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INTRODUCCION.

El estudio de los productos de un farmaco en las aguas residuales ha sido de suma
importancia en los ultimos anos debido a que no se tiene la suficiente informacién
de los posibles efectos que puedan tener los farmacos dentro de un ecosistema, y
de la misma forma tampoco se conocen los efectos de sus respectivos productos
de degradacion. Sin embargo, los mismos terminan en los ecosistemas debido al
sistema de desaglie, por lo tanto, son capaces de contaminar mares, rios o lagos.
Uno de entre los diversos Farmacos que se pudiera encontrar en las aguas
residuales es el Bromuro de pinaverio, ya que es altamente recetado por el sector
salud mexicano; Por lo tanto, este con sus posibles productos de degradacién y
metabolitos pueden estar presentes en el ambiente y provocar dafio permanente a

los ecosistemas.

En la presente tesis se llevd a cabo una degradacién forzada de bromuro pinaverio
para afirmar bajo qué condiciones se degradada (Luz, Calor y pH basico) y también
saber cudles son los productos de degradacién del mismo. Por lo cual se realizé un
desarrollo de un método analitico de ensayo para HPLC acoplado a espectrometro
de masas con una Columna Zorbax eclipse plus C18, que de manera consiguiente
fue validado, posteriormente se obtuvo la cinética de degradacion del bromuro de

pinaverio.

Los productos de degradacién sugeridos deben ser investigados mas afondo con
mayores pruebas de identidad, a través de métodos fisicoquimicos para que sean

comprobados.

Autor: Jonathan Alejandro Zufiga Dominguez.
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RESUMEN:

La presencia de compuestos farmacéuticos en los efluentes de estaciones
depuradoras de aguas residuales se ha convertido, en los ultimos afios, en un
potencial e importante problema medioambiental. Pese a que la concentracion de
los mismos es del orden de pg/L o ng/L y que se documenta que de manera
individual no generan grandes complicaciones, no se conoce con total seguridad el
riesgo que puede generar sobre los ecosistemas acuaticos la combinacién de varios

de estos farmacos.

En esta tesis se estudid la degradacién del farmaco conocido como bromuro de
pinaverio el cual actia como un antagonista del calcio, bloqueando el canal de
calcio voltaje-dependiente de las células del musculo liso, induciendo una relajacion

de los tractos digestivo vy biliar.

Se llevd a cabo pruebas de degradacion forzada por medio de calor a 80°C, luz y
pH basico de 12. Los resultados demuestran que Bromuro de pinaverio es sensible
a las exposiciones de calor en fase acuosa. Adicionalmente, mediante UHPL
acoplado a MS se demostrd que el principal producto de degradacion formado es
(2-Bromo-4, 5-dimethoxyphenyl) metanol, tanto para las exposiciones a luz como
las exposiciones a calor. Sin embargo, en la exposicién a pH de 12 demostrd ser

estable durante al menos 12 dias.

La cinética de degradacion de Bromuro de pinaverio indica una velocidad de v=
0.0153 pg/(mL min) por exposicidon a 80°C en fase acuosa con un tiempo de vida
media de 277.94 horas, la cinética de degradacién para la exposicion con Luz en
fase acuosa la velocidad es de v= 0.0008 pg/(mL min) con un tiempo de vida
media de 5235.20 horas.

Con base en lo anterior se puede concluir que el método analitico desarrollado,
basado en la técnica por cromatografia de liquidos acoplado a un detector de
espectrometria de masas (UHPLC- MS) permite la deteccidn y cuantificacion de
Bromuro de Pinaverio y la identificacién de sus productos de degradacién en agua
acondicionada y en medio sélido. Esta Investigacidn permite contar con estudios

preliminares para poderlo aplicar en aguas residuales.
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CAPITULO 1
1. ANTECEDENTES:

El bromuro de pinaverio es un farmaco poco estudiado, pero que con el paso del
tiempo va creciendo en popularidad al ser incluido en el sector salud mexicano, por

lo cual a continuacion se mencionan los autores que han trabajado con el mismo:

En la industria farmacéutica se hacen estudios de estabilidad para obtener datos
sobre la degradacion del fdrmaco en condiciones normales de almacenamiento y
bajo condiciones de degradacién forzada con el propdsito de poder predecir sus
productos de degradacidn ya sea por luz, humedad, calor o pH. Para llevar a cabo
estos estudios, es necesario disefar métodos que permitan conocer la pureza de
los compuestos, y a su vez observar las impurezas formadas después de su
degradaciéon (Bakshi. 2002).

El Bromuro de pinaverio ha sido estudiado por Amrunthraj A. K. y Venkatesha B.
M. en el 2014, los cuales realizaron un método de ensayo para determinar bromuro
de pinaverio de forma pura y de manera formulada, la selectividad del método que
desarrollaron, fue demostrada a través de estudios de estrés en diferentes
condiciones como fue medio acido, basico, oxidativo, fotolitico y térmico durante
24 horas en cada caso. La sefal correspondiente a bromuro de pinaverio se
muestra libre de contaminantes provenientes de la degradacion, demostrando asi
gue el método es selectivo. Posteriormente del método fue validado de acuerdo a
las guias ICH. La selectividad fue confirmada con la adicién de un estandar de
bromuro de pinaverio; la fase mévil del método fue buffer de fosfatos a pH de 6.5
con metanol a 40°C en una columna Acquity UPLC BEH C18 100 mm* 2.1 mm 1.7
Mm (Amrunthraj. 2014).

M. Balaji, Pawanjeet J. Srinivasarao V. Desarrollaron un método de ensayo de
Bromuro de pinaverio por Cromatografia Liquida de Alta Eficiencia (HPLC), para la
cuantificacion del bromuro de pinaverio y la identificacion de sus productos de
degradacion. A través de un método de ensayo. La separacion se realizé por un
meétodo isocratico con una columna Zorbax SB C8 (4.6x250) mm, 5 ym y como

fase movil A (0.1% de acido ortofosférico con una solucién B (Acetonitrilo) 30:70
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Universidad Autonoma del estado de México (Facultad de Quimica).

v/v por un flujo de 1.0 mL/min. El detector UV fue leido a una longitud de onda de
245 nm y a temperatura de 25°C. El tiempo de retencién fue de 4.84 min y la
linealidad se realiz6 de 20-150 pug/mL con un coeficiente de correlacion de 0.9999.
Toda la metodologia fue validada de acuerdo a las guias de la Conferencia
internacional de Armonizacién (ICH). El bromuro de pinaverio fue expuesto a pH

acido, basico, oxidacion, calor y condiciones fotoliticas (Balaji. 2014).

Sachin T Deodhe, Disha M Dhabarde y Manish A Kamble en el 2016 desarrollaron
un método selectivo por HPLC para la determinacién de bromuro de pinaverio en
forma de tabletas. Se utilizé una columna Phenomenox C18 (250 x 4.6 mm, con
un tamafo de particula de 5um) con un buffer de acetato de amonio a pH 3.0 y
Acetonitrilo (20:80) como fase mavil. Con un flujo de 1 mL/min y un detector UV
a 214 nm de longitud de onda por detector UV. El bromuro de pinaverio eluye a los
5.067 min. El método fue validado, determinando la linealidad, exactitud, precision,
y robusteces de acuerdo a las guias ICH. Los estudios de degradacién forzada se
realizaron a pH acido, basico, temperatura, fotdlisis y estrés oxidativo, donde los
picos formados fueron monitoreados. El método se realizd6 con una concentracion
entre 12.5-75ug/mL (r2 de 0.999), exactitud (% recobro de 100.2% y Desviacion

estandar relativa menor que 2%). (Sachin 2016).
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2. MARCO TEORICO:
2.1. AGUA

El agua es una sustancia de capital importancia para la vida con excepcionales
propiedades consecuencia de su composicidén y estructura. Es una molécula sencilla
formada por tres pequefios atomos, uno de oxigeno y dos de hidrégeno, con
enlaces polares que permiten establecer puentes de hidrogeno entre moléculas

adyacentes (Carbajal y Gonzalez, 2012).

Los organismos vivos estan compuestos de agua en una gran proporcion, desde un
45% en insectos, pasando por un 70% en mamiferos y en algunos como las
medusas se compone hasta en un 95% de sus cuerpos. Por lo tanto, es el
componente inorganico mas abundante de los seres vivos y sirve como regulador
de temperatura, transportador de nutrientes, sales y desechos dentro de los seres

vivos. Por lo cual, sin agua no existe la vida. (Hernandez 2010)
2.1.1. PROPIEDADES DEL AGUA

Las propiedades quimicas mas relevantes del agua son:

(a) HIDRATACION, o penetracidén del agua dentro de la red reticular del cristal,

formando compuestos quimicos denominados "hidratos”.
(b) HIDROLISIS, o descomposicion mutua entre la sal que se disuelve y el agua.

(c) OXIDO-REDUCCION. Se da tanto en la zona de infiltracién y en el agua libre:
implica el transito de electrones. El equilibrio re-dox se da entre el O, aportado por
el aire disuelto en el agua que se infiltra, y el consumo del gas en procesos de

oxidacion de las sustancias reductoras existentes en el medio.

(d) pH, que puede provocar reacciones de disolucion de sales presentes en rocas y
minerales, sobre todo en condiciones acidas (asi la provocada por "lluvia acida",
rica en acidos sulfurico y nitrico de alto poder corrosivo frente a materiales

naturales vy artificiales) (Marin, 2003).

Autor: Jonathan Alejandro Zufiga Dominguez.
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2.1.2. CONTAMINACION DEL AGUA POR SUSTANCIAS QUIMICAS
ORGANICAS
De acuerdo a Sanchdén, uno de los principales contaminantes del agua son las
sustancias quimicas organicas. En este grupo de contaminantes se encuentran
todas aquellas sustancias provenientes de la sintesis quimica para cualquier uso
humano (Sanchén, 2002).

Los compuestos quimicos organicos al momento de ser liberados en las aguas
residuales no son degradadas totalmente por el ambiente por lo cual presentan un

peligro eminente para los ecosistemas.

Los principales productos que se clasifican en este grupo de contaminantes y sus

efectos en el ambiente se encuentran listados en la Tabla 1.

Tabla 1: Principales contaminantes organicos y sus efectos.

Esteroides y Feminizacion en machos
; anticonceptivos
Farmacos
, Resistencia microbiana. Alteracion de la cadena
Antibidticos i
trofica.
Actividad estrogénica en ratas y hormonal en seres
Bisfenol-A
humanos. Aumento del riesgo de cancer de mama.
Aditivos
Ftalatos Alteraciones en el embarazo y abortos involuntarios

industriales. .
) Alteraciones en el desarrollo del proceso
Alquilfenoles

reproductivo.

fragancias con Poder cancerigeno en roedores
Productos de
hiai almizcle
igieney =
. Parabenos ‘ Actividad estrogénica
cuidado
desinfectantes y Resistencia microbiana y biocida
personal. )
antisepticos
Surfactantes Perflourados ‘ cancerigeno

Transcrito de: (Rubio, 2013)
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2.1.2.1. PRINCIPALES FARMACOS PRESENTES EN AGUA RESIDUALES

La presencia de compuestos farmacéuticos en los efluentes de estaciones
depuradoras de aguas residuales, se ha convertido, en los Ultimos afios, en un
potencial e importante problema medioambiental. Pese a que la concentracién de
los mismos es del orden de pg/L, de manera individual no generan grandes
complicaciones, ni se conoce con total seguridad el riesgo que pueden generar
sobre los ecosistemas acuaticos la combinacion de varios de estos farmacos.
(Manzano, 2008).

En la tabla 2 se muestran los principales farmacos encontrados en depuradoras de

aguas residuales tanto en el afluente como en el efluente:

Afluente: Aguas residuales que entran en una depuradora o que son sometidas a

un proceso de tratamiento.

Efluente: fluido liberado desde un foco emisor.

Tabla 2: Concentraciones de los farmacos en agua residuales de

argentina.

Valor pg/L ENTRADA Valor pg/L SALIDA
Analito Promedi = Minim | Maxim LC Promedi Minim Maxim

0 0 0 * o] 0 0
Naproxeno <0,1 <0,1 1,2 01 <01 <01 <0,
Diclofenaco 3,0 <0,1 17,0 0,1 3,7 <0,1 28,3
Ibuprofeno 41,0 3,2 91,6 0,1 29,5 1,1 84,8
Acetaminofeno 6,1 <0,1 53,6 0,1 <0,1 <0,1 <01
a-Ethynyl 10,4 <0,1 78,0 0,1 0,6 <0,1 3,5
Estradiol
Cloranfenicol <0,1 <0,1 0,9 0,1 <0,1 <0,1 <0,1
Estriol <0,1 <0,1 o8 01 <01 <01 <0,1
Amoxicilina <0,1 <0,1 0,3 0,1 <0,1 <0,1 <0,1
Benzafibrato 2,1 - <0,1 5,9 0,1 0,4 <0,1 1,1
Cenifibrozil 2,5 <0,1 7,2 0,1 0,1 <0,1 0,6
Genfibrozil 24 0,7 9,0 0,1 0,2 <0,1 1,1
Lasalocid 0,4 <0,1 1,3 0,1 0,3 <0,1 1,1
OH-THC- 4,7 <0,1 14,3 0,1 <0,1 <0,1 <0,1
Hidroxi-THC
PFBS 77,9 0,1 35,7 6,4 120
PFOA 0,4 0,1 0,8 <0,1 11,2
PFOS 6,5 0,1 1,8 <0,1 16,7
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Valor ug/L ENTRADA | Valor ug/L SALIDA
Analito Promedio = Minimo Maximo LC* Promedio Minimo | Maximo
Progesterona 15,2 <0,1 448 01 15 <0, 4,1
Diazepan 3,6 <0,1 47,5 0,1 4,4 <0,1 67,9
Sulfametosazol 9,0 <01 739 01 35 <0,1 246
Sulfadiazina 1,1 <0,1 5,4 0,1 0,9 <0,1 10,5
Cafeina 131,7 12,8 2877 0,1 2,1  <0,1 34,3
Ciprofloxacin <0,1 <0,1 1,5 0,1 <0,1 <0,1 <0,1
Anfetamina 12,5 <0,1 1380 01 05 <0, 9,1
Atenolol 0,4 <0,1 2,2 0,1 0,2 <0,1 1,6
Bissoprolol 0,8 <0,1 61 01 03 <0, 2,2
Metadona 0,1 <0,1 1,0 0,1 0,3 <0,1 2,4
BE- 2,1 <0,1 14,6 0,1 <0,1 <0,1 0,4
benzoilecgonin
a
Carbamazepin 5,9 <0,1 11,8 0,1 5,3 <0,1 13,1
a
Cocaina 3,6 <0,1 143 0,1 <01 <0, 0,2
Codeina 0,2 <0,1 5,6 0,1 0,1 <0,1 3,0
EDDP 6,3 <01 146 01 81  <0,1 19,7
Dilantin 0,1 <0,1 1,5 0,1 0,1 <0,1 3,2
Enalapril 2,7 <0,1 94 01 36 @ <01 8,4
Ketoprofeno 6,6 1,4 14,8 0,1 3,0 <0,1 16,4
Sotalol 0,5 <0,1 44 01 18 <0,1 204
Atorvastatin 0,1 <0,1 1,0 0,1 <0,1 <0,1 <0,1
o-Hidroxy 0,2 <0,1 09 01 <01 <01 <0,1
Atorvastatin
p-Hydroxy 0,2 <0,1 1,8 01 <01 <01 <0,
Atorvastatin
THCCOOH 4,3 <01 130 01 15 | <0,1 10,2
Triamcinolona 0,3 <0,1 6,7 0,1 0,8 <0,1 6,4
Meclociclina 0,4 <0,1 21 01 05 <01 7,1
Norfloxacin <0,1 <0,1 <0,1 0,1 0,2 <0,1 7,6
Enrofloxacin 0,9 <0,1 33 01 16 <0, 4,2
Erytromicina 0,1 <0,1 1,3 0,1 0,2 <0,1 1,5

Transcrito de: (Fundacién tekniker, 2010)

2.1.2.1.1. BROMURO DE PINAVERIO EN AGUAS RESIDUALES

No se encontré informacién actual sobre la existencia de Bromuro de pinaverio en
aguas residuales, debido a que el bromuro de pinaverio se receta en el sector salud
de México es uno de los contaminantes emergentes que pueden encontrase en

aguas residuales.

Autor: Jonathan Alejandro Zuiiiga Dominguez.



Universidad Autonoma del estado de México (Facultad de Quimica).

2.2. BROMURO DE PINAVERIO

El bromuro de pinaverio actia como un antagonista del calcio, bloqueando el canal
de calcio voltaje-dependiente de las células del musculo liso, induciendo una
relajacion de los tractos digestivo y biliar. Sus efectos inhibidores de los estimulos
por alimentos o de otro tipo sobre las respuestas motoras, lo hacen particularmente
util en el tratamiento del sindrome del colon irritable. El pinaverio no tiene ningun
efecto cardiovascular y solo muestra un ligero efecto anticolinérgico (Guslandi.
1994).

Después de la administracién oral de 50 mg, la absorcién del bromuro de pinaverio
es baja, siendo su biodisponibilidad del orden de 10%. Las concentraciones
plasmaticas maximas se alcanzan en una hora, siendo el tiempo de vida media
para eliminacién, es de 1.5 horas. El fdrmaco se une en 97% a las proteinas del
plasma. El pinaverio experimenta un metabolismo hepatico importante, siendo
eliminado en la orina (PLM, 2016).

2.2.1. PRINCIPALES PROPIEDADES DEL BROMURO DE PINAVERIO

Bromuro de Pinaverio es un derivado del amonio cuaternario de nombre quimico
bromuro de 4-(6-bromoveratri)-4-{2-[2-(6,6dimetil-2-norpinil) etoxil] etil}
morfolinium, cuya férmula quimica es: CysH41BroNO4 y su peso molecular: 591.4
(Garcia, 2006).

La estructura molecular del H,CO Br

Bromuro de pinaverio.
H,C H,CO

EoReae |

Figura 1: visto el 6 de febrero del 2017, BROMURO DE PINAVERIO
obtenido de: http://www.igb.es/cbasicas/farma/farma04/formulas/pinaverio.jpg
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2.2.2.USO DE BROMURO DE PINAVERIO EN EL IMSS.

El bromuro de pinaverio ya se encuentra incluido en el cuadro basico de los

medicamentos del Instituto Mexicano del Seguro Social.

Tabla 3: Cuadro basico de los medicamentos, bromuro de pinaverio

Via de
Clave Descripcidn Indicaciones administracién y
Dosis.
TABLETA:
Cada tableta
contiene:
Bromuro de , Oral.
) ) Sindrome de
pinaverio 100 mg Adultos: 100 mg
intestino irritable. ,
010.000.1210.00 Envase con 14 dos veces al dia
tabletas.
010.000.1210.01 Envase con 28
tabletas.
Transcrito de: (IMSS, 2016)
2.3. TOXICIDAD EN ORGANOHALOGENADOS

El bromuro de pinaverio también puede ser considerado un compuesto polifenilo
por contener varios sustituyentes en el anillo bencilico, ademas de ser contener
cuatro éteres y también contener enlaces bromados por lo cual se incluye la

siguiente informacién de este grupo en particulas:
Los éteres polibromofenilicos (PBDE).

El periodo de maximo crecimiento del SNC va desde el tercer trimestre de gestacién
a los dos primeros anos de vida, y estd bajo una influencia determinante del
sistema hormonal tiroideo. La neurotoxicidad de los PBDE se debe a las acciones
indirectas sobre el eje hormonal tiroideo y por acciones directas en los mecanismos
de sefalizacion y crecimiento cerebral. Las agresiones del SNC desde la octava

semana de gestacién hasta los dos afnos de vida son determinantes y capaces de
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provocar alteraciones en la inteligencia y en las habilidades psicomotoras. (Ortega.
2005).

2.4. DEGRADACION DE ORGANOHALOGENADOS

Son conocidas numerosas bacterias y hongos que pueden degradar compuestos
haloorganicos en diversas rutas metabdlicas bajo condiciones aerdbicas y
anaerobicas. La biodegradacidon de moléculas haloorganicas ocurre, por suerte, con
enzimas no especificas (co-metabolismo) o mediante enzimas altamente
especificas que tienen como fin el de aprovechar tales moléculas como fuente de
nutrientes y/o energia que aportan al crecimiento de dichos microorganismos
(Arbeli, 2009).

2.4.1. FOTODEGRADACION DE ORGANOHALOGENADOS

La posibilidad de fotodegredacién de un compuesto organico en el medio ambiente
depende del grado de solapamiento entre su espectro de absorcion UV/VIS y el
espectro de emisidon de luz del sol. Los diferentes efectos de la irradiacién UV
incluyen la transformacién de compuestos organicos en otras sustancias por rotura
de enlaces quimicos e incluso la degradacidn completa de las sustancias. Ademas,
la radiacion UV induce la disociacién de compuestos con oxigeno y la formacion de

radicales libres altamente reactivos (Sanchez, 2007).

En el presente trabajo se realizara el estudio de degradacién de bromuro de
pinaverio para evaluar la cinética de degradacion y caracterizar los productos de

degradacion, por lo cual se requiere conocer los siguientes conceptos:
2.4.2.CINETICA DE DEGRADACION

La rama de la quimica que estudia la velocidad o rapidez con la que ocurre una
reaccion se denomina cinética quimica. La importancia de la cinética quimica

abarca dos aspectos:

- predecir la velocidad que tendra una reaccion en unas condiciones determinadas

de presion, temperatura, concentracién, catalizador.

- determinar y comprender el mecanismo por el que tiene lugar una reaccion
(Gémez, 2009).
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2.4.2.1. TIEMPO DE VIDA MEDIA

Tiempo de vida media (t%2): Es el tiempo que debe transcurrir para que la
concentracion inicial de un reactivo se reduzca a la mitad de su valor (Gonzales,
2009).

[A]t: = 4l Ecuacion 1

(Gonzales, 2009).
2.4.2.2. CONSTANTE
Es una constante de proporcionalidad entre la velocidad de reaccion y la

concentracion de los reactivos (Pozuelo, 2015).

Velocidad de reaccion .
k= — - Ecuacion 2
concentracion de reactivos

(Pozuelo, 2015).

2.4.3.POSIBLES IMPUREZAS DE DEGRADACION DE BROMURO DE
PINAVERIO.

Con base en la estructura molecular del bromuro de pinaverio, los compuestos
listados en la Tabla 3 se pueden encontrar como impurezas en el farmaco mismo
o bien pueden ser productos de degradacién del farmaco.

Tabla 4: Posibles impurezas degradacion de Bromuro de Pinaverio

Nombre. Estructura. Formula. Peso
molecular

(1S, 2S, 55)-2-(6, 6- C11H200 168.2759

Dimethyl-bicyclo [3. 1. p

1.] hept-2-yl)-ethanol

4-(2-Hydroxyethyl) CeH13NO> 131.1729

morpholine

(1S, 2S, 55)-6,6- Ci11H1oCl 186.7216

Dimethylbiclyclo [3.1.1] J

hept-2-ethyl chloride
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Nombre.

Estructura.

Formula.

Peso
molecular

N-{2-[2-((1S, 2S, 5S5)-6,
6-Dimethylbicyclo [3.1.1]
hept-2-yl)-ethoxy]-ethyl}
morpholine hydrochloride
3,4-Dimethoxybenzyl
alcohol

C17H32CIN
02

CoH1203

317.8945

168.1898

2-Bromo-4,5-
Dimethoxybenzyl bromide

CoH10Br203

309.9825

2-(2°-Bromo-4",5"-
dimethoxy)benzyl- 4, 5-
dimethoxybenzyl bromide

4-(6-bromoveratri)-4-{2-
[2-(6,6dimetil-2-norpinil)
etoxil] etil} morfolinium

4-[(2-(2'-Bromo-4", 5"-
dimethoxyphenyl)
methyl-4, 5-
dimethoxyphenyl)
methyl] -4-[2-[2-((1S,
2S, 5S) -6, 6-
dimethylbicyclo [3.1.1]
hept-2-yl) ethoxy] ethyl]
morpholinium bromide
4-(2-Bromo-4, 5-
dimethoxybenzyl)-4-(2-
(2- ((1R, 59)-6,6-
dimethylbicyclo [3.1.1]
hept-2-en-2-yl) ethoxy)
ethyl) morpholin-4-ium
bromide

4-(2-Bromo-4, 5-
dimethoxybenzyl) -4-(2-
hydroxyethyl) morphelin-
4-ium bromide

(2-Bromo-4, 5-
dimethoxyphenyl)
metanol

Autor: Jonathan Alejandro Zuiiiga Dominguez.

Ci8H20Br20

4

Cao6H41Br2N
O4

C35H51BF2N
Os

C26H3gBer
Oa4

CisH23BraN
Oa4

CanBr03

460.1570

591.4160

741.5905

587.1246

441.1554

247.0900
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2.5. CROMATOGRAFIA.

La cromatografia agrupa un conjunto de métodos que facilitan la separacion,
identificacion y determinacién de componentes estrechamente relacionados con en
mezclas complejas. En todas ellas la muestra se disuelve con una fase movil (que
puede ser un gas, un liquido o un fluido supercritico) la cual se hace pasar por una
fase estacionaria inmiscible fija en una columna o en una superficie sélida. Las dos
fases se eligen de tal forma que los componentes de la muestra se distribuyen en

grados distintos entre la fase mévil y la fase estacionaria (Skoog, 2008).
2.5.1. CROMATOGRAFIA DE LIQUIDOS

En la cromatografia liquida, la fase mévil es un liquido que fluye a través de una
columna que contiene a la fase fija. La separacién cromatografica en HPLC es el
resultado de las interacciones especificas entre las moléculas de la muestra en

ambas fases, movil y estacionaria de una manera forzada (Ozores, 2016).

2.5.1.1. PRINCIPALES PARAMETROS DE CROMATOGRAFIA DE
LIQUIDOS

Tiempo de retencion

El tiempo que un soluto permanece en la columna. Se mide desde el momento de
la inyeccion hasta la elucién del maximo del pico. Es caracteristico del soluto para

condiciones de operacién constantes. Auxiliar en la identificacion de los solutos.
Numero de platos tedricos (N)

Cada plato tedrico representa un equilibrio tedrico de distribucidon del soluto entre
las fases. El nUmero total de platos tedricos de una columna representa el poder
de separaciéon de la columna. Una buena columna tiene un nimero alto de platos

teoricos. Se calcula con cualquiera de las ecuaciones (Rojo, 1997):

— try2 _ try2 _ tr 2 T
N = 16(Wb) = 5.545 (Wl) =27m (AREA/ALTURA) Ecuacion 3
2

(Rojo, 1997)
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2.5.1.2. DETECTOR DE CROMATOGRAFIA

Los principales detectores para HPLC son los siguientes:

it

Quimioluminiscencia
Conductividad

3

it

Electroguimica

it

Evaporativo de dispersién de luz

3

Fluorescencia

3

Espectrometro de Masas

it

Laser Multi angulo de dispersion de luz

3

Rotacién dptica
Fotodiodo

3

it

Indice de refraccién

it

Radiactiva

3

Fotometrica
Transcrito de: (Skoog, 2008).
2.6. ESPECTRO ULTRA VIOLETA - VISIBLE

La espectrofotometria UV-visible es una técnica analitica que permite determinar
la concentracidon de un compuesto en solucién en el rango espectral de 190 a 750
nm. Se basa en que las moléculas absorben las radiaciones electromagnéticas y a
su vez que la cantidad de luz absorbida depende de forma lineal de la concentracion
(Nieves A, 2009).

2.6.1. BARRIDO UV

El barrido es una técnica analitica en la cual se hace una medicién por cada longitud
de onda o mas, dependiendo de la programacion del método, por todo el espectro
Ultra Violeta (Nieves A, 2009).
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Espectro electromagnético.

Tipo de radiacion ~ Radio Microondas  Infrarrojo  Visible  Ultravioleta RayosX Rayos gamma
Longiuddeonda (m)  10° 107 10° o050 10f 20" 1072

Escala aproximada de 1% ‘ ; CE
la longitud de onda : &

Edficios Humanos Mariposas Puntade Protozoos  Moléculas  Atomos Niicleo atomico
aguja

Frecuencia (Hz)

10* 108 10 0% 108 g0t 107

Figura 2: espectro electromagnético visto el dia 6 de febrero del 2017, obtenido de:

http://www.escolares.net/fisica/espectro-elecromagnetico/
2.7. ESPECTOFOTOMETRO DE MASAS

La Espectrometria de Masas es una poderosa técnica microanalitica usada para
identificar compuestos desconocidos, para cuantificar compuestos conocidos, y
para elucidar la estructura y propiedades quimicas de moléculas. La deteccidon de
compuestos puede ser llevada a cabo con cantidades realmente pequefias (algunos
p moles) de muestra y obtener informacion caracteristica como el peso molecular

y algunas veces la estructura del analito (Diaz, 2017).
2.7.1.IONIZACION POR ELECTROSPRAY.

Es una ionizacidn a presién atmosférica que se aplica a un amplio grupo de
muestras. En la ionizacién por electrospray, la muestra disuelta en un disolvente
adecuado pasa a través de un capilar metalico, en cuya punta se aplica un potencial

de 3 a 4 KV y una presion de 1 atmdsfera. Se produce una fina niebla de gotas de
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elevada carga y la evaporacion del solvente hace que aumente la densidad de
carga, produciéndose la desorcidon en fase gaseosa. El analisis por ESI, se puede
hacer provocando una ionizacién positiva o negativa. Se selecciona la polaridad de
los iones que se desea analizar mediante el voltaje del capilar. Permite la obtencién
del idn molecular, y si se desea obtener una fragmentacién, se puede inducir

aumentando el voltaje en la punta del cono del capilar (Cortes 2017).
2.7.2. ANALIZADOR DE TIEMPO DE VUELO.

El principio de operacién del analizador de tiempo de vuelo (time-of-flight TOF)
involucra la medicién del tiempo requerido por un ion para viajar desde la fuente
de iones hasta el detector localizado a 1-2m de la fuente. Todos los iones reciben
el mismo incremento de energia cinética durante la aceleraciéon (3000 eV), de tal
forma que cada valor de m/z, tendra una velocidad diferente con la cual recorreran
una region libre de campo en diferentes tiempos entre la fuente de iones y el
detector. Los iones chocan secuencialmente en el detector en forma de un
incremento de m/z. Los iones de baja m/z llegan al detector antes que aquellos
con m/z alta debido a que entre mas m/z tengan los iones tendran una velocidad

menor (Plasencia, 2003).
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CAPITULO 2
JUSTIFICACION:

En la actualidad los residuos de los farmacos que ya son considerados
medicamentos caducos o0 que provienen del metabolismo posterior a la
administracion del mismo, en su mayoria terminan en aguas residuales de caracter
municipal, en lugar de tener un proceso llamado disposicién final o de una correcta
eliminacion por medio de filtracion eficiente; por tal motivo, se han encontrado
trazas de farmacos en aguas potables y mares, las trazas de algunos farmacos y
los productos de degradacidén de los mismos, pueden tener caracteristicas tdxicas
para los humanos o para la flora y fauna del ecosistema, afectar su equilibrio y
provocar dafios irreversibles; por lo tanto la identificacion de los compuestos de
degradacion de los farmacos, puede ayudar a identificar cuales de ellos pueden ser
toxicos y con ello se puede prevenir su contacto con el medio ambiente; ademas
de hacer conciencia a la poblacion de lo peligrosos que pueden ser los farmacos y

sus productos de degradacion.

PREGUNTA DE INVESTIGACION:

La técnica analitica desarrollada por cromatografia de liquidos acoplado a un
detector de espectrometria de masas (UHPLC- MS) permite la deteccién y
cuantificacion de Bromuro de Pinaverio e identificacion de sus productos de

térmicos y de foto-degradacidon en agua acondicionada y en medio soélido.

METAS:

Contar con un método analitico, capas de cuantificar e identificar los productos
de degradacién en bromuro de pinaverio.
Estudiar la disminucién de bromuro de pinaverio con el tiempo, en solucion

acuosa Yy fase sélida, para determinar su cinética de degradacién de cada una.
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OBJETIVOS:
# Objetivo general:
Identificar de los principales productos de degradacién de bromuro de
pinaverio en estudio de degradacién forzada en fase soélida y en solucion.
# Objetivos especificos:
Desarrollar un método por HPLC para la cuantificacion de bromuro de
pinaverio y la separacién de sus productos de degradacion.

Validar un método por HPLC para la cuantificacion de bromuro de pinaverio
y la separacién de los productos de degradacion.
Elaborar la degradacion forzada de bromuro de pinaverio bajo condiciones

indicadas en la tabla 5.

Tabla 5: Pruebas que se realizaron a las muestras.

Fase Sodlida. Fase Acuosa.
Calor (80 °C / 12 Dias). Calor (80°C / 12 Dias).
Luz (luxes / 12 Dias). Luz (luxes / 12 Dias).

Hidrolisis Basica (pH 12 / 12 Dias).

Elaborar la cinética de degradacion de Bromuro de pinaverio en solucién y
la determinar del tiempo de vida media.

Identificar de los productos de degradacién de bromuro de pinaverio.

HIPOTESIS:

La técnica analitica desarrollada por cromatografia de liquidos acoplado a un
detector de espectrometria de masas (UHPLC- MS), identificara los productos de

degradacion forzada de bromuro de pinaverio.
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Diagrama de bloques.
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Figura 3: Diagrama de bloques de la metodologia.
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3. METODOLOGIA

Para dicho trabajo se realiz6 un método nuevo para la cuantificacion de e
identificacion de Bromuro de pinaverio, y también para la identificacion de los
productos de degradacién, de modo que el método fuese transferible hacia el
detector de masas; Por lo tanto, se realiz6 un método acido para la favorecer la
ionizacion positiva y un método basico para la ionizaciéon negativa. Sin embargo,

solo un método fue validado para la cuantificacion de Bromuro de pinaverio.
3.1. EQUIPOS Y REACTIVOS.
Los reactivos utilizados para la investigacion son los siguientes:

Tabla 6: Reactivos

Nombre. Grado. Marca. Pureza.
Acetato de Amonio Reactivo Merck 98%
Acetonitrilo HPLC Merck 99.9%
Acido Clorhidrico Reactivo J. T. Baker 36.5%
Acido Férmico Reactivo Sigma-Aldrich 95%
Hidroxido de Amonio Reactivo Sigma-Aldrich 30%
Hidroxido de Sodio Reactivo Sigma-Aldrich 99%
Metanol HPLC Merck 99.8%
Metanol HPLC Sigma 99.9%

Los equipos utilizados para la investigacidn son los siguientes:

Tabla 7: Equipos

Equipo. Marca. Modelo.

HPLC Waters. 2996

UHPLC Thermo Scientific. 3000

HPLC HP- Agilent 1050

Espectrometro de Masas  Bruker micrOTOF-Q ESI-Qqg-TOF
Potenciometro Agilent 3200P
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Equipo. Marca. Modelo.
Balanza Sartorius MSA3.6POTRDM
Estufa Thermo Scientific. 3625A

3.2. OBTENCION DE ESPECTROS ULTRAVIOLETA.

Se prepard una solucidon estandar de bromuro de pinaverio y sus impurezas de
sintesis bromuro de 2-Bromo-4,5-dimetoxybenzilo (PIN-III), bromuro de 4-[(2-2'-
bromo-4",5"-dimetoxifenil) metil] -4-[2-[2,((1S,2S,55)-6,6-dimetilbiciclo [3.1.1]
heptil) etoxi] etil] morfolina (PIN IV), bromuro de 4-(2-bromo-4,5-dimetoxibencil)
-4-(2-(2-((1R,55)-6,6-dimetilbiciclo [3.1.1] hept-2-en 2il) etoxi) etil) morfol-4-ina
(PIN V), bromuro de 4-(2-bromo-4,5-dimetoxibencil)-4-(2-hidroxietil) morfel-4-in
(PIN VI), Los cuales se adicionaron al 0.1 % de la concentracion de la muestra, es
decir a 2 pg/mL, de manera conjunta y de forma separada para la identificacion de
los tiempos de retencién de cada impureza; para diluirlas se utiliz6 10 mL de
Acetonitrilo y se completd con 40 mL de agua desionizada (20:80 V/V ) las cuales

se inyectaron en un equipo HPLC Waters (2996).

Tabla 8: Condiciones del equipo HPLC para la identificacion de

impurezas de bromuro de pinaverio.

Fase A: Agua con acido férmico al Modo: Gradiente.
0.1%. Flujo: 1.2 mL/min.
Fase B: Acetonitrilo. Temperatura de la columna: 40°C

Volumen de inyeccion: 5 pL

Posteriormente se realizd un barrido entre 190 y 400 nm, para identificar el

maximo de absorbancia UV.

3.3. DESARROLLO DEL METODO HPLC-UV PARA LA CUANTIFICACION DE
BROMURO DE PINAVERIO.

Se desarrollaron dos Métodos HPLC para la cuantificacién de Bromuro de pinaverio
probandolos en un equipo Agilent HP 1050 con la finalidad de favorecer ambas

ionizaciones en el equipo de espectrofotometria de masas para lo cual se realizé
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un método acido para favorecer la ionizacidon positiva y un método basico para

favorecer la ionizacién negativa. En la tabla 7 se muestran las condiciones

cromatografias de ambos métodos.

Tabla 9: Diferentes Métodos a desarrollar para cuantificar Bromuro de

pinaverio y también para

degradacion.

Fase Movil:

la identificacion

Método acido

Fase A: Agua desionizada

de sus productos de

Método Basico

Fase A: Se prepardé una

con 0.1 mL de acido solucién amortiguadora
férmico. de acetatos (1g de
Fase B: Se utilizd acetato de amonio

Acetonitrilo grado HPLC.

ajustado con hidréxido de
sodio al 3%).
Fase B:

Se utilizd

metanol grado HPLC.

Columna: Zorbax eclipse plus C18 Zorbax eclipse plus C18
de 250 mm * 4.6 mm * de 250 mm * 4.6 mm *
5pum 5pum

Temperatura de Ila 40 °C 40 °C

columna:

Modo: Isocratico Isocratico.

Flujo: 0.6 mL/min 0.6 mL/min

3.4, VALIDACION DEL METODO BASICO POR HPLC-UV.

El método elegido para la validacion fue el método que presento mayor resolucién

entre las impurezas de Bromuro de pinaverio para que

los productos de

degradaciéon que se formaron, no eluyan entre si dentro del cromatograma.
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3.4.1. CRITERIOS DE ACEPTACION.

En la validacion del método se evaluaron los siguientes parametros: la precisién
del sistema, la linealidad, precisién, estabilidad de la muestra, estabilidad del
estandar, estabilidad de la fase moévil, la exactitud, la selectividad y las robusteces

de los puntos criticos del método.

A continuacioén, se indica el significado y los pardmetros de cada uno de los criterios

de aceptacion:

“ Los ensayos sirven para determinar la concentracidn de Bromuro de
pinaverio presente en la muestra inyectado. Un recobro es cuando se
determina cuanto se recupera en un analisis de una muestra fortificada con
una concentracién conocida de analito, los ensayos se deben encontrar entre
98% y 102%.

ke El tiempo de retencion es el tiempo que tarda el compuesto en atravesar la
columna y llegar al detector, para el presente trabajo se establecié que el
Tiempo de retencion no debe variar mas del 5% del tiempo de retencién del

estandar.

“¥ La Coeficiente de Variacidon es una medida estadistica que describe la
propagacién de los datos con respecto a la media y el resultado se expresa

como un porcentaje no mas del 2% (Valcarcel y Rios, 2002).
cV =100 S/Promedio (%) Ecuacién 4
(Valcarcel y Rios, 2002).

“ Cada plato tedrico representa un equilibrio tedrico de distribucién del soluto
entre las fases. El nimero total de platos tedricos de una columna representa el
poder de separacion de la columna. El criterio de aceptacion es Platos tedricos
arriba de 1500. (Romero, 2002).

“# E| coeficiente de determinacién es un indice que mide la proporcién de la
variacion de Y que se explica por la variable independiente X en el modelo
de regresidn. Sus valores absolutos oscilan entre 0 y 1. Esto es, si tenemos

dos variables X e Y. El criterio es r2 no menos de 0.998 (Berenson, 2016).
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3.4.2. PREPARACION DE LOS ESTANDARES:

Se tomd la concentracion al 100% de la muestra que es 0.5 mg/mL y se inyectaron

de forma secuencial.
3.5. PRECISION DEL SISTEMA:

Es la evidencia objetiva para demostrar que, al aplicar un método normalizado, se
cumple con las especificaciones del mismo y se cuenta con la competencia técnica
para realizarlo adecuadamente (COFEPRIS, 2016).

Se realizd inyectando el estdndar 1 de bromuro de pinaverio, 5 veces y se
comprobaron los criterios de aceptacidén y posteriormente se inyecto el estandar 2
de bromuro de pinaverio, una vez y se observd que el recobro fuera entre 98% y
102%.

3.6. PRECISION:

Define la proximidad de la concordancia entre los resultados de las mediciones
sucesivas del mismo mensurando, con las mediciones realizadas con la aplicacion

de la totalidad de las siguientes condiciones (EMA, 2004).

Se prepararon 6 muestras independientes con la misma concentracion y se
inyectaron de manera secuencial, posteriormente se verifico que la Coeficiente de

variacién no sea mayor al 2%.
3.7. EXACTITUD:

Expresa la cercania entre el valor que es aceptado, sea como un valor convencional
verdadero (material de referencia interno de la firma), sea como un valor de
referencia aceptado (material de referencia certificado o estandar de una
farmacopea) y el valor encontrado (valor promedio) obtenido al aplicar el

procedimiento de analisis un cierto numero de veces (ICH, 1998).

Se inyecto por triplicado las concentraciones al 80%, 100% y 120%.
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Tabla 10: Preparacion de las soluciones para la prueba de exactitud al
80%, 100% y 120%

Nivel (%) Peso (mg) Volumen de Aforo Concentracion
(mL) (ng/mL)
80 8 20 400
100 10 20 500
120 12 20 600

El criterio de aceptacidn es que el porcentaje de ensayo se encuentre entre el 80 y
120%.

3.8. LINEALIDAD:

Define la habilidad del método para obtener resultados proporcionales a la

concentracion del analito en la prueba (EMA, 2004)
Se prepard una solucidon estandar de bromuro de pinaverio.

Tabla 11: Preparacion de la solucion madre de linealidad.

Volumen de Concentracion
Peso (mg)
aforo (mL) (Hg/mL)
25 25 1000

Se hicieron seis diluciones a partir de la solucion madre dentro del siguiente

intervalo:
Soluciones Estandar al 20% -120%

Tabla 12: Diluciones preparadas para la linealidad.

Nivel Alicuota de la Volumen de aforo Concentracion
(%) Solucion madre (mL) (mL) (ng/mL)

20 1.0 10 100

40 2.0 10 200

60 3.0 10 300

80 4.0 10 400

100 2.5 5 500

120 3.0 5 600
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El criterio de aceptacion es una r> mayor al 0.98
3.9. SELECTIVIDAD:

La capacidad de un método para determinar exactamente y especificamente el
analito de interés en la presencia de otros componentes en la matriz bajo

condiciones de prueba establecidas (EMA, 2004).

Se prepara las soluciones de las impurezas conocidas de bromuro de pinaverio de
manera separada y una de manera conjuntan, a concentracién de 0.1% en relacién
a concentraciéon de la muestra, para lo cual se evalla que los picos de Bromuro de

pinaverio las impurezas de Bromuro de pinaverio no eluyan entre si.
3.10. ESTABILIDAD DE LA FASE MOVIL:

Se verifico el pH de la fase movil por tres periodos ademas de la inicial, también
se midid la presién del sistema por los mismos tres periodos, El criterio de
aceptacién es que el pH no varie mas 0.5 y que los reservorios no tengan aparente

crecimiento microbioldgico.
3.11. ESTABILIDAD DE LA MUESTRA:

Se prepard una muestra de concentracidon de 0.5 mg/mL (100%) y se inyecté de
manera inmediata posterior a su preparacion y de ahi se volvié a inyectar por dos

periodos mas y se verificd que el porcentaje de ensayo del oscile entre 98 y 120%.
3.12. ESTABILIDAD DEL ESTANDAR:

Se prepard un estandar de concentracion de 0.5 mg/mL (100%) y se inyectd de
manera inmediata posterior a su preparacion y de ahi se volvié a inyectar por dos
periodos mas y se verificd que el porcentaje de ensayo del area se oscile entre 98
y 120%.

3.13. ROBUSTEZ:

La robustez de un procedimiento analitico, es una medida de su capacidad de
permanecer inalterado por pequefas, pero deliberadas, variaciones en los
parametros del método y proporciona una indicacion de su confiabilidad durante
su uso normal (EMA, 2004).
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Se preparan las soluciones como en la idoneidad del sistema y se prueba con cada

uno de los siguientes métodos.

Tabla 13: Parametros utilizados para evaluar las robusteces.

Parametro Rango
pH de la Nominal: 8.2
Solucion A de la 8.25
fase movil 8.15
Nominal:
t (min) Fase acuosa % Fase organica %
0.0 80 20
5.0 25 75
25.0 25 75
30.0 10 90
35.0 10 90
35.1 80 20
45.0 80 20
Proporcion de T T——
los t (min) Fase acuosa % Fase organica %
componentes en
la fase movil: 00 504 19:5
5.0 26.5 73.5
25.0 26.5 73.5
30.0 11.8 88.2
35.0 11.8 88.2
35.1 80.4 19.6
45.0 80.4 19.6
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Método B:
t (min) Fase acuosa % Fase organica %
0.0 79.6 20.4
5.0 23.5 76.5
25.0 23.5 76.5
30.0 8.2 91.8
35.0 8.2 91.8
35.1 79.6 20.4
45.0 79.6 20.4

Proporcion de Nominal: 0.6 mL/min
flujo de la fase 0.5 mL/min
movil: 0.7 mL/min
Temperatura de Nominal: 40°C
la columna: 35°C

45°C

3.14. DEGRADACION FORZADA.

Se realizd una degradacién forzada de bromuro de pinaverio en fase sélida y en
fase acuosa, del cual se obtuvieron los productos de degradacidon de cada

exposicion y asi realizd su posterior identificacion por UHPLC acoplado a masas.
3.14.1. FASE ACUOSA:

Se prepararon soluciones de bromuro de pinaverio, que posteriormente fueron
expuestas al calor, a la luz incandescente, y finalmente a pH de 12, del cual se
obtuvieron los productos de degradacion, estos resultados pueden ser utilizados

para predecir los productos de degradacion en aguas residuales.
3.14.1.1.EXPOSICION AL CALOR:

Se prepararon muestras a 0.5 mg/mL, para lo cual se pesaron 10 mg de bromuro
de pinaverio y se adiciona 1 mL de acetonitrilo, y 15 mL de agua deionizada,
posteriormente se colocaron en parrilla de calentamiento con termdmetro durante

12 dias con su respectivo blanco, el cual se prepara de la misma manera solo que
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a esta no se le agrega muestra; Al finalizar el periodo de cada muestra se transfiere
en un matraz de 20 mL y se lleva al aforo con acetonitrilo, para su posterior lectura
en el HPLC.

3.14.1.2.EXPOSICION A pH 12:

Se prepararon muestras a 0.5 mg/mL, para lo cual se pesaron 10 mg de bromuro
de pinaverio y se adiciona 1 mL de acetonitrilo, y 15 mL de agua deionizada,
posteriormente se ajustd el pH a 12 con una solucién de hidréxido de sodio al 0.1
N y se resguardo de la luz en una gaveta durante 12 dias con su respectivo blanco,
el cual se prepara de la misma manera, solo que a esta no se le agrega muestra;
Al finalizar el periodo se de cada muestra se neutraliza con una solucién de acido
clorhidrico 0.1 N y se transfiere en un matraz de 20 mL, se lleva al aford con

acetonitrilo, para su posterior lectura en el HPLC.
3.14.1.3.EXPOSICION A LA LUZ:

Se prepararon muestras al 0.5 mg/mL, para lo cual se pesaron 10 mg de bromuro
de pinaverio y se adiciona 1 mL de acetonitrilo, y 15 mL de agua deionizada,
posteriormente se coloca en una camara de luz durante 12 dias con su respectivo
blanco, el cual se prepara de la misma manera solo que a esta no se le agrega
muestra; Al finalizar el periodo de cada muestra se transfiere en un matraz de 20

mL y se lleva al aforo con Acetonitrilo, para su posterior lectura en el HPLC.
3.14.2, FASE SOLIDA:

Se prepararon muestras de bromuro de pinaverio sobre placas que fueron
expuestas al calor y con luz incandescente, a parir del cual se obtuvieron sus
productos de degradacion, estos resultados pueden ser utilizados como prueba de
estabilidad del API.

3.14.2.1.EXPOSICION AL CALOR:

Se prepard una caja Petri con aproximadamente 1 g de bromuro de pinaverio,
formando una capa de 0.5 cm de manera uniforme, posteriormente se tapd y se
colocd en una estufa a 80 °C durante 12 dias, también se prepard un testigo en

cual se resguarda una muestra de la luz y el calor.
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Finalmente se prepara una solucidon de 0.5 mg/mL de la muestra degradada y del
testigo pesando 10 mg de cada una en un matraz de 20 mL; y se diluyo con una

solucidon de Agua: Acetonitrilo (80:20).
3.14.2.2.EXPOSICION CON LUZ:

Se prepard una caja Petri con un extendido de bromuro de pinaverio, procurando
formar una capa uniforme, después se coloca en la cdmara de luz durante 12 dias.
El testigo se prepara de la misma manera que la muestra, solo que esta se cubre

con papel aluminio para que sea protegida de la luz.

Finalmente se prepara una solucidon de 0.5 mg/mL de la muestra degradada y del
testigo pesando 10 mg de cada una en un matraz de 20 mL; y se diluyo con una

solucién de Agua: Acetonitrilo (80:20).

3.14.3. CINETICAS DE DEGRADACION:

Se grafican los resultados obtenidos en la degradacién forzada, con cada una de

las condiciones probadas durante el experimento.
3.14.3.1. DETERMINACION DEL ORDEN DE REACCION:

Se utilizé el método integral para determinar el orden de reaccion:

A través de las ecuaciones correspondientes a cada uno de los érdenes de reaccién
se realizan los graficos y se determina r? y también la ecuaciéon a la recta para

obtener b y también la contante a través de m.
Ecuacién de la recta:

y=mx+b Ecuacioén 5

(Tusell, 2011)

corresponde a la variable dependiente.

#® *
X <
I I

corresponde a la variable independiente.

“ m = es la pendiente de la recta

-

“ b = la ordenada al origen
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Ecuacidon de Orden cero:

[A] = —kt + [A]o

Ecuacién de primer orden:

In[A] = —kt + In[A],

Ecuacién de segundo orden:

LIRS
W_kH[A]o

Ecuaciéon 6

(Moreno, 2005)

Ecuacion 7

(Moreno, 2005)

Ecuacion 8

(Moreno, 2005)

3.14.3.2.CALCULOS DE LOS PARAMETROS DE LA CINETICA DE

DEGRADACION.

Después de que se determind el orden de reaccion se siguieron las féormulas de

acuerdo al orden de reaccién para determinar los parametros de velocidad de

reaccion (v), y el tiempo de vida media (tl/z).

Orden cero:

# Velocidad de reaccion:

v =k [A]°
# Tiempo de vida media:
— [4lo
by, = Sk
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Ecuacién de primer orden:
i+ Velocidad de reaccion:
v =k[A]} Ecuacién 11

(Moreno, 2005)

# Tiempo de vida media:

ty, = = Ecuacién 12
(Moreno, 2005)
Ecuacién de segundo orden:
# Velocidad de reaccion:
v =k [A)? Ecuacion 13
(Moreno, 2005)
# Tiempo de vida media:
1 .y
ty, = AT Ecuacion 14

(Moreno, 2005)

3.15. IDENTIFICACION DE IMPUREZAS DE LOS PRODUCTOS DE
DEGRADACION POR UHPLC ACOPLADO A MASAS.

Se pesaron 10 mg de bromuro de pinaverio en un matraz de 20 mL, al cual se
adiciono cada una de las impurezas probadas para la validacion, al 1.0% de la
concentracidn de la muestra; y se diluyo con una solucién de agua: acetonitrilo
(80:20).

Posteriormente se corren las muestras y el estandar, bajo las mismas

condiciones cromatografias utilizadas para la validacion del método de ensayo.
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CAPITULO 3
4. RESULTADOS.
4.1, MEDICION DEL MAXIMO DE ABSORCION DE PINAVERIO Y SUS
IMPUREZAS.

Para la medicion de las impurezas y de bromuro de pinaverio se realizé un barrido
ultravioleta de una muestra adicionada con las impurezas de bromuro de 2-Bromo-
4,5-dimetoxybenzilo (PIN-III), bromuro de 4-[(2-2'-bromo-4",5 -dimetoxifenil)
metil]-4-[2-[2,((1S,2S,55)-6,6-dimetilbiciclo[ 3.1.1]heptil)etoxi]etilJmopholinia

(PIN IV), bromuro de 4-(2-bromo-4,5-dimetoxibencil)-4-(2-(2-((1R,5s)-6,6-
dimetilbiciclo[3.1.1]hept-2-en-2il)etoxi)etil)morfol-4-ina (PIN V), bromuro de 4-
(2-bormo-4,5-dimetoxibencil)-4-(2-hidroxietil)morfel-4-in (PIN VI) y de bromuro

de pinaverio; de 190nm a 400 nm.

Se tomd una concentracion de 2 pg/mL de cada impureza y de bromuro de

pinaverio la cual fue separada por HPLC, en un equipo Waters 2996.

0.030
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0.010-] E‘s | ﬁc g
i _‘ A ' \ |
1 /\\/J >W I'J‘.\‘_/JK_,_\/_\_ *\-"1’%\/\"&'2 B~
5 o.opo{—"— =Z |y - =2 N T
= 1 a. I o
-0.010- '
0.020— ll
-0.030] ‘
2.00 "a00 | 00 soo 10.00 1200 1400 16.00 18.00
Minutes
Peak Name RT Area | % Area | Height
1| PNVI 4.435 | 120837 10.12 8861
2|PIN® 7.241 | 294861 2471 | 29274
3PNV 9.849 | 265787 2226 | 18798
4 | PN 11.267 | 228351 19.13 | 15505
S|ANN 13.339 | 283845 23.78 | 14892

Figura 4: Cromatograma de barrido ultravioleta en el equipo waters.

Este cromatograma corresponde a la inyeccidon de prueba para la identificacion de

los maximos de absorbancia de bromuro de pinaverio y sus impurezas.
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4.2. ESPECTROS ULTRAVIOLETA DE PIN Y CADA IMPUREZA
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Figura 5: Barridos ultravioletas de bromuro de pinaverio y sus impurezas.
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Los barridos con luz ultravioleta de cada una de las impurezas PIN, PIN III, PIN 1V,

PIN V y PIN VI, muestran que su maxima absorbancia se encuentra entre 202 y

212nm, pero como la mayoria se encuentra cerca de 210 nm, inclusive PIN, por lo

tanto, se decidié tomar esta como la longitud de onda para el método analitico.

4.3. DESARROLLO DEL METODO HPLC

Método

Medio
acido.

Tabla 14: Desarrollo de método analitico en HPLC

Condiciones
generales

Fase A: agua con
acido férmico al
0.1%.
Fase B: acetonitrilo.
Temperatura de la
columna: 40°C
Volumen de
inyeccion: 5 yL
Fase A: agua con
0.1% de acido
formico.
Fase B: acetonitrilo.
Temperatura de la
columna: 40°C
Volumen de
inyeccion: 15 pL
Fase A: agua con
0.1% acido formico
Fase B: metanol con
0.1% de acido
formico
Temperatura de la
columna: 40°C
Volumen de
inyeccién: 15 pL
Fase A: agua con
0.1% de acido
formico
Fase B: metanol con
0.1% de acido
formico.
Temperatura de la
columna: 40°C
Volumen de
inyeccion: 15 pL

Autor: Jonathan Alejandro Zuiiiga Dominguez.

Variables

Modo: Gradiente.
Flujo: 1.2
mL/min.

Se prueban
proporciones de
fase movil.

Modo: Gradiente.
Flujo: 1.0
mL/min.

Se prueban
proporciones de
fase movil.

Modo: Isocratico.
Flujo: 0.5
mL/min.

Se prueban
proporciones de
fase movil.

Modo: Gradiente.
Flujo: 0.5
mL/min.

Se prueban
proporciones de
fase movil.

Observaciones

Se muestra que la
concentracion
administrada por la
inyeccion es insuficiente
para ser diferenciada del
ruido.

Se probaron diferentes
proporciones de fase,
aunque no se logré tener
una buena resolucion entre
PIN y PIN V.

Se observa una buena
resolucion entre los picos
de PIN y de PIN V sin
embargo los ultimos picos
de PIN y PIN VI se
ensanchan y no se
diferencian de la linea
base.

Se mejora con el gradiente
la separacién entre el
frente del disolvente y el
pico de PIN VI.
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Método

Medio
acido.

Medio
basico.

4.4,

Condiciones
generales

Fase A: agua con
0.1% acido formico
Fase B: metanol con
0.1% de acido
Temperatura de la
columna: 40°C
Volumen de
inyecciéon: 15uL
Fase A: Buffer de
acetatos (acetato de
amonio ajustado con

hidroxido de amonio).

Fase B: metanol
Temperatura de la
columna: 40°C
Volumen de
inyeccion: 15 pL
Fase A: Buffer de
acetatos (acetato de
amonio ajustado con

hidréxido de amonio).

Fase B: metanol
Temperatura de la
columna: 40°C
Volumen de
inyeccion: 15 pL
Fase A: Buffer de
acetatos (acetato de
amonio ajustado con

hidroxido de amonio).

Fase B: metanol
Temperatura de la
columna: 40°C
Volumen de
inyeccion: 15 uL

VALIDACION:

Variables

Modo: Gradiente.

Flujo: 0.6
mL/min.

Modo: Gradiente.

Flujo: 0.6
mL/min
pH: 8.7

Modo: Isocratico.

Flujo: 0.6
mL/min

pH: 8.2

Se prueban
proporciones de
fase movil.

Modo: Gradiente.

Flujo: 0.6
mL/min

pH: 8.2

Se prueban
proporciones de
fase moévil.

Observaciones

Se mejord y se resolviod el
problema de resolucién,
por lo cual se toma este
método para las siguientes
pruebas.

Bajo estas condiciones no
se observan los ultimos
picos, que son PIN y PIN
IV, se cambid el pH debido
a que estaba muy alto
para la columna.

De esta manera se
presentan dos problemas,
se junta PIN VI con el
frente del disolvente y
también aumento los
tiempos de retencién de
los picos de PIN, PIN V,
PIN VI.

Se resolvieron los
problemas con el frente del
disolvente y el tiempo de
retencion de PIN, inclusive
se mejoro la resolucidon
entre PIN V y PIN, por lo
tanto, se valida este
método.

De acuerdo a los datos obtenidos del desarrollo el método utilizado para la

validacién, fue el medio basico por la separacion de las sefiales de las impurezas

de pinaverio.
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Las condiciones del método elegido para la validacién son los siguientes:

Fase movil: La fase A es un Buffer de acetatos a pH 8.2 (acetato de
amonio ajustado con hidréxido de amonio). La fase B es metanol grado
HPLC.

Modo: Gradiente
¢ Columna: Es una Zorbax eclipse plus C18 de 250 mm * 4.6 mm * 5um a

40°C
> Volumen de inyeccién: 15 uL

Flujo: 0.6 mL/min

Tabla 15: Gradiente utilizado para la validacion del Método de Ensayo.

Tiempo % fase A % fase B Flujo (mL/min.)
(minutos)
0.00 80 20 0.6
5.00 25 75 0.6
25.00 25 75 0.6
30.00 10 90 0.6
35.00 10 90 0.6
35.10 80 20 0.6
45.00 80 20 0.6

4.4.1. PRECISION DEL SISTEMA:

Se pesd exactamente 10 mg del estandar de Bromuro de pinaverio, posteriormente
se pesd 10 mg de bromuro de pinaverio del mismo estédndar, con una pureza de

0.9985 en un matraz de 20 mL aforado con diluyente (agua: acetonitrilo 80:20).

Para correr la precisién se inyecto el blanco para verificar que no esté ruidosa la
linea base, posteriormente se inyecto un estandar para verificar recobro y tiempo
de retencion, después se inyecto un blanco para confirmar que no hubiera arrastre
para que se inyectd 5 veces el primer estandar para asi comprobar que la
desviacion relativa no fue mayor al estandar 2 de bromuro de pinaverio y por ultimo
se inyecta una vez el estandar 2 de bromuro de pinaverio para confirmar el %
recobro, ademas todos los recobros y el promedio de los mismos debe estar entre
98% y 102%.

Autor: Jonathan Alejandro Zuiiiga Dominguez.
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Tabla 16: Resultados del % de ensayo para la precision del sistema

ESTANDAR AREA % Recuperacion Criterio de

aceptacion
ESTANDAR 2 34078.0 99.09 98-102%
ESTANDAR 1! 34778.5 101.15 98-102%
ESTANDAR 1 2 34562.9 100.52 98-102%
ESTANDAR 1 3 34114.6 99.22 98-102%
ESTANDAR 1 4 34192.6 99.44 98-102%
ESTANDAR 15 34271.8 99.67 98-102%
ESTANDAR 1 ¢ 34632.2 100.72 98-102%

El superindice !, indica el nimero de inyeccion realizada.

Tabla 17: Resultados de los principales parametros de los Ensayos.

PARAMETRO RESULTADO. CRITERIO PE
ACEPTACION

PROMEDIO DEL TIEMPO DE RETENCION 21.67 min. N/A
CV DEL TIEMPO DE RETENCION 0.03 % NMD 2%
PROMEDIO DEL AREA 34384.08 mAU*s N/A
CV DEL AREA 0.81 % NMD 2%
FACTOR DE COLEO!? 4 NMD 4
EFICIENCIA DE LA COLUMNA! 3741 platos < 1500

*El resultado corresponde a la inyeccion 1-5 del estandar 1 de bromuro de pinaverio.
NMD: No mas de, N/A: no aplica.

Cromatograma de la primera inyeccion

"VWD1 A, Wavelength=210 m (201612071002-0401.D - 20161207\001-0301.D)

mAU 2
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400
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100 L/

0 -
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Figura 6: Cromatograma de la primera inyeccion de las cinco para la precision del sistema.

Autor: Jonathan Alejandro Zuiiiga Dominguez.
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De acuerdo a la precisidn del sistema el porcentaje de recobro del segundo

estandar de bromuro de pinaverio es de 99.09% con lo cual cumple con la

especificacion de que el recobro del 2 estandar debe estar entre el 98 y 102%.

4.4.2. PRESICION.

Se pesaron 6 muestras de manera independiente, con valores de 10 + 0.1 mg y

se diluyeron en 20 mL de una mezcla de agua: acetonitrilo (80:20).

Después se obtuvieron los pardmetros correspondientes, el criterio de aceptacion

es que los ensayos individuales deben estar entre 98-102%, y que el coeficiente

de variacion entre las muestras no debe ser mas del 2%.

MUESTRA

NNU1Ih WNR

PESO
(mg)
10.004
10.005
10.001
10.008
10.011
10.007

AREA %
ENSAYO
34483.5 100.1
35060.5 101.8
34709.7 100.8
34738.3 100.8
34915.4 101.3
34903.4 101.3
PROMEDIO 101.0
DRESVIACION 0.58
ESTANDAR
COEFICIENTE DE 0.6
VARIACION.

Tabla 18: Resultados de la precision.

Cromatograma de la muestra.

CRITERIO DE
ACEPTACION

No mas del 2%

98-102%
98-102%
98-102%
98-102%
98-102%
98-102%
98-102%
N/A

mAU 3
600

500
400
300

*"WVWD1 A, Wavelength=210 nm (20161207\004-1401.D - 20161207\001-0301.D)

(]

200
100 4
0

0

40
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Figura 7: Cromatograma 1 de 6 muestras preparadas para la precision.

Autor: Jonathan Alejandro Zufiga Dominguez.
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La precision cumple con los pardmetros establecidos de validacién que son el %
Ensayos entre 98 y 102%, tanto los individuales, como el promedio y la CV no

mayor a 2%, confirmando que el método es Preciso.
4.4.3. EXACTITUD:

La prueba de exactitud se corrid con un estadndar certificado de bromuro de
pinaverio para identificar el 100% de la concentracion, posteriormente se repitieron
al 80% y 120% del estandar definido al 100%.

4.4.3.1. EXACTITUD AL 80%

Se pesaron 3 muestras de alrededor de 8 mg de bromuro de pinaverio de forma
independiente y se disolvieron en matraces de 20 mL, con una mezcla de agua:
acetonitrilo (80:20).

Posteriormente se obtuvieron los siguientes resultados en los cuales el criterio de
aceptacidon es que los ensayos estén entre 98-102%, y que el coeficiente de

variacion no sea mas del 2%.

Tabla 19: Resultados de la prueba de exactitud al 80%

No DE PESO AREA % ENSAYO CRITERIO DE
MUESTRA  (mg) ACEPTACION
1 8.002 27310.8 99.1 98-102%
2 8.002 27768.4 100.8 98-102%
3 8.009 27546.5 99.9 98-102%
PROMEDIO 99.9 98-102%
DESVIACION 0.85 N/A
ESTANDAR
COEFICIENTE DE 0.9 No mas del 2%
VARIACION.

Autor: Jonathan Alejandro Zuiiiga Dominguez.
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Cromatograma de la muestra 1 al 80%

*YWD1 A, Wavelength=210 nm (20161207\012-3801.D - 201612071001-4601.0)
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Figura 8: Cromatograma uno de tres muestras preparadas al 80% para la exactitud.

4.4.3.2. EXACTITUD AL 100%

Se pesaron 3 muestras de alrededor de 10 mg de bromuro de pinaverio de forma
independiente y se disolvieron en matraces de 20 mL, con una mezcla de agua:
acetonitrilo (80:20).

Posteriormente se obtuvieron los siguientes resultados en los cuales el criterio de
aceptacidon es que los ensayos estén entre 98-102%, y que el coeficiente de

variacion no sea mas del 2%.

TABLA 20: Resultados de la prueba de exactitud al 100%

No DE PESO AREA % CRITERIO DE
MUESTRA (mg) ENSAYO ACEPTACION.
1 10.004 34483.5 100.1 98-120%
2 10.005 35060.5 101.8 98-120%
3 10.001 34709.7 100.8 98-120%
PROMEDIO 100.9 98-120%
DESVIACION 0.85 N/A
ESTANDAR
COEFICIENTE DE 0.8 No mas de 2%
VARIACION.

Autor: Jonathan Alejandro Zuiiiga Dominguez.
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Cromatograma de la muestra 1 al 100%.

VWD1 A Wavelength=210 m (20161207M004-1401.0 - 20161207\001-0301.0}
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Figura 9: Cromatograma uno de tres muestras preparadas al 100% para la exactitud.

4.4.3.3. EXACTITUD AL 120%
Se pesaron 3 muestras de alrededor de 12 mg de bromuro de pinaverio de forma

independiente y se disolvieron en matraces de 20 mL, con una mezcla de agua:
acetonitrilo (80:20).

Posteriormente se obtuvieron los siguientes resultados en los cuales el criterio de
aceptacidon es que los ensayos estén entre 98-102%, y que el coeficiente de

variacion no sea mas del 2%.

Tabla 21: Resultados de la prueba de exactitud al 120%

No DE PESO AREA % CRITERIO DE
MUESTRA (mg) ENSAYO ACEPTACION
1 12.001 41578.6 100.6 98-120%
2 12.004 41723.3 100.9 98-102%
3 12.001 41661.3 100.8 98-102%
PROMEDIO 100.8 98-102%
DESVIACION 0.15 N/A
ESTANDAR
COEFICIENTE DE 0.2 No mas de 2%
VARIACION.

Autor: Jonathan Alejandro Zuiiiga Dominguez.
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Cromatograma de la muestra al 120%

“VWD1 A Wavelengih=210 nm (201612070154101.D - 2016120710014601.0)
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Figura 10: Cromatograma uno de tres muestras preparadas al 120% para la exactitud.

En los tres casos cumplen con los parametros de validacion, por lo cual se confirma
que el método es exacto debido a que los % de ensayos se encuentran entre 98-
102%, y la CV no mayor de 2%.

4.4.4. LINEALIDAD:

La linealidad se hizo una solucion madre de la concentracidn mas alta y a partir de
ahi se realizaron diluciones para el resto de las concentraciones con la finalidad de
obtener 6 puntos para realizar la grafica y a partir de los datos mostrados se realizé

un analisis de datos y una regresion lineal.
4.4.4.1. PREPARACION DE LA SOLUCION MADRE:

Se pesaron exactamente 25.014 mg de bromuro de pinaverio y se disolvié en un
matraz de 25 mL de diluyente, a partir de esta solucidn se prepararon las soluciones
mostradas en la siguiente tabla:

Tabla 22: Preparacion, concentracion y resultados de las soluciones
de la linealidad.

NIVEL SOLUCION ESTANDAR CONCENTRACION AREA
(%) ALICUOTA VOLUMEN pg/mL
DEL STOCK DE AFORO
(mL) (mL)
20 1 10 99.9059 6589.6
40 2 10 199.8118 13739.7

Autor: Jonathan Alejandro Zuiiiga Dominguez.
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NIVEL SOLUCION ESTANDAR
(%) ALICUOTA VOLUMEN
DEL STOCK DE AFORO

(mL) (mL)
60 3 10
80 4 10
100 3 5
120 3 5

CONCENTRACION

Hg/mL

299.7177
399.6237
499.5296
599.4355

AREA

20503.7
27836.6
35016.9
41582.9

ANALISIS ESTADISTICO DE LA REGRESION LINEAL.

Estadisticas de la regresidn

Coeficiente de
correlacion multiple  0.999904098
Coeficiente de
determinacion r”~2 0.999808205

r~2 ajustado 0.999760257
Error tipico 203.7261938
Observaciones 6

ANALISIS DE VARIANZA

Grados de libertad

Promedio de

Suma de

cuadrados cuadrados

F

Valor critico
de F

Regresion 1
Residuos 4
Total 5

865434583.5 865434583.5 20851.65368 1.37953E08

166017.4482 41504.36205

865600601

Coeficientes

Error tipico  Estadistico t Probabilidad

Intercepcion -401.5202467
Variable X 1 70.38933992

189.6587649 2.117066653 0.101677448
0.48745737 144.4010169 1.37953E-08

Inferior 95%

Superior
95%

Superior
95.0%

Intercepcion -928.0973961
Variable X 1 69.03594129

125.0569028 928.0973961 125.0569028
71.74273855 69.03594129 71.74273855

Autor: Jonathan Alejandro Zuiiiga Dominguez.
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LINEALIDAD DEL 20% HASTA EL 120%

45000.0 LINEALIDAD

c82
40000.0 41582:90000
35000.0 35016:90000
30000.0

27836:60000
25000.0

20000.0 20503.70000

15000.0 13739:76000 y =7032.3X - 401.52

10000.0 R%=0.9998
6589.61963

=
<
2
=

=
o
2

o
o
o
(%]
©
Q
S
<

5000.0
0.0

99-9 199.8 299.7 3996 499-5
Concentracion del estandar de bromuro de pinaverio (ug /mL).

Grafico 1: Linealidad del 20% hasta el 120%

La r? al ser mayor de 0.99 cumple con la especificacion, demostrando asi que el

meétodo es lineal en el rango de 99.9 a 599.4 mg/mL.
4.4.5. ESTABILIDAD DE LA FASE MOVIL:

Se monitoreo los siguientes parametros durante 4 dias para la estabilidad de la

fase movil.

Tabla 23: Resultados de las pruebas de estabilidad para la fase movil.

DIA APARIENCIA PRESION pH LINEA TR %
DEL BASE (min) DIFERENCIA
SISTEMA
(bar)
Inicial SOLUCION N/A 8.2 Estable  21.69 N/A
06/12/2016 INCOLORA
07/12/2016 SOLUCION 83 8.2 Estable  21.61 0
INCOLORA
08/12/2016  SOLUCION 82 8.2 Estable  21.74 0
INCOLORA
09/12/2016 SOLUCION 84 8.2 Estable  21.24 2
INCOLORA

Al demostrar que la fase moévil no presenta cambios significativos, se puede

confirmar que la fase movil es estable al menos 4 dias después de su preparacion.

Autor: Jonathan Alejandro Zuiiga Dominguez.
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4.4.6. ESTABILIDAD DEL ESTANDAR:

Se pes6 exactamente 10.003 mg del estandar de bromuro de pinaverio en 20 mL
de diluyente y se inyecto de manera inmediata, posteriormente se resguardo por

un periodo de 137 horas.

Tabla 24: Estabilidad del estandar.

PERIODO No. AREA % Ensayo
INYECCION
INICIAL 1 31082.1 90.3
08-12-2016 2 31842.8 92.5
Promedio 91.4
% Recobro 100
Periodo 1 1 31965.2 91.7
22 horas 2 31325.2 89.8
Promedio 90.8
% Recobro 99
PERIODO No. AREA % Ensayo
INYECCION
Periodo 2 1 31860.8 90.9
137 horas 2 31977.3 91.3
Promedio 91.1
% Recobro 100

De acuerdo a la especificacion, indica que el estandar no debe variar entre 98% vy
102% por lo cual al tener recobro en el ultimo periodo de 100%, también al no
presentarse picos de los productos de degradacion, se comprueba que el estandar

es estable hasta por 6 dias.
4.4.7. ESTABILIDAD DE LA MUESTRA:

Se pesd exactamente 10.001 mg de la muestra de bromuro de pinaverio en un
matraz de 20 mL, y se disolvié con diluyente, posteriormente de manera inmediata

se inyecto en el HPLC, posteriormente se almaceno por un periodo de 137 horas.

Tabla 25: ESTABILDAD DE LA MUESTRA.

PERIODO No. INYECCION AREA % Ensayo
INICIAL 1 34266.4 99.5
08-12-2016 2 34175.3 99.3
Promedio 99.4
% Recobro 100

Autor: Jonathan Alejandro Zuiiiga Dominguez.
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PERIODO No. INYECCION AREA % Ensayo
Periodo 1 1 33991.9 97.5
22 horas 2 34132.4 97.9
Promedio 97.7
% Recobro 98
Periodo 2 1 34394.3 98.1
137 horas 2 34418.9 98.2
Promedio 98.2

De acuerdo a la especificaciéon del % de Ensayo este entre 98% y 102%, por lo
cual al estar las muestras al 98% se puede confirmar que la muestra estable

durante 6 dias.
4.4.8. SELECTIVIDAD:

Se pesaron exactamente de manera separada 5 mg de cada una de las impurezas
de bromuro de pinaverio en un matraz aforado de 100 mL, (bromuro de 2-Bromo-
4,5-dimetoxybenzilo (PIN-III), bromuro de 4-[(2-2'-bromo-4",5"-dimetoxifenil)
metil]-4-[2-[2,((1S,2S,5S)-6,6-dimetilbiciclo[3.1.1]heptil)etoxi]etillmofolina (PIN
IV), bromuro de 4-(2-bromo-4,5-dimetoxibencil)-4-(2-(2-((1R,5s)-6,6-
dimetilbiciclo[3.1.1]hept-2-en-2il)etoxi)etil)morfol-4-ina (PIN V), bromuro de 4-
(2-bormo-4,5-dimetoxibencil)-4-(2-hidroxietil)morfel-4-in (PIN VI)) y se diluyeron
con 20 mililitros de Acetonitrilo y se aforo con agua desionizada, posteriormente
se realiz6 una disolucidon de 1mL en 100mL para llegar a la concentracién 0.5 pug/mL
por separado y por ultimo de manera conjunta para hacer un estandar de

impurezas

La muestra adicionada se prepardé pesando 10mg de bromuro de pinaverio y se

diluyo con la solucién de las impurezas preparada previamente.

Autor: Jonathan Alejandro Zufiga Dominguez.
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Tabla 26: Resultados de la selectividad de cada una de las impurezas de

bromuro de pinaverio.

ANALITO CONCENTRACION CONCENTRACION TR TR EN LA
TEORICA REAL (pg/mL) INDIVIDUAL MUESTRA
(Hg/mL) (min) ADICIONADA

(min)
PIN 500 500 22.166 21.950
PIN III 0.5 0.5016 11.327 11.331
PIN IV 0.5 0.5002 26.063 25.921
PIN V 0.5 0.5015 20.683 20.467
PIN VI 0.5 0.5023 8.685 8.692

TR: Tiempo de retencidn

En este caso se comprueba que el método es capaz de identificar cada una de las
impurezas, ademas de separarlas con resoluciones mayores a 1.5, por lo cual se

demuestra que el método selectivo.

Cromatograma de la muestra adicionada al 0.1% de la muestra adicionada.
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Figura 11: Cromatograma de la muestra adicionada al 0.1% de las impurezas para la selectividad.

4.4.9. ROBUSTEZ.

Se pesd 10 mg de estandar de bromuro de pinaverio exactamente 10.008 al cual

se llevd a un matraz de 20 mL y se aforé con una mezcla de agua:acetonitrilo

Autor: Jonathan Alejandro Zufiga Dominguez.
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80/20%, posteriormente se pesd otro estandar independiente de exactamente

10.006, al cual también se llevé a un matraz de 20 mL y se aford con la misma

solucion.

Las robusteces se inyectaron de la misma forma que en la precisidon del sistema,

es decir, se inyecto el blanco para verificar que no esté ruidosa la linea base,

posteriormente se inyecto un estandar para verificar recobro y tiempo de retencion,

después se inyecto un blanco para confirmar que no hubiera arrastre para que se

inyecte 5 veces el primer estandar para asi comprobar que la desviacion relativa

no sea mayor al 2° y por ultimo se inyecta una vez el estandar 2 para confirmar el

recobro.

Se realiz6 las robusteces a las siguientes condiciones:

Tabla 27: Resultados y comparacién de cada una de las robusteces corridas para este método.

Parametro.

Promedio de
tiempo de
retencion.

Eficiencia de

la columna.
Factor de
coleo.

%CV del area.

%CV del
tiempo de
retencion.

% Diferencia
de retencion
de las altimas

dos
inyecciones.

%
Recuperacion
del estandar

2.

Nominal. pH de la fase
movil.
8.15 8.25
21.74 22.27 22.42
3580 1621 1716
3.5 2.1 2.3
0.43 1.29 0.53
0.44 0.51 0.12
0.6 0.3 0.3
99.87 98.52 98.27

NMD: No mas de, N/A: No aplica.

Autor: Jonathan Alejandro Zuiiiga Dominguez.

Proporcién de la

fase.

A
23.58

3372
4.0

1.00

0.53

0.8

100.00

B
20.46

3282

2.4
0.19

0.21

0.0

98.72

Flujo mL/min

0.5
24.74

3272
3.6
0.17

0.10

0.0

100.98

0.7
18.66

3570
3.4
0.35

0.48

0.8

100.49

Temperatura de

la columna.
35°C 45°C
23.85 21.79
2753 2823
2.8 2.3
0.45 1.05
0.41 0.66
0.8 1.3
96.88 96.46

Criterio.

N/A

<1500
NMD 4.0
NMD
2.0%
NMD

1.0%

NMD
2.0%

98%-102%
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De acuerdo a los pardmetros de validacion se demuestra que el método es robusto
en las variaciones de flujo, pH y la proporcion de la fase movil, pero en el caso de
la temperatura de la columna, se observa que es un punto critico en el método al

dar % Ensayo alrededor del 96%.
4.5, DEGRADACION FORZADA.

Se prepararon muestras para la degradacion forzada de bromuro de pinaverio en
fase solida y en fase acuosa, del cual se obtuvieron los productos de degradacion

de cada exposicion.
4.5.1. FASE SOLIDA:

Se prepararon muestras de bromuro de pinaverio sobre placas que fueron
expuestas al calor y con luz incandescente, a parir del cual se obtuvieron sus

productos de degradacion, y la cinética de degradacion del API.
4.5.1.1. CALOR:

Se pesd exactamente 10 mg de la muestra sometida a degradacion a 80°C a vacio
durante 12 dias y 10 mg de un testigo resguardado a temperatura ambiente,
posteriormente se leyeron por el método validado HPLC para determinar si hubo

degradacion posterior a la exposicion.

Cromatograma de la muestra expuesta a 80°C y vacio durante 12 dias

*YWD1 A, Wavelength=210 nm (20151220\016-6-201‘[) - 20161220\001-0301.0)
mAU 7 5

500-
40
300
200
100

Figura 12: Cromatograma de la muestra expuesta a 80°C y vacio durante 12 dias.

Se demostré que bromuro de pinaverio en Fase soélida es estable por un periodo de

12 dias con temperatura de 80°C.

Autor: Jonathan Alejandro Zufiga Dominguez.
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4.5.1.2. LUZ:

Se peso6 exactamente 10 mg de la muestra sometida a degradacién en camara de
luz y 10 mg de un testigo resguardado de los cambios de luz envuelta en aluminio,
posteriormente se leyeron por el método validado HPLC para determinar si hubo

degradacion posterior a la exposicion.

Cromatograma de la muestra expuesta a la luz durante 12 dias.

D1 A, Wavelength=210 nm (201612201015-6101.0 - 20161220001-0301 )
mAU §

500
400
300
2001
1003

F17.703

é&%%i!

0
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0 5 10 15 20 25 30 35 40 min

Figura 13: Cromatograma de la muestra expuesta a luz durante 12 dias.

Se demostré que bromuro de pinaverio es ligeramente inestable a exposiciones
con luz, debido a que en la muestra se observa la aparicidn de 5 impurezas; por lo
cual se recomienda resguardar a bromuro de pinaverio de la Luz cuando se va a

utilizar durante periodos largos de tiempo.
4.5.2. FASE ACUOSA:

Se prepararon soluciones de bromuro de pinaverio, que posteriormente fueron
expuestas al calor, a la luz incandescente, y finalmente a pH de 12, del cual se

obtuvieron los productos de degradacién, y la cinética de degradacion del API.
4.,5.2.1. CALOR:

Se pes6 exactamente 10 mg de bromuro de pinaverio y se disolvié con 1 mL de
acetonitrilo, y 15 mL de agua deionizada, posteriormente se colocd en una parrilla
de calentamiento con termdmetro durante 12 dias con su respectivo blanco, el cual
se prepard de la misma manera solo que a esta no se le agrego muestra;
Posteriormente cada muestra se transfirid6 en un matraz de 20 mL y se llevd al

aforo con acetonitrilo.

Autor: Jonathan Alejandro Zufiga Dominguez.
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Tabla 28: Resultados de la degradacion forzada con calor a 80°C

CONCENTRACION

TIEMPO PESO

(h)
]
27
93
141
169
266

(mg)
10.004
10
10.012
10.013
10.005
10.007

AREA

35043.9
32975.7
27539.9
26435.7
28599.7
17175.6

VOLUMEN DEL

AFORO (mL)
20
20
20
20
20
20

DEGRADACION CON CALOR

5o

100 150

Tiempo (horas)

200

(ng/mL)

510.30
480.18
401.03
384.95
416.46
250.11

250

Grafico 2: Degradacion Forzada de Bromuro de Pinaverio con calor.

Cromatograma de la muestra expuesta con calor durante 12 dias.

300
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800 .
~' 8
6004 -
1 ™
dﬂﬂ*: f\ g
™
I \ %
0 - £ : L o .
1 T T T - T T T T T I T T T | T T T ™ T 7T | T T T T i ]
0 "5 1 20 2 35 min

Autor: Jonathan Alejandro Zuiiiga Dominguez.




Universidad Autonoma del estado de México (Facultad de Quimica).

Después de la prueba realizada, se comprobdé que Bromuro de Pinaverio es
altamente sensible a temperaturas de 80 °C desde el primer dia, debido a que de
manera lineal la concentracidon de Bromuro de pinaverio y la aparicién de sus
impurezas, se hace presente y va aumentando con forme al tiempo que se expone,
por lo cual en forma de solucidn es mejor evitar el contacto con fuentes de calor

para evitar su posterior degradacion.
4.5.2.2. DETERMINACION DEL ORDEN DE REACCION.

Para la determinacion del orden de reaccion se utilizé el método integral, para el
cual utilizan las ecuaciones de la recta de cada uno de los 6rdenes de reaccion; se
graficaron y se obtuvo la pendiente, de acuerdo a la pendiente con r? mas cercano

a uno se toma este como el orden de reaccion.

Tabla 29: Tiempo vs concentracion para determinar el orden de reaccion.

Tiempo CONCENTRACION In (Cao/Ca) 1/Ca
(minutos) (Hg/mL)

o 510.2972171 0 0.00195964
1581 480.1808001 0.06083063 0.00208255
5561 401.0265504 0.2409657 0.0024936
8462 384.9475698 0.28188619 0.00259776

11577 347.1455108 0.3852493 0.00288064
15922 250.105179 0.71311179 0.00399832
ORDEN CERO

_ 600

e

N O o

T e L

S 300 e

© .

£ 200

g y =-0.0153X + 505.76

& oo r?=0.9779

)

o
(0] 5000 10000 15000 20000

Tiempo (Minutos)

Grafico 3: Muestra expuesta al calor durante 12 dias (orden cero)
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PRIMER ORDEN.
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Gréfico 4: Muestra expuesta al calor durante 12 dias (orden uno)

SEGUNDO ORDEN
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0.002 @...--®
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r2=0.905

0.0015

1/Concentracion.

0.001
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Grafico 5: Muestra expuesta al calor durante 12 dias (orden dos)
Tabla 30: Resultados de la regresion lineal para la determinacion del

orden de reaccion.

Orden de Ordenada al
L Pendiente . r2
reaccion origen
Cero 0.0153 505.76 0.9779
Primero 0.0004 0.0163 0.9546
Segundo 0.0000001 0.0018 0.905

Autor: Jonathan Alejandro Zufiga Dominguez.
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De acuerdo a los graficos que se obtuvieron se indicd que el orden de reaccién es
0, para la exposicion en solucion con temperatura de 80 °C, utilizando el método
grafico. Por consiguiente, se afirma que el bromuro de pinaverio se degrada con las
exposiciones al calor, lo cual también aplica en aguas residuales, lo que lo vuelve

un peligro potencial para el ambiente.
4.5.2.2.1. TIEMPO DE VIDA MEDIA Y VELOCIDAD DE REACCION.

De acuerdo con las formulas para orden de reaccién 0 se obtuvieron los siguientes

resultados.

oo v = 0.0153 pg/mL min

(oe] t1/2 = 16676.38 minutos 0 277.94 horas

La velocidad de reaccidn es siempre constante e independiente de la concentracion
de bromuro de pinaverio en la solucién; Sin embargo, el API tarda 277.9 horas en
degradarse al 50% de la concentracién en la solucién.

4.5.2.3. LUZ:
Se pes6 exactamente 10 mg de bromuro de pinaverio y se disolvié con 1 mL de
acetonitrilo, y 15 mL de agua deionizada, posteriormente se colocé en una cdmara
de luz incandescente durante 12 dias con su respectivo blanco, el cual se prepard
de la misma manera solo que a esta no se le agregd muestra; Ya que finalizé el
periodo, cada muestra se transfirié en un matraz de 20 mL y se llevé al aforo con

acetonitrilo.

Tabla 31: Resultados de la degradacion forzada con luz.
TIEMPO PESO AREA VOLUMEN DEL CONCENTRACION

(h) (mg) AFORO (mL) (ng/mL)
0 10.004  34513.9 20 502.58
27 10.006  34357.1 20 500.30
53 10.006  34336.5 20 500.00
119 10.001  31075.1 20 452.50

Autor: Jonathan Alejandro Zuiiiga Dominguez.
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TIEMPO PESO AREA VOLUMEN DEL CONCENTRACION

(h) (mg) AFORO (mL) (ng/mL)
144 10.004 34116 20 496.79
168 10.010 33918 20 493.90
195 10.002 33958.3 20 494.49
292 10.012 33463.4 20 487.28
DEGRADACION CON LUZ
510
-3 500 * e o
£ ® o o
2 490 o
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Tiempo (horas)

Grafico 6: Muestra expuesta con Luz durante 12 dias.

Cromatograma de la muestra expuesta a la luz durante 12 dias.
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Figura 15: Cromatograma de la muestra expuesta a luz durante 12 dias.
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Después de la prueba realizada, se comprobé que Bromuro de pinaverio es
ligeramente sensible a la Luz de acuerdo a lo examinado se presentan 4 impurezas
las cuales se demuestra su presencia al aumentar su concentraciéon con forme
pasan los dias. Sin embargo, la sefal obtenida a los 8.690 minutos es parte de la
linea base, debido a que a medida que pasan los dias la concentracion y la altura
de este no crece, para lo cual se recomienda que si bromuro de pinaverio va a estar
en solucidon durante varios dias se debe resguardar de la luz para evitar la

degradaciéon del mismo.
4.5.2.3.1. Determinacion de la valides de un dato andmalo

Debido a que el dato cuatro de 452.50 pg/mL dentro de este grafico, no cuenta
con la exactitud prevista se analiza este dato por el analisis de datos andmalos con

los contrastes de Dixon.

Ecuacion 15

Q __ [valor sospechoso—valor mas cercano]
{Valor mas grande—valor mas pequeiio}

0= [452.5-500.00] _

= = 3.1 Ecuacion 16
{502.58—487.28}

Por lo tanto, de acuerdo a la tabla de valores de Dixon para dos colas el valor es
de 0.570 por lo cual el dato es rechazado dentro de la grafica ya que es un resultado

anomalo.
4.5.2.3.2. Determinacion del orden de reaccion:

Para la determinacion del orden de reaccién se utilizd el método integral, para el
cual utilizan las ecuaciones de la recta de cada uno de los 6rdenes de reaccion; se
graficaron y se obtuvo la pendiente, de acuerdo a la pendiente con r?> mas cercano

a uno se tomo este como el orden de reaccion.

Tabla 32: Tiempo vs concentracion para determinar el orden de

reaccion.
tiempo CONCENTRACION LN(Cao/Ca) 1/Ca
(minutos) (Hg/mL)
0 502.5795394 0 0.00198973
1622 500.2962717 0.00455345 0.00199882
3203 499.9963016 0.00515321 0.00200001

Autor: Jonathan Alejandro Zuiiiga Dominguez.
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Grafico 8: Muestra expuesta con luz durante 12 dias (orden uno)

CONCENTRACION LN(Cao/Ca) 1/Ca
(ng/mL)
452.5049167 0.10495529 0.00220992
496.7854565 0.01159566 0.00201294
493.9022486 0.01741629 0.00202469
494.4890833 0.01622884 0.00202229
487.2825197 0.03090984 0.0020522
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Grafico 7: Muestra expuesta con luz durante 12 dias (orden cero)
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Grafico 9: Muestra expuesta con luz durante 12 dias (orden dos)
Tabla 33: Resultados de la regresion lineal para la determinacion del

orden de reaccion.

Orden de Ordenada al
. Pendiente ) r2
reaccion origen
Cero 0.0153 505.76 0.9779
Primero 0.0004 0.0163 0.9546
Segundo 0.0000001 0.0018 0.905

De acuerdo a los graficos que se obtuvieron se indicd que el orden de reaccién es
0, para la exposicidn en solucidon con Luz; Por consiguiente, se afirma que el
bromuro de pinaverio se degrada con las exposiciones a la luz, lo cual también

aplica en aguas residuales, lo que lo vuelve un peligro potencial para el ambiente.
4.5.2.3.3. TIEMPO DE VIDA MEDIA Y VELOCIDAD DE REACCION.

De acuerdo con las formulas para orden de reaccion 0 se obtuvieron los siguientes

resultados.

o v =0.0008 pg/mL min

Autor: Jonathan Alejandro Zufiga Dominguez.
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(oe] t1/2 = 314112.21 minutos o} 5235.20 horas

La velocidad de reaccion es siempre constante e independiente de la concentracién
de bromuro de pinaverio en la solucién. Sin embargo, el API tarda 5235.2 horas en
degradarse al 50% de la concentracion en la solucion.

4.5.2.4. pHde 12:

Se pes6 exactamente 10 mg de bromuro de pinaverio y se disolvié con 1 mL de
acetonitrilo, y 15 mL de agua deionizada, posteriormente se ajusté el pH a 12 con
una solucion de hidréoxido de sodio al 0.1 N y se resguardo de la luz en una gaveta
durante 12 dias con su respectivo blanco, el cual se prepard de la misma manera
solo que a esta no se le agrego muestra; Ya que finalizd el periodo, cada muestra

se transfirié en un matraz de 20 mL y se llevd al aford con Acetonitrilo.

Tabla 34: Resultados de la degradacion forzada a pH de 12
TIEMPO PESO AREA VOLUMEN DEL CONCENTRACION

(h) (mg) AFORO (mL) (ng/mL)
) 10 34718.1 20 505.55
66 10.006  33480.8 20 487.54
91 10.002  33388.2 20 486.19
115 10.011  33430.7 20 486.81
142  10.006  33570.8 20 488.85
166  10.019  33509.4 20 487.95
235 10.01  33304.1 20 484.96
263 10.007  33646.6 20 489.95
288  10.003  31561.2 20 459.58

DEGRADACION A pH DE 12

Concentracion (ug/mL)

o 50 100 150 200 250 300 350

Tiempo (horas)

Grafico 10: Muestra expuesta con pH 12, durante 12 dias.
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Figura 16: Cromatograma de la muestra expuesta a pH 12 durante 12 dias.

De acuerdo al grafico anterior no hay picos presentes fuera del Bromuro de
Pinaverio con lo cual se indica que el mismo es estable en solucién acuosa a pH
de 12, El pico que eluye a los 8.6 minutos no es una impureza debido a que sale
en todas las muestras presentes en esta degradacidn, pero se mantiene

constante el area, con lo cual no se demuestra degradacion.
4.5.2.4.1. DETERMINACION DEL ORDEN DE REACCION.

Debido a que la cantidad de datos obtenidos fueron pocos para determinar el orden
de reaccién ya que el Bromuro de Pinaverio demostré ser estable durante 12 dias
a pH de 12 en solucién acuosa.

4.6. IDENTIFICACION DE LOS PRODUCTOS DE DEGRADACION POR

UHPLC.

En un equipo UHPLC thermo scientific ultimate 3000, se acondiciond el equipo bajo

las mismas condiciones del método de Ensayo, ya validado con anterioridad.

Para el detector de masas se utilizd un Espectrémetro de masas Compact LC-
QqTOF, para espectrometria de cromatografia cuadripolar liquida, de la marca

Bruker, por tanto. Se corrié bajo las siguientes condiciones:

Autor: Jonathan Alejandro Zufiga Dominguez.
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Tabla 35: Condiciones del UHPLC para la identificacion.

UHPLC MS
Fase A: Buffer de acetatos (acetato de amonio  Comienzo de escaner: 50 m/z
ajustado con hidréoxido de amonio). Termino de escaner: 1000 m/z
Fase B: Metanol Polaridad del ion: Negativo.
Temperatura de la columna: 40°C Capilaridad: 4500 V.
Volumen de inyeccién: 15 pL Nebulizador: 3.0 Bar.
Modo: Gradiente. Temperatura del gas
Flujo: 0.6 mL/min acarreador: 200 °C
pH: 8.2 Flujo del gas acarreador: 12.0

L/min

Tabla 36: Condiciones del MS para la Identificacion de impurezas
(Polaridad positiva).

Comienzo de escaner: 50 m/z

Termino de escaner: 1000 m/z
Polaridad del ion: Positiva.

Capilaridad: 4500 V.

Nebulizador: 0.3 Bar.

Temperatura del gas acarreador: 180 °C

Flujo del gas acarreador: 4.0 L/min

4.6.1. PREPARACION DEL ESTANDAR DE IMPUREZAS:

Se pesaron exactamente de manera separada 5 mg de cada una de las impurezas
de bromuro de pinaverio, en un matraz de 100 mL (bromuro de 2-Bromo-4,5-
dimetoxybenzilo (PIN-III), bromuro de 4-[(2-2'-bromo-4",5" -dimetoxifenil)
metil]-4-[2-[2,((1S,2S,5S)-6,6-dimetilbiciclo[3.1.1]heptil)etoxi]etillmofolina (PIN
IV), bromuro de 4-(2-bromo-4,5-dimetoxibencil)-4-(2-(2-((1R,5s)-6,6-
dimetilbiciclo[3.1.1]hept-2-en-2il)etoxi)etil)morfol-4-ina (PIN V), bromuro de 4-
(2-bormo-4,5-dimetoxibencil)-4-(2-hidroxietil)morfel-4-in (PIN VI)) y se diluyeron
con 20 mililitros de Acetonitrilo y se aford con agua desionizada, posteriormente
se realizé una disolucién de 10 mL en 100 mL para llegar a la concentracion 5 g

/mL de manera conjunta en un matraz donde previamente se pesé 10 mg de

Autor: Jonathan Alejandro Zuiiiga Dominguez.
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Bromuro de Pinaverio, y se aford con la mezcla de para hacer un estandar de

impurezas con una mezcla de Agua: Acetonitrilo (80:20).
4.6.2. FASE ACUOSA.

Posterior a la degradacién forzada en fase acuosa, se volvieron a inyectar en un
UHPLC thermo scientific ultimate 3000, acoplado a un equipo para la lectura de
masas Bruker micrOTOF-Q ESI-Qg-TOF para su identificacion por peso molecular,

los resultados obtenidos fueron:
4.6.2.1. ESTANDARES.

Para verificar método se volvid a inyectar el estandar de bromuro de pinaverio,

junto con sus impurezas y se realizo su identificacion por peso molecular.
4.6.2.1.1. IONIZACION NEGATIVA.

Para la ionizacion negativa se acondiciono el equipo UHPLC con el método basico
para favorecer la ionizacién de los estandares debido a que la mayoria de las

impurezas son detectables con este método.

e Bromuro de 4-(2-bromo-4,5-dimetoxibencil)-4-(2-hidroxietil) morfel-4-in

(PIN VI)
Intens.J M3, Dissect, .64, 1min #(215-243)
40007
30007 1828
20009
10003 27148 3768
0:'1' ‘L'vlvnlvk1lv¢lvrv ybey— N — P —— e ; T y—
100 200 300 400 500 800 700 800 900 miz

Figura 17: Espectro de masas de PIN VI.

De acuerdo a los datos obtenidos la masa es de 376.9 g/mol a diferencia de la

masa de PIN VI es de 361.25 g/mol, la diferencia entre ambos es de 15.65 g/mol

Autor: Jonathan Alejandro Zufiga Dominguez.
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e Bromuro de 4-(2-bromo-4,5-dimetoxibencil)-4-(2-(2-((1R,5s)-6,6-
dimetilbiciclo [3.1.1]hept-2-en-2il)etoxi)etil)morfol-4-ina (PIN V).
intens.’ -MS, Dissect, 15.7-16.4min #(835-978)
40001
o 6262
20001
] 3140
10004 1730
; [1 o, 2msl] o
100 20 30 40 500 60 700 800 800 ma

Figura 18: Espectro de masas de PIN V.

De acuerdo a los datos obtenidos la masa es de 626.2 g/mol a diferencia de la
masa de PIN V es de 587.12 g/mol, la diferencia entre ambos es de 39.08 g/mol,

con lo cual indica que se adicion6 un atomo de potasio dentro de la molécula.

e Bromuro de Pinaverio.

Intens

-MS, Dissect, 18.4-18 3min #(980-1083)
x10%

6303

5 1730 2230 2750 3470
100 200 300 400 500 600 700 800 900 e

Figura 19: Espectro de masas de PIN.

De acuerdo a los datos obtenidos la masa es de 630.3 g/mol a diferencia de la
masa de PIN es de 591.41 g/mol, la diferencia entre ambos es de 38.89 g/mol, con

lo cual indica que se adicioné un atomo de potasio dentro de la molécula.

Autor: Jonathan Alejandro Zuiiga Dominguez.
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e Clorhidrato de N-{2-[2-((1S, 2S, 5S)-6, 6-Dimethylbicyclo [3.1.1] hept-2-yl)-
ethoxy]-ethyl} morpholine (PIN II)

Intens j -MS, Dissect, 19.1-20. 1min #{1 144-1201)}
4000 |
1 |
1000 |
] 272
20001
i
10003 2010
1
01 — 'JL' K‘lL&L’ lJ A' — x4§‘1 v s —— S—— S— — S— —
100 200 00 400 500 600 700 800 800 iz

Figura 20: Espectro de masas de PIN II.

De acuerdo a los datos obtenidos la masa es de 297.2 g/mol a diferencia de la
masa de PIN II es de 281.89 g/mol, la diferencia entre ambos es de 15.31, con lo

cual indica que se adiciond una molécula de amonio para neutralizar la carga.

e Bromuro de 4-[(2-2'-bromo-4",5 -dimetoxifenil) metil]-4-[2-[2,((1S,2S,5S)-
6,6-dimetilbiciclo[3.1.1]heptil)etoxi]etillmophilinia (PIN IV)

Intens NS, Dissec, 16.6-20.3min 8(1160-1212)
15004 |
‘ 401
1000 uy
1
5004
3 1740 j 7803
S (|1 ]

L Ty T . man | L4 L A
100 200 300 400 500 600 700 800 800 me

Figura 21: Espectro de masas de PIN IV.

De acuerdo a los datos obtenidos la masa es de 780.3 g/mol a diferencia de la

masa de PIN VI es de 741.59 g/mol, la diferencia entre ambos es de 38.71, con lo

cual indica que un atomo de potasio se adiciond dentro de la molécula.

Autor: Jonathan Alejandro Zuiiga Dominguez.
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4.6.2.2. CALOR.

Posterior a los 12 dias de exposicidon al calor en medio acuoso se inyectaron las
muestras en el UHPLC acoplado a masas, para llevar a cabo la identificacion de los

productos de degradacion por peso molecular.
4.6.2.2.1. IONIZACION NEGATIVA.

Para la ionizaciéon negativa se acondiciono el equipo UHPLC con el método basico
para favorecer la ionizacién de las muestras debido a que la mayoria de las

impurezas son detectables con este método.

e Bromuro de Pinaverio.

Intens 4 ‘M3, Dissect, 16.8-18 3min #(1006-1085)|

630.3

1730 2230 2750 W70
100 200 300 400

Y

0 600 700 00 0 ome
Figura 22: Espectro de masas de PIN.

Este resultado es perteneciente a Bromuro de pinaverio por su peso molecular de
630.3 g/mol, cuando su peso reportado es de 591.41 g/mol con una diferencia de
38.89 g/mol con lo cual indica una adicidon de un atomo de potasio dentro de la

molécula, durante la lectura.

Autor: Jonathan Alejandro Zuiiiga Dominguez.
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e Impurezal

Intens. { -MS, Dissect, 19.2-20. min #{1146-1201)
1
4000
30004
‘ 2072
20007
1000 2010
; | m2|| s At
¢ IN———Y [ 201 2 e
100 200 300 400 500 600 700 600 800 miz

Figura 23: Espectro de masas de la impureza 1.

De acuerdo al resultado anterior se demuestra la presencia de PIN II como producto
de degradacion con un peso molecular de 281.43. Sin embargo, dentro de las
muestras de degradacién muestran la adicidn de un radical hidroxilo en el atomo

de nitrégeno.

e Impureza 2

x104

3273
2012

0*""“‘!#‘“.",'.'[»v-‘ Lamm e o e ————————— T T T T

100 200 300 400 500 600 700 800 900 miz

MM‘J S, Dissect, 32 833 3min #(1946-1992)
1 4
1
i

Figura 24: Espectro de masas de la impureza 2.

El producto de degradacién mas probable es el 4-(2-chloro-4,5-dimetoxibencil)-4-
(2- hidroxil) morfel-4-in cuyo peso molecular es 288.7 con lo cual indica la adicién

de un atomo de potasio dentro de la molécula para soportar la carga.

Autor: Jonathan Alejandro Zuiiga Dominguez.
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4.6.2.2.2. IONIZACION POSITIVA.

La cual se realizd la identificacién por inyeccion directa, debido a que es la Unica

impureza que no se pudo identificar por la ionizacidn negativa.

e Impureza 3

Intens. +MS, 0.0-0.8min #{2-50)
x10;_ 510.2

6.

282.3
4.
2.
2231 330.2
o [ o L |
200 300 400 500 600 700 miz

Figura 25: Espectro de masas de la impureza 3.

En esta inyeccidon directa se muestran tanto Bromuro de pinaverio que es la masa
de 510.2 g/mol en contraste del peso tedérico de 511.5 g/mol con lo cual se
comprueba la presencia de la molécula, En caso de la sequnda masa de 282.3
g/mol de acuerdo al peso molecular de PIN30-II es de 247.09 con una diferencia
de 35.21 con lo cual se muestra la adicion de un atomo de cloro dentro de la

molécula.
4.6.2.3. LUZ INCANDECENTE.

Posterior a los 12 dias de exposicion a la luz incandescente en medio acuoso se
inyectaron las muestras en el UHPLC acoplado a masas, para llevar a cabo la

identificacion de los productos de degradacion por peso molecular
4.6.2.3.1. IONIZACION NEGATIVA.

Para la ionizacion negativa se acondiciono el equipo UHPLC con el método basico
para favorecer la ionizacién de las muestras debido a que la mayoria de las

impurezas son detectables con este método.

Autor: Jonathan Alejandro Zufiga Dominguez.
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e Impurezal

n;f& 5 -MS, Dissect, 3.7-4.2min #{218.253)|
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Figura 26: Espectro de masas de la impureza 1.

El producto de degradacion mas probable es el cloruro de 4-(2-hidroxi-4,5-

dimetoxibencil)-4-(2- amino) morfel-4-in cuyo peso molecular es de 304.76 g/mol.

e Bromuro de Pinaverio.

Inteds | NS, Dissect, 16.5-18,min #(086-100¢)
x104)
6-1
6309 |
4 |
2 |
' 230 2750 U90
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00 200 300 400 500 800 700 80 900 mz

Figura 27: Espectro de masas de PIN.

Este resultado es perteneciente a Bromuro de pinaverio por su peso molecular de
630.3 g/mol, cuando su peso reportado es de 591.41 g/mol con una diferencia de
38.89 g/mol con lo cual indica una adicidon de un atomo de potasio dentro de la

molécula, durante la lectura.

Autor: Jonathan Alejandro Zuiiga Dominguez.
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e Impureza 2

Intens. -MS, Dissect, 19.1:20 1min #(1138-1201)
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Figura 28: Espectro de masas de la impureza 2.

De acuerdo al resultado anterior se demuestra la presencia de PIN II como producto
de degradacion con un peso molecular cuyo peso molecular es de 281.43. Sin
embargo, dentro de las muestras de degradacién muestran la adicién de un radical

hidroxilo en el atomo de nitrégeno.

e Impureza 3

lnrenoss:; T NS, Dissact, 34,0-34.5min #{2029-2060)
x10%4
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Figura 29: Espectro de masas de la impureza 3.

De acuerdo al peso molecular obtenido de 253.2 g/mol el producto de degradacion
mas probable para dicho analisis es el 4-(2-hidroxi-4,5-dimetoxibencil)-4-

morfolina cuyo peso molecular es de 253.29 g/mol.

Autor: Jonathan Alejandro Zuiiga Dominguez.
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e Impureza 4

Intens -MS, Dissecl, 35.4-35.8min #{2117-2141)
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Figura 30: Espectro de masas de la impureza 4.

El peso molecular del producto de degradacion obtenido es de 333.2 g/mol con lo
cual se menciona que el producto de degradacién mas probable es el (2[1S, 2S,
55]-2- [6, 6-Dimethyl-bicyclo {3. 1. 1.} hept-2-yl]-etil -4,5- dimetoxyfenil])
metanil-éter cuyo peso molecular es 334.45 en cual se desarrolla en una reaccion
secundaria posterior a los productos de degradacién primarios.

Tabla 37: Estructuras propuestas de los productos de degradacion de

bromuro de pinaverio.
Presencia como producto de

degradacion.
Nombre Estructura Degradacién Degradacion a
al calor la Luz
) incandescente.

Cloruro de 4-(2- ho
hidroxi-4,5- N
dimetoxibencil)-4- | ZN”’ X
(2- amino) morfel-
4-in.
4-(2-chloro-4,5- o)
dimetoxibencil)-4- \/\po
(2- hidroxil) | o X X
morfel-4-in. =
4-(2-hidroxi-4,5- o
dimetoxibencil)-4- \\/\I‘J
morfolina. D X

Autor: Jonathan Alejandro Zufiga Dominguez.
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Presencia como producto de
degradacion.

Nombre Estructura . . Degradacion a
Degradacion
la Luz
al calor. .
incandescente.
(2[1S, 25, 55]-2- HC. Cha
[6, 6-Dimethyl- \é
bicyclo {3. 1. 1.} X
hept-2-yl]-etil - He© x/o\/
4,5- X
o} OH

dimetoxyfenil]) |
metanil-éter.

N- {2-[2-((1S, 2S,
5S)-6, 6-

HLC
Dimethylbicyclo O N
[3.1.1] hept-2-yl)- HC

P X X

ethoxy]-ethyl}

morpholine.

(2-Bromo-4, 5- GO | R TOH
dimethoxyphenyl)

metanol. Q Z N X

Para las propuestas de las estructuras de los productos de degradacién se utilizaron
los mecanismos de sustitucion nucleofilica y eliminacién debido a la gran cantidad
de electroéfilos y nucledfilos presentes en el medio (Wade, 2010)

Wi

Wi

Autor: Jonathan Alejandro Zuiiiga Dominguez.

DISCUSION DE RESULTADOS:
El desarrollo demostré que el mejor método para la cuantificacion de
bromuro de pinaverio es con 210 nm de longitud de onda con un buffer
basico de 8.2 en escala de pH con el cual se demostrd que sus respectivos
productos de degradacion son separados a través de la columna Zorbax
eclipse C18 por lo cual este método puede ser aplicado para su identificacidon
por HPLC acoplado a masas.

La validaciéon del método probado demostré que el mismo es preciso, tanto para
el mismo sistema como para la precisién del equipo, también demostré ser
exacto con un criterio de aceptacion de 98 -102% de recuperacion de bromuro
de pinaverio, Lineal con una r? = 0.9998, también es robusto para
modificaciones de pH, proporcion de la fase mévil, variacion de flujo en la fase
movil. Sin embargo, para la variacién de temperatura, se recomienda volver a
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realizar la prueba debido a que se asegura que la anomalia de los datos se
deben a que el equipo necesito mayor tiempo de acondicionamiento para
estas pruebas, y selectivo entre el Bromuro de pinaverio y sus impurezas.
Por lo tanto, el método puede ser utilizada para la cuantificacién de bromuro
de pinaverio, y también para la identificacion de los productos de
degradacion. La fase mévil comprobd estabilidad durante 4 dias, el estandar
con una estabilidad minima de 137 horas y la muestra con una estabilidad
minima de 137 horas
@# La exposicion en:
% Fase solida con calor demostro ser estable durante al menos 12 dias.
# Fase solida con luz demostré tener una ligera degradacion con lo cual
se recomienda mantener la exposicion mas tiempo para demostrar si

son productos de degradacién las sefiales del cromatograma.

%

Fase acuosa a pH 12 demostrd ser estable por lo menos durante 12
dias a diferencia del autor M. Balaji (2014), que menciona que el
bromuro de pinaverio es sensible a esta exposicion la discrepancia se
debe a que Balaji expuso la muestra a 80°C durante el periodo de
exposicion a pH 12, Sin embargo. En este trabajo se demuestra que

las exposiciones a calor degradan la muestra.

&

Fase acuosa con calor, demostré ser sensible a la degradacion por lo
cual se obtuvo que el orden de reaccion es cero por lo cual la velocidad
de reaccién es independiente de la cantidad de bromuro de pinaverio
presente en el medio, Los productos de degradacién son:

@ N- {2-[2-((1S, 2S, 5S5)-6, 6-Dimethylbicyclo [3.1.1] hept-2-

yl)-ethoxy]-ethyl} morpholine.

&' 4-(2-chloro-4,5-dimetoxibencil)-4-(2- hidroxil) morfel-4-in.

& (2-Bromo-4, 5-dimethoxyphenyl) metanol.
Los productos de degradacion se predijeron de acuerdo con reacciones de
eliminacion - sustitucidn nucleofilica del libre Wade (2010). Se recomienda
realizar mas estudios para obtener la identificacion completa y de este modo
puedan realizarse posteriores estudios de su posible toxicidad tanto en

humanos como en el medio ambiente.

Autor: Jonathan Alejandro Zufiga Dominguez.



Universidad Autonoma del estado de México (Facultad de Quimica).

w Fase acuosa con luz incandescente, demostrd ser sensible a la
degradacion por lo cual se obtuvo que el orden de reaccién es cero
por lo cual la velocidad de reaccion es independiente de la cantidad
de bromuro de pinaverio presente en el medio, Los productos de
degradacion son:

@ N- {2-[2-((1S, 2S, 5S)-6, 6-Dimethylbicyclo [3.1.1] hept-2-
yh)-ethoxy]-ethyl} morpholine.
& Cloruro de 4-(2-hidroxi-4,5-dimetoxibencil)-4-(2- amino)
morfel-4-in.
&' 4-(2-chloro-4,5-dimetoxibencil)-4-(2- hidroxil) morfel-4-in.
&' 4-(2-hidroxi-4,5-dimetoxibencil)-4- morfolina.
@ (2[1S, 2S, 55]-2-[6, 6-Dimethyl-bicyclo {3. 1. 1.} hept-2-yl]-
etil -4,5- dimetoxyfenil]) metanil-éter.
Los productos de degradacidon se predijeron de acuerdo con reacciones de
eliminacidon - sustitucién nucleofilica del libre Wade (2010). Se recomienda
realizar mas estudios para obtener la identificacion completa y de este modo
puedan realizarse posteriores estudios de su posible toxicidad tanto en

humanos como en el medio ambiente.

Autor: Jonathan Alejandro Zufiga Dominguez.
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CONCLUSIONES.

Se desarroll6 un método por HPLC capaz de separar bromuro de pinaverio
de sus impurezas y también se sus productos de degradacion.

ol

Se validé un método por HPLC capaz de separar bromuro de pinaverio de
sus impurezas y también se sus productos de degradacion.

ol

% Se realiz6 degradacion forzada en fase sélida expuestas al calor y a la luz
incandescente, también se realizé la degradaciéon forzada en fase acuosa
expuestas al calor, a la luz y a la hidrolisis basica, con lo cual se obtuvieron
los productos de degradacién de cada una de las condiciones.

% Se realiza la cinética de degradacion de las muestras de bromuro de
pinaverio expuestas a la luz incandescente y al calor en fase acuosa, debido
a que fueron las condiciones que presentaron degradacién y se determiné el
tiempo de vida media y la velocidad de degradacion.

Se identificaron por masas los productos de degradacién de las muestras
expuestas a la luz incandescente y al calor en fase acuosa.

ol

Autor: Jonathan Alejandro Zufiga Dominguez.
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ANEXOS:

Cromatogramas de cada una de las robusteces probadas.

Proporcién 1 de la fase mdvil, alta proporcion de A.

T R/WD1 A, Wavelength=210 nm (201612091002-2201.0 - 201612091001-0301.0)
mAU 8

500 | §

400 \
300

Multiplier g 1.0000
Dilution 3 1.0000
Use Multiplier & Dilution Factor with ISTDs

Signal 1: VWDl A, Wavelength=210 nm
Signal has been modified after loading from rawdata file!
Results obtained with enhanced integrator!

RetTime k' Area Height Symm. Width Plates Resol Select
[min] [mAU*s] [mAU] [min] ution ivity
_________________________________ |_____|-._____ e )
23.436 - 3.45583e4 572.88269 0.19 0.9500 3372 - -

Figura 31: Cromatograma de las robusteces con alta proporcion de la fase movil A.

Proporcién 2 de la fase movil, baja proporcion de A.

*VWD1 A, Wavelength=210 nm (20161216\002-0701.D - 20161216\001-0401.D)
mAU 8

Multiplier 3 1.0000
Dilution g 1.0000
Use Multiplier & Dilution Factor with ISTDs

Signal 1: VWDl A, Wavelength=210 nm
Signal has been modified after loading from rawdata file!
Results obtained with enhanced integrator!

RetTime k! Area Height Symm. Width Plates Resol Select
[min] [mAU*s] [mAU] [min] ution ivity
_____________________________________________ |.......|_<___ et

20.486 e 3.55066e4 623.43591 0.32 0.8417 3282 = =

Autor: Jonathan Alejandro Zuiiga Dominguez.
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Flujo de 0.5mL/min.

“WEA A, Wavelength=210 nm (20170131\002-1801.D - 20170131001-1801.D)

1]

=1

=1
Lol

e

1
400 ‘ \
300 ! llllll
2003 \
100 \
0 kﬂ‘ — —_— S —
I — —r— T T T L L S S B
0 5 10 15 20 25 30 35 40 mi
Area Percent Report with Performance
Multiplier : 1.0000
Dilution : 1.0000
Use Multiplier & Dilution Factor with ISTDs
Signal 1: VWDl A, Wavelength=210 nm
Signal has been modified after loading from rawdata filel
Results obtained with enhanced integrator!
RetTime k! Area Height Symm. Width Plates Resol Select
[min] [mAU*=s] [mAT] [min] ution ivity
------- e B T s oot Rt B B EEEE Bt
24.653 - 4,12607e4 642.64923 0.22 1.0167 3258 - -
Figura 33: Cromatograma de las robusteces con flujo de 0.5mL / min.
Flujo de 0.7mL/min.
“VWD1 A, Wavelength=210 nm (2017071311002-3101.0 - 201701311001-3001.0)
mAL [
500 -
400 4 \
300 3 Il\
200 - |
100 - | \
0 | N — ;
— e e T e
0 5 10 15 20 25 3o 35 40 mir

Multiplier H 1.0000
Dilution H 1.0000

Use Multiplier & Dilution Factor with ISTDs

Signal 1: VWDl A, Wavelength=210 nm
Signal has been modified after loading from rawdata file!
Results obtained with enhanced integrator!

RetTime kt Area Height Symm. Width Plates Resol Select
[min] [(mAU*s] [mAT] [min] ution ivity
------------- R D e e R R R
18.8672 - 2.93403e4 638.83087 0.25 0.7278 3647 - -

Figura 34: Cromatograma de las robusteces con flujo de 0.7mL / min.

Autor: Jonathan Alejandro Zuiiga Dominguez.
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Temperatura de la columna 35°C.

*VWD1 A, Wavelength=210 nm (20161216\002-5201.D - 20161216\001-4901.D)
mAU | o
]
400
300
200
100
0 J
I T T e T T T e S e O ., hD -
0 5 10 15 20 25 30 35 40 min
Area Percent Report with Performance
Multiplier 3 1.0000
Dilution s 1.0000
Use Multiplier & Dilution Factor with ISTDs
Signal 1: VWDl A, Wavelength=210 nm
Signal has been modified after loading from rawdata file!
Results obtained with enhanced integrator!
RetTime k' Area Height Symm. Width Plates Resol Select
[min] [mAU*s] [mAU] [min] ution ivity

23.780 - 3.53523e4 506.36923 0.29 1.0667 2753 - -
Figura 35: Cromatograma de las robusteces con temperatura de la columna a 35°C.

Temperatura de la columna 45°C.

*VWD1 A, Wavelength=210 nm (20161216\002-6701.D - 20161216\001-6401.D)
mAU 1 ©

500

400
300
200

100

Multiplier H 1.0000
Dilution 5 1.0000
Use Multiplier & Dilution Factor with ISTDs

Signal 1: VWDl A, Wavelength=210 nm
Signal has been modified after loading from rawdata file!
Results obtained with enhanced integrator!

RetTime k! Area Height Symm. Width Plates Resol Select
[min] [mAU*s] [mAU] [min] ution ivity
21...633 L 3.54279%e4 561.88513 0.37 0.9583 2823 = 2

Figura 36: Cromatograma de las robusteces con temperatura de la columna a 45°C.

Autor: Jonathan Alejandro Zuiiga Dominguez.
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Fase a pH de 8.15

*YWD1 A, Wavelength=210 nf_n (20161215\002-0701.D - 20161215\001-0301.D)
mAU 3
350
300
250
200 A
150
1004
50
04 YANKGREED |V S RS : :
e T T T S T T G I V. . [ . i I S O i T S e R A
0 5 10 15 20 25 30 35 40 min
Area Percent Report with Performance
Multiplier E 1.0000
Dilution D 1.0000
Use Multiplier & Dilution Factor with ISTDs
Signal 1: VWDl A, Wavelength=210 nm
Signal has been modified after loading from rawdata file!
Results obtained with enhanced integrator!
RetTime k* Area Height Symm. Width Plates Resol Select
[min] [mAU*s] [mAU] [min] ution ivity
22.098 - 3.53196e4 417.13980 0.55 1.2917 1621 ol =
Figura 37: Cromatograma de las robusteces con pH de 8.15.
Fase a pH de 8.25
*VWD1 A, Wavelength=210 nm (20161215\002-2201.D - 20161215\001-1901.D)
mAU 7 -4
400
350
3004
250
200 -
150
1004
50
5
T T i P S e S T RS B e e S B e et
0 5 10 15 20 25 30 35 40 min|

Multiplier 4 1.0000
Dilution g 1.0000
Use Multiplier & Dilution Factor with ISTDs

Signal 1: VWDl A, Wavelength=210 nm
Signal has been modified after loading from rawdata file!
Results obtained with enhanced integrator!

RetTime k! Area Height Symm. Width Plates Resol Select
[min] [mAU*s] [mAU] [min] ution ivity

____________________________________________________ |=====|=m=mn-
22.438 < 3.51203e4 424 .16864 0.47 1.2750 1716 = =

Figura 38: Cromatograma de las robusteces con pH de 8.25.

Autor: Jonathan Alejandro Zuiiga Dominguez.
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Cromatograma al 20%

mAU 3

VWD A, Wavelengih=210 nm (20161207\004-4701.0 - 20161207\001-4601.0)

©
. "

1754
1504
1254
100
754

50
254
0

miny

Figura 39: Cromatograma del estandar al 20% para la linealidad.

Cromatograma 40%

“VWDT A, Wavelength=210 nm (201612071005-4801.0 - 20161207001-4601 D)

mAU 3 o
300
250
200
150 3
100
50
0 .

min

Figura 40: Cromatograma del estandar al 40% para la linealidad.

Cromatograma 60%

*YWD1 A, Wavelength=210 nFn (20161207\006-4901.D - 20161207\001-4601.D)
mAU 4 b
400

3001
200

100

.

Autor: Jonathan Alejandro Zufiga Dominguez.
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Cromatograma 80%

mAU ]
500

400
300
200

100

ATWDT A, Wavelength=210 nm (201612071007-5001.D - 201612070014601 D)

T LN L s B Sy N R E A R [ O R Ly I R B
25 30 35 40 miny

Figura 42: Cromatograma del estandar al 80% para la linealidad.

Cromatograma 100%

mAU 1

500
400
300
200
100+

- *“WYWD1 A, Wavelength=210 am (20161207\008-5101.D - 201612071001-4601.D)

4]

0

0 5

25 30 36 40 min|

Figura 43: Cromatograma del estandar al 100% para la linealidad.

Cromatograma 120%

mAU 3
600
500
400
300
200
100

r
*WWD1 A, Wavelength=210 nm (20161207\009-5201.D - 20161207\001-4601.0)

<

0
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