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RESUMEN

El presente articulo presenta los resultados
obtenidos durante el desarrollo y optimizacién de
dos metodologias analiticas, cromatografia liquida
y de gases, para valorar respectivamente acido
oléico y etanolamina, materias primas empleadas
en la fabricacion de la solucién inyectable de oleato
de etanolamina BP(1). El 4cido oléico se determind
por HPLC, empleando una columna Waters® para
4cidos grasos, una mezcla de acetonitrilo:agua
(46:54) como fase mévil y deteccién a 201 nm.
Para la etanolamina se desarrollé un método por
cromatografia de gases (CGL), para lo cual se
preparé el derivado iminico a partir de la amina y
benzaldehido, empleando metilparabeno como
patrén interno, una columna de vidrio con metilsi-
licona como fase estacionaria (SE-30) y detector de
ionizacién de llama (FID).
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- Oleato de Etanolamina - Sistema Cromatografico
- Desarrollo — Optimizaci6n.

SUMMARY

In this paper we present the results obtained
during standarization of the separation systems for
the assignement of oleic acid and ethanolamine,
pharmaceuticals used for the manufacturing of
triethanolamine oleate injection BP. For the HPLC
assay of oleic acid we used a Free Fatty Acids
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Waters® column and acetonitrile — water (46 : 54)
as mobile phase; the detection was performed at
201nm. Finally, a SE-30 glass column and a flame
ionization detector (FID) was used for the gas
chromatographic assay of ethanolamine.

Key Words: Oleic acid — Ethanolamine -
Ethanolamine oleate injection — Cromatografic
system — Development — Optimization.

INTRODUCCION

La solucién inyectable de Oleato de Etanola-
mina al 5% (BP), es un agente esclerosante uti-
lizado en el tratamiento de vérices esofagicas y ve-
nas varicosas (1).

El inyectable se prepara a partir de 4cido oleico
y etanolamina en proporciones equimoleculares; los
métodos analiticos para valorar estas sustancias se
basan en las monografias oficiales de la Farma-
copea Britdnica (2), los cuales consisten en méto-
dos volumétricos de titulacién 4cido-base, por si
mismos poco especificos. En el presente trabajo se
desarrollaron y estandarizaron dos métodos croma-
tograficos para su determinacién, un método por
Cromatografia Liquida de Alta Eficiencia (HPLC)
para el Acido Oléico y otro por Cromatografia de
Gases (CGL) para la Etanolamina.

PARTE EXPERIMENTAL
Equipos
Espectofotometro  Unicam® UV 2-100-

UV/Visible, cromatdgrafo liquido Perkin-Elmer®,
bomba LC serie 410 con médulo para cuatro
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solventes, detector espectrofotométrico LC-95,
integrador LCI-100, cromatdgrafo de gases Perkin-
Elmer® Sigma 2000, detector FID, columnas para
HPLC: LiChroCart RP-18 (120mm x 4mm, 5 pum),
Waters® Free Fatty Acids HP (150cm x 3.9mm),
columnas para cromatografia de gases de vidrio,
OV-17 Perkin-Elmer® (6 pies x 1/8 pg.) con metil
y fenilsilicona al 1.5% cada una sobre Chromosorb
WHP 100/120 y de vidrio con metilsilicona al 3%
sobre Chromosorb WHP 100/120, SE-30 Perkin-
Elmer® (6 pies x 1/8 pg.)

Reactivos

Acido oléico 99% para uso bioquimico
Merck, etanolamina 99% Merck, metilparabeno
98%, reactivos HPLC Merck: acetonitrilo, agua,
tetrahidrofurano, metanol. Otros reactivos RA
utilizados fueron: alcohol 96%, trietilamina, &cido
fosférico y alcohol bencilico.

Seleccion del Sistema Cromatogrdfico para la
Determinacion del Acidp Oléico

Inicialmente se realiz6 un ensayo utilizando una
columna LiChroCart RP-18 (120mm x 4mm) y
fases mdéviles conformadas por metanol : agua
(90:10), metanol: agua (80:20) y acetonitrilo: meta-
nol: buffer de pH 7.5 (trietilamina + H3PO4)
(50:20:30). La longitud de onda para la cuantifi-
cacién se verificé midiendo la respuesta del analito
en la fase mévil, dentro de la regién ultravioleta
(190 - 310 nm), encontrdndose¢ un méximo de
absorcién a 201nm. Una vez realizados los ensayos
para la materia prima de 4cido oleico empleada en
la fabricacién del inyectable en las condiciones
anteriormente descritas, se obtuvieron cromato-
gramas con varias sefiales, indicando la presencia
de diversos componentes en el 4cido oléico, que
pueden ser 4cidos grasos saturados o posibles
productos de descomposicién; sin embargo no se
observo resolucién de las sefiales, las que a su vez
presentaban asimetria.

Por lo anterior se procedid a cambiar las
condiciones cromatogrificas empleando una co-
lumna Free Fatty Acids HP Waters® (150mm x
3.9mm) con grupos fenilo como fase enlazada,
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tomando como guia las indicaciones de Velandia W
(3). Se ensayaron las siguientes fases mdviles:
acetonitrilo: tetrahidrofurano: agua (45:20:35), ace-
tonitrilo: agua (73:27), acetonitrilo: agua (80:20),
acetonitrilo: agua (48:52), acetonitrilo: agua (46:54)
y deteccién a 201nm.

Con el propdsito de mejorar la separacién
entre las diferentes sefiales, la asimetria y adecuar
los tiempos de retencidn especialmente para el
4cido oleico, se ensayaron programas de gradiente
de fase mévil a partir de acetonitrilo y agua. La
concentracién de 4cido oléico materia prima fue de
500 mcg/mL en una mezcla de acetonitrilo: agua
(46 : 54).

Seleccion del Sistema Cromatogrdfico para
la Determinacién de Etanolamina

Los ensayos para la seleccion del sistema
cromatogrifico se realizaron con 3 columnas
Perkin-Elmer® : OV-17 de vidrio, Apiezon L de
acero inoxidable y SE-30 de vidrio, utilizando
nitrégeno como gas de arrastre a 20 mL/min,
temperatura de la columna 160°C; temperatura del
inyector 210°C y temperatura del detector (FID)
210°C; los resultados no fueron reproducibles. En
consecuencia se procedié a la formacién de un
derivado volatil de la etanolamina para mejorar el
tiempo de retencién y la asimetria de la sefial
cromatografica. Para ello se preparé una base de
Schiff, haciendo reaccionar S00 mg de etanolamina
estandar disueltos en SmL de etanol al 96% con 1g
de benzaldehido y reflujo por treinta minutos. La
formacién del derivado se control$ utilizando
cromatografia en capa delgada y deteccién
ultravioleta; con este derivado iminico se optimizé

- el sistema cromatografico.

RESULTADOS Y DISCUSION

Optimizacion del Sistema Cromatogrdfico
por HPLC para el Acido Oléico

Los resultados obtenidos con los sistemas de

gradiente no arrojaron los resultados previstos por
lo cual se trabajo con un sistema isocritico de
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acetonitrilo: agua (46: 54). Las condiciones croma-
tograficas optimizadas se resumen en la Tabla 1.

Tabla 1. Condiciones optimizadas para la determina-
cion de dcido oléico (HPLC)

COLUMNA Free Fatty Acids Waters
FASE MOVIL Acetonitrilo-Agua (46:54)
FLUJO 1.5 mL/min
TEMPERATUTA 20°C

VOL. DE INYECCION 20 pul

DETECTOR Espectrofotométrico
LONGITUD DE ONDA 201 nm

16.81

12.15

0.85

13.77

Los cromatogramas obtenidos en estas condi-
ciones corresponden a las Figuras 1 y 2 para 4cido
oleico patrén y materia prima respectivamente.
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Figura 1. Cromatograma del estandar de acido oléi-
co bajo las condiciones optimizadas (HPLC)
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Figura 2 . Cromatograma de la materia prima de acido
oléico bajo las condiciones optimizadas (HPLC)

Como puede observarse en las Figuras 1y 2,
el sistema cromatografico presenta una adecuada
separaciéon de los diferentes 4cidos grasos que
generalmente se encuentran presentes en el acido
oleico materia prima, entre otros acido estedrico,
palmitico, linoleico y acidos grasos insaturados, in-
dicando que el método cromatogréfico es selectivo.

La idoneidad del sistema cromatografico se
verificO mediante la evaluacién de los siguientes
parametros: factor de resolucion R, factor de
capacidad k, factor de eficiencia n, indice de
selectividad a,, factor de asimetria %As. Ademads se
evalué la repetibilidad del sistema y la linealidad
del sistema cromatografico. Los resultados indi-
caron un valor de resolucién de 1.5 entre el 4cido
oleico y la sefial cromatogréfica mas cercana al
igual que factores de asimetria de 1.00 y de 1.30
para el estindar y para la materia prima res-
pectivamente.

En el ensayo de repetibilidad del sistema con
10 inyecciones de un patréon de acido oléico de
concentracion 480 mcg/ml., se encontraron coe-
ficientes de variacion de 1.19% y 1.27% para las
dreas y tiempos de retencién respectivamente,
valores que se encuentran dentro de los limites
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aceptados para la precision de métodos croma-
tograficos (4).

Al evaluar los pardmetros de regresién en el
ensayo de linealidad del sistema, se encontré un
coeficiente de correlacién r de 0.9952, el cual
cumple con el estadistico t. El andlisis de la
pendiente y del intercepto permiten establecer que
el sistema presenta regresion y que el intercepto no
es significativamente diferente de cero. La curva de
calibracién para el sistema entre 100 y 500 mcg/mL
se indica en la Figura 3. E1 ANOVA de la regresién
lineal (Tabla 2) demuestra igualmente la correla-
ci6n entre la concentracién y la respuesta y un
desvio de linealidad no significativo.
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Figura 3. Curva de Calibracién del Sistema HPLC

Tabla 2. Analisis de varian.m para la linealidad del sistema HPLC

Fuente Gl Suma de cuadrados

Cuadrado medio

F calculado F tab (0,05)

Regresion 1 1.48423E+14

1.48423E+14 2299.99 4.30

Error 22 1.4197E+12

64531967467

Desvio 2 94608375858

47304187929 0.71 3.49

Dentro 20 1.32509E+12

45215512100 1.03

Total 23 1.49843E+14

Optimizacion del Sistema Cromatogrdfico
para la Determinacion de Etanolamina

El cromatograma de la Figura 4, se obtuvo
bajo las mejores condiciones cromatograficas las
cuales se indicanse resumen en la Tabla 3

En la Figura 4 no se observan sefiales dife-
rentes a las del derivado de la etanolamina ni a las
del metilparabeno que indicaran la posible presen-
cia de otras impurezas como aminas relacionadas.

Al realizar el ensayo de repetibilidad del
sistema, se encontré que el coeficiente de variacién
de la relacion de areas para 6 inyecciones del
derivado de la etanolamina y patrén interno fue
1.25 %, lo cual establece una buena precision del
sistema, valor que se encuentra dentro de los li-
mites aceptados para métodos cromatograficos (4).
El ensayo de linealidad del sistema para el método
de cuantificacién de la amina luego de la formacién
del derivado, demostré una buena correlacién, una
pendiente significativamente diferente de ceroy un
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0.377

6.458

9.54

Figura 4. Cromatograma en fase gaseosa del derivado
de la etanolamina (6.458) y del patron interno (9.54)
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Tabla 3. Condiciones cromatograficas para la determinacién de etanolamina (CG)

COLUMNA SE 30 Perkin Elmer T DETECTOR 200 °C

FASE MOVIL Nitrégeno VOL. DE INYECCION 1pL

FLUIO 20 mi/min DETECTOR JTonizacion de llama
T COLUMNA 150 °C ESTANDAR INTERNO Metilparabeno

T INYECTOR 1200 °C MUESTRA Derivado iminico

intercepto no significativamente diferente de cero.
La Figura 5 muestra la curva de calibracién para el
derivado iminico de la etanolamina en el sistema
por cromatografia de gases, con concentraciones
entre 1.25 y 2.38 mg/mL. La prueba de t indica
convergencia al origen y el analisis de varianza un
desvio de linealidad no significativo y regresion
lineal significativa (Tabla 4).

Relacién de Areas
[+
s

y = 4.5880x — 1.0550
R2=0.9677

0 T T 1
2 3

C (mg/ml)

Figura 5. Curva de calibracion del derivado de la
etanolamina en el sistema cromatografico (CGL)

Tabla 4. Analisis de varianza para la linealidad del sistema CGL

Fuente gl Suma de cuadrados Cuadrado medio F calculado F tab (0,05)
Regresion 1 45.11944082 45.11944082 299.23 4.96
Error 10 1.507828128 0.150782813
Desvio 2 0.083986441 0.041993221 0.24 4.10
Dentro 8 1.423841687 0.177980211 1.18
Total 11 46.62726895
Conclusiones materias primas empleadas para la preparacién de

Se desarrollaron y optimizaron dos métodos
cromatograficos como parte del control de calidad
para la determinacion cuantitativa y para verificar
la pureza del Acido Oléico y de la Etanolamina,

No. 28, 1999

Oleato de Etanolamina solucién inyectable. El
primer método optimizado para el acido oléico se
llevé acabo por cromatografia liquida de alta
eficiencia (HPLC), utilizando una columna Free
Fatty Acids (Waters®), acetonitrilo: agua (46:54)
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con flujo 1.5 mL/min como fase mévil y deteccion
a 201nm. Los pardmetros de idoneidad del sistema
propuesto indican una adecuada precision y los
pardmetros de regresion demuestran que existe
linealidad del sistema. El sistema cromatografico
empleado separa convenientemente todos los com-
ponentes que se encuentran normalmente como im-
purezas en el acido oléico, lo cual podria permitir
aplicar el método para evaluar la estabilidad de la
materia prima. El segundo método permite cuan-
tificar la etanolamina utilizando su derivado imi-
nico obtenido mediante reaccion con benzaldehido.
El método se desarroll6 por cromatografia de gases
(CGL) empleando una columna SE-30, detector
FID y nitrégeno con un flujo de 20 mL/min como
gas de arrastre. Como estandar interno se utilizd
metilparabeno. El método presenta adecuada
precisién y una respuesta lineal del sistema. La
curva de calibracion es convergente al origen.

Los dos métodos analiticos desarrollados se
proponen para su aplicacién en el inyectable de
oleato de etanolamina.
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