, pipetas, etc.)
Botes de plastico

Tubos Falcon de 50 ml

Embudo cénico

Soporte metalico

Filtros de papel (PRAT DUMAS France, Flat Filter Diam. 110 mm for cuantitative
analysis)

Mortero de vidrio

Cubetas de cuarzo

Filtros de jeringa de 0,45 um

Columna HPLC KromaPhase C1g 5 um 150 x 4,6 mm

Columna HPLC PRONTOSIL 120-5-CN 250 x 4,6 mm

Reactivos

Patrdn de hidrocloruro de proguanil secundario farmacéutico (290,19 g/mol), material
de referencia certificado, 295% (HPLC) de Sigma Aldrich. Lot: LRAC2694

Patron de hidrocloruro de mefloquina secundario farmacéutico (414,81 g/mol),
material de referencia certificado, 298% (HPLC) de Sigma Aldrich. Lot: LRAA6971
Agua desionizada

Metanol para HPLC >99,9% de Sigma Aldrich

Acetonitrilo, grado HPLC y UV-Vis de Scharlau

Acido fosférico (98 g/mol) 285%, reactivo ACS de Sigma Aldrich

Dihidrégeno fosfato de potasio (136,09 g/mol) para analisis >99% pureza de Panreac
Acido acético glacial (60,05 g/mol) ACS reagent >99,8% de Sigma Aldrich

Acetato de sodio anhidro (82,03 g/mol) para analisis >99% de Merck

Urea (60,06 g/mol) para analisis >99% de Panreac

Acido urico (168,11 g/mol) para analisis quimicamente puro de PRO-BYS

Cloruro potasico (74,56 g/mol) para analisis >99,5% de Panreac

Cloruro sédico (58,44 g/mol), ACS >99,5% de Panreac
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e Equipos

Yayan Li

Desionizador PURELAB Classic
Agitador magnético con calefaccidn VELP Scientifica
Bafio de ultrasonidos P-SELECTA
Balanza Sartorius Entris 2241-1S (precisidon de 0,0001 g)
Balanza Precisa 40SM-202 (precisién de 0,00001 g)
pH-metro GLP-21 CRISON
Espectrdmetro Raman: Portable Raman Spectrometer BW5415 i-Raman de B&W TEK
inc. Laser de excitacion de 785 nm (laser rojo)
Espectrometro Raman portatii BWTEK modular, equipado con un cabezal de
microscopia BAC151C-785, un detector BWTEK Exemplar-PRO (CCD BTC675N) y una
fuente de excitacién BWTEK CleanlLaze de 785 nm (laser rojo)
Espectrofotometro IR de transformada de Fourier (FTIR): modelo Bruker Tensor 27
(método de reflectancia total atenuada, ATR) con accesorio MKII Golden-Gate
Espectrofotometro UV-Vis: Diodo Array HP HEWLETT PACKARD 8453, CHEM STATION
Cromatdgrafo HPLC de Agilent Technologies 1200 series equipado con:

= Inyector manual G1328B

= Desgasificador G1322A

= Bomba cuaternaria G1311A

= Termostato G1316A

= Detector UV-Vis G1314B

= Columna Kromaphase Ci1g 5 um, 150 x 4,6 mm. También, se empleé la columna

PROTONSIL 120-5-CN 250 X 4,6 mm

= Sistema informatico HPCHEM
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6. DESCRIPCION DE LA MUESTRA COMERCIAL (MALARONE)

Malarone de GlaxoSmithKline son comprimidos de 250 mg atovacuona y 100 mg
hidrocloruro de proguanil recubiertos con pelicula. Los comprimidos tienen un color rosaceo
por la hipromelosa y una forma redonda biconvexa.

En la lista de excipientes incluyen:

- En el nucleo del comprimido: Celulosa monocristalina (E460), povidona (K30),

crospovidona tipo A, poloxamer 188, esterato de magnesio (E572) e

hidroxilpropilcelulosa.

- En la cubierta pelicular: Hipromelosa (E464), macrogol 400, diéxido de titanio (E171),

lactosa monohidrato, éxido de hierro rojo (E172) y polietilenglicol 8000.

°Gluesmnhxlim

Malarone®
250 mg/100 mg film-coated tablets

Each film-coated tablet contains
250 mg of atovaquone and 100 mg of
proguanil hydrochloride

12 fil ted tablets 250 mg/100 mg

-~

Figura 6.1. Imagen de Malarone comprimidos de 250 mg ATQ/100 mg PG.

Yayan Li 23



Trabajo Fin de Grado EXPERIMENTACION Y RESULTADOS

7. EXPERIMENTACION Y RESULTADOS
7.1. Espectrofotometria de absorcién molecular UV-Vis
7.1.1. Preparacion de disoluciones patron

Se preparan 100 ml de disoluciones patron madre de proguanil en distintos disolventes.
Para ello, se pesa una cantidad de patrén comercial, se disuelven en el disolvente
correspondiente y se enrasan a 100 ml. Las masas tomadas y las concentraciones de los

patrones en cada disolvente se resumen en la Tabla 7.1.

Tabla 7.1. Concentraciones de las disoluciones patron madre de PG en distintos medios.

Disolvente mec/ g Cpatrén PG madre/ PPM
Metanol 0,05071 507,1
Acetonitrilo-agua (60:40) 0,05038 503,8
Agua desionizada 0,05080 508,0

Se preparan 100 ml de disolucién patréon de mefloquina del orden de 1000 ppm en
agua desionizada. La cantidad pesada es 0,02535 g de patrén, se disuelven en agua

desionizada y se enrasan a 25 ml. La concentracidn final resultante es de 1014 ppm.

7.1.2. Obtencidén de espectros de absorcion molecular UV-Vis

A partir de las disoluciones madre de PG en los distintos medios, se preparan otros
patrones por dilucidn y se realizan, con estos ultimos, barridos por el espectrofotometro UV-
Vis entre 200 — 800 nm, empleando cubetas de cuarzo, con el fin de encontrar las longitudes
de onda de mdaxima absorcidn de proguanil. Previamente, se efectia un barrido del blanco

correspondiente en cada caso.

En las figuras siguientes (Figuras 7.1 — 7.3) se recogen los espectros de proguanil en
diferentes medios. Se observa que el PG presenta tres maximos de absorcién: 204, 232 y 254
nm. Las bandas de absorcion sobre 204 y 254 nm se deben a la presencia del anillo de benceno

en la estructura del compuesto. Y el maximo a 232 nm por la presencia de grupos nitrogenados.
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PG en MeOH
1,0000
204
0,8000 254
.0
€ 0,6000
S 232
o
% 0,4000
Q0
<
0,2000
0,0000
200 220 240 260 280 300 320 340 360
Longitud de onda/ nm
Figura 7.1. Espectro de absorcion molecular de PG en metanol de 10 ppm.
PG en ACN-H,0 (60:40)
1,2000
204
1,0000
©
20,8000
= 254
20,6000
o 232
3
£ 0,4000
0,2000
0,0000

200 220 240 260 280 300 320 340 360
Longitud de onda/ nm

Figura 7.2. Espectro de absorcion molecular de PG en ACN-H>0 (60:40) de 10 ppm.

PG en agua

1,2000 204

1,0000
0,8000
0,6000 232 254

0,4000

Absorbancia

0,2000

0,0000
200 220 240 260 280 300 320 340 360

Longitud de onda/ nm

Figura 7.3. Espectro de absorcion molecular de PG en agua desionizada de 10 ppm.

EXPERIMENTACION Y RESULTADOS

En la Figura 7.4 se recoge el espectro de absorcién molecular de mefloquina obtenido

a partir de una disolucién de MQ de 10 ppm, preparada mediante la correspondiente dilucién

del patrén madre de 1014 ppm.

Yayan Li
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MQ en agua
1,2000
223
1,0000
« 0,8000
‘S
S 0,6000

0,4000

Absorb

0,2000 283

0,0000
200 220 240 260 280 300 320 340 360

Longitud de onda/ nm

Figura 7.4. Espectro de absorcion de MQ en agua desionizada de 10 ppm.

La mefloquina presenta un maximo de absorcién de mayor intensidad a 223 nm y otro maximo
menos intenso a 283 nm. Estas dos longitudes de onda de absorcion (Amax) corresponden a la

presencia de anillo de quinolina en la estructura.

7.1.3. Calibrado lineal. Grafico de Ringbom. Limites de deteccidon y cuantificacion

- Medio metanol

A partir de la disolucién patrén madre de PG en MeOH de 507,1 ppm se preparan otros
patrones en un amplio rango de concentraciones, comprendidas entre 0,1 — 50,0 ppm, y se
aplica el método de Ringbom con el fin de determinar el intervalo lineal de minimo error. Para
ello, se miden las absorbancias de todos los patrones diluidos en el espectrofotémetro UV-Vis
con cubetas de cuarzo y haciendo un blanco previo con el medio correspondiente. Después,
se representa el porcentaje de absortancia (100 — %T) frente al logaritmo de la concentracion.

Este andlisis se realiza para las longitudes de onda de 232 y 254 nm.

En la Figura 7.5 se muestra los espectros de absorcidn molecular de los patrones de

proguanil en metanol.

0,1 ppm

Espectro de absorcidon molecular de patrones PG en MeOH

3,5
0,6 ppm
3

0,2 ppm

1ppm

~N
[}

2 ppm

4 ppm
5ppm
10 ppm

Absorbancia
=
= (92} N

20 ppm

o 1

30 ppm
200 220 240 260 280 300 320 340

o
5}

40 ppm
Longitud de onda/ nm

50 ppm

Figura 7.5. Espectros de absorcion molecular de los patrones de proguanil en metanol.
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De las representaciones de los valores recogidos en la Tabla 7.2, reflejadas en las
Figuras 7.6 y 7.7, se obtiene que a 232 nm el intervalo de maxima pendiente esta comprendido
entre 4,1 — 30,4 ppm. Mientras que a 254 nm el tramo de maxima pendiente se encuentra

entre 2,0 -10,1 ppm.

%Error relativo 230,3 R 100-AC/C _

Mediante la  expresion =
P %Error fotométrico pendiente tramo recto %ET

230,3 AlogC

noer Y Paraunerror fotométrico (%Er) del 1%, se puede calcular el porcentaje de error
0

relativo cometido en las medidas en esa zona de minimo error. Para ello, se sacan las
pendientes de los tramos rectos a 232 y 254 nm a partir de los graficos de Ringbom vy se
obtienen porcentajes de errores relativos minimos para esas zonas. Los resultados obtenidos

se resumen en la Tabla 7.3.

Tabla 7.2. Datos del grdfico de Ringbom y del calibrado lineal de PG en metanol a 232 y 254 nm.

232 nm 254 nm
Concentracion/
A %T (100 — %T) A %T (100 — %T)

ppm

0,1 0,014 96,8 3,2 0,007 98,4 1,6
0,2 0,016 96,3 3,7 0,013 97,0 3,0
0,6 0,037 91,8 8,2 0,044 90,4 9,6

1,0 0,045 90,2 9,8 0,064 86,4 13,6

2,0 0,098 79,8 20,2 0,135 73,3 26,7
4,1 0,180 66,1 33,9 0,262 54,8 45,2
51 0,227 59,3 40,7 0,349 44,8 55,2
10,1 0,428 37,3 62,7 0,661 21,8 78,2
20,3 0,792 16,1 83,9 1,192 6,4 93,6
30,4 1,317 4,8 95,2 1,987 1,0 99,0
40,6 1,690 2,0 98,0 2,415 0,4 99,6
50,7 2,070 0,9 99,1 2,793 0,2 99,8
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Ringbom PG 232 nm (MeOH)
100 o® °

Absortancia (100-%T)
= N w B (9] [e))] ~ (o] (o)
o o o o o o o o o o
°®
®
®

0,1 1,0 10,0 100,0 1000,0
log C
Figura 7.6. Grdfico de Ringbom de PG a 232 nm en metanol.

Ringbom PG 254 nm (MeOH)

100 Y °
90 b4
80
70
60

50

N
o

30

Absortancia (100-%T)

20

10 ®

0,1 1,0 10,0 100,0 1000,0
log C
Figura 7.7. Grdfico de Ringbom de PG a 254 nm en metanol.

Tabla 7.3. Pendientes y porcentajes de error relativo del tramo recto a 232 y 254 nm en MeOH.

Metanol Pendiente maxima % Error relativo
232 nm 70,0 3,3
254 nm 73,7 3,1

Una vez conocido el tramo de mdaxima precisidn, se construyen, en este intervalo, las

lineas de calibracién para ambas longitudes de onda representadas en las Figuras 7.8 y 7.10.
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Calibrado lineal PG a 232 nm (MeOH)
1,400

1,200
1,000

0,800 e
| y =0,0421x - 0,0001
0,600 R? = 0,994

0,400 .

Absorbancia

0,200 o®

0,000
0,0 5,0 10,0 15,0 20,0 25,0 30,0 35,0
Concentracion/ ppm

Figura 7.8. Calibrado lineal de proguanil en metanol a 232 nm.
Para el calibrado lineal de PG en MeOH a 232 nm, el error tipico de ajuste (s¢) del tramo de
maxima pendiente es 0,0422 y en la Tabla 7.4 se recogen los parametros de dicho calibrado,

que son empleados después para estimar los limites de deteccidn y cuantificacién.

Tabla 7.4. Parametros de la regresion lineal a 232 nm (MeOH).

Intervalo de confianza

Parametros Coeficientes Error tipico Inferior 95% Superior 95%
Ordenada, bo -0,0001 0,0324 -0,1032 0,1030
Pendiente, b1 0,0421 0,0019 0,0361 0,0481

La bondad del calibrado lineal se comprueba observando el valor del coeficiente de
determinacidn (R?) que sea proximo a la unidad; el intervalo de confianza de la ordenada que
tiene que incluir a 0 para obtener una recta que pase por el origen de coordenadas; y el grafico
de los residuales donde tiene que mostrar residuos pequeiios y aleatorios (ver Tablas 7.5 y

7.7; Figuras 7.9 y 7.11). En este caso, se cumplen los tres requisitos.

Tabla 7.5. Residuales de la regresion lineal a 232 nm (MeOH).

Conc/ ppm Residuos Gréafico de residuales
4,1 0,009 0,06
0,04 °
51 0,014 ,, 002 °
S o0 d 'Y
10,1 0,001 3 -0,02 0,0 10,0 20,0 30,0 40,0
[a'
20,3 -0,061 004
-0,06 °
30,4 0,037 -0,08

Concentracion/ ppm

Figura 7.9. Grdfico de los residuales (MeOH, 232 nm).
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Calibrado lineal PG a 254 nm (MeOH)
0,800
0,700
0,600 -
0,500
0,400
0300 e : R? =0,9982
0,200
0,100

0,000
0,0 2,0 4,0 6,0 8,0 10,0 12,0
Concentracion/ ppm

Absorbancia
®

Figura 7.10. Calibrado lineal de proguanil en metanol a 254 nm.

Para el calibrado lineal a 254 nm, el error tipico del ajuste (s.) es 0,0117 y en la Tabla 7.6 se
recogen los parametros del ajuste lineal. Se puede observar que el intervalo de la ordenada

incluye a 0, lo cual justifica que el blanco no proporciona sefial analitica.

Tabla 7.6. Parametros de la regresion lineal a 254 nm (MeOH).

Intervalo de confianza

Parametros Coeficientes Error tipico Inferior 95% Superior 95%
Ordenada, bo 0,0060 0,0119 -0,0454 0,0573
Pendiente, b1 0,0649 0,0020 0,0565 0,0733

Tabla 7.7. Residuales de la regresion lineal a 254 nm (MeOH).

Conc/ ppm Residuos Gréfico de residuales
0,020
2,0 -0,003 0,015 .
4,1 -0,008 ,, 0010
3 0,005
51 0,014 % 0000
10,1 -0,003 000500 40 60 80 100 120
-0,010 »

Concentracion/ ppm
Figura 7.11. Grdfico de los residuales (MeOH, 254 nm).
A partir de la ecuacion de la recta obtenida mediante un ajuste de minimos cuadrados,
se determina la absortividad especifica de proguanil, que es la pendiente de la recta
correspondiente al representar A frente a C (ley de Beer). A partir de este valor y la masa
molecular de proguanil se obtiene también su absortividad molar. Los resultados se recogen

en la Tabla 7.8.
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Tabla 7.8. Absortividad especifica y molar de proguanil en MeOH.

Metanol a/Lmglcm? g/ Lmol?cm?
232 nm 0,0421 12217
254 nm 0,0649 18833

Los limites de deteccion y cuantificacidon se definen como: LD = y,,; + 3,29s,;; LQ =
Ypi + 10sp;.
Para determinar los LD y LQ a través del calibrado lineal, se consideran que bg y se son
estimadores de yu vy sp, respectivamente. Los valores calculados de sefial analitica (y) para
cada uno de los limites se transforman en valores de concentracién (x) por interpolacién en la
ecuacion de la linea de calibrado. Obteniéndose que LD = b, + 3,29s, = by + byx;p = X;p =

3,29SE;LQ — bO + 1OSe = bO + bleQ - xLQ = 1
by

;’Se. En la Tabla 7.9 se muestran los resultados de los
1
limites de deteccion y cuantificacién obtenidos a ambas longitudes de onda.

Tabla 7.9. Limites de deteccion y cuantificacion a 232 y 254 nm (MeOH).

Metanol LD/ ppm LQ/ ppm
232 nm 0,37 1,11
254 nm 0,14 0,44

- Medio acuoso

Para los patrones de PG preparados en agua desionizada se hace un analisis similar. En
la Figura 7.12 aparece los espectros de absorcién molecular de los patrones entre 1 — 60 ppm

y en la Tabla 7.10 los datos del grafico Ringbom y del calibrado lineal a 232 y 254 nm.

Espectros de absorcion molecular de PG en agua

a4
3,5 1ppm
3 2 ppm
©
ks 2,5 5ppm
C
g 2 10
ppm
o 15
(%]
2 1 20 ppm
<
0,5 40 ppm
0 —— 60 PPM

200 220 240 260 280 300 320 340

Longitud de onda/ nm

Figura 7.12. Espectros de absorcion molecular de patrones de proguanil en agua desionizada.
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Tabla 7.10. Datos del grdfico de Ringbom y del calibrado lineal de PG en agua desionizada a 232 y 254 nm.

232 nm 254 nm
Concentracion/
A %T (100-%T) A %T (100-%T)
ppm
1,0 0,053 88,5 11,5 0,053 88,4 11,6
2,0 0,109 77,7 22,3 0,113 77,0 23,0
5,1 0,263 54,5 45,5 0,276 53,0 47,0
10,2 0,521 30,1 69,9 0,544 28,6 71,4
20,3 1,045 9,0 91,0 1,089 8,2 91,8
40,6 1,998 1,0 99,0 2,063 0,9 99,1
61,0 2,933 0,1 99,9 2,881 0,1 99,9
Ringbom a 232 nm (Agua)
100 ° °
90
£ 8
3 70
S 60
2 50
T 40
S 30
2 20
10 ®
0
1,0 10,0 100,0
log C
Figura 7.13. Grdfico de Ringbom de PG a 232 nm en agua desionizada.
Ringbom PG a 254 nm (Agua)
100 ° °
90
£ 8
3 70
S 60
2 50
T 40
S 30
2 20
10 ®
0
1,0 10,0 100,0

log C

Figura 7.14. Grdfico de Ringbom de PG a 254 nm en agua desionizada.
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Segun los graficos anteriores (Figuras 7.13 y 7.14), en medio acuoso, tanto a 232 como
a 254 nm, el intervalo lineal de maxima pendiente comprende patrones de concentracién
entre 2,0—20,3 ppm. Se calcula la pendiente de estos tramos rectos y, empleando la expresién

indicada anteriormente, se determinan los porcentajes de error relativo asociado (Tabla 7.11).

Tabla 7.11. Pendientes y porcentajes de error relativo del tramo recto a 232 y 254 nm en agua desionizada.

Agua desionizada Pendiente maxima % Error relativo
232 nm 68,7 3,4
254 nm 68,8 3,3

Se construyen las rectas de calibrado (A frente a C) a 232y 254 nm (Figuras 7.15y 7.17)
con las concentraciones del tramo lineal de minimo error estimado. Estas lineas de calibracién
serdn empleadas después para interpolar la concentracion de hidrocloruro de proguanil en

comprimidos de Malarone.

Calibrado lineal PG a 232 nm (Agua)

1,200
1,000 @
O
S 0,800
C .
3
£ 0,600 y =0,0512x + 0,0038
e S R2=1
< 0,400
0,200 S 4
o
0,000
0,0 5,0 10,0 15,0 20,0 25,0

Concentracion/ ppm
Figura 7.15. Calibrado lineal de proguanil en agua desionizada a 232 nm.
En la Tabla 7.12 se recopilan los parametros del calibrado lineal de PG en agua a 232 nmy el
error tipico de ajuste (se) obtenido es 0,0022. Estos datos son utilizados después para estimar

los limites de deteccidn y cuantificacion.

Tabla 7.12. Pardmetros de la regresion lineal a 232 nm (Agua).

Intervalo de confianza

Parametros Coeficientes Error tipico Inferior 95% Superior 95%
Ordenada, bo 0,0038 0,0019 -0,0043 0,0119
Pendiente, b1 0,0512 0,0002 0,0505 0,0519
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Tabla 7.13. Residuales de la regresion lineal a 232 nm (Agua).

Conc/ ppm Residuos Grafico de residuales

0,002
2,0 0,0017 ®

0,001 °
5,1 '0,0004 8 0,000

3 0,0 % 10,0 15,0 20,0 25,0

10,2 -0,0024 g 0001
20,3 0,0011 0,002 8

-0,003

Concentracion/ ppm
Figura 7.16. Grdfico de los residuales (Agua, 232 nm).
De nuevo, se comprueba que el coeficiente de determinacidn (R?) es préximo a la unidad, el
intervalo confianza de la ordenada incluye a O y los residuos son pequefios y aleatorios,
justificdndose la bondad del calibrado lineal obtenido. Los datos de los residuales se muestran

en las Tablas 7.13 y 7.15 y los graficos correspondientes en las Figuras 7.16 y 7.18.

Calibrado lineal PG a 254 nm (Agua)
1,200

1,000

0,800

y = 0,0533x + 0,0044

0,600
' RS R?=1

Absorbancia

0,400
0,200

0,000
0,0 5,0 10,0 15,0 20,0 25,0

Concentracion/ ppm
Figura 7.17. Calibrado lineal de proguanil en agua desionizada a 254 nm.
El error tipico de ajuste (se) de este calibrado lineal a 254 nm es 0,0016 y los pardmetros de la

regresidon, necesarios para estimar los LD y LQ a esta longitud de onda, quedan recogidos en

la Tabla 7.14.

Tabla 7.14. Parémetros de la regresion lineal a 254 nm (Agua).

Intervalo de confianza

Parametros Coeficientes  Error tipico Inferior 95% Superior 95%
Ordenada, bo 0,0044 0,0013 -0,0014 0,0102
Pendiente, b1 0,0533 0,0001 0,0528 0,0538
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Tabla 7.15. Residuos de la regresion lineal a 254 nm (Agua).

Conc/ ppm Residuos Grafico de residuales
2,0 0,0008 00010 g °
0,0005 o

5,1 0,0003 ., 20000

S 10,0005 0,0 5,0 10,0 15,0 20,0 25,0
10,2 -0,0019 % -0,0010

= 0,015
20,3 0,0008 10,0020 °

-0,0025
Concentracion/ ppm

Figura 7.18. Grdfico de los residuales (Agua, 254 nm).

A partir de las pendientes de las rectas de calibrado a 232 y 254 nm, se sacan las

absortividades especificas y, mediante la correspondiente conversién, las absortividades
molares de proguanil a ambas A estudiadas mostradas en la Tabla 7.16.

Tabla 7.16. Absortividad especifica y molar de proguanil en agua desionizada a 232 y 254 nm.

Agua desionizada a/Lmglcm? g/ Lmol?cm?
232 nm 0,0512 14858
254 nm 0,0533 15467

De la misma manera que en medio metanol, se estiman los limites de deteccién y de
cuantificacién a partir del calibrado lineal. Los resultados obtenidos a las dos longitudes de

onda se resumen en la Tabla 7.17.

Tabla 7.17. Limites de deteccion y cuantificacion de PG en agua a 232 y 254 nm.

Agua LD/ ppm LQ/ ppm
232 nm 0,14 0,44
254 nm 0,10 0,30

7.1.4. Estudio de la influencia del tiempo, la luz y la temperatura

Con la finalidad de conocer la estabilidad del principio activo, se realiza un estudio en
funcidn del tiempo, la luz y la temperatura de almacenaje en distintos disolventes. Para ello,
se preparan patrones de PG en mezcla de ACN-H,0 (60:40) entre 1,0 — 50,0 ppm. Estos, junto
con los patrones de PG en MeOH preparados anteriormente en el mismo intervalo de

concentraciones, se guardan a temperatura ambiente en tubos Falcon en presencia y en
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ausencia de luz. Y se miden por espectrofotometria de absorcién molecular UV-Vis a

diferentes intervalos de tiempo: 1; 4; 8 y 50 dias.

A continuacidn, se muestran en las Figuras 7.19 y 7.20 los resultados correspondientes
a la variacion de la absorbancia frente al tiempo para cada concentracion en funcién de la

presencia o ausencia de luz en diferentes disolventes.

Con luz (MeQOH) Sin luz (MeOH)
1,600 1,600
1,400 —0 1,400 ®
1,200 :/H 1,200 :/.7
1,000 © 1,000
g 5
% 0,800 2 0,800
o] (o]
S 3
2 0,600 < 0,600
<
0,400
— o 0,400 —
m —0 e ®
0,200 0,200 -
[ @ -0 ’ @ ® ]
0 10 20 30 40 20 0 10 20 30 40 50
Tiempo/ dia Tiempo/ dia
—@— 20 ppm 10 ppm —@—5 ppm —@— 20 ppm 10 ppm @5 ppm
—o—4 ppm —@—2 ppm ——4 ppm —&—2 ppm

Figura 7.19. Representaciones grdficas de absorbancia frente al tiempo a concentracion constante en presencia

y en ausencia de luz (MeOH, 254 nm).

Con luz (ACN-H,0) Sin luz (ACN-H,0)
2,400 1,800
2,100 1,600
1,800 1,400
1,200
© 1,500 ©
2 2
= € 1,000
2 1,200 o
g g 0,800
0,900
< < 0,600
0,600
’ 0,400 P
0300 S—g— g ° 0,200 S—0—0—— ¢
0,000 0,000
0 10 20 30 40 50 0 10 20 30 40 50
Tiempo/ dia Tiempo/ dia
—0—20 ppm 10 ppm =05 ppm —@— 20 ppm 10 ppm =05 ppm
—&—4 ppm —@—2 ppm —&— 4 ppm ——2 ppm

Figura 7.20. Representaciones grdficas de absorbancia frente al tiempo a concentracion constante en presencia

y en ausencia de luz (ACN-H,0 60:40, 254 nm).
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Analizando los graficos anteriores, se puede observar que para concentraciones
inferiores a 10 ppm no se produce una influencia notable en la modificacién de la absorbancia
del compuesto, aunque se aprecia, ligeramente, una mayor estabilidad en ausencia de luz.
Dado que se observa un aumento de pendiente para los patrones de mayor concentracion, se
estudia estadisticamente si ese aumento es significativo a un nivel de confianza del 95%. Como
las concentraciones varian en un amplio rango, se realiza una prueba de comparacion de pares
de valores a través de una regresion. Los valores del eje x son las absorbancias del dia 0, que
se toman como referencia, y los valores del eje y, los que se desean comparar. Se puede aplicar
una prueba t de dos colas o calculando los intervalos de confianza de la ordenada y la
pendiente.

Las hipodtesis nula y alternativa son:
HO: bo =0y b1 = 1. Los valores de absorbancia no difieren significativamente.

H1: bo # 0 y/o b1 # 1; Los valores de absorbancia si difieren significativamente.

En las Tablas 7.18 — 7.19 se resumen los valores de p a posteriori obtenidos de la
prueba estadistica t. Se comprueba que todos los p a posteriori son mayores que o (= 0,05),
con lo cual se aceptan la hipdtesis nula de que las absorbancias no difieren significativamente.
Con esto se comprueba estadisticamente que las disoluciones de proguanil son estables, dado
gue no hay alteraciones significativas de absorbancia ni por la influencia de la luz ni por el

tiempo (hasta 50 dias).

Tabla 7.18. Los valores de p a posteriori de la prueba estadistica t (MeOH, 254 nm).

Metanol 254 nm
0 dia 1dia 8 dias 50 dias

Ordenada 0,7474 0,3811 0,7182
Con luz Referencia HO HO HO

Pendiente 0,2806 0,4697 0,9068

Ordenada 0,7529 0,5336 0,8303
Sin luz Referencia HO HO HO

Pendiente 0,2849 0,0602 0,1401

Tabla 7.19. Los valores de p a posteriori de la prueba estadistica t (ACN-H,0 60:40, 254 nm).
ACN-H;0 (60:40) 254 nm
0 dia 4 dia 8 dias 50 dias
Conluz Ordenada @ Referencia HO 0,3310 HO 0,8910 HO 0,5713
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Pendiente

Ordenada

Sin luz Referencia

Pendiente

HO

0,4263
0,9385
0,3528

EXPERIMENTACION Y RESULTADOS

0,2974

0,6716
HO
0,0765

HO

0,5210
0,3485
0,7898

Por otro lado, con los patrones de PG en agua entre 1 — 60 ppm, conservados a 4°C, se

realiza el mismo estudio.

232 nm, 4°C

3,500

3,000 0\./0—

2,500
2,000

1,500

Absorbancia

1,000 o—0—@

0,500 @—0—@

o0 O

C—=C=—=C
0,000 =—0—@-
0 10 20

30 40

Tiempo/ dia

—@— 60 ppm

—@—5 ppm 2 ppm =——@=—1ppm

40 ppm =——@—20 ppm -—@=— 10 ppm

254 nm, 4°C
3,500
3,000
o—o—0— —
2,500
(1]
8 2,000
C
3
S 1,500
(%]
Q
< 1,000
0,500 O—0—@ ®
o—0—0 9
0,000 E=g——= L)
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—@—5ppMm =—@=—2 ppm =—@=1ppm

Figura 7.21. Representaciones grdficas de absorbancia frente al tiempo a concentracion constante de patrones

en agua conservados en el frigorifico (4°C).

Las representaciones de la Figura 7.21 ilustran claramente que los patrones

conservados a temperatura de 4°C, en todo el rango de concentraciones, presentan una

mayor estabilidad que los patrones de proguanil conservados a temperatura ambiente.

También, de forma estadistica, se puede comprobar en la Tabla 7.20 que las absorbancias no

difieren significativamente en el intervalo de tiempo estudiado (p > o, se acepta HO).

Tabla 7.20. Los valores de p a posteriori de la prueba estadistica t (PG en agua).

Agua
Ordenada
254 mn
Pendiente
Ordenada
232 nm
Pendiente

Yayan Li

0 dia

Referencia

Referencia

HO

HO

4°C (en frigorifico)

4 dias

0,2917
0,1882
0,3339
0,1232

8 dias
0,7452
HO
0,9431
0,8987
HO
0,8885

HO

HO

50 dias
0,8492
0,8068
0,7302
0,9076
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7.1.5. Preparacion de muestras

Las muestras de Malarone para determinar el hidrocloruro de proguanil por absorcion

molecular UV-Vis y por HPLC se preparan de la siguiente manera:

Se toma un comprimido de Malarone y se pesa (Mcomprimido = 475,07 mg). A continuacién, el
comprimido se tritura en un mortero de vidrio, obteniéndose un producto pulverulento de
color amarillo intenso debido a la coloracion de la atovacuona presente también en el
comprimido (ver Figura 7.22). La muestra triturada se conserva en un frasco de cristal.

El proguanil tiene un caracter hidrofilico que no posee la atovacuona (<0,001 mg/ml H,0), por
lo que se puede conseguir disolver selectivamente el proguanil en medio acuoso. Por
consiguiente, se preparan dos disoluciones, una en agua desionizada donde es soluble el
proguanil y otra en metanol donde son solubles tanto el proguanil como la atovacuona. Para
ello, se toman unos 10 mg de muestra triturada y se afladen sobre agua desionizada, se
mantiene unos minutos en agitacion, se filtra y el liquido filtrado se lleva a un matraz aforado
de 100 ml y se enrasa con agua. Después, se toman otros 10 mg de Malarone triturado, se
anaden sobre metanol siguiendo el mismo procedimiento descrito anteriormente. Para cada

caso, se realizaron tres réplicas y las masas tomadas se recogen en la Tabla 7.21.

Figura 7.22. Preparacion de las muestras de Malarone en agua y en metanol.

Tabla 7.21. Masas tomadas y el volumen final enrasado en la preparacion de las muestras de Malarone.

Disolvente Mmuestra tomada/ Mg Vimuestra/ ml
Réplica 1 10,98 100
Agua desionizada Réplica 2 11,73 100
Réplica 3 11,18 100
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Réplica 1 11,08 100
Metanol Réplica 2 10,31 100
Réplica 3 9,79 100

7.1.6. Determinacion directa de proguanil por absorcién molecular

Al realizar el espectro de absorcion molecular de la muestra correspondiente al
comprimido de Malarone en agua (Figura 7.23), se observa que se corresponde con el
espectro de patron de PG en agua, indicando la disolucidn selectiva de proguanil en medio
acuoso.

Malarone en agua (dil 1:5)
0,6000

0,5000

0,4000 Réplica 1

0,3000 o
Réplica 2
0,2000

Réplica 3
0,1000
\\\
0,0000 =
200 220 240 260 280 300 320 340 360

Longitud de onda/ nm

Absorbancia

Figura 7.23. Espectro de absorcion molecular UV-Vis de muestras Malarone en agua.

A continuacion, se procede a las medidas de absorbancia de las muestras (dilucién 1:5)
y, mediante interpolacién en las correspondientes lineas de calibrado de PG en medio acuoso
del Apartado 7.1.3, se determinan los miligramos de hidrocloruro de proguanil presentes en
el comprimido de Malarone. Los resultados obtenidos a ambas longitudes de onda (232 y 254
nm) se recogen en las Tablas 7.22 y 7.23.

Tabla 7.22. Determinacion de proguanil en muestras de Malarone preparadas en agua desionizada por

interpolacion directa en la recta de calibrado de 232 nm.

232 nm bo 0,0038 b1 0,0512
Dilucion 1:5
mg PG/ Media/ Desviacion
A Cait/ ppm % RSD
comprimido mg estandar/ mg

Réplica 1 0,2021 3,9 83,8

Réplica 2 0,2329 4,5 90,6 84,1 6,4 7,7
Réplica 3 0,1912 3,7 77,8
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Tabla 7.23. Determinacion de proguanil en muestras de Malarone preparadas en agua desionizada por

interpolacion directa en la recta de calibrado de 254 nm.

254 nm bo 0,0044 b1 0,0533
Dilucidén 1:5
mg PG/ Media/ Desviacion
A Cait/ ppm % RSD
comprimido mg estandar/ mg

Réplica 1 0,2122 4,1 88,1

Réplica 2 0,2149 4,1 83,5 84,1 3,8 4,5
Réplica 3 0,1979 3,8 80,6

La cantidad de hidrocloruro de proguanil por comprimido de Malarone determinada a 232 y
254 nm es (84,1 £ 6,4) mgy (84,1 + 3,8) mg, respectivamente. Por lo tanto, la determinacién
de PG en estos comprimidos se puede realizar a ambas longitudes de onda estudiadas. Los
resultados no difieren significativamente, aunque la variabilidad (expresada como desviacion
estandar) es mayor para 232 nm.

Cabe comentar que los miligramos de PG determinados en el comprimido de Malarone
difieren, por defecto, en un 16% respecto a la cantidad indicada por la casa comercial (cada
comprimido contiene 100 mg de PG y 250 mg de ATQ). Esta diferencia puede atribuirse a
posibles errores de preparacién de muestra y medida, asi como al almacenaje y fecha de
caducidad (ampliamente sobrepasada) de las muestras del medicamento proporcionado.
Aunque también pudieran derivarse del efecto matriz, cuyo estudio se refleja en el Apartado

7.1.7.

Por otro lado, comparando el espectro UV-Vis de la muestra de Malarone disuelta en
metanol con el espectro de atovacuona referido en la bibliografia [33], se observa un perfil
(Figura 7.24, izquierda) que incluye a este segundo principio activo del medicamento. Las

bandas de absorcion del proguanil se solapan con las de la atovacuona.
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Malarone en MeOH (dil 1:5)

1,4000

204
1,2000 08 251.0 nm

255
1,0000 224 Abs.
0,8000 06
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0,6000
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0,4000

Absorbancia

0,2000 0.2
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0.0

Figura 7.24. Espectro UV-Vis de Malarone en MeOH (izquierda) y de ATQ bibliogrdfico (derecha) [33].

La cantidad de ATQ se determina de forma indirecta tomando el valor de su

absortividad molar a 278 nm, ¢ =19809 L-mol*-cm, encontrado en la bibliografia [34], que
se corresponde con una absortividad especifica de 0,054 L-mg*-cm™.
A partir del valor de absorbancia total y la absorbancia de PG correspondiente a la disolucién
de Malarone en agua, se determina la cantidad de ATQ presente en el comprimido. Los
resultados de las tres réplicas se recogen en la Tabla 7.24, obteniéndose una cantidad de
(200,2 £ 8,5) mg de atovacuona por comprimido de Malarone. De nuevo, por las razones
comentadas anteriormente, esta cantidad difiere en un 20%, por defecto, respecto al valor de
referencia (250 mg ATQ/comprimido).

Atotal (278 nm) = APG (278 nm) + AATQ (278 Tlm) = APG (278 nm) + aATQ (278 nm) . b : Cdil (ATQ)

Tabla 7.24. Estimacion de cantidad de atovacuona presente en el comprimido de Malarone a 278 nm.
Metanol Dilucion 1:5
Cail ata/ mg ATQ/ Media/ Desviacién

Atotal  ApG (278 nm) % RSD
ppm comprimido mg estandar/ mg

Réplical 0,6120 0,0834 9,8 209,9
Réplica2 0,5443 0,0902 8,4 193,7 200,2 8,5 4,2
Réplica3 0,5140 0,0753 8,1 197,1

7.1.7. Método de adiciones patrén (MAP)

En base a los resultados anteriormente obtenidos y a la variedad de excipientes que
contienen los comprimidos de Malarone, se plantea la determinacion de proguanil por el

método de adiciones patrdn para comprobar si existe efecto matriz.
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Se toman seis matraces de 20 ml, se afladen a cada matraz 5,0 ml de la misma muestra

de disolucion de Malarone en aguay, a continuacion, se afiaden volimenes crecientes de una

disolucién patron (61,0 ppm) de PG en agua. Se enrasan con agua desionizada y se miden sus

absorbancias. De la misma forma, se realiza un MAP del blanco (agua desionizada). Después,

se construye la representaciéon grafica de la sefial analitica frente al volumen de patrén

anadido. En la Tabla 7.25 se recogen los datos y en la Figura 7.25 la representacién grafica

correspondiente.

Tabla 7.25. Datos del método de adiciones patron para la muestra de Malarone en agua (Réplica 1) y el blanco.

Vpatrc’m 60 ppm/ ml

0,0
0,5
1,0
2,0
3,0

4,0

Absorbancia

-2,0

Figura 7.25. Representacion de absorbancia frente al volumen de patron afiadido (MAP muestra en agua).

Vmuestra/ ml

254 nm

MAP muestra en agua

5,0
5,0
5,0
5,0
5,0

5,0

Absorbancia

0,2684
0,3573
0,4283
0,5884
0,7589

0,8999

MAP blanco
Vbianco/ ml Absorbancia
5,0 0,0080
5,0 0,0787
5,0 0,1531
5,0 0,3242
5,0 0,4749
5,0 0,6379

MAP muestra Malarone en agua (réplica 1)

1,0000
0,9000
0,8000
0,7000
0,6000
0,5000
0,4000
0,3000

0,2060

+"'0,1000

-1,0

0,0000

0,0

y = 0,1586x + 0,2727

y = 0,1585x + 0,002

R?=0,9995

4,0

R2=0,9993 e
o
1,0 2,0 3,0
V patron/ ml

5,0

MAP muestra

MAP blanco

Lineal (MAP
muestra)

Lineal (MAP
blanco)

De la representacidn anterior, se observa que no hay efecto matriz, ya que las pendientes de

las dos rectas son practicamente iguales.
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A continuacidn, se determina también los miligramos de proguanil presentes en el
comprimido por este método para comparar con los resultados obtenidos por interpolacién
directa. Este procedimiento se repite para las réplicas 2 y 3 de muestras de Malarone en agua.
Los resultados correspondientes se recogen en la Tabla 7.26.

Tabla 7.26. Miligramos de proguanil determinados por el método de adiciones patron de las muestras de

Malarone disueltas en agua desionizada.

mg PG/ Media/ Desviacion

Veam/ml  Cm/ ppm comprimido mg estandar/ mg % RSD
Réplica 1 -1,707 20,8 90,0
Réplica 2 -1,694 20,7 83,7 84,4 5,3 6,3
Réplica 3 -1,535 18,7 79,5

La cantidad de proguanil determinada en el comprimido de Malarone por este método de
adiciones patron es de (84,4 + 5,3) mg. Este resultado no difiere significativamente de la
cantidad determinada por interpolacion directa, puesto que los valores estan incluidos en los

respectivos intervalos de confianza.

7.2. Cromatografia liquida de alta resolucién con detector UV/Vis (HPLC-UV/Vis)
7.2.1. Preparacion de muestras y patrones

- Preparacion de muestras de Malarone

Las muestras de Malarone para la determinacion de proguanil por HPLC se preparan
de la misma manera a partir del mismo comprimido utilizado en el estudio por espectroscopia

de absorciéon molecular UV-Vis.

- Preparacion de muestra bioldgica artificial (orina)

Con el fin de estudiar las posibilidades de determinacién de proguanil y mefloquina en
orina, se ha procedido a preparar una muestra de orina sintética en la que se ha incluido los
componentes mayoritarios de la misma. La orina contiene 95% de agua, 2% de sales minerales
(Na*, K*, etc.), 2% de urea y 0,05% de acido urico, por lo que se prepara una disolucion de

aproximadamente esa composicién. Para ello, en 100 ml de agua desionizada se afiaden 2 g
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de urea; 0,05 g de acido urico; 0,5 g de KCl y 0,5 g de NacCl. Se preparan también disoluciones

de cada uno de los componentes por separado de la misma concentracién.

- Preparacion de patrones

Los patrones madre de proguanil, del orden 500 ppm, en distintos medios y de
mefloquina de 1000 ppm en agua fueron preparados de forma andloga a los utilizados en las
anteriores experiencias reflejadas en la memoria. A partir de estos, los patrones de PG en agua,
entre 1—60 ppm, se preparan en matraces de 20 ml mediante las correspondientes diluciones.
Por otro lado, se preparan patrones de proguanil entre 0,5—30 ppm y patrones de mefloquina
entre 1 — 60 ppm en el medio bioldgico artificial anterior. Se preparan también patrones
conjuntos de proguanil y mefloquina en dicho medio tomando los volimenes

correspondientes del patron madre en cada caso.

7.2.2. Busqueda de condiciones cromatograficas dptimas con columna apolar Cig

La columna empleada es una columna de fase estacionaria apolar Cig con tamano de
particula 5 um y de dimensién 150 x 4,6 mm. El espectro de absorcién molecular UV-Vis del
proguanil presenta una longitud de onda de maxima absorcién a 254 nm, por lo tanto, el
detector UV-Vis se fija a esta A en las medidas de HPLC. La temperatura del sistema se

mantiene constante a 25°C.

Este estudio de condiciones cromatograficas éptimas se centra en la busqueda de
composiciones y flujos de fases mdviles idéneas para la determinacidn de proguanil en
muestras de Malarone, determinacion de proguanil en el medio biolégico “orina” y también
para el analisis simultdneo de proguanil y mefloquina en dicho medio biolédgico. Para la fase

movil, se estudian diferentes mezclas de metanol, acetonitrilo y agua a distintos pH.

- Estudio de FM con patrones de proguanil en agua

En la Tabla 7.27 se resume algunas de las composiciones de fase moévil y velocidades
de flujo ensayadas con patrones de PG preparados en agua desionizada. Los cromatogramas
correspondientes a este estudio quedan recogidos en el Apartado B de Anexos (Figuras B.1 —

B.19).
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Se probd inicialmente con fases méviles de composicidon variables en {ACN, MeOH vy
H,0} a pH neutro. En todos los casos se obtuvieron picos para el proguanil poco definidos, por
lo que se procedié a modificar el pH con una disolucién acuosa de pH 2,6 preparada por una

mezcla de H3PO4/H,PO4.

Las fases mdviles que presentan mejores resultados son: FM 9 de composicién {50%
ACN, 20% H:0, 30% disolucion pH 2,6} y FM 10 {50% ACN, 10% H.0, 40% disolucién pH 2,6},
donde se obtiene un pico bien definido para el proguanil. Los tiempos de retencion a flujos
0,8 y 1,0 ml/min son en ambos casos de 2,1y 1,7 min, respectivamente. Al sustituir el 10% de
H,0 de la FM 10 por 10% de ACN, se observa que el tiempo disminuye de 2,1 a 1,9 min (Figura
B.17 de Anexos), debido a la modificacion de la polaridad de dicha fase.
Tabla 7.27. Fases moviles estudiadas con la columna apolar Cs.

Composicion

Fase movil Flujo (ml/min)
%ACN % MeOH % H;0 % Disolucion pH 2,6

1 30 10 60 - 1,0

0,8
2 50 40 10 =

1,0
3 60 20 20 - 0,8

0,8
4 80 10 10 =

1,0
5 80 - 20 - 0,8

1,0
6 60 10 20 10 0,8

0,6
7 70 10 10 10 0,6
8 50 = 30 20 0,8

0,8
9 50 - 20 30

1,0

0,8
10 50 = 10 40

1,0
11 40 10 10 40 1,0
12 60 = 10 30 1,0
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13 60 - - 40 0,8
14 70 = = 30 0,8
15 80 - - 20 0,8

En la Tabla 7.28, se estudia el efecto de la velocidad de flujo sobre el tiempo de
retencién y la anchura del pico para la fase mdvil 6. Los cromatogramas correspondientes son
las Figuras B.7 — B.9 de Anexos. Se observa que, al disminuir la velocidad de flujo, ademas de

aumentar el tiempo de retencién, se ensancha la base del pico.

Tabla 7.28. Distintas velocidades de flujo para la FM 6 {60% ACN, 10% MeOH, 20% H,0, 10% disolucion pH 2,6}.

Flujo (ml/min) tr PG/ min
1,0 1,5
0,8 1,9
0,6 2,5
0,4 3,7

También, se estudia la influencia de la naturaleza del acido sobre el tiempo de
retencién y la forma del pico. Se probé a usar una disolucién acuosa de pH 2,6 preparada con
acido acético en lugar de la mezcla HsPO4/H,P0O4". Los cromatogramas que se obtuvieron eran
idénticos y quedan recogidos en el Apartado B de Anexos (Figuras B.14 y B.15) y los tiempos
de retencidn estan indicados en la Tabla 7.29.

Tabla 7.29. Estudio de la naturaleza de la disolucion acuosa dcida para la FM 10 {50% ACN, 10% H,O, 40%

disolucion acuosa pH 2,6}.

Naturaleza disolucién acuosa acida Flujo (ml/min) tr PG/ min
Acido fosférico/dihidrogenofosfato 1,0 1,7
Acido acético 1,0 1,7

Con estos resultados, se puede afirmar que es la acidez la que juega un papel importante en

la determinacion de proguanil por HPLC, no la naturaleza de la disolucion acuosa acida.

- Estudio de FM para patrones de proguanil en “orina”

Una busqueda similar de condiciones cromatograficas se realiza para los patrones de

PG preparados en el medio bioldgico artificial “orina”. En el Apartado A de Anexos (Figuras
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A.1 - A.3) se incluyen los espectros de absorcion molecular UV-Vis de cada uno de los
componentes presentes en la orina y en el Apartado B de Anexos (Figura B.22) el

cromatograma de este medio bioldgico preparado.

Se probaron las fases méviles 10 — 13 de la Tabla 7.27 para los patrones de PG en
“orina” y se encontrd una buena resolucion entre los picos del acido urico y proguanil para las
fases moviles 10 {50% ACN, 10% H.0, 40% disolucién pH 2,6}y 11 {40% ACN, 10% MeOH, 10%
H,0, 40% disolucién pH 2,6} (ver Figuras 7.26 — 7.27). El resto de los cromatogramas estan

recogidos en Anexos (Figuras B.20 — B.21).

T VWOT A, Wavelengthy "-mrmmﬁwcommbi‘
Norm

T T T T T
0 05 1 15 2 25 i

Figura 7.26. Cromatograma del patron PG en orina de 8 ppm. FM 10 {50% ACN, 10% H,0, 40% disolucién acuosa

pH 2,6}y flujo 1,0 mi/min.
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Figura 7.27. Cromatograma patrén PG en orina 30 ppm. FM 11 {40% ACN, 10% MeOH, 10% H-0, 40% disolucion

acuosa pH 2,6} y flujo 1,0 mi/min.
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- Estudio de FM para patrones conjuntos de PG y MQ en “orina”

Con el objetivo de analizar la posibilidad de determinacién de proguanil en “orina” en
presencia de otro principio activo antipalidico como la mefloquina, se realiza también este
estudio de fase movil. Se encontré que la fase movil mas adecuada para la separacion
simultdnea de acido urico, proguanil y mefloquina es la FM 11 de composicidon {40% ACN, 10%
MeOH, 10% H;0, 40% disolucién pH 2,6}, ya que con dicha FM el pico de mefloquina se
consigue separar del pico que corresponde a una impureza del patrén proguanil. En la Figura
7.28 se muestra el cromatograma obtenido y en la Tabla 7.30 se recogen los tiempos de

retencién de las cuatro componentes en estas condiciones.

T VANDI A, Waavelengine 254 nen (YAYANWPGO003S) D)
Norm g !:9
‘5‘

W

140 4

J \ g ﬁ‘%’" §
£ \\ .-’f*:, J \\___

+ T T

T X ¥ T
0 1 2 3 N

Figura 7.28. Cromatograma del patron PG 15 ppm + MQ 30 ppm a 254 nm. FM 11 {40% ACN, 10% MeOH, 10%
H,0, 40% disolucion acuosa pH2,6} y flujo 1,0 ml/min.

Tabla 7.30. Tiempos de retencion de PG, MQ, dcido urico e impureza con FM 11 {40% ACN, 10% MeOH, 10% H,0,
40% disolucion acuosa pH 2,6}. Flujo 1,0 ml/min.

FM 11
Flujo 1,0 ml/min
{40% ACN, 10% MeOH, 10% H.0, 40% disolucién pH 2,6}

tr acido urico/ min 1,3
tr proguanil/ min 2,2
tr impureza/ min 3,4
tr mefloquina/ min 3,8
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El cromatograma anterior (Figura 7.28) es obtenido con el detector UV-Vis fijado a 254
nm. La sensibilidad a esta longitud de onda para la MQ es baja, ya que no es su Amax de
absorcién. Se puede mejorar la sensibilidad de la MQ realizando las detecciones a 223 nm. En
la Figura 7.29 aparece el cromatograma de una mezcla de PG y MQ obtenido a 223 nm, donde

se puede observar que el pico de MQ aumenta notablemente respecto al pico de PG.

VAWD1 A, Wavelengthe 223 nm (YAYANPGO00G377 D)
Nomn, 8

1 Ll A

oy, \\T_ q,_,../._,\ i\"fv / A,\\\ -

T

T
3 SIS I RPN |

Figura 7.29. Cromatograma del patron PG 8 ppm + MQ 10 ppm a 223 nm. FM 11 {40% ACN, 10% MeOH, 10%

H>0, 40% disoluciéon acuosa pH 2,6} y flujo 1,0 ml/min.

7.2.3. Calibrado lineal. Determinacién de proguanil por HPLC

Con la composicidn 6ptima de fase moévil indicada en el Apartado 7.2.2 para los
patrones de proguanil en agua, se construye la linea de calibrado entre 1 — 40 ppm, reflejada
en la Figura 7.31. Las condiciones cromatograficas son: fase mdvil 10 de composicién {50%
ACN, 10% H,0 y 40% disolucion acuosa pH 2,6}, flujo 1,0 ml/min, longitud de onda de
deteccion fijada a 254 nm y temperatura contante a 25°C. Bajo estas condiciones, el proguanil
sale a 1,7 min (ver Figura 7.30). El cromatograma del blanco (agua desionizada) se

corresponde a la Figura B.23 de Anexos.
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Figura 7.30. Cromatograma patrén PG en agua 10 ppm. Fase movil 10 {50% ACN, 10% H-0, 40% disolucion acuosa
pH 2,6}y flujo 1,0 ml/min. Columna apolar Cs.

En la Tabla 7.31 aparecen las relaciones de concentracién y area del pico de los patrones del

calibrado.

Tabla 7.31. Resultados de concentracion proguanil — drea pico.

Concentracion/ ppm Area pico/ u.a. t PG/ min

1,0 33,74

2,0 90,73

51 250,27

1,7

10,2 514,48
20,3 966,19
40,6 1883,90

Calibrado lineal (PG en agua)

2000,00

1800,00

1600,00

1400,00

1200,00

1000,00 o
800,00 =
600,00
400,00
200,00 | .®

000 -®
0,0 10,0 20,0 30,0 40,0 50,0

Concentracion/ ppm

y =46,115x + 19,579
R?=0,9993

Area pico/ u.a.

Figura 7.31. Calibrado lineal de proguanil en agua (HPLC).
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Las muestras de Malarone diluidas (1:5) preparadas en agua desionizada se inyectan
en las mismas condiciones que los patrones, obteniéndose el cromatograma de una de las
réplicas de la Figura 7.32. El area correspondiente a la muestra se interpola en la recta de
calibrado y mediante las adecuadas conversiones se determinan los miligramos de
hidrocloruro de proguanil presentes en un comprimido de Malarone. Los resultados obtenidos

se describen en la Tabla 7.32.

VW1 A, Wavelength=254 nen (YAYANPGOO02950)
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Figura 7.32. Cromatograma de muestra Malarone en agua diluida 1:5 (réplica 2). FM 10 {50% ACN, 10% H-O,
40% disolucion acuosa pH2,6} y flujo 1,0 mi/min.

Tabla 7.32. Determinacion de proguanil mediante calibrado directo por HPLC.

. ; mg PG/ Media/ Desviacion
Dil 1:5 Area/ u.a. Cqi/ ppm o i % RSD
comprimido mg estandar/ mg
Réplica 1 225,57 4,5 96,6
Réplica 2 191,90 3,7 75,8 86,6 10,5 12,1
Réplica 3 209,59 4,2 87,5

Mediante este método de HPLC se han determinado (86,6 + 10,5) mg de hidrocloruro de
proguanil por comprimido de Malarone. Esta cantidad es comparable con la que se ha

determinado por espectroscopia de absorcién molecular UV-Vis.

Por otro lado, en cromatografia, el limite de deteccién y cuantificacién se definen como

3,29 y 10 veces la relacidn S/N, respectivamente, obteniéndose en este caso LD = 0,14 ppm y
LQ=0,42 ppm.
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7.2.4. Calibrado lineal de proguanil en orina artificial

El dcido urico absorbe también a 254 nm. Una buena resolucién entre los picos del
acido Urico y proguanil se consiguio en las mismas condiciones cromatograficas anteriores, es
decir, con la fase mévil 10 de composicién {50% ACN, 10% H,0, 40% disolucién acuosa pH 2,6}.
Los tiempos de retencion para el acido urico y proguanil son 1,2 y 1,7 min, respectivamente.
El cromatograma del patron PG en este medio estd representado en el Apartado 7.2.2 (Figura
7.26). Se construye un calibrado lineal entre 0,5 — 20,0 ppm que serviria para determinar el

proguanil en este medio por interpolacidon (Figura 7.33; Tabla 7.33).

Tabla 7.33. Relacion de concentracion — drea pico de los patrones de PG en orina artificial.

Conc/ ppm  Area pico/ u.a.
Calibrado lineal (PG en orina)

0,5 23,61 500,00
1,0 57,08 800,00 *
’ ! 700,00 .

2,0 82,04 g 60000 pol

< 30000 i 41,162x + 4,6218

© . y=44, ,
4,0 161,73 g 400,00 . = 0094

< 300,00 .
8,0 335,44 200,00 o

100,00 o
16,0 664,92 000 @
0,0 5,0 10,0 15,0 20,0 25,0

20,0 827,35

Concentracion/ ppm
Figura 7.33. Calibrado lineal de proguanil en orina.
Se obtiene una recta de calibracidén con coeficiente de determinacién de 0,9996 y los limites

de deteccidn y cuantificacion son 0,38 y 1,15 ppm, respectivamente.

7.2.5. Calibrado lineal para la determinacion simultdnea de PG y MQ en orina artificial

Mediante el estudio de fase mévil anterior, la mejor composicién encontrada para la
determinacion simultanea de proguanil y mefloquina en el medio biolégico “orina” es {40%
ACN, 10% MeOH, 10% H,0 y 40% disolucién acuosa pH 2,6} (FM 11). El resto de las condiciones
cromatograficas se mantiene igual que en las anteriores experiencias. Los tiempos de
retencién de cada compuesto y los cromatogramas correspondientes estaban reflejados en la

Tabla 7.30 y Figuras 7.28 — 7.29, respectivamente.

Se ha visto que la sensibilidad de PG y MQ varia en funcién de la longitud de onda de

deteccidn, por ello, se construyen las lineas de calibrado de PGy MQ a 223 y 254 nm (Figura
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7.34). Los datos del calibrado lineal a las dos longitudes de onda se recogen en las dos tablas

siguientes (Tablas 7.34 y 7.35):

Tabla 7.34. Datos de concentracion — drea pico para los patrones conjuntos de PGy MQ a 223 nm.

223 nm
Cec/ ppm Area pico/ u.a. Cwa/ ppm Area pico/ u.a.

0,3 13,82 0,5 33,12

0,5 22,27 1,0 64,94

1,0 45,89 2,0 141,04
2,0 72,09 4,0 241,69
4,0 159,98 5,0 444,14
8,0 282,05 10,0 883,96
10,0 439,90 20,0 1635,05
15,0 520,72 30,0 2166,32

Tabla 7.35. Datos de concentracion — drea pico para los patrones conjuntos de PGy MQ a 254 nm.

254 nm
Crc/ ppm Area pico/ u.a. Cwva/ ppm Area pico/ u.a.

0,3 15,8224 0,5 -

0,5 27,3902 1,0 4,92
1,0 52,4914 2,0 10,44
2,0 90,9605 4,0 17,84
4,0 196,662 5,0 28,93
8,0 305,69 10,0 32,04
10,0 366,74 20,0 59,42
15,0 554,44 30,0 96,40
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Figura 7.34. Calibrados lineales para PG y MQ en orina artificial a 223 nm y 254 nm.

A la vista de estos graficos (Figura 7.34), se observan claramente que las pendientes
del calibrado de proguanil y mefloquina son muy diferentes, siendo mas acusada esta
diferencia a 254 nm. Por lo tanto, se considera mds adecuada para la determinacién

simultdnea de PG y MQ por HPLC realizar las medidas a 223 nm.

Los limites de deteccidn y cuantificacion para PG y MQ a ambas longitudes de onda se

recogen en la Tabla 7.36:

Tabla 7.36. Limites de deteccion y cuantificacion de PGy MQ a 223 y 254 nm.

PG MQ

LD/ ppm LQ/ ppm LD/ ppm LQ/ ppm
223 nm 0,42 1,29 0,15 0,46
254 nm 0,20 0,61 0,76 2,32

7.2.6. Ensayos de fase movil con columna polar ciano

Adicionalmente, se han realizado también, con patrones de PG en agua, unos ensayos
con una columna polar de ciano de dimensién 250 x 4,6 mm. Las composiciones de fase movil
ensayadas se recogen en la Tabla 7.37. El resto de las condiciones se mantiene igual que en la
columna apolar. Dado que la columna ciano es mas polar y, ademas, de mayor dimensién que

la columna Css, es de esperar que sus tiempos de retencidén sean mayores. Para esta columna
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se ha comprobado que también se requiere de un medio dcido para conseguir eluir el principio
activo de la columna. Se puede ver el cromatograma de la Figura B.24 de Anexos, donde no
se aprecia ningun pico de area razonable que pueda corresponder al PG para la FM A de pH
neutro. Con la fase movil E de composicion {30% ACN, 60% MeOH, 10% disolucién acuosa pH
2,6} se encontrd un pico de proguanil definido a 7,6 min (Figura 7.35). Sin embargo, esta
columna polar no fue factible para la determinacién de proguanil en el medio bioldgico “orina”,
debido a que el acido Urico es muy polar e interacciona muy fuertemente con la columna de

ciano (Figura B.25 de Anexos).

Tabla 7.37. Ensayos de fase movil con la columna polar de ciano.

Composicion

Fase Flujo tr PG/
% Disolucion
movil % ACN % MeOH % H,0 (ml/min) min
pH 2,6

A 50 50 - - 1,0 -
B 55 40 - 5 1,0 14,2
C 45 50 - 5 1,0 13,2
D 35 60 - 5 1,0 12,6
E 30 60 - 10 1,0 7,6
F 55 20 20 5 1,0 13,8

VDT A, Wavelength= 254 nm (YAYAN'SPGO00414 )
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Figura 7.35. Cromatograma patrén PG en agua 40 ppm. Fase movil E {30% ACN, 60% MeOH, 10% disolucion

acuosa pH 2,6} y flujo 1,0 ml/min. Columna polar ciano.

En esas mismas condiciones, al inyectar la muestra de Malarone (disuelta en metanol)

se logré separar dos picos con buena resolucién. Los picos a 3,4 y 7,6 min del cromatograma
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de la Figura 7.36 se corresponden a la atovacuona y proguanil, respectivamente. Dado que no
se dispone del patréon de ATQ, el pico de este principio activo se identificé al inyectar muestras
de Malarone de distinta concentracién. Ademas, al integrar sus dreas, se comprueba que
cumplen las proporciones de ATQ y PG presentes en un comprimido de Malarone.

[ VWD1 A, Wavelength» 254 nm (YAYANPG000420 0)
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Figura 7.36. Cromatograma muestra Malarone en metanol (réplica 1). Fase movil E {30% ACN, 60% MeOH, 10%
disolucién acuosa pH 2,6} y flujo 1,0 ml/min. Columna polar ciano.

El pico de proguanil sale con bastante cola. Se intenté mejorar el aspecto de ese pico
cambiando el pH de la disolucidén acuosa de 2,6 a 3,8 y probando fases moviles con gradiente.
Pero las mejoras no fueron apreciables (los cromatogramas correspondientes aparecen en las

Figuras B.26 — B.28 de Anexos).

Por otro lado, se puede justificar el caracter opuesto de ATQ y PG viendo cdmo se
modifican los tiempos de retencién al aumentar la polaridad de la fase mévil en esta columna
ciano. El tiempo de retencidon de proguanil disminuye, mientras que el de atovacuona
aumenta paulatinamente con la polaridad de la FM, indicando por ello el cardcter menos
hidrofilico de ATQ que PG (ver Tabla 7.38).

Tabla 7.38. Influencia de la polaridad de FM sobre los tiempos de retencion de ATQ y PG en la columna polar

ciano. Aplicado a las muestras de Malarone en metanol.

Composicion FM

tr ATQ/ min tr PG/ min
(% ACN, % MeOH, % disolucidn acida pH 2,6)
(30, 60, 10) 3,4 7,6
(25, 60, 15) 3,5 6,0
(20, 60, 20) 3,7 5,3

Yayan Li

57



Trabajo Fin de Grado EXPERIMENTACION Y RESULTADOS

7.3. Espectroscopia Raman
7.3.1. Procedimiento experimental

Como se habia comentado, una de las ventajas de la espectroscopia Raman es su

caracter no destructivo. Ademas, no requiere preparacion adicional de la muestra, puesto que
la medida se realiza directamente sobre la muestra en estado sdlido.
Se aplica esta técnica al andlisis de los patrones de proguanil y mefloquina, asi como a los
comprimidos comerciales de Malarone y Lariam con principios activos de proguanil y
mefloquina, respectivamente, con el fin de observar sus espectros a efectos de su
identificacion.

El equipo instrumental utilizado para el analisis espectroscépico Raman, en modo
macroscopico, es un espectrémetro Raman portatil (BW5415 i-Raman de B&W TEK inc) con
laser de excitacion de 785 nm. Las medidas se realizaron con un tiempo de integracién de 10

segundos.

7.3.2. Resultados obtenidos y discusion

La Figura 7.37 representa el espectro Raman del patrén hidrocloruro de proguanil
donde se puede observar las bandas caracteristicas de dicho compuesto. Sobre 1600 cm™
aparece una banda intensa y ancha que se asocia con las vibraciones del anillo aromatico C=C
y de los grupos C=N. Las flexiones de los enlaces C-N se atribuyen a las senales entre 1250 —
1300 cm™. La banda sobre 1100 cm™ es caracteristico de clorobencenos para-sustituidos y las
flexiones de los N-H aparecen sobre 750 cm™. En la Tabla 7.39 estan asignadas las bandas con

mayor detalle.

2-3-20 Patrén PG poivo.txt  BWS415-785, Dark Subtracted

100 200 300 400 SO 600 700 200 900 1000 1100 1200 1300 1400 1500 1600 1700 1800 1900 2000 2100 2200 2300 2400
Raman Shift (cm-1)

Figura 7.37. Espectro Raman del patrén hidrocloruro de proguanil.
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El espectro de Malarone se obtuvo directamente incidiendo el haz laser sobre el
comprimido en su envoltorio o fuera de él, triturado. Se puede comprobar que los espectros
obtenidos con (Figura C.1 de Anexos) y sin envoltorio (Figura 7.38) son analogos, sélo se
diferencian en sus intensidades de banda causadas por la distinta orientacion de los

monocristales.

2-3-20 malarone trturado txt  BWS415-785, Dark Sublracted

Ramsn Shift (cm-1)

Figura 7.38. Espectro Raman de Malarone sin envoltorio triturado.

Comparando el espectro de patrén proguanil con el espectro de la muestra Malarone
(Figura 7.39) destacan diferencias en las intensidades de las bandas. Esto se debe en parte a
gue las muestras son estructuras cristalinas y en funcidon de donde irradia el laser se obtiene
patrones de intensidades distintos. Hay que tener en cuenta que los comprimidos de
Malarone, ademads de proguanil, llevan atovacuona y excipientes. Las bandas adicionales mas
intensas que aparecen en el espectro Raman de Malarone pueden ser atribuidas a la

atovacuonay, también, a los excipientes.

2-3-20 malarone 4 PG .Ut BWWS415-785, Dark Sublracted

45,000

40,000

35,0004

300004 - L.}

100 200 360 400 SO0 600 700 800 900 1000 1100 1200 1300 1400 1500 1600 1700 1300 1900 2000 2100 2200 2300 2400 2500
Raman Shift (cm-1)

Figura 7.39. Espectros Raman de Malarone triturado (azul) y patréon proguanil (rojo) superpuestos.
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Con el fin de lograr una mejor asignacién de las bandas correspondientes al proguanil,
se repite el andlisis para el proguanil y la muestra de Malarone empleando un espectrometro
Raman de mayor resolucion. El equipo utilizado es el espectrémetro Raman BWTEK modular,
compuesto por un detector BWTEK Exemplar-PRO y una fuente de excitacién BWTEK
CleanLaze. Se configura el equipo en modo microscdpico, con excitacion proporcionada por la
radiacion de un diodo laser de 450 mW de potencia maxima y longitud de onda (Ao) de 785
nm. La magnificacion empleada ha sido de x50, mientras que los tiempos de adquisicidon
utilizados son de 30 segundos y 3 acumulaciones, ajustando la potencia del ldser de manera
gue se asegure la inocuidad de la medida (0,94 A). El haz incidente se dispone perpendicular
al plano de la muestra y es focalizado a través del objetivo. Bajo estas condiciones
experimentales, se obtiene una resolucion espectral maxima entorno a los 4 cm™. El equipo
fue calibrado con el modo de vibracion v (Si-Si) del silicio (520,7 cm™). Se tomaron cuatro

medidas de diferentes zonas de las muestras para asegurar la repetitividad de las mediciones.

Los siguientes espectros Raman de proguanil (Figura 7.40) y Malarone (Figura 7.41)
han sido estimados mediante substraccién de la linea de base polinomial normalizada,

utilizando el programa de tratamiento espectral Raman LabSpec 6, ©Horiba.
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Figura 7.40. Espectros Raman de patrén proguanil obtenidos a modo microscdpico.
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Figura 7.41. Espectros Raman de muestra Malarone obtenidos a modo microscopico.

Con estos resultados, queda comprobado la homogeneidad y repetitividad de las medidas.

A

Malarone

continuacion, se muestra el espectro superpuesto (Figura 7.42) de proguanil y

para identificar las bandas correspondientes al proguanil en la muestray en la Tabla

7.39 se asignan las bandas mas significativas de este principio activo.
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Figura 7.42. Espectros superpuestos de Malarone y proguanil (modo microscopico).
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Tabla 7.39. Frecuencias de vibracion de proguanil asignadas en Raman.

Malarone Proguanil
Asignacion/Descripcion aproximada
v/ecm? v/ecm?
722 w 722 m Flexiones C=C
733 w 733 m Flexion enlaces N-H
846 m 846 m Flexiones C-H aromaticos
1087 m 1087 s Tension C-Cl aromatico p-sustituido
1251w 1251s Flexiones C=N-H
1278 m 1278 vs Tension C-C, C-N
1646 s 1646 s Tension dobles enlaces C=Cy C=N

vs, very strong; s, strong; m, medium; w, weak.

En cuanto a la mefloquina, la resolucién que proporciona el espectrémetro Raman
portatil a modo macroscépico es suficiente para caracterizar los picos mas significativos. Como
el comprimido de Lariam es de un Unico componente, los espectros obtenidos de muestra y
patron son andlogos (ver Figuras 7.43 — 7.44). Se puede identificar el pico mas intenso que
aparece sobre 1360 cm™ y el pico sobre 1450 cm™, que corresponden a las vibraciones de
tension de los enlaces C-F presentes en la estructura. La otra zona caracteristica esta
comprendida entre 850 — 700 cm?, cuyas sefiales son atribuibles a las flexiones de los enlaces

C-F, N-H, O-H y CHa.
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Figura 7.43. Espectro Raman del patron mefloquina.
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Figura 7.44. Espectro Raman de patron mefloquina y muestra Lariam superpuestos.

Por otro lado, cuando se analizan simultdneamente los espectros de PG y MQ (Figura
7.45), se observa que las sefiales de la zona entre 850 — 700 cm™ se superponen, luego esta
zona no sirve para identificar estos dos principios activos de forma conjunta. En cambio, la
zona comprendida entre 1450 — 1000 cm™ si que serviria para la identificacién de las bandas
caracteristicas de ambos compuestos de manera conjunta, puesto que las bandas de cada

compuesto se pueden caracterizar sin problema.
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Figura 7.45. Espectros Raman del patron proguanil (azul) y mefloquina (rojo) superpuestos.
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7.4, Espectroscopia IR
7.4.1. Procedimiento experimental

El equipo instrumental empleado es un espectrofotdmetro IR de transformada de
Fourier (FTIR, modelo Bruker Tensor 27) basado en el método de Reflectancia Total Atenuada
(ATR) usando un accesorio MKIl Golden-Gate. Cada espectro se obtuvo a temperatura
ambiente después de 32 scans, con una resolucion de 4 cm™ en el rango de 4000 — 600 cm™.
Una de las ventajas de emplear este equipo, es que, al igual que en espectroscopia Raman, no
requiere preparaciéon adicional de patrén ni de muestra. Los patrones de PG y MQ vy los
comprimidos de Malarone y Lariam triturados se depositan en pequena cantidad
directamente sobre el soporte de muestra. Ademas, es también una técnica no destructiva.

Los espectros obtenidos son tratados con el programa Spectragryph.

7.4.2. Resultados obtenidos y discusion

Las frecuencias de vibracién que aparecen por debajo de 1500 cm™ son los llamados
“huella dactilar” de la molécula. Las vibraciones esqueletales, que aparecen en el rango de

1500 — 1000 cm™, son una caracteristica individual de cada compuesto.

En la Figura 7.46 aparecen los espectros IR del patréon PG y la muestra Malarone
superpuestos. Comparando con los correspondientes espectros Raman, se observan mads
sefiales en la region de 1720 — 1350 cm™. Ademas, las bandas de la zona comprendida entre
3400 — 3000 cm™ son mucho més intensas en IR. En la Tabla 7.40 se asignan las bandas

caracteristicas de proguanil identificadas por espectroscopia IR.

— malarone triturado
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Figura 7.46. Espectros IR de proguanil (rojo) y Malarone (azul) superpuestos.
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Tabla 7.40. Frecuencias de vibracion de proguanil asignadas en IR.

Proguanil B3LYP/6-31G*
Asignacion/Descripcion aproximada
v/ecm? v/ecm?
721m 777 w Flexiones C=C
823s 900 w Flexiones C-H aromaticos

1089 m 1111s Tensiéon C-Cl aromatico p-sustituido

1249 m 1289 m Tension C-Cy C-N

1411 s - Flexiones CHs

1488 vs 1481 vs Flexiones C=N-H

1581s 1590 w Tension C=C aromatico

1622 s 1697 m Tensién C=N
2950-2990 w 2991w Tension C-H saturado
3100-3200 m 3058 w Tension C-H insaturado
3200-3400 m 3322 m Tension N-H

vs, very strong; s, strong; m, medium; w, weak

Nota: En la segunda columna aparecen las frecuencias de vibracién de proguanil obtenidas computacionalmente

a un nivel de célculo B3LYP/6-31G* en fase gaseosa. El espectro IR correspondiente se adjunta en el Apartado D

de Anexos (Figura D.5).

En la Figura 7.47 se muestran los espectros IR de mefloquina y Lariam superpuestos.

De nuevo, aqui se observa mas sefiales que en los correspondientes espectros Raman, pero

se mejora notablemente la resolucidon y menor ruido de fondo trabajando con este equipo

FTIR.
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Figura 7.47. Espectros IR de mefloquina (rojo) y Lariam (negro) superpuestos.

Yayan Li

65



Trabajo Fin de Grado EXPERIMENTACION Y RESULTADOS

Siguiendo el mismo procedimiento de estudio que en espectroscopia Raman, en la
Figura 7.48 se ilustra los espectros IR de PG y MQ superpuestos para visualizar la zona de
utilidad para caracterizar de manera conjunta ambos principios activos. Como se puede
observar, las zonas marcadas en el espectro servirian para identificar las bandas
caracteristicas de cada principio activo.

0.9 — mefloquine hydrochloride
CF, proguanil hydrochloride

0.8

Absorbance

4000 3800 3600 3400 3200 3000 2800 2600 2400 2200 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 600
Wavenumbers [1/cm]

Figura 7.48. Espectros IR de proguanil (naranja) y mefloquina (azul) superpuestos.

Los espectros IR individuales de los patrones PG y MQ y las muestras de Malarone y

Lariam estan recogidos en las Figuras D.1 — D.4 de Anexos.

Después de este analisis comparativo de Raman e IR, se concluye que se puede realizar
la caracterizacion de los principios activos por ambas técnicas, aunque se considera mas
adecuada la espectroscopia Raman para finalidad analitica (identificacion en muestras

comerciales), puesto que presenta un menor nimero de bandas intensas.

Por ultimo, a efectos de caracterizacidon del hidrocloruro de proguanil, aparte de
obtener los correspondientes espectros de Raman e IR, se obtuvo el espectro de RMN
(Resonancia Magnética Nuclear) de dicho compuesto. Este espectro de RMN, representado
en la Figura E.1 de Anexos, se obtuvo con 12 mg de patrén PG comercial en 0,5 ml de DMSO-
ds. El CD3SOCD;H aparece a 2,5 ppm y el agua, en este disolvente, en torno a 3 ppm. Las
sefiales alquilicas del isopropilo a 1,1 ppm (CHs) y 3,7 ppm (CH) y el sistema AA'BB’ del anillo
aromatico sobre 7,5 ppm se ven bien. El resto de las sefales corresponde a los NH y se ven

muy anchas debido al intercambio de protones.
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8.  CONCLUSIONES
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3)

4)

Yayan Li

Se propone, como método sencillo y rdpido para determinar proguanil en
comprimidos de Malarone, la espectroscopia de absorcion molecular UV-Vis. El alto
caracter lipofilico de la atovacuona permite disolver selectivamente el proguanil de la
muestra en medio acuoso. A 254 nm, el rango lineal de maxima pendiente comprende
concentraciones entre 2,0 — 20,3 ppm, la linea de calibrado obtenida presenta un
coeficiente de determinacion de unidad y los limites de deteccidn y cuantificacidn son,

respectivamente, 0,10 y 0,30 ppm.

Para determinar proguanil en el medio bioldgico “orina” se considera como método
mas adecuado la cromatografia liquida de alta resoluciéon (HPLC). Las condiciones
cromatograficas éptimas encontradas son: columna Cis; fase mdvil de composicién
{50%ACN, 10% H20 y 40% disolucién acuosa pH 2,6}; flujo 1,0 ml/min; longitud de onda
de deteccidn fijada a 254 nm y temperatura constante a 25°C. En estas condiciones, se
identifica el proguanil a 1,7 min, diferencidndolo del acido urico con sefial a 1,2 min.
Los limites de deteccion y cuantificacién obtenidos para el proguanil son 0,38 y 1,15

ppm, respectivamente.

Se ha conseguido analizar el proguanil en “orina” en presencia de mefloquina con
buena resolucién empleando la columna Cig y fase mévil de composiciéon {40% ACN,
10% MeOH, 10% H,0 y 40% disolucion acuosa pH 2,6}. Los tiempos de retencidén son
1,3; 2,2 y 3,8 min para el cido urico, proguanil y mefloquina, respectivamente. A 223
nm, los limites de deteccidn y cuantificacién encontrados para el proguanil son 0,42 y

1,29 ppm, mientras que para la mefloquina son 0,15 y 0,46 ppm, respectivamente.

Se ha caracterizado el hidrocloruro de proguanil por espectroscopia IR y Raman,
considerando mads adecuada esta uUltima técnica, por presentar un menor nimero de
bandas, para la identificacidon de proguanil en muestras de Malarone y en presencia de

mefloquina.
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ANEXOS

A) Espectroscopia de absorcién molecular UV-Vis
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Figura A.1. Espectro de absorcion molecular de dcido drico.
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Figura A.2. Espectro de absorcion molecular de urea.
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Figura A.3. Espectro de absorcion molecular de sales inorgdnicas.
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B) Cromatografia liquida de alta resolucién con detector UV-Vis (HPLC/UV-Vis)

Columna apolar Cig
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Figura B.1. Cromatograma del patrén PG/H,0 60 ppm a 254 nm. FM 1 {30% ACN, 10% MeOH, 60% H,0}. Flujo
1,0 ml/min.
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Figura B.2. Cromatograma del patrén PG/H,0 5 ppm a 254 nm. FM 2 {60% ACN, 40% MeOH, 10% H,0}. Flujo 0,8

ml/min.
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Figura B.3. Cromatograma del patrén PG/H,0 20 ppm a 254 nm. FM 3 {60% ACN, 20% MeOH, 20% H,0}. Flujo

0,8 ml/min.
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ANEXOS

“VAVDI A, Wavelength=284 nn (YAYANPGOO00ST D)
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Figura B.4. Cromatograma del patrén PG/MeOH 100 ppm a 254 nm. FM 4 {80% ACN, 10% MeOH, 10% H,0}. Flujo

0,8 ml/ min.
i VWDT A, Wavelength=204 nm (YAYAN PGO0O0E2 D)
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Figura B.5. Cromatograma del patron PG/MeOH 100 ppm a 204 nm. FM 4 {80% ACN, 10% MeOH,10% H>0}. Fjujo
0,8 ml/ min.
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Figura B.6. Cromatograma del patron PG/H20 40 ppm a 254 nm. FM 5 {80% ACN, 20% H>0}. Flujo 0,8 mi/min.
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 VWO1 A Wavelength=254 nm (YAYANPGOOO10 D)
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ANEXOS

Figura B.7. Cromatograma del patrén PG/H,0 40 ppm a 254 nm. FM 6 {60% ACN, 10% MeOH, 20% H,O, 10%

disolucion acuosa de dcido fosforico/dihidrogenofosfato pH 2,6}. Flujo 1,0 ml/min.
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Figura B.8. Cromatograma del patron PG/H>0 40 ppm a 254 nm. FM 6 {60% ACN, 10% MeOH, 20% H>0, 10%

disolucion acuosa de dcido fosforico/dihidrogenofosfato pH 2,6}. Flujo 0,8 mi/min.

T VD A, Wavelengthe 254 nm (YAYANSGO00200D)
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Figura B.9. Cromatograma del patrén PG/H,0 40 ppm a 254 nm. FM 6 {60% ACN, 10% MeOH, 20% H,O, 10%

disolucion acuosa de dcido fosforico/dihidrogenofosfato pH 2,6}. Flujo 0,6 ml/min.
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ANEXOS

Figura B.10. Cromatograma del patron PG/H,0 40 ppm a 254 nm. FM 7 {70% ACN, 10% MeOH, 10% H,0, 10%

disolucion acuosa de dcido fosforico/dihidrogenofosfato pH 2,6}. Flujo 0,6 ml/min.
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Figura B.11. Cromatograma del patrén PG/H,0 60 ppm en a 254 nm. FM 8 {50% ACN, 30% H,0, 20% disolucion

acuosa de dcido fosférico/dihidrogenofosfato pH 2,6}. Flujo 0,8 ml/min.
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Figura B.12. Cromatograma del patrén PG/H,0 60 ppm a 254 nm. FM 9 {50% ACN, 20% H-0, 30% disolucion

acuosa de dcido fosférico/dihidrogenofosfato pH 2,6}. Flujo 0,8 ml/min.
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VAVD1 A, Winslengihe 254 ren (YAYANPGO0028 D)
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ANEXOS

Figura B.13. Cromatograma del patrén PG/H,0 40 ppm a 254 nm. FM 9 {50% ACN, 20% H-0, 30% disolucion

acuosa de dcido fosfdrico/dihidrogenofosfato pH 2,6}. Flujo 1,0 mi/min.
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Figura B.14. Cromatograma del patrén PG/H,0 40 ppm a 254 nm. FM 10 {50% ACN, 10% H0, 40% disolucion

acuosa de dcido fosfdrico/dihidrogenofosfato pH 2,6}. Flujo 1,0 mi/min.
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Figura B.15. Cromatograma del patrén PG/H,0 40 ppm a 254 nm. FM 10 {50% ACN, 10% H0, 40% disolucion

acuosa de dcido acético pH 2,6}. Flujo 1,0 mi/min.
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VWO A, Wavelengthe 254 nen (YAYANPG000043 D)
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ANEXOS

Figura B.16. Cromatograma del patrén PG/H,0 40 ppm a 254 nm. FM 11 {40% ACN, 10% MeOH, 10% H-0, 40%

disolucion acuosa de dcido fosforico/dihidrogenofosfato pH 2,6}. Flujo 1,0 ml/min.
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Figura B.17. Cromatograma del patron PG/H,0 60 ppm a 254 nm. FM 13 {60% ACN, 40% disolucion acuosa de

dcido fosférico/dihidrogenofosfato pH 2,6}. Flujo 1,0 ml/min.
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Figura B.18. Cromatograma del patron PG/H,0 40 ppm a 254 nm. FM 14 {70% ACN, 30% disolucion acuosa de

dcido fosférico/dihidrogenofosfato pH 2,6}. Flujo 0,8 ml/min.
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| VWO A, Wavelength+25¢ nn (YAYAN £GO00311 D)
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Figura B.19. Cromatograma del patrén PG/H,0 5 ppm a 254 nm. FM 15 {80% ACN, 20% disolucion acuosa de
dcido fosférico/dihidrogenofosfato pH 2,6}. Flujo 0,8 ml/min.
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Figura B.20. Cromatograma del patrén PG/orina 30 ppm a 254 nm. FM 12 {60% ACN, 10% H,0, 30% disolucion

acuosa de dcido fosférico/dihidrogenofosfato pH 2,6}. Flujo 1,0 mi/min.
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Figura B.21. Cromatograma del patron PG/orina 8 ppm a 254 nm. FM 13 {60% ACN, 40% disolucion acuosa de
dcido fosférico/dihidrogenofosfato pH 2,6}. Flujo 0,8 ml/min.
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V01 A Wavelength=254 nm (YAYANPGO00270 D)

min

ANEXOS

Figura B.22. Cromatograma del medio orina artificial a 254 nm. FM 10 {50% ACN, 10% H-0, 40% disolucién acuosa

de dcido fosférico/dihidrogenofosfato pH 2,6}. Flujo 1,0 ml/min.
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Figura B.23. Cromatograma de agua desionizada (blanco) a 254 nm. FM 10 {50% ACN, 10% H,0, 40% disolucion

acuosa de dcido fosfdrico/dihidrogenofosfato pH 2,6}. Flujo 1,0 mi/min.
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Columna polar ciano

VD1 A, Wavelengths 254 nm (YAYANPG00407 D)
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Figura B.24. Cromatograma de PG/H,0 60 ppm a 254 nm. FM A {50% ACN, 50% MeOH}. Flujo 1,0 ml/min.
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VWD1 A, Wavelength=254 nm (YAYANPGO00416 D)
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Figura B.25. Cromatograma de PG/orina 30 ppm a 254 nm. FM E {30% ACN, 60% MeOH, 10% disolucion acuosa

de dcido fosférico/dihidrogenofosfato pH 2,6}. Flujo 1,0 mi/min.
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Figura B.26. Cromatograma de muestra Malarone original (réplica 1)/MeOH a 254 nm. FM E {30% ACN, 60%

MeOH, 10% disolucién acuosa de dcido fosférico/dihidrogenofosfato pH 3,8}. Flujo 1,0 ml/min.
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ANEXOS

Sample Info : FM con gradiente
30%AcN, 60¥metanol, 10%tampén 2;66
25%ACN, G0¢Metanol, 15%tampén 2.
1"=25°(':, flujo Iml/min, columna polar de ciano
WD A, Waelengihe254 am (YAYANPGOODAZ/ 0)
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Figura B.27. Cromatograma de muestra Malarone original (réplica 1)/MeOH a 254 nm. Con FM gradiente 1.

[ ———

Sample Info : FM con gradiente
309AcH, 60%metanol,10%tampon 2,6
20%ACN, 70%Metancl, 10%tampén 2,6
T4=25°C, flujo Iml/min, columna polar de ciano
VWO A, Wavelongth=254 nm (YAYANPG00425.0)
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Figura B.28. Cromatograma de muestra Malarone original (réplica 1)/MeOH a 254 nm. Con FM gradiente 2.
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C) Espectroscopia Raman

malorone 3Bt EWS415-785, Raw Data

Relative Irtensty
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Figura C.1. Espectros Raman de Malarone con envoltorio en diferentes puntos de la muestra.
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Figura C.2. Espectros Raman de Lariam triturado.
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D) Espectroscopia IR

Proguanil
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Figura D.1. Espectro IR de patrén proguanil.
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Figura D.2. Espectro IR de Malarone triturado.
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Figura D.3. Espectro IR de patrén mefloquina.
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Figura D.4. Espectro IR de Lariam triturado.
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Figura D.5. Espectro IR de PG tedrico a nivel B3LYP/6-31G* en fase gaseosa.
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ANEXOS
E) Resonancia magnética nuclear (RMN)
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Figura E.1. Espectro RMN del patron proguanil {12 mg de PG en 0,5 ml de DMSO-dg}.
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