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INTRODUCCION

Las enfermedades del sis<ema respiratorio ocupan un alto ——--—

indice de morbilidad en ¥éxico, ocasionando problemas y molestias en fosas

nasales, tréquea, laringe y bronquios. Istas se caracterizan, principalmen

te, por un fluido nasal, produccidn de mucosa viscosa y, come consecuencia,

sz I . N
la irritacidén de 1la zona.ODe agui, gque se cuente con medicamentos gque ayu-—
den a mitigar, corregir o, simplemente, evitar complicaciones de dichas -

molestias. Clasificéindose por su accidn farmacoldgica en: broncodilata———-

dores, antipiréticos, antihistaminicos, antiinflamatorios,antitusivos, etc.
Dos férmacos muy Gtiles en el tratamiento de las principales -~

molestias del sistema respiratorio, son: Clorhidrato de Bromhexina y Dipi-

rona Magnésica. El primero, con accién expectorante del tipo mucolitico; -

¥y el otro, con accién analgésica-antipirética del tipo no narcdiico. Ambos

con un amplio espectro terapéutico y con reacciones secundarias inferiores
a su actividad farmacolégica. Este justifica, en un momento dado, pensar -

en un medicamento constituido por los principios activos mencionados en sus

respectivas dosis terapéuticas.

Por otra parte, desde Jue se inicia el desarrollo de un medica

mento y se planea su produccidn a nivel Industrial se preveen controles —-
dentro y fuera de los procesos que lo conforman, garantizidndose de este —

modo la calidad del producto. Uno de estos controles, cuya importancia es

relevante en la calidad, lo constituye la determinacién analitica del

contenido de farmaco dentro del medicamento en cuestién. Dicha importancia

radica en la respensabilidad del farmacéuiico ante el paciente, de ofrecer
la dosis adecuada acorde con el efecto farmacoldgico deseado; razén de ser

de todo medicamento.
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El desarrollo de este proceso analitico, en ague se consideran
‘los recursos, el alcance y 1la utilidad del mismo, el quimico farmacéuticeo
orienta sus esfuerzos, primero, hacia la eleccidén de un método de analisis
que sea sencillo, econdmico y rapide. Después, se encarga de demostrar su
validez estableciendo su exactitud, precisidén y especificidad.

El siguiente trabajo plantea el desarrollo y validacidn del --—
procedimiento de andlisis de una solucidn inyectable que contiene Clorhi—;.
drato de Bromhexina y Dipirona Magnésica por Cromatografia de liquidos de
alta resolucidn, a dosis terapéuticas de 1.6 y 200 mg/ml, respectivamente.

Este desarrollo se basa en las caracteristicas fisicoquimicas
de los farmacos ya mencionados, mismas que establecen las bases fundamentg
les para lograr una cuantificacidn precisa, exacta y especifica.

Para lograr este cbjetivo el trabajo se divide en en tres —-—-
partes. La primera éeﬁala los aspectos ha considerar en el desarrollo de —
la técnica cromatografica, esto es, considerar parémetrés, instrumentos y
criterios en su evaluacibén. La segunda parte se encarga de-desglosar aque-
llos conceptos utilizados en la validacidn de métodos; por lo que se —————o
describe cada uno de los parémetros y criterios a seguir.

Como parte final, se describen los objetivos, las experienciaé
¥y los resultados logrados dentro del disefio del procedimiento de cuantifi-

cacidn y validacidn de ambos farmacos estudiades en este trabajo.
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1. CROMATOGRAFIA DE LIQUIDOS

) 17
1.1. Antececdentes.

El desarrollo de métodos analiticos en base a técnicas cromato

graficas tiene sus origenes a partir de 1906, cuando es realizada la —-
primera separacidn de compuestos coloridos de una mezcla de pigmentos ————
vegetales. A esta técnica se le did el nembre de Cromatografia (khromatog=
color; graphos=escritura).

A lo largo de su evolucidn,la cromatografia ha hecho diferentes
combinaciones de materiales y sustancias quinicas, con el afan de realizar
mds y mejores separaciones dentro de las distintas &reas de investigacién.
Dichas coembinaciones han permitido la clasificacidén de la cromategrafia en
tres grandes grupos, que son: Cromatografia de capa delgada.’Cromatografia
de liquidos en columna y Cronatografia de gases ({fig. 1.1.).

La primera, poxr regla general, comprende un fendémeno de —————
absorcidn entre los componentes de la mezcla de interés disuelxtos en una -
fase mdévil (el disolvente) y una fase Tija o estacionaria {silica gel). -~
Las dos Gltimas estdn regidas principalmente por un fendmeno de distribucién
de la mezcla entre una fase estacionaria gue se encuentra en un soporte -
empaquetado en una cblumna y la fase mdvil, que en su caso,es un liguido -
o un gas.

Antes de 1967, el desarrollo de la cromatografia de gases y la
de capa Tina fue considerable, ya gue hasza ese entonces, la cromatografia

de liquidos en colunna se consideraba como una técnica lenta e ineficiente.
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No obstante, a partir de esa fecha se ha observado un revunte

dentro del andlisis quimico debido a la introduccidén de sistemas més efi——

cientes y un nuevo entendimiento del fendmeno realizado.
En la actualidad,los <res tipos de cromatografia son aplicados
en el trabajo diario de andlisis quimico con sus respectivas ventajas y ——

limitaciones. Dentro del anaAlisis farmacéutico, su aplicacidén comprende —-
desde la identidad de compuestos, determinacidn cuantitativa de la nureza
de materias primas hasta la cuantificacidn de activos deniro de los produc

tos farmacéuticos; ya sea en forma rutinaria como parte del control

integral de calidad © en estudios de estabilidad y biodisponibilidad.

CROMATOGRA¥ 1A
LI I . LIQUIDA
GAS-50L30O GAS-LIQU1DO CoLUmMRA PLANA
CAPA FINA PAPIL
L!nllno- qulxnu_ quon INTERCAWBIO EXCLUSTON
LIQUIDO SOLIDO PERMANENTE  10NICO
PERMEACION PILTRACTION

FIG.1.1. Clasificacién de la cromstografia.
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1.2. Cronatografia de liguidos moderna.

La Cromatografia de liquidos moderna o Cromatografia de liqui-
dos de alta resolucidn (CLAR) es una *écnica que utiliza altas présiones -
para conducir un disolvente (fase mévil) a través de una columna rellena —
con particulas diminutas de 5-10 ym de didmetro (fase estacionaria) y ————
nediante un fenémeno de migracién diferencial, ya sea de adsorcidén o repar
to, se realiza la separacidén de una mezcla de sus componentes principales.

Los pardmetros nds importantes que deben tenerse en cuenta en

esta técnica son:

Tiempo de retencidn. (Tr). Es el tiempo que permanece la mues-—

tra dentro de la columna v se mide desde el momento en que la muestra se -
introduce en el sistema hasta el momento en que se obtiene el punto mdximo

de la sefial (fig. 1.2) .

Tiempo muerto. (To\. Es el tiempo requerido para eluir una ——-

muestra no retenida en la columna.

Anchura de la base de las sefiales. (W). Es la porcién de linea

base interceptada por tangentes trazadas a ambos lados de una seflal croma-
tografica.

Resolucidn. {Rs). E£s una medida cuantitativa de la seperacién
de una muestra. La resolucidén enire dos bandas adyacentes esta definida ~-

por la siguiente expresidén:




)
Donde tl h'4 t2 son tiempos de retencidn de los componentes 1 y
2; ¥ W, » W5 son la anchura de base de los mismos componentes (fig. 1.2).

Nimero de platos tedricos. (N). Un plato teérico es unoc sélo -

de los equilibrios de distribucidén de la muestra entre la fase mévil y la
fase estacionaria. El nimero de platos tedricos es una medida de la efi——-

ciencia de la cclumna y sistemas asociados.Midiéndose con la siguiente ——-

formila:

Donde tr y w son los tiempos de retencidn y anchura de banda -

de un compuesto dado, respectivamente.

Factor de capacidad. (k'). Es la relacién de distribucidén de -

una muestra entre la fase mdivil y la fase estacionaria. Expresandose de la

siguiente forma:
x (t_ - t.)
K = s - r

*m t0

Q

En donde, X, ¥y % son las fracciones del soluto contenidas en
la fase estacionaria y la fase mévil, respectivamente; tr es el tiempo de
retencidn y to es el tiempo muerto de la columna.

Factor de selectividad. (X ). Es la relacién que existe entre

los vélumenes de retencidn de dos solutos. Esta determinado por inter—————
acciones soluto-disolvente, soluto-fase estacionaria, y por la forma y ——-

tamafic molecular del soluto. Se representa de la siguiente forma:
k'
-V -
'
k 1
Donde k‘z y k'l son el factor de capacidad de los componentes

1 y 2, respectivamente.
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Fig.l.2. Cromatograma tipico.

1.3. Clagificacién de la cromatografia de liquidos de alta

re scuucj.én:’l7

La Cromatografia de liguidas de alta resolucidén (CLAR) estd —-

basada en diferentes modes de interaccidén entre la fase mdévil, la fase ———

estacionaria y la muestra. Estas Qiferencians se ¢lasificen en cusdtro tipos
de Cromatografia:

a) liguido-liquido
b} liquido- sélido
¢) intercambio idniceo

d)exelusidn molecular
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La Cromatografia lfquido-liquido consiste de la distribucién —
de la muestira entre doslliquidos inmiscibles, uno de ellos esta unido a un

soporte s6lido en forma de pelicula (fase estacionaria); y el otro, consti

tuye la fase movil.

El inconveniente de esta téenica al principio fue la solubili-
zacién de la fase estacionaria en la fase mdévil, deteriorando de esta ———-

manera la columna y por lo mismo acarreando problemas en la separacidn de

los componentes de la mezcla.

Para resolver en parte este inconveniente, se ha desarrollado
una variante a esta técnica. Esta variante consiste en unir quimicamente -~
grupos funcionales al soporte de la columna. La naturaleza de dichos ~——-—

grupos funcionales permite que se manejen columnas desde polares hasta las

no polares, pasando por las de mediana polaridad.

En la Cromatografia liguido-sélido o Cromatografia de adsorcién
sé sabe que existe una competencia entre la muestra y la fase mdvil por -
los sitios "activos" de la fase estacionaria. En general, comc fases esta-
cionarias se utilizan materiales de alta polaridad, p. €j., silica gel o

alimina.

El uso de esta técnica se restringe a materiales polares cuyas
propiedades de adsorcidn estén plenamente definidas, resultando inadecuada
para compuestos muy similares.

La separacidn por Cromatografia de intercambio idénico se

realiza mediante la competencia entre la fase mévil y la muestra por los —
sitios activos representados por cargas idnicas netas. Estos sitios activos
son de naturaleza idnica, positiva o negativa; en general, consiste en —

écidos organicos o aminas cuaternarias que estén unidas a un soporte sdlido.
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Por lo tanto, es de suponerse que dicha técnica esté orientada
a la separacién de sustancias con cargas idnicas, que por su tamafio, densi
dad y estructura dan la diferencia de afinidad a los sitios activos.

Por ultimo, la Cromatografia por exclusién moleculsr es reali-

zada mediante la diferenciacidn por tamafios moleculares, esto es, existe -
una filtracidén molecular. Se retienen las moléculas grandes y paéan las ~-—
moléculas pequefias,

Esta técnica se usa en la industria de polimeros, presenta ——-—
distribucidn de pesos‘moleculsres. también se usa en la separacién de

proteinas y otros componentes de extractos tisulares.

1.4. Instrumentacidn .6,17,2,23

La instrumentacién de la Cromatografia de Liquidos de alta -~-—
resolucidén varia dentro de un esquema general, unos més refinados que otros
de acuerdo al requerimiento del andlisis. A cada uno de estos accesorios -
se le exige versatilidad, rédpidez, reproducibilidad y sensibilidad dentro
de los andlisis. De aqui, la preocupacién de los fabricanteg en ofrecer
equipos mis modernos, refinados y de acuerdo a las necesidades de anilisis
dentro del ambito farmacéutico.

En la figura 1.3. se esquematizan las partes mas importantes

que constituyen el Cromatografo de liquidos. Y a continuacién se detallan

cada una de las partes.
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1.4.1. Columnas.

En todo sistema cromatografico se dice que la ctlumna es el -
corazdn, en cuanto a funcionalidad se refiere; dado que es aqui donde se -
lleva & efecto la separacidén de los componentes de una muestra dada.

Las columnas mis comunmente usadas en la actualidad estén ——-
constituidas por un segmento de tubo de acero inoxidable empacado con un -~
material sélido de tamafo uniforme de 5- 10 pm de diémetro, gque constituye
la fase estacionaria. Las dimensiones de la columna varian entre 10 y 5O
cm de largo y 0.2 a 0.4 cm. de difmetro interno de acuerdo a las necesida-

des de trabajo.

Fig. 1.3. Diagrama esquemiitico de la Instxumentacidn de CLAR.



- ]

El material con el cual se empaca la columna esta constituido
por pequeflas particulas sdlidas de tamaific uniforme entfe 5~ 10 pm de  —e-
didmetro, su naturaleza quimica varia de acuerdo al tipo de cromatografia
con la que se trabaje. Esto es, existen materiales de empaque para cromato
grafia de liquido-liquido, liquido-séilido, intercambio idnico y exclusién
molecular.

Es de tomar en cuenta que existen variantes en el mismo material
de acuerdo al fabricante, esto quiere decir que en el mercade existen més
de cuatro tipos de columnas con el mismo grupo funcional, es decir del ——
mismo material desde el punto de vista quimico, excepto que pueda variar -
el tamafio de la particula, la longitud de la columna, porosidad, etc.,
dgpendiendo del fabricante.

En términos generales, las columnas de cromatografia de liqui-
dos diéponibles en la actualidad, pueden clasificarse dentro de tres ——-
grandes grupos: polares, no polares y de intercambio idnico. las primeras
conocidas también como normal estén constituidas principalmente por parti-
culas de silice. Las segundas conocidas como fase inversa, constituidas por
particulas de silice enlazadas en forma covalente con radicales no polares.

¥ por Gltimo, las de intercambio idnico estén constituidas por particulas

.de silice enlazadas covalentemente con radicales que contienen grupos

funcionales constituidos por acidos o bases organicas {ver tabla 1.1.)
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ADSORBENTE NOMBRE PROVEEDOR TAMANO DE SUPERFICIE O
PARTICULA GRUPO
(g ) FUNCIONAL
POLAR
SILICE J. - PORASIL | WATTERS 10 300 - 350
SILICE SILICA A PERKIN 13 + 5 400
ELMER
SILICE LICHROSORB . MERCK 5,10 500
Si - 60
NO POLAR
p- PORASIL | - BONDAPACK | WATTERS 10 OCTADECILO
%16
LICHROSORB MICROPACK CN | VARTAN 10 NITRILO
p- PORASTIL Ja- BONDAPAGK | WATTERS 10 - FENILO
FENIL
SILX - I AMINO SILX-T PERKIN 13+ 5 AMINO
ELMER
INTERCAMBIO IONICO
LICHROSORB LICHROSORB KAT | E. MERCK 10 -50,”
VIDAC TP VIDAC TP CATION SEPARATION 10 ~S0,H
CORP.
PARTISIL PARTISIL SAX APPLIED 10 -NRy*
SCI. LAB.
SORBAX SIL ZORBAX SAX DUPONT 6 -NR*

TABLA 1.1. Materiales de empaque mis comunes en CLAR.
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1.4.2. Bombas.

Las columnas al estar empacadas con un material de tamalic muy
pequefio producen una gran resistencia al flujo de la fase mévil, por lo —=
gue es necesario contar con un sistema de bombeo que facilite este flujo.

De acuerdo a caracteristicas de funcionamiento y disefic se ——
consideran dos tipos de bombas: las bombas neundticas y las bombas mecénicas,
A su vez, las bombas mecénicas se dividen en bombas reciprocas y bombas de
dezplazamiento continuo.

Las bombas neumdticas se basan en el desplazamiento del liquido
una vez que se le aplica la presidn de un gas inerte, ya sea en forma direg

ta sobre el liquido o sobre el recipiente que lo contenga (fig. 1.4.a) .

Los flujos obtenidos estan libres de pulsaciones, son de -

presién constante (hasta 6000 psi%) y muy reproducibles.

Debido a sus grandes limitantes, entre las que se encuentra la
capacidad limitante del volumen que puede bombear y la difusidn del gas a
través del liquido, este tipo de bombas no son muy populares y Su uso Sse -
limita a ciertos aparatos obsoletos.

Las bombas mecdnicas del tipo reciproco (fig.1.4.b) son bombas
que desplazan flujos de volumen constante en forma no continua sino mis —
bien pulsante. Estas bombas tienen pequefias camaras con pisfones recip}o—
cos bombeando el disolvente a través del sistema CLAR. Ofrecen un flujo -
de volumen constante y la maxima presidén obtenida por tal sistema es de -
9000 psi.

Ceme desventaja de dicho sistema de bombeo - se presenta la falta
de continuidad y uniformidad del flujo debido a las pulsaciones del bombeo,
que como consecuencia provoca la pérdida de eficiencia de la columna e —=

" psi - 1b/P“122,equivalen:e a 0.068 atmdsferas
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A la columna

Sello Al
Hermétic Sello

Hermético
Valvulas
{ o de un sdla
via

Gas l

Liquido del
= recipiente
a. Neumitica. . b. Reciproca

A la columna

FIG. 1.4. Tipos de Bombas.
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Hermético

d. Por desplazamiento.
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c¢. Reciproca de doble pistén.

FLUJO
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inestabilidad de la sefial del detector.
En la actualidad, como un avance en el disefio de estas bombas

se ha creado un sistema de doble pistén, que elimina las pulsaciones

mediante la intercalacidén.del trabajo de ambos pistones y, como consécuen—
cia, brinda un flujo més constante (fig.l.4.c) . Este sistema presenta
grandes ventajas y esta siendo utilizado muy frecuentemente en los instru-
mentos modernos. )

. Las bombas mecdnicas de desplazamiento continuo son aquel;as -
en donde el émbolo o pistdn es desplazado en forma continua y uniforme por
un motor de precisidn, comprimiendo el liquido en una camara de cierto --
volumen, el liquido fluye a través de una abertura hacia el sistema (fig.
1.4.d4) .

El fTlujo desplazado por estas bombas es uniforme y continuo; -~
percla‘capagidad de la bomba es limitada, su costo es elevado. Existe -~
cierta dificultad al llenar o rellenar la bomba con la fase mdévil nueva.

Hoy dia, pocos son los instrumentos que emplean este %ipo de -
bembas debido a su alto costo v, por obro lado, las ventajas que ofrecen -

las bombas de tipo reciproco de doble pistén.
1.4.3. Programadores de fase movil.

Este sistema es considerado como el equivalente al programador
de temperatura en Cromatografia de gases. Consiste en un aditamento elé&c-—
trico que acopla el funcionamiento de dos bombas que conducen disolventes

al sistema cromatografico.
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Al acoplar las dos bombas que contienen dos disolventes de ——
diferentes polaridades se realizan cambios en la composicién de la fase -—
mévil resultante. Estas variaciones se conocen con el nombre de .elucidn ——
por gradiente.
ixisten tres tipos de programadores usados en la generacidn de
gradientes. El primerc utiliza curvas de composicidn preestablecidas donde
ge selecciona el tiempo de inicio y terminacidén del gradiente. El segundo
:funciona en base a un programa modelo donde la curva esta segmentada y, en
forma independiente, se cambia la composicién del disolvente y el tiempo —
requerido en cada uno de los segmentos.
El tercer tipo lo forman los programadores que utilizan micfo-
procesadores de datos para el.control de la velocidad de flujo, composicidn

y otras funciones colaterales.
1.4.4. Inyectores.

Un factor muy importante en la obfencién de un buen perfil -——
cromatografico es la introduccidn de la muestra en la columna de cromato—-
grafia. Ademds una mala inyeccién provoca variaciones cuantitativas de —-
gran estimacién.

Existen tres métodos de inyeccidén de muestra, unoc por inyeccidn
directa, otro mediante el uso de una valvula y por Gltimo, el mis moderno,
por inyeccidén automatica.

La inyeccién directa se realiza atravesando con una jeringa —-
especial un septﬁm sellador colocado en la parte anterior de la columna.--
La perforacidn se lleva a efecto con una jeringa resistente a las presiones,

aprox. 1500 psi. Los materiales del septum son de silicdn, neopreno y ——--
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elastomeros de fldor (fig.i.5.a)

La inyeccidn realizada con vilvulas utiliza una llave de paso

que alimenta a la columna. En la figura 1.5.b. se esquematiza el modo de -

accionar de dicha valvula en su forma receptiva y cuande se introduce la

muestra.

El disefio corresponde a cada fabricante. Resisten presiones --—
hasta. de 2000 psi, siendo las inyecciones reproducibles, répidas e indepen

dientes, hasta ciertc punto, del operador.

En la inyeccidén automdtica, como lo dice su nombre, se utilizan
mecanismos automdticos por medio de la operacién de microprocesadores. El
meéanismo por el cual se toma la muestra es el mismo que se utiliza en la
iqyecciﬁn por valvula (fig.1i.5.c) .

‘ La inyeccidén automédtica es utilizada para los anadlisis rutina-

rios de control de calidad, donde existe la posibilidad de acoplarlos a un

sistema computarizado.
1.4.5. Detectores.

Durante mucho tiempo, el desarrollo de la Cromatografia de ———
liquidos se ha visto obstaculizado por la falta de detectores adecuados. —
Se considera que un detector ideal debe ser altamente sensible, estable en

sus lecturas, producir una lectura continua y con una respuesta universal.

Desafortunadamente, el desarrollo de un detector universal ha

resultado imposible, lo que provoca que en la determinacidn de los compo-—

nentes de una mezcla se busque aquel detector con la mayor sensibilided -~

posible.
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Los detectores mas frecuentemente usados son: uno que funciona
en base a diferencias entre el indice de refraccidn de la fase mévil y ~———
otro que depende del espectro de absorcidn de luz U.V./Visible de los ———
componentes de la mezcla.

El detector por diferencia en el indice de refraccién =stablece
la diferencia del indice de refraccidn entre el eluente de la columna ———-
coﬁtenienda la muestra y la fase mévil de referencia en estado puro.

Este tipo de detector presenta poca estabilidad de sefial, es —
moderadamente sensible, no es destructivo y es ficil de manejar. Ademés, ~
presenta diversas ventajas en trabajos de permeacién en gel ¥ sSeparaciones
preparativas.

Su uso en an&lisis se ha limitado por la inestabilidad de ———-
respuesta ante cambios de tempergtura y rlujo.APor lo mismo, se ha elimi-——
nado_en técnicas de control de trazes o en eluciones por gradiéntes.

Otro tipo de detector es el espectrofotometro U.V./Visible, el
chal consiste en la determinacidén del espectro de absorcién de luz en la -
zona ultravioleta por parte del compuesto de interés.

Se’ conocen dos tipos de detectores de esta clase, uno que opera
a longitud de onda fija y otro que utiliza longitud de onda variable (fig.
1.6.) . Ambos son selectivos, dado que s6lo determinan la presencia de —-—
aqﬁellas sustancias que absorben luz ultravioleta o visible.

Como se ‘esquematiza en la figura 1.6, el detector U.V./Visible
de longitud de onda fija consiste en una lente de cuarzo que dirige los ~-—
rayos lumninosos de una lémpara de deuterioc hacia un filtro.de luz, que a -
su vez 1los orienta hacia dos celdillas que contienen la muestra y aire como
referencia. La luz resultante es captada por un fotodetector gue emite una

sefial eléctrica cuyo resultado se traduce =n la emisidn de una grafica.
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El detector es barato, sensible 'y con minimas variaciones ante

cambios de flujo, temperatura, etc.. La versatilidad que representa dicho-

detector radica en el hecho de que los filtros son intercambiables; cbte-—

niéndose, asi, varias longitudes de onda.

Otro tipo de detector es ¢l de longitud de onda variable que -~

utiliza una rejilla especial que selecciona la longitud de onda requerida

entre un rango de 200 y 800 nm. E1 mecanismo por el cual se obtiene el ~—-

cromatograma es el mismo que se describid para el detector de onda {11ija.
Debido a que este tipo de detector permite la seleccidn de una
amplia gama de longitudes de onda en la zona ultravioleta y visible, su ——

aplicacidén se ha visto incrementada. WAs aln, se ha observado un aumento -

de la sensibilidad hacia ciertos productos y una disminucién en las inter-

ferencias debidas al aparato (fig.1.6.b}
1.4.6. Registradores y procesadores de datos.

Son aditamentos gque hasta cierto punto,son opcicnales. Son ——-
registradoreé del tipo estandar, que reportan las sefiales eléctricas proce

dentes del detector en forma grafica.

Dependiendo de la refinacién del aparato se utilizan los proce

sadores de datos, los que brindan una mejor presentacibén de los cromato-—-

gramas., Los procesadores de datos convierten la sefial- eléctrica a una sefial
digital, filtrando y eliminande los picos extrafios, corrigiendo la linea —
basal del detector y, por tanto, tiende a producir una grafica muy limpia.

Ademds, los reportes tienden a ser mds reproducibles y confiables.
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1.5. Desarrollo de un método de andlisis por cromatografia

25

de 1iguidos®

Una vez conocida la operatividad del sistema de cromatografia
‘de lfquidos de alta resolucidn (CLAR), el potencial de andlisis depende de-
1la habilidad del quimico para evaluar y equilibrar los factores que inter—
vienen en el proceso analitico.

Estos factores estén constituidos por: la naturaleza fisico——-—
quimica de las sustancias de la muestra, del sistema cromatogréfico y por
»las necesidades del andlisis, ya sea en las dreas de control de calidad, -
estudios de estabilidad de medicamentos, etc.. Adem&s, deben presentarse -
los requerimientos basicos en el proceso de separacién para el desarrollo
de métodos de andlisis sea tan simple y vérsatil como sea posible.

Optar por un procesco de separacidn y cuantificacién cromatogré
fica no necesariamente reviste métodos complejos o la utilizacidén de apara
tos altamente refinados, sino mas bien requiere de la ponderacidn de las -
caracteristicas implicadas en el procesoc. Tal consideracién reviste el ——
andlisis critico de cada una de las partes que constituyen el proceso ———-
cromatogréfico.

Como primera etapa, en el proceso de desarrolloc de un método -
de andlisis por CLAR, se encuentra el estudio de cada una de las caracteris
ticas de la muestra a trabajar. Dichas caracteristicas son: la sclubilidad,

pesc molecular, fuerza idénica, pH de solucidn, grupos funcionales dentro -

de la estructura molecular, etc.; es ademds muy importante conoccer el ————
espectro de absorcidén de luz ultravioleta y visible, pues se puede elegir

la mejor longitud de onda para los compuestos de la mezcla.



«e.-21

Esta informacién resulta valiosa en la seleccibn de las condi-
ciones iniciales de la cromatografia. Esto quiere decir que conociendo las
propiedades fisicoquimicas de la muestra se determinaréd estinadamente la ——
columna, eluente,: detector y método de cunatificacién adecuados a la mues-~
tra.

El siguiente paso, es establecer los parametros m&s iddneos -——
dentro del proceso de separacién, como: fase estacionaria, caracteristicas
de la columna, flujo, composicidén de la fase mévil, etc..

La eleccidn del disolvente de la fase mSvil se realiza en forma
empirica, de acuerdo a anteriores experiencias; sin embargo, algunes auto-
res se han preocupado por tales problemas y han realizado compilaciones de
d;tos que establecen un camino mas rédpido para la seleccidn de la columna
y fase mévil en base al peso molecular y la polaridad de la muestra proble
ma. Un ejemplo de dichos resumenes lo representa la rigqra 1.7.

En el andlisis de mezclas de compuestos, adem3s de la identi-
ficacién de los parametros cromatograficos, es importante la obtencién de
la mejor resolucidn cromatogrifica de la muestra. Esto es posible reali—-
zando cambios experimentales en la fase mévil, concentracidn de la muestra,
composicidén de la fase estacionaria (grupos funcionales que incluyen), -—
dimensioneé de la columna, velocidad de flujo de la fase mdvil, fuerza—-——
iénica del disolvente, temperatura y efectos quimicos especiales. Al reali
zar tales cambios, p. ej., se modifica la estructura idnica de la muestra
o se favorece la solubilidad alterando, de este mode, las interacciones —
entre columna-muestra y muestra-fase mévil.

En resumen, para establecer un método de andlisis por CLAR se

analizard experimentalmente cada uno de los siguientes pardmetros: muestra,
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sistema cromatogrifico y resolucién de compuestos. A fin de evaluar y —-
equilibrar cada uno de los factores de estos elementos y establecer un —
método analitico mas racional.

1.6 M&todos de cuantificacién®

El aspecto mas importante dentro de la cromatografia de liqui-
dos es, sin duda alguna, la habilidad de analizar cuantitativamente una -
variedad bastante amplia de compuestos farmacéuticos.

Hasta que no se dispuso de un equipo dispensador de fase mévil
fino, esto es sin pulsaciones, se dificultd el uso de esta técnica en la -
cgantificacién de sustancias, sin embargo hoy dia se ha transformado en una
técnica altamente precisa y exacta. Por lo que su utilidad se ha extendido
al anélisis de mezclas complejas.

Existen dos aproximaciones para euantificaf la sefial del detec
tor o pico cromatogri&fico. La primera, consiste simplemente en medir la -~
altura del pico; la segunda envuelve la medicidn del Area del piqo cromato
grafico.

In la medicién de la altura simplemente se Eeporta la distancia
entre la linea base al mAximo del pico. Las alturas de los picos son fécil
mente determinadas por el uso de una regla. En algunos casos, se cuenta ——
con integradores y computadoras que facilitan tal operacién. lLa ventaja de
este procedimiento radica en gue cuando se presentan defectos en la linea
base suelen corregirse. Sin embargo, es preferible contar con una linea —-
estable para obtener un mayor grado de precisidn.

El mé&todo de éreas, como su nombre lo indica, estéd basado en -

la determinacién del &rea del pico cromatografico de la sustancia de interés.
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En el transcurso de la evolucidn de éste método, se han mane-
jado varios tipos de evaluacidn, desde los mds rudimentarios hasta los ——
més refinados, pero a rafiz de la tendencia de los aparatos‘modernos‘hacia
1la integracién por computadoras, los métodos manuales anteriormente utili-
.zados han caido en desuso.

Dado gque la CLAR ez un métcdo comparuativo de andlisis existe
la necesidad de calibrar el sistema de medicidn. Por lo que se conocen —
dos métodos de calibracién, unoc por estandarizacién externa y, el otro, -
por estandarizacidén interna.

El primero consiste en evaluar exterqamente el comportamiento
de la sustancia de interés ante el sistema analitico establecido, para lo
cyal debe usarse una sustancia de referencia de calidad reconocida. La -
evaluacidn consiste en correlacionar la fespuesta analitica obtenida por
la sustancia de referencia y su respectiva concentracidn, con su respecti-
vo comportamiento lineal.

El segundo método llamado de esténdar interno, consiste en la
adicidn de un compuesto conocido a la muestra por analizar y a la solucidn
estédndar. La cuantificacidn se hace en base a la relacidn entre &reas tan
to de la solucidn esténdar como de la nuesira, adicionadas de la misma sus
tancia que recibe el nombre de esténdar interno. La susténcia que se usa
como esténdar interno ha de cumplir varios requerimientos, entre otros: ——

a) ausencia de interferencia; b) resolucidn del compuesto de interés y ———

otros componentes de la muestra; c¢) estabilidad, y d) solubilidad en la —

muestra. .
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2.  VALIDACION DE METODOS ANALITICOS.

2.1 Antecedentes:.l2

lLa base del copcepto de validacidn de métodos analiticos tie—
ne sus prigenes a partir de tres comunicados emitidos por la FDA®*. El —--
primeroc de ellos, 1906, exige a los fabricantes de productos faramacéuti-
cos evitar su adulteracidn. Elvsegundo. 1938, convoca a los mismos a eli-
minar de las formulaciones aquellas sustancias que pudieran causar algin -
efecto. téxico, esto es, brindar seguridad al momento de usar un medicamen-
to. E1 Oltimo de ellos, en 1962, pide comprobar plenamente la eficacia de
un producto farmacéutico como resultado del problema ocasionado por la ta-
lidomina y sus efectos teratogénicos.
A partir de esta fecha, se cred por primera vez en la historia
una reglamentacién que se enfoca a las préacticas correctas de manufactura
' de medicamentos (GMP's).
Durante el estudio de esta reglamentacidn, queda clara la ne-
_cesidad de estaélecer en forma correcta los procedimiéntos de manufactura
Yy control de medicamentos. Esto es, considerar todos aqhellos factores —-
_que contribuyen a la calidad en los procesos de fabricacién, asi como la -
reproducibilidad del producto de lote a lote. La demostracién de que es--—
tos procedimientos scn correctos se conoce con el nombre de VALIDACION,
Sin embargo, fue hasta 1984, después de una serie de acuerdcs
entre la FDA y asesores de la industria farmacéutica, que se estaﬁlece una
reglamentacidén de fécil entendimientc y aplicabilidad acerca de las buenas
practicas de manufactura. Igualmente se establece el significado del pro-—
ceso de validacidn, criterios y limitantes para considerar la validez de -

un proceso.

*FDA ~ siglas de Food and Drug Administration.
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2.2 Definicidn.

De acuerdo a las buenas préacticas de manufactura, en terminos
generales, la validacién es considerada como: "revisidn sistematica de las
instalaciones y etapas esencisles de trabajo en el desarrollo, produccidn
y control de prcductos farmacéutices, con el cbjetivo de>asegurarse de que
los productos fabricados pueden ser éleborados ¢ecn seguridad y pueden ser
reproducides en 1a calidad deseada si ge observan los métodos establecidaos

de produccién y corﬂ:r‘ol".(_6 )

Anora bien, al formar parte de este procesc, la validacién de

métodos analiticos se autodefine como el procedimiento por el cual se esta

blebe 1la exactitud, variabilidad, interferencias, positles errores y espe-

cifidad ‘del método. Asi pues, la validacidén de métodos analiticos tiene

.comc cbjetivo comprobar detérminados pardmetros experimentales a fin de —-

. poder-:valorar su influencia sobre el resultado de los analisis.

2.3 Parametros de validacidn®&

_Pora la validacién de los métodos analiticos se consideran los

siguientes parametros:

Exactitud. Un procesc de desarrollo de métodos analiticos cc-

mienza al establecer que es lc que se medirad y que tan exacta es 1la medi-

da. A &l le sigue un proceso de validacién que cda el grado de concordan-

ciz entre los valores de erélisis determinedcs ¥ €l valor resl, es decir

. su exactitud., La 2xactitud estd intimamente felacionada cen le selectivi’

dad y especificidad del método; es decir, la discriminacidp realizads entre

lo analizads y los precursores sintéticos, contaminantes de ﬁrcceso Y pro=-

ductes de degradacién.
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La exactitud implica la existencia de errores sistematicos, -
pero debemos estar concientes de que un método nunca puede ser 10G% exacto,
ya que siempre existe un grado de variacidn, Para evaluar la exactitud debe
mos determinar la funcién matemética que relaciona la concentracidén real -
del farmaco con la respuesta especifica que estamos detectando. Para infe-
rir que el método es exacto el grado de ajuste o correlacién entre estas -
dos variables debe ser muy cercano a 1;0 B

Precigidn. Como definicidn encontramos que la precisidn repre-
senta la capacidad de un método para obtener resultados que presentan una
diapersién tipica tras una repetida aplicacidn del mismo, es decir, descri
be el error eventual. Se evalila de dos formas:

15 Midiendo la concordancia respecto al valor real de dete;mi
naciones independientes, realizadas por un 86lc analista usando los mismos
aparatos y técnicas, es decir, resultados obtenidos pcr un método con ———
igualés condiciones de trabajo.

25 Midiendo el grado de aproximacién entre los valores indivi
duales obtenidos con el mismo método y material de pruebas idéntico bajo -
clertas condiciones diferentes: diferente operador, diferente aparato, -—
diferente laboratorio y diferente tiempo.

Tolerancia del método de anélisig. Es la cualidad de los méto-

dos de dar resultados confiables cuando se les lleva a cabo con ligeras ——
alteraciones, por ejemplo, variacién del tamafio de particula, cambios en la
temperatura, uso de reactivos de calidad diferente, uso de columnas cromatg
graficas de longitud diferente o con fase estaciﬁharia diferente, etc.. La
tolerancia se establece sometiendo el método a cambios que se juégan proba

bles.
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EsEecifiéidad. Se llama especificidad a la cualidad de los -—
métodos.analiticos cuyos resultados se deben exclusivamente al componente
de interés; es decir, que las demis sustancias presentes en el producto no
interfieren, ni en forma inhibitoria ni aditiva, con la valoraciéﬁ. la ——

validacidén deberd establecer claramente la especificidad de respuesta del-

compuesto de interés con respecto a:
1. Los excipientes del producte no interfieren en el ensayo
2. El ensayc de la sustancia en anélisis no se ve afectado —

por otros productos secundarios conocidos.

2.4 Realizacidn de una validacién§

Para llevar a cabo una validaciéq se éequiere:
- Disponef de un método de anilizis bien definido
Contar con nmuestras representativas

- Tener los instrumentos bien calibrados

Presentar un plan de ensayo detallado para evitar un
doble trabajo

= Estar a cargo de especialistas

Realizar la validacidn con costos favorables
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2.5. Criterios sobre validacidn de métodos analiticos.

Existen muchas formas de validar un método analitico, ya que -
hay una variedad de experimentos que pueden utilizarse para tal fin. E1° -
ponderar las pruebas necesarias y reconocer los criterios de evaluacién ——
para validar un método depende de las necesidades de cada laboratorio, del
érea en que se apligue, de lso requerimientos gubernamentales y algunas -—-—
vecea del crfterioc mismo de la persona due la realiza. Sin embargo, en ———
esencia, 1a validacidn tiene por objeto determinar la exactitud, precisidén
¥ especificidad tanto del sistema analitico como del procedimienta de ~—~
andlisis. V

A continuacidn se presentan las pruebas necesarias y los crite
rios de evaluacién para considerar validado un método, gque son el resultado
§e un an#lisis critico de los conceptos manejados hoy en d1a2:2:3,6,16

Exactitud del sistema.

En todo procesc de validacidn es indispensable evaluar la ———-

‘exéctitud del sistema sobre todo por tratar de establecer el posible efec—

to de los excipientes sobre la adecuada correlacidén entre la respuesta Qel

detector y la concentracidn real del férmaco.

Para determinar la exactitud del sistema se evalGa el comporta

miento de diferentes niveles de concentracién de la sustancia de referencia
ante la respuesta del detector. Por lo general, estos niveles fluctian ——-

entre un 50 hasta un 150 % de la cantidad etiquetada.
Dicha evaluacién se realiza a partir del anélisis de la grafica
resultante de datos obtenidos experimentalmente y la respuesta del detector,

utilizando, adem&s, los siguientes parametros estadisticos: .intercepto (b)

v coeficiente de correlacién (r) .
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Se casidera que el sistema es exacto cuando se demuestra que el
valor de coeficiente de correlacidén estéd muy cercano a 1 y cuando el valor
del‘intercepto de la curva es muy cercano a 0.

Precisidén del sistema.

Para evaluar la dispersién o variacién de los datos experimeg
tales es necesario establecer la precisidn del sistema. Dicha precisidn se
-establece a partir de un nuimero determinado de repeticiones del andlisis a
soluciones de referencia a un 100 % del nivel esperado.

Los resultados, asi obtenidos, se someten a una evaluacién —--
estadistica, la cual consiste en comparar la media del porciento de recobro
y el coeficiente de variacién.

Se considera que un sistema es preciso cuando el valor de la -
media del porciento de recobro estd muy aproximado al 100 % y el valor de

coeficliente de variacidén este por debajo del 2 % .

Exactitud del método.

Para garantizar que el contenideo del farmaco, dentro de una -—

formulacidn dada, se halla lo suficientemente apegadas a los valores reales,
es necesario manejar otro tipo de experimento dentro de la validacién de —

méfodos. Dicho experimento lo constituye la determinacién de la exactitud

del método.

Bajo este rubro entendémos que para determinar el grado de

concordancia de valores experimentales con respecto al valor real, es indis

pensable considerar que la exactitud del método es afectada por doS =——em—

factores: 1) La cantidad de muestra y 2) La relacién excipiente-f&rmaco.
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Para determinar el efecto que tiene la cantidad de la muestra

se suguiere evaluar la correlacién entre los valores ex?erimentales y valo
res reales obtenidos en diferentés niveles dé concentracién. Estos niveles
pueden fluctuar desde un 50 hasta un 150 % del nivel esperado en el afialisis.
Méis afin, s& refuerza con una evaluacibn estadistica mediante la determina-—
‘tcién del coeficiente de correlacién y el intercepto de la curva cobtenida.
Para determinar el siguienfe punte, relacidén excipiente-farmaco,
es necesario manejar el método de placebo adicionado, el cual consiste en
adiciﬁnar estandar de referencia al placebo de la formulacién. Por lo-gene
ral, los niveles de conpentracién fluctuan entre el 80 y 120 % de la canti
dad etiquetada. Al final se evaliian estadfsticamente la media, desviacién
esténdar y ;oeficiente de variacidn de los valores cbtenidos.
Una vez que se conocen los efectos de estos dos factores se ——
.puede inferir éobre{la exactitud en base a los sigulentes criterios:
1. sobre el efecto que tiene la cantidad de muestra. Con valo-—
) res de coeficiente de correlacidn cercanos a 1 e intercepto
ﬁproximadamente igual a 0, se acepta éue la variacidn de -—
concentracidn dentro del rango trabajado no altera la exac~
titud del procedimiento analitico.
2. Scbre el efecto excipiente con relacién al farmaco. Al obte-
ner valores similares de media, desviacidén esténdar y cdefi
ciente de variacidn, se puede inferir que el efecto del pla

cebo sobre la exactitud del método es despreciable.
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‘Precisién del método.

Finalmente, cuando es aplicadovun método Qe andlisis para la -
determinacién del contenido del farmaco, las determinéciones que se haéan
a una muestra deberdn ser constantes en sus valores, esto es repetiblesly

-reproducibles dentre de unmarco similar de condiciones. A la evaluacidn de
la repetibilidad y reprqducibilidad se ha convenido en denominar como lia -
precisién del método.

P;ra establece'r' la precisidn del método es necesario recurrir
a’ dos métodos: '

1. Analizapdo muestras en un nimero dado de veces por un s5lo
analista cﬁn las mismas condiciones de trabajo. Evaluando -~
media, desviacidn esténdar y coeficiente de variacién de ——
los. datos obtenidos.

2. Analizando muestras en un nimero determinado de veces por —
dos anali:éas ¥ en diferentes dias de andlisis con el mismo
método. Evaluando inedia, desviacidén esténdar y .coeficiente
de variacién dé'los datos obtenidos.

Para aceptar la aplicabilidad del método de andlisis es indis
pensable que los datos antes mencionados sean similares, estadiéﬁicamente
hablando., Ademéis, que los valores de ceeficiénte de variacién estén por —
debajo del 2 g .

VEspecificidad.

Otra parte importante dentro de la validacién de métodos anali .
ticos, lo constituyé el hecho de eliminar équell;s interferencias que ———-
tengan su origen dentro de la formulacidn misma o bien de deban a degrada-
‘ciones resultantes de un periodo de almacenaje del producto. En otpas pala

tras, se trata de garantizar gue el método sea aplicable en forma especifica
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al farmaco en estudic, sin importar los excipientes o productos degradati-

vos que estén presentes.

Para determinar esta especificidad es necesario efectuar los

siguientes pasos:

1.

3.

5.

Colocar la muesitra y su placebo en estufas a temperaturas -
de 80°, 60°, 40° C y temperatura ambiente. Con la finalidad
de provocar algiun producto de degradacidn.

Espaciar los tiempos de muestreo a 7, 14 y 21 dias para —
cada una de las temperaturas en ambas muestras.

Realizar el andlisis mediante el procedimiento establecido.
Verificar que cada precducto, sea de la formulacién o produc
to de degradacidén, pueda ser separado del fArmaco de interés.

Reportar las observaciones en cada uno de los casos.

Se considera que el método es especificc cuando, mediente los

anteriores pasos, se demuestra que es capaz de separar el farmaco de cual-

quier otra sustancia ajena a él.

2.

6. Documentacidn xﬁrevalidaeiéﬁ?

La documentacién debe permitir llevar a cabo con posterioridad

cada uno de los pasos de una validacién. En la documentacién debe constar

como minimo:

Los pardmetros de validacidn

La denominacidn de los lotes y origen de las pruebas y

sustancias de comparacidn

La calidad de las sustancias de comparacién

Los instrumentes utilizados
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-~ Los espectros, cromatogramas, curvas de registro, etc.

— Los paréametros de ajuste de aparatos

— Los resultados y cd@lculos

La revalidacién se entiende como la repeticidn de una valida-
cidn total ¢ parcialmente. Resulta necesaria cuando se han alterado las ——
condiciones bajo las cuales se ha realizadeo la validacidn, como:
’ - Modificacidén de los procesos de fabricacidn o de reactivos

— Cambios de proveeder o de calidad de los reactivos, fases

estacionarias y similares

- Empleo de instrumentos nuevos

- Nuevas experiencias en la préctica

En cada caso debe decidirse hasta que punto debe repetirse

un validacién,
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3. DESARROLLO DEL METODO CROMATOGRAFICO PARA CUANTIFICAR

CLORHIDRATO DE BROMHEXINA Y DIPIRONA MAGNESICA.

3.1. Planteamiento del problema.

El establecer un método de an&lisis estd en funcldén de las nece
sidades de cada una de las etapas involucradas en la fabricacién de un medi
camento. Asi pues, dentro del trabajo rutinario del Departamento de Asegu—
ramiento de la Calidad es indispensable contar con procedimientos analfti-
cos capaces de brindar resultados exactos y precisos con la mayor celeridad
posible, a fin de dar un nivel aceptable de servicio a otras &reas produc-
tivas.

El presente trabajo pretende establecer un procedimiento de ——
cuantificacién para Clorhidrato de Bromhexina y Dipirona Magnésica conteni
dos en una solucidén, a dosis terapéuticas de 1.6 y 200 mg/ml, respactiva-
mente. Este procedimiento es desarrollado de acuerdo a los requerimientos
de Aseguramiento de la Calidad, mismos que dependen de prioridades estable
cidas en otras &reas productivas.

A la fecha se conocen un nimero considerable de métodos anali-

ticos para cuantificar Clorhidrato de Bromhexina y Dipirona Magnésica,

entre los que se destacan los siguientes(amun'i"hm')

ANALISIS VOLUMETRICO. Consiste fundamentalmente, en la valora-—
cidén de grupos funcionales especificos dentro de la molécula del férmaco.
Por lo mismo, para €l Clorhidrato de Bromhexina suelen valorarse 10s cloru
ros de la molécula con ntrato de plata. En el caso de la Dipirona Magnésica,

la valoracién es realizada con solucién de yodo sobre su doble enlace.
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ANALISIS DIRECTO POR ESPECTROFOTOMETRIA. Consiste en la evalua
cién del miximo de absorcién que presenta cada sustancia aplicandoc la ley
de Lambert-Beer en un rango de concentracidén a una longitud de onda defi-
nida. En nuestro caso, el Clorhidrato de Bromhexina presenta un maximo de
absorcién de 290 nm y la Dipirona Magnésica lo presenta a 257 nm.
ANALISIS INDIRECTO POR ESPECTROFOTOMETRIA. Dependiendo de la -
forma de realizarse se clasifican en:
— AnAlisis precedido de una extraccidén liguido-liquido. Consiste =
en una separacién liquido-liquido donde el f&rmaco es aislado e
inmediatamente cuantificado por espectrofotometria. Los sistemas
de separacidén conocidos para aislar Clorhidrato de Bromhexina y
Dipirona Magnésica, son los siguientes: Cloroformo-Solucién acuo
sa alcalina, éter- solucién acuosa alcalina, cloroformo-agua, ——

entre otros.

-~ Andlisis de compuestos secundarios-coloridos. Consiste en la ——-
formacidén de compuestos colorides a partir del férmaco y su deter
minacién en la zona de luz visible. En el caso del Clorhidrato -
de Bromhexina existe una reaccién de diazotacibén con dicloruro
de N—(naftil—-(1))-etilendiamino que produce un derivado rojo_con
miximo de absorcién de 480 nm. En el caso de la Dipirona Magnési
ca se conoce de la reaccién con p-dimetilamincinomico que produ-
ce un derivado amarillo con méximo de absorcidén a 507 nm.

Estos métodos se han aplicado en diversas formulaciones, en -
forma separada, obteniendo buenos resultados; sin embargo, al ser aplicados
a la formulacidén anteriormente mencionada existen interferencias tanto de
un férmacocomo‘del otro. Ademéis se ha probado que carecen de la capacidad

suficiente para diferenciar productos de degradacidn y excipientes conte-
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nidos en la formulacién.

Por lo tanto, se pretende utilizar en este trabajé la cromato-
graffa de liquidos de alta resolucién {CLAR) como la alternativa analiéica
més viable y efiecaz para la cuantificacién de los férmacos contenidos en —
la solucién inyectable problema.

En tal caso debemos, primero, enunciar algunas caracteristicas
del Clorhidrato de Bromhexina y Dipirona Magnésica (fig.3.1.), con la fina
lidad de efectuar un buen disefio y enumerar cada una de las alternativas -
para el desarrollo del procedimiento analitico por CLAR. Por esto, es indig
pensable plantear las pautas fisicoguimicas que servirén, c¢como parte angu-
lar en la eleccidén del método cromatografico més conveniente. Estas pautas
son las siguientes:

a) Las solubilidades en agua a un pH cercano a 6.0 son similares en
embas sustancias

b) La estabilidad fisica y quimica de ambos férmacos se ve afectada‘por
condiciones semejantes

La s8imilitud de regiones de mdxima absorecidn por espectrofotometria

~

c

d) La existencia de zonas béasicas y dcidas dentro de la misma molécula

~

provocan comportamientos anfotéricos.

Serd necesario en segundo término, una vez establecido el proce
dimiento por CLAR, validar conforme a las necesidades y limitaciones de --
Aseguramiento de la Calidad. Dicha validacién,Aademés de comprobar la -——--
exactitud y precisién de las mediciones, pretende establecer la especifici
dad del métoedo, esto es diferenciar, por un lado, el Clorhidrato de Bromhe
xina y 2-amino-3, 5-dibromobenzaldehido (Boehringers ); y por otro lado, --
separar los tres productos de degradacidn que reporta Eddinecxm. Para -——-

ambos casos estos productos de degradacidn se desglosan en la figura 3.2.



DIPIRONA MAGNESICA

CLORHIDRATQO DE BROMHEXINA

(2,3-dihidro-1,5-dimetil~3-0x0~2-

SINONIMOS fenil-1H-pirazol—4-yl)metilamino | Crorhidrato de 2-amino-3,5-dibromo-
metanesulfonico f&cido de magnesio | N-ciclohexil-N-metilbencenmetamina.
PN, 740 g/mol 412.68 g/mol
ASPECTO Polvo cristalino blanco Polvo cristalino blanco-amarillento
PUNTO DE —— oo . q o
FUSION 237.5 238.0 °C
Agua,Metanocl,Etanol Agua caliente,Metanol,Etanol
SOLUBILIDAD insol. Eter,Acetona,Cloroformo ingol. Acetona,Cloroformo,Dioxano
pH DE LA Acuosa al 40 % " Acuosa al 10 %
SOLUCION 6.0 a 7.0

4.0 a 6.0

CONTENIDO DE

AGUA 13.5 a 15.5 % Yenos del 1.0 %
Amax. DF
ABSORCION 257 nm 280 nm
COMPORTAMIENTO En presencia de 02 ¥ luz existe En presencia de cloruro de sodioc u

EN SOLUCTON

un proceso degradativo.

otro electrolito hay precipitacién.
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Fig. 3.1. Propiedades fisicoquimicas de Dipirona Magnéeica y Clorhidrato de Bromhexina.
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Queda pues como objetivo de este trabajo:

Desarrollar y validar un método crométogréfico para cuanti————
ficar Clorhidrato de Bromhexina y Dipirona Magnésica confenidos en una
solucidn inyectable respondiendo a las necesidades del trabajo diario de
Control de Calidad. Por lo que este método debe ser preciso,exacto y ———

especifico.
Basado en la siguiente hipbtesis :

Dada las propledades fisicoquimicas, las caracteristicas de los
m§todos analiticos por CLAR, las caracteristicas del equipo de CLAR a usar
¥y las necesidades analiticas de Clorhidrato de Bromhexina y Dipirona ————
Mggnésica se propone el uso de la Cromatografia de liquides de alta resolu
¢idn para cuantificarlos en forma precisa, exapta y especifica dentro de -

los requerimientos del Departamento de Control de Calidad.
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3.2. Material y métodos.

Equipo. Se uso un cromatégrafo de liguidos (Watters Ass.,LC/GPC 204) con

detector de U.V. de longitud de onda fija, 254 nm, {(Watters Ass.,400), un

inyector automético de muestiras {(Watters Asgs,, 710-B), un programador de —
disolventes (Watters Ass.,800) y un procesador de informacién (Watters ———
Ass.,730). El gdetector fue colocado dentro de una sensibilidad de 0.2 ———-
unidades de absorbancia a escala méxima.

Este equipc no cuenta con control
de temperatura para la columna.

Columna. Se utilizd una columna de fase reversa de 30 cm de largo x 0.39

cm de didmetro interno, empacado con silica unida covalentemente con ———w-

octadecilsilano (u-Bondapack C,gs VWatters Ass.)

Reactivos y materiales. Todos los reactivos que se utilizaron fueron grado
analitico y fueron utilizados sin purificacidn previa. Las fases mdviles ~
para CLAR libres de impurezas al U.V. fueron filtrados a través de filtros

tipo membrana de 0.22 jm (MILLIPORE) en un equipo de filtracién de disole-
venteé {MILLIPORE, 04720) .

Ademés, se usd Fenacetina, Dipirona Magnésica y Clorhidrato de Bromhe

xina, sustancias de referencia, de calidad comprobada.

Preparacién de muestras. Las muestras utilizadas en la experimentacién —-

fueron disueltos en metanol R.A, y filtradas a través de filtros tipo ———o

membrana de 0.45 pm (MILLIPORE) .
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3.3. Desarrollo Experimental.

3.3.1, Consideraciones previas.

La parte experimental esta dividida en dos partes principales:

a) Desarrollo del método de andlisis, y b) Validacidn del método analiticc.

En el primerco, se describen los parémetros y variaciones realizadas para —

el establecimiento del método de an&lisig aplicado a Clorhidrato de Bromhe
xina y Dipirona Magnésica utilizande Cromatografia de liquidea. En el segun
do aspecto, se incluye los experimentos y criterios més comunes para reali

zar una validacidn de métodos.

Bisicamente, en el desarrollo del método analitico, se considerd

el punto de vista téenico como parte angular; pero hay que sefialar que el

costo del desarrollo y el tiempo invertido antes de llevarlo a la préctica,
influyeron considerablemente. Por 1o gue, una vez satisfechos los criterios
técnicos, se considerd la necesidad de incorporar en forma inmediata sl ——

método analitico al travajo diario de Control de Calidad.

3.3.2. Desarrollc del método de andlisis.

Para realizar el desarrollo del método de an&lisis se recurrid

a las siguientes propiedades:

a) Propiedades fisicoquimicas de los fArmacos. Como: Solubilidad, -——-—
disolventes utilizados, estructura quimica, grupos &cldos, bésicos

¥y neutros, y longitud de onda de mAxima absorcidn (fig.3.1) .

b) Propiedades fisicoquimicas de la muestra. Como: solubilidad,

estabilidad fisica en sgolucidn y excipientes incluidos en la

formulacidn



see.43
¢) Propiedades del equipo. Como: Aplicacién y funcionalidad de cada
parte en relacién a la muestra.

A partir de esto, dentro del desarrollo del método analitico -
por CLAR, se propusé la evaluacidn de dos grupos de factores. Unos, que ——
por su naturaleza, fueron INDEPENDIENTES y otros, por conveniencia propia,
permanecieron CONSTANTES.

A. FACTORES INDEPENDIENTES. Se consideraron independientes los
siguientes parametros:

a) Polaridad de la fase mévil. Para determinar el efecto de la

polaridad de la fase mévil sobre la resolucidén cromatografica que debe ser
mayor de 1.5, se modifico la polaridad de la siguiente forma:
1. Realizando varias combinaciones con distintos disolventes.
Las Combinaciones gque se probarcn fucron: Metanol/Agua; ~——
Metanol/Solucidén amortiguadora pH 4; Acetonitrilo/Agua; ——
Acetonitrilo/Solucién amortiguadora pH 4.
2. Modificando la composicidn de los disolventes de la fase -
mévil. Las proporciones probadas fueron: 50:50; 60:40; —~——
70:30 y 80:20 (Relacidn fase orginica contra fase acuosa) .
Ademds de la resolucidén cromatogriafica, se gvaluaron 108 —-——==
tiempos de retencidn, cuyo valor debe ser menor de 15 min., y el perfil —-
cromatografico de cada uno de los fdrmacos contenidos en la solucién inyec
table.

b) pH de la fase mévil. La variacién del pH de la fase mévil se

reallzé modificando el pH de la solucién amortiguadora. Los valores de pH
probados fueron: 3.0, 4.0, 5.5y 7.0 .
Igualmente, se evalud el efecto del pH sobre la resolucién ——-~

cromatografica, tiempos de retencién y perfil cromatogréfico.
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c) Concentracidén de sales en la solucidn amortiguadora. Se ——-

modificé el contenido de las sales en solucidén de la siguiente manera:

1. Adicionando Clorurc de Potasio, con lo que ée logra un aﬁmng
to -de fuerza idnica. Se adiciond una solucidén 0.01 M de Clo
ruro de Potasic a una solucidn amortiguadora de Fosfato ——-
monobésico de potasio.

2. Variando la concentracidn de Fosfatos de la solucidn amorti
guadora. Las concentraciones de Fosfatos que se probaron —-
fueron las siguientes: 0.01 y 0.005 M.

De la misma manera, se evalud la resolucidn cromatografica, ——

tiempo de retencidn y perfi; cromatogréfico de los farmacos estudiados.

d) Velocidad de flujo. Los valores de velocidad de fiujo que -

se probaron fueron los siguientes: 1.0, 1.2 y 1.5 ml/min.
Se siguidé evaluando la resolucidn cromatogréafica,tiempos de ——
retencidén y perfil cromatogréfico de ambos fArmacos estudiados.

e) Sensibilidad del detector. Para evaluar la respuesta del ——

detector ante cada uno de los farmacos, se procedid a determinar el efecto
de }a sensibilidad en 0.01, 0.1 y 0.2 uafs (unidades de absorbancia escalar).

Se determind, como criterio de evaluacidn, la resolucidén y el
perfil cromatogr&fico.

f) Concentracidn de las muestras. Se varid la concentracidn de

Clorhidrato de Bromhexina y Dipirona Magnésica desde un valor de 0.1 mg/ml
hasta 0.064 mg/ml, para ambos firmacos. Es decir, para cada farmaco se ———

probd dicho rango de concentracién.
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B. FACTORES CONSTANTES. Se consideraron constantes los siguien

tes parémetros:

a) Volumen de inyeccidn. El valor asignado a este parémetro —-

fué de 10 ul.

b) Relacién de concentracidén de activos. E1 valor de este

pardmetro, a partir de la concentracién de la solucidn inyectable, fué de

125 partes de Dipirona magnésica y 1 parte de Clorhidrato de Bromhexina.
Esto se justifica dado que no se realizé ninguna modificacién

en la formulacidn de la solucidn inyectable durante la experimentacién.

c) Fase estacionaria. Durante todo el desarrollo del método ——

analitico no se justificd el cambio de la fase estacionaria, por lo que la
fase estacionaria utilizada fué silica unida covalentemente con octadecil-—
silane (Watters Ass., jp-Bondapack C, ) .

Cabe aclarar que durante el desarrollo se manejaron dos columnas
del mismo tipo, con diferente tiempo de uso. Por 1o que se evalud cl No. de

platos tedricos de cada una de las columnas.

d) Filtro de luz U.V.. E1 filtro de luz U.V. del detector que
se utilizd en la experimentacidén fué de 254 nm. Debido, primordialmente, -

a que se conocian las longitudes de onda de mdxima absorcién para

Clorhidrato de Bromhexina {290 nm) y Dipirona Magnésica (257 nm)

Por otro lado, una vez establecidas las condiciones cromatogré
ficas para determinar Clorhidrato de Bromhexina y Dipirona Magnésica, se -~
evalud la precisidén y la exactitud de resultados analiticos bajo-estas —
condiciones utilizando sustancias esténdar como referencia. En el caso de
no encontrar valores précisos ¥y exactos se ajustaron aquellos parémetros -
que méjoren tales resultados, dichos parémetros pueden ser: Velocidad de -

flujo, concentracidén de la muestra,pH de la fase mdévil, por citar algunos.
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3.3.3, Validacidn del método analitico.

Para establecer la validez de un método analitico fué necesario

evaluar dos aspectos: La validez del sistema de medicidn y la validez del

método analitico para las muestras.

La validez del sistema de medicién se demostrd al evaluar la -
prec;sién y exactitud del sistema cromatografico aplicado a soluciones que
contenian sustancias esténdar de férmaco.

La validez del método analitico se demostrd al evaluar la pre-
cigidén, exactitud y especificidad del gistema cromatografico aplicado en -

muestras reales de produccién.

Para la evaluacidén de estos dos aspectos se realizaron los

siguientes experimentos:

a) Exactitud del sistema. Se trabajaron con scluciones que

contenian sustancia de referencia, de acuerdo a las condiciones cromatogra
ficas establecidas. Los niveles de concentracidn que se analizaron fueron -
las siguientes: S0, 75, 100, 125 y 150 % de la cantidad nominal de trabajo,
es decir, 0.0864 mg/ﬁl de sustancia de referencia estandar.

Se tomd como criterioc de aceptacidn el valor de coeficiente de

correlacidn igual a 1.0 y la ordenada al origen igual a cero.

b) Precisién del sistema. De acuerdo a las condiciones cromato

gréficas establecidas, se efectuaron seis inyecciones de la solucién que —

contenia sustancia de referencia al 100 % de la concentracidn nominal de -

trabajo (0.064 mg/ml)

Se tomd como criterioc de aceptacidén un valor de coeficiente de

variacién menor del 2 %.
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c¢) Exactitud del método. La exactitud del método se evalué con

dos experimentos, el primero establece la influencia del tamafio de la mues
tra (denominado linearidad de la muestra) y el segundo determina la rela--—
cién excipiente-faArmaco (denominade efecto placebo). Los experimentos ————
realizados para dicﬁa evaluacién fueron los siguientes:

Linearidad de la muestra. Se analizaron muestras que contenian
solucidn inyectable conforme al sistema cromatogrifico establecido. Los -
niveles de concentracidén que se trabajaron fueron: 50; 75, 100, 125 y 150
% de la concentracién nominal de trabajo (0.064 mg/ml del faArmaco en la —
solucién inyectable) .

Se tomdé como criterio de aceptacién una pendiente igual a 1, -
ordenada al origen igual a O y coeficiente de correlacidén igual a 1.

Efecto placebo. Se trabajaron seis muestras que conténian sus-
tancia de referencia y solucidén placebo de la solucidén inyectable. La ——-
éustancia esténdar se adicioné a niveles de concentracién de 80 y 120 % de
la cantidad nominal de trabajo, es decir, concentraciones de 0.051 mg/ml -
(80 %) y de 0.076 mg/ml (120 %) de la sustancia esténdar.

Se establecid como criterio de aceptacién el porciento promedio
de recuperacidn igual a un 100 % y el coeficiente de variacién de las mueg‘

tras menor al 2 % .

d) Precisidn del método. Se trabajé con seils muestras que con-

tenfan solucidén inyectable con farmaco al 100 % de la concentracidén nominal
(0.064 mg/ml) . Ademids, el andlisis se realizd en dos dias diferentes.

El promedio del porciento de recuperacidn igual en %odos los -
casos y el coeficiente de variacidn menor al 2 % sirvieron para aceptar —

que el método era preciso.
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e) Especificidad en estabilidad. Se analizaron muestras ————--

‘conteniendo solucién inyectable y placebo de la solucién inyectable,ambas
sometidas con anterioridad a una degradacidn acelerada a temperaturas de
80° , 60 ° y 40° .C, en lapsos de tiempo de 7, 14 y 21 dias.

La ausencia de interferencia en la respuesta del farmaco sirvid

para poder afirmar gque el método es especifico.
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PROCEDIMIENTO

EXACTITUD DEL

SISTEMA

PRECISION DEL

SISTEMA

EXACTITUD DEL METODO

LINEARIDAD EFECTO PLACEBO

!

PRECISION DEL METODO

ESPECIFICIDAD

ANALISIS EN CONTROL
DE CALIDAD E
INDICATIVO DE

ESTABILDAD

Fig. 3.3. Validaci6tn del método analitico.
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4.0 HESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Desarrollo del método de andlisis.

En el transcurso del desarrollo del método de anlisis se ———
encontraron los siguientes resultados:

a) Efecto de la polaridad de la fase mévil. A partir de las w-

fases méviles propuestas, se encontré que la Dipirona Magnésica presentaba
un buen aspecto cromatogréifico ante el sistema Metanol/Agua a una propor--—
cién 50:50, es decir un tiempo de retencidn igual a 2.0 min y una resolu-
cidén aprox. igual a 1.0; mientras que el caso de Clorhidrato de Bromhexina
dicho sistema resulta inadecuado por no presentar un cromatograma definido.
E8 importante resaltarque estos datos fueron resultado de trabajar con una
solucidn de 0.1 mg/ml de ambos fArmacos con una sustancia de referencia.

Por olro lado, cuando se varid la faﬁe mévil, especificamente
cuando se adiciond una sal de fosfato de potasio, se observé que el perfil

- eromatografico del Clorhidrato de Bromhexina mejoraba notablemente; no asi
la Dipirona Magnésica que presenté particién en su pico cromatografico. ——
Las proporcicnes que funcionaron mejor fueron las formadas por las mezclas
80:20 y 60:40.

Se decidié seguir trabajandc con soluciones acuosas de fosfatos
combinadas con Metanol y descartar las mezclas realizadas con Acetonitrilo,
ya que estas \ltimas no presentaron alguna contribucidn hacia el perfil ——
cromatogrifico de los farmacos (ver tabla 4.1) y presentaron precipitados

cuando se manejaron con solucidn de fosfato.



Tabla 4.1. Efecto de la polaridad de la fase mdvil sobre los tiempos de retencién

FASE MOVIL PROPORCION DE DISOLVENTES (ORGANICO/SOL. ACUOSA)
150 240 20:30 80:20
FARMACO A B A B A B A B
NI N NN
ORGANICO ACUOSO \\ . \ \ \ \
P E - - - 1 R R
AGUA £ =2.0 (*) t =1.0 (") N\O DE{EXMN!\POS \
| .
= .
g Solucidn
< o - - = =
E amortiguadoral (**) tr—7.0 (**) tr-G.S (*=) tr~6.5 (#w) tr~6.0
= pii 4.0
\' N N \ \ "\\ " \ N
TR BN RN
\ \\ \ <N N \ \\ N N \\
o AGUA t =3.0 (*) NO {DETERMINADOS \ , L
=2 : . \, \ \ D AN
= \ o \
o \ \ \ \ N\ \
I \ \ S ",
-t P Vs e
= e AT A -
g Solucién y / BL s //-' e //
: amortiguadoral COMPATY E // // ’ ,.///’ aa
. . < N o
pH 4.0 . / . B L // e Ve /// 7 - pd
4 e Ve , - AT Ve
o i - oy - e .

A: Dipirona Magnésica(0.1 mg/ml);B:
(*):Perfil cromatografico no definido.
(*% : Particién del pico cromatografico.

Clorhidrato de Bromhexina{(O.1 mg/ml).
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b) Efecto del pH de la fase mSvil. Al variar el pH de la

solucidn amortiguadora se encontrd:

1. Un mejor perfll cromatografico y un menor tiempo de reten-——
cidén del Clorhidrato de Bromhexina, conforme se aumentaba —

el pH (ver tabla 4,2)

Que a pH 7, contraric a 1o 'que se esperaba, el pexrfil crona
tografico de Clorhidrato de Bromhexina presentd una forma -~
no simétrica. ///
3, La particién del pico cromatografico de la Dipirona Magnésica
se presentd en todos los pH's.
De aqui que se encontr® que el sistema a elegir para cuantifi-
car Clorhidrato de Bromhexina fué el sistema formado por Metanol/Solucidn

amortiguadora pH 5.5 a una proporcidén 80:20 .

c) Efecto de la concentracidén de sales. Al continuar los ensa—

yos con el sistema de Metanol/Solucidn amortiguadora (fosfato de potasio —
0.01 M) se observd un desplazamiento de la linea base. Este fenbmeno se ——
corrigid con la adicidén del 1 % de una solucién acuosa 0.01 M de Cloruro -
de Polasic, =

la solucidén amortiguadora.

Esto lo maneja Brown(7) como

consecuencia del uso de sales de fosfatos comercial, las cuales tienen -~

impurezas no definidas. Este efecto se logra disminuir al aumentar la fuer
za iénica de la fase mdvil con Cloruro de Potasio (Qer figura 4.1.) .

Con 1z finalidad de mejorar el perfil cromatografico dél ———
Clorhidrato de Bromhexina, fue que se realizd la disminucién de la concen-
tracién de fosfato monobéasico de potasio de un valor de 0.01 M hasta ——em-

0.005 W, ademds no se observd ninguna particidn del pico cromatografico —
(figura 4.2),
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Tiempos de retencién(min.)}
pH Dipirona Magnésica Clorhidrato de Bromhexina
Particidén del pico
3.0
cromatografico 7.5
4.0 " 7.0
5.5 " 6.0
“ Sefial cromatogréifica
7.0 no simétrica t 10

Tabla 3.2.Efecto del pH de la fase mdvil sobre el tiempo de reten—
cién de Clorhidrato de Bromhexina y Dipirona Magnésica.

Por otro lado, en ambos casos Se observd la misma particién de

la Dipirona Magnésica; tendiendo, en algunos casos, 8 sSer mas pronunciada.

d) Efecto de la velocidad de flujo. La influencia de este

parémetro, solemente, se ve reflejada scbre los tiempos de retencién, siA—
aumentamos la velocidad de flujo se reducen los tiempos de retencidén de am
bos farmacos. Debiendo a esto, se decidid utilizar la velocidad de flujo =
de 1.5 ml/min dado que se disminuyeron, razonablemente, los tiempos de ———

retencidén de Clorhidratc de Bromhexina (7.4 min) y Dipirona Magnésica —~——

(2.9 min.) .




P +e+.53

Solucién amortiguadora sin Cloruro de Potasio

Solucidén amortiguadora con Cloruro de Potasio.

FIG. A 1 Cromatogramas de la solucién inyectable.Cambio del
desplazamiento de la linea base por efecto del aumen

to de Cloruro de Potasic a la fase mévil.
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Q ’
-§ Solucibn acuosa 0.01 M de fosfato wonobésico des potasio

Graricador Hethrom (mod. 714)

P IoOm phete WY R

Solucién acuosa 0.005 H de fosfato monobfisico de potasio
Graticador Moty {mod. . 714)

FIG.4.23. Cromatogramas de la solucifn inyectable.Cambio de
cancentracidén de fosfato moncbésico de potasio.
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@) Efecto de la sensibilidad del detector y la concentracién

de la muestra. Para evaluar estos dos factores se decidid
combinar sus efectos debido al comportamienteo dependiente de la sensibilidad
del detector hacia la concentracién de la muestra.
Al disminuir la concentracidn del f&rmaco, Clorhidrato de ———
Bromhexina o Dipirona lagnésica, se mumentaba la sensibilidad, dependiendo
de la respuesta del detector y el tamafio del pico cromatogréafico. Asi se -
llegd a la concentracidn de trabajo de 0.064 mg/ml con una sensibilidad ——

de 0.1 aufs.

FACTORES CONSTANTES.

Como se indicé dentro del desarrollo experimental, se mantuvie
ron ciertos parémetros en forma constante, de los cuales no se realizd ——
ningin cambio durante todo el estudio.

Se sefialo que se habian manejado dos columnas del mismo material,
pero de diferente edades de uso; el cllculo del No. de platos tedéricogs ——-
indicé que la columna més usada tenia 1600, mientras que la menos usada -
tenfia 3600. Esta diferencia provocé cambios drésticos en las caracteris—--
ticas de los cromatogramas de 1osAférmacos. Estos cambios fueron: En la ——
columna m&s usada aumentaron los tigmpos de retencién, la resoclucidn fue ~
defectuosa y los picos cromatogrificos fueron menos simétricos. Para obte-~
ner un tiempo de retencién, resolucidn y perfiles cromatbgréficos semejan-
tes a la columna nueva se aumento y disminuyé la proporcién de metanocl y

solucidén amortiguadora, respectivamente.
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A partir de los anteriores resultados, se podra observar que:

1. La determinacidn del clorhidrato de Bromhexina sélo se pudd
lograr utilizando la fase mdvil Metanol/Solucidén amortigua-—
dora conteniendo fosfato monobésico de potasio 0.005 M y ——
un 1 % de una solucidén 0.01 M de cloruro de potasio, a una
proporcién 80:20,

2. Este sistema no pudo ser utilizado para determinar Dipirona
Magnésica debido & la particién del pico cromatogréafico.

Por lo tanto, se decidid determinar Dipirona Magnésica utili—-—
zando la fase mévil constituida por Metanol/Agua (50:50), la cual desde —
el inicio del estudic brido un buen perfil cromatogréfico a dicho farmaco
y no asi para el Clorhidrato de Bromhexina. Esta decisién fué tomada entre
otras razones por la existencia de informes relacionados con la determina—
¢ién de Dipircna Magnésica por CLAR ., ¥y la necesidad de analizar las mues
tras del producto desarrocllado y determinar sus caracteristicas de calidad
y estabilidad.

Para establecer parametros como velocidad de flujo, sensibili-
dad del detector, concentracidn de la muestra y aquellos que se asignaron
constantes se recurrié a la misma metodologfia descrita con anterioridad.

Los resultados obtenidos, para la determinacidén de ambos farma
cos, utilizando dos sistemas cromatogréificos diferentes figuran en la —-———
tabla 4.3 . Estos resultados indican las condiciones cromatogr&ficas por
las cuales se obtienen una resolucidn satisfactoria, un buen perfil croma
tografice y, en general, un cromatograma aceptable para determinar Clorhi-—

drato de Bromhexina y Dipirona Magnésica (ver figura 4.3)
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PARAMETRO

CLORHIDRATO DE
BROMHEXINA

DIPIRONA

. FASE ESTACIONARIA

J— BONDAPACK

HAGNESICA

}— BONDAPACK

CJ.B 018
FASE MOVIL Metanol/Sol. acuosa de
KH,PO, 0.005 M Metanol/Agua
1% KCl 0.01 N
PROPORCION 80:20 50:50
VELOCIDAD DE
FLUJO 1.5 ml/min. 1.4 ml/min.
CONCENTRACIONR
DE LA MUESTRA 0.064 mg/m) 0.064 mg/ml
FILTIRO U.V. 254 nm 254 nm
SENSIBILIDAD 0.1 0.2
{aufs) .
VOLUMEN DE
INYECCIUON 10 n1 10 ).\1
T‘_ aprox. 7.0 — 7.8 min. 1.33 min.
CUANTIFICACION ESTANDARIZACION ESTANDARIZACION
EXTERNA INTERNA

Tabla 4.3. Condiciones cromatograficas finales.
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n
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~o (a)

w:
[ N
5

f (b)

Cuantificacién de Dipirona Magnésica
a) Dipirona Magnéamica

b) Fenacetina

.,
o
[
~
E3

(a)
S

(b)

Cuantificacidén de Clorhidrato de Bromhexina
a) Dipirona Magnésica

b) Clorhidrato de Bfomhexina

Fig. 4.3, Cromatogramas finales.
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4.2. Validacidn del mé&todo analitico.

El siguiente paso del trabajo experimental fué validar el -——-
mé&todo analitico degarrollado para cuantificar Clorhidrato dg Bromhexina y
Dipirona Magnésica contenidos en una solucién inyectable, proveniente de
lotes a nivel piloto del &rea de Desarrollo Farmacéutico.

Por otro lado, para determinar el contenido de cada uno de los
farmacos se recurrid a las siguientes relaciones matem&ticas:

1. Determinacién del contenido de Dipirona Magnésica utilizande

un esténdar interno.

r
ABC £s,]
aBC E513 £.d.
% activo L4 x x x 100
ABC__ F vol.muestra

s1 od

2. Determinacién del contenido de Clorhidrato de Bromhexina

utilizando un esténdar externo.

RBC_ [scb]
x

% activo = x £.d4. x 100
ABC vol.muestra -
scb
Donde:
ABC_, » ABC_,, ABCpb, ABcscb = Area bajo la curva de la solu-

cién esténdar de Dipirona Magnésica,esténdar interno, de la
muestra y el estdndar de Clorhidrato de Bromhexina-

B1ls2 (s, = concentracisn de 1a solucién del esténdar in-
terno,esténdar de Dipirona Magnésica y Clorhidrato de Bromhe
xina.

Fr =Factor respuesta; [.d.= factor de dilucibn.



«...61

A. Validacidn del método analitico para Clorhidrato de

Bromhexina.

La validacién del método analitico ﬁara Clorhidrato de ~———
Bromhexina consistid de 305 hechos fundamentales, el primero fue la valida
cién del sistema de medicidn con la evaluacidén de la exactitud y precisién
de la respuesta del sistema; el ségundo hecho consistid de la evaluacidn de
la exactitud, precisidn y especificidad del método aplicado a muestras rea
les de produccidn. Los resultados obtenidos se encuentran desglosados como
sigue: .

a. Exactitud del sistema. Para evaluar la exactitud del sistema se ——e—e

determiné la correlacién de datos obtenidos del detector y la cantidad
correspondiente  de Clorhidrato de Bromhexina adicionada. El rango de
concentracién, a la cual se trabajd, fué de 0.032 a 128 mg/wl (50 —
200 % ).

Los resultados se encuentran en la tabla 4.4, cuyo contenido nos —-
indica que el anilisis se realizd por triplicado en cada nivel de —-
concentracidn. El coeficiente de correlacidén es igual a 0.9987 y la -
ordenada al origen eé — 249.448 que esta dentro del rango de variacidn
del ceroc, ambos valores demuesiran el comportamiento lineal entre las
areas del pico de Clorhidrato de Bromhexina y la concenﬁracién del --—
farmaco. Por lo tanto, podemos hablar que el sistema es exacto dentro

de las condiciones establecidas y el rango de concentracidn experimen

tal.
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Clorhidrato de Bromhe-— Areas
xina adicionado - obtenidas
(mg/ml)

. 0.03218 2744.84
2 0.03é18 2760.4é
3 0.03218 2795.45
4 0.048 4131.55
5 - 0.048 4103.90
6 0,048 4226.94
7 0.064 5433.96
8 0.084 ‘5407 .38
9 0.064 5653.64
10 0.09654 8430.77
11 0.09654 ' 8519.67
12 0.09654 8598.2
13 0.1287 11706.8
14 0.1287 11645.5
15 0.1287 11a63.1

Coeficiente de
correlacidn r = 0.9987

b

Ordenada al
origen b

]

-249.448

Pendiente m = 91408.01

Tabla 3.4.Exactitud del sistema para Clorhidrato de Bromhexina.
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Precisidn del sistema.

Con la finalidad de determinar la variacién

de la respuesta del detector, se procedid a evaluar la precisién del

sistema.

Los resultados obtenidos a partir del anflisis de seis soluciones

conteniendo sustancia estdndar de Clorhidrato de Bromhexina, se —————

presentan en la tabla 4.5.. De esta tabla, se reporta la respuesta —

del detector, es decir, el area bajo la curva del pico de Clorhidrato

de Bromhexina, con lo pual se obtuvd un valor de coeficiente de varia
cién igual a 2.0063 % . Este valor fue comparade con el tedrice de ~—
aceptacidén, el cual fue un claro indicio de la precisidn del sistema.

Una vez evaluado el sistema de medicidn, se decidid validar el ———

método de andlisis mediante los siguientes experimentos:

Exactitud del método. Para determinar la exactitud del método se tra-

bajé con muestras reales de produccidn fabricadas en condiciones‘no -
enalfticas, es decir, 5olucién inyectable fabricada en el &rea de pro
duccidn por personas ajenas al quimico analista.

Para realizar una evaluacidn adecuada de la exactitud se estudid -
la influencia del tamafio de la muestra y la relacidn excipienté—férmg

co. lLos resultados encontrados fueron les siguientes:

Linearidad del método. Se trabmjo dentro del rango de concentracidn
de 0.032 a 0.096 mg/ml.

En 1a-evaluac16n estadistica del experimento se encontrd un coefi-
ciente de correlacién de 0.9992 y una ordenada al origen de-«0.001. -—
Estos estadigrafos son un claro indicio de la linearidad del método -
dentro de las cqndiciones experimentales establecidas ( tabla 4,6 } .

Ademids, con apoyo de un contraste de hipdtesis se demostrd la

exactitud del método dentro del aspecto linearidad del método.
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INYECCION Areas obtenidas

1 5433.96
2 5407.38
3 5653.64
4 5611.64
5 5619.97
6 5650.09
X = 5562.78

8. = 111.606

c.v. = 2.0063 %

e.,r. = 45,563

Tabla 4.5. Precisidn del sistema para Clorhidrato de

Bromhexina.
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MUESTRA CANTIDAD (mg/ml) % RECUPERACION
AGREGADA RECUPERADA

k] 0.032 0.031 96.91
2 0.032 0.03113 97.30
3 0.032 0.03149 28.41
4 0.048 0.04829 100.604
5 0.048 0.04832 100.66
) 0.048 0.04865 101.346
7 0.064 0.06423 100.36
8 0.064 0.06443 100.66
é 0.064 0.06313 98.63
10 0.08 0.07881 98.513
11 0.08 0.07942 99.28
12 0.08 0.07919 99.6
13 .0.096 0.09776 101.82
14 0.096 0.09823 102.33
is 0.096 0.09509 99.061
r = 0.9992 X = 99.698 %
b = - 0,001 58 =1.504 %

m = 1.0147 c.v.= 1.598 %

e.r.= 0.4115 %

Tabla 3.8, Exactitud del método .Linearidad del método de anAlisis

de Clorhidrato de Bromhexina.
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Célculos para linearidad. Para tal efecto se considera la variable indepen

diente como la cantidad adicionada y la variable dependiente como la canti

dad recuperada. Por lo tanto tenemos:

X = 0.96 $Y = 0.9592

Zx% = 0.06912 = ¥%- 0.06925

5% = 0.064 =Y = 0.06394
S = 0.0234 S = 0.02378
% ¥

¥ XY = 0.06918 t0.975= 2.1604

n = 15

1. Ordenada al origen (b):
b o (ZY ) (£X°) - (3X) @Exy)
n X% - (gx0°

{0.9592) (0.06912} - (0.96){0.06918)

b = > ~0.000997
15(0.06912) - (0.96)° "
2. Pendiente (m):
m = LR (XN - (2X)(ZY)
n(2x%) - (£x02
m 15 (0.06918) - (0.96)(0.9592) - 1.0147

15 (0.06912) — (0.96)2
3. Error tipico de estimacidn:

-~ n
5y/x n —~ 2

2 !
s = (ZYD) - b (T ¥) -m (T xy)
y/x = n

———
s _ (0.06925) - (— 0.000997)(0.9592) - (1.0147)(0.06918)
y/x 4

n

1
1
i
1
]
i
[/}

sy/x = 0.0007825

A~ n
S, =Y ——eem——— x 0.0007825 = 0.0008405
/% n-2 ’ .
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4. Inferencia acerca de b
a. HipStesis contrastada:

H : bs=>b

o (]
Hl : b-# b° donde bo =0
b. Nivel de significancia : &% = 0.05

No

c. Estadigrafc de contraste: ¢t = x—
b (Z_x°)

[ 5
y/x —————ene
\ nZ(x, - x)2

d. Regién critica bilateral a nivel de significancia g :

tbo & ty, , (n-2) ¥ tbOB ty s (9-2)

e 0.000997 — © - - 1.83
o 0.06912

0.000840% § =222
15(0.00768)

Como 2.1604 > ~1.53 P -2.1604 ,3e acepta Ho' Y por lo tasto

es evidencia suficiente para aceptar la ordenada al origen igual a cero.

S. Inferencia acerca de m :

a. Hipétesis contrastada:

o =)

Hl:m;émo dondem°=l

b. Nivel de significancia: & = 0.05

c. Estadigrafo de contraste: tm = P
¥
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d. Regidén critica bilateral a nivel de significancia &:

t'“oi toeyp »(n-2) v tm°3 taodyp s (0-2)

£ _ _(1.0147 - 1)¢( 0.0234)d 14 1.53
m = = . 1

<] 0.0008405

Como 2.1604 > 1.531 7 — 2.1604 , Be acepta Ho' Y por lo tanto es ~——

evidencia suficiente para aceptar el valor de la pendiente igual a uno.

Efecto placebo. Los resultados para este experimento se descri
ben en la tabla 4.7 . A partir de estos resultados (% de recuperacidn = ——
99.65 y un coeficiente de variacién de 1.41 %) y su respectiva prueba -————
estadistica se demuestra que no existe diferencia significativa entre el -
parimetro poblacional ( n= 100 %) y 1la media‘muestral. Por lo tanto no ==
existe efecto de la cantidad de excipientes en cuénto a la exactitud del -

método.

Cédlculos para el efecto placebo. Para realizarlos se considera

el porciento de recuperacidn de dicho experimento.Por lo tanto tenemos que:
X = 99.65 %
S = 1.405 %
SAT = 0.2868 %
n =25
t0_975 = 2.0687
1. Hip6tesig contrastada.
Hyt p=p,
Hl H P #)Ao donde }.x = 100 %
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2. Nivel de significancia:® = 0.05

3. Estadigrafe de contraste:

4, Regidn critica bilateral a nivel de'significanciau

toale < Typp o (-1 Y
99.65 -~ 100
1-'calc -
0.2868

Como 2.0687 D - 1,22 %

-~ 2.0687

teate 7 Fiieyp o -l
= = 1.22

, Se acepta Ho . Por lo tanto queda

demostrado que no existe efecto de la cantidad de excipientes sobre la ——

exactitud del método.
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MUESTRA CANTIDAD RECUPERADA % DE RECOBRO
(mg/ml)

Cantidad adicionada de estindar 0.0513 mg/ml.

1 0.05206 101.49
2 0.05044 98.34
3 0.05239 102.14
4 0.05164 100.66
5 0.05151 100.41
6 0.05255 102.45
7 0.05123 99.86
8 0.04966 . 96.8

9 0.0505 ’ 98.51
10 . 0.05029 98.05
11 0.0501 a7.72
12 0.0505 98.51

Cantidad adicionada de esténdar 0.0769 mg/ml.

1 0.077 100.23
2 0.07742 100.68
3 0.07633 99.26
4 0.07632 99.24
5 0.07638 99.33
6 0.07637 99.314
7 0.0756 a8.26
8 0.07603 98.87
9 0.07711 100.27
10 : 0.07738 100.63
11 0.0766 99.64
12 0.0777 101.0

99.65 %

xi
]

8 = 1.405 %
CoVae= 1.41 %

e.r.= 0.2868 %

Tabla 4. 7.Efecto placebo en la cuantificacién de Clorhidrato

de Bromhexina.
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d. Precisidn del método. Repetibilidad. E1 analisis de la precisidn del

método cuantitative de Clorhidrato de Bromhexina fue desarrollado por
un analist; en diferentes dias con la misma muestra, mismo instrumen
to y con los mismos reactivos. Los resultados obtenidos figuran en —
la tabla 4.8. Como se observa el coeficiente de variacidn estd por —
debajo del 2.0 % ( 1.50 %),en cuyo caso nos demuestra la precisidn —
de los resultados analiticos.

Por otro lado, se realizd un contraste de hipétesis para dejar de
manifiesto la variabilidad del método con respecto a la repeticidén -
del método de an&lisis. Dicho contraste rindié como resultado que —-—
el método es repetible bajo las condiciones experimentales considera
das.

Célculos para conocer la repetibilidad del método. Para tal ——

efecto se considero log datos de porciento de recuperacién de ambos

dias. Por lo que tenemos que:

s = 1.5021 Qo = 2.0
52= 2.2563 n = 24
szo 975 = 38.076 N (grados de libertad) = 23

1. Hipétesis contrastada.

2 2
Ho : =0 °

Hy e T2y 0‘20 donde G°= 4

2. Nivel de significancia &= 0.05

3. Estadfgrafo de contraste:

2
2 _ fn-1) ((s7)
X G2

[+
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4, Regidén critica unilateral superior a nivel de significancia o¢ :

2 2
}cal?’f 1 -/2

2 _ _{=23)(2.2563)
}calc ( a)

= 12.974

Como 12.974 < 38.076 , se acepta Ho , con lo que se tiene la ——

evidencia suficiente para apoyar que el método es repetible.

e. Especificidad del método. Este experimenioc se realizv_s con lotes ——-

piloto de solucidn inyectable y placebo de Clorhidrato de Bromhexina
que contenian Dipirona Magnésica, los cuales se sometieron a degra-
dacidén acelerada mediante un aumento de la temperatura.

Las muestras fueron analizadas utilizando el sistema analitico -
propuesto y los cromatogramas obtenidos se muestran en la figura —-
4.4, Los cromatogramas a, b y ¢ muestran la diferencia entre el ——=
esténdar de Clorhidrato de Bromhexina, su placebo y la solucién ———
inyectable despues del almacenamiento a 81 °C.

Las figuras ¢, d y e son cromatogramas de la solucién inyectable
a temperatura ambiente, 41° y 81 °C almacenadas durante 21 dias, --
como se cbserva existe un pico adicional de degradacién a 5.0 min.
que no produce interferencia alguna.

Por lo tanto no existe ninguna interferencia en la sefial ~—w=
correspondiente al Clorhidrato de Bromhexina y bajo estas condicio-

nes el método es ESPECIFICO.
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MUESTRA CANTIDAD RECUPERADA % DE RECOBRD
ler. Dia.
1 0.06322 98.78
2 0.06302 98.47
A 0.06385 99.92
4 Q.06443 100.68
5 0.06517 101.83
6 0.06501 101.58
‘7 Q.06285 98.19
8 0.06373 99.55
2] 0.06425 100.39
10 0.06299 98.43
11 0.06376 59.62
12 0.06586 10z.92
20. Dia.
1 0.06472 101.258
2 0.068478 101.22
3 0.06577 102.78
4 0.0645% 100.78
5 0.0625 97.73
6 0.06294 28.34
7 0.0639 99.85
a8 0. 0649 101.45
9 0.06388 899.81
io 0.06376 99.63
11 0.0655 102.41
i2 G.06478 101.23

x = 100.28 %
8 = 1.8021 %
c.v.= 1.50 ¥

e.r.= 0.306 %

Tabla 4.8. Precisidn del método para Clorhidrato de Bromhexina.
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a) Soluclibén esténdar de Clorhidrato de Bromhexina.
81° C, 21 dias.
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i pirona—W £at
b) Solucién placebo {Pipirona + excipiente). 81 *C, 21 dias.
NJECT
L - Dipirona Magnésica
-
i 2,45

réf o Clorhidrato de Bromhexina

c) Solucién inyectable. Temperatura ambiente, 21 dias.

Fig. 4.4. Cromatogramas de Clorhidrato de Bromhexina.
Eepecificidad del método.
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Dipirona Magnéaica

Degradacidn
.17

©

Clorhidrato .de Bromhexina

i d) Solucién inyectable. 41 °C.

. Pipirona Raognésica ]
T '-Dengndacién

Clorhidrato de Bromhexina

Yy

e) Scolucidén inyectable. 81 °C, 21 dfas.

Fig. 4.4. (Cont.). Cromatogramas de Clorhidrato de Bromhexina.
Especificidad del método.
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B. Validacidn del método analitico para Dipirona Magnésica.

La validacién del método analitico para Dipirona Magnésica —--
v

consistid, como en el caso del Clorhidrato de Bromhexina, de dos eventos —

principales,

el primeroc fue la validacidn del sistema de medicién mediante

la evaluacidn de la exactitud y precisién de la respuesta del sistema; el

segundo evento consistid de la determinacién de la exactitud, precisién y

especificidad del método aplicado a muestras reales de produccidn.

En ambos casos, la calibracién del sistema se realizd mediante

el uso de un esténdar interno, utilizando una solucién al 0.1 mg/ml de —

Fenacetina . Los resultados de dichas evaluaciones son presentados a ————-—

continuacidn:

a.Exactitud del sistema.

Para evaluar la exactitud del sistema se trabajé
dentro @z un rango de concentracién de 0.032 a 0.096 mg/ml de un estén
dar de bipirona Magnésica. Se reportaron las éreas correspondientes ——
tanto de Dipirona Magnésica como de Fenacetina, cuyo cociente sBirvié -
para relacionarlo directamente con la respectiva concentracibén adicio-
nada de esténdar (ver tabla 4.9) .

En tal relacidn se encontré que la correlacién de ambos datos ————-—
corresponden a 1 {0,9995) y su ordenada al origen igual a cerg m—m—we—-
(- 0.00792), que nos comprueba que el sistema debe ser considerado ——-

exacto dentro de estas condiciones.



HUESTRA DIPIFONA MAGNESICA
ADICIONADA(mg/ml)
1 0,032
2 0.032
3 0.032
2 0.048
5 0.048
6 0.048
7 0.064
8 0.064
9 0.064
10 0.08
11 0.08
1z 0.08
13 0.095
14 0.096
15 0.096

Coeficiente de

correlacién r ' = 0.9995

Ordenada al origen b= —-0.00792

pendiente m =

7.574

.es7X

RELACION DE AREAS
DIPIRONA MAGNESICA

FENACETINA(st.interno)
0.2329
0.2363
0.2338
0.3557
0.3532
0.3523
0.4757
0.4819
0.4827
0.5928
0.596,
0.6042
0.7191
0.7143

0.7218

Tabla 4:9.Exactitud del sistema de medicién para Dipirona Magnésica.
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Precisidén del sistema. Con objeto de determinar la variacién de -
la respuesta del detector, se procedié a evaluar la precisién del
sistema.

Los resultados obtenidos del anilisis de las soluciones estén—
dar de Dipirona Magnésica se reportan en la tablé 4.10. En esta -
tabla se incluye la relacién de &reas entre el estindar de Dipiro
na Magnésica y Fenacetina (st. interno) y su variacidn estadistica.

Al obtener un valor de coeficiente de variacién de 1.86 % ————

menor a 2 %) se comprueba la precisidn del sistema para Dipirona-

Magnésica.

Por otro lado, una vez realizada la validacién del sistema de

medicidén, se prosiguild con la validacidén del método de acuerdo a

los siguientes experimentos:

La determinacién de la exactitud del

método fue realizada en muestras de produecidn, fabricadas en

condiciones no analiticas, es decir, soluciones fabricadas en el
&rea de produccidn por personas ajenas al quimico analista.

Para efectuar dicha determinacidn se estudiaqon dos factores ——
que tienen influencia sobre la exactitud del métode, por un lado-
se determind la influencia del tamaiio de la muestra, denominada —

linearidad; y por otro lado, se estudié la influancia de la canti

dad de excipiente presente en la muestra,conocido como efecto ———

placebo.,



ceee79

MUESTRA RELACION DE AREAS
DIPIRONA MAGNESICA
FENACETINA (st. interno)

1 0.4757
2 0.4819
3 0.4827
4 0.4832
5 0.4712
6 0.460§
x = 0.4758

8 = 0.0088
C.V. = 1.867 %

e.r. = 0.0036

Tabla #.10.Precisién del midgtema para Dipirona Magnésica.
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Linearidad del método. Se trabajo dentro del rango de concentra

cién de 0.032 a 0.096 mg/ml.

En la evaluacidn estadistica del experimento se encontrd un —-——
‘coeficiente de correlacidn de 0.99896 y una ordenada al origen de
0.000495. Estos estadigrafos son un claro indicio de la lineari--—
dad del método dentro de las condiciones experjimentales estable-—
cidas {(tabla 4.11) .

Ademds, con apoyo de un contraste de hipdtesis se demostré la -
exactitud del método dentro del aspecto linearidad del método.

CAlculos para linearidad. Para tal efecto se consider$ la ———-

variable independiente como la cantidad adicionada y la variable depen-—--

diente como la cantidad recuperada. Por lo tanto tenemos:

ZX = 0.96 ‘ Iy = 0.9617
2 2

$X° = 0.06912 *Y® = 0.06925

X = 0.084 Y = 0.0s8411

'S, = 0.0234 S = 0.0233
x y

T XY = 0.06918 = 2.1604

t0.975
n = 15
1. Ordenada al origen (b):
b o LEY) (TXP) - (8X) (ZXY)
n (Zx%) - @x?

(0.9617) { 0.06912) — (0.96) ( 0.06918)
b = ——~— = 0.00052
15 (0.06912) — (0.96)2 )
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MUESTRA : CANTIDAD (mg/ml) % RECUPERACION
AGREGADA RECUPERADA

1 0.032 0.0321 100.312
2 0.032 0.0321 100.312
3 0.032 0.0331 103.43
4 0.048 0.0481 100.21
5 0.048 0.0483 . 100.625
6 0.048 0.0475 98.96
7 0.064 0.064 ) 100.0
8 0.064 0.0638 99.69
9 0.064 0.0649 101 .406
10 0.08 0.0803 100.37
11 0.08 0.0785 28.125
12 0.08 0.0812 101.5
13 0.096 0.0959 59.89
14 0.096 - 0.0959 99.89
15 0.096 0.09602 100.02
r = 0.99936 X = 100.316 %
m = 0.99404 5 = 1.194 %

b = 0.000495 c.v.= 1.19 %

e.r.= 0.308 %

Tabla A.1ll.Exactitud del método.Linearidad del método de

anAlisis de Dipirona Magnésica.
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2. Pendiente (m) :
m =D fIXY) - (ZX) (2Y)
n(zx) - zx?
m = 15 (0.06918) - (0.96);0.9612)0.99364
15 (0.06912) - (0.96)
~ 3. Error tipico de estimacidn:
o~
Sy/x = 3 - X Sy/x
s =( (£¥% ) - b (ZY¥) = m (TXY)
y/x
n v
s - (0.06925) —~ (0.00052)(0.9617) — (0.9935)(0.05918)= 0.000812
y/x ' 1s

]

- 15
S 0.000812 x —mfeme—— = 0.0008722
y/x 13

4. Inferencia acerca de b :
a. Hipétesis contrastada:

Ho: b=b°

Hl : b # bo donde bo =0

b. Nivel de significancia: X = 0.05

¢. Estadigrafo de contraste: b - b B
tb = < —
o iy XD
y/x n (xi _ x)z
d. Regidn critica bilateral a nivel de significancia of :

I3 - -
tbo__ tuyp s N -2 ¥ tbo =ty by s (0-2)
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t, - (0.00052 - 0 ) - = 0.7697
°  0.0008722 oea1z2
15 (0.00768)
Como 2.1604 7 ©.7697 > -~ 2.1604

, se acepta Ho . Y por lo
tanto, es evidencia suficiente para aceptar la ordenada al origen igual a

cero.
5. Inferencia acerca de m :

a. Hipdtesis contrastada:

H @ m=m
-} o
H o m # my donde m_ = 1
b. Nivel de significancia: ¢f{ = 0.05
(m- m, ) S, n-1
c. Estadigrafo de contraste: t = -
© )
y/x

Ad. Regidén critica bilateral a nivel de significancia =X .

- . -
tmo S ty,p o (n-2) y tmo 7 1ase 0 (02
e = (0.99404 - 1.0)(0.0234) ¥ 14 = -0.5983

o

0.0008722

Como 2.1604 7 -0.5983 7 — 2.1604 , se acepta Ho. ¥ por io

tanto, es evidancia suficiente para aceptar el valor de la pendiente igual

a uno.

Efecto placebo. Para la realizacidén de este experimento se —~——

trabajaron con dos niveles de concentracién, 80 % (0.052 mg/ml) y 120 %

(0.0769 mg/ml) de la cantidad nominal de trabajo. Los resultados de este —

experimento se encuentran enlistados en la tabla 4.12, cuyos pardmetros -——

estadisticos indican que no existe diferencia significativa entre el valor

teérico de 100 % y los valores experimentales. Comprobando de manera ————
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MUESTRA CANTIDAD RECUPERADA % DE RECOBRO

: (mg/m1)
Cantidad adicionada de esténdar 0.0513 mg/ml.
1 0.0508 99.375
2 0.0517 100.99
3 0.0511 99.71
a 0.0516 100.82
5 0.0507 99.04
6 0.0500 97.675
¥4 0.0523 102.21
a8 0.0513 100.13
9 0.0515 100.54
10 0.0511 99.78
11 0.0511 99.76
12 0.0518 101.2

Cantidad adicionada de estindar 0.0768 mg/ml.

1 0.07519 97.9
2 0.07466 87.21
3 0.07483 97.434
4 0.07607 899.05
5 0.07656 99.68
[ 0.07472 97.22
7 0.07624 99.27
8 0.0781 101.69
9 0.07676 99.95
10 0.0771 100.39
11 0.07594 98.88
12 0.0771 100.34
x = 99.59 %

58 = 1.372 %

c.v. = 1.38 %

e.r. = 0.280 %

Tabla 4.12. Efecto placebo en la cuantificacidn de Dipirona

Magnésica.
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explicita al realizar un contraste de hipdtesis. Por lo tanto se concluye
que no existe efecto de la cantidad de excipientes en cuanto a la exactitud
del método.

Célculos para el efecto placebo. Para realizarlos se considera

el porciento de recuperacidén de dicho experimento. Por lo tanto tenemos que:

x 99.59 %

S =1.372 %
sAT = 0.280 %
n = 25
to.gyg = 20687

1. Hipdtesis contrastada.
Ho : »r= Po
. 2 _ A s
Hyooo o2 # g donde g = 100 %
2. Nivel de significancia: X = 0.05

3. Estadigrafo de contraste: t = ——-)—(—:-—-Ee'——

4. Regidén critica bilateral a nivel de significanciad :

teale Eapp o (71 ¥y t10T E _dyp (n-2)
__99.59 - 100 B
tCBlC = = = 1.464
0.280

Como 2.0687 > -1.464 > -~ 2.0687 , se acepta Ho. Por lo tanto
queda demostrado que no existe efecto de la cantidad de excipientes sobre

la exactitud del método.
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d. Precigién del método. Repetibilidad. El andlisis de la precisién -
del método cuantitativo de Dipirona Magnésica fue desarrollado —-—-—
por un analista en diferentes dias con la misma muestra, mismo ———

instrumentoe y con los mismos reactivos. Los resultados obtenidos -

figuran en la tabla 4,13. Como resultado se encontré un coeficiente
de variacidén menor al 2 % (1.453 % } ¥y al comprobarlo estadistica-
mente (contraste de hipdtesis), se asume que el método es preciso
dentro de las condiciones de andlisis establecides.

Célculeos para conocer la repetibilidad del método. Para tal efecto

se consideré los datos de porciento de recuperacidn de ambos dias.
Por tanto tenemos que:
s = 1.443 % G, = 2.0
sz= 2.0822 n = 24
#0075 = 38.076 N (grados de libertad)= 23

1. Hipdtesis contrastada.

H 62 = GZ'
o o
2 2
. = 4
fy : gcz q , donde q2°
2. Nivel de significancia: ¢ = 0.05
3. Estadigrafo de contraste:

2 _ _tn-1) (8%)

7> = ao i

3. Regidn critica unilateral superior a nivel de significancia X

2 ) 2
F¢ cale - ]t 1- K/2
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MUESTRA CANTIDAD RECUPERADA

% DE RECOBRO
{mg/m1)
ler. Dia.
b 0.06453 100.84
2 0,06371 99.55
3 0.06417 100.4
4 0.068417 100.3
S 0.0637 99.53
6 0.0626 o7.82
7 0.0645 100.74
8 0.0633 98.84 .
9 0.0623 97.4
10 0.0619 96.72
‘11 0.0632 88.75
1z 0.06365 99.465
20. Dia.
1 0.0656 102.5
2 0.0643 100.49
3 0.0644 100.64
4 0.0639 55.8
5 0.0638 99.72
6 0.0646 101.03
7 0.063 $8.49
. 8 0.0629 98.28
9 0.0618 96.71
10 0.0636 99.34
i1 0.0629 98.32
12 0.0627 97.97
x = 99.32 %
8 = 1.443 %

c.v., =1.453 %

e.r. =0.294 % -

Tabla 4.13. Precisidn del método para Dipirona Magnésica.
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fcalc _ (23) (2.0822) - 11.973
(4)
Como 11.973 < 38076 , se acepta H, ,con lo cual se tiene la ———-

evidencia suficiente para apoyar que el métodoc es repetible.

e. Especificidad del método. Este experimento se realizé con lotes ——-=

piloto de solucién inyectable y placebo de Dipirona Magnésica que -

contenian Clorhidrato de Bromhexina, los cuales se sometieron a ——-

degradacidn acelerada mediante un aumento de temperatura.

Las muestras fueron ;nalizadas utilizando el sistema analftico --
propuesto y los cromatogramas obtenidos se muestran en la figura
A.5. Los cromatogramas a y b muestran la diferencia entre el estéan-
dar de Dipirona Magnésica y la solucidn inyectable con Fenacetina.

Las Tiguras b, ¢ y & scn cromatogramas de la solucidn inyectable

a temperatura ambiente, 41 ° y 81 ° C almacenadas durante 21 dias.
Existen signos de degradacién que se encuentran a un tiempo de ———-
retencidén de 3.0 min., pero no produce interferencis alguna tanto -~
para Dipirona Magnésica comu pare Fenacetina.

Por lo tanto, al no haber interferencia sobre la sefial de Dipiro
na Magnésica y su esténdar interno se considera que el método es
ESPECIFICO, dentro de las condiciones experimentales aqui menciona

das.



seaa3O

Rt

s — e —
L Dipiron, esica— |-~
e P a-Magn

oo o rpust s T T

a) Solucién esténdar

de Dipirona Hagnésica.
81 °C,21 dias.

s T .
- ¥ stira-{st—interno)

A N g, et ea -

B

o

g b) Solucidn inyectable.Temperatura ambiente,2) dias.
-]

Fig.4.5. Cromatogramas de Dipirona Magnésica.Especificidad
del método.
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e) Solucién inyectable.4l °C ,21 dfas.

= i PR

@) Solucidén inyectable. 81 °C ,21 dfas.

Fig.4.5.(Cont.) -Cromatogramas de Dipirona Magnésica.
Especificidad del método.
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5.0 CONCLUSIONES

La- Cromatografia de liquidos de alta resolucidn (CLAR) se
apliecd con éxito al andlisis de Dipirona Magnésica,y Clor-
hidrato de Bromhexina contenidos en una sélucién inyectable;
Sin embargo, se desarrollo un método individual para cada -
uno de los fArmacos debido, entre otras cosas, a sus diferen
cias quimicas y a la relacidn de concentracifn que guardan
ambos farmacos dentro de la solucién inyectable.

El pH y la fuer=za idnica de la fase mévil afectan favora-—-
blemente las caracteristicas cromatograficas del Clorhidra
to de Bromhexiha; pero no asi a la Dipirona Magnésica que
ain cuando se conoce de sus caracteristicas iénicas, demos-
tré tener un mejor comportamienfo cromatogrifico con la ——-
fase mévil Metanol/ Agua.

Se demostrd que ambos métodos analiticos son EXACTOS,PRECISOS
¥y ESPECIFICOS dentro de las condiciones aqui establecidas.
Se comprobd la aplicabilidad de los métodos analiticos-;———
dentro del Area de Control de Calidad, fundamentalmente ——
por encontrar, a lo largo del estudio, tiempos reducidos ——

de andlisis y su consecuente reduccidn de costos de andlisis.
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7.0 RECOMENDACIONES

Realizar corridas més especificas sobre aquellos productos

' de degradacidén (oxidacidn, hidrdlisis o fotodegradacidn)

¥ aquellas sustancias que pudieran estar incluidas en la ——
materia prima como impurezas.

Probar la reproducibilidad del método tanto a nivel analista,
instrumental como a nivel interlaboratorio; como parte ——
complementaria a esta tesis.

Realizar ensayos en sustancias de estructura similar al —-—
Clorhidrato de Bromhexina, con la finalidad de encontrar un
estandar interno y realizar una comparacién con la estanda-

rizacibn cxterna desarrollada en este trabajo.
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