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H1I'ROOOCC:ION 

"¿Tienes una teoría?" "Si.una provisional. 

Pero no me sorprenderé si no es la correcta". 

1'.C. Doyle 
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1 ... I NTh'ODUCC J ON 

Asegurar que la concentt••c:i6n del princ:ipio<s> activo<•> conte-

nidos en for·ma f.armaceútica es la correcta y que ésta se man-

tiene lo largo de un tiempo adecuado para su consumo. es un 

requerimiento necesario para garant1:ar que el medicamento va a 

cumplir su fin al ser· administrado a los pacientes que lo requie­

ran ... 

Para podet• realizar dicha verif1caciOn tanto en el control de 

calidad rutinario del producto como en el estudio de su estabil1-

dad es necesario contar con métodos •nalit1co• confiables. Den -

tr""o de las opciones con que hoy dia contamos se encuentran los 

métodos crom•togr~f1cos~ los cuales si son correctamente desarro­

lla.dos y validados nos permiten conocer la conc:entrac10n del far­

mac:o en los productos que lo conteng•n. 

En el pre~ente tr•abaJo se expone el desar·rollo y validac:ion d• 

un método de •nálisis por c:rom•tografia de liquidas de alta 

resolución <CLAR>, el cu•l emplea c:romatogra'fia de f•se 1nver'3• y 

l• form•c:iOn de p•res iOnicos para cuantif1c•r pseudoe~edt•ina en 

solución or.al. 

En la preparaciOn de la mue•tra, se ut1li~aron pre-columna• 
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GENERALIDADES 

"¿Cuál es el significado de todo esto, Sr Hol_ 

mes?" "Ah .. No tengo datos .. No puedo decirlo" .. 

A.C. Doyle 
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~ 1'10NOGRAF I A 

2.1.1 SULFATO DE PSEUDOEFEDRINA < 1-15 l. 

d-I•oefedrina ~ulfato,<+>2-metilam1no-1-fenilprop•nol sulfa-

to.Pseudoefedr1na sulfato. c,OHISNO .Hase..,. P.M. e: 428.55 

Polvo blanco cristalino.prAc:tic:amente inodoro.de sabot• amar90. 

Intervalo de fus16n: 102ºc 184PC. 

Rotac:1ón especifica + 61.0°ha6ta t:t2.5° 

Su soluc.iO n en •gua t 1ene pH aprox1ntado entre 4.6 y b. 

E!iiipectro de absorc:16n UV : 

Pseudoefedrina sulfato en agua.máximo a 2~0.5 nm <E1'l..lcm - 7.5),. 

256.S nm <E1h,1cm = 9.~> y 262.Snm <E1%,.1cm=7.9>;min1moa a ~27nm. 

252. 5 nm y 259 nm. 

Solubilidad: soluble en aproximadamente 1 parte de agua. fácil -

mente soluble en etanol, poco soluble en cloroformo, pr.a.c:t1c:amen­

te insoluble en eter. 

Pérdida por secado: como m&ximo Q.S'l. <2 hr, 105° C> 

ConservaciOn: en recipientes bien cerrados y al abr·1go de la lu:. 

Vla de •dministraci6n: oral ,parenteral. t6p1c:a,nasal. 

Do•is oral para niños de 4 meses a 6 años: 30 mg.3 o 4 veces dia­

ri•s; infantes :r. 15 m9 3 o 4 vec•• diarias .. 

Campos de aplic:ac:i6n: est•dos de a9otam1.ento~asma bronquial1'narc:o_ 

lepsia.Aqente adrenét·g1co empleado en enfermedades dlérqicas. 
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Con~i9uraciOn •bsoluta: (+)-~- efedrina. 

CH3 
. H-+-NHCH:S 
OH--t-H 

C H 
6 s 

Fórmula estructural 

Método• de an~lis1s opcionales descr~1tos en la bibliografi•: 

a> ValoraciOn con ácido perclOrico 

b> Cromato9rafJa en papel 

d) Cromatograffa d9 gases 

e> CLAR 

f) Espectroscopi• UV 

9> Espectroscopia 1nfrarrOJO 
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Son formas farmaceutic:a.5 que se administran por via oral y son 

más fác1le5 de absorber que los medicamentos solidos. 

Los liqu1do5 orales son soluciones 9eneralment• •cuos•s.de uno o 

más fármacos con o s1n sabor1::antese a.romati::antes o a.gente5 c:o 

!orantes. 

Pueden ser formuladas para adm1nistrac:iOn or•l directa. al pacien­

te o •er proporcionada• en una form• mas concentrad• que debe ser 

diluida antes de su administración or·al.Tamb1én pueden proporc10-

narse como solidos ~olubles o mezclas d• sólido• solubl~s, para 

ser disueltos en agua u otros liquides.antes de su adm1n1straci6n 

oral. 

En la formulac:ion deben de incluirse aQentes ~nt1m1crobianos 

para proteger a la prep.arac1on de c:ontam1nac1ón por bacter1•s, 

hon~os y levaduras. 

Las sustancias ad1c:1onada.s • las fórmulas farmaceót1ca• liqu1 -

das~deben ser inocuas en la• cantidades adm1nistradas,no deben de 

interfer·ir con la ef1c:ac:1~ terapéutica, n1 causar tox1c1dad, ni 

entor•pecer la5 pr·uebas y ensayos pr·escr1tos. 

En su formulac:1ón intervienen comunmente: 

- Principio activo o base medic:•mentosa. 

- Vehic:ulo y ca-solventes: agua destilada, sorb1tol 71:•/ •• alcohol, 
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- Edulcorante: sacarosa, c1clamato sOd1co, sacarina •ódica.~spar­

tame. 

Correctivo de &abora ~cido citr1co,ace1tes e•enc1ales.=umos. 

- Conservador: metilparazeno. ~cido ben=oico y sus sales,p1·op1l 

parabeno, asido sOrb1co y $U~ gales. 

Regulador de pH: fosfato de sodio •nh1dro,ácido citrico.citrato 

de sodio. 

- Saborizantes 

Las propiedades fisicoquimicas del principio •ctivo y sus ca 

racterist1cas organolépticas condicionarán l~ naturaleza del ve 

hiculo a emplear y la calidad y cantidad de los otro• aditivos de 

la ~órmula. 
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~MATERIAL DE ~ t17-19) 

Es indispensable reali:ar estudios que nos permitan conocer el 

gr·ado de interaccion que pudiera existir entt·e el contenedor y el 

producto a fin de poder asegurar la e6tabilidad del mi~mo en el 

mercado .. 

En base a es~os estudios se han llegado a establecer l•s carac­

terist1cas que debe de cumplir un determinado tipo de enva6e pa -

ra conservar las propiedades iniciales del producto y dar .a.si se­

guridad al paciente~ 

El primer requerimiento para cualquier env•se e5 que p·roporcio­

ne un adecuado nivel de protecc10n en favor del contenido~prese1·­

vAndole de los factores adversos del medio que lo rodea.Debe 

determinarse el ti.empo dur·ante el cual se eJerce tal protección y 

l•s consecuencias de una falla de la misma.Ademas.el •nvase no 

debe de impartir al producto n1 sabor n1 olor, no eer reactivo 

con el producto,no ser• t0::1co. ser• adaptable al •condic1onam1ento 

rápido, ser maneJable de manera sencilla y •egura.y ser fácil de 

con5eguir. 

Los mater•iales en los que ge acond1c1on6 a la soluc1on or·al an 

el presente proyecto,fueron el polietileno de alta dens1d~d y el 

.vidr10 tipo 111,por lo que a cont1nuac16n •• descr1b1rAn la• pro­

piedades de e5tos mater1ales en part1cular. 
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2.3.1 MATERIALES PLASTICOS 

Los materiales plAsticos son productos orgánicos de alto peso 

molecular que por su pl•st1c1dad pueden ser moldeables.Se 

prep•ran partiendo de compuestos simples que por reacciones de 

condensac10n y pol1mer1zac10n forman largas cadenas que dan por• 

resultado productos de alto peso molecular. 

Junto con el material plástico se encuentr•an estabil1zantes,lu­

br1cantes,Plast1f1cantes y colorantea. 

Por ello,cu~ndo se emplea el plástico para confeccio~ar envases 

de uso farmaceút1co,es importante conocer la naturaleza de tales 

aditivos.pue~ ellos pueden em19rar hacia el producto envaaado y 

modi~icar el olor,color,confer1r toxicidad y provocar r·eacc1ones 

deseadas.Por ejemplo~el cloruro de pol1v1n1lo tiene tendencia 

descomponerse y liberar ácido clorhidrico. Esta reacc10n 

acelera con la temperatura, con la luz y en presencia de pequeñas 

cantidades de algunos metales. 

Las vent•jag de los materiales plásticos es que son 11v1anos, 

sOl1dos,de cómodo almacenaJe y transporte,desechabla~, ~~ciles de 

mane~ar y econOm1cos. 

Ensayos de Control de los env•ses y su contenido. 

a. Aspecto,caracteres or9anolépticos,1dent1~1caci6n. 
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b. pH 

e:. Residuo sec:o 

d. Permeab1lid•d 

e. Ensayos quim1c:os 

.Amon1aco .Agentes reductor•• 

f. Tox1c:1dad.p1rogenic:idad y pruebas biol6Q1c:as. 

9. Aditivos 

Los envases plástic:ofi más comunmente usadofi por la 1ndustr•ia 

farmac:e~tica son el pol1etileno de alta y b•Ja densidad. el pol1-

propileno, el polie5t1reno. el poliet1len tereftalato y ~l cloru­

ro de poliv1nilo. 

El polietileno es e5enc1almente una larg• cadena compuesta de 

cientos, 

mente pocas ramif1c:ac:iones. 

Tiene un baJo costo, y su moder•da fle~1b1l1dad és usada p•ra 

moldear lo-s 'frascos.Es firme, es tr.a.nslúc1do en su estado natural 

y puede adquirir colores opacos.Es inodoro e 1nsipido. 

Es una buena barrera para la humedad pero ,-el•t1vamente pobt·e 

para el oxigeno y otros 9~ses. Puede quebt•at·ge en pre~enc1a de 

alc;¡unos productos tale• como deter9entes. 

formulado con resinas. 

• menos de que •9té 

Huchos disolventes no atacan al pol1et1leno, y no es·afectado por 

ácidos ~uertes y ~leal is, con excepción del •c1do nitr1co con-
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centrado caliente. Los olores y sabores •e ven afect•do• • menudo 

La superficie del pol1etileno e• 

no polar y debe de ser tr•t•d• • la fl••a ante• de •er 1m1:H"'e•a. 

=.3.2 EL VIDRIO 

El vidrio es un producto inorg~n1co de fus10n que e• •nfr1•do a 

un• condici6n ri91da ~in cristaliz•c16n. 

El vidrio no es un especie quim1c• de~1nid•.Su• compon•ntes 

pued•n var1•r enormemente y l•• prop1ed•des depender•n de su com­

po5ic~On qulm1ca y de l•s cond1c1ones de el&bor•c16n del mismo. 

L• estructur~ intern• del vidrio se explica como un r•etlculo 

vitreo,formado por la un1on del oxi9eno con otros elementoo;¡ má• o 

menos vari•bles que son 1 

- Elementos "formadore., del retlculo,.los cuales •e unen al oxiQ¡e 

no p•r• form•r l•s malla~ del retículo como el •1licio.bor•o,.f6s 

"foro,arsénico.van•d10 y germanio. 

- Deformadores del reticulo,elementos que •e incrustan an el in -

ter1or de las malla•,mod1~icando la• propiedades del reticulo co­

mo •l sod10,potasio,lit10,calcio y bario. 

Iones ~ue funcionan como formadores o deformadore• como el 

alum1n10.h1erro,m•n9ane•o,plomo y titanio. 
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Entre sus ventaJ•s se encuentr·a @l hecho de que no se deterio 

r• con el tiempo,per•o su desventaJa es su fragilidad y pe5o. 

Ensayos de Control 

a.Dimensiones. 

b.Resi&tenc1a • la pr•esiOn intern•. 

c.Re~i5tencia térmic•. 

d. Alcalinidad. 

a. Vidrio tipo 

b. Vidrio tipo JI 

c. Vidrio tipo 111 

d. Vidrio tipo IV 

de boros1l1catos. 

de composición sódico - cAlcica que ha su­

frido un proceso de neutr•l1zac1ón con an­

hídrido sulfur·oso. 

sodico c~lcico sin trat•m1ento superf1c1•l 

sódico - c~lc1co de uso qener•l que no se 

emplea en soluciones inyectables. 

El vidrio empleado en el acond1c1onamiento de l~ soluci6n oral 

anal1z~da en el pr•sente proyecto fue el Vidrio tipo III. 

ComposictOn del vidrio tipo III 

Este tipo de vidrio se ha usado P•t·a envas•r antib16t1cos en pol­

vo, liofilizados, soluc1onew oleosas y medicamentos de uso oral. 
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En l• actu~l1d•d los método• cromato9ráf1cos han 1do adquirien­

do mayor relevancia como metodos de anal1s1s debido a las venta­

Jas. que presentan fr-ente a. otros métodos analitic:os ya ex1sten 

tas .. 

Los métodos a.nalitico& tales como la. espec:trofotometria UV,v1 -

~ible e lR,resonancia magnética nuclear~etc: .. requ1aren que l • 

~ustanc1a a an•lizar se encuentt-e en un astado muy puro, lo cual 

en muchas Oca.sl.ones 1nvoluc:.l""a una pr"epa.r-ac:ion de la muestra com -

pl1c:.ada y costoua .. 

Los métodos croma.tográf leos se present•n como un• solucl.On par• 

reducir el t~empo de ~nAlisis, 

dra la muestra. 

manipuleo y costo de preparaciOn 

D1chos métodos van dl.rl.gi.doe fundamentalmente a la sepa.rac10n 

de dos o m~s sustanc1as.La pureza del compua•to a anali=ar se de­

muestr• lin1c::amente si se comprueba la. ausenc:ia de posibles i.mpu -

L~s separac1one• crom•to9rá1ic•s se emplean en la obtención de 

compuesto~ puros y en el anali•is cualieuantitativo da uno ama» 

el que un método •ea 

adecuado depende de cual de las dos apl~cac1oneB anteriores se 

persiga .. 

La crom•togr•-fia proporcl.ona una Qam• a~'{traordina.ri.amente ver 

sátil de método• 1t~icoquimicos po~1bles p~r• la pur1f~cación y 

el ~nalisis de compuewtos de interé~. 
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2.4.1 CROMATOGRAFIA.FUNOAMENTOS.<21-2~> 

La cromatografi• abarca un grupo vari•do e importante de meto -

dos que perm1~en •eparar.aislar, identificar y cuant1f1car· compo­

nentes est,...echamente reliacion•dos presentes en mezclas compleJa§. 

En esto-a método• se emplea una fase estaciona.ria y una fase mo­

vi l que fluye sobre la anterior. 

La fase estac1ona,...ia es un s6l1do o un liquido colocado sobre 

un 5oporte sól1do$las •eparac1ones se basan en l•s diferencias de 

velocidad de m1grac10n entre los componentes de la muestra. 

La fase mOvil que se hace pasar· a través de la fase estac1onar·1a 

se denomina eluyente o acarreador,el cu•l puede ~er un liquido 

un gas. 

Los componentes qu• desean •eparar deben ser soluble~ en la 

fase móvil o volátiles en el caso de cromatogr·afia de gases; de -

ben ser capaces de inter•cc1onar con la fase estacionaria ya s•a 

disolviéndose. o adsorbiéndose en ella. 

Si se coloca al ~inal de la columna < en la cr•om•togr·afta de 

eluciOn > un detector que respond• a lo• solutos y se repr·e$erlta 

gráficamente su 5eñal como una función del tiempo < o del volu -

men de la fase móvil >,se obtiene una serie de picos cuya ~rea 

bajo la curva es proporcion~l a la concentr•ac10n del salute.A es­

ta representaciOn gráfica se llama cromatogram• .. 
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Clas1ficac10n de las separaciones c1·om~~OQráf1cas 

TABLA No ... 1 

Nombre 

Gas - liquido 

Gas sól1do 

Part1ción 

Adsorción 

Gel 

Intercambio iónicc 

Fase móv1l 

Gas 

G•S 

Liquido 

Liquido 

Liquido 

Liquido 

F•se estac1onaria 

Liquido 

S61 ido 

Liquido 

Sólido 

Liqu1do 

Sólido 

Todos los procedimientos cromatogr~f1cos~se basan an las dife 

renc1as en el gr.a.do con el cual los soluto~ sufren partición en 

tre l• fase mOv1l y la fase estac1onar1a.Lo~ equilibrios rela.c10-

n•dos pueden de~cr1birse en forma cuantitativa por medio de 

constante dependiente de la temperatura~ el coef1c1•nte de part1-

c ión K: 

K • 
Cs 

Cm 
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donder 

c .. concentr•ción •nalit1ca total d• un producto en l • f.¡u¡e 

est.ac:1on•ri• y 

Cm - ccnc:entraciOn de dicho •oluto en la fa•• móvil. 

En el caso ideal.la r•~ón de particiOn ea constante en una am 

plia gama de concentr•c1ones d• soluto;es decir·. Cs •s d1recta -

mente proporc:ion•l a Cm.La cromatografi• que se lleva • cabo ba 

jo condic1ones tales que k. es constiAnt•. se denom1n• crom•togriil 

fia lineal .. 

Ter~inos involucrados en e&ta teorta: 

Volumen de eluc10n. Ve. Es •l volumen de eluyente que se nece-

sita p•r• elu1r una sustiAnc1• de una c:olumna cr·omatográfic:a a su 

- Tiempo de retenc10n. tr. Es el tiempo que se necesita para 

eluir una sustancia • su concentr•ac1ón m~xima. 

j 

tm es el tiempo necesario par• que una molécul• de la ~aEe mo­
vi l pase a lo largo de l• column•· 
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L~ teoria. or1q1nal de la c1•omaito9raT1a,llamada teort• de los 

platos teóricos, fue c:iaaa: de describir lilS veloc1dades de la mi -

qrac:1ón en fcr·ma cuant1tat1va.Sin embñt•go,su ut1l1dad es l1m1tada 

porque no describe los efectos de las variables que ocag,,1onan el 

ensanchamiento del ~re• bajo la curva.Por' lo que se sustituyo por 

la teorla cinética. 

la teorJa de los platos cons.1deril que una cclumno. está ccmpues­

t• por una· serie de estrechas capas hori;;::ontales y contiguas se­

paradas,denom1nadas pl•to~ teóricosien cada plato tiene luQar el 

equilibrio del soluto entre la fase mCvil y la fasae estacionar1a. 

La eficacia de una columna como dispositivo de separ••ci6n meJora 

al incrementar" el nümero de equi.libr1os~Asi,el número de platos 

teóricos N, se t.ttili::a como una medida de la ef1c:1enc:1a de la 

calumnaw 

N 

donde: 

L 

H 

H = altura equivalente de un plato teórico 

L longitud del empaque de la columna 
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Teoria cinética 

La observacion de un cromatograma pone de manifiesto su •eme -

Jan=• con las curva!> 9auss1anas o de distr1buc10n normal que se 

obtienen cuando se 9raf1can valores repetidos de una 111ed1da en 

func1on de la frecueoncia de su apar1c10n.De manera 5em&Jante,la 

forma 9ii1uss1ana de un cromatoQt"ama puede atr1bu1rse a la combina-

ción aditiva de los movimientos al azar de miles de particulas del 

salute en la zona cromatogr~f1ca. 

El ancho de la curva estA directamente relacionado con el tiem -

pe de retención del §oluto en la columniil e inversamente ·relacio -

nado con la velocidad a la cual fluye la fa~e móvil. 

La mayori• de los cromatogramas exper1mentalea,se obtienen 

con el tiempo como abscisa.Entonces para calcular el número de 

platos teóricos se tiene : 

2 
tr 

N •lb< --- > 
w 

donde: 

W es el ancho del pico medido en la base. 

tr es el tiempo de retención, e9 decir, es el tiempo que se nece-

sita p¡¡ra eluir una sustancia a su concentración ma:ttma. 
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Re•oluci6n de un• columna 

pres• como1 

2 <t,, - t. ) 

donde1 

W1 y W1 •on lo• •ncho& de los picos ( en unidade5 de tiempo ) en 

sus b•ses y <t,.- t 1 > e• la diferencia en tiempo de •u llegada al 

detector. 

1 t--,.-_,-:--·.-AÁ 
, '1---.... ____. \ "--" ...=__; 

1 1 1 • 1 

Cuando Rs • 1.0 el área de·cont•m1n~ciOn es del 2 % del area 

total bajo las curva.a,•uponiendo que ambos constituyentes sean -

cuentren en la misma concentraciOn.Para reducir la contaminación 

al 0.1%, l• resolución deberA ser de 1.5 o mas. 

Para el mismo empaque, la resoluci6n puede mejorar•e alar .. gando el 

tamaño de la columna o reduciendo el t•maño de particula del em -

paque; atiS. aumentara el número de platos teóricos. 
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Anál1s1s cuantitativo 

La croñiatografia cuantit•tlViil. se baa• en un• comparac1on ya •ea 

de la altura o del area de los picos cromato9raf1cos producidos 

pot· las sust•nc1as a cuantificar en compar•c1ón con un estandar. 

Si las condiciones. están controladas,estos parclmetros varic:\n 11 -

nealmente con la concentrac 1ón. 

Se obtiene meJor precisión cuando se utiliza un estándar inter­

no debido a que en est• forma se evita la incertidumbre cauaaaa 

por liti falta de homo9eneid•d en el volumen de 1nyecc10n de la 

muestra, y se compensiil. la pérdida de muestra que pudiet'9 ocurrir 

durante al proced1m1ento. En esta técnica !ile •ñade al compueato a 

anal l zar, otro compuesto de caractertst icas s1mi lares <estándar 

fnterno) en una concentración conocida. El estándar· interno debe 

de tener buena resoluc1on respecto a los dema• picos, estar 

presente en la mue•tra • c1.nal1zar, debe de sal11• cercano al solu­

·to que se desea separar, debe de ser inerte con 1·especto "' le. 

muestra y la fase movil, y estar d1spon1ble en el mercado. 

Factor de corrección relativo;factor respue<sta.: 

Para dos componentes i, r, de una me~cla re'Siuel ta se cumplei 
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donde m representará el número de moles de un c:omponente. 

5 es la sensibilidad del detector cse~al electr1ca cuando 

la concentración de un componente, eHper1menta un cambio 

de potenc1al1. 

A es el area del pico correspondiente d un componente. 

es determinado com1Jonente en la muestra. 

compuesto de retet•encia. 

Al cociente Sr/Si se denomina factor de correcciOn relativo del 

~omponente 1 respecto al de referencia y.se s1mbol1;:a fi. 

Si conocen los factores de correcciOn relativos¡ de las át•eas 

de los picos de un cromatograma con respecto a uno de los campo -

nantes, &s posible deducir la proporciOn relativa de todos ellos, 

teniendo en cuenta que,aún cuando fi es una magnitud adimen~ional 

su valor~ dependerá de la forma en que se e::prese m <en masa o en 

moles). 

Los factores de correcciOn .as1 determinados rept~esentan, más que 

simples relaciones de sensibilidades del detec:tor de pare& de 

compuestos, verdcideros par~metras correctores de todo el metodo 

an•litico,incluyendo •l propio operador.Sólo así •er.i. posible que 

los resultados obtenidos sobre un mismo problema sean coinciden -

tes en sentido estadistic:o. 



Se• M la cantidad de muestra problema., a la que se h.J. añadido 

un• cantidad mp de est~ndar,y 11 el factor• de corrección relativa 

del compon•nte i,cuya propo1•c16n en H quiere conocerse.La ciil.nt1 -

d•d desconocida d• i en Mes mi,y la proporción buscada m1/M 101), 

de donde: 

m; mp Ai 
f i 100 - 100 

M M Ap 
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2,4.2 CRDMATDGRAFIA DE LIQUIDDS DE ALTA RESDLUClDN <21-22> 

CLAR vs CG 

La c:romatot;¡¡rafia de gases< CG > tiene una gran cap•c1dad para 

separar y anali::ar me;:clas c:ompleJas.Comparada con los métodos -

croma toc;,ra f 1 c:os ex l sten tes, 1 as sepa.rae: i enes por CG fueron má• rái­

p idas y meJores contando con un equipo automat1::ado.Sin embargo, 

muchas muestras no pueden ser •nal1::adas pct• CG,ya sea porque no 

son lo suficientemente volátiles y no pueden pasar a través de la 

columna, o por•que son termicamente 1nestablefi y se descomponen b•­

jo estaa cond1c:iones de separación.Se estima que solo el ~(1% de 

los compue•tos org.inic:os conocidos pueden ser satisfactoriamente 

separados por CG,s1n una previa mod1f1cac1on quim1ca de lil mues -

tra. 

La cromatografia de liquides <CLAR) no se ve l1m1t•da por la 

volatilidad de la muestr• o la estab1l1dad térm1ca.Ademas,la 

CLAR es ide•l para la separación de mac:romoléc:ulas,e-apec1as lón1-

c:aK, productos natura les, etc. 

Huchas separaciones d11ic1les se logr•n meJor por CLAR que por 

CG parquet 

-La• do& fases crom•tográfic:•s en CLAR tienen 1nteracc1ón selec -

tiva con las moléculas de la muestra,en CG ex1ste sOlo con una 

fase. 
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Además, la CLAR tiene una mayor variedad de detectorest 

- Colorimétr1cos 

- Ampet•ométr1cos 

- Detectores de !nd1ce de re1t"acc10n 

- Absorción UV -visible y 1luorescenci• 

Una ventaJa mas de la CLAR vs CG es la relativa 1ac1lidad de 

recobro de la muestr•· Fracc 1one!5 separadas son 1.ic 1 lmente rece 

lectadas en CLAR., m1entr•s que con la CG,algunos detectores des­

truyen la muestra y no es po51ble recuperarla. 

CLAS!FICACION 

E><i•ten muchas 1ormas para dividir la cromatogr•fia de liqui -

dos en columna.Si esta clasif1cac10n e'iitá basada en la naturale­

za de lA fase estacionaria y en el proceso de separaciOn, se espe­

cifican cuatro d1v1sione$I 

- Cromatografia de adsot•ciOn: l• f•se eati1cionar1a ea adsor -

bente y la sep•rac10n esta basada en pa9os repetido& de adsor -

ción-desorc10n. 

- Cromiatoc;,rafiil de part1c1on: b•sad• en la particiOn entr• las 

fases móvil y la fase estac1onar1a. 

- Cr"omatografia de interc•mb10 1ón1co1 La fase est•c1on•ria tiene 
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una superficie iOn1ca de car<:¡• opueeta a la muest~·a. 

Entre m•yor 5ea la c:arga de la muestra,m.15 fuertemente sera ra­

tenida.La f•se móvil es una solución re9uladora ac:uosa, donde 

el pH y la fuerza 16nica son usados pat·a control•r el tiempo de 

eluc16n. 

- Exclusion c1•omatográf1ca: la columna está empacada con mate 

rial cuyo tamaño de poro est.l controlado, la mue&tra es filtra -

da de •~uerdo a diferencia• d~ tamaño molecular.También s'1 le 

conoce como Cromatogr•fla de permeaci6n en Gel. 

En algunas oc•siones,no se sabe cual e5 el proceGO domin•nte,si 

adgorc1ón o partición o ambos.F'ot• esta razón se definen dos 

divisiones mas dependiendo de la polarid•d relativa de la~ do9 

fases: Cromatografia de fase normal y Cromatografía de fase in -

versa. 

En la cromatografia de fase normal, la fase estacionaria ea 

fuertemente pol•r lsllic•>, y l• f•ae móvil, no-polar (como he><a­

no o tetrah1drofurano> .Las muestras polare5 son retenidas en la 

columna mas tiempo que los compuestos menos pelare&. 

En la cromato9rafia de fase inversa,l• fase •stacionaria elii no 

polAr (hidroc•rburo•>, mientras que l• fase mOv1 l •s un 1 iquido 

polar como el agua o •l alcohol. Lo~ compuestos no-polares se re­

tienen mA• tiempo. 
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Algunas veces,la fase mOvil puede ser modificada aJustando su 

polaridad, en la fase normal esto puede ser hacho ad1c1onando un 

disolvente mas polar; y en la fa&e inversa, ad1c1onando un disol-

vente menos polar. ORDDl DE ELUCION 

DE lA COWMNA 

j f " ( 3 MUY POLAi'.) ~ 

~ ~ fase ni:lvil 

i ~ ; .. (2 SEMI POLllR) 

"' CH CT NO POU\R) 
no p:>lar 

ü 
¡;: º• 

~ ¡;¡ º+ 

~ !5 

j 
Ul (3 NO POLAR) 

"' 8 ~ 
fase iróvil 

~ (2 SEMI POUIR) ¡:ola~ E'. 
~ (1 MUY POUIR) .. , 

"• 
La cromatografia de llqu1dcs de alta resoluc16n se c:ar•ac ter 1 ;:a 

PDr": 

- Diámetro de la columna pequeiio l2-5 mm), 

- Empaques de columna con partículas muy pequeñas y variedad de 

reactivos para ser usados como fase estac1onaria1 

- Pt·es1ones de inyecciOn relativamente altas y f luJo de fase mO -

vil controlado1 

- Introducción precisa de la muest1·a,sin necesitar muestr·as muy 

grandes; 

- Bombas de alta presiOn capaces de mantener fluJos ·de fase mo-
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vil pequeños y controlados,que permit•n una operac:16n mas re -

producible. 

Detecto1;es cap•ces de anali;!ar cantidades mU)' pequeñasc 

- Instrumentos automatl;!ados estandari:ados, 

- Anál1s1s rapido y 

- Alta e1iciencia. 

SISTEMA CROMATOGRAFICO 

Los componente• b~s1cos de este sistema son un• bombil que im -

pulsa la fase m6vil,un ~par• introducir la muestra; una 

columna conteniendo la fase estac1onar1a, un detector para deter­

minar que eeparac:i6n h• tenido lugar, y un registrador y/o inte­

grildor que provee la inform•ci6n cualitillt1va y cuantitativa de 

lcfi resultados ya se• en forma de cromatogram•& (curva de res 

puesta vs tiempo> y/o calculo de áreas. 

Columna Detector Registrador 

Esquema. de un aparato empleado en cramtogragia de líquidos de alta resolución. 
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Los detectores más frecuentemente usados en CLAR son los detec­

tor·es 6pt1c:os. Las variaciones en la intensidad de lu:: c•Ltsadas 

por la absorc1on UV-visible, fluore•c:enc1a o indice de refracc10n 

resultantes de la 1nterferenc:1a encontr·ada al pasar lo• componen­

tes de la muestra a través de la celda, son monitoreados como 

c:amt11os de voltaJe los cuales son registrados en un integrador. 

El detector en CLAR más común es de absorc1on U\1-.,..isible co.paz 

de mon1torear en el intervalo de 190 a 80(1 nm. 

FASE MOV!L 

E:<cepto en la cromatografla de e>Cclusión, la fa5e móvil juega un 

papel activo en el sistema CLAR, 

Se puede utili:ar una composición constante de la fase móvil 

durante un análisis,o bien,1r variando dicha compos1c1ón. A la. 

primera terma se le llama ope1•aciOn isocratica y a la segunda 

gradiente de eluciOn. 

Esta última se ut1li:a si los componentes de la muestra tienen 

una diferencia muy grande de polaridad.< Ver tabla No.2 >. 

La elección del liquido usado como fase m6vil depende de c1er -

to6 pat•ámett•os.En la cromatogr•fia de partición de adsorción la 

polaridad es muy importante,s1n embat·go, c1erta9 ca1•acter1sticas 

como la viscosidad pueden influit· en el sistema c1·omatog1•áf1co. 
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Se seleccionan Veloc\dildeS-de··fluJo.baJas,ya que la eficienci• 
- . ' ~- _-. . . "·'" 

se incrementa al di'sminui'r el f.lüjo.La velocidad de fluJo clils1ca 

varia de 1-2 ml /min con colÜmnas -de -2-5 mmDI. 

FASE ESTACIONARIA 

La separación de la muestra se completa al interaccionar con la 

fase estacionari•· 

Esta fase eg un !SOlido poroso.La mayoria de lo!i empaques tie -

nen la fase estacionaria quimicamente enlazada a un soporte de 

particulag.A esto se le llama fase enlazada. 

Estas fases enla~adas son preparadas por· la reacción quimica de 

los grupos hidroxil de las particulas de silica y una mOlecula 

org~nica lineal. 

También e}:isten fase& enla::adas polares con otroE Ql"L\pos,por 

ejemplo; ciano o amino al final de la cadena de hidrccarbur•os,pe-

ro las de más amplio uso son las fases no polares con una cadena 

alquil toctadecil> enla=ada al alquilsilano. 

El tamaño de particul• es muy importante para que la fase mO 

vil y el disolvente de la muestra di'fundan rápidamente,estas par-

ticulas deben ser lo mc\s pequeñ.:1s posibles para acercarse a lit.s 

condiciones ide•le9 donde la muestra es e:<puestiil a la má:oma 
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cantidad de supe~1icie del empaque.El promeáio de e$te tamaño 

de 5 a. 15}.Jm. 

Las columnas tip1cas son de 25-SO cm de largo ~on un diAmetro 

int@rno de ~-5 mm. 
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CROMATOGF:AFIA DE FASE INVERSA ( 21-22 l 

En la •ctualidad más del 71)'l. de los ancll1sis de CLAR se reali -

zan mediante sistemas de tase ínversa. 

Las mezcl•s mAs comúnes de fase móvil empleadas en tase inversa 

son metanol-aqua o aceton i tri lo-agua. 

El mecanismo de separación de las fases enla=adas empleando fa-

se inversa es solo efecto de pa1·t1c1ón. Hay por lo menos tres 

mecanismos de separación que ocurren simultáneamente: adsorción, 

part1c16n y tensión supe1·f1c1al. 

Esta teoria hace posible e:1pl1ca1• el uso de la fase inversa en 

la separación no sólo de compuestos polar•e§ los cuales siguen 

el princ1p10 de que '' lo s1m1lar disuelve a lo s1m1la1·'' descr•ito 

pot• la teoria de part1c16n,sino también de la separación de es­

pecies polares. Estas separaciones se efectúan utili;:ando las 

propiedades de tensiOn superficial del empaque. 

A altas concentr·aciones de a9ua,las fuer:as de tensión superfi­

cial entre las moléculas de la muestra y la fase e•tacionariiil. 

tienden a ser altaspii se añade un modificador orgánico iil. la fa&e 

móvil, la tensión '3Upet·flc!al del enlace se reduce y los componen­

tes eluyen. 

La fase móvil usual es una me=cla de agu~ con disolvente 

miscible,menos polar como metanol. aceton1tr•1lo\ tetr•ahidt•ofura -

no, dioxano, etc. Si se inct•ementa la concentración del d1solven-
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te menos polar,se dec:rementan los tiempos de retanc:16n. 

La elecc:16n del componente menos polar depende de la solubili-

dad de la muest~a,v1scos1dad de la fase mOv1l y eficiencia del 

sistema. 

CRO~IATOGRAFIA PAR-lONICO 

La cromato9rafia de part1cion par-1on1co se uti 11.::a preferente-

mente en materiales que se encuentran ionizados y que son alta -

mente insolubles en agua. 

Generalmente, las columnas de fase inversa son las mas efec:t1va• 

para la sep•raci6n de compuestos no-i6n1cos.En el caso de ác:1dos 

y bases débiles con valores de pl::.a entre 2 y 8 tpH que toleran 

las c:olumnasl, la act1v1dad 16n1ca se 9upr>me c:on una soluc:1ón 

reguladora en la fa5e móvil. Para ácidos y bases fuerteti c:uyos 

valores de pH están fuera de estos limite•, su 1oni=.ac1ón no pue-

de ser supr1m1da. 
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Par-a estos compuestos se recun"e d la cromato9rafta p•r-1on1co. 

Ex1sten dos teorias ciue e:1pl1c:an el mecanismo de ei;;te tipo de 

c:romatoqrafia.; la pr1mer·a de ello.o¡. d1i:e qt..le el propos1to del par-

10nico e~ a9re9ar un se9undo 1ón icontra.-10n) al eluyente que al 

combinarse con los iones de la muestr-a, crean un par ión1co neu -

tra el cual segu1ra el proceso de p~t"t1ción normal entre la tase 

estac:1ona1·1a y la ta.se mOv1l. 

La segunda teo1•ia dice que la cromatoqrafia de par-ióri.o puede 

ser ut1li~ada para modificar la fase estacionaria, en este ca.so 

el c:ontra10n se adsorbe en el empaque, los tones de la muestra 

con carqa opuesta se unen a esta nueva superficie.El exceso de 

contrai6n en la fa.se móvil mant1ene constante la c.oncentraciOn 

del mismo en la fase est-ac1onar1a. 

Otros factores que ayudan a una resolución Optima son: 

el tipo y concentración del contraión,el pH y la compos1ción de 

la fa~e móvil, siendo la columna m~s fr•cuentemente usada la C-18 

A fin de asegurar que todos los iones fuertes estén complet• 

mente ion1.:a.dos,se emplean c.ontra1ones con valores de pKa. muy 

altos o muy bajos.La selec.ciOn del contr·a16n depende da la mues -

t:ra. 
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Las muestras básicas son analiz•das usando la ~al sOd1ca de al -

qu1lsulfonato,con el pH aJustado a~ con ~c1do acético glacial. 

Para muestr·a~ ácidas se emplea fosf•to de tet1•abut1l amonio• un 

pH de 7.5. 

En ambos casos, la c:oncentrac16n del c:ontra10n es de 0.003 

0.005 M, la cual es suficiente para asegurar la completa 1oni:a -

ci6n de la muestra sin introducir efectos indeseado& de satur•­

c:ión del detector o fo1•mación de c1•1stale~ en el sistema. 
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~DESARROLLO Qg_ \J.t! t!S.!QQ.Q ANALlTICO E:Q.B. Cb.eE 

A f1n de determinar c.u.11 metodo analit1co por CLAR es el me1or 

para anal i ;?ar un compuesto determinado en una m1..1estra, se conside­

ran los siguientes puntosa 

- Naturaleza de la muest1·a. 

- El tipo de sepa.ración selecti11a requerida. 

- Conveniencia expe1•imental. 

NATURALEZA DE LA MUESTRA 

Se realiza una investigación bibliogr.,fica de las propiedades 

fisicas,quimic•s y fisicoquim1cas de la sustancia.La propiedad 

m.!s importante es la solubilidad relat1va en agua vs. solventes 

orgánicos. Posteriormente ta.maño o peso molecular, y .su pKa. (Ver 

tabla No. 3l. 

SEPARACIDN SELECTIVA 

Se busca en la mayori• de los casos,el efectuar por lo menos una 

separación parcial previa de todos los componentes de la muestra, 

esto con la finalidad de introducir ésta lo más pur·a posible a la 

columna y a~i alar9ar la vida de la misma. 

Escoger un procedimiento que sea exitoso en la geparación de sus­

tancia'3 muy sim1lare• requiere del conoc11niento del mecan1amo de 
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retenc1on de los diferentes métodos. 

CONVENIENCIA EXPERIMENTAL 

El métcdo debe proveer una adecuada resoluc10n de lil muest1•a 

con L1n min1mo de 1tsfuerzo. 

Algunos factores que deben de consider._r~e son : 

- Pt•eparac1on de la muestra. 

- Tiempo para efectuar· el anali~is. 

- Estandár• interno fácilmente a9equ1ble y ~stable. 

- Costo del análisis. 

- Aplicable a estudios de estabilidad y anAl1sis rutinario. 

- Tiempo de vida de la colu~na. 

- Estabilidad del sistema. 

- Facilidad para desarrollar y validar el método. 

- D1sponib1l1dad de materiales y reactivos. 

- Exper1enc1a previa en el método. 
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~ VALIDACJON Q5. MEfODOS ANALITICOS l ;!8-3(1 > 

La finalidad de obtener medicamentos cada ve::: meJores ha sido 

facilitada por la adapcion y práctica de métodos de anál1s1s re­

conocidas como c:orrec:tos y efectivos. Tal reconoc1m1ento se ha. lo­

r;,rado med1ante la val ldac:1ón de los mismos. 

Una def1n1c:ión del término val1dac1ón es la siguiente: 

Proces·o par el cual queda establecido por estudioE de 

laboratorio que la capacidad del método satisface los requisitos 

par~a las aplicaciones analtticas deseadas.'' 

La val1dac1ón, por lo t<ilnto, implica el poner a prueba una téc­

nica analit1ca con el obJeto de determ1na1• si los parámetros es -

tablec:1das durante su desarrollo, no!i permitirán cuantificar al 

compuesto de interés de una manera precisa, exacta y especlfica. 

Cada producto tiene su propia idios1ncras1a,por lo tanto,requ1ere 

de pruebas especiales para lograr tal obJet1vo. 

En un programa de val1dac1ón los resultados obtenidos deben de 

regi.strarse adecuadamente <documentarse) y evaluarse estadlstica.­

mente. 

Las variables involucradas en la validación de técnicas anali -

ticas son: 

40 



- Material oue se anal i:.ar~. 

- Materiales y reactivo• utilizados en el an~lisig • 

... Equipo, instrumentos o materia le• para cal ibt"ac ion. 

- Quimicos analistas. 

- Factores amb1entale•. 

- Instrumentos o aparatos en si. 

El seguimiento de una valldacion,dependeré de la aplicaciOn que 

se dat".i a la m1s.ma < Control de Calidad y10 e•tudios de estabili­

dad>, disposicione• gubernamentales, lineamientos intet"'nos del 

labol""atorio donde se efectúe y del criterio di!l analio;;ta. 

La guia general para validar un método analitico involucra lo& 

si9uientes experimento9: 

l. Espec1fic1dad 

2. Linealidad del sistema 

3. P1~ec1~ion del s1stefl\a 

4. Precisión del método 

5. Exactitud del me todo 

b. Estabilidad de la 11ue•tra. 
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PARTE EXPERIMENTAL 

42 

"Pues bien, le di a mi mente un rep:iso can_ 

pleto sumiéndola en un análisis químico". 

A.C. Doyle 



;¿,_J_ DESARROLLO DEL ~ 

Los métodos analit1c:os usados más frecuentemente para cuantifi­

car pseudoefedr1na, usan sistemas pot• cromatogr•fJa de gases, <9>. 

Al probar uno de e5ito5i sistemas que emplea una column• de vidrio 

de 4 p 1es x 1 /4 plg con 1. 2% de Carbowa:.: ::20 M, sobre Cromosorb WHP 

1001120 con c). l'l. de 1--.0H,se encontró qL1e la recuperación de la 

pseudoefedr1na no se lograb• al lüúí'. debido • problem.a.s de ex 

tracción durante la pr•epa1•ac16n de la muetitr•. 

Al real1:ar el análisis de costos y de conven1enc1a expe1•1men -

tal,se optó por desarrollar un método por CLAR. 

El objetivo de este proyecto fue desarrollar y validar un méto­

do analitico que permit1e1·a cuantiflc•r sulfato de pseudoefedrina 

en una solución oral, tanto para el control de calidad como para 

estudios de estabilidad del producto. 

Inicialmente,se probaron las columnas M-Bondap•k C-18,fenil,CN 

y NH 2 ensayando diferentes fases móviles como metanoll•gua, 

m•tanol/sal sódica del ácido octano sulfónico/ácido acético,me­

tanol/fosfato de amo~io,variando la proporción de las mismas. 

En ninguno de estos casos se logró la •epar•ción de la pseudo -

efedrina de los conaervadores pre•entes en l• muesotra. 

Dados los resultados anteriores,se dec1d1ó eliminar• astas úl­

timos empleando una pre-columna C-18 CSEF'-PAt~>, de la cual, al 
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filtrar la muestrat y al ser lavada con agua,eluye untc:.:tmente la. 

pseudoefedr1na y quedan retenidos los conse1·va:dores. Estoe pueden 

ser elu!doi¡¡ posteriormente con un disolvente menes polar como el 

rnet.anol. Ver Figura No. 1, Tr.atam1ento de las muestras. 

Teniendo como antecedente bibl 1ográfic:o que la pseudoa1edrtna. 

es una amina c:uater·narta para la cual está 1·ecomendada el uso de 

c:romato9rafia de fa.se in ... arsa, en c:uyas columna• pueden ser rete­

nidos estos c:ompue-.tos ion1c.os med1ant:e el control del pH y10 la 

adíciOn df! modtficador-es a la fase móvil, se optó por el<plorar 

esta pos1b1lidad. 

S• de5c;;irtO esta. opción <supres16n iOnlCil} ya que la p11eudoefe­

drina tiene un pY.il de 9.~ y pat~a tenerla no 1on1zada. se requeri­

rla. tenet" un pH mayor a 11 1 lo cual ne es recomendable para c:o -

lumnas basadas en sil 1ca, en las qu.e se sugiere usar fa.9es mOvi­

le• de pH no m~yor a 7.5. 

Por lo tanto, se decidió invest19ar el uso de a9entes modifica­

dores~ Se selecc1onO inicialmente un buffer de fos1ato de amonio 

con el si9uiente sistema cromato9r~fieo1 

Columna# 

Flujo1 

Detector: 

F•se móvil: 

Tiempos da re­

tenci6n aprox.: 

H-9ondapak CN 

L5 ml/m1n 

U~ v. 254 nm 

Fosfato de amonio o.os N,pH ó.5/ metanol 80;20 

Pseudoefedt"tna 

Etilpa.rabeno Cest~ndar interno> 
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FIGURA No, 1 

TRATAMIENTO GENERAL DE LAS MUESTRAS 

1.Humectar el SEP PAK ClB con 

2 ml de metanol y después 

con 5 ml de agua. 

2.Colocar el SEP PAi':. sobre un 

matraz volumétrico de 25 

ml.Poner 2.0 ml d• muestra 

en la jeringa. 

3.Lavar la pipeta con 2 ml de 

agua,recib1endo en l• Jeringa. 

Fil trAr la muestr~a gota a go­

ta a través del SEP PAk.. 
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4.Lavat· la jeringa' y el SEP PAK 

con 2 porciones de 6 ml de agua 

1iltrando.a través del SEP -

PAK. 

5.Quitar la Jeringa y el SEP PAK 

Ag,.egar :5.0 ml de solución de 

estándar interno. 

Diluir a volumen con agua. 

6.Inyectar 20 microlitros en el 

c.romat6grafo. 

NOTA: Lavar el SEP PAK con 9 ml de metano!, seguido de 10 ml de 

agu•, y la p,.&-columna 11st.1 l 1sta para ser nuevamente 

usada. Asegurarse que la pre-columna esté c:ompleta111ente 

libre de metanol. 
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Este método se valido C ver capitulo corresoondumte ) y 1•esul­

t6 ser especificot ex•cto <X= 101.15 'l., D.E.R. = l.26'l.> con m a 

1.0495, b=0.026 y r=0.9999; line•l lb=-0.04, m•l.77, r=0.9999); 

preciso (Kc=0.455, O.E.R. =ó.73i!>, y no se encentro diferencia 

entre los resultados obtenidos en do• dia• di terent•s, ni t•mpoco 

entre los resultados obtenidos poi"' dos analistas diferentes al 

anal i ::ar muestras del producto terminado. Donde ii e!i el valor 

promedio, O.E.R. es la desviaciOn estándar relativa, m es la pen­

diente, b es la ordenada al orioen, r• e!i el factor de correlación 

de una linea recta y ~e e!i el factor respuesta. 

Sin embargo, illl efectuar el análisis de estabilldad de Las 

muestras almacenadas durante b meses, se observaron productos de 

de9radacion de los excipientes (que no fueron detectados durante 

el p,-oceso normal de val idac1on>, en las muestra• almacenadas 

35º e y a 45•c, que no logramos resolver de la pseudoefedt"ina ni 

aün variando los parámetros cromatograf1cos dentro de los limi 

tes pre-establecidos en la prueba de tolerancia. 

Por lo tanto esta técnica an•litica aunque ya val1d•da y facti­

ble de ser empleada para el Control de Calidad del producto, se 

recha:::ó pues no seria útil par• estudiar l• estabilldad del mis­

mo. 

Revisando el tr•baJo hecho con anterioridad, ge ob5ervó que un• 

ve;: eliminados los conservadora& con la precolumna C-18, una co-

47 



lumna de este tipo si seria capa;: de resolver los productos de 

dec;.radaciOn encontrados. 

El sistema desarrolli1do en esta sec;.unda ocasión, emplea una co­

lumna H-Bondapak C-18 1 flujo de l.5 ml/min y un• fase móvil de 

metanol/ácido 1-octanosulfónico sal sódica 0.01 M/ácido acético 

en una proporción ~0:~0:1 1 empleando como estándat• 1nte1·no nafa -

201 ina. Ver tabla No. 4. 

Pa1·a realizar el análisis de muestras empleando el sistema an­

tes propuesto, se h•ce uso de los reactivos y solucione• están -

dar enl1stados en la tabli1 No.5. 

Se realizó la prueba de toler .. nc1a, con objeto de optimizar los 

parámetros c,.omatográficos. Se vario el número de pl•tos teóri­

cos, la proporción de fase movil y el flujo, alrededor de los va­

lol"'es establecido~ durante el de•arrollo del método. Observando 

la var1ac10n que se producian en los tiempo!i de retención y por 

lo tanto en la resolución de las sustancias de interés. Ver ta -

blas 6 1 7 y B. 

En cuanto al número de platos teOrico1;,conforme t>e emplean co­

lumnas de mayor vida media se meJora la resolución del producto 

de interés con respecto • los excipientes o productos de deQrada­

ción y al e!ltánda.r interno. Al inc1•ementar la proporción de 

fa•e org.inica di!Sminuyen los factores de resoluc1ón, lo mismo se 

observa a.l aumentar &l flujo de la fase mOv11. 
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TABLA No. 4 

PARAMETROS CROMATOGRAFICOS 

1. Instrumento 

2.Columna 

3.Detector 

4.Fase mOvil 

~.Flujo 

6.Estandar interno 

?.Tiempos de retención 

apro><imado!5 
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Ct·omatOgr•afo de liquides 

M Bondapa~ ClB 30cm x 4mm 

de acero inoxidable. 

UV fijo a 254 nm. 

met~nol I sal sódica del 

acido 1-octano sulfónico 

0.01H/ác1do ac~t1co 50150:1 

1.s ml/min. 

Nafa:olina 0.05 mq/ml 

Pseudoefedr1na 5 min 

N•fazol 1na 10 m1n 



TABLA No. :S. 

REACTIVCs·v. SOLUCIONES ESTANDAR 

- Metanol 

- Sal sOdica del ac1do 1-octano sulfOn1co 

- Acido acético glacial 

- Fa•e móvils 

Me::clar metanol I agua en una p;·oporciOn 5015(1 

Añadir la sal sOd1ca del ácido 1-octano sulfOnico para obte­

ner una soluc:iOn 0.005 M. Agregar ácido acético para. obtener 

una •olución al 1%. 

Filtrar a través de un filtro de O. 2~ u¡¡ando vac io y a.g ita­

c ión lenta 15 m1n. 

- Soluc16n Estánd•r Interno: 

Pesar exactamente cerca de 25 mg de nafa:ol1na y transferir 

cuantitativamente a un matraz volumétrico de 100 ml.Anota.r el 

peso,Pi. Disolver y diluir a volumen con agua. 

- Solución Estándar de Sulfato de Psaudoefedr1na: 

Pesar e:,actamente cerca de 94 mg de estánd•r de referencia de 

sulfato de pseudoefedrina y transfet•i1· cuantitativamente a un 

matraz volumétrico de 25 ml. Anotar el peso,Ps. Di~olver y 

diluir a volumen con agua. 

- Solución Estándar Factor Re9puesta1 

Transfe1·ir• 5.0 ml de la solución estándar• de sulfato de pseu­

doefedrina • un matraz volumétrico de 25 ml. Agregar 5.0 ml 

de soluciOn estándar interno. Diluir a volumen con agua. 
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TABLA N0.6 NUMERO DE PLATOS lEORICDS (NPT> 

A. - MUES TRAS A T.A. 

NPT• TIEMPO DE RETENClON FACTOR DE RESOLUCION 

E p N E/P PIN 

1863 2.92 5. 70 10.25 S.67 5.:58 
1317 2.59 4.02 6, 17 3. 71 3.91 
1052 2.36 4.28 b.b5 3.88 3.43 

B. - MUESTRAS A 45° e DURANTE 8 MESES 

NPT• TIEMPO DE RETENCION FACTOR DE RESOLUClON 

D p N D/P P/N 

18b::S 2.92 5. 70 10.32 5.10 S.37 
1317 2.60 4.03 6.16 2.6!5 3.20 
1052 2.68 4.27 6.63 2.68 3.01 

•NPT EVALUADOS CON NAFAZOLINA 
NOTAS D • PRODUCTO DE OEGRADACION E • EXCIPIENTES 

P • PSEUDOEFEDRJNA N • NAFAZOLINA 
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TABl.A NO. 7 PROPORCION DE FASE MOVll. 

A. - MUESTRAS A T. A. 

METANOL : AGUA TIEMPO DE RETENClON FACTOR DE RESOLUClON 

E p N E/P PIN 

45:55 2.ss 7.37 lé. 7() 9~74 
50:50 2.92 5. 70 10.25 "'s. 67. 
55i45 2.32 4,55 7.20 b.Só 

B.- MUESTRAS A 45 e DURANTE B MESES 
.. 

F~c'~ÓR 
.. 

..-RESOL.De t m-1 METANOL . AGUA TIEMPO DE RETENCION c·DE 

D p N PIN 

45:55 "· 37 8.17 17.9:0 b,71 
50;50 2.92 5. 70 10.32 5;10 s.:;1 
55145 2.67 4.55 1.17. 4~ 4ü 

NOTA 1-a concentr•cion de l• 9al •cd1ca del acido 1-0ctano•ul fenico. 
y del acido acetico i;,lac1al permanec10 constante. 
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TABLA !'10. B FLUJO 

A.- MUESTRAS A T,A', 

ml/min. TIEMPO :DE RETE~C 1 ON.: FACTOR DE RESOLUCION 

. --~' ;.,· '-; -
N E/P PIN 

1.0 7.42 7.0B 
1.s 5.ó7 5.50 
2.0 6.41 5.52 

9.- NUEST¡lAS 

ml/min. FACTOR DE RESOL.UCION 

D/P P/N 

1. o 16;45 b.07 6.52 
1.s 10.32 5.10 5,37 
2.0 2.22 4.22 7,37 5,4¡ 5.04 
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En base a los t"esul ta.dos •nte& expuestos, se puede est,;i,b lect:w 

qua el sistema propuesto es tole..-.ante a c:.1erto& cambios en la 

compos1c:iOn de la fase móvil y flujo a partu· del punto central, 

ya que la resoluc1on de los picos de interés es de 1.~ o más. 

Con respecto al nütnl!!ro de pl•to• teOric:cs,se ,.ecom1endi1 un mi -

n1mo de 1052 evaluados con respecto a Nata:::ol1na palra asegurar la 

adecuada. resoluc16n de los picos de interés\ con on menor 

no.mero de platos te6r1cos no se •Segura un factor de resolución 

dentro de los limites establec~dcs antes mencionado~. 
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3,2 VALIDACION !JSh !:1&J_QQQ ANALITICO 

Todas las. muestras de producto terminado y sus placebos fueron 

acondicionadas en frasc:os de pol1etileno de alta densidad y en 

vidrio ámbar tipo III, que se ut1l1:aron durante la v~lidacion, 

Pat•a analizarlas se trataron como se muestra en la figura No.1. 

El contraiOn empleado en la técnica de par-1ón1co que se traba.JO, 

fue la sal sOdica del ac1do 1-octano sulfOn1co. 

Los cálculos para cuantificar• a la p•eudoefedr1na 1 se hicieron 

de ia. sir,,uiente forma, usando para los factores respuesta laa 

áreas obtenidas de la inyeccion de soluc:1one'5. estandar ,y par•a el 

c~lculo de la concentración de la pseudoefedr1na,las át·eas obte -

nidas de las muestras de producto terminado. 

Ap·· PI' 5 25 25 
K X -· Ai 100 '25 Pp 5 

Ap' PI 25 
K = X - X 

Al Pp 100 

A'p Pí 5 
mg/ml pseudoefedrina •ulfato ~ --- x --- x ·-K A' i Pp 100 

Donde: 
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Ap A rea del sulf•to de Pseudoefed1•1na 

Al Ar" ea de la Nafazol in~ 

Pp Peso del sulfato de Pseudoefedr1na • mg 

P1 Peso del estándar interno Nata~ol 1na, mg 

A'ps:: A rea. del sulfato de Pseudoefedt"ina 

A· i= Are a de la Nafa=ol ina 

Vp = Volumen de la muestra, ml 

f'ara efectuar la val idac16n del método .anal i tico desarrol l.ado 

se realizaron los 9iguientes eMperimentos: 

l. ESPEC !F !C!DAD 

Es la capacidad que tiene un sistema croma.tog1•af1co de resolver 

del pico de interés los otros componentes que den señal en el de­

tectot• lproductos de degradac10n,excip1entefi.otroa act1vots> ,es 

decir,es el grado en que la med1c10n se debe sOlo a la sustancia 

por determinar y no a otras que pueden estar presentas en el ma -

terial a anal1:ar. 

En el caso de que ei¡¡ta prueba •e aplique a un• técnica que "'ªY• 

a ser· util1:ada para estudios de est•b1lid~d,se hace un estud10 

de las sustancias que pueden presentarse durante el periodo de 
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almacenamiento del producto en condic1ones normales o especi f 1 

cas de temperatura, lu=,humedad,pH,.1.e,,¡entes oxidi1ntes,etc. durante 

un periodo determinado. 

Se obtuvieron cromatoqramas de las muestra5 de producto termi­

nado, placebo y soluciones egtándar que a continuac1ón se enli•­

tan, siendo analizadas baJo las condiciones cromatográf1cas men-

e.tonadas en la tabla No. 4 • 

l. Est.tindai"es 

a> P!leudoefedrina 

bl Nafazol ina 

e> Factor respue~ta 

2. Producto terminado, Almacenado a1 

al Temperatura ambiente, <T.A. > con estándar interno 

b) Temperatur• amb1ente,sin e'!.té.ndat· interno 

e:) 70ºC dui•ante 15 di as, sin e•tándaf· interno 

d) 45ºC dUt·ante 8 meses, 6in estandar interno 

3. Placebo de sulfato de Pseudoefedr1na 

a> Temperatura ambiente, ein e•tánd¡ar interno 

bl 70ºC durilnte 15 dias,sin estándar interno 

c) 45ºC durante 15 dia&,sin estánd~r interno 
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Observando los cromatogramaa que se muestran en las fiquras No. 

2 a 5,se concluye que no hay sustancia¡¡ q":.Je interfieran con los 

picos de interés,ya que en los cromatogramas correspondientes 

los placebos no se observan picos en los mismos tiempos de reten­

ciOn de la pseudoefedr1na y nafazolina, por lo tanto el método es 

especifico baJo el sistema cromatograf1co establecido. 

2.L!NEALIDAD DEL SISTEMA 

Con esta prueba, se pretende demostrar que el sistema. cromato -

graf ice cri9 ina una respuesta linea 1 dentro de un rango de con 

centraciones del pr'incipio activo,en cuyo punto intermedio se en­

cuentra el 100Y. de l• cantidad a cuantificar pot~ el método de 

análisis,e• decir, mide el grado en el que una curva de calibra­

ción se aproxima a una linea recta. 

Esta prueba real iza congtruyendo una curva de calibración 

con estándares de cuando menos ::i concentraciones diferentes. 

Asi, observa la capacidad del 9istema para asegurar que lo• 

resultado• obtenido& son proporcionales a la concentración del 

principio activo en la mu&stra. 

La curva de calibraciOn se re•liza 9raf1candc el cambio de l~ 
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señal del detector (área,absorbanc1a,etc.) vs el cambio de con -

centrilción de la sustancia anali~•da.En dicha curva, siguiendo la 

ecuación de una linea recta y= Ax+ B,se determina el coeficien­

te de correlación <r> 1tl cual debera de aprox1mar5e a la unidad, 

y 1 a ordenada al orig;en deberá tender a cero para asegurilr que 

estamos tr•abaJa.ndo sistema lineal. 

La prueba se llevó a cabo usando soluc1one'3 estándat•es de pseudo­

•fedrina <P>t que se prepararon en un 1ntervi1lo de concentracio­

nes del 60 al 140% de la concentración teórica de dicho pr1nc1p10 

activo no1~malmente ut1l1zada para el análisis, m•nteniendo cons -

tante la concentración del estándar interno,nafa=ol1na. 

Se determinaron las relaciones de at•eas entre el principio ac­

tivo <P> y el estándard interno <N>.Ver tabla No.9. 

Se gr•ficaron los resultados obtenido• <Grá1ica No .• 1 > t se ob-

set"va que la respuest• del detector es 1 ine•l y '3i9ue la ecuación 

de una linea recta y x Ax+ B. 

Dende el factor" de correlación es 0.997 y la ordenada •1 origen 

•• de 0.014 1 ai9n1f1cativamente igu•l •cero, con lo cual s& con­

cluy• que el m•todo es lineal dentro del intervalo de concentr•­

ciones estudiado. 
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3.PREC!SION DEL SISTEMA 

Con esta prueba se pretende demotitrar qua el !lis tema an•l 1 tico 

es capaz de detectar" siempre la misma c¿intidad de un pr1nc1p10 

activo con la m1n1ma var1a.c:;1ón pogible cu.ande es •nal1:a.da varias 

veces. 

En la presente val1d•ciOn,est,) prueba se r·aal1zO prep•ra.ndo una. 

sdluci6n est.i.ndar de sulfato de pseudoefedr1n• en una concentra. -

ciOn igual al lúü'l. de lA cantidad e9.tablec::1d• para. real1;;:ar el 

an.tli1;,i5 de l;u; muestras.Eata soluc:10n sa inyecto 6 veces. 

Se determinó la media cX> y la desv1ac1on e'E.t.i.ndar reli'.tiva 

tD.E.R.1,calculando el factor respuesta de la siguiente manera1 

AREA PSEUDOEFEORINA 
Kc: =. 

AREA ESTANCAR INTERNO 

CONC.ESTANDAR INTERNO 

CONC.PSEUDOEFEDR!NA 

De acuerdo can los resultado6 que se mue~tran en la tabla No. 10 

se concluye que el sistema es preciso baJo est•s cond1c1ones ya 

que la O.E.R. es menor .. 1 2'l. <0.53'1.). 

Donde D.E.R.= <O.E./ X> 100. 
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4.PRECISION DEL METODO 

Esta prueba tamb1en puede expresarse como reproduc1bilidad del 

método; es la concordanc1a obtenida entre determinaciones 1nde -

pendientes desarroll•das poi· analistas y dias diferente& usando 

el mismo equipo y si9u1endo el mismo metodo analit1co. En ella sa 

se puede apreciar la variación en los resultados del análisis 

ocur•r 1 dos "duran te 1 a prepara.e 1 On de la mue& t ra, 

Esta prueba &e real izo anill 1 zando 3 muestra• del producto ter -

min•do,dos dias d1ferentes,r•eal1:adas por dos quimicos. 

Se reali:aron 6 análisis cada dia para dar un total de 12 an~-

1 ists cuyos resultados se muestran en la tabla No.11, 

De acuerdo con los resultados obten1dos,se concluye que la téc­

nica as reproducible ya que tiene una desviación estándar relati­

va menor del 2%,y no existe variación entre los resultados obte -

nidos interdi~ ni interanalista. 

5.EXACTITUD DEL METODO 

T~mbién conocida como prueba de efecto placebo. 

Es la concordancia entre un valor determinAdo eKper1ment~lmente 

y un valor de referencia¡esta concordancia nos dice qué tanto los 
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resultados promedio de un método se alejan del v•lor real o ver­

dadero de la muestrm. 

Esta prueba es importante ya que en muchas ocasiones, por ejein­

plo, al manufacturar el producto, no se agreQa el 1(10% de la can­

tidad de princípio activo e•tablecída. en la formulación, por lo 

que se hace necesario el poder cuantificar• exactamente el pr·inc1-

pio activo aún cuando varie la relación principio activo - exci -

pi ente. 

La prueba de efecto placebo se real i=ó preparando 5 muestras de 

placebo a las que se les añadió solución est.tnda1· de paeud09fe -

dr1na en diferente& proporc1onee para tener el ó(>, 80, 1•)0 1 120 y 

140% de la concentración normal del principio activo <P> ,simulan­

do asi las condiciones de falta o e)1ceso del mi~mo. 

Los re'Sultados obtenidos se muestran en la tabla No.12 donde 

se observa que el porcentaje recuperado de pseudoefedr1na en to -

dos los niveles de la prueba es cerca.no al 11;0~~ con una. D.E.R. de 

O. 32% <menor del 2% requerido para aceptar la técnica como e:.tac­

ta). 

Con los resultados obtenidos an la prueb• de efecto placebo se 

reali::ó un aná.l1sis esta.distico para determinar la linealidad del 

método. 

Los resultados de este ancil1sis se mue9tran en la ttabla No. 13, 

de acuerdo con lo5 cuales se a5ume que el método es 11neal dentro 
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del intervalo de concentr .. ciones estud1ada•,ya que su coe1'1ciente 

de correl.~ci6n lineal es de (1.9999,y sin sesgo ya que se obtiene 

una pendiente s1gn1ficativamente igual a uno y una ordeniioda sig -

nif icativamente igual a cero. 

Conforme a los resultados anter1ores,se puede establecer que el 

método es capa=: de cuc1.nt1ficar la concentración real de pseudo 

efedrina aón cuando la relaciOn principio activo-excipiente varie. 

b.ESTABILIDAD DE LA MUESTRA 

Esta prueba se real1::a para comprobar que la muestr•a ya lista 

pat•a ser inyectada es estable a T.A. y/o en refr19e1·acion, ya que 

éstas son· las condiciones en que normalmente se almacena la mues­

tra cuando no es posible reali::ar su análisis el mismo dia en que 

se preparo. 

Esta prueba se efectuó preparando 6 mues trae. que se anal i:aron 

el mismo dia de su preparación; esto~ datos se tomaron como 1·efe­

renc1a. 

Esta.s muestras se c;,uardaron (bien tapadas) a T. A. y a ~°C por 3 

y 5 dlas para analizars• al término de cada periodo. 

Los resultados obtenidos se muestr·an en la tabla No.14 

Las muestras almacen•das en refr1c;,eraciOn no se anal1::aron,ya 

b3 



que los resultados obtenidos de las muestras a T.A. indicaron que 

el principio ac:t1vo permanec:ia estable baJo estas cond1c1onea por 

lo que no se vio la necesidad de emplear refric;,erac1ón. 

Basados en estos resL•ltados,es posible fijar la estab1l1dad de 

la muestra ya l 1sta para ser inyectada en el cromatOc;it•afo en 5 

dias si es alm~cenada a T.A. 
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TABl..A ?D. 9 LIUFALIDAO DEL SISm.Y\ 

\ DE!. NIVEL CONCENl'RACION DE PSEUl:O _ RELACIOO' DE AREAS 

EllSAVAOO EFmRINA SUI..fl\'IO (mg/mll P/N 

60 0.449B o. 5558 

BO o. 5997 0. 7363 

100 o. 7496 0.8691 

120 0.8995 1.0737 

140 1.0494 l.2744 

~ ecuación de la linea recta es: 

Donde "'l" es la relación de arcas y "X" es la concentración de Pseudoefed.rina (mg/ml) 

Por análisis de míni.rros cuadrados: 

A = 1.1839 

B = 0.0144 

r = 0.9974 
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LINEALIDAD PSEUDOFEDRINA 
GRil'ICA 1 

1.4 

1.3 - o 
1.2 -

~ 
1.1 - o 
1.0 -

~ o.u - o 
M o.e -
~ o _, 0.7 o M 
R o.e - ,/ 
ll: Cl 
o 0.5 

~ 0.4 -
M 
P: 0.3 -

0.2 

0.1 

o.o 
o.oo 0.20 0.40 0.60 0.80 1.00 

m1/ml 



TABLA 00.10 PRECISIOO DEL SIS'I'EM.a. 

IN\'ECCIOO 00. 

X = 0.0581 

D.E.R. = 0.53\ 

TABLA 00. ll PRECISION DEL MeIOOO 

10 

11 
12 

QUIMICO 

X " 104.64 

O.E.R. = 0,8()1. 
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O!A 

FAC'IOR RESPUESTA ( Kc l 

0.0579 

0.0578 

0.0583 

0.0582 

0.0586 

0.0579 

PSEUDOEFttlRINA SULFA'l'O ( 't l 

103.11 

104.25 

103.92 

104.80 

103.80 

105.42 

105.07 

105.22 

104. 11 

1%.24 

ID<.92 

104.60 



ANALISJS ESTADISTICO 

SUMA PARA CADA ANALISTA SUMA ANALISTA-DI A 

Vi Yij 

iVI b25.BB (VI 1 . 311. 28 
{V2 = b'29. 70 { Vl:Z = 314.60 
i V 1255.bb i. V21 & 314.02 

(V22 315.7b 

DONDE t- número de r•epl icaciones 
d = número de días 
a ::::1 número de analistas 

Suma de cuadrados del anal is ta <SCa> z 

sea= t(VU~ + <tY2)-i - ttY>~ 1.2675 
dxr d:(rxa 

Suma de cuadrados del día por anali•ta (SCd): 

SCd = ~Yij 1 

r 
<{VI ¡1 + <(Y2r 

r >< d 

Suma de cuAdrado$ del error <SCe>; . 
sce = < H í vi; k l - ~Vi J1 

r 
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FUENlE DE GRADOS DE SUMA DE MEDIA DE F 
VARIACION LI0ERTAO CUADRADOS CUADRADOS CONCLUSlON 

<MC> 

Anal is ta . e 2 1.2675 SCa/Ql = o. 6338 MCa/MCe & 1.:?641 

oía (d -· 1) a. -2 2.3417 SCd/gl e 1.1709 MCd/MCe • 2.3353 

Error <r ·..:.. t)cld ·• 8 4.0113 SCe/g l '"' o. 5014 

He : Si F calculada S. F tabla•, se acepta la h1p6tes1s 

Analh1ta 

F calculadil 1. 2b41 

F tablils 4. 4b 

•• El mátodo es reor-oduc1ble respecto a los 
analistas y respecto a los d Ía•· 

O{a 

2.3353 

4. 46 



TABLA NO. 12 EXACTITUD DEL METODO 

'l. DE CONCENTRACION 
USADA 

D.E.R. 

bO 
81) 
100 
120 
140 

= 100.77 

0.32 % 

mg DE PSEUDOEFEDR!NA 
SULFATO AGREGADOS 

(l.451)2 
0.6003 
o. 75(14* 
o. q(lt)5 

1.050b 

• Concentrac1on usada en al procedimiento. 
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% RECUPERADO 

wo. 47 
101.15 
100.73 
l(ll.05 
100.47 



.TABLA NO. 13 EXAGTITUD DEL METODO 

X DE CONCENTRACIDN 
USADA 

60 
80 
100 
12(J 
140 

mg DE PSEUDOEFEDRINA 
SULFATO AGREGADOS 

0.450:: 
o. é1)03 
o .. 751)4• 
o. 90t)5 
l.O:SOó 

* Conc:entrac:1on usa.da en el proc:edimiento .. 

L.a ecuac:1on de la linea 1·ecta es : 

Y = Ax + B 

m9 RECUPERADOS 

ú.4523 
(1 .. 6072 
o. 7559 
(r.9100 
1 .• 0555 

Donde "Y" son los mg de F'seudoefedrina Sulfato recuperados 
y "x" son los m9 de F·seudcefedr1na Sul f•to agregados. 

Por analisi9 de minimos cuadt·ados ; 

A = 1.0055 
B ~ 0.0017 

Q.9999 
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TABl..A N0.1.ll EGT AB I L 1 DAD DE LA MUESTRA 

MUESTRA A T. A. ANALISIS INICIAL 3 DIAS OESPUES 
l'"/.) (~) 

ol 105.07 103.69 
~ 10:;.22 104.01 
3 104.31 105.75 
4 106.24 104.31 
5 104.92 104.49 
b 104.60 103.0b 

X . 105.06 104.22 
O.E.R. ~ 0.63 0.87 
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5 D 1 AS DESPUES 
l1.l 

10.;.79 
11)5. 45 
106 • .lll 
102.24 
101. 79 
10:.Bb 

103.92 
1.01 



77 

"Allí está nuestro resultado y fue un análi_ 

sis muy pequeño da un trabajo bien ejecutado! 

A.C. Doyle 



4.CDNCLUS!DNES 

El método analitico por Crom•toQr•fia de Liquides de Alta Reao­

lición desarrollado para cuant1f1car sulfato de pseudoefedr1na en 

!SOluc16n oral, r"esultO •er especifico; tolerante, al va1~ia1~ los 

parámetros c:romatográfic:os dentro de ciertos limites' siendo el 

tiempo de corrida de aproximadamente 10 minutos. 

AdemAs,se comprobó que esta técnica es 11neal,prec1sa y eKacta 

dentro del intervalo estudiado.No se encentro diferenc1.a en lo• 

resultados obtenidos intet~dta ni interanalista.Ad1c1onalmente, 

las muestras reeultaron ser estables en un periodo de tiempo ra -

:onable para ser anali::adas, hasta 5 dlas después de haber 1>1do 

preparadas y dejadas lista• par• ser inyectadas. 

En ba&e • los resultados antes mencionados, ¡¡e encontr~ó que el 

método analitic:o desarrollado puede ser aplicado ta.nto para el 

control de calidad del producto terminado, como para eetudia.r la 

estabilidad del mismo. 
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