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CAPITULO 1

INTRODUCCION

Antes de que un laboratorie farmacdutice lanee al mercado
un producto, éste se somete o diferentos pruchbas para asegurarse
que tanto ¢l principio active y la formulacidn en si secan esta- -
bles tante fislca como quimicamente durante el ticmpo de almacena
miento y uto del medicamento.

Estos estudios tienen que llevarse a cabo con mérodos ana-
1iticos indicadores de- estabilidad que ayuden a establecer ¢l com
portamiento del producto. Es importante que los dates obtenidos
por los métodos utilizados secan confiables, por 10 que ¢35 necesa-
rio validarles.

La validacidn de métodos analiticos e¢s5 el procesa por el -
cval se determina la conveniencia de vwua metodologia dada para --
proporcionar un dato analfticoe #til. En este proceso sSse toma una
decisidn sobre la utilidad de un métode después de que sus carac-
terfscticas han sido evaluades con respecto a los requerimientos -
analfiticos. Las caracteristicas 2 evaluar incluyen: Linecalidad,
Exactlrud, Precisién, Especificidad, Sensibilidad y Telerancia -
del Sistema; sin olvidar que el método debe ser prdctice o tap --
prdctice come sea posible,

Para los esrudios de establlidad de Hidrocortisena en pro-
sentacién de ungliento ar 2.5%; ¥y Acotdnido de Trilamcinelona en =--
presentaciones de crema al 0.53%, ungliento al 0.5% y lecién al - -
0.1%; sc¢c cucntan con métodos analiticos ya validados. En estos -

métodes 1as muestras se¢ someten a una serie de extracciones para



poder separar les principles actives doe la base y asi ser cuanti-
ficados ¢n Cromatograffa liquida de Alta Resolucidn (CLAR), E1 -
inconvenlente de csta meredoleogia es que e¢s labeoriosa y los seol--
ventes utilizados tznto para las extracciones como para el siste-

me cromatogrdfico son relativamente caros.

El objertlvo de esta tesis ¢s ¢l desarrolle, validacidn y -
cumparacidn de mérodos analitlcos para las formulaciones arriba -
nenclonadas y desarrolle del métode analitico indicador de estabi
lidad para Hidrocortisona ew prescntacioncs de c¢rema al 2.5% y --
locldn al 1%, utilizande fases méviles micelares en CLAR de fase
reversa, und técnleca relativarente nueva que ofrece Scer mis bara-
ta ademds de permitir una preparacidn mds sencilla de la muestra

a analizar,



CAPITULO 2

GENERALIDADES

2.1 ESVEROIDES ANTIINFLAMATORIOS. (7, 11, 18, 26)

La corteza suprarrenal e¢s considerada como un drganc de la
homeoztasis, ya que ahf se¢ sinterizan a partir del colesterpl ¥y -
con ¢l estimule de 1a hormopma Supradpenccorticotrdpica {ACTH) dos
tipos de esteroldes: los ardrégenos suprarrenales de 10 dtomos de
carbono y los corticosteroides de 21 4tomos de carbond como la -=
Hidrocortisona y la Aldosterona (fig, 2.1). Estos fdltimos son --
los responsables en gran parte de la facilidad que tiecnen los or-
ganlsmos superiorcs de mantenerse en un amblente que experimenta

cambilos constantes.

Los cortlcosteroides tlenen influenclia en ¢l metabolisme -
de¢ carbohidratos; proteinas; grasas y purinazx; en el equllibrio -
electrolitico y agua ¥y en la capacidad funcional de los sitemas -
cardievascular, renal, muscular esgquelético, nervioso y de otros

drganos ¥ tejidos.

Tradicionalacnte, los corticostcroides se¢ clasifican como
mineralocorticoides (Aldesterona) y glucecorticoides {(Hidrocerti-
sonal), de acuerde a la potencia en la retencidn del sodio y depo-

slcidn del glicdgene respectivamente.

2.1.1. Absorcidn, Mctabolismo y Excrecidn:

El Cortisol ¥ numeroses congéneres, incluyende anilogos -
sintéricos son eficaces administrados por via oral, los ésteres

de la Hidrocortisona se administran por via intravencsa para con

3



segulr soncentraciones altas en fluidos corporales rdpidamente.
Por administracldén intramuscular do suspensiones de Hidrocortise-

na s¢ obtienen efeccos prolengades.

Los glucocortivoides sc absorben om los sitfas de aplica--
cldn come e) saco conjuntival y la piel, la adbsorcidn puede ser -
suffciente c¢uando se adminlscran crdnicamente a grandes doslis y

pucden Ylegar a teney efcctos sistémicos.

El higade es ¢l princlpal drgano que participa en la blo--
transformacidn de los corticoides suprarrenales. En ¢} plasma ca
si todes déstos cstdn unidos a albdminas ¢ globulinas.

Todos les esteroides adrenocorticoldes biolégicamonte actj

vos y sus derivados sintdticos tienmen un doble enlace en la pasi-
La reducclén del doble

La subse

cidn 4,5 ¥y ua grupo ceto en el carbone 3.
enlace 4,5 ocurre en sitios hepdticos y extrahepdticos.
¢uente reduccidn del grupe 3J-cvtena a un 3J-hidroxilo sdlo ae¢ 1le-
va a cabo ¢on higado, ensimdticamente se¢ conjugan con Acido Gluco-
rénido © con Sulfato y se ex<¢vetan por riddn. Cantidades minlmas

son excretadas por heces y sudor.

CH, - Ol

C =0

fig. 2.1. ©XNicleo Especifico de Yos Corticoldes.




2.1.2, Mecanismo de Accidn

Se prcpune.quc los corticoldes actian centrolando 1 ritao
de la sfntesls de proteinas, unidndosce a sitios citoplamiticos ¥
nucleares especlificos del érgano receptor blance. 5S¢ sabe gque --
existen receptores en plasma, fracelones nucleares de hepatocitos
timo, rifidn y sistema nervidso eentral. Algunas células zumeora--
les contienen una proteina que se une al cortisel,

2.1.3. Acctones Farmacoeldgicas

a) Metabolismo dve Carbehidrates ¥ Protelfnas: Los efectos de leos
esteroldes corticosuprarrenales sobre ¢l metabolisme de carbohl--
drates y proteinas sen la estimulacidn de formacidn de glucesa, =
dismunicldén de su wtilizacidn periférica y promocldn de su almace
namlento como glucdgeno; rodo esto para proteger las funciones ce
rebrales glucosa-dependicentes. El corticosterolde que tivne ma--

yor este cfecto esx la Hidrocortisona.

b) Metabolismo Lipidico: Facilitan el efecto de agentes adipo-
cinéticos en la 1lipélisis de triglicérlidos y la redistribucidn de

la grasa corporal gque ocurre en estados hipercorticoides,

c) Electrollicos y Balance de Agua: Los mineralocerticoides - -
actiian sobre los tdbules distales para aumentar la reabsorcidn de
Sadlo y la excrecidn de fones Potasio ¢ Hidrégeno. Los efcetos =
que tienen les corticosteroides sobre el sistema cardlievascular,
mitsculo esqueldtico ¥y sistema nerviose central son debidos a los

efectos anterlores.

d) Propivdades Antiinflamaterias: Los corticesteroides implden
o reprimen la produccldn de caloer local, enrojecimiento, rumcfac-
cidén e hipersensibilidad. A nivel micrescépico inhiben no sola--
mente el proceso rapido de inflamacidn (dilatacidn capilar, migra
cidn de leucocltes y actividad fagocitica), sino tamblén las man}
festaclones tardfas (proeliferacidn capilar y de fibreblastos, de-




posicidn del colfgene ¥y mids tarde la cicatrizactén). £l mecanis-
mo de accidn para estos ecfectos, ne estd totalmente explicado, pg
ro son altamente eficaces en la climica sSin importar ¢l agente --
causal de la inflamacidn.

Los csteroides antiinflamatories contienen una cadena de 2 -
carbonos en la posicidn !7 y son compuestoes de 21 dtomos de carbpo
no, Estos csteroides con un grupo -0H en la posicidén 17 son lla-

mados l7-hidrexicorticoides (fig. 2.2).

EL glucocorticoeide natural, originilmente activo tdplcamence
fud la Hidrocortisona, la cual ceon pequeiias modificaclenes en zu
molécula did oprlgen a la Prednisona y a la Prednlsolena, con el -
mismo grado accidn tédpica que la Hidrocortisona. Los derivados -
9-fluoro son activos tépicamente pero sus propiedades para reteo-—-
ner el sodlo los hilcleron indescables para su uso. La metll-Pred
nlsolona, Dexametasona ¥y la Betametasona se¢ fntrodujeron poste——

riormente, pere no hube mucha ventaja sobre la Hidrocortisona,

CHa - OH

.

r= i
1o | =9,
[%9

fig. 2.2. Grupos Esenclales para la actividad Antiinflamateria

Los derivados Acetdnido de los esterolides fluerinados como -
la Triamcinolona y Fluoecinolona tlenen una molécula distinta y -

presentan una actividad antlinflamatoria aumentada. Con la simple




unidén de un Yalerato a la posicldn 17-hidroxile de la Betametaso-
na {compucsto no muy active), s¢ logrd un compuesto JOO0 veces mds
potente que la Hidrocortlsona per via tépica (tabla 2.t.).

Coampuesto Potencia Relativa

Hidrocortisona

|
Tetrahldrocortlisol o
Prodnisena 4
Prednisolona 4
6 of =Yetilprednisolona 3
Cortlsona 0.3
Betametasona 23
Yalerato de¢ Hetaoetasona 300
Triamcinolona
Dexametasona ’
Parametasona 1

Corticosterona
It-Nesoxicertisol
9 o -Fluorecortisel

0 0O 0 G w oW
.
()
¥/}

Tabla 2.1. Potencia Antiinflamateria Relativa de algunos

Corticosteroides

En la actualidad, es reconocide que las bases de las forou
laciones tdpicas influyen cn la penctraclidn de los agentes tera--
péuticos ¥y por lo tanto en la ascrividad bleldgica. Las presenta-
clones mis comunes para los esteroides antiinflamatorios de uso -
tdpico son cremas, unglientos, polves, lociones aerosoles.

Consideraciones importantes para ecstas bases son:

- Solubilidad del principio activo en la base.

- Velocidad de liberacidn del agente terapfutico de la base.
- Habllidad de la base para humectar el estrato cdrnco.

~ Estabilidad del principio activo en la base

|



- Interacclones fisieny ¥y quimicas entre el estracto cédrneo,
el principio activo y la base.

En cuanto a la blodisponibilidad y aceptacién por el pacicn-
te de los esteroides de uso tépico tencmos ques

= Los unglentos ticnden a proporcionar una ﬁayor actividad -
del cesteroide que las cremas y loclones.

- Las locivncs son cosméticamente mds aceptables por los pa-
cientes que las otras bases; Yas cremas son mediapamente acepta—--
das.

- Las zonas cubicertas por pelo son mejor tratadas por locio-
nes y acrosoles.

- Otras bases como los geles, generalmente no proporcionan -
al fdrmaco su dprima accidn.

2.2. MONOORAFIAS. ( 14, 35)
2,2.1. HIDROGORTISONA.

Fédrmula Desarrollada:

ci, - ou

I

Ca«0

"o iL,C




Fdrpula Condensada: Czl H30'05

Peso Molecular: 362,47

Nambre Quimico: Y1 beta, 17 alfa, zl-trihidroxiﬁregnén-J—
diona 3,20.

Contiene no menos del 97 por cieonte ¥ no mds del 302 por civnto -

de 621 Hsa Ds. caleulado con referencia a la sustancia scea.

Sustauncia de Referencla Hidrocortisena {(Sref,). Secar a -
t03 °C Jurante 3 horas antes de su uso,

Bescripeidn. Polve cristaline blanco o casi blanco; inodo
ro; funde cerca de 215 °C cou descomposicldn,

Solubilidad. Poco scluble en acetona y aleohel; liperamen-
te soluble ea cloroformo; muy Jigeramente soluble en agua vy en --
drer; muy soluble en dioxane.

Ensayes de Tdentidad.

A} E} ospecero de absorcidn en la regldn infrarroja de uwna dis--
persidn en pavafina tiquida, con la muescra sccada previamente a
los 105 °C durante 3 horas, exhibe mdximas Unilcamente a las mis--
mas leonglitudes de onda, gue las de wna preparacidn similar con la
SRef de Hidrocortlsona.

B) EL espectro de absarcidn en Ya reglén ultravielets de una so-
lucidén 1 en 100,000 de [a muestra on metanel, exhibe miximas y --
minimas a las mismas longltudes de enda, que las de una prepara--
cidn similar de la SRef de Hidrocortisona, concominintemente medi
das ¥ las respectivas absortibldades calculadas sobre las bases -
seeas, & Ya longltud de onda de mixima absorbancia de cerca de ~-
242 am, no difiere en mis del 2.3 por clente.



C) En 2 m! de §eido sulfdrico diselver aproximadamente 2 mg de -
1a muvstra de Hidracertisona y dejar eon reposo durante § mipuros.
3¢ producy coleracidn que va ded amarille parduzce al reoje, £on -
fluorcscenceias verde. Diluir la sclucidn con 10 ml de agua. La =
coloraclén cambla a amarillo o amarillo-anaranjado, con una ~ = =
flusrescencia verdosa ¥ se Tarma una pequefia cancldad de prechpi-
tado flaculente.

Ensayos de Pureza:

a) Rotaclidn dptlca. Es centre +130% ¥ +150°9, determlinada en una
salucldn en dioxane que centenga 190 mg de la muestra on coada 10
ml y calculada sobre la sustancia seca.

b) Pérdida de secado., No mds del 1.0 por elento Jde¢ su peso.

Secar o 1035 °C durante cres horas,

€) HRes{dua de Ignicidn. En una porcidn de
cs inapreciable.

100 mg dv la muesira

Yaloracidn.

Disclyente mdvil. Preparar una solucidn gue caentenga clorure de

butile, agua saturada de¢ clorure de burilo, tetrahidrofurano,
tanol y dcido acdétilco glaclal (95:95:14:7:6).

Mt~

Solucidn de referencia tnrerpa, Freparar una solucidn de predni-

sona ¢n cloroformo saturado con agua, contenlende 0,00 mg/ml.

Preparacisén de Hefervpcla.
Diselver una cantidad exactapentes pesada de SRef de Hidrocortiso-
ne ecn solucidn de Referencia Iorzerna para obtener una selucldn ~-
que contenga una concentracidu conecida de aproximadamente 0.1 mg
pap m).

Preparacidn de la muestra. A un matras volumdtrico de $100 nl, -
transferir aproximadaaente 10 mg de la muestra de Hldrecortisona,

Licvar al volumen con solueddn de referencia lnterna y mezclar.

10



Procedimiento: Tnyectar vellmenes fguales de la preparacidn de =
referencia y de la preparacidn de la muestra, en un cromatdgrafo

equipado con up detector UV para 233 no, una bomba capaz de pro--
percionar una presidn en la columna de cerca de 1000 psi ¥ un re-
glstrador adecuade. La columna de acerd bnoxidable de 2 mm x 30

cm contendrd empaque de particulas de silica peorosa de 5 a 1V um

de didmetro. En un eromategrama adecuade ¢l fartor de resolu---
ciéon R e¢s5 de no menos de 3.0, entre los picos de la Hidrecorziso-
na ¥ d¢ la refercncia interna. Cuatro de las jnyeccienes repetia-
das de la preparaclhiéon de refervncia, deben mostrar una desviacidn
estindar relativa de no mis de 2.0 por ciento. Caleular la canti
dad en mg de C21 “30 0s en Ja percidn de la muestra de Hidrocer-
tisona utilizada, por modio de 1la férmula: 100 © (Rm/Rrefl; en la
eual € ¢s la concentracidn de SRef de Hidrocortisona con la prepa-
racidn de referencia ¥ Rm y Rfef son los coclentes de las respues
tas de los picos de la Hidrocortisona y de la sustancia lnterna,

obtenidos con la preparacidn de¢ la mucstra y con la preparacidn -

de referencla respectivamente.

Conservaclén.
En recipicntes blen cerrados.

(&)
S

o TRIAMCINOLONA ACETONIDO

Férmula Desarrollada:

11



Férmula Condensadas € H F 06

29 7N

Peso Molecular: J4354.35

Nombre Quimico: ¢ Alfa=fluore=11 beta, 16 alfa, 17,21-
trahldroxiprepgnadidn-y,d-diona 3,20 acetal clcllico 16,17,

Contlene no menos del 97 por clento ¥y ne mis del 103 por ciente -
due 824 "3] F o, caleulude sobre fa sustancia seca.

Sustancla de Referencia Acetdnido de Triamelnolona (Sref.)
No sccar.,

Rescripeldén, Polvoe cristaline blanco o casi blancoj inode

Solubilidad: Soluble en acetena y diexano; poco soluble -
en cloroformo; Lligeramente soluble eon alcchol; muy ligeramente So
luble en agua.

Ensayos de Identidad.

A)Y El espectro de absorcidn en la regidn Llnfrarroja, de una dis-
persidn de la muestra, recristalizada en metanol; en bromure de -
potasio exhibe miximas a las mismas longitudes de onda que una --
preparacién similar de Sref de Acetdnide de Triamcinolona.

B) El espectro de abscrcidn en la reglén uleravioleta, de una 8o
lucidn 1 en 50000 de la muestra en metanol exhibe miximas y mini-
mas a las miswmas longlictudes de onda que una selueidn similar de -
Sref de Acectidnido de Triamcinelona.

Ensayas de Pureza.

Rotacidn Optica, Entre +101% ¥y +1079, Emplecar una solucién al 1
por cleate m/v de la muestra en §,J dioxano.

12



Fldor. Entre 4.00 y 4.75 por ciento.
Metales Pesados. Limite 0.00235 por cliento.
Esteroides Relacionades. Pasa la prueha.

Pérdida de Secado. No mds de 1.5 por ciente. Secar &1 horas con
‘vacfo a 060 °C.

Resldue de Ignicidn. XNo mis del 0.1 por clente,

Yaloracldn.

fn un matra:z volum&trico de 100 ml, depositar 235 mg de la muestra,
disolver y llevar al volumen con etanol. Pasar 5 ml de la solu-
cién o un segundo matraz volumérrico de 100 ml, diluir ¥y llevar -
al volumen c¢on etanol; medir la absorbancia de la solucidn resul
tante a 1a longitud de onda de mdxima absorbancia a 240 nm aproxi
madamente. Calcular el contenido 624 H31 F 0y de E (1%, 1ecm) =
354,

Conscrvacidn,
Fn reciplentes cerrados protegidos de la luz,

2.3. VYALIDACLON DE METODOS ANALLITICOS. { 13, 23, 37 )

La validacidn de métodos analfticos es ¢l proceso por el
cual s¢ determina la conveniencia de una metodologia para propor-
ciopar un dato analitico Wtil. Generalmente la validacidn consis-
te en asegurar la lincalidad; precisidn; exactitud; sensibilidad;
especificldad; tolerancia del sistema de medicidn y estabilidad -
de la muestra.

2.3.1, Exacticud.

Es el grade de concordancla de medidas individuales con un

13



nivel aceptado de referencia. Se determina por el estudio de pla

cebos cargados al 100% de la cantidad a amalizar.

a} GCrlterlos:
1.- tcal <=t
.- LIIC <€« 130 £ = LSIC

b) Cdlculos Prellminarest
1.=- Ri « Popciento recuperado para cada recobro
Ry = {¥/x) # 100
2.- X & Media del porecicnte recuperado
X = S"Hi/n
3.- S5 = Deevineildn estdindar del poreiento recuperado

\

d.= CY¥ = Cocficicnte de Variacidn

5
CV = { -1 #1100
X
c) Cileculos Finmales:
1.- tcal = Valer de 1la t de Student calculada para el estu=-

dio de recobro. _
X - 100

teal & ————em—
S fya
2, - LIIC = Limite inferior del intervalo de conflanza para
5
LIIC = X - (¢t % —== )
n

3.~ LSIC = Limite superior del intervalo de confianza para

Hl

LSIC » X + {t = =3)
Un



Dende:

n = Nimero de recabros Independientes gque se realizaron.
x = Cantldad adicionada.

¥ = Cantjidad recuperada en cada recobro.

5% a Sumateria.
t = Valor de t de Student con upa probabilidad acumulada de -

0.950 ¥ n - | grados de libertad,
2,3.2. Linealidad.

Es la variaclidn dv la cantidad dv fdrmace recuparado por =
¢l método como una funcidn de la cantidad de firmaco en la mues--
tra a diferentes piveles de concentracién. Sv earacteriza por cl
estudlo dv recobros de placebo cargado a diferentes nlveles de =
concentracidn arriba y abajo del 1003, incluyendo a éstes a los -
cuales se¢ les hace un nidmero de replicaciones, En este pinto se

censldera 1o siguicnte:

I) Exactitud., S¢ rnaliza de manera semcjante a la exactitud al
1005 pero ahora conslderande todo el intervalo estudiado.

I1) Linealidad. Se cstablece comprobande que la grdfica obtenida
de cantidad adicionada contra cantidad recuperada tenga un compor
tamiento de y = mx ¢« b, donde la pendlente {(m) ¥ el intercepto =--
{b) no scan ecstadisticamente diférentes de "i" y "O" respectiva——

mentoe.

a) Criterlos:

2

1= r® » = 0.98

2.- m = Pendlente.
1) tm cal ¢= t*
I1) LIIC <= | <= LSIC
J.- b = Intercepto

1) th cal <=t
II) LIIC €= ©O &= LSIC



by Cidlculos Preliminares:

m » Pendiente de la recta de regresidn

(nr ¢ Sxy) - (S5x ¥ Sv)

B & ==

2 2
{nt # §x7) - (55}
b = Intercepto de la recta de regresidn.

”
r° = Coeficivente de determinaclin

"
2 _.Alnr_ -+ Sxy) - (Sx * Sy)3”

(nt = Sx° - (Sx):) - {nt ©85y° - [Sy]z)

Sy/x = Desviacidn estindar de la recta de regresidn

Sy/x = \/ _ Sy> - (b ® Sy) - {m & _Sxx}_ |

2

nt - 2
DPEm = Desviacidn estidndar para la pendiente

PEn = Syfx ﬂv/ 1 \
sx® - ({sx)* / ov)

PEb = Desviacidn estindar para ¢l intercepto

DEL = S}'/X 2 \/ 1 - (5!/\'\!.)-
s¢? - ((sx)2 /nt)

c) Cdlculos Flmales:
1.- Pendiente.
1Y t €al » t de Student caleulada

I1) LIIC = Limite inferior del intervalo de confianza
LIIC »w m - {t % DEm}
ITI) LSIC = Limite superlor del intervalo de confiancza
LSIC = m « (t°'* DEn)
- Intercepto.

-
-

1Y ¢t cal = t de Student calc¢ulada

16



¢ cal = -2-TB
pEb
ILY LTIC » Limite tunferior del tnrervaloe de counfianca
LIIC « b = {t°# DEb)
I171) LSICh = Limite superior del ftnervale de conflanza
LSIC = b + (t°% DEb)

Pon

fl

de
= XNimero de niveles de concentracidn estudiados

Ndmero de replicaciones hechas a cada ntved
Cantidad alladida

W oW O -
"

= Cantidad recuperada

8x = Sumatoria de la cantldad adiclenada

8x° a Sumateria dc¢ Jlos cuadrades de la cancldad adicionada
8y » Sumataria de la cantidad recuperada

S5y = Sumatoria de los cuadrades de la gantidad recuperada

Sxy = Sumatoria del preoducto cruzado de la cantidad adiciomada ¥
1a cantldad recuparada

t” a t de Student a una probadbilidad acumwlada de 0.930 ¥
(pt - 2} grados do libertad

2.3.3. Precisidn

Es ol grade dv concotrdancia de medidas individuales de un
proceso. Se¢ divide de la manera sigulente:

1) Repetibitidad. Precisidn del métede analitico expresado como
1a concordancia obreonida entre dererminaciones independicnres rea
lizadas por un solo analista, usande los mismos aparatos,

Con fines prdcticos ¢! estudieo estd evaluadoe por el coefi-
clente de vaviacidén (CV) de los estudios de exactitud tanto para
el 1007 cume para la liancalidad del mftodoy ¢l criterio escableci
de es que CV  » 27,

17



{1} Reproducibilidad, Preclsisén de un méteode analitico expresado
como la concerdancia entre¢ determinacioncs lndependlentes realisa

das por diforentes analistas en diferentes dfas. El modelo nrilg
zado es:

‘(i.jk = M o+ AL - Dj(i) - Ek(l.})

Dande:

Yijk = Porcentaje cuantificado asoclade a la késima repeticlén en
el Jésimo dia para ¢l idsimeo analisza.
M = Cantlidad de principlo activo en 1a muecscras

M = Efecte del analtista en ¢l porcentale cuantificade

Dif{i}a Efccro de) jésime dfa co e) idsilmo analisca sobre el por--
centaje cuantiflicado

Ek{i})= Error Experimental

a) Criterkos.

1.-  ©Y &a 2%
2.~ Fa o= Fa cal
3.~ Fd <~ Fd e¢al

b} €C4lculos

% s Promediw del porcicnto cuantificade

x = S‘:‘,’adr

5 = Desviaclén estdndar del poarciepnts cuantificade

. 2o\
§ = \/ SR - )T
ade - 1

CY = Coefleiente de Voriasidn

TV = (-.g—) “ 10D



Tabla de Andlisis de la Varlanza {Tabla de Anadeva)

Fuente de Grados de Suma de Media de F eal
Yariacidn Libertad Cuadrados Cuadrados
:\nn}\istn gla- a - 1 SCa= S\'lz/dr MCa=5Ca/ela Fa=
' - (5¥)° ‘adr . MEa/Med
Dia gld- SCd= S5Vij/r HEd=5Cd/gld Fi=
py(L) (2 - 1)k -
- Syi~© dr MCd/MCe
Error glu= 5Ce= SY2 YCe=5Ce/gle
Ee(i)) {r - 1)ad "
- SSYL"/'r
bonde:
a Ndmero de analistas
d Ndmero de dias
r Nimero de replicaciones por dia y por analisrta
Y Porcentaje de prineclplo activo cuantificado en una
determinacidn.
Sy Suma total de los porcentajes cuantificados por los
analistas
sy? Suma total de leos cuadrades de los porcentajes cuancifi
cados por los analistas
5Yi Suma total de los porcentajes cuantificados por un ana-
lista
SYl: Suma total dc¢ los cuadrados de SYi
SYiJ Suma total de les porcentajes cuantificadoes por un ana-
lista en un dia
SSYIJ: Suma total de los cuadrados de 5Y1)
Fa Yalor de F de Fisher a un nivel acumulado de 0.9350 con
gla grados de libertad en el numerador gld grados de 1%
bertad er ¢! numerador y gld grados de libertad en el -
denominador
Fd Yalor de F de Fisher a un nivel acumulade de 0.950 con

gld grados de libertid on ¢l numerador ¥ gle grados de

libercad en el denominador.
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2.3.4. Especificidad.

Es la habilidad de¢ un métedo analftico de determinar sola-
mente ¢l {los) componente (s5) que se va (n) a analizar. Se¢ demues
tra establecieondo experimentalmente que el excipicnte y sustan--
cias relaclonadas al priocipio actlivo (como productes de degrada-
cidn), no Llnterficran cen la medicidén, o sca que el método sea

capaz de separar ¥ cuantificar sdlo lo que se desea,

2.3.5. Sensibilidad,

Es ¢l camblo de respuesta a pequeilas variaclones en la con

centracldn de la muestra.
2.3.6, Estabilidad de la Muestra.,

Es el tiempo mediante ¢l cual una muestra llstca para su =--
andlisls permancec viable bajo condiciones dadas. Se determina -~
cuantificando una sola muestra preparada para su anilisls después
de¢ un lapso razonable, almacenada a diferentes condiciones. Se
establece en cudnto tiempo ¥y bajo quéd condiciones los re¢sultados

analiticos ne difjeren de los originales.
%e3«7+ Tolerancia del Sistema de Mediclidn.

Es la determinacidn de los factores que afectan al sistema
de medicién. Se establece cuantificando una misma muestra modifji
condo cliertas condiciones del sistema y viendoe en que manera se -
alteran los resultades, esto vs para detrminar los puntos criti--
cos del sistema de andlisis.

2.4. COMPARACION DE METODUS ANALITICOS

Es ¢l estableclmicnto de la igualdad de dos métodos dados
para asegurar que los datos analiticos obtenldes por uno sean vi-

lidos cuandoe se cambie a el segundoe.

20



2.4.1. PReperibilidad.

a) GCriterios,
LIIC €= 1 <= LSIC

b) Cdlculos,
fom Exactitud de 1la linealidad del método y al 100%
LSIC a Limite superlior del intervale de confian=za papa la =~
desviacidn estindar.

2 2
LSIC = (517 f §2°) » F .
LIIC = Limite inferlor del intervalo de confianza para la =

desviaclén estindar

LIIC = (51° / s2%) ¢ 1/F

Donde:

51 = Desviacién estindar del porcivnto recuperado del método 1.

52 = Desviaclén estindar del porciento recuparado del método 2.

nl = Nimero de recobros cxperimentales del métode 1.

n2 « Nimero de recobros ecxperimentales del mécodo 2,

F a Valer de la F de la distribucidn Fisher con {(n1 - 1) pgrados
de libertad en el numerader y (n2 - 1} grados de libertad en
el denominador y una probabilidad acumulada de 0.950.

2.- Estudio de Precisidn. (Para los métodos en los cuales
se utilizaron 2 analistas, } dias, 3 replicacidn por analista peor
dial.

LSIC » Limite superior del intervalo de confianza para la des

viacidn estdndar

e d -
LSIC = (851 / 827) » 1,43
LIIC = Limite inferior del intervalo de confiansa para la des
viacidn escdndar

LIIC = {s1° / s2%) = 0.226



Donde:

51 = Desviacldn estindar del porcients recuperado on el estudio
de reproducibilidad en o1 método 1.

52 = Desviacidn estdndar del porcliente recuperado en el estudio

de reproducibilidad en el método 2.

2.4.2. Exactlitud {tanto para el 1005 ¥y linvalidad del mé-
todo}.

a) Criterios.
LIIC <« © &= LSIC

b) Cdlcules preliminares.

1.- Métodos que tienen la misma repetibilidad en su exacti-
tud,

S5p = Desaviacidn estandar promcdio

\

(N1 - 1) = S1° + (¥2 - 1} & S§z2°
N1 + N2 - 2

2.- Mérodes que no tienen la misma repetibilidad en su -

Sp =

exactitud.

gl = grados de libertad promedlio.

gl « _(st® / N1y . _(s2® /s Nmy 0,
- b
(s17/%1) o+ (sS27/%2)
NI + % N2 « 2
c¢) Cdilcules finales.
1.- Métodos que tiepen la misma repetibilidad en su exacti-

tud.

LSIC = Limite superior del intervalo de confianza para
la diferencia de las medias aritméticas del porciente =
recuperado,

LSIC » (81 - X2) + /(t # Sp ¥ 1/NI + 1/32)‘

(L]
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LIIC = LImite inferlor del intervalo de conflanza para la di

ferencia de las medlas ariwméticas del porciente recuparado

LITC « (%1 - R2) - J(c o Sp = I/N1 + 1/N2)

2.~

Métodes gque no tienen la misma reproducibilidad en su -

exactirud,

L5IC = Limite superior del intervalo de conflanza para la di-

ferencla de las medias arltméticas de) porclento recuperado

L51

LII

1 L2\
€ (%1 -%2) o (con 31 o 820,
N1 N2

C « Limite inferior del intervalo de confianza para la di-

ferencia de las medias arltméticas del porclento recuperado

LII

Dondes

X1
Xz
ni
n2
51
52

c

a)

Cri

.=

€ a [.{l - 32) - (e” =

Media aritmérica del poreiento recuperado del mérodo 1.
Media aritmérica del perclento recuperado del método 2.
Nimcra de recobros experimentales del méeodo 1.

Nimepo de recobros experimentales del mérodo 2.

Desviacidén estindar del porcicnto recuperade en el mérode
Desviacldn cstindar del porciente recupecrado en el mérodo
Yalor de la t de Student con (nl + n2 - 2) grados de liber
tad y wna probabilidad acumulada de 0.950.

Yalor de la t de Student con gl grades de llbertad y una -
probablilidad acumulada do 0.950.

2.4.3. Lincalidad.
terios.

Pendlente,

[£]
Ly

"



b} Cidlculos preliminares
.= Regresidn
sE> L.S_il'f:lm\ 5 SXY1) = (b1 # SY1)} « (5Y2° - (a2 % 5%Y2) - (b2 ® 5y1))
tind + t2n2 - 4
2= Pendiente
Sm> = SE° # (- ! . L )
2 ey 2 2
SX1° - (5X1)” /nitl SX2% -~ (8X2)° /n2e2
3.- oprdenada al origen
( a 32 ] 2
snz - 5529 { 1 . 1 . SX1) L sxy . (5X2) _ [sx2) }
ey T2 2 a2 aZoen? bl
nicl nlel ni"c15X1 nitl n2¢275X2 n2t2
c) ¢CAlculos Finales
1. Pendiente
LSIC = Limite superlor para el intervale de conflanza de

LIIC <= 0 &« L51C

2.- Ordenada al origen
LIIC &= 0 <= LSIC

la diferencia de pendicentes
LSIC = (ml - m2) + (¢’ * Sa%)

LIIC = Limite inferior del intervale de
diferencia de pendientes

LILC « {ml - m2) - {t° * Sm™)

2. Ordenada al eorigen

conflanza de la



L5IC = Limite superior del incervalo de confianza de la dife-

rencia de ordenadas al erigen
LSIC = (b1 - B2) + (r~ * Soo)

LIIC = Limite inferior del Ln:ervuln.dc confianza de la dife-
repcela de ordepadas al orlgen

LI1E = (bl - b2) = (t” « So°}

Donde:
(E1 ndmero de la derecha sole indica a qué método se reflere).

5% a Sumatopria de la cantidad adiclonada
bl

85X & Sumatoria de los cuadradas de la canctidad adicionada
S5Y o Sumatoria de la cantidad recuperada

sv? . Sumatoria de los cuadrados de la cantidad recuperada

S5XY = Sumatoria de¢ los productos c¢ruzados de cantidad adiconada
-cantidad recuperada.

= Yalor de la pendiente

Valor de¢ la ordenmada al origen

s Ndmero de niveles trabajados

= Nimero de replicacionvs hechas por nivel

t* = Valor t de la distribuclidén de Scudent econ (tint + t2n2 - 4}

- S - - |
]

grados de libertad y una prodabilidad acumulada de 0.950

2.5. CROMATOORAFIA., (1, 22, 32)

2.5.1. Fundaomentos.

La cromatografia es un métedo de separacidn que se basa an
la distribucldn de la mucatra entre dos fases! una estaclonaria ¥
otra mévil que fluye a través de la primpera; vetenléndose o des--
plazindese 1a muestra de acuerdo a la afitnldad gue tenga en cada
una de las fases,

2
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La fase mdvil puede ser un liquido (cromatografia de Liqul
dos) o un gas (Cromatograffa de Gases) y la separaclén sc puede -
llevar a cabo ¢n una columpna tubular rellena de un sélide poroso
finaments dividido que puede servir coemo fase esvaclienaria o como
saporte de la fase estacionaria, o bien, utilizande como fase es-
tacionaria un sdlide finamenze Jdividido colocado en forma de capa
fina sebre una placa de vidriso o metal, o utilizando papel filtro
como fase estacicnaria. Estos tipos de Cromatografia se llaman -

Crematagraffa en Columna, de Capa Fina y en Papel respectivamente.

De acuerds al mecanisme de¢ separacidn la Cromatografia se
divide en:

a) Cromatografia de Partlicidn. En esta técnica la separacidén de
las mezclas es por medio de una verdadera particidn entre la fase
mdvil y la fase estacionaria. En este caso s¢ tiene a la cromazp
grafia de gas-s31ido; lfquido-liquido ¥ a la crematografia de fa-
s¢ enlazada.

b) Cromatografia de Adsorcidn. Esta e¢s5 debida a pequefias dife--
renclas en ¢l comportamicento d¢ adsorcidn y desorcidn entre los -
sistemas doe un solvente mdévil ¥ la fase estaclionaria. Como ¢jem-—
plo de esto tenemos a la cromatografia liquido-sélido, gas-sdlido,
cromatografia en capa fima y en papel.

c) Cromatograffa de latercamble Idnico. Se basa en que la fase
estacionaria estd cargada idnlcamence, la muestra debe ser ioniza
da y se¢ retendrd de acuerdo al tipo y fuersza de su carga.

d) Cromatograffa de Exclusidn. La separaclén se lleva a cabe -
cuando la muestra se hace pasar a través de una columna rellena -
con un material porosas, en donde las moléculas que contengan un -
tamailo menor que el difmetro de les poros quedan retenidas; por -
1o tante, las moléculas cen mayor didmetro pasan a través de la -
columna mids vrdpido, mientras gue las menores se retardan, pues --

tienen que difundirse al interior y exterior de los poros ademis-
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de¢ recorrer el espacio vacio de la ¢olumna.

z.5.¢2 Cromatografia Liquida de Alta Resolucidn. (CLAR)

Fste ¢3 un tipo de cromatografia liquida en columna que se
caracteriza por utilizar equipo altamente desarrollado y en la -
cual c¢s posible aplicar todos 190s mecaniamos de separacidn.

En e¢sta cromatograffa se utilizan columnas de didmetro muy
pequeiio rellenas de materiales pulvurentos cuyas partfculas tie--
nen un tamafie entree 5 a JO micras con una distribucidn de tamaiios
ne mayer a +=2 micras. Este tipo de columnas tienen upna alta efl
ciencia pero una resistencia al fluje elevada, por lo que es nece
sario emplear sistemas de bombeo de alta presidén (hasta 5000 psi)
gque hagan fluir la fase mévil a una velocldad constante a través
de la celumna., La cantidad de fase cstaclienaria dentro de la co-
lumna es pequefia por lo que se requicre que la cantidad de mues--
tra también sea pequefa {entre 1 y 100 microlitres), la cual sc -
introduce a la columna a tpravés de wdlvulas de inyeccidn que pro-
porclonan precisidn y repetibilidad ¢n la fntroduccidn de la mues

tra.

Otra de las caracter{sticas de la CLAR es que las columnas
son reutilizables por bastante tiempo y ademds cuentan con equipo
de deteecldn altamente especializado que proporcioma un reglistro
continuo de la composicidn del liguido que sale de¢ la columna.

Estos detectores pueden ser del tipe de detectores ultra--
vioeleta, ya s¢a de loagitud de onda fija o varlable; de fndice de
refraccidén; electroquimicos o de fluorescencia. Esto aunado a un
aproplado sistema de registre permite obtener un crematograma que
se¢ utiliza para identificar ¥ cuantificar los componentes de una
muestra. Una de las ventajas es que se puvde trabajar ¢on gra---

dientes ¥ controlar la temperatura del sistema (fig. 2.3.).



COLUMNA

RECPENTE 2
RECISTRADOR
' DETECTOR
T [

fig. 2.3. HRepresentacidn esquemdtica de un cromutdgrafo de liquli
dos de alta resolucidn

- Definiclones. El lenguaje comunmente empleade en CLAR
utiliza términos y simboles caracteristicos de esta técnlea Llns--
trumental:

1.- Tiempo de Hetencidn (Tr}. Es el tlempo que la muesStra perma
nece dentro de la c¢olupna y se mide desde ¢l memento en que la -
mucstra se introduce en el sistema hasta el momento con que se ob-
tiene el punto miximo del pico. For lo general se cmplea ccmo me
dida del tipo cualitative ¥y sc expresa en minutos.

2.— Tiempo muerto (To). Es ¢l tlempo requerido para eluir una -

mucstra no retenida en la columna y se decermina midicendo el tiem
po de recencién de la fase mdvil,

[#)
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fig., 2.3, Cromatogramn tiplco

3.- Tiempo de retencidn corregide (Tr'). Es el tiempo que la -
muestra permancce retenida en la fase estacicnaria, se obtiene de

la difvrenclia de el tiempo de retencién y cl tiempo muerto.
Tr" =« Tr - To

4.- Anchura de la base del pleo (W), Es la porcién de linea ba-
s¢ interceptada por las tangemtes trazadas en los puntos de - - -
inflexidén a ambos lados de la secfial c¢crematogrdfica.

§.- Nimeroe de platos tedricos {(N). Un plato tedrico es ¢l equi-
librio de distribucién de la muestra entre la fase mévil y la fa-
se estacionaria y se¢ mide de acuerdo a la férmula:

No= 16w (Tr/w)?
donde Tr y W sc expresan cn las mismas unidades.

El nimero de pintus tedricos ecs una medida de la eficien—-
cia de la columna y sistemas asociados y asi en cuante mayer s<a
el valor de N, mids eficicnte ¢5 la coelumna.
6.= Altura equivalente a un platoe tedrice (AEPT). Se representa
por:

AEPT = L/N




donde L es la lengitud de la columna. Este valor indica la longi
tud de columna requerida para obtener un equilibrico de la muestra
entre la fase mdédvil ¥ la fase estacionaria.

7.= Cocficiente de distribucidn o reparto {K). Se representa —--
pert

K = {Cantidad de mucstra/ml de fase estacionmarial)/{Canti--
dad de muestra/ml de fase mévil)d.

Es una propiedad {{sica caracteristica de cada muestra y del sis-
tema crematogrifico.

8.~ Relacidn de fases (). Indlca la relacidn del volumen del -

cspacie ocupado por la fase ecstacionaria dentro de la ecolumna.

§ = mililitros de fase médvil/mililitros de fase estaciona-
ria

9.- Factor de capacidad (K°). Es una medida de la afinidad de -
un scluto por cualquicra de las fases:

K* a Tr ' /Te
10.- Resoluceidén (R). Sc obtiene de la sigulente manera:

B o= t/(0,5) & (Wa + Wb) = {2 * (Tr2-Tr1)}/ (W1 + W2)
¥y 3 una forma de ver ¢l grado de separacidn obrenides entre dos
compuestas; donde v, Wa ¥ Wb deben ser expresades e¢n las mismas
unidades. Un valer de R mayor o igual de 1.5 signiflca scpara-—-—
¢idn completa.

11.- Seleccividad (=), Es una medida de la solubilidad diferen
cial de dos componenctes en la fase estaclonaria,

o« TrTt/Tr 2



2.5.3. Crematografia Liquida de Alta Resolucidn en Fase -
Reversa (CLAR-FR}.

Este tipe de cromatografla usa un mecanismo de separacién
de particidn, y tiene como caracterfstica el utilizar como fase -
mévil a un solvente poelar y una fase estacionaria no polar; a di-
fereneia de la 1lamada cromatografia de fase normal que utiliza -

a una fase estacivonaria polar y una fase estaclonaria no polar.

Tanto la ¢romatografia liguide«liquide como la cromategra-
fia de fase quimicamente enlazada se pucden trabajar en fase re—-
versa, Esta dltima surgld ¢omo resultado de los problemas técni-
cos de la cromatografia lfquido-lfquide y actualmente es ¢l ripo
de cromategrafia mds ampliumente utilizada.

fidsicamencte las fases quimicamente enlazadas censisten en
una unidn covalente de especics orginicas a una partfcula de sili
ca colocada sobre una superficie cualquiera o una superflcice de -
porosidad controlada. La particula generalmente consiste y¥a sca
en un lechoe de vidrio {didmetro de particula de 25-30 micras) uni
da a una capa de sfilica, o a microparticulas porosas de sflica =~
(didmetro de particula de § a 10 micras). Las parcticulas poresas
pucden ser de forma esférica o irrecgular. La fase quimicamente -
enlazada puede conzistir en una capa de un polimerc o de una sus-

tancla monomolecular,

Las fascs enlazadas se pueden dividir en los sigulentes --

Erupost

a) Siltano derivados (fases no polares). Es la fase mds comunmen
te usadn y se prepara al hacer reacclonar €l octadecil o fenil si
lano con las particulas de s{lica. Este tipo de¢ fases es5 la uti-
lizada en la CLAR-FR.

b} Fases polares. FEn este tipo, grupos polares como el éter o -
nitrilo son unidos a la silica por medle de una unién -5i-C-,
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¢} Esteres de la sflica, Ea donde cualquler producto con un Hi-
drdgeno active, por cjemple, alcoholes, nitriles o polioles se es
teriflica con Ja s{lica activada. La desvenraja de estes es que -
son fdcllmente hidrellzados por el agua o sufren transesterifica-

cidn con alcoheles.

Con respecto a la fase mdvil, la mayor dificultad que se -
presenta, es la marcada inmiscibilidad entre ésta y la fase esta-
clonaria, que resulta en un elevado coeficliente de particlén de -
la muestra, por lo que algunos c¢ompuestos scerdn muy retenidos y -~
otruos muy rapidamente cluidos, hacléndose necesario ¢l uso de ===
otro solvente en la fase mévil, que actide como modificador de 1la
pelaridad para ebtener una mejor distribucidn del soluto entre --
las dos fascs.

S¢ pueden tener sistemas binarios, ternarios, etc., dentro
de estas fase méviles ¥y la canridad de cada solvente utilizade, -
varia de acuerdo a las caracteristicas de las muestras, Los sol-
ventes mds utilizades son: Agua, Acetonitrilo, Metamol, Tetra----
hldrofurance, Dioxane, Etancel e Isopropanel. Para clegir el siste
ma de solventes de la fase mévil 2¢ tiene que copsiderar los si--

gulentes puntos:

= Solubilidad de la muestra en la fase mévil.
- Compatibilidad con el tipo de detector utilizado.
- Tener baja viscocldad.

-~ No atacar a la fase vstacionaria.

2.5.4. Fases Méviles Micelares
2.5.4.1. GConsideraciones Generales. ( 15 )

Los tensoactivos son moléculas anfifilicas compuestas dao -
upa pereidn hidrofébica y una porcidp polar o cargada. En los pa

sados 15 afios sus propiedades vinicas han sido reconocidas y uelli
zadas para mejorar mérodoes de andlisis y para desarrollar entera-

o
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mente nuLvos conceptos en gquimica analitica.

Estos agentes de superficic activa existen eon una multitud
de formas difercntes, en las cuales, las colas hodrofdbicas - - -
varfan en longttud de 3 a 20 carbonos y la porcidn hidrofilica ==
puede ser parcialmente disociada, completamente disoclada o cspe-
cies polares no cargadas. Eatas moléculas varian no saolamente en
su tipo dv carga (=zwlteridnico, positivo, negatrive o neutro), si-
no tambldén en la naturaleza de su porcidn hideofdbica (cadena hi-

drocarbonada sola o doble, enlaces midltlples, etc.).

A concentraclones bajas en soluciones acuesys, ¢l tenseac-
tivo estd disperse como mondmeroes. aunque pueden existir dimeros,
trimeros, etc. A concentraclones clevadas ¥y a partir de la llama
da "Concentracidn Micelar Critica" (cmc) los mondmeros se ensam--
blan en un agregado conveniente para formar micelas aproximadamen
te en forma esaférica ¥ consistiendo tipicamente de 60-100 mondme-
ros (nineroa de agregacidn}. Cuando la concentracidn de tensecacti
voe s¢ inecrementa arriba de la emc, sc¢ forman mds ensambles micela
res quedande una cantidad de mondmeros libres censtante y casi ==

igual a la que habfa en 1a cnme.

S¢ cree que la formacidn de micelas es el resultado de -
tres fuerzas primarias, la llamada repulsién hidrofdbica {entre -
las cadenas de hidrocarburo y la enveltura acussa}, la repulsidn
de cargas (e¢ntre grupos de la cabecas idnica) ¥y las atracclones -
de Yan Der Walls (entre las cadenas algquflicas). Estas fuerzas -
determinan la cme, tamafio de la micela, nimero de agregacidp ¥y la
estructura. Las micelas som generalmente pequedas {(3-6nm) haclen
do que la solucldn resulrante no cause error de diseminacidn en -

espectronmatria convencional.

En soluciones acuosas las cadenas alquilicas estdn dirisi-
das hacia adentre, formande una regidn hidroféblca, ¥ los grupos
polarcs estdn orientados hacla afuera, enm contacto c¢on el solvepn-

te polar. La solucién resultante es microscdpicanente heteroge--
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nea, con ¢ada agregado micelar semejando & una gota de aceite con
cargas en un mar de agua, Mds tarde se propusicron medelos de --
alineamicento de las colas dv hidrocarburoes con algupna penctracién
de agua, o alternativamente, nc alincamiento de las colas con cur
vatura de lay cadenas, permitiendo la hidratacidn de seccliones —--
que normalmente sc conslideraban completamente hidrofdblcas.

Tensoactivo emc (M) No. de Agregaclidn

ACUOSQS (Normales)

a) Anidnicos;
= Dodecil Sulfato Sddico (SD35) 0.00810 62

c“3(CH2) l.IOS():F.\'.-N
= Perflugrcheptanato de Potasic 0. 03000 #
C.F, -CO0O'K
715
b} Catldnicos;
- Bromurc de¢ Cetlltrimetilamenic 0.00130 78
cus(cuzjlsx (C"J)Ju' (CTam)
= Cloruro de Cetilpiridineo 0.00012 95
c l()ﬂssN GSHSCL
c) Ne Iénicos;
- Polioxictilen (6) Dodecanol 0.00009 400

cus(cuzili(ocuzcuz)ﬁou

- Poliexierilen (23) Dodecanol 0.00010 40
CH4(eH,) ( (OCH,), 0K {Brij-35)

d} Zwiteridnicos;
= Acido N-dodeclil-N, N-dimetila- 0.00300 53%
monio-3-propano-1-sulfénico

- 5al de N,N-dimetil-N-(carbo-- 0.25000 24
ximetril)ocrilamonio

RO ACUOSOS (Reversos)
- Bis(2-etilhexid)sulfosuccina- 0.0006 #

to de Sodlo {AOT)
Na Q3SCH(CH2CO00CSHIF)2

# Nimero no derermipado

Takla 2.2, Tensoactives tiplces con sus valores de cmc y ndmero de agregacidn.
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Sce ha demostradoe que las mlcelas son ensapbles molecularcs en «--
cequilibrio dindmico con ¢l centro del solvente. Ocurren camblos

con dste, con ctras micelas ¥ con mondmeros, dimeros, ete. en una
escala de tiompo de microsegundo a miliscguadoe, hasta ¢l reempla-
zo total de la micela cn un tivmpo de mllisegundo a segundo. Esta
naturalesza dindmica tiene un profundoe impacte sobre una sustancia
que reside en o sobre la micela ¥y sobre Laﬁ nedidas analiticas en
las sustancias a analizar:; el tiempo que unma sustancla esté den--
tro de la dindmlica temporal de la asvciacidn sustanclia-micela, ¥
las propicdades de esta unidn, Jdeverminag oa gran parte la calidad
de¢ resulrtados analiticos. El intercamblo y organizacidn san rela
tivamente rdpidos a la mayoria de las prepiedades reales de inte-

rés pricrico, ¥y los equilibrios de gran tiempo predeminan.

El efecto de la dindmica micelar sobre los procesos analf-
ticas pueden ser iluscrados considerande wn aspecto de¢ los ensam-—
bles micelares, que es la habilldad de las micelas para organizar
los reactantes a ur nivel molecular para incrementar la proximi--

dad del reactive y la sustancia a analizar.

Para obtener provecho de la habilidad de organlzacidn de -
las micelas, las cspecies involucradas deben preferentemente aso-
ciarse a la micela en vez de al centro del selvente, en orras pa-
labras los reactantes deben tener significativamente pequefias - -
constantes de sallda de las micelas, cemparadas a las constantes

de entrada.

Un gran ndmero de factores influencian la magnitud de las
constantes de veloecidad de entrada-sallda (o constantes de unién,
constantes de equilibrio o c¢oeficicntes de particidn) de las sus-
tanclas con las mlcelas. 5L la especie de interdés es altamente -
polar, tal ve:z puormanczca ¢n ¢l centro del solvente y se verdn --
efectos micelares minimos, Si la sustancia a analisar es anidni-
ca, ¢sta pedria ser repelida por una micela anidnica o establliza
da por una micela catidnlca ¥ viceversa para una sustancia catld-

nica. Fntonces las primeras consideraciones para la incorpora---
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ei{dn de micelas en una metodologfa analitiea son las sustancias a
anali=ar en sf, o sca su tipo de carga ¥ su polaridad, y el siste
ma de tensoactivo que permita una asoclacidn significante de la -
sustancia ¥ los reactlvas con las micelas. Factores adicliopales

que pucden influcnecliar favorablemente esta asoclacidn son el pH ¥

1a fuerza lénica.

Algunas caracterfscicas de las mlcelas que las hacen atrag
tivas para aplicaciones analiticas son la existencia de una capa
firme cargada {en ¢l casc de micelas cargadas), el grado de orde-
namlento del corazén mlicelar, ¢} ordenamicentoe de la superficic dpe
bida a 1a carga ¢ interacelones del solvente y ¢l grado dnico de
polaridad desde ¢l centro del solvente hasta el corazdn micelar.
Debido a la pelativa alta concentracidn de superficic cargada las
interacciones electrostiticas pueden ser usadas para repeler - --
interferentes cargados cen el andlisis, El ordenamicnto orlenta--
cional del corazdn micelar puede reducir la libertad de movimien-
to sumentando las caracteristicas fotofiscales de las moldculas,
La naturaleza hidrocarburada de la cola de la micela sirve para -
incrementar grandemente la solubilidad en 1a solucidn acuosa de -
especies extremadamente ne polares, permitiendo ¢l use de solucip

nes acuosas po toxicas.

Las aplicaciones de¢ las micelas en quimica analitica son:
titulaciones dcido-base, espectroscepia de absorcidn y luminiscen
cia y cromategrafia liquida de alta resolucidn.

2,.5.4.2. Uso de Soluclones Micelares en CLAR. ( 2, 3, 4, 5, 6, 8,
9, 10, 11, 12, 15, 16, 7, 19, 20, 2!, 24, 25, 7, 28, 29, 30, 31,
33, 34, 36

Desde les afles 70's se han utilizado seluclones de tensoac
tiveos en CLAR-FR de par idnico, estas solucioncs tenlian congentra
ciones de tensvactivo por abajo de su cme. Los medelos propues—-

tos para este tipo de cromatografia son:

G
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a) Una formacidn do un par idnlco en la fase mdvil acuosa,
antes de su adsorgidn dentro de la fase estacionaria.

B) Un mecanismo de intercambio idnlce en el cual 1o iones
alquilicos 1ipSfilos s¢ adsorben dentro de 1ls superficle de la Ta

sc estacjionaria y preveca un comportamiento de dste tipo.

En estudios realizados a mediados dé la década pasada se
caonprobd que s¢ fncrementaba el factor de capacidad de un solute-
especificeo al aumentar la cencentracién de tensocactive para la --
CLAR-FR do par idnico, seguido dv un decrecimients del facror, al
llegar a una e¢oncentracidn dada, este comportamicnto se¢ atribuyd a

1la formacidn de micelas.

En 1930 Armstrong ¥ celaboradores usaron temscactives arr}
ba de su cmc ¢n solucliones acuosas como fase mdévil para CLAR-FR,
obscervando clertas caracteristicas como alta especificidad que no
podfan ser duplicadas por ningdn sistema etradiclonal hidroorgdnl-
eo. Sc¢ acufd el términe de "Cromatografia de Pscudofase Liquida®
para deseribir las scparaciones donde ocurre una particidn de un
solute hacia los agregados discretoes disueltos en la fase mdvil -

antes que al centro del solvente.

La cromatografia micelar puede explicar el comportamiento
de elucidén de up solute de acuerdo a tres equllibrioes principa——
les; el primerc up equilibrio reversible del soluto en el centro
del solvente de la fase mévil (Em) con los sitles en la fase esta
cionaria (Ls) para formar el complejo ELs. El scgundo un equili-
brio reversible del soluto en ¢l centreo del solvente de la fase -
mévil (Em) con el tensoactive en la micela dentro de la fase md--
vil (M) para formar el complejo EMm. Y el tercer equilibrie que
inavelucra la transferencia directa del seluto en la micela a la -

fase estaclonaria.

(%)
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FAST ESTACTUNARIA

Fig. 2.5. HBRepresentacidn esquemdrica del modelo de tres lases
para cromatografia micelar

El efectoe cuantitativo de las magnitudes de esas constan--
tes de cequilibrio sobre los factores de capacldad, (K°) puede ser
derivado de la siguicnte manera:

Las expresiones de equilibrio son prescentadas por el si---
guiente conjuntoe de eccuaciones en el cual concentraciones de las
especles en la fase cstaclonaria y en la fase mdévil son denotadas
por susritos "s" y "m" respectivamente. Las concentracliones de
todas las especies son definidas en moeles/litro. E‘lmj. se define -
como la concentracidn de tensoactivo en la micela en la fase mé-—-—

vil ¥ es obtenida de Mn = [fensoactivg) - cme.

LY

Em + Ls S/—————= Els (1)
K2

Em + Mm &———= EMn (2
K3

EMm + Ls s==————= Fls + Mm {3



Las constantes dv equilibrio correspondiontes a las ecua--
clones 1, 2 y 3 sen depotadas K1, K2, ¥ K3 respectivamente.

La constante de equilibrio § no cs censiderada; ya que mul
tipllicande K2 veces K3 sc obtiene K1, ademds de que ¢l mecanismo-
do retencidn estid controlado por cl cqulfibria 1 ¥ 2. El factor
de capacidad de ¢l solutas, K7, se¢ define de la manera usual come
slguc:

ke oo Bl /i Fd - Eud) 4

donde @ es la relacidn del volumen de fase estacionaria, Vs a elwvo
lumen de fase mdvil, Vm, et la ¢olumna. La c¢omblnacidn de las ==
vcuaciones 1-3 lleva a Ya expresidn sipgulente para el factor de -
capacidad:

K = (8 [0l w3/ = k2[igh (5]

Esta expresidn predice una dependencia parabdlica de K° -

con respecto a Bml en la cual la curva tendrd un intercepro de

g2 1.

5% K2 sc conoce (calculadoe de valores de Keq medidos inde-
pendlentemente}, eontonces el valor de [[F K1 puede ser estimado
de solamente una medida de K° a cualquier concentracidn parcicu—-
lar de tenscactivo en la micela. E! valor del Lntercepto pucde =
ser usado para cstimar ¢l valor de K" a cualquier concentracldén -
particular de¢ tensoactivoe en la micela y debe concerdar cen el da
to experimental,

La eccuacldn 3 puede convertirse en uma linea recta tomando
¢l reciproco de ambos lados de la expresidn:

1/ - (Bd  K2)/0 8 (B s1v- 170 8 L K1) {6 )

Gratificando 1/K° vs, DAl en moles poer litro, se obriene
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una linea recta., ELl valor de K2 representa el quilibrie entre el
soluto por mondmero de tensoactivo y estd dado por ¢l valor del -

cociente entre la pendiente ¥ el intercepto.

Para obtener la constante de equilibrio por micela, Keq, -
s¢ debe de multiplicar K2 por el ndmero de agregacidn del tensoac
tiva.

El comportamiento de muchos compuestos cluldos con fases -
mdviles micelares acuesas puede ser descrito por cstes tratamien-
tos. Es obvloe que cuando se trata de las mismas fases mdviles u-
sando dos diferceuntes fase estacionarias serdn diferentes las cong
tantes de equilibrio entre la fase estacioparia y ¢l centro del -
solvente (K1), ¥ entre 1a fase estaclonaria y la micela (K3), per
maneclendo igual l1a ceonstante entre el centre del solvente ¥ la -
micela (K2}, pero si se¢ toma la misma fase cstacionaria pere dife
rentes fases méviles micelares resultard en que Kl permancce cons
tante y K2 y K3, diferentes.

s
"e
1 ©.0374 |-
H K o0
0.0a% =
o
s o
o.a12s |- ‘l}
'é}‘.? P H§\~.__
o H‘-“"--;_"‘::-—__::.._
il I I -1 e
L] o GIs N us LTI u Wy + o83 Bah LB ri
sog) m _Goslm
fig. 2.6, fig. 2.7.
Dependencia de 1/k° con respecto a la Dependencia de K7 con respecro a
concentyacidén de tenscacrivo en la fa 1a concentracldn de tensoactivo
se mévil para j sustancias aromiticas para 5 sustancias aromdticas:
{0 ) tepetilnaftaleno; ( & )i=bromo- { 0 ) benceno;(® toluenc; () -
naftaleno; (A) antraceno: {M plirenc p-xileno; (B) pireno y (@) peri
Yy gf]) perilene.  Colupna uBondapak — leno. Mismas condleclones que en
C13; flujo 2.0 ml/min. Tensoactivo - la figura 2.6.

505, 9.1 weolar,
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Otra caracvtecistica Impartante en este Lipe de cromatogralla, o2 que
al Ineprcacntar la seneentracion Jde teasoactiva en un xistems dade (e concen—
traciones arriba de su cmc) disminuye ¢l volumen de retencida y per consiguien
te K'.

Cuando se grafica el lagaritme del factor de fapacidad contra el loga
ritae de Ja eoncentracidn de repsoactive, apirece utna importante ¢aracteristica
de la cromatografia micelar. Para diferentes compucstos las lineas reccas no -
son paralelas y se¢ interceptan una a otra, Jo que significa que no dnicamente -
el factor de capacidud cambia, sino tambidn ¢l factor de scparacléa, llegando -
a camblar el orden dco elucidn, Este efeeto de la coacentracidn del tensocaetive
propoveiona ¢l primcero de 2 mécanismos Jde seraracidn en ua sistema micelar.

A bajas concentriclones micelaves ol sistema os semejante a la croma-
tografia normal ea fase reversa, vn dende la perencidn aumenra al aunentar Kws.
Sin embargo, cuando la concentracidn de surfactante se incremenza, Ewm ticne --

un efects de inercmento debido 2) mayor nimers de micelas presentes cn la fase
mivil.

(RN

Log [SD5Y.m

I L1 k3
BT YY) 5% 3 ) T-ak
Log [C1aa), m

fig. 2.8, fig. 2.9.
Efecte de la vongentracidn de éfectu de la concentracidn de CTAB so-
SDS zobre la retencidn de: (@) bre la retencidn: () fenol; (O)p-ni~
fenel; {0)p-nitreanilina; (Q) troanilina; (O) benceno; (@pinitroben
benceno; (4PInicrobencena;{dh ) ceno; () rolueno; (M} 2-nafrol.

tolueno; (M }2-paftel.
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El segundo mecanismo para aumentar la sclecrividad utilizando este tipo
de¢ cromatografin cs debido al tipe de tenscactlve utilizade, anidnico, caridni-
¢o o zwiterldnico; ya que los solutas pelares pucden inreractuar zanto clectros
titica como hidrofébicaments con el tensoactiva.

fn los compucsres que se¢ aseejan a Jas micelas so observa un comporta -
mianto de walén en ol cua) decrece la revencidn al aumentar la concentracidn -
micelar. Los compuestos gue ne S¢ asecian a las micelas pusden presentar dos —
tipos de comportamiente: un comportamicnto de no anidn en el cual la retencidn
no o5 alterada por la concentracidn micelary o bien pueden experimentar un re -
chazo que se purde reflejae en doy tipes de interiaccldn; en el primere so obser
va un comportamiento tipo unidh ya que decrece la reteneldn al avmentar la con-
centractdn micefar, efecte que se ve coande la fase estaclonarla estd saturada
cen el tensosctive y Jos compuestos generalmente ticnen la misma carga que §ste,
¥ ¢l sepunde se le liama de apriunidn en donde crece la retencidn sl aumentar
la concenzracidén Jde wicelas ya que al} ser rvechazade por dstas, ¢l soluto pucde
interaceuar mis ficilmente con la fase ostacionaria) efegfo que se¢ ve cuando na
hay adsorcidn del tensaactive per la fase estaclonaria.

A
» n

»

Va .
Ve = Vo ’
» A
) g i
[feelas]

fig. 2.10. OGriflcas tipicas de los pardmezros de retencldn contera 12 concen--

eractdn de mizelas en la fase médvil. Curva B: compuestos con come-
portamlento de unidn. Curva A: compuestes con comportamienroe Je
anciupidn. Curva N: compuestos ¢on comportamiento de ne unidn.



S¢ ha establecido experimentalmente que realmente existe -

adsorcidn del rtepsoactiveo dentro de la fase estacionaria no polar,

¥ esta cantidad adsorbida permanece constante a cualquicer concen-
traclidn del tepsoactivo arriba Je su cme econ lo cual se ha padido
comprobar el compertamicato de antiunidn.

% 10~}
FRL .
': 114 r——-_'—_f *
E o]
T 1l
=0,
£ 0
i
= ‘o
~ G
ERNT
= 4 .
= 3
S a2l
-2
14 x 10
'l r3 'y L [l A i —
0 o 4 6 8 10 12

[j'cnsnnc tivo s M

rig, 2.11. Tsoterma de adsorcidn de SDS sobre una columna Altex

0DS a 30aC. La fasc mdvil es l-propanol:agua (3:07)

En muches casos eos dificil predecir ¢l compertambiento do
lones orgdnlices.

A los modelos propuestos se les debe de conside
rar «1 equilibrie

prototrdpico que afecta asociacidn soluto mice-
Ta v la particidn cromategrdfica. La interaccidn de un dcido
{HAY no disocliade y su forma Jdisoclada (A7),

con la fase estacioe-
naria, Ls, ¥ ¢} tensoactivo ¢h la micela (Mm),
HALS, HAMm, ALa~ ¥ AMm~
donde

formando comple jos
s¢ represcantan por las ecdaclones 7-13 -
las concentraciones molares de las cspecies en las dos fa--

S5¢a sen denotadas por los subscritos s ¥y m (fase estacionaria y -
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fase micelar respectivamentel.

Las constantes de

equillibrie

CO=m

rrespondicentes a lag ceuacloaes 7-13 son K7 a K13 y Kam represen-

tu la coustante de Jdisociacidn del
lar {fig. 2.13.).,
'y
g
J L L 1t )
] 4 L3 L] 4
*.m
»
b
L 1 L L e
4 L] L] 1 ] 1]
Yo,
fig. 2.i12.

solutes con
sddico ¥ (o
portamiento
tensoactivo
¥y Q0.4M para

HA + Ls
HaA + Mm
AT + Ls
AT + M@
HAMm + Ls
AMm~T  +  Ls

tHa

dcldo

HA en

la solucidn mice--

<
“
E']
1 '1 A L -
2 + . . [
LR
-]
-
Fy
1 1 L L |
T 4 . . 1
L

Separaciones en cromatografia liqulda micelar de dos

cemportamiento de antiunidn:

{ #) naftalensulfonate -

) dcido 2-naftol-O6-sulfdnice; y dos solutos con com=-=-

Je unidn:
utilizade fud 5Ds

1035 cromatogramas

——————="  HAls
_—————= HAMNm
—_—= AL"s
—_——= Me
T HALS
E=—— %
———————

(@) nafraleno ¥y ( ®) p-nitrofenecl.

a concencracidfn de 0.025 0.15,

A,

8,
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C y D respectivamente.
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Las eccuaciones 1y y 12 representan la transferencia directa
del soluto a la fase estacionaria ¥ no se deben conslderar ya que
Ki1 # K3 = K7 y K12 ¥ K10= K9, Este modelo calcula las constan-=
tes de equilibrio, ne les ceeftcivntes de particidn ¥ tiene la --

ventaja de gque ¢1 volumen de fase estacloenaria y ¢l volumen par--

cial de ctensoactive, no necesitan conoecersae. Significativamente
las constantes de equilibrio de las micelas solubilizadas son ob-
tenidas de fuentes independientes, el modelo puede predecir ol ==
comportamicnto de espucley neatras o cualquier concentraclidén mice
lar y a cualquler pH., La magnitud de la retencidn del solute es
expresada como el factor de capacidad (K'), y se define convencias

nalmente como sigue:

kR

a=

A M
\\\.A///
b
| s

2,13, Representacidn esquemdtica del equilibrio de dcidos orgdni

cos débiles HA ¥ su base conjugada A~ cor la micela Mm ¥y la fase

estacioparia en c¢romatografia micelar.

K w (p [ard  « OusT] w2fl « 07 « v« Boed ) {14)

Donde @ es la pelacidn de fase mévll (Vm) a fase estaclo-
naria {¥s) ¢n la columna. Las c¢encentraciones de las formas pro-




tonadas y neutras de los dcidos dependen del pH, ¥ a un pH bajo,-
s0lo las formas protonadas neutras e¢xisten., Combinando las ecua-
clones 7, B y 14 se obriene:

Ko’ » ( § [fd K7 /(1 + kS B ) (15

Donde Koo' ¢s el factor de capacidad limite para las formas
neutras. Similarmente a un pll e¢levado donde svlamente la forma
ionizada estd presente, la combinacidn de las ecuaclones 9, 10 ¥
14 resulta en:

Kie s Cp [Ld %9 )/ 1o+ Ko 3R ) { 16 )

Donde K17 e3 ¢1 facter de capacidad limite para la forma -
disociada. Las ccuaclones 15 y 10 predicen una dependencia de -
la curva dv K* scbre [H4] para pH intermedlos, la combinaclén de
las eccuaciones 13 ¥ 16 lleva a una ecuacidn que relaclona el fac
tor de capacidad con el pH:

K- . Ho {1 + K3 [\l } o+ Ki° {1 + K10 Eua ) Kam/ Eﬂ)
(18 Dl + O «10 il ) wan/ [

(17 )

Una ceuacidn similar sc pucde derivar de la interaccidn de
las bases débiles reemplazande HA ¥y AT  por la base protonada --
BH* y la basc libre B en el modelo y dentro de las ccuaclones --
7-16. La ecuacidn que relaciona el facctor de capacidad con el -
pH para bases orginicas es la sigulente:

ke o K7 €L+ w8 [ad ) . Koty « K10 fmd)  Kam/ {3
1+ 88 Migd o (0 - K10 Bl ) Kam/ i h

Donde Ko cs el factor de capacidad limite para la base ~—--

{ 18 )

neutra B; K1° es vl factor de capacidad limite de la base prota-

nada BH" ¥y Bam es la constante aparente de disociacidn de la ba-
se,

51 BE ¢s constante, las ecuaciones 17 y 13 predicen una -

16
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dependencia de tipo sigmoldal de K° en relacidn al pH, ¥ si el pH

.

ey constante, pradicen una curva parabdlica de K° en relacidn a -

g -

Las ccuacionecs anteriores neo contlenen un término de repul-
3idn electrostdtica, sin embarge, para especles ifdnicas de las --
mismas cargas que el agregado micelar, podria sSer c¢sperada una --
desviacidn de los valores predichos de K-, Los ¢fectos electros-
titices son otro factor en ¢l mecanismo de separacldn miccla-soly
to=-fase edtaclionaria. AMunjque pueden ogurrir cambles en la emc --
causados por electrolitos ¥y solutos se¢ ha visto que ¢l comporta--

mlento es independiente del valor absolute de la cme-

Las columnas CN y 0P8 interactdan muy diferentemente con ==
los mondmeros de tenscactive., Una columna OBS adsorbe los mondmp
ros quedandoe el grupo polar en contacto con la fase mévil, Como
la superficle estdi cargada con la carga del tenscaceivo entonces
repelerd a especies idnicas de la misma carga. EI empaque ciano-
no adsorbe mondmeros del tensocactivo y generalmente tienen la caw

pacidad de retenmer varias especies idnlcas.

Cuandoe s« trabaja con una columna C¥, una fase mdvil que --
contenga un tensoactlivo anidnico ¥ un delde orgdnico ne disocliado
tendrd un comportamienta e¢n el cual al aumentar lo concentracidn
de tensonctivo disminutrd ¢l factor de capacidad (disminuyendo ¢l
tiempoe de retencidn), pero al estar en forma tonlzada éste experi
mentard repulsidn electrostitica de las micelas y se retendrdn --
mids al aumentar la concentracidn micelar. Los grupos hidroféhi--
eos puceden alterar ¢l comportamiento del soluto, ya que la fuerza
de la asvoclacidén micela-salute se fncrementa con la hidrofobicie-
dad del solubllizade, lo que podria producir un contrabalance de
la repulsidn electrostdtica y asociarse mis fuerctemente a la mice

1a.

Hay que hacer notar que si la repulsidn electrostdcica del
solubllizado con la micela es mucho mids grande que la atraccidn -

17




hidrofébica, lan concentracidn micelar estard mds directamente Te-
laclonada a K° que a su reciproco, ¢n camble en un sistema inter-
medio cuande la atracecidn Widrofdbica es poco mayer que la repul-

sidn electrostdtica, 1a concentracidn micelar es mds directamente
relaclonada a 1/%°.

El pH de 1la solucidn es de gran importancia ya quec exiscen
cemportamientes completamente opuestos dependiendo del pH a dife-
rentes concentraciones del tensoactivo. A& pH bajo, los valorcs -
de K de los deidos neutros decrecen con ¢l incremento micelar y

A pit elevado los valores de K° de las bases conjugadas s¢ incre--
mentan.

Este comportamlento ¢s consistente con la discusidn acerca
de que ¢l procese d¢ separacidn en silstemas micelares e3 controla
do por ¢l balance de fuerzas vlectrostdticas y electrofdbicas, -
En todo este planteamiento no s¢ estd conslderando un camblo sig-
nificante en la ¢structura micelar, sale se estd considerando cap
bios en 1a estructura de el soluto,

14
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fig. 2.14. Valores de retencidn cromatogrdtica para el dcido 2

naftalensulfdnlico., OCrdflea A: K* vs. [E0E ; grdifica B: L/K° vs.

[sp5] a pi de (0) 3.0, (A) 4.5, (®) 5.5y (M) 6.5. Columna CN
de 10 um. flujo de 2 ml/min. ¥y pH controlado con selucidn regula-
dora de fosfaros O,01M



Con base en eses Jdatos vl valeor del pH dvl punto de isoelu-
eidn marca ¢l cambio de¢ incremente o decremente de K7 con la con-
centracidn micelar ¥ podria ser 1gual al valor aparente Kam.

Cuando f¢ trata de columnas OD3 los deides dfbiles revelan
un valer mayor de K° en soluclienys dcidas dounde las formas neg---
tras estin presentes ¥y K es menor en solucicaes bisicas donde --
las formas anidpicas estdn presentes y cstdo repelidas por las fa
s5¢s vstacloparias con mondmeres de tensocaccivos adsorbidos y por-
las micelas,

a0 4D,

[ ¥}

azd

201 0O Q.OFQIY -~ adl QL% Gow orp

505)M Bpel w

fig. 2.15. Valores de retencidn cromatogridfica para el dcido -
pirénsulfdniceo. Grifica A: & vs. [SDF ¥ grifica B: 1/K*' vs (03
a ph (0 ) 3, {A), 5, (@) 6y () 7. Las condictones cromato-
grificas son las mismas que en la flgura 2.14.

ta adsorcién de mondmercs de tensoactivo sobre la superfi--
cie de la fase estacloparia ODS, causa que las bases orgdnicas --

protonadas se reteongan ods que las formas neutras de 1la base li~-
bre debideo a la atraccidn electrostdtica, por lo que el comporta-
miento serd parecido al que preseantan los dcides. Por otro lade,
cuando s5¢ oluyen bases débiles usando columna €N, los valores ads

grandes de K° ocurren en la solucidn mds bisica donde la forma ~=
neutra de la base libre escd presente y soa mis pequeiios e¢n selu-
clones dcidas donde la farma protonada existe, la cual tiene upa
atraccidn favorable a las micelas cargadas negativamante, por lo
tanto vl comportamiento de c¢lucidn debido al pH de las bases orgd
nicas proronadas en columnas ON serd opuesta a las observadas en

columnas ODS,
19
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fig, 2.16.- Varjacidn en la reten fig. 2.17. Vartacidn en la retencidn
cidn del verde de bromocresol con del verde de bromocresol con variacie
variaciones del pH a varias con-- nes del pH a varias concentraclones
centraciones de SPs: (O J0.02M3 de 5Di: (@) 0.02; (AK)o.osy; (e}
(AYo.o5M; { #)o.084 y (H)0.1M, 0.93% y (I )0.1M. Cendiciones: Colum=
Condiciones dadas en La fig, i ODS Sum., flujo | ml/min y pH con-
2.14. trolado con solucién regutadera de =

fosfatos 0.01M.

Un comportamicnto semejante pere inverso, es de esperarse so
bre todo en las columnas ODS, utilizando un tensoactivoe catidnico.

Las sales como el cleorura de sodio influyen dircecctamente en
la rctcncidn cromatogrdafica. Sv aplican los términes "Salting in"
Y "saltlng out” para ¢l soluto cuande se hace mds o menos soluble
respectivamente en ¢l centro del solvente, y no se refiere a su --
comportamiento en Ja micela. El heeho de agregar sal a la fase md
v1il puede provocar un efecto "salting out", concominantemente con -
sus efectos sobre K°, llegande a tencr un e¢fecto de unidn con la mi
cela cuando se¢ tenfa uno de antiunidn. Con solutes con muy peca hi
drofobicidad, el hecho de agregar sales a la fase mévil proveca una
alteracidn cn la estructura micelar provecando un efecto "salting -

in",
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fig. 2.18. Dependencia de K7 de
la anilina con respecto al pH uti-
lizando 5D5 0,03M en solucidn amor
tigundora de fosfatos 0.014. Colun
na uBondapak C1% a un flujo de 2.9

1
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fig. 2.19. Dependencla de K7 de la
anilina ¢on respecto al pH utilizan-
do SD3 0.034% en solucidn nmartiguﬂdg
ra Jde fosfatoes 0.01M. Columna CN de
19 um. de tamafie de particula a un -

ml/min. flujo de 2.0 ml/min.

Cuande se¢ utiliz=a un tenscactivo =witeridnico en cromatogra
fia mievlar, los efectos electrostitices vistos con los dos tipos
de tensoactivos anteriores no son tan importantes como el aspecte
de la hidrofobicidad.

Uno de los problemas mds grandes en este tipo de cromatogra
fla o5 la baja eficiencia frecuentemente encontrada. Este es - -
atribuldo a las tranaferencias de masa restringidas. En las fa--
s¢s mdéviles micelares cuando la velocidad de entrada a las mice——
las de un solute e¢s mds grande que la solubilidad de éste en el -
solvente, va a tender a quedarse en la micela, ademds la distan--
cia que ¢l s2luto tiene que viajar hasta la fase estacionaria ha-
ce que¢ 5¢ tenga muy pocas probabilidades de gque hay interaccliones
soluteo«fase estacionaria, no obstante moléculas muy pequelias o ==



fdcilmente solubles en agua pueden velver al solvente donde fin---

teractian con la fase estaclonaria,

Un pardmetro importante de la cinfeica del sistema es como
lograr una mayer transferencla de masa. Un punto a coensiderar es
1a temperatura; se ha visto que al incrementar la temperatura se
aumenta la cindtica micelar, efveczo que tamblén se debe a gue ba-
Ja la viscosldad de 1la fase mdvil. Este efecto es pequefio, lo -
cual indiva que la transferencia de masa, no los coeflelentes de

particidn son los primeramente afectados.

Otro parimetro que pucvde modificar la efictencla es5 la vreleo
cidad de flujo, ¥a que con una velocidad alta, un solute hldrdfe-
bo scrd movido una distancla relativamente larga a través de la -
columna antes de quoe puceda salir de la micela e interactuar con -

la fase estacionaria,

La eoncentracidén de tenscactivo también es lmportante, como
ya ha sido menclonado. Por ultimo, la adicidn de modiflcadores -
orginicos como aleoholes, los cuales hacen la fase acuosa mconos -
polar, podrfan ayudar a gue un solute no polar salga de la micela
mis rdpldamente ¥y asi incrementar la eficlencia de la columna.
Alceholes de peso melecular mis grandes, empezando con cl n -buta
nol tlenden a ser incorporades dentro de la micela, formando mice
las con un decremente de Ja eme. Como s¢ cspera, solventes orgd-
nicos aumentan la eficliencia, pero a costo de reducir K. Tamew=-
bién se ha visto que las fases c¢stacionarias hidrofdbicas exhiben

muy pobre transferencia de masa, caracteristica de esas condicip
nes. Esto es debido presumiblemente a la pobre humectacidn de la
fase estacionarla que resulta en up bajo equilibrio de la superfi
cie de las dos fases no similares.

El n-propanol a una concentracién del 3% cubre un 903 de la
interfase, pero solamente ol 50% se cubre con metanol a la misma
concentracidn en fases méviles micelares. Este efeccto no se ve -

con modificaderes tales ¢ome acetonltrilo & etancl avdn a elevadas
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concentraclones. Ahara blen, Ta adicidn de modificadores orgdini-
cos puede altepar la estructura de la micela, asf come Ja micro--
viscosidad Jocal experimentada por el salute, este efecto es pe-=
gquefio en comparacidn & las ventajas dadas por la humectacidn de -
la fase estaclonmaria, Es lapertante mastencr la concentracién de
modificador orgdnice en Ia fase mdvil fo mds bajo posible. Por --
otro lade, wna ecancidad grande adicionada del medificador orgini-
v ¢3 Incongruente desde ¢l puntd Jdv vista ecendmico, ya que una
de las ventajoas de la cromaregrafis micelar es gue ¢s ads barata
debido a Ya minima cantidad de¢ salvente orgdnice adiclonado.

En las sigulentes tablas se presentan una serle de experl--
mentos en los cuales se llustra el comportamienrs de estas fases
al invelucrar los parddmetros arriba mencicnados para aumentar la
efleiencia de la eromatografia liguida micelar en fase reversa.

Tabla 2.3.% VYarlacidn de la eflclencla y askmetria de 1p acetona
con la concentracldn de Metanel

% de Metanol N B/A
D 300 6,67
2 350 1.83
5 750 4.00
10 120 3.50

% QColumna nltragphere 0DS. Fase névil SO05 0,02M,

n
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Tabla 2.4.%% Varlacidn de la eficiencia ¥ de la asimetria del

benceno con diferente modificador orginico

Medificador QOgdnico h B/A
metanel 1080 3.3
acetronitrily 1990 1.93
etanol 2060 2.03
n-propanol 2230 1.61

#2  Columna Alltech €15, 10/90 modificador orgdnico/agua + 0.05M.
de SD5.

Tabla 2.5.¢## V¥ariacidn de la efliclencia y simetrfa del benceno

coen la tepperatura.

Temperatura °C N B/A
3o 15000 1.62
33 15500 1.09
40 14800 1.06
45 15000 1.00
50 13700 1.07

a¢d  Cplumna ultrasphere 0DS, 10/90 propancl/agua + 0,05M. SDS.
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Tablalz.ﬁ.nﬁﬁﬁ Variacidn de la effciencia ¥ asimetria del benceny

¢en la proporcidn de n-propanvl.

% n-Propanol 3 BaA
[\ 9070 1.62
1 14100 1.13
2 142380 1.03
3 15510 1.02
[} 14930 1.01
§ 14710 1.01
1o 15340 1.01

##ud Colunna ultrasphere ODS, fase mévil]l 0.034 SDS, 40 °C.

Comparando fases méviles hldroorgdinicas, fases méviles mi--
celares y fases méviles hibridas (micelas mis modificadores), en
series homdlogas, se encontrd que la naturaleza ne homogénea de -
las micelas crea una situaclén lnica no aplicable a un sistema -
hidroerginlco homogéneo y que ticne una influencia profunda sebre
¢l comportamlente de retencidn y selecvividad., En fases mdviles
hibridas a concentraciones bajas de modiflcador, (menos del 20%)
cstas shlguen comportdindose de manera scmejante a las fases mdvi--

l1¢s micelares puras.

Una de las grandes ventajas de la cronatografia mlcelar es
¢l uso de gradiente de coacentracidn micelar ya que sicapre se en
contrard una cantidad consvante de tensocacrivo libre presente en
solucidn, y cualquier cambio ¢n la concentracidn raral de tenseoac
tive sirve sélo para cambiar la concentracldn micelar, por lo tan
to, ¢l aumento de fsta pucde hacer mids rdplda la e¢lucidn de com--
puestos altamente retenidos sin alterar la composicidn de la fase

estacionaria. Esto permite un paso para que el gradicente vuclva
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& las condiclencs originales ¥y solamente necesite la cantidad de

fase mévil necesaria para alcanzar la mezcls original, en compara
cidén a las fases méviles hldroorgdnicas en las que requiere gran-
tiempo para reacondlcionar la columna a las condicliomes erigina=--

les.

Otra ventaja es que ofrece una solucidn para el tratamiento
de fluidos bioldglcoes, ya que solubiliza mids fdcilmente los compe
nentes proteinicos debldo a que se recubren de tensoactive, ha---
ciendo posible la Ilnyecclidn directa de muestras a las columpas =--
CLAR y esto facilita el meniroreo de firmacoes y protefinas en  es-
tudios de blofarmacia y farmacocinética. 8c¢ han cuantificado con
buenes resultades Cefalosporinas, Cloranfenicol, Morfina, Codeina,

etc.

£sta técnica ha sido acoplada a derectores ultravioleta, de
fluorescoenetia, clectroquimicos ademds de haber sido utilizada en

cromatografia lIgyulda capilar,

Otra aplicacidn de la cromatografla en pscudofase liqulda,
es ¢l uso de micelas que semejen a los kilemicrones con los que -
s¢ pudo obtener coeficlentes de particldén para medir la lipofobi-
cidad d¢ subsctancias en CLAR en una forma dindmica, noe estidtica;
con le que se abre una posibilidad para el sstudio de toxicidad -
de fdrmacos simulando flufdos bioldgicos.

Par otro lado, los compuestes polares se han visto que sc -
scparan dentro de solventes no polares conteniendo micelas rever-
sas en CLAR de fase normal, formande las bases de métodes alterna
tives de extraccidn y separacidn. Con esta tfcnica se hen separa

do especies idnicas y compuestos altamente solubles en agua.

En resumen las fases moviles micelares son una técnica en -
la cual s¢ tiene uma alra selectividad para diferentes tipos de -
compucstos, mdis barata y menos tdxica por el uso de concentracio-

nes bajas de mpodificadores orgdnicos; ademds de que ayuda a sim--



pliflcar el tratamlento de muestras y se¢ pueden utilizar diferen-
tes tipos de deteccidn.

La desventaja repertada en ¢l uso de cromatografia pscudo1£
quida es que la vida de las columnas se puede ver afectada, ya =~
que el soporte de silica se solubbiliza eon 1a fase mdvil, efecto =
que s¢ ve aumentado al elevar la temperiatura, por lo gque s¢ reco-
mienda colocar una precolumna que sirva cope presaturador de fase
estacionaria a la fase mSvil ¥ mantenerda a la temperatura de tra

bajo, con lo cual se puede maximizar la vida de la colupna.
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-

- . - . e 2
L P o Bt BT b bt = A




CAPITULG 3

PARTE EXPERIMENTAL

3.0 MATERIAL, REACTIVOS Y EQUIFO

30010 EQUIPO:

Bomba Beckman para cromatdgrafo de liguidos mod. 1108,

Bomba Waters para cromatdgrafo de liquidos mod. 510,

Dutector Beckman de absorbancia al U.V. de longitud de onda fi--
ja para cromatdgrafo de liguidos mod. 153 con filtro de 254 nm,
Detector Waters de absorbapeia al ULV, de longitud de onda fija
para cromatdégrafo de liquidos mod. 440 con filtro de 234 nm.
Inyector BDeckman para cromatdgrafo d+4 Viquidos cquipado con loop
de 20 ul.

WISP Waters mod. 712.

Cracificador Kipp & Zonen mod., 901.

Integrador Beckman mod. 427.

Integrador Waters mod. 740,

Contrelador de temperatura de columpas Waters TCM

Balanza analitica Metcler mod. AE 100,

Columna de acero inoxidable para cromatografia liquida uBendapack
C18 de 3.9 mm x 30 ¢nm.

Columpa de acero inoxidable para cromategrafia liquida Resolve
€18 de 3.9 om x 135 cm.

Bailo de ultrascnido Branson moed., B-12.

Bafio de vapor.

Aglrador magnético Thermolyne med. SP 15.425.

Precolumna Waters de 3.9 mn de didmecro Lnterne.

o
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3.4.2, Material.

- Mierojeringa de 109 ul Hamilton. -
- Equipo de Filvracidn Millipore.
= Filtro membranma Millipere tipo GVWP de 0.22 um.

3.1.3. HReactivos.

- Agua HPLC.
- Metanol HPLC. Mercek.

- Yetanol R.A. Mercek.

- lsopropanel HPLC Merck.

« Lauril Sulfato de Sodio (SDPS) R.A. Sigma.

-~ fromuro de Cetil Trimetil Amonie (CTAB) R.A. Aldrich.
- Tetrahidrefurano HPLC Merck.

- Estdndares de Referencia de:

Hidrocortisona Acetdnido de Triamcinolona
Metll parabenc Noretisterona
Fluoximesterona Droxeona

Sulfametexazol Fenilbutazona

Prednisona Prednisolona .
Trihexifenidilo

J.2. PROCEDIMIENTOS.
3.2.1, Seleceidn de la Condiclones Cromatogrdficas.

Se probaron las sigulentes condiciones cromatogrdficas tan-
t¢ para Hidrocortisena come para Acetdnldo de Triamcinelona bajo -
las condiclones dadas, inyectdndose soluclones metandlicas de con-
centracidn aproximada de 20 ug/ml de cada uno de los coppuescos a
probar. Todas las lecturas fueron hechas a 254nm. ¥ cn las gi-—---

guientes columnas.

l.- Columna uBondapak C18:



- Fase mévil 1.- Solucidn 0.05 M de SD5 en Metanol:dgua (20:350)
a)
Flujo: 2.0 ml/min,
Atenuacién: 50mV.
Volumen de inyececidn: 20 ul,
Veloclidad de la carta: 5Smm/min.
Temperatura de la columna: T.A.
b)
Flujo: 2.0 ml/min,
Atenuactidn: 30 mV.
Volumen de inyeccidn: 20 ul.
Veloclidad de la carta: 2 mm/min,
Temperatura de la columna: 40 °C.

= Fase mévil 2.- Solucidn 0.054 do S5DS en Isopropanol:dgua
{3:97).
Flujo: 2.0 ml/min.
Atenuacldni 50 mV,
Volumen de inyeccidn: 20 ul.
Velocidad de la carta 2 pm/min.
Temperatura de la ceolumna: 40°C.

= Fasv mévil 3.- Solucidn 0.02M de 50S en Isopropancl:Agua
(10:90).
Flujo: 2.0 ml/min,
Atenuacidén: 32
Volumen de inyeccldn: 20 ul.
Velocidad de 1a carta: 0.25 en/min.
Temperatura de la columna: J0°C.

- Fase mdévil J.- Solucidn 0,054 de 5DS5 en lsopropanel:iigua
(10:90),
al)
Flujor 1.5 ml:mln.
Atenuacidn: 32,

Yolumen de Inyeccidn 20 ul.
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Velocidad de¢ la carta: 0.25 c¢n/min,
Temperatura de la columna: T.A.

b)
Flujo: 15. mi/min.
Atenuacidn: J32.
Volumen de inyecciduns: 20 ul.
Velgocidad de la carta: 0.235 cu/min.

Temperatura de la columpnas 40 °C.

- Fase mdvil 5.- Soluclién 0.054 de SDS en Isoprepanol:
Tetrahldrofurano:Agua (10:2:583)
Flujo: 1.5 ml/mln.
Atenuacidn: 32. A
¥Yolumen de inyecclén: 20 ul.
Velocidad de la carta: 0.23 ca/min.
Temperatura de la columna: 40 °C.

~ Fasc mdvil 6.- Solucldén 0.054 de CTAB en Isopreopanol:Agua
(10:9v)
Flujo 1.5 ml/min.
Atenuaclén: 64,
Voelumen de inyecelén: 20 ul.
Velocidad de 1la carta: 0.25 co/min.
Tempuratura de la columnat 40 °C.

2.- Columna Resclve C18,

- Fase mévil 7.- Solucién 0,054 de SDS en Isopropanol:idgua
(5:95)

Flujo: 1.0 ml/min.

Atenuacidn: 64.

Sensibvilidad del detector: 0,03 AUFS.
Volumen de inyeceidn: 20 ul.
Yelocidad de Ja carta:s 1.0 cm/min.

Temperatura de la columnas 40 oC.
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-~ Fase mbyil S.- Solucién 0.05M de SDS en lsopropanol:agua (3:97)

a)
Flujo: 1.0 ml/min.
Atenuacidn: 64.
Sensibilidad del detector: 0.03 AUFS,
Yolumen de inyeccidn: 20 ul.
VYelocidad de la carta: 0.23 cm/min.

) Temperatura de la columna: T.A.

b
Flujo: 1.4 ml/min.
Atenuacidn: 63.
Sensiblilidad del dececror: 0.035 AUFS,
Volumen de inyeccidn: 20 ul.
Velocidad de la carta: ©.235 ca/min,
Temperatura de la columna: 30 °C,

3.2,2. Seleccidn del Estindar Interno.

Ya teniende las condiciones del sistema tanto pars Hidrocortisona co-
me para Accténido de Triamcinolona, 5S¢ buscaren los pesibles estdndares inter
nos para el método analitico. So llevd a cabo una prucba de especificidad ¥
de acuerdo a dsta se sclecciond definitivamente tanto el estdndar interno co-
me la fase mdvil. Llas pruchas se hicleren inyectando solucienes metandlicas
de las sustanciaa a probar y se observd su tiempo de retencidn, separacidn —-
del pico de la muestra y la forma del plco.

3.2.3. SBeleccldn del Procedimiento Analitico,

De acuerde al ebjetive de la tesis se planted el sigulente procedi-—

micnto para la preparacién de las muestras:

- Tomar una cantidad adecuads Jdv la muestra a apalizar y colocarla en un vaso
de precipitado.

- Agregar solucidn 0.05M de SDPS 0,034 en agua destllada y el Esvindar interno
en solucidn.

- Fundir en bafio de vapoer durante 10 a 15 min, Llevar la muestra a un volumen
conocido.

- Filtrar a travdés de filtros de poro pequeiio, tomar una alfcuota y llevarla a
la concentracidn final.

- Inyectar al sistema cromategrifico.

3.2.4, Validacidn del Métedo Analitice

Ya habiendo afinalc ¢l métods propuesto se prosiguid a la validacidn -
sigulende los siguientes puntos:

a) Especificidad: Se hizo degradando las muestras bajo las siguicnees condi-
ciones:



1.~ Hidrecortisena Croma al 2,5%.

Huestra Tipo de Degradacidn Tlempa

formulaciéa Calor (80°C) 24,0 hrs
Acida {S0°C) 2.3 hrs
Bisica (809C) 2.5 hrs
Apgentes Redox {%0°C) 2.5 hrs
Luz Solar (T.4.) 15.0 dias
tuz U.¥. {T.A0) i3.0 dias

Materia Prima Calor (20°C) 24,0 hirs
Acida {5¢9C) 2.3 hrs
Risica (8QoC) 2.3 hrs
Agentes Hedox (S09C) 2.5 hrs
Luz Solar (T.A) 15.8 dias
tuz Uktravieleta (T.4.) 15.0 dias

fiacebo Calor (509C) 24.0 hrs
Acida (So°D) 24.0 hrs
Disica (S0vC) 24.0 hrs
Agentes Hedox (509G} 24.Q hes
Luz Selar {T.1.) 15.0 dias
Lux Ulzravioleta (T.A.) 15.0 dias

-

2.- Hidrocorcisona Locidn al .07

Debido a que tos excipientes de la crema ¥ de la Jocidn son los mlsmos
pada mis que en diferentes propercienes, se¢ tomd como vilida la especific{-—-
dad de 1a crema al 2.5% para la lecidn al 1.07.

3+- Hidracortisenz Ungliento al 2.5%.

Hucatea Tipo de Degradacién Tiempo
Formulacidn Acida (6O°C.) 72 hrs
Disica {60°C) 72 hrs

Agentes Redox (60°C) 72 hrs

Materia Prima Acida (60°C,) 72 hrs
Bisica (60°C.) 72 hrs

Agentes Redox (60¢C,) 72 hrs

Placebs Actda (60°C.) 72 hrs
Bisica {60°C.) 7% hrs

Agentes Redox (60°C,) 72 brs
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4.~ Acetdnido de Triamcinolona Crema al 0,55,

Muestra Tipo de Degradacidn Tiempo
Formulacldn Calor {90°C.) 24 his
Acida (60°C,) 48 hrs
Bizica (oweC,) 45 hrs
Agentes Redox (60°9C.) A8 hrs
Luz selars {(T.A.) 15 dias
Luz Ultravieleea {7.A.) i5 dias
Materla Prima Caleor (90°C.) 24 hrs
Acida (60°C.) 48 hra
Bisica {60°C} 48 hrs
Agentes Redox (009C.) 19 hrs
Luz Solar (T.A.) 15 dias
Luz Ultravieleta (T.M.) 15 dias
Placebe Calor (00°C.) 24 hrs.
Aclda {60°C,) 45 hrs
isien {(009C.) 4% hrs
Agentes Redex (G3°C.) 42 hrs
Luz Solar (T.A.) 15 dfas
Luz Uleraviolvta (T.AL) 15 Jdfas

§.~ Acerdnido de Triamcinolena Loeidn al 0.1%.

Debido a que los exciplentes de la crema ¥ de la locidn de Acetdnido de
Triamclnolona son loz mlsmos nada mds que en diferentes proporciones, se va
a t.;umr como vilido la especificidad de la crema al 0.5% para la lociér al -
0.1%.

6. Acetdnido de Triamcinolona Unglenta al 0.5%.

Muestra Tipo de degradaclién Tiempo
Formulaclén Calor {H0°C.) 2 hrs
Acida (60°C.) 2 hrs
Basica (609C.) L hrs
Acentes Redox (6Q9C.Y 72 hrs
Materia Prima Calor {60°C.) 2 hrs
Actda (60°C.1 2 hrs
Bisica (00°C.) 2 hrs
Azentes Redex (620°C.) 2 his
Placebo Calor (60°C.} 72 hrs
Acida (60°C,) 2 hrs
Bisica (60°C.) 2 hrs
Aventes Redex (60°C.) 2 hrs




Las mucstras ya degradadas s¢ analizaron de acuerdo a las condicicnes
cromategriaficas seleccionadas ¥y se observd si algin pico perteneciente a un pro
ducto de degradacidn salia al mismo ciempo que la mucstra.

b) Linealidad: Se 1levd a cabo analizande placebe cargado a los niveles de --
408, 60%, 505, 1008 y 1207 de la cantidad etiquetada cen cinco replicacio
fes por nivel a los cuales se les evalud  la pendiente, la ordenada al origen ¥y
coeficiente de correlacidn a la grifica Jde miligramos adicionados contria mili--
gramos recuperados. '

¢} Exactitud: Se evalud del porcentaje recuperadoe de cadi muesera del estudio
de linealidad para obtener la exactitud en todo ¢l intervalo de cencentraclones
incluyendo la exactitud al 1005,

d} Precisidn:

1.- Repetibilidad: Se determind por el coefleicnte de variackén de los resul-
tados obtenldos ¢n la exactitud tante del intervalo de concentraciones estudia-
das como la del 1005,

2.~ MReproducibilidad: Se evalud en un estudio en el cwval se hicleron determi-
naciones independicntes de una misma muestra en 2 dias por 2 analistas cen 3 --
replicactiones por dia ¥y por anallsta aplicdndese el modelo ya descrite.

e) Sensibilidad: 8¢ hizo por el estudie de 2 recobros de placebo cargado Jde --
las fermulaclones de Unguente de Hidrocortisona al I.5% y Acetdnido de Triamei-
nolona nelona al 0.5% a los niveles de concentracidn del 9635, 952, 10235 y 1047,
No se aplicd ningin andlisis estadistico, solo se observd la concordancia de --
los recobros con la cantidad adicionada,

f) Tolerancia del Sistematr Se hizo comparande los resultados de dos anilisls
independientes de una misma muestra de Ungliento de Hidrecortisona al 2.55 y ---
Acerdnido de Triamcinolona al 0.5% de los resultados originales al modificar la
fase mivll d¢ la manera sigulente:

1.- Hidrocortisona Ungliento al 2.55

- Solucidn 0.045M de SDS en Isopropanol:Agua {(3:97)
= Solucidén 0.055M de SDS en Isopropancl:dgua (3:97)
« Solucidn 0.05M de 5DS en Isopropanol:Agua {2.7:97.3}
- Solucidn 0.054 d¢ 5DS on Isopropanol:dgua (3.3:96.7)

2.~ Accténido de Triamcinolona Ungiiento al 0.3%:
- Soluecidn 0.05M de S$DS en Isopropanol:dgua (3:97) a 35°C.
- Solucidn 0.05M de 5D5 ¢n Isopropanolidgua (J:97) a 45°C.
- Solucidn 0.0434 de SDS en Isopropancl:dgua (3:97) a J0°C.
-~ Salucién 0.0554 de SDPS en Isopropanol:agua (3:97) a JO°C.



g) Estabilidad de 1o Muestra: Se establecid cuantificando las mispas mues-—
tras utilizadas en el estudio dv Tolerancia del Sistema de las cuales se se-
pard una cantidad al inicla que se¢ almacend a condiciones amblente durante =
48 horas,

3.3. RESULTADOS.

3.3.1. Selecclidn de la Fase Movil,

- Fase mévil 1 -
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fig. 3.1. Cromategramas utilizasde la fase mivil 1.

1} Cromatograma con las copdicioncs cromategrdficas a : Tiempos de reten-—-
cidn de la Hidrocortisana y del Acetdnido de Triamcionolona aprox. 8 min y

11,5 min  respectivamente.

2) Cromatograma con las condiciones cromatogrificas b : Tiempe de reten--
cidn de la Hldrocortisona y del Aceténide de Triameipeloma aprox. 7 min ¥

1% min respectivamente.

- Fase mévil 2

fig. 3.2. Crematogramas de la fase mivil 2 utilizando las condicones men-—
cionadas.

1) MHidrocortisona, tiempo de retencidn aprox. 7 nmin.

2) Acetdnido de Triamcinolona, ticmpe de retencidn aprox. 10 min.
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~ Fasec méyvil 3. T
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Cromatograma de Hidrocortisona y Acetdnide de Triamcinolona usan

fig. 3.3.
do 1a fase mévil 3 en las condiciones mencionadas con un ticmpa
de retencidn de 6.41 min ¥ 9.%0 min  respectivamente.
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fig. 3.1. Cromatogramas utilizande la fase mévil 3.

1) Cromatograma con las condiciones cromatogrificas a : tiempos
de retencidn de la Hidrocortisona y del Acetdnido de Triamcinelo
na de 5.15 ¥ 12.75 min  respectivamente, -
2} Cromatograma con las condiclones cromutogrdficas b ¢ tiempos
de retencidn de la Hidrocortisona ¥ del Acetdnido de Triamcinole
na de 5.36 y 7.00 min respectivamente,
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fig. 3.53. Cromatogramas utilizando la fase mévil 5. EL tiempo de¢ retencidn
para Acetdnido de Triamcinolona es aproximadamente de 7.15 min,

= Fase mévil O,

fig. 3.6. Cromatogramas utilizande la fase mévil 6. Tiempo de retencidn
para Hldrocortisona y Acetdunido de Triamcinolona de aproximadamen
te 9,57 y 16.70 min respectivamente. -
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- Fase mdvil 7.

-1.88

fig. 3.7. Cromatogramas utilizando la fasc mévil 7. Tlempe de rotencién

de Hidpocortlsona y Acetduldo de triamcinolona de aproximadamen-
te 6.46 y 9.44 min respectivamente.

Fase mdvil §.

fig. 3.3. Cromategramas utilizzndo la fase mdvil S.

1} Cromatograma con las cendiciones cromatoprifleas a ;@ tlenpe
de pretencidn do Hidrocortisona de aproximadamente 9.02 min.
2) Crematograma con las condiciones cromatogrificas b : clempo
de retencidn del Acetdnido de Trlamcionaloma de apraximadamente
t8.2 min,
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3.3:.2. Seleceidn del Estindar Interno.

Iniclalmente se eligid la fase mdvil 7 para desarrollar el
métode analfrtice, utilizande la Hidrocortisana como estidndar in--
terne para ¢1 Acetdnido de Triamcinolona y viceversa. En un esty
div de especificidad inlcial se vid que el método no era especif}
co para ninguno dv los dos principies actives ya que productos de
degradacidn de la Hidroceortisona coincidfan con el riempe de re--
tencldn del Acerdnido de Triamcinolona ¥ algunos productos de de-
gradacidn del Acetdnido d¢ Triamcinolona colncldian con el tlempe
doe retencidn de la Hidrocoertisona, poer lo que teniends esto como-

referencia se hizo el camblo de fase mivil.

Ya coneciendo la tendencla para 1os tiempos de retencidn -
de las sustanclas de degradacldn de los principlos actives, se ==
probdé la fase mévil 8 buscando un estdindar interno para lildrocor-
tisona que sallera antes que ella, se probaron Noretlsterona, - -
Fluoximesterona, Predntsolona y Metil parabeno queddndose éste --

dltime como estdndar lnterne.
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fig. 3.9. Cromatograma dv Hidrocortissna con su estdndar interno.
Fase mdvil Soluclén 0.054 de 805 en Isopropancl:Agua (3:97), fluje
de 1.0 ml/min o temperatura ambiepte. Columna Resolve C15. Tiempos
de retencidn de la Hidrocortisona y Metil paprabeno de aproximada--
mente 9.0 min ¥ 3.5 min respectivamente,
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Para acetdnlido de Triameinelona se bused un eatdndarv in--
terno que saliera después de dste, por lo que sc¢ probaron las si-
gulentes sustanclas con la fase mévil 7: Fluoximesterona, - - =~
Trihexifenidilo, Droxona, Norctiscerona, Fenilbutazona, Predniso-
s y Prednisalona. Se escogid 1la Noretlsterona pero para poder -~
resolver los picos se modificd la fase mévil, se utilizéd la fase
mdvil B pere a 40 °C ¥y con un fluje de 1.4 ml/min
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tig., 3.10., Cromategrama dc Acetdnido de Trlamcinolona £on su ~ -
estindar lnterno. Fase mévil solucidn 0.05M de SDS -
en Isopropanol:igua (3:97), fiulo de t.4 camfmin, tem-
peratura de 1a columna de 40 °C. Columma Resolve G18.
Tiempos de retencidn de Acetdnido de Triamcinolona ¥y
Noretisterona de 9.5 min ¥y 13.2 min respectivamcnte.
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3.3.3. Seleccién del Procedimiente Analictice.

S¢ determind que el método analitico preopuesto podia fun--
clonar hasdndose en los siguientes resultados:

a) Al fundir las bases de las cremas, sc incorporan perfcctamen-—

al grado que pasan perfectamente
por los filtros preparativos para CLAR de Q.45 um.

te a la soluecldn de tensoactive,

B) AL fundir las bases dc los unglentos éstos se incorperan al -
tensoactive a excepeidn de el pertrolato que primeramente se funde

pere ne se¢ incorpora, al enfrlarse se solidifica y queda retenldo
cuande la muestra se filera.

c) Tanto los principios activos ¢omo los eatdndares internos se
solubilizan en la soluclén de SDS Q.05 M. sin ningin problemn ya

.s¢a por calentamiento o por ultrasonido, o sea son afines a las -~
micelas.

d} Cuandoe se¢ ipyectaron las bases de las formulaclones ya fundi-
das al sistema cromatogrdfico ne s¢ presentd ningdn pico en el -
cromatograma ¥ en la inyececidn de los principios activos al siste
ma, sc¢ observd un comportamiento semejante que cuando se hacian -

las inyecclones de las seluciopes metandlicas.

S¢ hizo necesario la utilizacidn de un precolumna para pro
teger la columna ¢romatogrdfica debido a la naturaleza de la pre-

paracidn de la muestrn y adepds para disminuir el efecro de la

fasc mévil sobre la fase estacionaria. Esto modificéd un poco el

ticwpo dv retencidn de los compuestos. Se¢ presentd el problema -
de csapuma debidoe a la presencia del tensoactivo, pere gue se¢ pudo
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controlar con la adicldn dec unas geotas de mectanol al momenco de
llevar al voelumen.

3.3.4. Validacién de los Métodos Analfticos.

a) Especificidad:

1.~ Hidrocortisona Crema 2l 2.53% y Locidn al 1.0%.

Mucstra Tipo de Degradacidn Parcenta je Degradado
Formulacidn Calor aprex. J39.75 %
Acida aprox. B84.28 %
Bisica aprox. 70.50 %
Agentes Redox aprox. 3.59 %
Luz Solar aprox. 25.01 %
Luz Ultravioleta aprox. 0.74 %
Materia Prima Calor aprox. 33.80 £ .
Acida aprox. 91.57 %
Bislca AProx. 60.10 %
Agentes Redox aprox. 19.90 %
Luz Solar aprox. 61.10 %
tuz Ultravieleta aprox. 21.94 %

2.~ Hidrocortisona Unglento al 2.5%.

Muestra Tipo de Degradacidn Porcentaje Degradado
Formulacidén Calor aprox. 0.63 %
Acida aprox. 67.55 £
Bisica aprox. 45.18 ¢
Agentes Redox aprox. 35.84 2
Materia Prima Calor aprox. 3.57 %
Acida aprox. 2.11 %
Bisica aprox. 51.57 %
Agentes Redox aprox. 1.56 %

Cuande se inyectaren las muestras degradadas no se postrd
ningtn tipo de interferencia de los productos de degradacidn ni -
de los excipientes, formulacidén o materia prima ¥y tampoco del pla

ccbe sin degradar.
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fig. 3.1!. Cromatogramas de la especificidad de las formulaclones de Hidro--
¢ortisona. .
1) Placebo de Ungliento; 2) Placcbo de Crema; 3) Materia Prima de
gradada por luz solar; 4) Materia Prima degradada por fcido; ~
%) Formulacidn degradada por luz ultravioleta (eresa); 6)Formula
eidn degradada por agentes redox (ungliento).




3.- Aceténido de Triamcinolona Crema al 0.33% y Locidn al 0.1%.

HMuestra Tipe de Degradacidn Porcentiaje Degradado

Formulacidn Calor AProX. 1.89 %
Acida aprox. 70.79 %
Bisica aprox. 61.21 %
Agentes Hedox aprox. B.55 %
Luz Selar aprox. 16,53 %
Luz Ultravicleta aprox. 33.47 3

Materia Prima Cilor
Acida
Bisica
Agentes Redox
Luz Selar
Luz Ultravieleta

Na deterninado

Apro%.
aprox.,
aprox.
APFOX.
aAproxN.

31.50
.85

L

&

(V1)
TR

4.~ Acerdnide de Triamcinolona Ungliento al 0.5%.

Muestra Tipo de Degradacién Pargentaje Pegradado

Formuwlacidén Calor aprox. 1.55 %
Aclda aprox. 65.73 %
Bisica aprox. 65.00 %
Agentes Redox aprox. 4.6 %

Materia Primp Caler aprox., 4.97 2
Acida aprax, 70.51 %
Bisica aprax, 59.41 %
Agentes Redox aprox, 70.60 %

Cuando s¢ inyectaron las muestras degradadas no se

mostré ninglin tipo -

de futerferencia de los productos de degradacidn nl de los exciplentes, for-
mulaclén o materia prima ¥y tampoco del placebo sin degradar.
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3) Hateria Prima degradada por =—
3) Formulacidn degradada =

¢ las formulaciones de Acetd
4) Foprmulacidn depradada por agentes redox. {Ungbento)

deldes;

1) Placebo de Ungllento degradado con agentes redox
1) Hateria Prima depgradada por base;

Cromatogramas de 1a especificidad d

"
-

) Placeba de Crema degradada con

nido de Triameinolouna.
luz solar;

2
por d¢ido {cremads

fig.
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b)

[ ]

Linealidad, Exnctitud y Repeeibilidad.

Hidrocortisopa Crema al 2.5%.

Nivel Miligramos Miligramos Parcenta je
(%) Adicionados Recuperados Recuperade
30 2,50 2.5352. 102.09
2.4744 935.08
2,489 99, 56
2.49835 09.94
2.4126 96, 30
60 3.75 3.7842 100.92
3.9346 99.59
3.8249 102.00
3.8173 101,70
3.7730 100.67
8o 5.00 1.9795 99.39
4.9232 98.46
5.0100 100.22
1.,9693 99. 39
4.9059 68,12
100 6.25 64,2803 100,49
6,2808 100.49
6.1559 98.49
6.1835 98.94
6,252 100.03
120 7.50 7.54601 100.62
7.5238 100. 32
7.5000 100,12
7.4540 59.39
7.4399 99,20




= Exactitud al 100%:

X = 99.65E0
CV = Q.02

LSIC » 100.8317

a
il

[ 4
~

n=35

5 a

t {95,1) = 2.776

0.9212

t cal = -D.7373

LIIC = 93,5444

= Ixactitud en Todo el Intervalo de Linealidad:

- Linealidad:

Sy/x w  0.0510

2

r’ = 0.0992

a) Pendiente:
m= 0,909
L5IC = 1,005

b} Ordenada ad Origen:

b A 0.0064
LSIC 0.0700

n o= 23
S
t ¢al

L1IC

t eal

LIic

t cal

LIIC

=

t (95,21) = 2.064
1.23543
-0.63521

99.31%6

t (95,23) = 2.0069
0.5040

-0,5263
0.9519

0.2072

-0.0373



2.- Htidrocortisena Locidn al 1.0%.

Nivel Miligrameos Miligramos Porcenta je
{%2) Adicionades Recuperados Recuperade
40 .00 2.0116 100. 55
2.0237 101,18
2.0009 100.05
1.9342 96,71
2.0157 100.78
60 3.00 3.0703 102,34
Z.9009 99.90
3.0067 102.22
3.0166 100.55
3.0378 102.93
50 4.00 4.0900 i02.25
4.1465 103.60
4.12354 103.13
4.0252 100.70
4.0390 100.98
100 5.00 5.0556 101.11
5.0121 100.2
5.0592 101 .15
5.0105 10022
4.9434 98.n
120 6,00 5.9203 95,67
3.9060 99.95
5.7031 96,11
5.07414 99,57
5.9073 93.46

ESTA TESIS N3 nppg
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- Exactitud al 1007
£ = 100.3320 %
CV = 0.9145 %

LSIC 2 101.4710

- Exactitud en Todo el

T 2 100.4069 7
[vL . 1.5073 3
LSIC « 101.2462

- Linealidad:

Sy/x = 0.0742

2 . 0.0074

a) Pendlentes
m = 0.9301

LSIC = 1.0015

b) Ordenada al Origen:
b = 0.09106

) (LI 0.1535

n

cal

LIIC

[F]

3

w

t cal

L11C

b ]

t cal

L1IC

t cal

LIic

LIV

-

e {y5,4)
0.9175
0.3001

99,1930

Intervalo de Llnealidad:

t {95,24)
.5103
1.3605
99.7466

0.9057

-1.8973

0.9535

2,0024

-0.0003

A

"
-

770

2,064



3-"

Hidrocortisona Unghento al 2.3

L4
-3

Nivel Millgramos Miligrames Parcentaje
(2 Adicionados Recuperados Recuperado
40 .50 2.5050 100.20
2.3259 101,03 -
2.5450 101.80
2.5300 101.2
2.5430 ot.76
&o 3.75 3.75335 180,09
3.7579 100, 2t
3.7333 99,36
3.78258 100.87
3.6445 97.19
80 .00 5.0023 100.03
5.0032 100,06
5,051 10t.02
5.0174 109.35
4.9108 95.22
100 .23 6.1524 98.44
65.2755 100. 16
6.3079 100.93
0.1975% §9,1H
6.2003 99.2G
120 7.50 745905 101.2
7.4521 99.36
7.4360 59.81
7.4926 99.90
7.4333 99.78
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- Exactitud al 100%:

£ = 99.63%0 %
(o3 F 1.0283 %
LSIC = 100.91¢0

n=x5
5
t cal

LIIC

= Exactitud en Todo el Intervale de Linealidad:

X = 100.0764 %
oV - 1.0957 &
LSIC = 100.35291
- Linealidad:
Sy/x = 0.0500

- 0.0903

a) Pendiente:

0.0945

m =

LS1C = 1.0004

b}  Ovdenada al Opigen:
b - 0.0ugn

L51C = 0.03355

H.'-!'-'S
5
t cal

LIIC

t cal

LIIC

t cal

LLIC

t
= 1.0216
2 -0.7000
= 98,3060

t
= 1.0966
= D.34%4
= 99.6237

t
= 0.0000
a =0.0330
= 0.955
x 0.3109

= ~0.0375

(95,4)

(03,24)

{65,23)

»

2,064

2.009



4.=- Acetdnido de Triamcinolona Crema al 0.57.

Nivel Miligramos Miligramos Porcenta je
(g ) Adicionados Recuperados Recuperado
40 1.00 1.0170 101.76
a.0806 2,06
1.0022 100,22
1.0310 103.10
0.95824 93,2
60 1.50 1.51%9 101.26
1.5042 100.28
1.4752 9§.35
1.4737 05,25
1.5051 100,39
50 2.00 1.9770 95.85
1.9576 97.83
z.0123 100,61
2.0130 1e0.63
1,9717 93.58
100 2.30 2.4342 97.37
2,3727 102.91
2.51%0 100.76
2.5137 100.55
=.320C 100.50
120 3.00 3.0393 101.31
2.9013 96,71
3.0705 102,53
3.0060 100.21
2.9701 99.00
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- Exagtitud al 100%: na3 t (95,4) = 2.776

X 2 100.4750 2 5 = 1.985
cY s 1.9750 & t cal = ©.53%4
LSIC = 102.9424 LIIC = 95,0136

= Exactitud ¢n Tude 2] Intervalo dc Linealidad:

n =23 v {935,24) = 2.004
X = oy.050 % 5 = 1.7431
cv 1.7439 & t cal = -0.1377
LSIC = 100.6716 LIIC = 99.2325
- Lincalidad:
n o= 25 t (95,23) = 2.060
Sy/x = 0.0400 r = 0.995%6
r: - 0.9472
a) Pendiente:
m = 1.0016 t cal = o.1113
LSIC = 1.0246 LIIC = 0.9785
b) Ordenada al Origen:
b = =0.0040 t cal = -0.1002
LSic = 0.0449 LLIC = -0,03520
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5.= Acetdnide de Triamcinelona loeidn al 0.1 %,

Nivel Miligramos Miligramos Porcentaje
(%) - Adicionados Recuperades Recuperado
40 0.20 L2012 100,60
0.1081 90,05
L2033 101.65
0.1970 65,95
0,2024 101,720
60 0.30 0,3008 100.27
0.2067 93.90
0.3010 100,33
©,3062 102,07
0,2095 99.93
=10 0.40 ©.3996 00,00
0..1034 100.835
0.3903 69,20
0.3072 99.30
0.39492 99,80
100 0.50 ¢.493 095,02
0.494 95,52
0.35007 100,14
0.5003 100,76
0.4070 99.40
120 0.60 .5927 95,73
0,6053 101.47
0, 6002 100.03
0.5981 99.6%
0.35999 99.98




- Exactitud al 100%: n=3 4

£ - 99.5050 2 $ = 0.9957
V= 0.9028 £ £ cal a2 =1,1246
LSIC a2 100.6637 7 LIIC « 98,3323

- Exactitud en Tode ¢l Intervalo de Linealidad:

n = 25 t
X - 990987217 S = 0.933
CV . 0.03500 % t cal « =0.0607
15IC = 100,3%333 3 LIIC = 90.5910
= Linvalidad:
n o= 25 t
Sy/x = 0.0036 r = 0.9997
- 0.9904
a) Pendicnte:
"= 0.9940 t cal = -0.9812
1LsS1c  + 1.0057 LIIC = 0.9840
b} Ordenasda al Crigens
b= 00010 £ cal = 0.7179
LSIC 0,000 L1IIC = ~0.0030

S6

95,4}

]

(95,24}

%

(95,23}

2,064

2,069



6.- Acectdnide de Trlamcinolona Unglento al 0.33.

Nivel Miligramos Miligramos Porcenta je
(%) Adicionades Recuperados Recuperado
10 1.00 1.0040 100. 40

1.0071 100.71
1.0160 101.60
0.9720 97.26
0.0025 99.23
6o 1,50 : 1.5245 195,65
1.5039 100.26
1.4955 99.70
1.502% 100.18
1.5032 100. 214
&0 2.00 1.9505% 99.02
1.9526 97.03
1.9721 93,60
1.0833 99.47
1.9920 09,60
100 .50 2.4683 93,74
2.4919 99,638
2.5067 100.27
2.4530 99.52
2.5286 101.14
120 3.00 3.0743 102.48
3.on9 101,40
3.0213 100,71
2.9625 98.75

.o 100.40

w
-]



= Exactitud al 100%: nasj £ (95,4)

T = 99.57200 <% 5 = 0.3965
Y a 0.3977 4 £t cal = =0.3243
LSIC = 100,9930 % LIIC = 99.36906 %

- Exactlrud en Todo el Tatervalo de Lincalidad:

na 235 v (95,28)
I = 99.933: % S = 1.3445
CV = 1.24506 t ¢al = =0.2683
LSIC = 100.4470 % LIIC = G0.3194 %
- Lincalidad:
n = 25 v {95,23)
Sy/x = 0.0263 r o= 0.0003
r2 = 0.9937
a) Pendiente:
mn o= 1.0077 t e¢al = 1.0324
LSIC = 1.023532 LIIC « 0.9922
b} Ordenada al Origen:
b = =0,0155 £t eal a2 =0.9760
LSIC = 0,0174 LIIG = -0.334

L
o

x

2.776

2.064

2.069



e m——— Al .

c) Repreducibilidad.
1.~ Hidreocortisona Crema al 2.35%.

Tabla del prociento cuantificado.

Analista
1 2

104.87 100.52
p 1 105.13 103.03
104.7% 104.86

i
a 103.43 105,98
2 103.25 102,45
105.03 101.13

Tabla de Anadeva

Fuente Jde Grados de Suma de Media de F cal F teor
Yariacidn Libertad Cuadrados Cuadrados
Analista 1 4.9210 4.0219 6.3317 18,51
Dia/Anal. 2 1. 5547 0.7773 0.2543 4.46
Error 8 23,1551 3.0569
Media del precentaje recuperade: 103,7767 .
Deaviacidn Estdindar:  L.6709.
Couficiente de Variacidn: 1.6150 3,
2.~ Hidrocortisona Locidn al 1.07,
Tabla del porelento cuantificado.
Analista
1 2
9%.73 99.43
p ! 99.43 96,57
09.63 95,72
101.64 100.70
a4 100,73 100,93
07.23 00.76
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Tabla de Anadeva

Fuenee Je Crados de Susma de Yedin de F ecal F  tecor
Yariacicn Litercad Cuadradoes Cuadrados
Analista 1 1.2734 1.2734 1.013% 15,351
Dia/Anal, a 2, 3000 1.,2500 0.35%60 .46
Errvor 3 23.0052 3.2345
Media del porcentaje recuperado: 99,2373 %
Desviacldn Estdndar: 1.6332.
Queflciente de varincidm: 1.6533 3.
3.~ Hidrocertisona Ungbento al 2.5,
Tabla del porcliento cuanciflicado.
Analista
1 2
99.45 100.33
p 1 100.99 102,359
100,43 10Q.76
i
102,48 03.73
B 4 100,60 99,75
RS.72 100,53
Tabla de Anadeva
Furnte de Grados de Suma de Media de F cal F  tear
Yariacide Libertad Cuadrados Cuadrados
Anallsta | 0,0003 0.0003 0.000% 13.51
Dla/Anal. 2 3.5518 1.0238 1.2131 4.46
Error g 12.7051 L.5379
Modia del percentaje recuperado:  100.14635 %,

Besviacidn Escindar: (.

Y

2370,
Covtlcicnre de Varlacidn:

[ e -0
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4.- Ace¢tdnide de Trismcinolona Crema al 0.3 %.

Tabla del porciente cuantificade.

Analista
1 2
197.27 106.006
p 1! 105.47 106.99
105.56 107.99
i
a 104.70 106.47
2 104.20 105.01
105.14 105.30
Tabla de Anadeva
Fuente de Grados de Suma de Media de F cal F teor
Variacidn Libertad Cuadrados Cuadrados
Analista 1 12.825 12,8251 6.1041 18.51
DiasAnal. s 4.2031 2.1014 2.1704 4.46
Errer 3 7.7401 0.9033

Media del porcentaje rocueperado:
Desviacidn Estdndar: 1.5012,
Coetlciente dv Varlacidn: 1.4104 Z.

106,4350 3.

5.~ Acetdnido de Triamcinolona Locidn al Q.15.

Tabla del porclento cuantificado.

Analistn
1 2

26,05 95,25

D 95.01 69,20
i 95. 40 98,57

97 .02 98,81

3 a 96,09 98,13
06, 41 99, 50
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Tabla Jde Anadueva

fuente de Grados de Suma de Media de F cal F teor
Yariacidn Likertad Cuadrados | Cuadradoes

Analista ! 15,6575 15,6375 365.001 18.51

Diadinal. 2 0,0550 0.0430 3.0390 3.46G

Error § 8,601 1.0364

Medla del porgentade recuperador
Desviactdn Estdndar:

Cacficlente dv Variaclion:

El anaitsea presenta efecen sobre la valoracidn:

1.35053,
1.6266 %

97.0350 3.

debido a que los =~

resultados por annlista son muy semejantes y por tener el OV global menor -

de 2%

se dd por wilido epute estudio perv con la recomendacidn de que =i hay

dudas en el resultado, es mejor que lo repita el misme analista.

6.-

Acetdnido de Trismeinolona Ungbento al 0.33%.

Tabla del porcicnto cuantificado,

Analista
1 2
100,05 100,01
190,61 Gg.61
3| 100,27 100.635
t 9w3.45 97.11
a 9. 51 97.94
Q=77 06,56

Tabla do Anadeva

Fuente de Grados de Suna de Medla de F cal f teor
Variacisn Libepead Cuadrados| Cuadrados

Anadlsta t 0, 5000 R 0.1303 13,31

Oiaanal. 2 746710 3.8350 5.5824 3.6

Erver 3 3.008 0. 6521




Media del porcentaje recuperado: 09.3058 %,
Desviacidn Estdndar: 1.1031.
Cocficiente de Yariacidén: 1.1007 %,

Hay cfecto de los dias para una analista en 1a valoracidn, el método
se di por vilido deblde a que los resultados per dia fuecron muy parceidos ¥

por tener el CV global menor de 2%, pero con la recomendacidn de que 3i hay
duday en el resultado, os mejor que se repica ¢l mismo dia.

d) Sensibilidad.

1.- Hidrocertisena.

Nivel Miligramos Miligramos Parcentajo
(%) Adicionados Recuperados Recuperado
06 6.000 5.9773 99.6:

3.9352 95.91
95 6.125 6.4171 99,57
6.0399 99.42
102 6.375 6, 3837 100,13
6,302 100.25
104 6,500 6.4595 99,37
6.4772 99,64

2.= Acetdénido de triamcinolena.

Nivel Miligramos Miligramos Porcentaje
{ ) Adiclonados Recuperados Reguperado
96 2.40 2.5941 99.75

1.3782 99,90
93 2.45 2,4410 99.63
2.4358 90.42
o2 2.55 2.5727 100,83
2.346% 90.37
104 2.60 2.0105 103.40
2.6233 100.91




e) Talerancia del Sistema ¥ Estabilidad de la Muestra,

1.- Hidrocortisona
Condiclones: Mucstra:
1 2
1) Normales 102.41 101,07
i1} Concentrackidn de Tensoactivo
a) 0.045 M 102.66 100.60
b) 0.055 M 100.40 60.73
1rt) Cancentracidn de Isopropanol
al 2.7 % 102.90 100,75
by 3.3 % 102.19 101,02
1) Tiempo (49 hrs. coondiclones
amblente) 102,32 100.589
2.- Acetdnide doe Triamcinolona
Condicioness Muestras
1 2
1) Normales 104.38 106.01
11) Concentracidn de Tunsoactlvo
a) 0.045 M° 109.47 119.30
b) 0.055 M 103.90 105.63
111) Concentracidn de Isopropanol
a) 2.7 % 105,20 107.00
b) 3.3 % 104.57 107.2
1v) Temperatura
a) 415 °c. 103,71 105.95
b) 35 °C.w 103.83 106,45
¥}  Tiempo (45 hrs. condiclones
amblente) 103.82 105.57

* Los picos no se resolvieron.

Por los resultados obtenidos se pucde deducir que al sistema le afec-
ta la concentracldn de tensoactivo: a la Hidrocertisona se ve afectada cuan
du la concentracidn avmenta ¥ al Aceténide dv Triamclnolona cuando disminuye.
Es importante no badar La temperatura de la eolumna al Acetdnide de Triamef-
nolana ¥a que acareea problemas de resolucidn,  Las muestras son estables --
por lo menos dentre de tas 49 hrs, despuds de fiaber sido preparadas v almace
nadas a condicones ambicnte. -
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3.4. Comparacidén de los Métrodes Analitices.

En todos los casos los dates reportados para ¢l métedo 1 corresponden
a lox métedos ya validados con las fases mdviles tradiciopales y les davos -
para ¢l método dos son los resultades de la validacidn de los métodos usando
fases mdviles micelares.

| Hidrocortisona Ungllento al 2.5 $

I.- Repecibilidad.

a) Exactitud al 100 3

Método n S
1 3 0.62350
2 5 1.0246

F (0.95,2/4) = 6.39

LSIC = 2.43501
L1IC = 0.0365

b) Exactitud cn tede ¢l interyvalo estudiade.

Mérodo n s
1 15 1.0533
2 i3 1.09606
F(0.95,14/24) « 2.13
LSIC = 1.9733
LIIC = 0.4350
¢) Estudio de Repreducibilidad.
Método ]
1 1.5440
2 1.2270

Facror para ¢l Limite Superlor del Intervalo de Confianza = 3.43
Faccor para ¢l Limlte Inferior del Intervalo de Confianzn =« 0.220

LSIC = 7.0147
LIIC = 0,3575
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11. - Exactitmd (al 100 %),

Mitoda n 5 i3
1 3 0.6250 94,01
z 5 1.92406 99.63
t (0.95,6) = 2.4469
DEp = 0.900%
1LSIC o 1.6032
LIIC = ~3.D472
11, - Lincallidad Jel Méroda
a) Exactitud.
Mérodo n s 3
t 15 1.0555 89,72
2 23 1.0966 100.07
t {0.93,40) = 2,001}
DEp =~ 1.0516
LSIC = 9.3505
LIIC = ~1.0%05
b) Datos
Mérodo 1 Zz
fendience 20,9080 0.9015
Ordenada al
Origen ~0.00078 90,0242
Ninero de
Niveles 3 5
Ndmero Je
Replicaciones 3 3
£y N bl
SET 2 0,010 §7

5" m = U.0155

5 0 20,0007
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¢) Peondiente

Limite Sugerior del Intervalo de Confianza
Limite Inferior del Intervalo de Confianza

d) ©pdenada al Origen

Limite Superior del Intervale de Confian:za
Limite Inferior del Intervalo de Confianza
e d

1.- Repetibilidad.

a) Exactitud al 100 %

D.0E31
~0.0799

Q,10686
-0,2180

2.~ Aceténide de Triamcinolona Crema al 4.5 2

Mérodo n s
1 3 1,1371
o 5 1.9651
Foo(0.95,4/4) = 6.39
LSIC « 2.0067
LIIC = 0.03513
b) Exactitud en todo el intervalo estudliado.
Méitodo n 5
1 25 1.1031
2 25 1.743
F (0.95,24/24) = 1.98
LSIC = 0.7929
LIIC = 0.2023 No tienen la misma repetibilidad
¢} Estudlo de Reproducibilidad.
Método S
1 0.9400
s 1.5012

Factor para ¢l Limice Superior del Intervalo de Conflanza = 4.43
Factar para el Limiee Inferior del Intervalo de Confianza = 0.226

LSIC = t.73060
LiiC = 0,0380



1.~ Exactitud (al 1Q0 2).

Hieodo n S5 £
1 5 1.1371 99,746
2 3 1.0331 100,48

t (9,95,8) a 2.3000
Bhp » 1.6170
LSIC = 0.3351
L1IC = «{.7751

{I1.~ Lincalldad del Métedo

a) Exactitud. {(Considcrondo que no

tienen 1a wisma repredueibilidad).

M todo n 5 b4
3 Z5 1.1031 100,36
2 25 L.7L38 99.935
t (0,9%,40) « 2,020
gl = 41.05 = 42
151C = 41,2738
LIIC = -0.4238
b) Datos
Mitodo 1 2
Pendicate 0.9562 1.001D
Ordenada al
Origen 2.11013 -3, 0040
Nimero duo
Niveles 3 5
Nimero de
Replicaclones 3 5
s . 0,03285 $° m s 0.0018F

-2
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¢) Pendiente

Limite Superior del Intervalo de Confianza = 0.0870
Limlte Inferior del Intervaloe de Confianza = =0.0020

d) OQrdenada al Origen

Limite Superior del Intervalo de Conflanza =~ 2.0310
Limite Inferior del Intervalo de Conflanza = -1.7044
3.- Acetdénido de Triumcinolona Locidn al 0.1 %.

I.- Reperibilidad.

a) Exactitud al 100 %

Método n s
1 4 1.1497
2 5 ©0,5037

F (0.95,3/4) = 6.59

L5IC « 10,7851
LIIC = 0.2433

b} Exactitud en todo el intervalo estudiado.

Métode n 5
1 2 1.0268
2 25 0.9593

F {0.95,23/24) = 1.98

LSIC = .20
7

2.2661
LIIC = 0.5780

¢} Estudio de Reproducibilidad.

Métedo 5
1 0.9435
2 1.4008

Factor para el Limlte Superior del Intervalo de Confianza = J.45
Factor para el Limite Inferior del Intervalo de Conflanza = 0.226

LSIC » 1.7748
LIIC = 0.0005
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1[. - Exactitud (al 100 Z).

Método n 5 X
1 4 1.1496 99.99
2 5 0.5087 99.60
t (0.95,6) a2 2.3040
DEp » 1.0139
LSIC = 1,99%3
LIIC = -1.2183
LIT. - Lincalidad del Mérodo
a) Exactitud
Mdéredo n s X
1 24 1.026% 100.414
2 23 0.0598 09,60
v {0.93,30) « 2.0211
DEp = 1.0044
LSIC = 1.4201
LIIC = -0,0401
b) Datos
Métode 1 2
Pendicnte 0.0005 0,9949
Ordenada al
Origen 0.00902 0.0016H
Nimero Jde
Niveles [} 5
Niimeroe de
Replicaciones 4 5

W ~
5E° = 0.00527

"
5% o0 2 0.00525

Lo

bl
5" m = 0,02251




¢) Pendiente

Limite Superior del Intervalo de Confianza = 0.2079
Limite Interior del Intervale de Confianza = -0.30063

d) Ordenada al Origen

Limite Superior del Intervalo de Confianza = 0.1904
Limite Inferior del Intervale de Conflanza = -0,1529

4.~ Acerdnide de Triamcinolonn Angliento al 0.3 %
1.- Repetibillidad.
a) Exactitud al 100 %
Mérodo n 5
1 4 0.3723
2 5 0.59063
F (0.93,3/4) = 6,39
LSIC = 0.05060
LIIC = 0.14583
b) Exactitud en todo el intervalo estudiado.
Hétodo n )
1 20 0.9036
2 25 1.2448
F (0.95,19/24) = 2,02
LSI1C = 1.2104
LIIC = 0.2960
e) Estudio de Repreducibilidad,
Método S
1 1.0890
2 1.1031

Factor para ¢l Limite Superier del Intervale de Conflanza = 4.43
Factor para o] Limize I[nferior del Intervalo de Confianza = 0.226

LSIC = 4.3175
LIIC = 0.2203

[[+h}



i, - Exactitud

v {0.93,7} = 2
DEp « O.5864

LSIC = 2.6000
LIIC . -0,2040

I11. - Lineulida

a) Exacticud

v (0.95,40) =
PEp = 1.1297
LSIC = 1.2047
Lilc - -G.1647
k) DMatoes
]
SE7 . 0,00058
¥
5 2 G.00047

al 10D 7).

Hétoda n 5 K
1 4 a.8728 101,07
z 5 0.5965 599,37
. 3046
4 del Mitoda
Hétodo I 5 X
1 20 0.9636 100.45
2 25 1.244% 99.93
2.0211
Mérado H 2
feadiente 1.00117 1.D077
Crdenada al
Grigen 0.002G ~0.,0155
Nimero de
Niveles 5 s
Mincro de
Repiicaclones 4 5

| AR

$T m = 0.00150



e) fPeadiente

Limite Superior del Intervalo de Confianza = 0,0823
Limite Inferior del Intervalo de Confianza = -0.0744

d} @rdenada al Origen

Limite Superior del lntervals de Conflanza = O.0620
Limite Inferior del Lntervalo de Confilanza = -0.0258

3.5. Observaciones.

Durante ¢l desarrollo de las tdenlcas analiticas utllizadas
fases mdviles micelares se observaron los sigulentes puntos:

- Al inlcio las columnas presentaban preblemas de acondiciona- -
miento, pero ésto se fud reduciendo conforme aumentaba el ticempe

de uso de dstas con las fases mdviles micelares.

- Definitivamente el uso de fases mdviles micvlares ataca a la

-

fase estaclonaria, lo que sc ve disminuida por el use de la prece
lumna.

Los equipos presentan problemas cuando se cambia de¢ cromatogra
ffa micelar a otrs tipo de cromatografia, debldo probablemente al

tensoactivo que no se elimina con el lavado normal, por lo que se

recomlenda lavar el e¢quipo con los sigulientes solventes despuds -
de su uso,

Agua HPLC 100 ml.
Metanal HPLC 735 ml.
THF uPLC 20 mi.
Yetanol HPLC 73 ml.
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CAPITULO &

CONCLUSIONES Y PROPUESTAS

4.1 Conclusiones.

1) Se desarrollaron métodos analiticos utilizando cromato
grafla de fases mdviles micelares para Hidrocortlsena y Aceténido

de Triameinelona eon cprema, locidn y unglento.

2) Las cvdécnicas desarrolladas logran separar y cuantifi--
car a la Hidrocortisona ¥ al Acetdnido de Trlamcinolona de sus ~=
productos de degradacidn ¥y de sus bases, e¢s deeir, son especifi--

cOo8.

3) El andlisis estadistico de los resultados obtenidos —--
demiestran que los métodos son exuctos, precisos, reproducibles y
tlenen un comportamlente lincal en ¢l intervalo de concentraclo--
nes estudiadas.

4) La comparacidén de los métodos analfticos desarrallados

con los ya valldados anterlormente muestran que son cquivalentes.

5) Las técnlecas desarrolladas son prdctiecas y rdpidas, re
quieren menos manejo de Ja muestra ademds de utilisar muy poea -
cantidand de disolventes orgidnicos y por lo tanto resultan mds ba-—
ratias, pero presentan el inconventente preplo de ucilizar solucle

nes Jd¢ tensoactivos.

) Los mitodos desarrclladoes en el presente trabajo se pue
den utilizaor para ol escudlo de cstabitidad de Hidrocorzisoena en

presentacianes de erema al 2033, lactdn al 1 S ¥y ungdenta al 2,35%

Lod




¥ Acetdnido de Triamcinolona ep prescataclones de crema ol 0,57,
locidn al 0.1 % ¥ unglento al 0.35%.

7) Este tipo de cromatograffa se ve afectada por cambios
pequefios cn las condiciones de trabajo, per lo que se reoquliere de
mayor cuidado e¢n la preparacldn de las fases méviles para obtener
resultados satisfactorios.

4.2, Propuescas,

1Y E1 estudio de optimizacidn del sistema para mejor pro-
teceidn de las columpas y asi aumentar la vida de éstas.

2) Investigacidn mds profunda acerca dol comportamiento -
de firmacos con este tipo de fases mdéviles para tener una opeidn
para ¢l desarrolle de tdenicas analiticas sobre todo cuando s¢ ==

trate de formas farmacfuticas gue conteéngan cxcipientes que re---
quleran de mucha manipulacida para poder separarse.

3) Llevar a cabo estudios adecuados para ver la posibili-
dad de utilizacién do este tipo de cromatografia en estudios de
blocquivalencia,
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