™ UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXI(0

FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES
“"CUAUTITLAN"

DESARROLLO DE UNA METODOLOGIA POR
CROMATOGRAFIA DE GASES PARA LA
DETERMINACION CUANTITATIVA DE DINITRATO
DE ISOSORBIDE EN TABLETAS, VALIDACION Y
COMPARACION CON LA TECNICA COLORIMETRICA

T E S I S
QUE PARA OBTENER EL TITULO OE
QUIMICO FARMACEUTICO BIOLOGO
P R E S E N T A
JAVIER PEREZ BAEZ
| EN COLABORACION CON
MARIA DEL ROCIO CADENA CORONA -

‘ DIRECTOR DE TESIS:.
Q. F. B. NormMa TRriNIOAD GonzaLez M.

CuauTiTLAn lzeaLu, Epo. o Mexico 1985



pr—

%‘g Universidad Nacional
:‘\-A

2%  Auténoma de México
UNAM

UNAM — Direccién General de Bibliotecas Tesis
Digitales Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADOS © PROHIBIDA
SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta
protegido por la Ley Federal del Derecho de
Autor (LFDA) de los Estados Unidos
Mexicanos (México).

El uso de imégenes, fragmentos de videos, y
demas material que sea objeto de proteccion
de los derechos de autor, sera exclusivamente
para fines educativos e informativos y debera
citar la fuente donde la obtuvo mencionando el
autor o autores. Cualquier uso distinto como el
lucro, reproduccién, edicion o modificacion,
sera perseguido y sancionado por el respectivo
titular de los Derechos de Autor.



I1

IIX

CONTENIDO

Introduccidn y objetivos.

Ceneralidades.

2.1 Monografia del fdrmaco

2.2 Farmecologia

2.3 Cromatograf{a de zases.

2.4 Validacidén de métodos analiticos.

Pzrte Experimental.

3.1 Zquipo y sustancias.

3.2 Desarrollo de la metodolozia por
Cromatograf{a de geses.

3.3 Validacién del método desarrollado.

3.4 indlisis Zspectrofotomdtrico de Ji-
nitrato de Isosorbide en tabletas.

3.5 Estudio Zstadi{stico comparativo.

Resultedos

4.1 Metodologiz desarrollade vor .G,

4,2 Validacién del método.

4,3 Andlisis Espectrofotométrico y es-
tudio Zstad{stico comparativo.

Discusién y Conclusiones.

5.1 Discusién del método desarrollado.

5.2 Conclusiones.

Bibliografia.

13
18
30

35

36
52

60
61

63
105

123

125

130
131



IrINTRODUCCIONTY OBJEBTIVOS




l.1 INTRODUCCION

Dentro de las necesidades del Isboratorio de Andlisis -
de Xedicamentos del IMSS, estd la investigacidén de una meto-
dologia rdpide y sensible para la cuantificacidn de Dinitra-
to de Isosorbide ( DNI ) en tabletas, que Se emplea en pa -~
cientes con anginae de pecho e insuficiencia coronaria.

Se ha reportadoe3

que la frecuencia de ataques anginales
¥y 1a nec‘sidad de nitroglicerina, son reducidos con dosis o-
rales diarias de DNI; aunque ésto dltimo no ha sido plenamen
te establacido. "

La cromatografia en fase gaseosa { C.G. ) pnroporciona -
alta sensibilidad, rapid4z y buenos resultados cuantitativos
en el andlisis de medicamentos, es por ello que canalizamos
la investigecidn hacia dgte mdtodo.

La necesidad de desarrollar una tecnologia propia y ede
cuada para el andlimis de daste fdrmaco, 6std en funcidn de -
que la mayor parte de la informacidén para la cuantificacidn
de DNI estd enfocada a fluidos bioldgicos; la informacidén re
lacionada a medicamentos no se ha reportado vor tratarse de
informes privados y/o patentados, excepto la publicada por -
Prue y colaboradoraslg.

Por otra parte, la USP XX ( 1980 )26reporta una metodo-
logia polarogrdfica, y éste Laboramtorio carece del equipo ne
cesario, a saber: polardgrafo, celdas, electrodos, stec., -
pero 8i dispone de suficiente squipo cromatogrdfico de games.



25dicta un método

colorimétrico, pero en la prictica se ha comprobado que es -

O0tra adicién del mencionado compendio

experimentalmente laborioso, riesgoso y puede ser interferi-
do por sustancias con grupos nitro; lo que indica poca espe~
cificidad’®.

Considerando lo anterior, y que éste fdrmaco pertenece
al cuadro bdsico de medicamentos del Sector Salud, podemos -
justificar la fisqueda de la metodologis mencionada como -
tal, o como una alternativa en caso de equipo espectrofoto -
métrico saturado o descompuesto, carencia de reactivos para
su ejecucién por el método colorimétxico.

Bl método polarogrifico requiere de equipo especigl con
el que no cuenta el Laboratorio, ademéds de ser interferido -
por radicales nitro orgdnicos e inorgdnicos.

Por otro lado, existen referencias bibliogrdficas que -
mencionan loas pardmetros 6 condiciones mds importantes para
desarrollar métodos de andlisis, por C.G., las cuales los rg
portan desde 1971 con el trabajo de Davidson y Dicarlosdonde
ge proponen dos tipos de fases estacionarias, la SE-30 ( go-
ma de dimetilpolisiloxano § dimetil silicons ) y Dexsil -

300 6¢ ( carboranesiloxanols'l8

). Se obtuvieron buenos resul
tados en separaciones de compuestos como el tetranitrato de-
eritritol, Dinitrato de Imosorbide y di, tri y tetranitrato
de pentaeritritol, seleccionando dos temperaturas de trabajo
para cada columna, o bien empleando temperatura programada.
Bl procedimiento permitié sensibilidades de nanogramos y no
hubo interfersnéias; se emplearon detectores de ionizacién -
de flama y captura de electrones.

Posteriormente en 1972, Rossgel y colaboradoresaodeter -



minaron nitratos de isosorbide, glicerol e isomanide por
15
) -

C.G. empleando fass AE-60 { goma de nitrilosilicona OB
al 3% y fase QF-1 (trifluoropropilmetilpolisiloxan018 } al

3.5% trabajando isotérmicamente y empleando detector de cap-
tura de electrones e ionizacidn de flama. Se obtuvieron me jo
res resultados con la fase QF-l; en ambos ossog se utilizd -
columna de vidrio de 6 pies de largo por 2 mm de didmetro in
terno, aunque los tiempos de retencién fueron de aproximada-
mente 30 minutos. Para al detector de ionizacidén de flama se
2 de 18 ml/min y de aire, de 370 ml/min,
an todos loa casos se empled acetato de etilo como disolven-
te.

empled un flujo de H

Al afio siguiente, estos mismos investigadoreazl, deter-~
minaron DNI y nitroglicerina en plasma humano. Aqui nuevamnen
te amplearon fase liquida QP-1 al 3.5% sobre Chromosord Q ~
de 60-80 mallas en una columng de vidrio de 6 pies de largo
por 2 mm de didmetro interno y emplearon un detector de cap-
tura de electrones. lLa cuantificacién se 1llevd a cabo usando
estdndar interno, obteniendo finalmente una sensibilidad al-~
rededor de 0.5 ng/ml isotérmicamente, para smbas sustancias.

En 1977, Chin A, y colaboradores4determinaron cuantita-
tivamente DNI y dos nitratos en plasma, para lo cual utili -
zaron fase SE-30 al 30% sobre chromosorb GQ2 de 60-80 mallas
en una columna de vidrio silanizada de 1.83m por 2 mm de dié
metro interno, se utilizé detector de captura de electromes,
se emplaé el método de estandarizacidn externa ¢ curva de ca
libracidén. Se trabajé isotérmicamente; recomiendan empacar -
muy bien la columna para asegursr muy buenos resultados, de-
tectando hasta nanograr.os.

De los wmétodos descritos anteriormente, ninguno tenia -



la sensibilidad deseada para las tres sustancias relaciona-

das, DNI, 2-mononitrato de isosorbide ( 2-MNI ) y 5-mononi-

trato de isosorbide ( 5-MNI ), aparentemente debido a la in

teraccidén de éstas sustancias con el soporte sélido parcial

mente expuesto. la sensibilidad deseada se obtuvo cuando los
8itios activos en el soporte se redujeron por medio del uso

de un empaque del 30% de fase SB-30, un porcianto no usual -
de fase l{quida.

Ese mismo afio, Malbica J. y colaboradoresl3 determina-
ron nanogramos y picogramos de DNI en plasma; desoriben un -
método rdpido, explicito, sensitivo y reproducible para de -
terminaciones de rutina. Emplearon fase QP-1 al 3% en chromo
sorb Q en una columna de vidrio de 120 cm de largo por 4 mm
de didmetro interno y utilizandd un detector de captura de -
electrones a 175°C, obteniendo senaibilidad de nanogramos -
programendo la temperatura. Para conseguir alta sensibilidad
se inyectaron varfas centidades de solucidén estdndar de DNI
hasta que la altura del pico es constante y la mds grende.
El DNI se extrae del plasms con benceno, resuspendiendo en -
acetato de etilo para la inyeccién.

También en 1977, Prue B. ¥ colaboradoreal9 describieron
un método para determinar DNI en tabletas, empleando fase -
0V-210 ( idéntica a la fase QF-l18 ) al 3% sobre chromosorb,
en proceso isotdrmigo; como estindar internmo utilizaron gli-
ceril tributirato. lae condiciones cromatogrdficas son las -
giguientes:

140%.
140°¢.
175%.

Temperatura de la columna

Temperatura del inyector
Temperatura del detector

i



(detector de ionizacidén de flzma )
b = 20 ml/min
Columna de vidrio de 0.9 m de largo vor 4 mm de didme -

Mujo de gas portador K

tro interno.

Encontraron que no hay interferencia de los dos produc-
tos de degradacidn ( 2-MNI y 5-MNI ) y que el procedimiento
es especifico en comparacién con el método polarogréfico des
erito por la USP XK26, que carece de especificidad.

Este reporte describe : 21 método colorimétrico para -
la determinacidén de DNI en tabletas estd descrito en la USP .
XIKZS, pero recientements he sido reemplazado por un método
polarogrdfico; éste es sensitivo y relativamente rdpido pero

como el método colorimdirico al cual reemplaza, carsce de é8
pecificidad, la presencia de dos posibles productos de degra
dacidén mencionados anteriormente interfieren en la cuantifi-
cacién de DNI.

Se emplea un sistema de extraccién de dos fases: éter -
et{lico/agua en un recipiente hermdtico y adecuado, agitdndp
se mediante un agitador mecdnico durante una hora; despuéds -
de ligero reposo se inyectan dos microlitros de la fase or -
gdnica en el cromatégrafo ya acondicionado ( se hace lo mis-
mo con el astdndar de referencia ). .

Adicionalmente en 1979, Rossel ¥ coI.alnorzaulomataz2 deter-
minaron DNI y sus dos mononitratos por C.G. BEste método de -
termina simultdneamente DNI, 2-MNI y 5-MNI, en una columna -
capilar empacada con fase OV-17 ( 50% fenil-50% metilpolisi-
loxanola) de 25 m de largo. Se obtiene sensibilidad de frac-
ciones de nmnogramos en plasma humano con un detector de cap
tura de elsctrones.



Una recopilacidén de referencias similares a lo anterior
fué publicada en 1978 por Kiyushill y al igual que Florey en
19758 proporcionan buena informacidn adicional.

Asi, oon las investigaciones reportadas como bass, se -
puede iniciar el desarrollo de la metodologia por C.G. apo -
ydndose tambidn en bases tedricas y pricticas sobre el tema,

y requerimientos minimos aceptados para la validacién.



1.2 0BJETIVOS

a) Desarrollar una metodologia especifica para el andli
s8is cuantitativo del f4rmaco Dinitrato de Isosorbide

en tabletas, por Cromatografia de Gases.

b) Validar la metodologia desarrolladas mediante la eva-
luacién de la especificidad, linearidad, precisién,
exactitud del método y la comparacién eon el método
colorimétrico oficial reportado en la USP.



IJ.- GENERALIDADES




2.1 MONOGRAPIA DEL PARXACO

2.1.1 PNombre: Dinitrato de Isosorbide; 1,4:3},6~Dianh{i-
dro-d-glucitol dinitrato; 1,4:3,6 Dianhidrosorbitol 2,5-dini
trato; Dinitrosorbide. En el Chemical Abstract: Glucitol :
1,4:3,6-dianhidro, ("dinitrato,D"). 87-33-2.

2.1.2 RNombres comines: Isordil, Isorbid, Vascardin, -
Carvanil.

2.1.3 Pérmula y peso molecular (PM) :

CHo
C H.N,0 HCONO
0 cH—]
HCONQ.
O RN, l——'CHz ‘

MM = 236,14 g/mol.

2.1.4 Apariencia, color y olor: Polvo cristalino blan-
co sin olor. Diluido es una mezcla seca de Dinitrato de Iso
sorbide con lactosa, manitol, u otro excipiente inerte que -
permite manejo seguro, debido a que es explosivo por percusi
én o calentamiento. lLa mezcla usualmente contiene aproximada
mente 25% de DNI.

2.1.5 Intervalo de fusidén: De 70-7100, otroa reportan -

50.5-52.000, probablemente debido a polimorfismo; el rango -
de temperatura de fusidn no cambia significativamente con va
riaciones en el indice de calentamiento de 1 a 5 °C/min.

2.1.6 Solubilidad : Las siguisntes solubilidades han si
do determinadas para el DNI a temperatura ambiente:



S QLVENTE Index Merck17 U.S.P.26 i
Agua 0.5 mg/ml| poco soluble muy poco soluble
Acetona 1.0 g/ml libremente soluble{muy soluble
Alcohol 24,0 mg/ml | libremente soluble|poco soluble
Eter 43.0 mg/ml; libremente soluble -

Cloroformo! 330.0 mg/ml - libremente sol.
Hexano 1.0 mg/ml - -

PA3LA N I
Solubilidad del DNI

2.1.7 Espectro UV: 21 DNI no da pico méximo en la re -
gidén de longitud de onda de 400 nm a 220 nm, pero absorbe -
luz U.V. Ia absorcidén empieza aproximademente a 290 nm y con
tinuamente se incrementa como disminuye la longitud de onda.

En alcohol USP a una concentracidén aproximada de 0.1 -~
mg/ml se obtiene uns absorbancia de 0.1 a 250 nm, y una absor
bancia de 1.5 a 220 nm.

2.1.8 Sintesis: Se ha sintetizado a partir de L-sorbo-
gsa y D-glucitol ( Sorbitol ). Se hidrogena la L-sorbosa se =~
guida por la deshidratacidn para obtener isosorbide. Enton -
ces se prepara el 4ster nitrato de isosorbide por nitracidn
en mezcla 4cida de dcido acético-dcido nftrico-anhidrido acg
tico. Con un rendimiento del 85-90%. En otra sintesis de Isg
aorbide, se prepardé por deshidratacién del glueitol, poste -
riormente se obtiene el dinitrato por tratamiento del isosor
bide con diferentes agentes nitrantes 4cido HNO, al 98%, con

3

un rendimiento del 83%; una mezcla de ‘INO3 y H,50, de 30 J -

60% respectivamente da un rendimiento del 65%, ver fig. ¥ 1



CH OH CH——-I H Cd
HCOH HCOH 0 HCONO ¢]
34 G Cu
o -H,0 I~NO l
TCOq H
C'I OH 0 HC 054 0 ‘IC ON 0
“q oH CHO “H
J=-Glucitol Isosorbide Jinitrato de
isogorbide

FIGURA N 1
Sintesis del DMI

2.1.9 Decgradacién y estabilidad. 2n el estado sélido-

el DNI demostrd ser estable a temperatura de 4530 por un pe-
riodo de 12 meses, y a temperatura ambiente jor un perfodo -
de 60 meses.

%n un medio dcido bajo condiciones fuertemente hidroli-
ticas, el DNI se degrada en un paso formando el 2-mononiira-
to 7 el S5-mononitrato de isosorbide como intermedizrions y -
siendo el producto final el Isosorbide y nitrztos inorgdni -~
cog, vor ejemrlo, una desconposiciln del 25 resulta del 2T
con HCL 1.0 ¥ a 100°0 durante una hora. La descomposicidn en
medio bdsico a veces es mis rdpida, por ejemplo, en NaCH 1 ¥
calentado a 100 € durante una hora, la descomposicidn es a-

vroximadamente del 45%,

2.1.10 Ensayo.
a) Andlisis infrarojo.

Los procedimientos de espectrometria infrarroja usados -
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para la estimacidn de dsteres de nitrato, han sido adaptadas
para la determinacidén de DNI en tablatas 6 inyectables. El =
método consiste en la simple extraccidn de DNI de su forma -
farmacéutica con HCCly el cual puede ser sustituido por te -
tracloruro de carbono en estos procedimientos.

b) Andlisis espectrofotométrico.

Se ha reportado el andlisis espectrofotométrico del DNI
por reacciones de coloracién, diazotacidn y complejacidén. -
Tambidn Be determina con dcido fenoldisulfénico con téenica
detallada por la USP XIX°°, para formas farmacduticas, y o -
tras técnicas adecuanda® para nitratos y 4steres de nitrato.

c) Andlisis cromatogrdfico gas-lfguido.

Los métodos colorimétricos e infrarojos mencionados an-

teriormente son virtualmente no especificos. Esto es una des
ventaja, especialmentas en casos donde mezclas de ésteres es-
tén presentes debido a desnitracidn parcial de las moléculas
del DNI. Los métodos cromatogrdficos gas-liquido no presen -
tan ésta dificultad, presentan separacidn adecuada, y al mis
mo tiempo mantienen sensibilidad en la deteccidn.

Estos métodos han sido reportados desde 1972, con resul-
tados satisfactorioe4'6'8’11'13’19’20’21 J 22.
d) Andlisis polarogrdfico.

26

Se ha reportado un método polarogrdfico en la USP y el

cual es sensitivo y relativamente rdpido, pero como el méto-
do colorimétrico al cual reemplazd, carece de especificidad;
la presencis de los dos posibles productos de descomposicidn
interfieren en la cuantificacién de DNI. 3sto fué determina-
do con mezclas siatéticas de DNI, 2-mononitrato de isosorbi-

de, S5-mononitrato de isosorbide y nitrato inorgénicolg, obtg



12

niéndose que los productos de descomposicidn y el nitrato -

inorgdnico son cuantificados como DNI.
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2,2 PARMACOLOGTIA

Bxisten muchos fdrmacos que se han utilizado como =~

9,12
drogas antianginosas, pero son‘pocas las que realmente son -
dtiles; generalmente ge clasifican como vasodilatadores corg
narios y drogas antianginosas. De 1los vasodilatadores corona
rios se conaideran los siguientes:

a) Los nitritos

b) Los alcaloides bencilisoquinolinicos del opio

¢) lae xantinas

d) El1 alcohol

De las drogas antianginosas ( recientes ):

a) Los bloqueadores adrendrgicos beta.

b) Vasodilatadores no nitritos como las pirimidopirimidi -
nas y los benzofuranbs, derivadoe de la debidropiridina, de
la piperazins, oxidiazolinas y derivados de la piperidina.

De acuerdo con lo expresado, el grupo mds importante es
el de los nitritos, que tambidn son los mds utilizados. Com-
prenden una serie de compuestos de origen sintdtico, algunos
inorgdnicoe, pero la mayoria son orgdnicos aliff{ticos. Pue -
den clasificarse en tres subgrupos:

a) Nitritos orgdnicos o dsteres nitrosos: Nitrito de amilo
( 1fquido voldiil ).

b) Nitritos inorgdnicos: Nitrito de sodio ( 8d8lido solu =
ble ).

c) Fitratos orgdnicos: Esteres nitricos como le Nitroglice
rina, trinitrato de glicerilo, tetranitrato de pentaeritri -
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tol y dinitrato de isosorbide (sdlido poco solubla).

Accidn Farmacoldgica: La accidn farmacoldgica fundamen-~

tal de los nitritos es la relajacién del misgulo liso, en -~
especial de pequefios vasos. Dentro del sistema cardiovascu -
lar, on 2l corazén, pueden provocar faquicardia en animales
y hombre cuando se produce un descenso en la presidén arterial
esto ocurre especialmente con los nitritos que producen una
rdpida caida de presién. A las dosis comines y ain algo ma -
yores, el miocardio no es afsctado directamente por los ni -
tritos; en el hombre hay disminucidén discreta del volumen mi
nuto cardfaco debido a vasodilatacidn venosa con estancamien
to sanguineo, disminucidn del retorno venoso y del voldmen -
gistélico; el trabejo cardiaco se reduce, asi como el voly -
men cardiaco.

La accidén vasodilatadora es la mes importante y puede -
observarse en varios tarritorios vasculares como : piel, & -
rea espldcnica, circulacidn periférica y cerebral, retina.

En la presién arterial, por accidm de los nitritos, se
disminuye, lo que pueds verse en animales en forma manifies-
ta ¥ en el hombre normal e hipertenso. En éste ultimo caso,

la respuesta es algo mayor en valores absolutos, pero el &

de reduccidn de la presidn arterial es igual que los normo -

tensos. Il descenso de la presidn arterial sa compensa per

]

cialmente por una vasoconstriccidn refleja a rartir de los

baroreceptores.

En las arterias coronarias, los niiritos poseen una po-
tente accidén vasodilatadora, que da lugar a un aumento pro -
nunciado del caudal sanguineo coronario. En el hombre, en es

pecial el DNI, aumenta el flujo coronario debido a vasodila-
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tacidn comprobada por arteriograffa coronaria. Ademds, los =
nitritos son drogas antiianginosas que por absorcién sublin -
guél provocan rdpidamente la terminacidn del ataque anginoso
ademds son capaces de prevenlr las manifestacionss isquemio-
cébdicaa producidas por el esfuerzo en pacisntes anginosoa ;
son capaces de aumentar la tolerancia al ejercicio en todos
los casos y disminuir la izquemia.
Parmacocinética

a) Absorcidn ( via sublingual ): Se absorbe fdcilmente el
Dinitrato de Isosorbide =-adlidc poco soluble- , no pasa por
el higado -donde se degrada- por lo que a8 bien activo.

b) Absorcidn ( vi{a bucal ): La gbsorcién del Dinitrato de
Isosorblde es lenta ya que es un sélido poco soluble. Se ab
gorbe lenta y parcialmente en el intestino cuando se adminig
tra en forma de tabletas. En caso de tabletas de accidn sos~
tenida, de lenta desintegracidn, sus afectos pueden ser mds
prolongados que con las tabletas comdnes, pero poco potentes

¢) Destino y Excresién: Una vez absorvidas las drogas pa —
san & la sangre, luego a todos los tejidos especialmente el
corazdén, vasoa, pulmén, rifién e higado y sufre la biotrans -
formacidn en el higado. El proceso fundamental es la desni -
tracién 6 deesterificacidn por accibén de una enzime, la ni-
trato reductase hepdtica. E1 DNI se transforma en mononitra-
to de isosorbide y luego en isosorbide, metabolitos que se -
unen al dcido glucordnmico formande glucordénidos, todos estos
me tabolitoa se excretan en la orina.

El destino ulterior del ién nitrito formado no se cono-
ce exactamente, pero se presume que es transformado en amonig

co que a su vez es metabolizado.
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Isosorbide
‘NOQ _N02
N.r
ONO
27 o OH
~N02 ‘NOZ 0
— €«
(o} o N.r. N.r. 0
N
2-Mononitrato S5-liononi tratoo 02
de Isosorbide Isosorbide de Isosorbide
( 2-MNI ) ( 5~UNTI )
+06 - |*G
2-MNIzl 5 5-MNI gl ‘
2-MNIglucurod- ~M glucu-
2ONO  nigo rénido 0G
> O,
06 - ONO,
+G +G
-NO -
2 N02
v
OH 0G
0 0
G= Acido glucurédnico \\‘/:>
0 N.r.= Nitratorreducta- O’/ o
06 sa OH
Isosorbidaglucordnido Isasorbidazlucurdénido

PIGURA R 2
Biotransformacidn del DNI
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Farmacodinamia

a) Accidn Parmacollgica del DNI. 3u accién fundamental es
la relajacidn del misculo liso, en especial de los pequefios
vasog; es decir, la vasodilatacion arteriolar y capilar es -
la mds importante. Esta vasodilatacidn es mds votente en las
arterias coronarias; aumenta el flujo coronario y termina el
ataque de angina de pecho, y es capaZ de prevenir manifesta-
ciones isquémicas miocdrdicas, al mejorar la circulacidén del
miocardio isquémico desaparece la anoxia responsable del do-~
lor. Con el DNI los efectos anteriores duran hasia 4 horas -
por via bucal, mids que con otros nitratos,

b) Modo de accién antianginosa.
. - Incrementa el flujo coronario por vasodilatacidn, es-
peciglmente de las arterias colaterales a la zonma isquémica.

- La vasodilatacién es de origen periférico y se debe a
una accidn directa misculotrdpica sobre loa vamsos por rela-
jacién de las fibras musculares lisas ( que %también ocurre -
en otros érganos ).

- Disminuye el trabejo cardiaco y restablece el equili-
brio entre el consumo 7 el suminigtro de oxigeno, con lo que
gse alivia el dolor isquémico. En consecuencia el consumo de
oxigeno es lo mds importante.

¢) Mecanismo de accién.

Se ha postulado la existenciz de un receptor pare los -
nitratos orgdinicos a nivel del misculo liso de los vesos, -
que contiene al grupo sulfhidrilo, capaz de reducir el nitra
to a ién nitrito activo ( relejacidén muscular ), mientras -

que el receptor tome la forma disulfure ( receptor inactivo).



2.3 CROMATOGRAPFPIA DE GASES

Definicidn de Cromatografia: La Cromatografial4 s un -

método f{asico de separacidén basado en la distribucién de la
muestra entre dos fases. Una de ellas es la estacionaria, de
extensa superficie, empacada dentro de una columna ¢ disposi
tivo apropiado. Esta puede ser un s8délido (mineral u orgdnico)
6 una delgada pelicula liquida que recubre al sdlido. La otra
fase consiste en un gas 6 lfquido que percola 6 circula so -
bre la fase estacionaria y alrededor de la misma; ésta se de

nomina fase méwil. Las baaesl5'24

para la separacidén cromato
grafica son la distribucidn é reparto de una muestra 6 solue~
to entre dos fases en contacto.

Sistema Cromatogrdfico de gases: Bn la Cromatograffa -

de gases, la fase mévil se denomina gas portador, ya que es
un gas inerte cuya finalidad es transportar las moléculas de
la muestra a través de la columna. Los soportes, tales como
carbén vegetal, gel de silice, y tamices moleculares { Zeoli
tas sintéticas ) son las fases estacionarias en la cromato -
grafia gas-sélido.

Algunos liquidos orgénicos de alto punto de ebullicidn,
constituyen la fase estacionaria en la cromatografia gas-~li-
quido. La fase liquida se extiende como una pelicula delgada
sobre un 8dlido inerte llamado soporte sdélido. La base para
la separacidén es el reparto de la muestra dentro & fuera -
de esta pelicula liquida.

Bn el proceso croma‘.ogréficol4 la fase estacionaria es-

td empacada dentro de una columna; el gas portador fluye con

18
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tinuamente a través de la columna. Lzs moléculas de la mzes-
tra se distribuyen 6 equilibran entre el gas portador y la -
fagse orgdnica lf{quida. Las muestras sue son més solubles en
la fase liquida permanecen.menos tiezpo en el gas portador -
en movimiento y, por tanto se desplezan con mds lentitud, a
travéa de la culumna.
Las partes bdsicas de un sistemz cromatogrdfico de ga -
ses son : ( ver figura N> 3 )
a) Tanque de gas portador.
b) Controlador de flujo y regulador de presidén.
c¢) Puerta de inyeccidn ( entrada ds la muestra ).
d) Columna ( sitio donde se lleva 2 cabo la separacidn )
¥y hormo.
e) Detector ( con los componentes slectrdénicos necesarios )
f) Registrador { cartas ).

g£) Termostatos para inyector, horno y detector.

p
6

T 3

FIGURA ¥ 3
Sistema Cromatogréfico ie gases

l.- Tanque de gas % .- Columna
2.~ Vélvula de dos pasos 5.~ Detector

3.~ Puerta de inyeccién 7 .~ Registrador

4.~ Jorno
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Los resultados que se obtienen en un andlisis por cro -
matografia de gases constituyen un cromatograma, el cual es
el registro grdafico donde se indican los componentes y 8l -
grado 6 magnitud de concentracidn en que estaban presentes -
inicialmente en la muestira.

Cuando se eluyen las bandas de la muestra, se dibuja el
perfil de su concentracién ( como un pico ) y asf{ se obtis -
nen dos importantes pardmetros de informacidn : el tiempo de
retencidn y el drea del pico.

El drea del pico dibujado permite determinar la concen-
tracién de cada componente separado en la columna. Si se du-
plica la concentracidén de la muestra se obtendrd un pico con
el dobls de drea.

%1 tiempo de retencidn ( tr ) es ol tiempo transcurrido
desde la inyeccién de la muestra hasta que e obtiene el md-
ximo del pico ( mayor altura ). Este tiempo, es caracteristi
co del solutn, la fase liquida, de la temperatura de la co -
lumna, y del flujo de gas portador. Los tiempos de retencidn
pueden usarse para identificar picos, ya que en condiciones
controladas son reproducibles.

Por otra parte, la velocidad de flujo de gas portador -
$ptima, puede ser fdcilmente determinada por la confaeccién -
de un grdfico tipo Van Deemter simplels, AEPT vs Velocided -
de flujo ( ml/min. ). Ver figura ¥ 4.

Bl flujo mds eficiente es el de la minima ARPT 6 de md-
ximo ndmero de platos teéricos. La maners mds Simple de me -
dir el flujo de gas es con un flujdémetro de burbuja de ja -
bén y un cronémetro. Es importante que el gas poriador sea -

de alta pureza.
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f#uuenma

velocidad de flujo

PIGURA N 4
Gridfico AEPT vs Flujo

Por otro lado, la temperatura de la columna deberd ser
lo suficientemente slta para que el andlisis se efectie en -
un plazo razonable y suficientemente bajo para lograr la se-
paracién deseada.

A medida que la temperatura aumante, disminuye el tiem-
vo de retencidn en la columna. ILas temperaturas mds bajas -
implican un tiempo de andlisis mds largo para una mejor sepa
racién.

La manera mids adecuada para determinar la temperatura -
de separacidn éptima, es experimentalmente, mediante el ensa
yo a diferentes temperaturas y la construccién de un grafico

14( ° ). Asi se obtiene una sola .

tipo AEPT vs temperatura
temperatura de trabajo, lo que constituye un andlisis isotés
mico, mientras aque el andlisis & temperatura programada se -
refiere a un aumento lineal de la temperatura de la columna
con el tiempo; lo anterior es muy util para mezclas con pun-
tos de ebullicidn muy diferentes.

La fase liquida es la que debe exhibir la capacidad co-
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mo disolvente diferencial, necesaria para lograr la separa-
cién de los componentes de una mezcla. Esta selectividad es
una propiedad termodindmica y puede calcularse en base a un
coeficiente de reparto; debido a que hay muy pocos datos ter
modindmicos, es mejor determinar experimentalments el tipo -
de fase liquida.

Para seleccionar una fase liquida existen publicaéiones
hechas por autores que han ensayado las fases liquidas mds -
connineslo’15 7 18, lo que permite decir en base al v.ipo de -
componentes de la muestra ( estructura y grupos funciona -
les ) 8i vale la pena ensayar une determinada fase liquida;
a8 igualmente importante queen dicha publicacién se identi -
fican fases liquidas muy parecidas.

También es importante la limitacidn de temperatura md-
xima que aparece en las publicaciones sefinladas, el cosio y
la disponibilidad.

Los componentes de la muestra deberdn presentar en la -
fase liquida diferentes coeficientes de distribueidn, deberd
tener una minims presidn de vapor a la temperatura de opera-
cidn.

0tro dispositivo importente es el detector, el cual pro
porciona los perfiles de los cursos de elucidn de los compo-

nentes, a la salida de la columna24

genera ung sefial 6 res -
puesta eléetrica proporcional a las concentraciones de cada
uno de los componentes de la muestra.

%1 fundamento del detector de ionizacién de flama se -
basa en el principio de que la conductividad eléctrica de un
gas es directamente proporcional a la concentracidn de las -

particulas cargadas dertro del gas.
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El gas portador fluye desde la columna hasta la llama,
la cual ioniza algunas de las moldculas orgdnicas presentes
en la corriente gaseosa. La presencia de particulas cargadas
( iones positivos, iones negativos y electrones ) en el es-
pacio entre los electrodos origina una corriente gque fluye -
en éste a través de una resistencia que la mide; la disminu-
cidn de potencial resultante se modifica por um elasctrdémetro
y alimenta a un registrador.

Este detector responde a los comnuestos orgdnicos y no
5 co, 082, NOy st. Por no
responder al aire y al agua, el detector de ionizacidén de —~

al aire, agua, gases inertes, CO

flama es particularmente apropiado para el andlisis de tra-
zas de materia orgdnica en el aire 4 en agua 6 de muestras -
acuosas tales como bebidas alcohdlicas, materiales bioldgi -
cos, etcétera.

El comportamiento del DIP depende de la seleccién apro-
piada de la velocidad de flujo gaseoso. Por regla general se
usa una relacidén relativa de flujo de 1:1:10 de Hz/gas porta
dor/aire.

Por su alte sensibilidad, combinada con su extenso re -
corrido lineal, el DIF es excelente para el andlisis cuanti-
tativo de trazas. Este no cambia su respuesta cuando hay va-—
riacion de temperatura, flujo, gas portador ya que es inde -
pendiente de éstas variables.

Teor{a de la Cromatografia de gases:

La teoria bdsica del proceso cromatogrdfico fud desarrg
1lada por Van Deemter14 para explicar la forma y localiza =~
cidn de los picos del soluto que han sido elufdos dentro de
una columna de separacién. EZsta teor{a llamada del tanto por
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ciento, se desarrolld al examinar las fuerzas que influyen -
la altura 2quivalente a un dlato tedrico ( AEPT ), esto es,
la eficiencia de la coluana.

a) La ecuacidn de Van Deemter relaciona los pardmetros ope
racionzles de la columna, con su =2ficiencia. 3n la forma ndz
simplificada, la ecuacién es: H = A + 3@ + Ctﬂ

Donde:
H = AEPT = Altura egquival:znte a un nlato tedrico
A = Difusidn pardsite 5 efecto del paso miltiple.
3 = 3fecto de la difusidn molzcular.
C = Factor relacionad> a la resistencia a la transferen
cia de nasa.
/Q = Jlactor relacionado con la velocidad medina lineal -
del gas.
Istos tres vardmetros { A, By © ) identificen los prin
cipeles aportes a la dispersidn del nsico 3 banda del soluto.
La velocidad lineal wedia del gas (/ﬂ) s2 puede determiner -

de la siguiente manera:

g= & {longitud de la solutna en cm.)

/
tismpo de retencidn del aire en seg.

13

Supdngase que hacemos un zrafico de la ecuzcidn e Van
Jeemter, graficando AZPT contra 4 y tomaado 4, 3 y T como -
constantes. Graficando cada término separadamente, vodemos -
ver facilmente el efecto de cada término sobre la grafica ta
tal; en la gréafica, el orimer término A, 28 una constante -
con respecto a,q y estd representada nor la linea recta hori
zontel ( A ). El segundo %érmino. 3,4 , disminuye al aumen -

tar la velocidad del flrjo y estd representedo por unas linee
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de pendiente decreciente ( B ). El tercer término, C.4, -
aumenta al aumentar la velocidad de flujo y forma una lfnsa

de pendiente creciente ( C ). Combinando estas tres l{ineas -
nos lleya a la relacién hiperbdélica mosirada en le fig. Ng 5
1)
AEPT

m’—b

>

PIGURAL ¥ 5
Grafico de la Ec. de Van Deemter

Realmente la ecuacién de Van Deemter establece que para
cualquier columna existe una velocidad particular ie flnjo -
del gas acarreador, donde AEPT es minimizada ( 5/ Sptima ),
y si aumentamos 6 disminufmos el flujo de gas del nivel 6pti
mo la eficiencia disminuye. Desafortunadamente el valor de -
j? Sptimo no puede fAcilmente ser visto o calculedo; asf las
zondiciones 4ptimas para cualquier separacién son a menudo -

encontradas experimentalmente.

Para obtener mayor eficiencia se deberén seguir las si-
guientes recomendacione314:

- Didmetro de particula. Pequefio y uniforme, generalmente
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tierra de diatomeas ( Kieselzuhr ), malla 100/120.
- Velocidad del flujo. Se obtiene la 4ptima graficando =
ABPT contra velocidad de flujo.
- Gas acarregdor. Un gas inerte de alto peso molecular, N

§ Ar mds gque He.

2

~ Pase lf{quida. Viscosidad baja, baja presién de vapor en
la cual los solutos deseados son poco solubles § regular
mente solubles.

- Cantidad de fase liquida. Una pelfcula delgada ( de 1 a-
5% en peso ) no permitiréd alta capacidad, pero sf mds -~
eficisencia.

- ‘Temperatura. Una temperatura bsja alarga el tiempo de -
andlisis, pero en cierto punto produce msjores separacig
nes. También se determina graficando AEPT contra veloci-
dad de flujo.

~ Didmetro de la columna. Pequefios didmetros producen alta

aficiencia, las mejores columnas son las capilares.

Por otra parte es importante saber que, como en una des
tilacidén § extraccién , un plato %edrico, es un concepto ar
tificial. E1 mimero de platos tedricos es muy ¥til para com-

parar columnas similares; puede ser evaluado ficilmente del

cromatograma de interds por medio de la siguiente ecuaoién:l5
= B Y
N=16 (Wb) (1)

Esta ecuacién es una de las mds importantes para la cro
matografia de gases. Es la medida mds directa { y sencilla )

de calcular o determinar la eficiencia de la columna a par -
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tir de una solucién de la muestira.
Donde :

N = mimero de platos tedricos.

tr- tiempo de retencidn del pico.

Wbs longitud de la base del pico, limitads por las tan-

gentes a loa extremos del mismo.

Resolucidn. la resolucién ( R ) estd basada tanto en la
eficiencia de la columna ( dependiente de la AEPT ) y la efi
ciencia de particidén de las fases estacionarias, asi como -
tambidn al soluto. As{, R mide la separacién verdadera de dos
picos concecutivost’. Ver ecuacién {2).

la resolucidén estd determinada por dos factores., At y -
W, donde At e8 la medida de la separacidén de los mdximos de
los doe picos; puede incrementarse ya sea reduciendo la tem-
peratura § escogiendo la fase l{quida mds selectiva ( mayor
valor deo( ). Si R>1, existe buena separacidén 6 resolucidn.

WQ e8 la velocidad de ensanchamiento de banda, en la cg
lumna y puede medirse por el muimero de platos tedricos ( ¥ )
6 AEPT; es tembién la anchura de la base de los dos picos, -
en unidsdes de longitud ;

A
1/2 (Wl + 0

5!
Donde :
Wl + w2 = Wg es una medida de la eficiencia de la co
lumna.
wl= Longitud de la linea base interceptada por las tan
gentes de los extremos del pico mimero 1.

At = Longitud que separa los mdximos de los dos picos.
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Wo = Longitud de la linea base interceptada por las %an
gentes de los extremos del pico 2.

Wg llega a ser menor conforme el mumero de platon ted-
ricos aumenta. 5ste es un modo de aumentar R. Ia otra forma,
9i vemos la ecuacién, es aumenter %, esto 2s, realizarlo Se-
leccionando fases estacionarias mds discriminantes para los

solutos de interds particular.

Estandarizacién interna.

Este método también es conocido como método de calibra-
¢ién relativa 8 indirecta. ¥s un método de cdlculo empleado
para fines cuantitativos, donde se preparsn muestras de peso
conocido y de un patrdén, y se separsn en el cromatégrafo. Se
mide el 4rea de los picos. Se presenta la relacidn de dreas
de los picos en funciédn de la relacidn de peso.

Despuds de afadir a lz muestra desconocida una cantidad
exactamente conocide del patrén interno, dsta mezcla se cro-
matografia; se mide la relacidn de dreas y a partir de la =~
gréfica de calibracidén, se leen las relaciones de peso de la
sustencia desconocida con respecto al patrén. Como se conoce
la cantidad de patrdén afladido, con un cdlculo sencillo, se -
determina la cantidad de compuesto desconocido presente.

Este mdtodo de calibracidn tiene venj:aja5 de que no es
necesario medir exactamente las cantidades inyectadas, ni co
nocer la reaspuesta del detector ni que 4ste permanezca cons~
tante, ya que ningin cambio en la respuesta alterari la relg
cién de dreas. la principal desventaja del mdétodo es la de -
encontrar un estdndar o patrén que no interfiera con algin -

componente de la muestra.
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Integracidn.

La medicidén de la alturas de los picos es mds rdpida que
la de su drea; sin embargo las grdficas de altura de los pi-
cos en funcidn del tamafio de la muestra tienen un intervalo
lineal méds limitado que las correspondientes grdficas para -
drea de los picos. Frecuentemente las alturas y anchuras ds
los picos dependen del tamafio de la muestra y el volidmen de
le muestra inyectado; sin embargo no es as{ para el 4rea de

los picos.
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2.4 VALIDACIORN

Una vez qua se desarrolla una técnica znalitica, ¢s co-
min que el analista fundamente la linearidad, precisién y -
exactitud del zétodo, por medio de reglas o condiciones esty
blecidas para asegurar la garantf{a de los resultados que se
obtengan con el mencionado método, es decir, debe validarse.

Sin embargo, no hay un conjunio bien definido de reglas
§ condiciones de validacidén. Numerosos laborztorios privados
§ instituciones de investigzcidén determinan sus pyrogias re -
glas y l{mites, basdndose en los principios generales de la
estadistica.

Tomaremos los siguientes suntos de validacidn como los
mds adecuados y mi{nimos aceptablas par: la validacidn de un
método anzl{tico para medicamentos, por Cromeltograiia en f2
Se gzseosa.

Especificidad.

Es 2l grado al cual la medicidn es debida sdlo 2 la sus
toncia a ser determinada y no a otra u otras sustancias jue
pueden estar presentes 2n el material a2 ser analizado, como
productos de degradacidn, sustancias relacionadas § excipier
tes,

De 2tra manera se puede dacir que el método debe 2star
libre de interferencias significantes por sustancias que son
conocidas por estar presentes en al producto, 0 porque ftam -
bién estén relscionados con el proceso de fabricacidn.

Si los componentes adicionales estdn para ser cuantifi-

cados por C.G. , la especificidad debe ser la adecuada entre



el componente para ser cuantificado, y los otros posibles -
componentes interferentes .

Esto puede determinarse observando que en los cromato-
gramas se diferencien perfectamente los picos correspondien-
tes a la sustancia por analizar y los posibles productos de
degradacién, excipientes y sustancias relacionadas.

Linearidad de la muestra.

Esta determinacién se hace con el fin de garantizar que
los excipientes no influirdn en la determinacidén analitica,
y que la medicién es debida sdlo a la sustancia a ser deter
minada y no a otras.
La linearidad de la muestra es otra medida de la especi
ficidad, esto es, el método debe dar resultados que presen -
ten un comportamiento lineal cuando se realice con la sustan
cie problema. Es una medida del grado al cual la curva de -
los resultados obtenidos se aproxima a una 1linea recta, apli
cando el meétodo que se estd validando.
La estimacién de la linearidadl8 s8e obtiene haciendo un
grédfico de cantidad determinada contra cantidad adicionada -~
de principio activo procedente de una muestra del medicamen-
t0, y calculando de éste, los siguientes conceptos:
l.- Pendiente. La recta de regresidn de los datos obts
nidos debe tener pendiente de 1.0 .

2.- Ordenada al origen. La misma recta anterior debe te
ner su ordenada al origen en 0.00 6 el mds cercano
posible ( documentar en caso necesario ).

3.- Pactor de correlacién. La misma recta de regresidén

anterior, debe tener un factor de correlacién de -
1.0 [ ]
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4.~ Cada grupo de datos ( 4 cada nivel de concentra -
cidn ) deberd tener un coeficiente de variacidén de
no mas de 1.5% .

5.- Si se toman valores de concentracién intermedios en
%re los valores del 80 y 120% de la cantidad etique
tada, deberdn cumplir tambidn con lo estipulado en
el punto anterior, para que se incluyan en la re -
gresidn al graficar.

Nota:

Coeficiente de variacidn =

Desv: Std. x 100 (3)

£

Se constiruye esta grafica com los datos obtenidos con -
8l método que se estd validando. Jebe incluir al menos del -
80% al 120% de la cantidad etiquetada de principio activo, -
con al menos tres niveles de concentracidn, realizando al me
nos doa veoes la prueba . 2Zn caso de no contar con un place-

bo, es factible emplear el método de adicién de esténdar.

Linearidad del estdndar.

El método debe dar como resultado datos que presenten -
un comportamiento lineal cuando se realiza con una sustancia
de referencia (estandarizada ). Se obtiene su ¢stimacidn ha-
ciendo un grdfico cantidad recuperada contra cantidad adicip
nada, y calculando de alll los mismos conceptos sefalados pa

ra la linearidad de la muestra.

Precisidén del método (reproducibilidad).

Bg el grado de concordancia mutua entre los resultados
individuales; se expresa principalmente como la desviacidén -

patdndar de los resultados del ensayo, ¢ bien, como la des -

32
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viacidén estdndar relativa, § G.V. que no deberd ser mayor
del 2% .

Serd determinada con no menos de Seis andlisis por dia,
al nivel del 100% de la cantidad etiquetada de principio ac-
tivo, por duplicado, durante dos dfas al menos empleando el
método con dos analistas, con una muestra representativa.

Deberd determinarse el limite de confianza superior e
inferior, el error estdndar total con un 95% de confianza y

graficarlos adecuadamente.

Precisién del sistema (repetibilidad)lt.

Esta se determina realizando seis andlisis en un dfa, =
por duplicado, empleando una sustancia de referencia ( estan
darizada ). Es una evaluacién de que los resultados del méto
do, no variardn bajo las mismas condiciones y equipo.

El coeficiente de variancién de los resultados obtenidos
al nivel del 1004 de la cantidad etiquetada, no debe ser ma-
yor de 1.5% .

Exactitud.

Es una medida de la concordancia promedin entre un de -
terminado valor experimental y el valor de referencia ( muy
préximo al 100% ), obtenido al aplicar el método sobre mueg
tras del fdrmaco en presencia de excipientes adecuados. Se
acostumbra determinar la exactitud aplicando el método en -
muestras del fdrmaco a niveles del 80, 100 y 120% de la can-
tidad etiquetada , seis veces cada nivel, y cada una de ellas
por duplicado. Cada conjunto de datos de cada nivel, debe =
presentar un coeficiente de variacidn de no mds del 24. Se-

"gdn publicaciones acreditadasla, el intervalo de aceptacidn
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es del 98 al 1024 de la cantidad etiquetada , por cada ni -

vel, y un error estadistico estdndar de no mds del 1.5%.

Consideraciones,

3on la evaluacidén de las condiciones de operacidn del -
né todo para determinar cudles son criticas. Se presenta a mg
nera de informacién adicional al reporte de validacidn, don-
de se incluyen los factores determinantes 3 delicados que pue
den influir en el resultado del método. O bien pueden ser ad
vertencias, cuidados especiales, etcdtera, que es importante
saber para el buen emplao del método.

Por otro lado, se acostumbra presentar en una valida -~
¢idn, una evaluacidn de la reproducibilided y repetibilidad
del método. E1 primero representa la determinacidén confia -
ble de si el método es reproducibls en otros laboraéorios,
con otro equipo, otras fuentes de reactivos y analistas. Y
la repetibilidad, asegura que no habrd variaciones signifi-
cativas al aplicar repetitivemente el método en un laborato
rio y a las mismas condiciones. Lo anterior se acostumbra -

evaluar como presicidn.

Comparacién de métodos.

Cuando se proponen métodos para reemplazar los ya esta-
blecidos, se lleva a cabo la comparacidn sstadistica de los
mismos.

El método propuesto no necesita ser cstadisticamente i-
déntico al método establacido; mientras que el método pro -
puesto cumpla con los requerimientos de validacidén antes -

mencionados, serd aceptado.



IIT.~- PA3T2 EXPERIMENTAL
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31 EQUIPO Y SUSTANCIAS

J.1.1 Eguipo:
Cromatégrafo de geses H.P. mod. 58804 equipado con detec
tor de ionizacién de flamae, y capacidad para cclumnas me
tdlicas y de vidrio de didmetro comercial, inyector auto

ndtico~-neumdtico opcional, y accesorios.

Balanza analitica Sartorius modelo 2842,

Yedidor de punto de fusién Blichi modelo 510 ( 0 a 300°7 )
Termémetro de 0 a 420°C.

Espectrofotdéme tro Beckman modelo DU-7 ( UV-visible )

squipado con graficador y celdas de cuzrzo de 1 cm.
Espectrofotdme tro Beckman UV-5270 ( Deuterio-Tungsteno )

Repectrofotdéme tro Infrarrojo Perkin-Zlmer modelo 283R

con accesorios.

Agitadores magnéticos 3olbat.

igitedores por ulirasonido Mettler electronice, modelo
YE2-1.

Pibra de vidrio silanizada grado C.G.

Papel filtro Watmen = 40 sin cenizas.

J.1.2 Sustencias.
Clovoformo grado C.G. ( anhidro ).

3-Dinitro benceno purificado ( anhidro ).
Dinitrato de Isosorbide estdndar de referencia.
pinitrato de Isosorbide estdndar primario { USP ).
Lactosa USP, Avicel USP, Almiddn USP, Estearato de Mg.
Pase liquida OV-101 para C.G.
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SARROLLO D LA METODOLOGTIA

POR CRO¥ATOGRAPFPIA DE GASES

PLAN JE TRABAJO:

Para desarrollar el método cromatogrifico de andlisis,

es necesario organizar el travajo partiendo de la informa -

cidn investigada. Para esto se siguié el siguiente orden:

1. Eleccidn de la= fase eztacioraria ( de acuerdo a es -

tructura quimica, zrapis funciorzles, e informes publicados )

longitud de la c¢olumna y soporte.

Bleccidn del tipo de columna.

2.
3.

5

2
&

2

o

leccidn del detector, gas vortador y disolvente.

eterminacidn de narductros oneracionales:

) Temperatira de trabajo del “oroa.

) Temperatura de trabajo del de%ector e inyector.

) Elaccidn del flujo de gas portador.

) Tleccidn de 9%ros faciores operacionales del cro-
zatdsreTo.

Y 2leceidn el sivtema de cilibracidn 5 método de -
edleulo cuantidtativo; det: winacidn de la resslu-
cidn v 27iciencie con los pardnetros selecciona -
dog.

wtraeridn del principio activo de le forma farmaced

tice, praparacidn de la muesira. Identificacidn del
INI.

T

denica desarrollads, aplicacidn del métado de %able

tas, ajuste del mismo ( cambio de atenuncidn a un -

tiempo x, da flujos y temreratura ).
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6 . Determinacidn cuantitativa del IKI.

l. Bleccidn de la fase estacionaria.

La astructura quimica de la molécula de Dinitrato de -
Isosorbide se puede considerar desde dos puntos de vista:
- Como éster-nitrato 6 como nitrato orgdnico.
- Por su gsolubilidad es considerada como molécula no polar

Algunos autoresl3'19-20 y 21

concuerdan en manejar a la
molécula del DNI como un polialcohol 4 éster, para seleccio-
nar la fase estacionaria.

Segdn esto, las tablas de fases estecionarias recomenda
das por Zweigloson las siguientes entre otras:

QP-1 ov-17

ov-101

SE-30

ov-25

En general son la mayoria metil-siliconas sintéticas, -
aceites ¢ derivados de aceites de silicona, usadas desde el
3 al 4% en peso sobre el soporie adecuado.

Del grupo anterior y en base a su disponibilided en sl
lab;ratorio, ge eligidé la fase (V-101 que es de polaridad me
dia 4

pureza, lavado con dcido y de comportamiento excelente segin

a una concentracidn de 2.5% gobre Chromosorb de alta -

referenciasl4. El tamafio de particula se determind en base -
a recomendaciones del fabrieante, para éste tipo de fase 1li-
quida, que fud de 100-120 mallas.

Segin estos mismos autore813'20 y 2l

y Se recomiends una
longitud de columna de no menos de 6 pies ( 180 em. ) y 1/8

de pulgnda de didmetro interno, para obtener tiempos de re -
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tencién adecuados. E1 nombre quimico de la fase 0V-101, 2s -
Dimetilpolisiloxano ( aceite )15’18, ¥ su estructura conden-~
gada es la siguiente:

CHy  cay
Si- 0~3i=0
t
CH cr
3 q} n

PIGCURA ™ 6
Estructura de la fase OV-101

Eleccién de la columns.

Con las especificaciones anteriores para la columna, -
queda la seleccién del tubo, su naturaleza 0 material.Esta -
eleccidn debe responder a los reguerimientos de resistencia
disponibilidad y lo inerte del material. E1 cobra no es cos-
toso pero se oxida a bajas temperaturas, es blando y se de -
forma si el didmetro es pequefic.

Zn cuanto al vidrio, es muy co::xercialQ4 ¥y en su fabrica
cidn, el didmetro no varia con mds del 5% y permite observar
el llenado de la columna. Aungque es frégil, ¢s sumamente iner
te y puede ser usado para la mayoria de las fases liquidas.

El acero inoxidable es mds coet05024, pero menos frigil
que el vidrio, y presenta una superficie interna no polar -
con mejor conductividad térmica; es el mds utilizado, ya que
presenta la misma tolerancia que el vidrio en cuanto a la =
uniformidad del didmetro interno.
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3n el presente trabajo 3e eligid columna de vidrio por
ger de menor costo, mds disponible y por presentar facilida
des para un 2mpacado completo y mds uniforme. Presenta mayor
facilidad para desempacar y caabiar de relleno, caracteriszi

cas que no presentan las columnas metdlicas.

2, Zleccidn del detector, Zas portador y disolvente.

a) eleccidn del detector.

El DNI es una moldcula orgdnica sumamente explosiva, -~
por lo que al quemarse en la flama del detector.'da ioniza =
cidn de flama ( DIPF ), proporcionard una buena cantidad de -
iones rdpidamente. Por lo anterior se eligid el DIP para el
método.

Para éste detector es necesario el uso'de N, puro como
gas portedor, dado lo inerte y pesado que e3. Para la flama
se requiere Hz y aire puros. £l flujo de Hy se recomienda ma
yor de 30 y menor de 50 ml/minuto y el flujo de aire debe -~
ser 20 veces mayor que el flujo de gas portador. ( Seguin ma-
nual de operaciém del cromatégrafo ). De cualquier mode, 1la
eleccidn de estos flujos se determina mds especificamente de
ung manera experimental.

b) Elaccidn del solvente para el andlisis.

En base a una tabla de solubilidades del principio acti
voa, se decidid tomar al cloroformo como solventels, debido
a que el DNI se solubiliza adecuadamente.

2l cloroformo presenta buen comportamiento como Solven-
te ya que es el recomendado para aplicar la fase liquida15 -
sobre el soporte inerte y vorque al momento de las inyeccio~

nes no se evapora instant4neamente, como la acetona.

&
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3« Determinacién de l¢s pardmetros operacionales.

Antes de iniciar la determinacidn de dstos vardmetros,
se prepard una columna de separacidn bajo las siguientes con
diciones:

- Columna: De vidrio, de 6 pies de longitud y 1/8” de dij-
metro interno, enrrollada a 20 cm. de didmetro.

- Pase estacionaria: OV-101 ( aceite ) al 2.5% sobre sopor
te sblido Chromosorb WHP.

= Disolvente: Cloroformo grado reactivo.

~ Soporte sélido: Chromosorb WHP de 100-120 mallas ( USP )

Se preparé de la siguiente manera: se pesaron 250 mg. =
del aceite 0V-101l en un vaso de prec¢ivitados adecuado. Por -
separadp se pesaron 9.750 g. de soporte Chromosorb WHP, y se
colocaron en un vaso de precipitados grande, se adiciond su-~ '
ficiente cloroformo para cubrir sl sovorte evitando un exce-
80,

La fase l{quida se disolvid$ en la minima cantidad de =
cloroformo y se adiciond cuantitativamente al veso contenien
do el soporte sdlido. El vaso gque contenia la fase liquida -
disuelta, se lavé con un poco de cloroformo y se adiciond al
vaso con el soporte. Se agitéd muy suavemente a modo de incor
porar la fase estacionaria en el soporte. Se dejé reposar -
por espacio de 24 horas y se evapord el cloroformo a seque -
dad con movimlento muy suave y en bade maria.

Una vez seco el preparado anterior, se empacé la colum-
na de vidrio con ayuda de vac{o y sin empacar demasiado apre
tada para obtaener huen flujo a travéds de la misma.

Se dejé equilibrar la columna por 24 horas a 200% ( la

méxima permisible es 300°C )18’24 a un flujo de ¥ de aprdx;
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madamente 20 ml/min., con un extremo abierto. Posteriormen -
te, Se considerd squilibrada cuando al colocarla en 2l norno
del cromatdzrafo 7 encendido és%ta, solo aparecid una l{inea -
base estable ( recta ).

a) Determinacidén de la temperatura del horno & temperatura

de trabajo de la columnsa.

Para lograr ésto, se fijé arbitrariamente un flujo de -
gas portador N, de 30 ml/minuto ( basdndose en referenciasl9
7 20 7 en el m;nual de operacidn HP 58804 ), medidos con flu
jémetro y coﬁsiderando:

~ Detector: Flujo de H2 = 60 ml/min. a 20%c.

Plujo de aire= 360 ml/min. a 2009.

Velocidad de la carta = 0.5 cm/minuto.

Ateruacidén de la sedal = x4.

Temperatura del hornmo +20°C

Temperatura del inyector

Temperatura del detector = Temperatura del horo +20°C

¥argen de la carta = al 15%.

Antes de inyectar se dejdé estabilizar la columna por 30
minutos, a estas condiciones con un extremo abierto. La de =
terminacidn se realizd inyectando tres microlitros de una s¢
lucidn 0.5 mg/ml de DNI estdndar de referencia ( en clorofor
mo ) por triplicado, a cada una de las siguientes temperatu-

ras del horno :

100%¢ 150°¢
110% 160°%¢
120°¢
130%¢

140°¢



42

Pero antes se inyectd cloroformo puro para obtener: su -

tiempo de retencidm y obgservar que no gemera ruido § proble-

mas.

En cada temperatura ensayada se obtuvo el cromatograma

respectivo y de ahf se registré:

- Tiempo de retencidén del DNT.

Tiempo de retencidén del disolvente.
Tiempo que dura la elucidn completa.
La resolucién de ambos picos.

Mimero de platos tedricos.

la temperatura que se eligié cumplid los giguientes con

ceptos:

Generar el pico del DNI mde grande en altura, y agudo -
( segin Malbica et. al%J)

Tener forma correcta, definida y no presentar coleo.

No presentar aberracidn, desviacién o ruido en la limea
basge.

Pregentar la mejor respuesta del detector ( uso de una -
atenuacién alta ).

Que estas condiciones sean constentes en cada uno de los
tres registros que se obtuvieron.

Presentar el meyor nuimero de platos tedricos.

Si doa o mds de las temperaturas emsayadas presentan =

las mismes observaciones, se eligird la que ssa menor. 38 -

conveniente construfr un grdfico de temperatura, T (°c ) con

tra ndmero de platos tedricos, para elegir la temperatura Jp

tima.

El estdndar de DNI se prepard de la siguiente manera:
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Se pesé el polvo squivalente a 25 mg de DNI estdndar de
referencia, y se transfirid a un matrdz voluzétrico de 50 ml
3e adicionaron 25 nl de cloroformo anhidro, 7 se agitd duran
te 1% minutos c¢on ultrasonido. Posteriormente se agitd magnd
ticamente durante 15 zinutos, se filtré con napel fWhatran -
NE 40, recibiendo los iltrados en otro masraz de imal ca -
sacidad; el material de filtracidn se lavd con pequeiias nor-
siones de cloroformo anhidro, hasta llevar el volumen al a-
Zoro. T1 liquido filtrado se tapd herméticanente; éste se -

ronservé en refriceracidn.

4]

b) Ilececidn de la semreratura de trabajo del detactor
inyector.
Z8ta eleccidn se hizo de manera vrdetica, siguiendo el
orincivio de Zuncionamiento del cromatégrafo. is{, las tem -

peraturas del detec®tor 2 inwvectar se somoron 20°C arriba de
la temperatura de trabajo de la columna ( u horno ! exn cade
ensayo 5 determinacisn, tanto vara volatilizar com> nzrz ase
surar le combustidn mds completa de los 2luatos, en el inyec

tor y detector resrvectivamente.

¢) Zleccidn del flujo 421 sas portadoer.

Se inyecta nor triplicado una solucidn estdndar, utili-
zando los mismos pardmeiros 4de trabajo que se utilizaron pa-
ra encontrar la %teamseraturs de la columna, axcentuando désta,
que en éste caso ¢S constante. \ cada flujo ensayado se apli
caron inyecciones nor triplicado.

Estae inyecciones se sfectuaron en cada uno de los =i -
guientes flujos de N2 :

15 m"/min.

20 ml/min.
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30 al/min.
40 ml/min.
50 al/min.
60 ml/min.

De los cromatogramas resultaentes del ensayo de cada flu
ge registrd :

Tiempo de retencién del DNI.
Ndmero de platos tedricos.

Adicionalmenté, el flujo elegido presentd les siguien -
caracteristicas :

fue proporcione el pico mds agudo.

Registro definido y de foraa correcta sin coleo.

Jue permita la elucidn rdpida y sin aberracidn de la 1li-
nea base.

que presents éstas observaciosues en los tras ensayos 3
inyecciones.

ue genere el mayor mimer> de platirs tedricos.
g ;

Se grafica AZ?T contra Flujo, vara encontrar el flujo -

Sptimo ( donde 4227 es aminima ) y el registro sea bueno.

4)

Rleccidn de otrog [{actores de oneracidn.

3stes determinnciones se refieren a los controles de -

gengibilidad y cra:ficado del aparato, 1ue es necesario ajus-

tar

pera loprar dbuenos registros ( picos ). 4 saber, los -

principales son ¢

argen de la carta.
Velocidad de la carta.
Jensibilidad a la seilal 4 tamaiio del pico ( atenuacién ).

51 margen de la carta del registro es el ajuste del i -



nicio del trazo sobre el »avel.

La velscidad de la carta se 2justéd segmin el tamaio de -
los rezistros jue 3e guerian, y de la economia de pepel Hus-
cada.

La sensid®ilidad 2 la sedal § ateruacidn, se refiere al
tamafo del registro jue se suiere 5 cabe en la carta. 31 re-
gistrador timne 1a capacidad de ser sensible a cantidades -
muy vequeias de soluto y de amdlificar 4 reducir éste res -
puesta como se deseé. Iste nando puede programarse a aque cam
bie de valor a un tiz2mpo preseleccionado para amnliar § re -

ducir seffales ( nicos ) automdticamenve segin convenga.

e) Bleccidn del sistema 12 calibracidn % mé€tondo de cdleculo
cuanti tativo. Jeterninacidn de la resolucidn y sficien-
cla con los parimetros selsccionados.

31 métndo empleado fué 21 e estandarizacidn interna”’’
14 ,

i en déste ad4ndo 2s posibla conocer la concentracidn del -
estédndar interno, el drea de $s%e en el cromatograma y un -
factor de correccidn jue arbitrariamente se l2 da un valor -

le 1 . Oe a2stablece la siguiente igualdad :

P.ox A ".oX A
1 1 2 2
s = - ..-.......-__(4)
Jl .42
Jonde :

?1 = Factor de correccidn ( estdndar interno ) =1 .

Al = Area del sstandar interno.

Q
]

. Concentracijn del esténdar interno ( mg/ml ).

?, = Factor de respuesta del astdndar de referencia.

C; = Concentracidn del estandar de referencia.

A, = Area del estdndar de referencia.

Egta igualdad se establece debido & que se da por hecho
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que la respuesta del detector es igual tanto para el estin-

dar interno como para el DNI ( o sustancia a ser cuéntifica—
da )}, y dado que dsto légicamente no es estrictamente cierto
ge debe justificer y corregir el error que esto origina; ge
da arbitrariamente el valor de la unidad a un factor de co -
rreccién? se conoce perfectamente su concentracidén y su drea
en el cromatograma, ademas este valor no altera 109 otros -

valores conocidos. Mo existe alguna escala u otros parame -

tros que sefialen valores para éste factor.

Teniendo establecido lo anterior, se tiene una base pa-
ra calcular el factor de respuesta del DNI, sin tener error
de cdlculo.

Bs%e cdleculo permite obtener las conceniraciones de -
muestras desconocidas a partir de un estdndar de referencia
con la ecuacidén ( 4 ) y adicionando iguales cantidades de -
estdndar interno a la muesira desconocida v al estdndar, pa-
ra calcular el factor de respuesta y la concentracidn desco-
nocida. Asimismo se puede ver que calculando un promedio de

F2 no es necesario construlr una curva de calibracidn.

~ Deterninacidn del Estdndar Interno,

Para esto se buscaron comouestos gque tuvieran grupos -
nitro en su molécula, que fueran semejantes & iguales a log
mencionados en la bibliografia como estindar interno3’ll 7
qus fueran solubles en cloroformo. Asi, se ensayaron los si-
guientes compuestos :

3-Dinitrobenceno 3-litroanilina
Acido picrico 3-Nitrobenzaldehido

Ver figura N> 7.
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NO3 OH HC=0
o.N *
3! N03
N03 N03
NO3
3-Dinitro~ Acido pi- J-Niiro- 3~Nitro~
benceno erico aniling benzalde
hido.

1)

2)

3)

FIGURA N 7
Estructuras de los compuestos ensayados para la elec -
cibn del estdndar internmo.

Loe ensayos realizados fueron los siguientes:

Se prepararon muestras de datas sustancias, a ung oon -
centracién de 0.5 mg/ml en cloroformo.

Se inyectaron cada una de las muestras anteriores a las
condiciones cromatograficas elegidas, ror triplicado, -
cuidando de inyectar siempre el mismo voldmen.

Segqun lo obtenido en el punto ( 2 ) se selecciond el es-
tdndar interno dependiendo de si cunplis con les siguien
tes indicaciones:

No presentar retencidén irreversible 3 dezradacién térmica
ni descomposicidn.

Buena respuesta del detector.

Tiempos de retencidén adecuados.

Que presente picos grsndes, agudos y de forma correcta.
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No presentar aberraciones en la linea base.
Que no presente interferencias de elucidén en el disolven
te.

4) Se preparé unz mezela adecuada del estdndar interno se-

los

con

leccionado y DNI estdndar de referencia, se inyectd por
triplicado, y del cromatograma resultante se observé_ -
que presentara buena resolucién, aproximadamente mayor

de 1.0 respecto al pico del DNI, ademds de 3
Presentar el factor de correccidn 8 relacién de dreas -
reapecto al DNI, reproducible y constante.
Que no reaccione 6 interactue con @1 DNI en la columna.
Que presente lgs observaciones anteriores constantes y =~

reproducibles en los tres ensayos.

Determinacidn de la resolucidn y eficiencia con los pa-
rémetros seleccionados.

El cédlculo de la resolucién es factible de realizar con
cromatogramas obtenidos del ensayo del estdndar interno

DNI estédndar de referencia. Obviamente se inyecté una so

lucién con ambos solutos a concentraciones conocidas bajo =~

las

mas

donde ¥V, ¥ W

condiciones sefialadas de antemano y de égtos crometogra-
ge obtiene la resolucidn, aplicando la ecuacidn ( 2 ), -

corresponden a los picos del estdndar interno

1 2

y DNI estdnder de referencia respectivamente. Si R>1l, se =

tiene buena resolucidn y eficiencia separatival.

15

Otra evaluacidén de la eficiencia, es la evaluacidn de la
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relacide de sreas, que ésta permanezca constante en la deter
minecidn del estdndar interno} y evaluar el nimero de platos

tadricos ( N ) generados por el sistema mediante la ecuacidn

(1).

4. Ixtrazccidn del principio activo de la forma farmacey

tica. Preparacidr de la muestra e identificacidn del

Dinitrato de Isosorbide.

Se pesaron 20 tabletzs de DNI de 10 mg, se trznsfirie -
ron a un mortero de tenmcio adecuado, Se trituraron haia obte
ner un polvo fino; éste polvo se pesd exzcinmente el equiva-
lante alrededor de 25 mg. de INI, posteriormente se transfi-
rid éste polvo & un matrédz volumétrico de 50 ml y se llevd -
al vollmen con clorofarmo, se tapd y se azité por ultrasoni-
d0 por 15 minutos, se continué la agitacidn con un azitedor
nagnético otros 15 minutos y finalmentie se filiré con papel
Taatman ﬁa 40; loz Siltrados se recibieron en otro matrdz Vo
lumdtrico el cual se rotuld perfectamente y se tapd hermdti-
camente.

Je la solucidn obtenida se tomaron con la jeringa 3 mi-
crolitros y se inyectaron, por duplicado; de los cromatogra-
mas regultantes se identified el pico correspondiente al DI
mediante la comparacidn de un crom=tograma de una solucidén -
de JONI estdndar de referencia. 3e observé que no existiera -
interferencia en la elucién de los picos de disolvente y DNI

debido a excipientes d posibles degradaciones.

5. Técnica desarrollada, aplicacién del método en table

tes 7 ajuste de la misma.
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TRCNICA

- Preparacién del estdndar interno:

Se pesaron exactamente 2.500 g de polvo de 3~-Dinitro -
benceno puxro y seco, se transfirieron a un matrdz volumétri-
co de 500 ml y se llevd hasta el aforo con cloroformo anhi -
dro, se homogeneizd hasta obtener una solucidén clara.

Se prepararon muestras de tabletas para su andlisis tal
como se indica en el punto Ng 5 7 8e inyectaron tres microli
tros varias veces, alternando al azar inyecciones de solu -
¢ién de DNI estdndar de referencia para observar algune po-
sible diferencia 6 interferencia.

De la repetibilidad resultante, en funcidén de las dreas
registradas, se determinaron los factores posibles de modifi
car pera mejorar la metodologia desarrollada sin gque ge cam~
bien los pardmetros operacionales que determinan la aficien-
cia de la separacién, a saber : flujo de zas portador 7 las
temperaturas del horno e inyector, colummna, soporte y solven
te.

6. Determinacién cuantitativa del DNI.

Teniendo preparada la miestra de tabletas de DNI, ade =~
nds de haber preparado una solucidén de DNI estdndar de refe-
rencia de lg misma manera como se trata lz muestra, se pre -
para‘el cromatégrafo con detector de ionizacidn de flame a
las condiciones determinadas anteriormente. '

Se inyectaron tres microlitros de la preparacidn del es
tdndar de DNI + estdndar interno, por duplicado; luego se in
yectan tres microlitros de la solucidn de muestra de table -~
tas, por duplicado.

De los cromatogramas resultantes, tanto de DNI estindar



51

je referencia, como de muestre de tabletas de DNI, se nbtu ~
vieron lzs drees correspondientes. A pariir de dsias drees -
7 con la ecuzcidn ( 3 ), se obtiene el Zactor de respuesta,

F, dsl DMI, 7 luego, se calcula C,, o sea la concentracidn

21
del DNI en la muestra de tobletas

456
F2=(‘ : ------——---—(4)
Y1 e
c ?_C, A
2 172
2 212 ... ce- (5)
M1

3¢ hizo un progedie de T, de las dos determinaciones -
-

cor la nuestra de tablebtas v se calould el contenilo de DRI

con la siguiente f£érmula:

mg/tableta = 02 X 25 =+ =« o=e-= (6)
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3.3 VALIDACION DE2L X2790D0
DESARROLLADO

a) Especificidad

b) Linearidad de la muestra.

¢) Linearidad del ss+indar.

d) Precisién del método  ( reproducibilidad y repetibili
dad).

g) Exactitud del método.

f) Consileraciones generales.

a) Zspecificidad.

Para determinarla, se corrieronm muasiras de ORI degrada
da , tratando de ob%zner los d5s :trincinales producsos de 1z
gredacidén 2-mononitrato de Isusoribile y @1 5-mononitrato de
Isosorvide y d¢ buscar almin stro interfarents. Conociendo -
1los tiezpos d2 retencidn de log nuevos productss 7 aungue 20
se identifinuen, ze puede saber 3i 2l andlicis o3 23vecifico
6 no, comperdndose £5%os tizndos con =1 del LI estéadar de-
referencia, cin lejrzdar.

Adends de dstos praluctos dp degradacidn, se tratz de -

buscar zlgdn otro compusssy que dpueda preseantarse durante ol

<t

engayn, que 1Y sean los anterior:s, como 2xcipianies, con
minantas, etcétera.

Se pesaron muestras de aproximadamente 10 mg de DII es-
tdndar de refereincia y se prevararon como Se indica a conti-

nuacidn ¢
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YIZSTRY SOF2ISIONES MIEP0

{1 )2 + 30m) de HC1 1.JY, homogeneizar |2 ars 2 12072
(2 )] D8 + 50m1 42 XadH L.dM " " o

{

Y

NI + S0l de H,Q destilada " "

4=
~— -

O s9lo, seco, homogenaizar 43 ars a $072

H\‘_"“Y—)-
O R o

Decradaciones del JNI para especificidad

Postariorments las muastras 1, Z y 3 3¢ 2xtrajeron con
20 ml. de cloroformo puro, zgitando el embudo de senaracidn
durante 3 minutos. Se separd la fase orgdoica, se filtrd ade
cuadamente y posteriormente 2ze aford e 2% al. Zote
se inyeetd por Juplicads an el erome4dsr=fo a2 las condicio -
nes ya establecidas y 3¢ analizaron los cromatogramas obteni
dos.

La muestra mimers { 4 ) se prepard com? una muessra or-
diparia para aralizar INI en tabletas, con la diferencia de
que no se adiciond soluciéa de 3-DNB ( estdndar interno ), 7
uUnicaments se agité por ultrasonido. Se inyectd %al y como -
se indica; se analizaron los cromztiogramas resultantes para
evaluar la especificidad por comparacidn con el estdndar de

referencia.

b) linearidad de la muestra.

Para determinarla se empled el método de adicidén de es-
tdndar 2 un excipisnte adecuado formulado, debido a la caren
cia de la formulacién compléta del medicamento. La pureza -
del estdndar de referencia es 38.65% en lactosa.

Los niveles de conceutracién empleados y la composicidn

del excipiente preparado aparecen en las tablas ( 3 )y ( 4 )
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Preparacidén de la Linearidad Je la muasira

MUZSTRA 6 |6 OD PRINCIPIO [ng. de [ OB PR3 |§> o3 In-
PREPARACION {ACTIVO. DNT  [ARSCIONIS |vnseroms
1 60% 6 2 2
2 60% 6 2 2
3 807% 8 2 2
4 0% 8 2 2
5 100% 10 2 2
6 100% 10 2 2
7 1203 12 2 2
8 120% 12 2 2
9 140% 14 2 2
10 140% 14 2 2
IA3La ™ )

Composicidn del excipiente con princiviay activo:

Principio activo 17.24% = 25.36 mg.
Estearato de magnesiq 2.00% = 3.00 mg.
Avicel 26.324% = 40,33 mg.
Lactosa 26.92% = 40,33 mz.
Almidén 26.325 = 40,338 ngz.
100.00% 150.00
mABLA B 4
Purega del astdndar = 38.68%
Peso promedio de la tableta = 150 mg.

Contenido de principio activo

H

10 mg. de DNI

25.36 mg. de estdndar




55

‘

Tara cada preparacidn, se pesd la cantidad respsetive
ie estdndar de DNI vy ge mezcld perfectamente con la cantidai
sarreapondiente de axcinisntas, evitando cualquisr aérdids

Tna vez preparados 108 nolvos se procedid como se iviie

(¥4
w

an el ensayos de 2NI er tableias,

Las inyecciones de las muesiras Se alternsrsa <on diras
de una solucidn de II'T estdndar de refereaciz prepprado de -
la mznera usual, parz fines de cdleulo.

Las cantidades correspondientes ie principio alsive 7
ercipienies nenesurios 2ara loz diferentes nivelas Iz concen

2ars unaz preparacidn 3 satlets ), apare-

Las cantidades resnectivas de polvos resueridos pzrz -

e

lzas greparaciones necesaries a log aiveles uwarcados 2a la -
tavla ( 3 ), se obtiener i pariir de lo 323a2lado en la 3adls
{5 ), sinplazmente aultinlicands talas cantidadas

2ro de preparaciones reauseridas.

‘5 ng de ST oy ode 3td. og le -
ie activo| purs S0T(33.63;) excipients ;
9 9 D 50,2 :
50 ) | 15.51 134.49 ‘

30 3 f 20.63 129.32
30 3 23.26 126.74 ;
100 10 25.35 12¢.15 |
120 12 31.02 112.38 i
140 b 36.13 113.81 |
TABLA 12 5 47

Jantidades de excipients y vrincipio active dilufde
requeridas en cada nivel de concentracidén (para una
tableta da 150 zg) para la linearidad de la muestre
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¢) Linearidad del estdnder.

Se prepard con un estdndar de pureza de 33.637%. Los ni-

veles de concentracién empleados fueron los siguientes:

muestra ¢ % de p. | mg de 2 de W de pre
preparacidn | activo | DII inyecciones |parazciones

1 80+ 3 3 2

2 30 3 3 2

3 100 10 5 2

4 105 10.5 3 2

5 110 11.0 6 2

6 115 11.5 3 2

7 120 12.0 5 2

8 125 12.5 3 2

9 130 13.0 3 2

TABLA N 6
Preparacidn de la ILinearidad dsl estdndar

'

La preperacidn de éstas muesiras se realizd de la mis -
pa maners que en el ensayo de DNI en tablstas. Con 1la dife -
rencie de que aqui 2l polvo ya se tiene como tal.

Las inyecciones se alternzron con oiras de solucidn de
DNI estédndar de referencia USP preparado de la manera usual.

A partir de los cromatogramas rssultantes se hicieron -

los cdlculos y determinaciones necesarias.

d) Precisidn.

~ Procisidén del método.

Se realizd haciendo seis determinociones por duplicado,
del ensayo de DNI en muestras de niveles del 100% del conte~
nido de principio activo. Zsto se realizd con dos analistas
en dos df{as diferentes, con el mismo equipo pero cada uno de

ellos lo acondiciond y prepard adecuadamente e independien-

temente uno de otro.
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Las muestras se prepararon y pesaron de la siguiente -
manera
Principio mctivo = 25.84 mg

Excipiente =124.16 mg

150.00 mg

El excipiente se preparé con la composicidén emplesada -
anteriormente. Estas cantidades se pesaron exactamente en -
balanza analitice y se mezclaron perfectamente.

Las muestras se prepararon de la misma manera que en el
ensayo de DNI en tabletas. las inyeccione3 se alternaron con
otras de DNI esténdar de referencia. De los cromatogramas re
sultantes se hicieron los cdlculos y determinaciones necesa-

rias.

- Pfedisidn del sistema.

Se realizé evaluando la desviacidén estdndar de los re -
sultados obtenidos de al menos seis inyecciones de una prepa
racidn de estdndar de DNI ( la concentracién recomendada es
del nivel del 100% ).

Se midid asi, lae repetibilidad de la separacidn dentro
de la columna ( es decir, del sistema cromatogrdfico ) cuyo
resultado final del coeficients de variacién no debe ser ma-
yor del 1.54 ., De los cromatogramas resultantes se hicieron

los cdlculos y determinaciones necesarias.

e) Bxactitud,

Esta determinacidn se hizo enseyando muestras compues -
tas de la mezcla de excipientes formulada anteriormente, y =
un estdndar de DNI; de tal manera que proporcionarean niveles
de concentracidén del 80%, 100% y 120%€ de la cantidad etique-
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Cada nivel se ensay6é seis veces, por duplicado y las -

muestras se prepararon como sigue:

NIVEL DE CON |NUMERO DE MUES {NUMERO DE PRE |NUMERO TOTAL o
CENTRACION. TRAS. PARACIONES POR |DE ENSAYOS 6 -~
MUESTRA. PREPARACIONES

80% 2 8

100% 2 8

1204 4 2 8

TABLA M 7
Preparacidn de la exactitud

Se prepararon 8olo cuatro muestras de cada nivel de cog
centracidn debido a que en la parte de la linearidad de la -
muestra, Se ensayaron dos veces cada uno de estos mismos ni-
veles, tratando la muestra de la misma manera. De esta mane-
ra se completaron los seis ensayos de cada nivel y cada uro
por duplicado.

El excipiente se preparé con la composicidén empleada an
teriormente.

En cade preparacién se pesé la ceantidad respectiva de -
excipiente y principio activo para cada nivel de concentra -
cidn, en balanza analftica.

Una vez mezcladas las muestras se prepararon de la mis-
ma manera como s8e indica para el ensayo del DNI en tabletas,
con la diferencia de que aqui el polvo ya se tiene como tal.

Las inyecciones de las muestras se alternaron con otras

de una solucidn estdndar de referencig USP Mreparado de la -
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manera usual para fines de cdlculo.
De los cromatogramas resultantes se hicieron los cdlcu-

los y determinagciones necesarias. *

f) Consideraciones.

Se hizo de la manera indicada en la parte correspondien

te & la teoria.
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3.4 ANALISIS ESPECTROPOTOMETRICO
DEL DN
EN TABLETAS

Para fines comparativos, se aplicd 1 método espectrofo
tométrico reportado en la USP KIIZS
tabletas de 10 mg.

2sto se hizo como sigue:

para determinar DNI en -

1) Se obtuvo el peso promedio de 20 tabletas de un mismo -
lote.
2) Se aplicd el método de andlisis al menos 10 veces.

3) Lo anterior se llevd a cabo en un solo dfa.
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3.5 ESTUDIO ESTADISTICDO
CO¥Y¥PARATIVEO

Para nuestros fines, el estudio estadf{stico realizado -
fué la comparacién de las precisiones de ambos métodos, por
lo que se empled la prueba de F 6 rezén de varianzase.

Para poder hacer la comperacidn de prediSiones por la -
prueba P, fué necesario calcular la media de la muestra X, -
la desviacidén estdndar de la muestra s, Varianza gf y buscar
un valor P de tablas para n-l grados de libertad, todo lo an
terior se calculd para cada método.

Para esta comparscidn se emvnlearon los resuliados de 10
ensayos por cromatografia de gases y 10 por espectrofotome ~
tria, con tabletas de un mismo lote. Estos datos ee trataron
por separado, y se calculd i, 8, ¥ 82 y se buscé P de tablas
respectivamente.

Posteriormente se formularon las siguientes hipdétesis:

Ho = Hipbtesis nula.

H, = Hipbtesis aliernativa

1
Donde:

Ho = E1 método cromatogrdfico presenta igual presi

cién que el método colorimdtrico.

$
Ho = ei = sg, v

H. = E1 método cromatogrdfico es mds presiso que

1
el método colorimétrico.

s
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2 2
B =8>8
Posteriormente se buscé P de tablas al 954 de =~

con las desviaciones -

eritica

confianza, y se calculd Pexperimen‘cal

estdndar de cada método por medio de la siguiente ecuacién:

Adicionalmente, se calculd el error estad{stico obteni-
do en cada uno de los métodos comparsdos, por medio de la si

guiente ecuacién:

Error estad{stico _  Desviacién estdndar (8)
$ estdndar h \{n—‘
Donde:

n = Mimero de determineciones.
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4] METOJDO0LOGIA DESARROLLADA
POR C. G.

4.1.1 Eleccién de la fase estacionaria, longitud de la

columna y soporie.

Pase liquida.

0V-101 ( Dimetilpolisiloxano ) al 2.5% sobre soporte -~
Chromosorb WHP de 100-120 mgllas.

Columna.

Se eligid una longitud de 6 pies ( 180 cm ) con un did-

metro interno de 1/8" ( 2 mm ), de vidrio.

4.1.2 Eleccidén del gas portador, disolvente y detector.

Gas portador.

N2 filtrado, de pureza 39.99%.
Digolvente.

Cloroformo grado GIC ¢ grado UV,
Detector.

De ionizacidn de flama ( 52/ aire ).

4.1.3 Determinacidén de los pardme tros operacionales.

Temperatura de trabajo de la columna (hormo).

La columna preparada para ésta determinacidn se equili-

bré como 2e indicd en la parte experimental correspondiente,

obteniendo como resultado el cromatograms de la linea base -~

que aparece en la figura ¥ 8.

Pars los demds resultados de las temperaturas ensayadas,

ver mds adelante.
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&

inyeccién

FPIGURA IR 8
Lirea bese obtenidz al equilibrar la columne

De la inyeccidn de cloroformo puro se obtiene el croma-
togrzama de la figurs FQ 5, sin ruido y sin interferencias.

Los cromatogrzias representativos de las tempergturas -
ensar=z2das ze presenten 2n las figuras i 10, 11, 12, 13, 14
15 y 16 respectivzmente.

56810 se obtuvo un cronatograme definido a 100°C, con -
ung alta retencidn como s& puede ver en la figure ¥ 10.

Zn todos los casos la resolucidn esta dada respecto al
rico del 2MI y del disolvente { ver tzbla 2 8 )y ¥ los tiem

vos de retencidn estén dados en minutos.
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-

«~Pico del Cloroformo

Linea base

eyt 18P0
0 1234567891101 1213 (min.)

FIGURA ¥ 9
Pico del solvente puro
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nv

WO.36

Pico del Cloroformo

Pico del DNI —

_

tiempo(min.)

012345678910 15 20 %
FIGURGL ¥ 10 .
Temperatura de 12 columnz = 100
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FOJI
Cléroformo
14.2
INT
Linea base J &
tiempo (min.)
012345678910 b 9

TIGURA B 11 .
Temperetura de la columna = 110 ¢
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0.31

Cloroformo

9.23

DNI

l Linea base } k\‘

e T T T e T T Y
0123456789p1n 15
FIGURA N 12 .
Temneratura de la colunna = 120 C

tiempo (min.)
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Clorofommo
- DNT

N

Tt ¥ =TT

012345678910 13

tismpo (min.)

PIGURA B 13 .
Temperatura de laz columna = 130 °C

69



nv A

0.32

@

Cloroformo,) DNI

70

4.18

-

Iinea base

tiempo (min.)

LNNE S

0123456789 w10
FIGURA M 14

Temperatura de

la columna = 14000



nv f‘ 0.34 3.02

Cloroformq_’

DNI

tiempo (min.)

T

0123145617
FIGURA M 15 ,
Temperatura de la columna = 150°C
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mv p.34 2.2

Cloroformo DNI

v

tiempo (min.)

111111

0123456738

PIGURA N 16 .
Temperatura de la columna = 160 ¢

72
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ot | feEmg Madts B0 |
SR G R - T R Ea i
100 23.8 |0.32 27 .9 1 - -~ -
120 - - - - - - -
100 - - - - - - -
110 [Ld4.66 {0.33 16.6 1 [3754.5
110 D4.20 |0.31 16.2 1 [10665.2{10778.4 0.017
110 Q4,53 {0.32 15.5 1 N1156.7
120 9.18 {0.31 11.2 1 [11007.0
120 9.23 [0.31 11.2 1 9517.9{10843.4 0,016
120 3.23 10.32 11.2 1 [li27.2
130 6,10 10.33 7.1 1 §615.1
130 6.12 10.33 7.1 1 5653.5] 6555.9 0.027
130 5.10 {2.32 7.1 1 4360.9
140 4.13 [0.32 5.1 1 5388.9
140 4.18 [0.32 5.1 1 6988.9]6875.5 | 0.026
140 4.17 19.32 5.1 1 6955.6
150 3.02 {9.34 4.2 1 [L45%2.5
150 3.02 10.33 4.0 1 6485.6|6435.%5 | 0.028
150 3.02 10.33 4.0 1 6435.5
160 2.24 0.2 3.2 1 3568.0
160 2.25 |0.34 3o 1 AL32.613765.7 | 0.047
1%0 2,05 {3.34 3.2 1 8100,°

TL4BLA B3
Jeterminzcidn de la temperatura de trabajo de

12 2olumnn
& = Recoluciln
N = admero de pla’os tedricos
AEPT = Altura equivalente a un plato tedrico
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De la tabla N 8 se tomaron 1los datos promediados de =
AEPT y se graficaron contra Temperatura ( 7% ) ¥ éste grdfi-
co mestras la temperature 4ptima paras realizar el ensayo del
DNI ( ver Disocusién ); asi : 1% Sptima = 130° ¢ ( ver figu=-

ra ¥ 17 ).
AEP?

0.0504 ¢ @)

0.0450 ]

0.0400 |

0.,0350

0.0300 _

0.0250 _j Tedrica ~—~---

Bxperimental 6—=o

0.0200 _|

q
0.0150 |

- ’[ Temperatura Sptima

T T ¥ i 1 ! Toc

110 120 130 140 150 160

PIGURA N 17 .
Grdfica AEPT contra Temperatura O
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b) Zleccidn de la temperatura del Detector e Inyector.

Con base en la temperatura del horno seleccionada ante-
riormente ( 130°C ), las temperaturas del datector e imyec -
tor eleglidas fueron 150°C respectivamente ( ver parte de feg
ria ).

¢) Eleccién del flujo de gas portador ( N2 Ve

Un cromatograme representativo de cada flujo ensayado -
se presentan en las figuras ¥ 18, 19, 20, 21, 22, 23, y los

0
datos agrupados obtenidos aparecen en 1la tabla ¥ 9.

A partir de la misma, sSe obtuvo un gréfico AEPT contra
Flujo ( ml/minuto ), para determinar el flujo $ptimo de ope=~
racidén a la temperatura de t;abajol4 y 15. Del mismo se obtu
vo:

Flujo éptimo = 20 ml/min.

Ver figura > 24.




mv

0.53

Cloroformo

10.53

DNI

[

76

tiempo (min.)

0123456789101

FIGUIL ¥ 18
Flujo de N2 = 15 ml/min.

-t

19




Cloxroformo DNI

L

[ tiempo (min.)
0

LEmES Seet s st

PIGURA M 19
Plujo de N, =20 mnl/min.
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A mv
I

0.32

r 6.26

Cloroformo
DNI

_

0123456789 1011
FIGURAL M 20
Mujo dar N2 = 30 ml/min.

tiempo {(min.)
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A DV
0.35
6.43
Clorofongg DNI

tiempo (min.)

0123456789 DL

FIGURA

o2

Flujo de N2 = 40 ml/min.
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| 3.52
nv 1 N
04,18
Cloroformo ,
DNI

\~

tiempo (min.)

0123456078
PIGURA W 22
Plujo de F, = 50 ml/min,
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Cmv A

Cloroformo,

B

0.19

DNI

\
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P.ZO

N /

tiempo (min.)

01234567339

FIGURA B 23
Plujo de N2 = 60 ml/min.



Flujo tr ALPT AZPT

nl/min DNT {em) {em) ¥
Ng min, oromedio
15 10.50 | 0.125
15 10.50 | 0.0144 0.0164 11151.2
15 10.50 | 0.0154
20 6.35 | 0.0179
20 5.35 | 0.0173 0.0178 10193.97
20 5.35 | 0.0173
30 5.05 | 2.0181
3O 5.05 1 0.0173 0.01794 10133.97
10 5.05 | 2.0178
40 4.15 | 0,0265 }
40 4.15 | 0.026% 0.0265 £901.14
40 4.15 | 0.02¢4
50 5.35 | 0.0387
50 5.35 | 0.2357 0.0365 5010.41
50 .33 {0.0364
60 J.20 |0.0446
60 3.20 ]0.0446 0.0446 4100,44
60 3020 ] 0.0450

TA4B3L4 ¥ 3

Determinacidn del flujo éptimo




0.0500

0.0400

0.0300

0.0200

0.0100

AEPT (om)
e
r Flujo
L. 4ptimo
i
F |
I
- |
| Plujo de N2
T L4 ' i T T
15 20 30 40 50 60
nl/min.

FPIGURA N 24
Grdfica AEPT contra flujo N,

83
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d) Eleccidén de otros factores operacionzles del cromatégra

=y

[+

Zstos factores se determinaron inicialmente siguiando -
recomendaciones reportedas y las indicaciones del manual de

operacidn del cronaetdgrafo. Istos fueron los siguientes:

- Kargen de la carta = 15% de su anchura.
- Velocidad de la carta = 0.5 cm/minuto.
- Sensibilidad = Mando de atemuacidn de sefial x4 ( ATTN -

x4 ) y un valor de 2 para el mardo de THESHOLD .

e) Eleccién del sistema de calibracién é de cdlculo cuanti

tativo. Determinacién de la resolucidn y eficiencia.

Se eligid el método de calibracidn vor estandarizacidn
interna por lo expuesio en la parte correspondiente a la -

taoria.

Determinacidn del estdndar interno.

- 3a probaron compuestos, en cloroformo GIC a una concen -
tracifn de 0.5 mg/ml:

3=Dinitrobenceno

Acido pierico

3-Nitroanilina
~ J-¥itrobenzaldehido
Un cromatograma representativo del andlisis de cada una

de &stas sustancias se presenta a continuacidén en las figu -
ras N 25, 26, 27 y 28.



nv
0.34 3.21
' .
.Cloroforqg_> 3—Dnitrobencepo

tiempo (min.)

FIGURA M2 25
Determinadidn del estdndar interno
( 3-Dinitrobenceno )
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0.32

Acido pferico no aparecid

tiempo (min.)

AL R R M AL T I RN AU SR RS B Bt s mos aene s

0123456789D 18

PIGURA N 26
Determinaciéa del estdndar interno
( Acido picrico )
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Cloroformo |

3~Nitroanilina

tiempo (min.)

-------

PIGORA M 27
Determinacién del estdndar interno
( 3-Nitroanilina )



Cloroformo ‘3-Nitrobenzaldehido

tiempo (min.)

012345678
213vRs N 23

Determinacidn del estdndar interno
( 3-Nitrobenzaldehido )}

88
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, Tiempo de
; Tiempo de retoncidn
. SUSTANCIA €§£§228:? (gziu22§> Interferencias
3=2ini srobenceno 1,22 6.15 No

" .21 6.15 No
! " 3.2 5.15 Mo
| Je¥iwroanilinag 4,01 6.15 s{

" 4.02 6.15 s{
| " 4.04 6.15 s{
!
| Acido pierico - 5.1% -
| " - £.15 -
1 : - 5.1 -
| 3-Mitrovenzaldehido| 2.20 6.15 Yo

" 2,20 6.15 o
| " 2.21 6.15 Ho
!

maA3L4 N 10
Resultados para la determinacidn del estdndar interno

legin los cromztogramas anteriores, se eligid el 3-Dini

“robenceno ( DNB ) como

zentd:

- Juy buena resmuecstz

~ Tiempo de retencibn = 3.2

ferencizs con o1 NI,

del detector.

estdndar intermo, debido a que pre -

minutos, no presentendo inter-

- 10s picas gensrados son grandes, agudos y de forma correc

ta.



-~ No presenta desviaciones en la linea‘base.

- No presente interferencias con el dié@lVente, ni picoes
5> sefinl2s extrafas. B R »

- o hay evidencia de reaccidn de degradﬁéi&n u pﬁras in
terfeorencias. o

~ lLa resolucidn oromedio entre los nicos de DNI/DNB 38
§.47271, como se muesiri 2n la toble 2 11 obtenida a

veriir le tres inyecciones ¢ una aezcla 3N/ ONZ.

Relacién de 4reas Rasolucidn
Y1/ 3 2A
L Q= ?-—é—r-
|I1 |'2
2435'11 - N 3?02 = 3.4
353375@ = 30723~ 2,202 2= 244
2657.4) - . .
SRS 7.30573~ 9,206 2 =54
:433‘33 - N nmemr DA D o= A A
3033.99 = ~./-.\.,,.4NO-..~.. o =T T
TLE LA 211 -
Jebooninacidn la la Resolucidn

- leberoincaidn de 1o oresolucidn o eficisnein con los

nevdnetros siizecionados

se los cronatosremnas o1l ando cnterior so tiene:

]
'J

aolucidn srozedio = £.4252 1

- Plotos tedricos = 1377.77

t
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4.,1.4 Bxtraccidn dal orincipio asctivo y de la forme far

macedticz., Prevaracidn da la muesira e identifica

cifn 4al 2VI.

De los snsayos descritos en la perte sxperimental se ob

tuvieron los cromatogramas de las figuras = 29 y 30.

Las condiciones del eguipo utilizadas para lo anterior

fueron las giguientes:

Colurna y fase: De vidrio de 1/8" ie didmetro interno
por & pies de largo, 2ampaczdz zon fase
o-101 al 2.5% sobre Chromosorb  HP.

Temperatursz del horno = 13000.

Temperatura el inyector= 15030.

Temperatura del detector= 150°C.

Plujo de zas portedor = 20 1l/min.
Presidn del H_ del detector = 4.1 Xg/em® ( a 20°C ).

< 2 N
Presidn del aire del detector = 4.1 Xg/em” ( a 207¢C ).

Atenuacidn de la sefial = x4

L]

Telocidad 42 la carta 0.5 cem/min.
al 15%

Volumen de aforo de la muestra = 50 ml

Margen

Concentracidn del DNI en la preparacién = 0.5 mg/ml

Los cromatogramas miestran gue no existen interferen -

cias de los excipientes, ni evidencia de degradacidn.
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4.1.5 Té&snicsz desarrollada, anlicacidn 43l método en -

tablatas 7 asuste de la misma.

- Peso promedio. T1 veso de las tabletas azzleadas fud:

0.1483% g = 180 ag/tableta,

t

- Polvo de %ableta equivalente a 25 mg de 3JIT = 375 mg

- Solucidn 1

Y
t

1 23tdndar interno. Se obtuve una solucidn
olara de color amerillo paja y transparente. Ju concen =
tracidn fud de 0.5 mgsml en la preverazcidr de le muestra

- 30lo 3e preperd una muesira de tabletas como se indicd -
an la perte correspondiente, y solo una ovreparscidn de -
MI estdndar cuya concentracidn fud 0.5 mg/md, y 0.5 =2
Dor ml de estdndar interno ( 3-DNB ). Los cromatogramss
obtenidos de las preperaciones anteriores se¢ presentan -
an las Tiguras 2 31 y 32, y las dreas y resultedos obte

. . b
nidos de los mismos 3e nrecentan sn la tabla M= 12.

Como se ve en la teble anterior, existe variacidn signi
ficativa entre una inyeccidn y otra a las mismas condicio -
nes, vor lo gque ué mecesario hacer cambios en la operacidn

del cromatdzrafs.

Ajustes a la metodonlogia.

Debido a las buenas eluciones obtemidas con las condi -
ciones operacionalss enconiradas, no se modificd ninguno de
los pardmetros bdsicos asnteriores; se hicieron ajustes a ma-
nera de prucba de lo sgiguiente:

- Empleo de temperatura mds alte en el detectar.
- Limpieza oportuna del conducto de escape y quemador en -

8l detector,
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Preparaci.én Std. DNI/DNB
para comparacién con la preparacidén de tabletas



Contenido ]Contenido |
Inyecciones Areas de DNI re [tedrico -
de muestra cuperado ide DKT en
por itbta. mestra.
I l
0 Std. int. 66.0
1= 1 39 2 9.23 mg 9.91 mg
__DNT 1537.36 i
o Std. int. | 3949.94 i
2 ONT 1579.18 3.23 mg 9.91 ng
o Std. int. 3925.05
3 DNT 1503.59 8.84 mg 9.91 mg
Std. int. 3987.41 e on
Std. DNI 1743.87 P, = 2.2065
TABLA ¥ 12
Resultados de la técnica sin ajustar
aplicada a tabletas

De los ajustes se obtuvo:

97

a) Se aumenté la temperatura del detector a 20000, y se en

contrd mayor reproducibilidad y sensibilidad. La limpie

za del detector elinind completameiite las serinles de .

ruido excesivo que se presentd frecuentemente; la opti-

mizacidn de la hermeticidad elimind coleos que también

se presentaron frecuentemente.

b) Se encontrd que considerando globamlments los ajustes

del detector, la causa de la varisbilidad fué la combus

tidnde los eluatos, por lo que se ajusté la flama. 3e -

mantuvo la presién de aire y se redujo la presién del -

hidrégeno ( manual de operacién del cromatdgrafo ) de -

la siguiente manera:



c)

d)

o)

£)

28

Presidn Presidn Flujo final
Gas inicial ajustada ajustado(20 C)
82 4.1 Kg/cm2 3.6 Kg/cm2 70 ml/min.
Aire 4.1 Kg/cm2 4.0 Kg/cm2 415 nl/min.

TABLA N 13
Ajustes de presién y flujo en el detector

BEn la tablé Ng 13 se muesiran los cambios realizados en
el detector.

Se redujo la concentracién del estdndar interno en la -
preparacidén de la muestra, de tal manera que su valor -

finel es 0.25 mg/ml obteniendo magnifica respussta.

Se cambid la cantidad de polvo de tébleta & pesar en ca
da preparacidén, a la cantidad de polvo equivalente a 10
ng de DNI ( igual al contenido ds una tableta ). Tam =
bidn se cambid el voldmen de la preparacién { aforo ) =
a 25 ml.

Se optimizé el trazo grdfico, haciendo que cambiara le

atenuacidén automdticamente luego de eluirse y registrar
se el esténder interno; el valor inicial de ésta se cam
bid de x4 a x5 y luego el cambio automdtico aparece a

108 5.5 minutos de la inyeccidn a un valor final de x4,
para ampliar el pico del DNI y mejorar el registro.

Se program$ el cromatdgrafo a parar asutomdticamente a -
los 9 minutos de la inyeccidn.

Todo 1o anterior se comprobd con inyecciones sucesivas

de un estdndar de DNI adicionado de estdndar interno y



preparado como se indica en el ensayo para tabletas,
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cuya pureza es 38.69%, obteniendose los siguientes re -

sultados ( con estdndar de referencia USP ):

Ensayo Pureza
1 38.739 #
2 38.693 %
3 38.682 %
4 38.667 %

Pureza promedio = 38.69%

&

Posteriormente se ensayd otra muestra de tabletas preps

rada andlogamente, obteniendo los siguientes resultados

{ con estdndar de referencia USP ):

Area Ares Contenido de

Inyeccidn DNI DNB DNI por tbia.
1 3922.48 [7668.00 9.22 mg
2 3866.60 [1600.95 9.22 mg
3 3819.00 17437 .84 9.25 mg

PABLA N 14

Repetibilidad del ensayo ajustado
con una muestra de tabletas

Cono se puede ver en la tabla o 14 se mejord la detec-

cibn de solutos as{ como la repetibilidad.

g) Condiciones de trabajo para la metodologla ajustada.

- Temperatura de la columna

- Temperatura del inyector

- Temperatura del detec tor

130°%
150°¢
200°%¢
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Flujo de gas portador = 20 ml/min.

Presidn del H2 del detector = 3.6 Kg/cm2 a 20%¢c.

Presién @ aire del detector = 4.0 Kg/cm2 a 20°¢.

Flujo de H, del detector = 70 ml/min. a 20°C.

Plujo de aire del detector = 415 ml/min. a 20°C
Atenuacidn de la seflal = x5

Cambio de atenuacién = automdtico a los 5.5 minutos -

de la inyeccidn a un valor de

x4.
Velocidad de la carta = 0.5 cm/min.
Margen = al 15%
Volumen de aforo =25 ml

Ver cromatograma obtenido con las condiciones anterio -

en la figura ¥ 33.

4.1.6 Determinacidn cuzntitetiva del DNI ( descripeidn

completa del ensayo ).

REACTIVOS
Patrén de referencie de Dinitrato de Isosorbide USP.
Patrén interno 3-Dinitrobenceno purificado.

Cloroformo grado reactivo.

PATRON INTERNO
Pasar exactamente 625 mg. de 3-Dinitrobenceno, aforar -
y disolver a 500 ml con cloroformo evitando cualquier -

tipo de pérdida, teniendo una concentracidn final de -
1.25 mg/ml
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PATRON DE REFERENCIA

Pesar exactamente lo cantidad eguivalsnte 2 10 mg de -
DNI patréh de referencia, Transferir a un mzirdz Volumé
frico de 25 ml, adicionar una alfcuota de 5 ml de la 3o
lucién preparada de 23tdndzr intzrno y llevar 21 aforo
con cloroformo grado reactivo. izitar nor ultrasonido -
15 minutos y continuar la agitccidn con agitador megné-
tico por 15 minutos 2és. Filtrar cuidadocamente, el con
tenido del'matréz con papel filtro Mhatmen ¥ 40 ( pre-
‘viamente humedecido con cloroformo ) recibiendo los il
trados en un recipiente adecuado jque cierre hermdtica -
mente. La concentracidn final del estdndar es de 0.4 mg
por ml ).

PREPARACION D2 LA MUZSTRA

Obtener el paso promedio de 20 tablatas de DNI ¥ dulve-
rizar. Pesar exactamente una cantidad equivalente a ~
10 mg de DNI ( 6 al equivalente al contsnido dz una ta-
bleta ) y transferir cuantitetivamente a un matrdz volu
métrico de 25 ml, zdicionar un poco de cloroformo para
numedecer el polvo. Adicionar 5 ml de la solucidn de es
tdndar interno y llevar finalmente al aforo con cloro -
formo G.R. ; tapar el matrdz perfectamente y sozeterlo
a ultrasonido por 15 minutos, posteriormente sgitar mag
néticamente otros 15 minutos. Pinzlmente filtrar el con
tenido del matrdz con papel Yhatman Ng 40 opreviamente -
humedecido con cloroformo, recibir los filtrados en un

recipiente adecuado que cierre herméticemente.
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CONDICIONES DEL ZUIPO

Son las que aparecen en el punto 411.5 anterior.

PROCEDIVIZINTO

Inyectar 2l crometdgrafo, ) veces, 3 microlitros de la
gsolucidén del patrdén de DNI y obtener los registros res-
pectivos, calcular el factor de respuesta promedio.
Inyectar al cromatdgrafo, 3 veces, 3} microlitros de 1la
golucién de la preparacidn de la muestira, obtener los -
registros respectivos y cglcular la cantidad en mg/tbia

de DNI, por medio de la siguiente férmula:

F, x A2 b 4 Cl

mg DNI/tbta.= x25 «=~(9)

en donde:

F2 = Fc = Pactor de correccién promedio obtenido de la

solucidén del patrén de referencia del DNI.

A2 = Area ob%enida en e; cromatégrafo, del DNI en
la preparacidn de la muestra.
C1 = Concentracidn del estdndar interno en la solu

cidn de la preparacidn de la muesira.

>
[}

1 Area obtenida en el cromatograma, del estdn -
dar interno an la solucién de la preparacidn

de la muestra.

Cdlculo ds P, :

2
] ’ ’
S Wl Sl e (1)
2 C. x & -
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donde:

= 1.0 ( factor de correccién )

= Area obtenida en el cromatograma, del estdndar in-
terno en la solucidn del patrén de referencia de -
DNI.

= Concentracidn del estdndar interno en la solucidn
del patrén de referencia de DNI.

= Area obtenida en el cromatograma, del DNI en la -
preparacién de la solucidn del patrén de refaren -
cia de DNI.

= Concentracidn del DNI en la solucidn del patrén de

referencia de DNI.
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31

Cloroformo

3.19

3-DNB

-6.35

e
=
=

RT: ATIN 2 2743
STOP RUN

tiempo (min.)

—_—— 9.86
L
1
RT

012345678930NnPY
FIGURA M 33
Cromatograma representativo de la aplicacidn

de la técnica ajrritada; como se puede ver no
hay interferencias debidas a excipientes.
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4.2 VALIDACION DE“ ¥METO0DO

a) Especificidad.

Los resulitados de dstas determinaciones se presentan en
las figuras 2 34, 35, 36, 17.

.Los tiempos de retencidén de los picos no identificados
qus avarecen en los cromatogremes de las figuras ¥ 345 35,
son diferentes al tiempo de retencién del DNI, y por lo tan-
t0 no interfieren an su elucién; en los cromatogramas de las
figuras Ng 36 7 37 no hay evidencia de interferenciss o de =

gradaciones.

b) Linearidad de la muestra.

La3 cantidades recuperadas se presentan en la tabla Ng
15 y el grdfico obtenido con 4stos datos ajustados por regre
8ién, se presantan en la figurs = 38

Como se puede ver en el grdfico corrsspondiente, los pe

rametros czlculados caen dentro de lo establecido.

¢) Linearidad del estdndar.

Las cantidades registradas se presentan en la tabla “2
16 y el grifico obtenido con los datos ajustados por regre -

g3idén se presentan en la figura A 39.
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PIGURA N 34 .
Determinacidn de la 7specificidad. ¥uestra M~ 1, hi-
drdlisis deida de DNI
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FIGURA M 35

Determinacidn de la especificidad. ¥uestra N 2, hi-
drdlisis alcalina de DNI.
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PIGURA N 37
Determinzcién de la especificidad. Muestra N> 4, de-
gradacién en seco de DNI.
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12 o2

preperacidn |prevaracidn
mg Prom.de| . Tecup.pro- |recup.pro-
% |adicionados | mg recy % recumedio de 2 |medio de 2

. perados| nerado [inyecciones |inyecciones
60 6.00 5.97 | 99.50 6.12 mg 5.83 mg
80 8.00 7.89 1§98.63 7.79 mg 7.99 mg
100 10.00 10.05 [R00.50 10.04 mg | 10.05 mg
140 14.00 13.98 | 99.86 13.99 mg | 13.96 mg

Resultados de la linearidad de la muestre.

TABLA M 15
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GRAFICA DE LA LINEARIOAD UE LA MUESTRA

MG,

EHCORTRADOS

Ma.

AU ICTONALLS

i

i

n

1t

a

“+
»

RATOS

A6 ADICTO G, ENCON~

L] TRAOUS

.. a6

6. das 7. 094
18, hod 16, 840
12,0 11,001
14, 8 1.0

PENGIENTE = 1, 3

INTERGEMTY = -, DY

FACTUR DE CORMELACION » . ol



Nivel Cantidad adicio Cantidad re %
nads cuperada recuperado
BO# 8.00 mg 7.96 mg 99.50
90% 9.00 mg 8.99 mg 99,88
100% 10.00 mg 10.05 mg 100.50
105% 19.50 ng 10.55 ag | 100447
110% 11.00 mg 11.04 mg 100.36
1159 11.50 mg 11.54 ng 100.34
120% 12.00 mg 12.08 ng 100.66
125% 12.50 mg 12.50 ng 100.00
130% 13.00 mg 13.04 mg 100.30
TABLA ¥ 16

Resultados de la linesridad del estdndar




T3P PBPTABIUY]
YEADIE

59
—N

<

IYpTE
39

14

12

11}

1)

GHAFICA DE LA LINEARIDAD DEL ESTANDRAR (2u VEL)

NG,

ENCONTRADOS

HG. ADICIGHADOS
L 1 1 1 | 'R
. o " a 8 L} 2

{JATOS

. AIICIO~ W, ENCUR-

aod THAIXN

o 7. 001

0. 8. 2
10, pd 10, 958
16. Sd 10, 388
11, LN
1, S 11, 544
12, a8 12. 882
12, s 12, 881

PENGIENTE = L .18
INTERCEPTO = =, §3027
FACTON DE COHRELAGION w

00978
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4) Precisidn.
1. Precision del método ( reproducibilided ).
Los resultados obtenidos se presenten en la tabla Ng 17

7 el grdafico correspondiente se presente en la figura Ng 40

12 anelists
Hecuvera- iecupera—
cidn - 12 afe cidn - 22 dfa
Muestra »oromedio luestra  vromedio
1 10.04 mg 1 10.05 mg
2 10.05 mg 2 10.26 mg
3 3.87 mg 3 10.22 mg
4 3.96 mg 4 10.00 mg
5 10.05 mg 5 10.01 mg
6 3.92 mg 6 9.90 mg
I 3.98 mg Z 10.07 ng
)] 2.0764 sD 0.140
cVv  0.765% cv 1.383%
(Limite =1.5%) (Lizite =1.5%)
2% insliste
1 10.16 mg 1 10.18 nmg
2 10.05 mg 2 10.02 mg
3 9.89 ng 3 10.14 ng
4 9.93 mg 4 9.91 mg
5 10.06 mg 5 9.95 mg
6 10.03 mg 6 9.93 mg
Z 10.02 mg x 10.02 ng
5D 0.0965 3D 0.1135
cv 0.963% cv 1.133%
TABLA M 17
Precisidn del método. Reproducibilidad
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La reproducibilidad del método se evalud vor medio del

coeficiante de veriacidn ( CV ), obtenido de la tabla 2 17

=
l,

snalista

n
lo

Analista

12 dia
0.7652%
0.9627%

Idmite =

2. Precisidn del Sistema (

2.0%

Repetibilided )

2 de inyeccidn Cantidad adi Cantidad recupe-
cionada. rada.
1 10 xg 10.070 mg
2 10 ng 10.035 mg
3 10 mg 10.006 mg
4 10 ag 10.020 mg
5 10 mg 10.031 mg
6 10 g 10,108 mg

T =10.053 mg
SD = 0.0403
eV = 0.40087%

Iimite de CV= 1.,5%
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e) Ixactitud

2
Los resultados ge presentsn en la tabla = 19

117

Znsayo 80:% 1003 1204
12 1% ensayo  |7.813 10.043 12,002
22 ensayo  |7.769 10.045 11.932
Tromedio 7.791 12.044 11,970
22 12 ensayo  |7.991 10.048 11.936
22 ensayo’  |3.002 10.050 11.918
Promedio 7.395 10,049 11.952
32 12 ensayo  [7.933 3.75%  |11.947
22 ensayo  |7.926 9.977 12.097
Promedio 7.926 3.372 12.022
42 12 ensayo 8.134 9.361 12.023
22 ensayo  [5.118 3.966 11.953
Promadio 8.126 3.364 12,023
52 12 ensayo  [7.973 3.957 12,002
22 ensayo 7.998 10.125 12.114
Promedio 7.933 10.046 12.0°3
62 12 ensayo  |7.963 3.895 11.971
22 ensayo  [3.104 9.937 12.193
Promedio 7.973 9,316 12.011
b 7.978 3.382 12.011
3D 0.1125 0.0766  [0.0412
Promedio de recu
peracién 99.723% 93,823% |100.0327%

Iimite = 98% - 1024

( Ver grafico de la figura = 41 )

TABLA

> 19

Resultados de la Exactitud del método
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£} Conaideraciones.

Las condiciones de operacidn que se consideran critices
para la metodologfa desarrollada son las siguientes:

1. Cantidad de fase ligquida y longitud de la columna.

2. Bstabilizacidn de la columna.

3. Flujo de fase mévil.

4. FPlujo de aire e hidrégeno en el detector.

5. Temperaturas de operacidn del inysctor, columna y de tec
tor.

6. Caracteristicas 6 ajuste de los controles de impresidn,

registro e integracién de la setial del detector.

1. Cantidad de fase lfquida y longitud de la columna.

En un momento dado { no Se comprobd experimentalmente )
una disminucién de la cantidad de fase estacionaria, puede =~
causar una retencidn muy corta y deficiente de los solutos ¢
bien una elucidn no separativa; en caso contrario, ¢l aumen-
to de fase puede causar una retencidén muy alta de los solu -
tos, la elucién serias separativa pero puede ocacionar coleas
pronunciados y encimamientos con la concecuente deficiencia
en la integracidén de 4reas.

Por otro lado, el empleo de columnas cortas genera enci
mamiento y poca eficilencia separativa y seria necesario modi
ficar todas las otras condiciones de operacién; si 4sta lon-
gitud se aumenta, la eficiencia aumenta pero también el tiem
po de endlisis, habria que modificar el flujo y otros contro
les requiriédndose otra validacién.
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2. Zstabilizacidn d2 la columna.

Antes de iniciar el andlisis con 12 columna, es necesa-
rio gstabilizarla perfectamente con el fin de evitar sefiales
de ruido, coleos y fluctuaciones dristicas en las sedales an
plificadas por el registrador gque ocacionan registros defi -
cientes y una linea base inestabls. IZsta estabilizacidén eli-
mina las impurezas voldtiles que pudiera contener la fase l£
quida, asi mismo las trazas de disolveante de impregnacidén -

que quedaran remanentes?4
3. Flujo de fase mdévil,

Si se disminuye el flujo de Né se producirdn eluciones
muy lentas, coleos y andlisis muy deficientes. 5i ésta dismi
nucidn es muy leve (.2 a 4 ml/min. ), respecto al flujo mar-
cado, no habrd variacién significetive en las eluciones, so-
lo los tiempos de retencidn se modificardn un poco.

3i el flujo se aumenta considerablemente los picos se
encimardn § no habrd separacién de los solutos; si ss aumen-
ta sdlo un poco ( 2 2 4 ml/min. ) no habrd mucha variacién -
en las eluciones, sdlo los tiempos de retencidn se modifica-

rdn un poco.
4. Flujo de aire e hidrdgeno en el detector.

58 muy importante que los flujos de éstos gases se man-
tengan constantes, la relacidn de éstos debe ser la indicada
dependiendo del flujo de gas portador ( segin el manual de -
operacién ); ya que si no se mantiene ésta relacién la inten
gidad de la flama vgriaré v ésto provocard alteracionss en
las dreas resultantes v.r combustidu deficiente, es decir, -

traerd como concecuencia falta de precisién en el ensayo.



121

3i se mumenta § disminuye ligeramente la relacién de

flujos no existird mucha variacién en 1ld combustidn de la

mestra elufda, vero 3i dste aumento ¢ disminucidn es apre
ciable, si afectard la combustidn debido a altermciones en -

la flama v por tanto alteraciones de los resultados.
5. Temperaturas de operacién.

a) Inyector. La temperaturs de operacidn fijada para el in
sector no debe disminuirse ya aque la muestra inyectada no se
svaporard lo suficiente y/8 se condensard en la cdmara.

Si por el contrario se aumenta 36lo un poco, no habrd -
oroblema significativo; sl se aumenta mucho, la muesira vola
:1lizada puede escapar al sacar la jeringas de inyeccién.

b) Columna u horno. E1 aumenio 4§ disminucidn poco marcada
de la temperatura, no modificard significativemente el andli
sis; si el incremento es grande ( mds de 10°% ), 1los picos -
tienden a encimarse y la eficiencia disminuye; si se disminu
ye mucho, los picos se retisnen demasiado y tienden a colear
aungque la eficiencie no varfa mucho.

¢) Detector. T1 decremento en la temperatura del detector
es muy perjudicial vara obtener buenos resultados; aparscen
sefiales de ruido, la muestra no llega a quemarse totalmente,
el tubo de escape se ensucia rdpidamente y la eficiencia cae
demasiado.

Si se aumenta la temperatura, los problemas anteriores
tiendens desaparecer y la seiial mejora. El limite a éste au-
mento seria la capacidad de trabajo aue ofrece el instrumen-
to, no tiene sentido prdctico aumentar 50 6 100°¢ mds 1la tem

peratura, ya que se pueden dafiar los dispositivos eldctricos
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§ electrénicos por uso prolongado de dsta temperatura.

6. Caracteristicas 6 ajustes de los controles de impre~
sidn, registro e integracidn de la sefial. Si éstos ajustes -
ge cambian, la eficiencia en realidad no se modifica, pero -
gimplemante los registros impresos no serfan reproducibles -

de un andlisis a otro, perdiéndose informacién cuslitativa.



123

4.3 Comparacidn estad{stica.

g Ydiode 2or 2¥dtodo vor
f Jraomztorraiia de gases Isnectrofotometria
Cantidad Cantidad Cantidad Cantidad
adicionada recuperada dicionada recuperada
10.0 mg 3.55 mg 10.0 mg 3.33 mg
10.0 me 9.50 mg 10.0 ng 3.12 nmg
10.0 mg 9.45 mg 10.0 mg 9.29 mg
10.0 mg 9.3l mg 10.0 mg J3.55 mg
10.0 mg 3.38 mg 10.0 mg 9.65 mg
10.0 mg 9.49 ng 10.0 mg 9.59 mg
10.0 ag 3.22 g 10.0 mg 3.30 mg
13.0 ng .25 mg 10.0 mg 93.26 mg
10.0 ng 3.30 mg 10.0 mg 9.13 mg
12.0 g J.26 mg 10.0 mg 9.68 mg
T = 9.372 2g X = 3.445 ng
s = 0.1172 s = 0.3891
s?= 0.0137 %= 0.1513
oV = 1.25% CV = 4.12%
Hipdtesis:

Ho = 21 nétodo cromatogrifico presentas igual precisidn que -
el método colorimé trico.
H, = Z1 método cromatogrdfico es mds preciso gque el método -

colorimétrico.
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- Cdlculo de la razdén F :

2
Fcritica = 3.18 ( de tablas”)

7 - 0.151
experimental  0.0137

(o¥)

= 11.043

Fcritica.< Fexperimental ¥ por lo fento se rechaza Ho'

se acepta Hl' es decir, el método cromatogrdfico es mds pre-

ciso que el colorimétrico.
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51 DISCOSION DIL METODO
DESARROLLADO

Solamente se discute la metodologia desarrollada debido
a que es el objetivo prinecipal de éste trabajo.
Da tdéenica se desarrolld en forma prdctica debido a que

513,14 ¥ 24’ ante

algunos investizadores asi lo recomiendan
el dificil acceso a procedimisntos de cdlculo apropiados, -
aunque si se aplicd la teoria bdsica de C.G. para el cdlculo
de nmimero de platos tedricos, resolucidn y grificos deriva -
dos de ellos.

La seleccidn de la fase estacionaria $e basd en repor -
tes publicadoslo, en la polaridad que presenta ‘rente al DJNI
que 2s no polar, en la temperatura de irgbajo, disponibili -
dad y en que no pregenta retencidn drdstica de moléculas del
tipo del ONI.

Adicionalmente, Devidson et. al.6 ohtuvo, buenos resul-
tados con una fase estacionaria muy semejante a la empleada
aqui ( dimetilpolisiloxano ); igualmente, Chin4 7 Malbica13—
reportan el uso de fases gemejantes ( SE-30 ).

21 tipo de columna y sus dimensiones se eligieron prin-
cipalmente en base a lo inerte del material, ventajas précti
cas y disponibilidad comercial, aunado a reportes que confir

man lo anterior24

y ¥ al costo.
Por otra parte, el “etector de ionizacidén de flama, se

eligié debido a su alta sensibilidad a los compuestos orgdni
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c0g, por su uso en los trabajos de las referencias consulta-
das“'s'll'13 713 y nor disponibilidad =n el Laborztorio.

31 zas portador seleccionado ( Ny, s 2l nds indicado
oor la dibliograrfa, en el marual de ozeracidn y por lo iner
te que 8s; el disolvente se eligid también en base a los i3
mos revortes y a la solubilidad del IKI y del estandar inter
no en sl zmismo.

21 nitrdgeno presenta una densidad adecuadas para el Tlu
jo dantro de la columna empacada; un ga3 xzds ligzero n»odria -
afectar la cantidad de soluto eluido por unidad de <%izmpo, -
y modificar en mucho la velocidad del andlisis y por lo tan-
to la eficiencia14.

No se escoglid 2 la acetona como disolvente ya -ue, aun-
que el J¥I es mds soluble en ésta, se presenta el jrodlema -
de que tembién es muy voldtil y presenta problemas »are con-
servar un valor de concentracidn conocido estable.

In cuantn a los verdmetros de operacidén seleccisnados,
no hay duda de que lm eleccidn de dstos de manera experizen=
tal fué lo mds zccesitle debido a que los reportes consulta-
dosl3'14 y 24 oresenten el mismo procedimiento de Wisqueda;
4dsto es, se baesa le determinacidn en datos bibliogrdficos de
los compuesios de interds y de allf ge varte con ciertos li-
mites, hacia experimentos de ensayo-error, que la misma oi -
bliografia recomienda.

De lo anterior se obtuvo la temperatura del inyector y
de tector adecuadas a la temperztura de separaciém en la co -~
lumna, y un flujo adecusdo para buenos cromatogramas y acor-
de a las temperaturas smpleadas.

La temperatura de trabajo del horno fud obtenida el -
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gréfico respectivo ( Pig. N> 17 ) al zayor nimero de platos
tedricos que proporciona también busnos registiros; como se
puede ver en la grdfica mencionada, el punto dentro de la 1f
nea resultante que corresponde a la menor AEPT, eastd a 12090
y aparentemente ea el mds indicado para el andlisis, sin em-
bargo se descarté debido a que no generd un buen trazo grafi
¢o, el pico resultante no fué grande y le linea base tendid
a ser inestable ( presentd ondulaciones ), ademds de que, se
gin la tendencia de los registros a las demds temperaturas,
indicaron que se podia obtener mayor respuesta a una tempera
tura mayor. Asi{, se eligid entonces 130°C como la mejor tem-
peratura, ya que s{ se obtenfan todas las condiciones reque-
ridas pars un buen registro; no fué nscasario, ni tenia caso
trabajar a mayor temperatura ya que las temperaturas bajas -
( dentro de lo posible ) proporcionan mejores separaciones;
de alll se derivdé la temperatura del inyector, que por expe-
riencia debe de ser mayor, aproximadamente 2000, para asegu-
rar que la muestra penetre en forma de vapor a la columna.
Por su parte, el detector debe estar adn mds caliente que la
columna pars facilitar la combustidn completa de los solutos
por ello se fijé en 200°C.

Los demds pardmetros de operacién dependen del cromatd-
grafo, se determinaron segin el manual y de manera que se ob
tuvieran célculos cuantitativos. Esto es, los mandoa del -
cromatégrafo se manipularon de manera que el registro impre-
so fuera 6p%imo para su fnterpretacién analitica posterior.

En la seleccidn del flujo no se presentd ningin proble-
ma de interpretacién de registros; el grafico resultante pro
porcioné fécilmente el flujo de N2 nds adecuado.
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Bn cuanto a lz tdcnica en sl se empled el 3-DNB como es-
tandar interno debido a que cumplié con todas las condiciones
requeridas. Los otros compuestos snsayados presesntaron desven
tajans frente al 3-DNB y por lo expuesto con anterioridad, el
mé todo de cdlculo seleccionado fué por estdndar interno debi-
do a las siguientes ventajas: no es necesario medir exactemen
te las cantidades inyectadas, ni conocer la respuesta del de-
tector ni que ésta permanezca constante ya que ningun cambio
en la respuesta alterarda la relacidn de dreas INI/3-IJNB, 4sto
compensa el error debido a la volatilidad del solventel4.

Estadisticamente se comprobd la mayor eficiencia y repro
ducibilidad del método desarrollado respectos al reportads en
la USP XIXZ°

de tablatas por C.3., a la vez se comprobd la validéz de la -

e incluso el de Prue et, al., para el andlisis -~

metodologia desarrollada.

Resvecto al método revortado por Pruel? se puede decir
que el desarrollado aqui es superior; com> se reporta, la Cu-
lumna empleada por estos investigadores es corta y con un fln
jo de gas portador de 70 ml/min., que es alto, es ldgico pen-
sar que se generan pocos platos tedricos respecto a otra co-
lumna de 6 pies de largo.

Adicionalmente, el tributirato de glicerilo, de vureza -
adecuada para utilizarse como estdndar interno, no fué accesi
ble; el tiempo de preparacidén de la muestra es presumiblemen-
te mayor, por lo que definitivamente ésta metodolog{a no fué
adaptable al laboratario; las condiciones de trabajo se deta-
llaron en la Introduccidn de dste trabajo y de alli se obser-
va que al desarrollar és+a tdcnica, Se crea un sistema de dos

fases liquidas en contacto: fase acuosa y fase orgdnica. Se-
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qin las propiedades fisicoquimicas del DNI { tabla ¥ 1 ),
égte presenta una pequefia solubilidad en agua, 0.5 mg/ml, su-
ficiente para producir error en el andlisis ya que una frac-
¢ién del DNI presente, puede perderse en el agua ( fase infe-
rior ) por solubilidad o bien al quedar atrapado entre las -
particulas insolubles de los sxcipientes en agua. Para poder
evaluar los efectos anteriores, seria necesario contar con -
una constante dq reparto adecuada para las fases en cuestidn.

El problema anterior no se presenta con la metodologia -
desarrollada aqui, debido a la presencia de una sola fase or-
gdnica, en la cual el DNI es libremente soluble y los exci- -
vientes son completamente insolubles.

*inalmente, en la metodologis desarrollada, se obtiene -
un coeficiente de variacidén promedio de 1.25%, y en la repor-
tada por Prue es de 1.327%. Aunque definitivamente, ambos métg
dos dependerdn en su eficiencia, de le uniformidad de conteni
do de las muestras, errores de pesada, de pipetear y otros a-

sociados al analista y equipo.
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5.2 CONCLUSIONES

La metodologia desarrollada resultéd ser mejor aue el -
método espectrofotométrico reportado, es decir, 2s mds espe-
cifico, mds sensible y menos riesgoso ademds de que presenta
menos variabilidad estadistica. La vzlidacidn indica que el
método es confiable y reproducible por ello es adecuado para
el andlisis de rutine de DNI en tabletas.

la preparacidén de las muestras para el andlisis es has-
tante sencilla y el equipo, aungue cosios80, es simple y no -
tan sofisticado como en las referencias consultadas; adicio-
nalmente, los reactivos involucrados son bastznte accesibles.

Con un poco de prdctica y considerando les recomendacig

nes que se hacen, pusde obtenerse un rasultado analitico de -
gran presicidn.
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