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1. INTRODUCCION.

Es sumamente importante el papel que juegan los conservadores en la
conservacién microbiolégica de un producto farmacéutico, tanto para
la estabilidad y efectividad del mismo como para la seguridad del -
paciente; por lo cual es necesario comprobar que la concentracién -
del conservador presente en la formulacién, es la adecuada para cum
plir tales objetivos. Se requiere por lo tanto desarrollar y vali-
dar técnicas de anflisis para cuantificar los conservadores en una

formulacibén durante el desarrollo de un product® nuevo y en su pos-

terior control de calidad para su adecuada comercializacibn.

En el presente trabajo se expone el desarrollo y validacién de un -
método de anilisis por cromatograffa de liquidos de alta resolucién
(CLAR) para cuantificar los conservadores metilparabeno, propilpara
beno y alcohol bencilico en una suspensibn de acetato de prednisolo

na.

Se encuentran reportados en la literatura, varios métodos de andli-
" sis para cuantificar parabenos y alcohol bencflico en diferentes --
productos farmacéuticos, entre los cuales se encuentran métodos vo-
lumétricos, espectroscédpicos y cromatogréficos. (1,2,4,6-7,10-15,
19, 20, 22, 25-27)

Se e}igié usar CLAR porque ofrece las ventajas siguientes: selecti-
yidad 6ptima, andlisis répidos y automatizados, mayor reproducibili

dad (alta precisibn) y una adecuada exactitud.

Las substancias a separar son: alcohol bencflico, benzaldehido (con
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taminante coniin del alcohol bencilico), metilparabeno, propilparabe
no y prednisolona alcochol (contaminante del acetato de prednisolona)

ademis del estdndar interno, que en este caso e¢s el etilparabeno,

Se pensé en un método de anflisis con esténdar interno porque pro--
porciona mayor reproducibilidad ya que puede haber variaciones en -

el vollGmen de inyeccién sin que ésto origine falta de precisién.

Una vez desarrollado el éistema se procedié a validarlo estadistica
mente, lo que implicé determinar su tolerancia, linealidad y preci-
sibén, posteriormente se estudibé la especificidad a temperatura am--
biente, exactitud, linealidad y precisién del método, asi como la -
estabilidad de la muestra tratada para ser inyectada en el cromaté-

grafo.
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2. GENERALIDADES.

2.1 Productos estériles.

Son formas farmacéuticas dosificadas libres de contaminacién micro-
biana y de compuestos téxicos, que poseen una pureza excepcionalmen.
te alta; por lo cual se deben seleccionar cuidadosamente todos los
componentes y procesos involucrados en su fabricacién para eliminar

las contaminaciones de origen ffsico, quimico y microbiolégico.

El desarrollo de los productos estériles no fue posible sino hasta
después de los trabajos sobre microbiologfa de Koch y Pasteur, y de
que Chamberiand desarrollara las técnicas de esterilizacién por ai-
re caliente y vapor; més o menos al mismo tiempo Nordtmeyer desarro
liaba un filtro hecho con Kieselguhr (filtro Berkefeld) y Limousin

disefiaba una ampolleta de vidrio.

En los 1800's, Wood inventd la jeringa. En 1870, la Real Sociedad
Médica y Quirfirgica de Londres, redactéd un reporte en que estable--
cié las bases dela terapia hipodérmica y sefalé que los férmacos in
yectados bajo la piel tendrfa los mismo efectos terape(iticos que los
que se administraban oralmente, no obstante aquéllos podrfian diferir
en intensidad. El reporte sugiere que las soluciones para ser inyec

tadas debe ser claras y neutras.

En 1874, la Farmacopea Britfnica reconocié oficialmente la primera

solucién inyectable, una solucién de morfina.

En 1889, se preparb una inyeccién de ergotamina con 1% de fenol co-
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mo agente conservador. En 1905, Duffour hizo una tesis doctoral so
bre la esterilizacién de soluciones hipodérmicas. En 1911, Martin-
dale y Wynn enfatizaron la importancia de los procesos de esterili-
zacién y las técnicas asépticas para la manipulacién de los compo--

nentes en la fabricacién de inyectables. -

A mediados del siglo XX, el Dr. Seibert proporcioné pruebas de que
la fiebre después de una inyeccién, era una reaccibn causada por pro
ductos del crecimiento bacteriano que podian ser eliminados del agua
por destilacibén y del vidrio por calentamiento a temperaturas eleva
dés.

Todo ésto permitid el desarrollo de los productos estériles tal como

los encontramos en nuestros dias (9).

Los productos estériles presentan las siguientes caracter{sticas ge

nerales (16, 21):

ESTERILIDAD: Consiste en la ausencia total de microorganismos vivos.
Es el factor fundamental en la preparacién de productos de esta natu
raleza, ya que la introduccién de-microorganismos a un tejido u or-

ganismo puede causar una enfermedad o incluso la muerte.

ISOTONICIDAD: Significa que una solucién tiene la misma presién os
motica que la célula o fluidos biolégicos con que estard en contac-
to.

La isotonicidad se logra afiadiendo sales a las soluciones inyecta--
bles u oftilmicas en las cuales es un requisito. Existen férmulas
y tablas en la literatura para calcular soluciones isoténicas, asi

como métodos de control,



pH: Es un factor muy importante tanto para el producto en cuanto
a su estabilidad y efectividad, como para el paciente al que se le
administra el medicamento para evitarle molestias y dafios innecesa-
rios. Para lograr la estabilizacibén del pH se utilizan sistemas a-
mortiguadores que deben ser de baja capacidad para que no ocasionen

cambios significativos en la zona donde se aplique el producto.

CONSERVACION: Los productos farmacéuticos estériles deben ser capa
ces de evitar el crecimiento de microorganismos, por lo que es nece
sario la adicién de agentes conservadores asf{ como la eleccién de -
un envase adecuado, que no interaccione con el producto y lo aisle

perfectamente del medio. Esto es especialmente importante para los

productos contenidos en envases multidosis.

LIBRE DE PIROGENOS: Los pirbgenos son productos metabélicos de las
bacterias que producen un incremento en la temperatura corporal cuan
do se introducen a un organismo, por lo que su control es importante

en el caso de los inyectables.

Los productos estériles son en términos generales:

A. Inyectables

B. Oftélmicos .

C. Soluciones irrigantes

Los inyectables son preparaciones que se administran a un paciente
por medio de la introduccién mecdnica debajo o a través de una o mis

capas de la piel o de la membrana mucosa.-

Las inyecciones se pueden clasificar en nueve categorfas generales

de acuerdo a la ruta de administracién:



a. Intravenosa f. Intratecal
b. Subcuténea g. Intraarterial
¢. Intradérmica h. Intraraquidca

Intraperitoneal

e
.

d. Intramuscular

e. Intraespinal
Suspensiones Inyectables

Una suspensién farmacéutica puede ser definida como una dispersién
de materiales insolubles finamente divididos que se encuentran sus-

pendidos en un medio 1{quido.

Las partfculas en dispersién deben ser de una dimensién tal que no
‘puedan sedimentar répidamente en el vehfculo, o deben de ser capa--
ces de redispersarse con el minimo esfuerzo por parte del.paciente.
Asi mismo el producto debe ser f4cil de verterse y ser resistente al

ataque microbiano.
Las suspensiones presentan las siguientes ventajas:

*Pueden formar un depbsito del f4rmaco y una accibén prolongada en el
caso de las inyecciones intramusculares o una accién rﬁpida si el --

fdrmaco se absorbe répidamente.

*Es posible administrar principios activos insolubles, o bien prin-

cipios activos que sélo pueden disolverse en divciventes fisiolbgicamente i-

naceptables.
/

{

*La estabilidad fisica y -quimica de un firmaco puede ser incrementa

da al reducir el contacto interfacial entre el fdrmaco y el medio,
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cuando esti en forma de suspensién.

Los tres problemas principales de las suspensiones que deben resol-

verse con una formulacién adecuada son:

a) Adecuada dispersibn de las partfculas en el vehiculo.
b) La sedimentacibén de las particulas dispersas.
c)’ La gran aglutinacién de estas particulas en sedimento, de tal -

forma que se resista a la redispersién.

El conocimiento de los factores que influencian estos procesos per-
mite minimizar estos problemas. Estos factores son en términos ge-

nerales (17):

*Propiedades de interfase (energia libre de la superficie y carga -
eléctrica de la misma).

*Viscosidad.

*Tamafic y forma de la particula en suspensibn.

fDensidad del medio.

*Tensién superficial y fuerza iénica del medio.

Ademés del o de los principios activos, la formulacibén de las suspen

siones inyectables pueden incluir:

-Modificadores de la viscosidad.
-Agentes tensoactivos.

-Agentes floculantes o dispersante#.
-Reguladores del pH.

-Modificadores de la densidad.

-Antioxidantes.



-Agentes quelantes.

-Conservadores.

La incorporacifén de los materiales al vehiculo, se realiza en un or

den de acuerdo a las propiedades de cada uno de los ingredientes.



2.2. Conservadores.

Un conservador es aquella substancia que se adiciona a algunas pre-
paraciones para prevenir el crecimiento microbiano y la descomposi-
cién del producto, lo cual es muy importante tanto para la estabili
dad del mismo como para la seguridad del paciente al que se le admi

nistra.
El conservador ideal debe tener las siguientes caracterfsticas (16):

*Ser efectivo contra un amplio espectro de micrqorganismos.

*Ser estable fisica, quimica y microhiolégicamenfé por el tiempo de
vida de anaquel del producto.

*No debe ser téxico.

*Debe solubilizarse adecuadamente, ser compatible con los demés com
ponentes de 1la formulacién y aceptable con respecto al sabor y olor
a las concentraciones usadas.

*No debe de sensibilizar.

Los agentes conservadores se pueden clasificar en cuatro grandes --

grupos (16):

a) Acfdicos
b) Neutros
¢) Mercuriales’

d) Sales cuaternarias de amonio

La tabla siguiente enlista algunos conservadores usuales y las con-

centraciones usadas .con mayor frecuencia.



TABLA NO. 1

CLASE CONCENTRACION USUAL (%)
Acfdicos:  Femol 0.2 0.5
Clorocresol 0.05 0.1
Parabenos 0.005 0.01
Acido benzofco y sales 0.001 0.2
Acido bbrico y sales 0.5 0.2
‘ Acido sérbico y sales 0.05 0.2
Neutros: Clorobutanol 0.5
Alcohol bencilico 1.0
Alcohol B-feniletilico 0.2 1.0
Mercuriales: Timerosal. 0.001 0.1
Acetato fenilmerciirico 0.001 0.005
Nitromersol 0.001 0.1
Sales cuaternarias de amonio:
Cloruro de benzalconio 0.004 0.02 |
Cloruro de cetilpiridinio 0.01 0.02
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2,3 MONOGRAFIAS

ALCOHOL BENCILICO

Fenilcarbinol, fenilmetanol. CcH OH= 108.1. Liquido inco-
loro con un sabor ligeramente picante. P.e.= 203 - 208°C.
d= 1.043 - 1.046 g/ml. (24).

Solubilidad: BEs soluble 1/25 de agua. Miscible con alco-
hol, cloroformo, &ter, en aceites fijos y volétiles.

pH: Una solucién en agua es neutra al litmus.
Estabilidad: Las soluciones pueden ser esterilizadas en -
autoclave. Se oxida lentamente a benzaldehido y &cido ben
zoico a la exposicibn del aire. Incompatible con agentes

oxidantes. Se requiere protegerlo de la luz. (3)

Efectos Téxicos: La inyecci6n intratecal de alcohol behci

lico al 0.9% causé meningitis aséptica en perros.

Métodos de anélisis:

a) Método especificado en la USP XX: Cromatografia de ga-
ses. i

b) Espectroscopia de fluorescencia.

c) Valoracién yodométrica.

d) CLAR

USO: Analgésico y conservador. La concentracién usual es

1%.

4 3 -
Férmula Quimica: @-CH3OH
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METILPARABENO

Metilparabeno, p- hidroxibenzoate de metilo, nipagin. CgHg0y=152.1.
Polvo cristalino, fino, blanco y amargo. Produée la sensacién de --
que quema la boca y la lengua, seguido por entumecimiento. pKa=9.46;
p.£. 125 - 128°C, (24)

Solubilidades: 1/100 de agua; 1/120 de agua hirviendo; 1/3.5 de e-
tanol; 1/3 de acetona; 1/140 de cloroformo; 1/10 de é&ter; 1/3 de pro
pilénglicol; 1/140 de aceite vegetal; 1/160 de glicerol caliente; so
luble en metanol y 4lcalis; poco soluble en benceno y tetracloruro -
de carbono. '
Estabilidad: Se hidroliza catal{ticamente en presencia de Acidos y
bases, ademis es incompatible con las sales de hierro. EI pH de mi-
xima estabilidad es 4, por lo cual se utiliza en un intervalo de pH

de 3 -9,

El metilparabeno se hidroliza produciendo 4cido p-hidroxibenzoico y

metanol (3):

CBHBOS + 7{20 -—-—-——0073603 + CHJOﬂ

La reaccibn es de primer orden con respecto a la concentracién de és-

ter.
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Otrog datos: La velocidad de hidrSlisis del metilparabeno se incre-

menta ligeramente al aumentar la fuerza iénica.

La actividad antimicrobiana se reduce de un 75 a un 100% en la pre--
sencia de silicato de magnesio y aluminio al 1%, talco, polisorbato

80 y trisilicato de magnesio (18 ).

Algunos plésticos como el nylon 6 absorben al metilparabeno y al pro
pilparabeno disminuyendo su actividad antimicrobiana contra Aspergi-

11lus niger, Klebsiella aer6genes y Pseudomona aeruginosa ( 18 ).

Métodos de Anflisis:

a) Método oficial (Farmacopea Nacional): Valoracién residual con ci
do sulffirico, usando como indicador el azul de bromotimol S.I. Se -
compara con el color de una solucién amortiguadora de fosfatos pH --
6.6 que contiene la misma cantidad de conservador.

b) Método especificado en ia USP XX: Cromatograffa de gases.

c) Espectroscopia U.V.

d) Cromatografia en capa fina.

e) Resonancia Magnética nuclear.

f) Método bromométrico, previa hidrélisis

g) CLAR.

Usos: Se utiliza como conservador en concentraciones de 0.05-0.25%.

Se usa en combinacién con otros parabenos como el butil- y etilpara-.

beno en medicamentos para el tratamiento de faringitis.

Férmula Quimica:
10 .@_cooca3
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PROPILPARABENO

Propilparabeno, p-hidroxibenzoato de propilo, Nipasol. C10H1203=180.
Polvo cristalino, blanco, inodoro, sin sabor o con un sabor muy lige-
ro. p.f.: 95 - 98°c (24).

Solubilidades: Soluble 1/2500 de agua fria; 1/400 de agua caliente;-
1/3.5 de etanol; 1/3 de acetona; 1/4 de cloroformo; 1/3 de éter; ----
1/140 de glicerol; 1/6 de propilénglicol; 1/140 de aceites fijos; so-
luble en metanol; ficilmente soluble en soluciones alcalinas.
Estabilidad: Incompatible con 4lcalis y sales de hierro. Sufre catd

lisis Acida y bdsica. Bl pH de mAxima estabilidad est4 entre 4 y §.

El propilparabeno se hidroliza produciendo &cido p-hidroxibenzoico y

propanol:

C 0 + H,0

101112 3 2 C7H603 + C,H,0H

37

La reaccibén es de primer orden con respecto a la concentracién del --
éster (3).

Otros datos: Se ha encontrado que el propilparabeno y el metilparabe
no se unen a la macromolécula cetomacrogol mediante enlaces no cova--
lentes. Se cree que la especie unida es inefectiva como agente con--
servador ( 18).

Métodos de An4lisis:

a) Método oficial (Farmacopea Nacional): Valoracién residual con §
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-cido sulffirico.

b) Método especificado en la USP XX:F Cromatografia de gases.

c) Espectroscopia U.V.

d) Cromatografia en capa fina. -

e) Resonancia magnética nuclear.

f) Método bromométrico, previa hidrélisis.

g) CLAR.

USOS:  Se utiliza como conservador en concentraciones de 0.05 - 0.25%

sblo o en compaiifa de otros parabenos.

Férmula Quimica:

ol

COOC3H7



2.4 CROMATOGRAFIA

La solucién de numerosos problemas que se presentan en los campos de
la quimica pura y aplicada (estudios de metabolitos y mecanismos de
reaccibén, preparacién de compuestos orgénicos nuevos, control de ca-
lidad, etc.), esté supeditada al aislamiento e identificacién de cier
tas especies orgénicas o inorgénicas existentes en una mezcla. El -
proceso normal de anflisis consiste en separar los productos deseados
para proceder a continuacién a su identificacién por medio de reac--

ciones quimicas o midiendo ciertas propiedades fisicas.

Los Gltimos afios han conocido el auge espectacular de los métodos f{
sicos de identificacién tales como la espectrofotometria ultraviole-
ta, visible e infraroja; espectrometria de masas y de resonancia mag
nética nuclear; polarimetrfa; polarografia, etc. El mayor inconve--
niente de estas técnicas estriba en que la sustancia a identificar -
debe poseer cierto grado dp pureza para que el método resulte efecti
vo.

Los procedimientos clésicos de separacién (destilacién, cristaliza--
cién, etc.) pueden conducirnos, tras laboriosas operaciones, a pro--
ductos con un alto grado de pureza, pero en general, nos dan poca in
formacién acerca de la ﬁaturaleza de tales sustancias. Estos proce-
dimientos han sido desplazados en gran parte por los distintos tipos
de cromatografia, més simples y rédpidos en su realizacién préctica y
en general, de un poder separador m4l alto. Incluso la idea que nos
pueden dar acerca de la naturaleza de cada componente de la mezcla -

puede ser bastante orientadora en algunos tipos de cromatograffa.
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2,4,1 Bl proceso cromatogréfico:

El principio comfin a todas las técnicas cromatogrificas es el siguiénte: un
fluido (fase mévil) circula a través de una fase estacionaria (sblida o 14i-
quida).

Cuando una mezcla de sustancias se introduce en el sistema, se produce una
serie de equilibrios de distribucién entre las dos fases, generalmente de -
magnitud diferente para cada componente de la mezcla, por lo cual cada uno
de ellos se desplazaré con velocidad diferente a lo largo del sistema.

Las sustancias deben ser solubles en la fase mbvil y seglin sea el tipo de -
interaccibn con la fase estacionaria, podemos clasificar el proceso de la -
manera siguiente (8, 15, 23, 28 y 29):

1. ADSORCION

2. INTERCAMBIO .IONICO

3. FILTRACION SOBRE GELES POROSOS

4. REPARTO

Existen 3 formas de desarrollar el proceso:

a) Elucibn
b) Anilisis frontal
c) Desplazamiento

E1 método que se usa con mayor frecuencia en estos tipos de cromatografia,
gases o liquido, es la elucibn. En este caso se introduce una porcibén peque
fia de 1a muestra a la fase mbvil, gas o liquido, la muestra viaja a través
de la columna, los componentes dentro de la columna comienzan a separarse -
uno de otro en bandas diferentes. Finalmente las bandas eluyen al final de
la columa y son medidos poi' un detector.

En la figura siguiente se muestra un cromatograma de elucién:

17



= tiempo de retencién
w= amplitud de la banda

in.

Wi It
0T 2] 3 &

Hay dos constantes que describen la distribucién de un componente de la mues
tra entre las fases estacionaria y mbvil (23, 29), el coeficiente de parti--
cibn o distribucién (K ), que relaciona la concentracifn de la muestra (X)en
las dos fases:

K= Concentracién en la fase estacionaria = Xx
Concentracién en la fase mévil (X)m

y la relacibndeparticién o distribucién (k'), conocida como factor de capa-
cidad es un término mhs conveniente porque representa la relacién de cantida
des o moles de la muestra (M) en las dos fases. Se define como sigue: '

k' = Cantidad en la fase estacionaria/Cantidad en la fase mévil = Ms/Mm
k' se puede relacionar ficilmente con K, puesto que la cantidad es igual ala
concentracién por el volumen. k' puede ser escrito:

k' = X)s Vs/(X)mVm o k' =K Vs/Vm

La relacién de particién es caracteristica para una columa dada, ya que se
incluyen los volfmenes de la fase,

Las propiedades del sistema de separacibn se definen por la selectividad -
(a-1), siendo  1la retencién relativa y la relacién de los factores de ca-
pacidad k' de dos sustancias:

oc=ky/kj = tpo Ity @=ky / k] = tpy / tpy = o %

18



lLa calidad de una separacién viene caracterizada por la resolucién Rs entre dos
sustancias de una mezcla, que se puede calcular a partir de los tiempos de re--
tencibn tl'l y la anchura de los picos W medida en la base entre las tangentes
del punto de inflexibn:

Rs=2(t§2-tﬁ1)/w2+w1

El nfmero de platos tebricos N es una medida de la eficiencia de la columa, -
indica la importancia relativa de los fenfmenos que provocan la dispersién de
la banda respecto a la retencién del compuesto. A continuacién se enlistan al-
gunos factores que afectan a N:

1. E1 tamafio de particula
2. La distribucién de los tamafios de particula
3. La forma de dichas particulas

El n@mero de platos tebricos se puede calcular mediante la ecuacién siguiente:
2
Ne 16 (ty /W)

La altura del plato tebrico (H) se calcula como sigue a partir del cromatogra-
ma:
He LN =L (W/t)? /16 donde L= longitud de la columa.

El nfmero de platos tebricos, es inversamente proporcional a la altura del pla
to:

N=L/H

y estd relacionado con el nfimero de platos efectivos ( Nogg) @ través de los

factores de capacidad (k') :
2

X 3. N
Neffn[ k' + 1 ]
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y también por medio del tiempo de retencién reducido mediante la siguiente ex-
precién:

Nogg 16 ( th / W)?

A partir de las magnitudes «, k' y N se puede deducir una ecuacién fundamental
cuantitativa para la resoluci6n Rs. Esta relacién es de tipo general y vale pa
ra cualquier técnica cromatogfafica., Sirve como fundamento para la eleccibn de
los sistemas de separacibn (28):

: T - }
Rs = & & 1 k . (Np) donde N,= nfimero de platos teb-
4 * k'+1
1

1
ricos para el segundo --
9 3 componente.

Esta ecuacibn expresa la resolucibn en témminos de selectividad (1), capacidad
o retencibn (2) y de la eficiencia de 1a columa 3).

El efecto de o en Rs esth determinado por el témmino 1, el cual debe ser los -
mis grande posible., Si o aumenta, Rs también aumenta y los tR disminuyen. Pa
ra ello se pueden efectuar algunas modificaciones:

1. Cambiar laAcomposici6n de 1la fase mbvil

2. Cambiar el pH de la fase mbvil

3. Cambiar la composicién de la fase estacionaria

4, Cambiar la temperatura de la columa (aumentar o disminuir)

5. Recurrir a algln efecto quimico especial (equilibrios secundarios ej. impreg-
nar el relleno de la columa con el ién plata),

El término 2 incluye el factor de capacidad k'; su efecto en la resolucibn se -
puede apreciar en la grifica No. 0. Rs puede aumentar su valor ripidamente si

k' £ 1, si k' 5, Rs aumenta muy poco. Si k' es demasiado grande (2> 10}, --
los tiempos de retencibn son muy grandes y las bandas resultan dispersas por lo
cual su deteccibn y cuantificacibn llega a ser dificil. El rango éptimos de k'

en términos de resolucién, tiempos de retencibn y deteccién de las bandas es

I‘ .
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Los valores de k' son controlados por la fuerza del disolvente.

El intervalo de valores de k' que proporciona una eficiencia 6ptima de
la columa es 1< Kk'< 5 (23). .

Si se tiene una mezcla en que las substancias a analizar tienen valores
de k' que difieren mucho entre si y no pueden eluir con una k' en el --
rango 6ptimo, se requiere usar un gradiente de elucién.

La eficiencia de la separacién estd medido por N (término 3). Se requie
re aumentar 4 veces el valor de N para duplicar el valor de Rs. N puede
incrementarse si:

1. Se aumenta la longitud de la columa
2. Se disminuye el flujo 'de la fase mdvil
3. Se aumenta la temperatura de la columna,

Tomando en cuanta que N= L/H, se tiene que aumentar 4 veces el tamafio de

la columma para duplicar el valor de Rs, lo cual no es préctico ya que la
presién aumenta demasiado y los tR también. Las opciones mis usuales son

la 2y la 3,

K' o - 1
1353 e«
1.0 : 1.0
a,5 a5
s 10 K T 1™

Gréfica No. 0
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2.4.2, CROMATOGRAFIA DE LIQUIDOS DE ALTA RESOLUCION.

La cromatografia de 1{quidos de alta resolucibén (CLAR o HPLC), cs dec
especial importancia entre los métodos analiticos modernos. Mien---
tras en un principio HPLC significaba '"High Pressure Liquid Chromato
graphy" (cromatograffa de 1iquidos de alta presién), hoy el mundo es
peciélizado entiende por HPLC més bien el término de CLAR (cromato--
grafia 1iquida de alta eficiencia o alta resolucién) debido a que la
alta presién a la que se trabaja no es el Gnico factor que determina
las caracteristicas de este método ya que la cuantificacién, reprodu
cibilidad y simplificidad se asocian con la nueva instrumentacibn, -

producto del avance tecnolégico.

Dado el répido desarrollo en los afios pasados CLAR representa hoy un

procedimiento estdndar eficaz de an4lisis moderno.

La calidad de los materiales de los rellenos de columnas preparadas

y las condiciones instrumentales posibilitan:

* Selectividad Sptima

* Tiempe de andlisis corto

* (Gran sensibilidad

* Mayor reproducibilidad

* Deteccién continua cuantitativa

* Puede alcanzar una precisién mayor de ¥ 0.5%.

es importante elegir la forma éorrcctn para cl desarrollo del anfli-
sis. A continuacibn se muestra la tabla No. 2 que sc pucde emplear

para tal fin.
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TABLA No. 2
PROPIEDADES JE LA MUESTRA  TIPO DE CROMATROGRAFIA

———e di’erencia

en n.m. 10% CEM
soluble en disolventes
orgénicos
Fase normal
Fuertemente
polar (soluble
Otras e Ol Fase veversa
Diferencias
No polar (solu
téllglen heptano N
, ) ALSORCION
F’ PM<2000 5 Fase normal
Diferencias INTERCAMBIO
catiénicas IONICO
Intercambio ca-
Electrolitos tibnico
Diferencias Intercambio ani6
aniénicas nico
Soluble en
= Agua
L ) Azucares, poll FASE ESPECIALMEN
No Electrolitos oles TE UNIDA
Ctros
Soluble en desolventes CEM
orginicos
-~ PM>2000
Soluble en agua CEM aquosa

EMPAQUE

malla de po-
liestireno

grupos -CN o
- unidos a
1a §{1ice

Cig

S{lica

resina de intercam
bio ibnico

resina de intercam

bio iénico

sflica

sflica

siliea

FASE MOVIL

.disolventes orgénicos de .

baja viscosidad (THF, tolueno)

CHyQN, H,0,GiC1, heptano

Comenzar con MeCH y adicionar
agua hasta que se alcance la
fuerza del disolvente de la -
derecha

Gradiente programado desde
n-heptane hasta mSCN

Buffers 0.01 M pH 3.0-7.5.Puerza
muy iénica y pH para alcanzar la
separacién

Comenzar con agua. Adicionar
CH.,’(N 0 McOH para producir reso
1utibn

Agua

Solventes orgénicos de baja vis
cosidad (THF, tolucno)

Agua



La CLAR se caracteriza por:
* Columnas de difmetro pequefio (2.2 - 4.6 mm), longitud de 10 a 50 cm .

* Introduccién precisa de la juestra sin necesidad de usar voltmnes
grandes.

* Detectores continuos especiales, capaces de operar a caudales muy -
bajos y detectar cantidades muy pequefias.

* Andlisis répidos
* Alta resolucién e

* Instrumentos normalizados y automatizados.

2.4.3. INSTRUMENTACION

La instrumentacién requerida para CLAR es relativamente simple, los -
componentes se enlistan a continuacién:

* Depbsito de la fase mbvil
* Sistema de inyeccifn de la muestra
* Columa
* Detector

* Registrados y procesador de datos

DEPQSITO —————— BOMBA DE —————s INVECTOR ———————+ COLUMNA
PRESION

REGISTRADOR ¢——— MEDIDOR #—————COLECTOR e¢~————— DETECTOR
DE FLUJO DE FRACCIO
NES

COLUMNAS: Es la parte del cromatfgrafo que mis nos interesa puesto que
la resolucién de los picos en un sistema cromatogrifico esté determina

da por la separacién lograda en la columna.
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La fase estacionaria debe ser témicamenté estable y quimicamente i-
nerte con la fase mévil y con los solutos. La velocidad de la sépa-
racién depende en gran parte del empaque de 1la columa.

Los requerimientos para los materiales de empaque de las columas em

pleadas en CLAR incluyen:

1. Grandes superficies de contacto.
2, Una capa fina de adsorbente uniformente destribuida.

3. Superficies con estructuras abiertas, que sean de fécil acceso -
para la fase mévil.

4, Estabilidad.
5. Dificultad para ser comprimidos por presiones altas.,

6. Dificultad para ser desequilibrados por velocidades de flujo al-
tas.

Los materiaies de relleno de cqlumnas pueden ser b4sicamente de dos’

tipos:

a) Gel de silice

b)  Geles de silice modificados quimicamente en la superficie con --
grupos orgénicos diferentes y por lo tanto con comportamiento de
selectividad especifico.

c) Oxido de aluminio

Existen diferentes tipos de adsorbentes en los que las particulas del
material de relleno puede ser irregular o esférico; totalmente poroso
o superficialmente poroso. El tamafio de particula puede variar de 5

a 15 gm, lo cual es importante, ya que de ello depende el drea de con

tacto.
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Las gels de silice modificadas quimicamente en la superficie se encuen

tran unidas con grupos funcionales como Cyg» fenil, amino y ciano.

Existen empaques especiales para anflisis de carbohidratos, triglicéri

dos y &cidos graéos

Para cromatografia de intercambio ifnico, existen columnas con fases -

unidas que permiten intercambio de aniones, cationes y aniones débiles

Las columas pueden tener diferentes longitudes y difmetros dependien-

do de la aplicacién que se les dé (23). En la tabla siguiente se mues-

tran algunos rellenos de columnas y sus aplicaciones:

~fah. 3 RELLENOS DE_COLUMNA (FASES ESTAGIONARIAS) Y FASES MOVILES MAS HABITUALES
TIPO FASE ESTACIONARIA FUNCIONALIZACION FASES MOVILES APLICACIONES
Eteres, esteres, por=
§ Gel de s{lics - }; -0 - ?_ g:gﬂig,aﬁigrot'om, firinas, micotoxinas,
g prop vitaninas liposolubles
-]
0 AltGmina Al - O -~ AL Hexano, cloroformo
. 2 1sop:o:'mnol ' | Aminas
_ Hexano, cloroformo Azficares, estercides,
’é‘ Amino NHy uopro;':anol ! nitroderivados
o - Hexane, clorofocmo, | Nitroderivades,
: u: Ciano cN isoprapanol aminofcidos
E § Diol Glicidoxietil- - Agua, Na HPO, 0.1 ¥ Proteinas, péptidos,
° r-—-] g metoxisilano tensioactivos acuosos
-
- Agua, acetonitrilo, | Aminas, fenoles, vita-
E < § Rp-2 Dimatilsilano matanol minas hidrosolubles
d ﬁ RP-8 L Agua, acetonitrilo Catecolaninas, este~
g‘ f‘. c-3 ! Octilsilano metanol ! roidas, aceitt’u esen~
z ciales
5 RE-18 ’ Agua, acetonitrilo, | Analg&sicos, ftalatos,
= ons ’ Octadecilsilano matanol aromdticos polinucle~
. - ares -
§ E"“:"‘?b“:g; J Actdo sulf6nico. |[Na HPO, 0,91-0,1 M |vitaminas hidrosolubles
Z uerte decationes purinas, aminc&cidos,
= nuclebsidos
E Intercambiador .
§ fuerte de aniones)! Amonio cuatexnarie SHZHPO‘ €,01-0.1 M Nuclebtidos
Intercambiador
i [d&bil de anicnes ] -XKH H,PO, 0,01-0,05 M Colorantes ccnestibles,
2 354 -
a carbchidratos
el acuoso Divinilbenceno Aqua Protefras, péptidos,'
sulfonade 9 arlcares.
FS el orgénico Divinilbenceno Cloroformo, THF Polizeros, gonag
e ¢
(1]
2 Sflice da poro ‘THF, alcoholes, Bolfneros, compuesios
g controlado Gel de silice agua i biolésicos
1
:i::iglggcmm. vidrio poroso Ef_f; alcoholes Cempuestos biolbuicos,
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En CL de reparto, se pueden distinguir dos grupos: -~

1. Cromatografia de fase normal y
2. Cromatografia de fase inversa.

En la figura siguiente se representar estos procesos, asi como el orden
de elucién de los distintos componentes de la muestra en funcibn de sus
polaridades. ’

En el proceso de reparto cromatogrifico de fase normal, el 1liquido esta
cionario es polar y el mbvil es no polar y se emplea generalmente para
separar compuestos altamente polares (23):

i}' 1 Ilustracién grdfica de la cromatografia
liquida en fase normal y en fase inversa. Los circu-
los representan los tipos de compuestos presentes en
la muestra y su posieién relativa en la direccién

del flujo de la fase mdvil indica su orden de alucidn.
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CROMATOGRAFIA DE FASE ENLAZADA

La ventaja principal que ofrcce la cromatograia de fase cnlazada es -
que los rellenos de las columnas son mis estables que los usados en -
cromatografia liquido - liquido ya quc la fase estacionaria estf unida
quimicamente al soporte y no puede ser removida facilmente durante su

uso. Con este tipo de rellenos es posible usar disolventes dentro de -
un intervalo de pH de 2 a 8.5. Algunos materiales dc relleno pueden so
portar temperaturas mayores a los 80°, aunque se usan generalmente --

temperaturas entre T.A. y 60° C.

Este tipo de cromatografia es adecuada para analizar mucstras que con-
tienen componentes con factores de capacidad que varian en una gran --
proporcidn, por lo cual requieren gradiente de elucibén para su anfli--
sis por cromatografia de liquidos.

Existe una amplia variedad de rellenos de fase enlazada a diferente -

grupos funcionales que permite llevar a cabo cromatografia de fase --

normal y fase inversa.

Encromatografia de fase normal se usan rellenos polares de la misma -
manera que los adsorbentes para cromatografia 1iquido-sélido (ej. si-
lica). Es posible efectuar separaciones de muestras que conticnen -
substancias de polaridad moderada a polaridad fuertc mediante el uso
de rellenos no polares { ejem. Cg 6 Cjg) eon conjuncién con fases
mbviles acuosas polarcs para separar una varicdad amplia de solutos --
menos polares,

Los compuestos de cardcter iénico se pueden separar mediante la croma-
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toprafia de pares ibnicos.
la cromatografia de fasc enluzada es particularmente Gtil para scparar
componentcs que ticnen pesos moleculares diferentes (ej. homblogos), -

siempre y cuando el peso molecular sea menor a 3000,

El mecanismo de retencibn no ha sido establecido definitivamente. Se -
propone que las moléculas de la muestra se adsorben en la superficie -
de la cubierta orglinica la cual cubre la silica o bien que las molécu-
las de la muecstra se¢ absorben dentro de una fase "liquida" definida --
por ia cubierta orghnica y las moléculas asociadas a la fase mbvil,

En el caso de un mecanismo de adsorcidn se supone que las moléculas de
la muestra y el solvente compiten por un lugar en la superficie orgﬁni
ca. Se ha sugerido que los sustituyentes dimetilalquilo en los relle--
nos de fase inversa, pueden actuar como cristales liquidos formando -
una fase 1iquida ordenada. Otra sugerencia es que la cubierta orgini-
ca embebe ciertos componentes de la fase.mévil para formar una fase es

tacionaria 1iquida convencional.
Es conveniente considerar a la fase orginica enlazada como si fuera e-
quivalente a una fase liquida sostenida mecanicamente a una fase sb1i-

da (23).

Eleccién de 1a fase mbvil: Los valores de k' para los sclutos sc con--

trolan generalmente cambiando la {uerza eluyente de la fase mbvil, o -
bien variando la fase estacionaria.
la combinacifn de la fase mbvil y estacionaria controlan el rango total

de los valores de k' del soluto para un sistema particular de CLAR,
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La fase mbvil se puede variar sistemiticamente para optimizar los factores
de separacién.

Otro factor que hay que tomar en cuenta es la selectividad del disolvente,la
cual esti dada por sus caracteristicas quimicas ( momento dipolo, aceptores
de electrones o donadores de electrones), La fuerza del disolvente es contro
lada mediante P' (polaridad de Snyder). El valor de P' varia entre -2 y 10.2,
entre mayor sea este valor, mayor serf la polaridad del disolvente,

Al aumentar P' en cromatografia de fase normal, aumenta la fuerza de la fase
mbvil y disminuyen los factores de capacidad k' de los componentes de la --
muestra. La ecuacibn siguiente muestra la relacibén entre k' y P'

K (P! - Py /2
2 10 1 2)

Donde ki Yy ké son los valores inicial y final de k' para un compuesto dado
YPR{Y Pé se refieren a los valores inicial y final de P'.

Las fase mbviles usadas en este tipo de cromatografia, estén constituidas --
por mezclas de disolventes hidrocarbonados como hexano, heptano o isococtano
y cantidades pequefias de otro de mayor polaridad.

La fuerza de la fase mbvil se puede modificar variando la concentracién del
disolvente mis polar,

Para cromatografia de fase inversa se tiene:

ké (Pé-Pi)/Z
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Las fases mbviles usadas en fase inversa estan usualmente constituidas por agua
a la cual se le adiciona concentraciones variables de disolventes ergénicos mis
cibles como MeOH, CH(CN, THF, etc. '

Otra alternativa para ambas clases de cromatografia es el uso de fases terna---
rias o incluso cuaternarias.

El pH puede cambiar la selectividad de la separacién para solutos ionizados o -
ionizables, puesto que las moléculas cargadas se distribuyen preferentemente en
la fase acuosa o en la mas polar, por lo cual es posible controlar el coleo de
los picos amortiguando la fase mbvil, o bien adicionando pequefias contidades de
fcidos minerales (acético, fosfbrico, etc).

En ciertas ocasiones se adicionan algunas sales a la fase mévil en cromatografia
de fase inversa para variar el tiempo de retencibn del soluto, la selectividad
o bien mejorar 1la simetria de pico. Esto es el resultado de otros equilibrios -
que se presentan del tipo &cido-base (carbonato de amonio), complejacién (nitra
to de plata) o formacibn de pares ionicos (nitrato de tetrabutil amonio) .



2.5, DESARROLLO DE UN METCDO ANALITICO POR CLAR:

Para el desarrbllo de wn método analitico por CLAR generalmente se -
siguen una serie de pasos, entre 1os cuales se encuentran:

1. Investigacién bibliogréfica

2. Investigacién de propiedades fisicas y quimicas de las sustancias
a separar: '

- peso molecular

solubilidad

espectros de absorcién visible y U.V.

polaridad

- naturaleza quimica (4cido, base, sal, amina, etc.)

1

coeficiente de particién

estabilidad

propiedades electroquimicas

- fndice de refraccifn, etc.

3. Seleccién del tipo de CLAR en base a la investigacién anterior.
4. Seleccién del detector

5. Desarrollo del sistema con el fin de:

'

obtener tiempos de retencién cortos.
- evitar presiones elevadas que puedan dafiar la columa y el equipo.

- obtener factores de resolucién mayores de dos.

'

obtener un método con una tolerancia adecuada.

- obtener un método de costo aceptable.
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6. Preparacifn de la mucstra
7. Procedimiento de validacién estadistica
8. Comparacién de resultados contra los obtenidos por métodbs ya esta

blecidos.

2.6 VALIDACION DE METODOS ANALITICOS.

El término de validacién se puede definir como la detemminacién del -
grado de valor de un proceso y se puede tomar como significado alter-
nativo el "hacer vAlido" un proceso, en el sentido de producir el re-
sultado deseado.

El objetivo de una validacifn es demostrar estad{sticamente que el mé
todo es preciso, exacto y especifico.

La forma de validar un método analitico depende de la apliéacién que
se le va a dar (control de calidad, estudios de estabilidad o anfli--
sis'de proceso), de los requerimientos gubernamentales, y desde luego
del criterio de la persona que la realiza.

A continuacién se propone una guia para validar métodos analfticos:

I. Linealidad del sistema: debe demostrarse que la relacién entre -
la concentracién dgl estandard y la respuesta del detector sigue una
relacién mtemé_tica definida y constante. Se busca que 1a funcifn sea
lineal. A

Se le 1lama linealidad, al grado en el que la curva de calibracién a-
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nalitica se aproxima a la funcién matemitica, o al grado en que la -
sensibilidad es constante., Cuando se determina la linealidad se de-

be especificar:

a) la sensibilidad del sistema: es igual a la pendiente de la curva
de calibracién analftica expresada como la relacién del cambio de la
sefial al cambio de concentracién de la sustancia analizada.

b) rango analftico: indica la concentracién mis alta y la mds baja

de la sustancia, que se ajusta a la funcién matemitica que relaciona
1a respuesta del detector con la concentracién, o el range de concen

traciones en que se estudid esta respuesta.

La curva de calibracién se determina por anilisis duplicados de estan

dares, usualmente en concentraciones que varfan entre el 60 y 140% -
del valor esperado en la muestra.

La curva resultante se debe presentar con los datos obtenidos y con
el valor del coeficiente de corrclacidn (v). Cuanto mds cercano a la
unidad se encuentra el valor de "r" mis lineal serd el método. Tam-

bién se busca que el intercepto al origen tienda a 0.

II. Precisién: grado de concordancia mutua entre los resultados ab

tenidos en una serie de ensayos. Se expresa como la desviacibn es--

tandard o bien como la desviacién estandard relativa o coeficiente de

variacién (DER}:

DER = 100 DE/X DER = desviacién estandard relativa
DE = desviacién estandard
x = media
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La precisién del sistema se demuestra analizando un cierto nimero de
veces la misma solucibn estandard. Los experimentos se evaluan a un
nivel de significancia &=0.05 que equivale a DER=2% .

La precisién de un método se expresa como la concordancia obtenida -
entre las determinaciones independientes realizadas por un solo ana-
lists, usando los mismos aparatos y técnicas y como la concordancia
obtenida entre determinaciones efectuadas por diferentes analistas -

cn diferentes dfas o en diferentes laboratorios, utilizando diferen-

tes equipos.

I1I. Bspecificidad (selectividad): es el grado en el cual la medi-
cibn es debida solo a la sustancia a ser determinada y no a otra u -
otras sustancias que pueden estar presentes cn e; material sujeto a
anilisis dependiendo de la aplicacién del método se requeriri mayor
o menor grado de especificidad, por ejemplo, en un método indicativo

de estabilidad se requerird separar y determinar los productos de de
gradacibn del activo y/o los excipientes,

IV. Exactitud (1lamado sesgo): es la cbncordancia entre un valof ex
périmental determinado y el valor de referencia aceptado. Si el mé-.
todo, estadisticamente no ticne sesgo, entonces-es exacto.

Cuando no es asi, se hacen pruebas repetidas para establecer la mag-
nitud del sesgo, y se utiliza como un factor de correccién, sino pue
de ser eliminado.

La exactitdd del método se puede demostrar mediante dos experimientos.

a) Efecto placcho: es la exactitud de un método cxpresado como 1la --
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concordancia obtenida entre determinaciones independientes realizadas
por un solo analista en muestras preparadas con la misma cantidad de
placebo, afiadiendo diferente cantidades de una solucién estandard de
1a sustancia que se va a determinar a diferentes concentraciones que
varian en wn intervalo del 60 al 140% del nivel normal de anflisis.
b) Linealidad del método: se lleva a cabp analizando muestras de -
diferente tamafio (del 60 al 140% con respecto a lo estipulado en el
método analitico).

BEste experimente indica el efecto que puede tener la presencia de las
sustancias auxiliares en la formulacién (excipientes o vehiculos)_. --
cuando en alguna ocasién se modifica la cantidad de muestra empleada
para el anilisis, o cuando ha habido un error en la manufactura del -

producto.

V. Comparacién de métodos: cuando se proponen métodos nuevos para -
teemplazar los que ya estén establecidos, se lleva a cabo la compara-
cién de ellos, utilizando los parfmetros mencionados: exactitud, pre
cisién, determinados de la forma descrita.

El método propuesto no necesita ser estadisticamente identico al méto
do establecido, siempre y cuando cumpla con todos los requerimientos
de validacibn necesarios.

Para efectuar este reemplazo se deben considerar otros factores adi--
cionales: costo, facilidad de implementacién, disponibilidad de equi
po, personal capacitado, etc.

VI. Eétabilidad de la muestra: este experimento tiene por objeto -
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estudiar la estabilidad de la muestra lista para ser inyectada en cl
cromatbgrafo, ya que en algunas ocasiones no es posible llevar a ca-
bo el ané_lisis el mismo dia en que se prepard la nuestra. Se lleva
a cabo analizando la muestra el mismo dfa de su preparacién asf como
siete dfas después, conservéndola a temperatura ambiente y en refri-
gemcién. A partir de los datos obtenidos se puede establecer el --
tién\pO en que es posible inyectar dicha muestra sin alterar los re--

sultados.

VII. Tolerancia: una vez establecido los parimetros criticos, es -
necesario conocer el efecto de su variacién en los resultados. Es--
tos parémetros pueden ser relacién de solventes en la fase mbvil, --

cambio de una columa vieja por una nueva o viceversa, flujo, etc.
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3. PARTE EXPERIMENTAL



3.1 DESARROLIO DEL SISTEMA-

Los sistemas mis usuales en CLAR para cuantificar parabenos, usan co
lumas de fase inversa y fases moviles constituidas por MeOH /HZO y
CHSCN /HZO en diferentes proporciones (1,2,6,10,12-15,19,20,22,25,27)
El objetivo de este trabajo fue desarrollar un sistema que permita -
cuantificar metilparabeno (MP), propilparabeno (PP) y alcohol benci-
lico (AB) en la misma inyeccién. En las muestras se espera encon--
trar la presencia de benzaldehido (BZ) y prednisolona alcohol (PA),-
como elementos contaminantes o como productos de degradacién del al-

cohol bencilico y el acetato de prednisolona respectivamente.

El metilparabeno se encuentra en una @ncentracién 1.80 mg. /ml. y -
el alcohol bencilico en una concentracién de 9.0 mg /ml.
Inicialmente se probaron las columnas jJI-Bondapak C18 y M-Bondapak CM
y fases moviles que contenfan MeOH /HZD Yy CH3CN /HZO en un intervalo
de 30 a 60% de fase orgénica. -

En el caso de la columa Cig se obtuvieron los mejores resultados u-
tilizando las fases moviles MeOH /HZO 50:50 y CHyON /H20 35:65 sin -
embargo en el primer caso no se resuelve el benzaldehido ni la pred-
nisolona alcohol y en el segundo caso no se resuelve la prednisolona
alcohol, ya que tiene el mismo tiempo de retencién que el metilpara-
beno. '
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Finalmente se prob 1a columna JI-Bondapak fenil. Se experimenté con
fases binarias constitufdas por MeOH /HZO, EtOH/HZO y CHyON /H,0 en
un intervalo de un 30 a un 60% fase orgénica. '

Se estudib el efecto del pH en la separaciones de los componentes de
la muestra, para lo cual se probaron soluciones amortiguadoras de --
fosfatos y acetatos en una concentracifn 0.01 M. Se encontré que ca
si no se afectan los factores de resolucién pero que si mejora la --
forma de los picos, sobre todo el picec correspondiente al propilpara
beno (PP). _

El mejor resultado se obtuvo con MeOH /solucibn amortiguadora de ace

tatos 0.01 M 31:69 y como estandard interno el etilparabeno (EP).

El sistema pmpueéto, que se muestra en la tabla No. 4 , se le estu
dié su tolerancia. Es importante conocer este pardmetro, ya que los
tiempos de retencién de una sustancia son afectados al variar la pro
porcién de la fase mbvil. En la tabla No. 5 se muestra el efecto de
las diferentes proporciones de la fase mbvil en los factores de reso
lucién de los picos y en los tiempos de retencién de los compuestos
(tolerancia del sistema).
En los resultados se aprecia que al incrementar la proporcién de fa-
se orginica disminuyen los tiempos de retencién as{ como los facto--
res de resolucién entre los diferentes picos.
En base a los resultados obtenidos se puede apreciar que nuestro sis
tema es tolerante a pequefios cambios en la composicién de 1la fase m§
vil en el punto central (31:69).
Una vez desarrollado el sistema, se procedi6 a la validacién estadfs
tica del mismo, en el que se demuestra precisifn, exactitud y especi
ficidad. '
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PARAMETROS INSTRUMENTALES

TABLA No, 4

1, INSTRUMENTOS: CROMATOGRAFO DE LIQUIDOS

2. COLUMNA: ‘ U BONDAPAK FENITL 30 cM X 3.9 Mu
D.I. DE ACERO INOXIDABLE

3. DETECTOR: . U:v, Fivo 254 M

B, rase movIL: CH30H/SOLUCION AMORTIGUADORA DE ACE-
Tatos 0,01 M. 31:69.

5. FLUJO: ' . 2 ML/MIN

6. TIEMPOS DE RETENCION APROXIMADOS! AL.COHOL BENCILICO: 4,0 minuTOS

' BENZALDEHIDO: 6.7 miNuTos

METILPARABENO: 8.0 minuTOS
ETILPARABENO: 14,2 MinuTOS
PROPILPARABENO: 27.8 MINUTOS

PREDNISOLONA ALCOHOL: 75,8 miNuTOS °
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Tig. No. 2

N
4

FILTRAR LA SUSPENSION A TRAVES DE ARFDIR UNA ALICUOTA

UNFILTRO IE VIDRIOPOROSO fo, D5 M. A UN HATRAZ
VOUMETRICD IE 25 1.

N

DEJAR EN FEPOSO5 MINTOS ANTES ~ FILTRAR A TRAVES IE

DE LLEVAR A VOLLFEN CON METANOL, PAPEL FILTRD WHATMAN
Yo, 2.

i5

A

AGREGAR M. DEL ESTANDAR
INTERNO Y15 ML DE ACETO-
A,

INVECTAR 15 AIL AL CROMATD
GRAFO,
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TABLA No. § TOLERANQIA DEL SISTEMA

RELACION MEOH/ACETATO

DE soplo 0,01 M En LA A ~ TIEMPOS DE RETENCION |
FASE MOVIL " ° AB" BZ' MP EP ' PP . PA
28/72 ‘ 4,30 7.6 9.3 17.2 b41.4 56.0
| 3/69 3.97 6.7 7.8 13.9 27,2 35.8
34/66 3.65 5.9 6,6 1.0 2.4 246
| o FACTORES DE RESOLUCION
AB/BZ ~~ BZ/MP ' mp/EP  EP/PP ' PP/PA
31/69 3.8 L0 K16 656 . 234

34/66 2,56 0.93 2,5 472 1.8



3.2 REACTIVOS Y SOLUCIONES ESTANDARD.

1. Agua grado HPLC
2. Metanol grado HPLC -
3. Acetona
4. Acetato de Sodio ~
5. Fase mévil: metanol/acetato de sodio 0.01 M en una relacién ---
31:69 .
5.1 disolver el acetato de sodio en 1000 ml. de agua grado HPLC
para hacer uma solucién 0.01 M.
5.2 mezclar 69 partes de la solucién de acetato de sodio 0.01 M
obtenida en el paso 5.1 con 31 partes de metanol grado HPLC
5.3 filtrary degasificar,
6. Solucibn de estandard interno: pesar exactamente 20 mg. de etil
parabeno en un matraz volumétrico de 100 ml. Disolver y diluir al -
volumen con metanol.
7. Sclucién estandard de referencia de alcohol bencflico: pesar --
exactamente 100 mg de alcohol bencilico estandard de referencia en -
un matraz volumétrico de 100 ml. Disolver y llevar a volumen con me
tanol.
8. Solucién estandard de referencia de metilparabeno: pesar exacta
mente 180 mg estandard de referencia en un matra;z volumétrico de 100
ml. Disolver y llevar a volumen a metanol.
9. So_lucién estandard de referencia de propilparabeno: pesar exac-
tamente 20 mg de propilparabeno estandard de referencia en un matraz
volumétrico;de 100 ml. Disolver y llevar a volumen con metanol.

10. Solucién estandard factor respuesta: combinar las siguientes --
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alicuotas en un matraz volumétrico de 25 ml:

- 5 ml de solucién de esténdar interno (EP).

1

5 ml de solucién esténdar de referencia de alcohol bencilico (AB).
- 5 ml de solucién esténdar de referencia de metilparabeno (MP). -

- 5 ml de solucibn esténdar de referencia de propilparabeno (PP).

Llevar a volumen con metanol.

3.3 VALIDACION DEL METODO ANALITICO:

Para validar el método analftico se realizaron los siguientes experi
mentos:

1. Especificidad

2. Linearidad del sistema

3. Precisi6n del sistema

4. Precisifn del método

5. Exactitud del método

6. Estabilidad de la muestra

" Todas las muestras a analizar en este estudio se trataron como se -~
muestra en la figura No.Z . E1 objetivo de afladir la acetona es pre
cipitar el agente suspensor presente en la fornulacién, ya que éste -
dafia 1a columna.

Los célculos en general se hicieron de la forma siguiente, usando pa

ra los factores respuesta las 4reas obtenidas de soluciones estandard

y para el cllculo de la concentracién de los diversos conservadores,
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las freas obtenidas de las muestras problema.

= Arca MP, Peso EPy 5 100  y 25
K™ Arca EPX 100~ 25 XPeso WP X5

- Area MP . Peso EP
KMP Area EP X Peso MP

_ Area MP . PesoEP, 5 , 25 ., 1
mg MP/ml= g5 X —1g5— X 33 XVT_Tml XKMP

donde KMP= factor respuesta del metilparabeno

V = volumen de la alicuota de muestra (ml).

_ Area PP _ Peso EP., 5 100 25
Kpp™ Area BP X 100 X 25 XTeso TP ~%

K. = Area PP . Peso EP
PP~ Area EP © Peso PP

- Area PP , Peso EP, 5 25 1
mg PP/nl= preamp X TTo0 X X v i,

K =AreaABXPesoEPX5)(100 X 25
AB~ Area EP 100 *725 " Peso
- Area AB Peso EP
KAB a X eso
= Area AB , Peso EP, § 25 1
mg AB/ml= pea BP X 100 X 3% X VD) R

ESPECIFICIDAD: se prepararon nniestfas de las siguientes soluciones y
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suspensiones con el fin de observar si habla interferencia debidas
a los excipientes y/o productos de degradacién:

1. Solucién estdndard de referencia conteniendo AB, MP, PP, BZ y EP,

2. Solucién estindard de referencia conteniendo AB, MP, PP, BZ, EP
y PA.

3. Placebo total

4. Placebo de alcohol bencilico (AB)

b

5. Placebo de propilparabeno (PP)

6. Placebo de metilparabeno (MP)

7. Placebo de acetato de prednisolona sin estfndard interno (EP)

.

8. Placebo de acetato de prednisolona con estfindard interno (EP)
9. Suspensi6n total sin esténdard interno (EP)

10. Suspensién total con estfndard interno (EP)

Se inyectaron dichas muestras y se observbé en los cromatogramas la -
ausencia de interferencias. Los cromatogramas se muestran al final
del capitulo (figuras de 1a 3 a la 12). Este experimento demostrf -
que este sistema se especifico a temperatura ambiente.

LINEALIDAD DEL SISTEMA: Esta prueba se 1levb a cabo usando solucio-
nes esténdard de AB, MP y PP preparadas en un intervalo de concentra
ci6én del 60 al 140% de la concentracién tefrica presente en la formu
laci6n.

Se determind 1a relacién de 4reas entre cada uno de los conservado--
res y el esthndard interno (EP).

Los resultados se muestran en las grificas No. 1, 2y 3. En ellas

se puede apreciar que 1a respuesta del detector es lineal en este in
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tervalo de concentraciones, cumpliendo la ecacifn de una linea rec
ta y=mx+b, En todos los casos los factores de correlacibn son muy

préximos a la unidad y las ordenadas al origen se encuentran muy -
cercanas al cero. :

PRECISION DEL SISTEMA: la precisién del sistema para metilparabeno,
propilparabeno y alcohol bencilico se demostrf inyectando 6 veces -
la solucibn esthndard al 100% de los estipulado para el anflisis. Se
determind el factor respuesta en cada caso. Los resultados se mues-
tran en la tabla No.s.

A partir de ellos se puede concluir que el sistema es preciso, ya -
que se obtuvo en todos los casos una DER menor al 2%.

PRECISION DEL METODO: Se llevo a cabo este experimento analizando 3
muestras de la suspensién inyectable en dos dias diferentes por dos
quimicos diferentes; en total se analizaron 12 muestras para deter-
minar la precisién del método para metilparabeno, propilparabeno y
alcohol bencilico. Los resul tados obtenidos en la tabla No. 7, de--
muestran que el método desarrollado es preciso, ya que se obticne -
una DER menor al 2%.

EXACTITUD DEL METODO: la exactitud del método se demostrd mediante
2 experimientos que se denominan:

a) Efecto placebo: en esta parte de la validacibn, se analizaron -~
miestras de placebo de conservadores a las que se les afladié solucig_
nes estfndard de metilparabeno, propilparabeno y alcohol bencilico -



en diferentes proporciones para tener 60, 80, 100, 120 y 140% de las
concentraciones normales de los conservadores.

Este experimento indica el efecto que puede tener la presencia de las
sustancias auxiliares de la fomulacién en el anall’_sis de los conser-

vadores. Los resultados se muestran en la tabla No.8.

b) Linealidad de la muestra: en este experimento se analizaron mueg
tras correspondientes a un 60, 80, 100, 120 y 140% del tamafio normal

de la muestra. Los datos se presentan en la tabla No. 9.

Estos dos experimentos permitieron demostrar que el método propuesto

es exacto para cuantificar los 3 conservadores en la misma inyeccidn.

ESTABILIDAD DE LA MUESTRA: muestras de la solucién listas para ser
inyectadas en el cromatégrafo obtenidas en el experimento de reprodu
cibilidad (precisién del método), se mantuvieron a temperatura ambien
te y en refrigeracién. Se cuantificaron siete dias después del ana--
1isis inicial para establecer su estabilidad. Este experimento es --
importante ya que erlt algunas ocasiones no es posible inyectar la mues
tra el mismo dia de su preparacibn y se requiere saber cuantos dias -
después de la preparacién de la muestra es afm posible inyectarla con
seguridad de que es estable y no se van alterar los resultados que se
obtengan. Los resultados se muestran en la tabla No. 10,

En base a los resultados obtenidos se puede asegurar que la mues.tra -
lista para ser inyectada en el equipo es-estable al menos siete dias
después de su preparacién, si se mantiene a temperatura ambiente o en

refrigeracién.
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15.0

10.0

50 |

LIEARIDAD METTLPARARENQ

01

0.2 0.3 04

GRAFICA No. 1.

06

M@ML

49



RELACION DE AREAS PP/E.1,
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RELACION DE APEAS AB / E.I.

LINEARIDAD ALCOMOL BENCILICO

GRAFICA No. 3
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TABLA No. 6.
PRECISION DEL SISTEMA

MUESTRA NO. MET ILPARABENO PROP ILPARABENO ALCOHOL BENCILICO
K* : S S L

1 1,07646 0.93379 01402
2 1.08152° 0, 34332 8f01215
3 1,07637 0.92672 0, 01424
4 1.08054 0, 33465 0 0143
5 1.08171 0,93302 0, 01434
6 1,07347 0,9326] Q,01427
X 1,07835 0, 93601 0,01422
D.E. 0,003 0,00763 0,00012
D.E.R. 0.32 2 0,8l % 0.85%

K* = AREA EST. ANALITICO  PESO EST INT. X FACTOR DE'DILUCION'EST: INT,
AREA EST, INT, PESO EST. ANAL. X FACTOR DE DILUCION EST. ANAL.




TABLA No, 7

BRECISION DEL METONO

MESTRA DIA QUIMICO

inp

W 00 N O U o N N

=

N BB B b NN

N OB N NN e e

I

DE=
D [] EIR I‘=

8.32
8.5

gL

8.3
97,71
7.9
9,35
99.59
100,22
97.77
9.9
93,83

%..66
0.9
0.%

ep

100,42
100,41

98,38
102,31

0,63
10,75
100.72
100,39
101,84
1003
01,5

99,44

Imllﬂ
0.%

0.%%

ZAB

%.47
9,33
99,75
97.80
%.%
9.51
97.01
95.94
97,58
%.15
97.61
97.24

97 44
1.4
1.17%
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TABLA No, 8,

% DEL CONSERVADOR RESPECTO

'EXACTITUD DEL METODO

% RECUPERADO

% RECUPERADO

% RECUPERADO

AL ESTIPULADO METILPARABENO PROPILPARABENO ALC. BENCILICO
60 98,12 99,94 98,18
80 99,73 101,32 98,97
100 100,03 101,92 100,50
120 98,83 101,20 100.69
140 100,01 99,14 100,50
X 99,34 100,70 99.77
D.E. 0.84 113 1.13
0.85 % 1,12 % 1.13 %

D.E.R.



TABLA No. 9. e .
LINEARIDAD DE LA MUESTRA

09

% DEL TAMARO NORMAL DE LA VOL. DE LA MUESTRA % RECUPERADO % RECUPERADD % RECUPERADO
MUESTRA ML METILPARABENO PROPILPARABENO ALC, BENClLl
L ©
60 3 97,63 9.7 97,44
ol | Y 97.06 100,05 95,88
100 5 Ceee L7888
120 6 . 08.95 " 101,38 97,52
140 7 w1080 .51
X o 98,50 10121 96,43
D.E. - | 1.10 1.33 0,96
D.E.R. | o - i;ié 1 LR 1,00 %
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TABLA No, 10. ESTABILIDAD DE LA MUESTRAS

ANALISIS 7 DIAS DESPUES
ANALISIS INICIAL TEMP, AMBIENTE REFRIGERACION

MUESTRA T % pp "% ap 7 mp Ipp ZaB Iwp B 7 AB

1 99.35 160,72 97.01 100,09 101,03 96.32  99.94 102.49 96.39
2 99.59 100,39 96,94 99.67 102,93 95.42  99.14 99.58 96.63
3 100,22 101.8% 97,58 100,33 102,96 96,55 100,05 101.66 95.17
4 97.17 100.03  96.15 99,29 102,89 96.53  99.27 102.29 94,85
5 99,77 101,25  97.61 100.36 103,73 97,16 100.42 103.68 985,22
6 98.83 99.44  97.24 100,18 .102,96 99.62 100.16 103.05 98,99

X 99.16 100.61 97.09 99,99 102.75 96.93 99.83 102,12 96.29
D.E, 1.08 0.8  0.54 0.42 0,90 1.43 0,51 1.42 1.56
D.E.R. 1.09% 0.8 % 0.557% 0.42% 0.88%1.48% 051% 1392 1.627%



4. CONCLUSIONES.

El wmétodo de analisis por CLAR desarrollado para cuantificar alcohol
bencilico, metilparabeno y propilparabeno en una suspensién inyecta-
ble de acetato de prednisolona demostrd ser preciso y exacto.

AMicionalmente este método permite 1levar a cabo la determinacién de

los tres conservadores simultfncamente y en presencia de los contami

nantes mis commes del alcohol bencilico y del acetato de prednisolo
na con un tiempo Jde analisis aproximade de 30 minutos.

Esta técnica puede emplearse para el control de calidad de este pro-
ducto con un ahorro considerable de tiempo en comparacién a los méto

dos analiticos reportados hasta la fecha,
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