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INTRODUCCION

":;Tienes una teoria?" "Si,una provisional.
Pero no me sorprenderé si no es la correcta".
A.C. Dovyle



1. INTRODUCC ION

Asegurar que la concentracién del prancipiol(s) activo(s) conte—
nidos en una forma farmaceutica es la correcta y que ésta se man—
tiene a lo largo de un tiempo adecuado para sSu CONsumo, es wun
requerimiento necesario para garantizar Que el medicamento va a
cumplir su fin al ser administrado a los pacientes que lo requie—
ran.

Para poder realizar dicha verificacidn tamnto en el control de
calidad rutinario del producto como en el estudioc de su estabili-
dad es necesario contar con métodos analiticos confiablas. Den -
tro de las opciones con que hoy dia contamos se encuentran los
métodos cromatograficos, los cuales si son correctamente desarro—
llados y validados nos permiten conocer la concentracicén del far—

maco en los productos que 10 contengan.

En el presente trabajo se expone el desarrallo y wvalidac:ion de
un método de andlisis por cromatografia de liquidos de alta
resolucidn (CLAR), el cual emplea cromatografia de fase i1nversa y
la formacicon de pares iénicos para cuantificar pseudoefedrina en

solucién oral.

En la preparacion de la muestra, [ 1-3 utilizaron pre—columnas

(SEP-PAK) que dejan a la pseudoefedrina libre de i1nterferencias.



GENERALIDADES

"¢Cuil es el significado de todo esto, Sr Hol
mes?" "Ah. No tengo datos. No puedo decirlo”.
A.C. Doyle



2.1 MONOGRAFIA

2.1.1 SULFATO DE FSEUDOEFEDRINA (¢ 1-15 ).

d—Iscefedrina sulfato, (+)2—-metilamino—l-fenilpropanol sulfa—
to.Fseudoefedrina sulfato. C ,oH s NO .H,S0, . F.M. = 42B.5S
Folvo blance cristalino,practicamente i1nodoro,de sabor amargo.
Intervalo de fusion: 182°C - 184°C.
Rotacison especifica : [ndgo = + 61.0° hasta 62.5°
Su solucicn en agua tiene un pH aproximado entre 4.6 Yy b

Espectro de absorcion UV

Pseudoefedrina sulfato en agua,maximo a 250.5 nm (El%,lcm = 7.5),

256.5 nm (El%,lcm = 9.%9) y 262.5nm (E1Z,1cm=7.9)jminimos a I227nm,

252.5 nm y 259 am.

Soclubilidad: soluble en aproximadamente 1 parte de agua. facil -—

mente socluble en etanol, poco soluble en cloroformo, practicamen-—

te insoluble en eter.

Pérdida por secado: como maAximo 0V.5%4 (2 hr,105° C)

Conservacin: en recipientes bien cerrados y al abrigo de la lu:x.

Via de administracion: oral ,parenteral, tdpica,nasal.

Dosis oral para nifios de 4 meses a & afos: 30 mg,3 o 4 veces dia—

riasjinfantes : 15 mg 3 0 4 veces diarias.

Campos de aplicacion: estados de agotamientosasma bronquial,narco_

lepsia.Agente adrenérqgico empleado en enfermedades alérgicas.



Configuracion absoluta: (H)-v— efedrina.

CH3
He—t——NHCH3
OH—pr—H
C H
& S

Formula estructural

CH=-CH-CH3 «H, S04
NH—CH
I |2

Métodos de analisis opcionales descritos en la bibliogratia:
a) Valoracion con acido percldérico
b) Cromatografia en papel
c) Cromatografia en capa fina
d) Cromatografia de gases
e) CLAR
f) Espectroscopia UV
g9) Espectroscopia i1nfrarrojo

h) Resmonancia magnética nuclear.



2 £IQUIDOS ORALES (8,16,17)

Son formas farmaceuticas que se adminaistran por via oral y‘ SOM
mas fAaciles de absorber que los medicamentos solidos. )

Los liquidos orales son soluciones generalmente acuosas.de uno o
mas farmacos comn o si1n sabori1tantes, aromatizantes o agentes co.-—
lorantes.

Pueden ser formuladas para administracion oral directa al pacian—
te o ser proporcionadas en una forma mas concentrada que debe ser
diluida antes de su administracion oral.También pueden proporcilo—
narse como s&li1dos solubles o mezclas de sdlidos solubles, para

serr disueltos en agua u otros liguidos.antes de su administracion

oral.
En la formulaci1on deben de incluirse agentes antimacrobianos
para protaeger a la preparacion de contaminac:i:on por bacterias, -

hongos y levaduras.

iLas sustancias adicionadas a las formulas farmacedaticas liqui -—
das,deben ser 1nocuas en las cantidades administradas,n® deben de
interferir con la eficac:ia terapéutica, ni causar toxicidad, ni
entorpecer las pruebas y ensayos prescritos.

En su formulacion intervienen comunmente:
- Principio activo o base medicamentosa.
- Vehicule y co—-solventes: agua destilada, sorbitol 70%,alcohol,

glicerina,propilenglicol,polietilenglicol 400.



- Edulcorante: sacarosa, ciclamato sddico, sacarina sdadica,aspar-
tame.

- Correctivo de sabor: dcido citrico,aceites esencirales.zumos.

~ Conservador: metilparazeno, aci1do benzodice y sus sales,propil -
parabeno, asido sérbico y sus sales.

— Regulador de pH: fosfato de sodio anhidro,acido citrico,citrato
de sodio.

— Saborizantes
Las propiedades fisicoquimicas del principio activo y sus ca -

racteristicas organclépticas condicionaran la naturaleza del ve -

hiculo a emplear y la calidad y cantidad de los otros aditivos de

la formula.



2.3 MATERIAL DE ENVASE (17-1%9)

Es indispensable realizar estudios que nos perm:itan conocer el
grado de 1nteracci10on gque pudiera existir entre el contenedor y el

producto a fin de poder asegurar la estabilidad del mismo en el

mercado.

En base a estos estudios se han llegado a establecer las carac-—

teristicas gue debe de cumplir un determinado tipo de envase pa

ra conservar las propiedades i1niciales del producto y dar asi se—

guridad al paciente.

£1 primer requerimientc para cualquier envase es gque pvreporcio-

ne un adecuado naivel de proteccison en favor del contenido.preser-—

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

determinarse el tiempo durante el cual se ejerce tal protecciédn y

las consecuencias de una falla de la misma.Ademas,el envase no
debe de i1mpartir al producte ni sabor ni olor, no ser reactivo
con el producto,no ser toxico. setr adaptable al acondicionamiento
rapido, ser manejable de manera sencilla y segura,y ser facil de

conseguir.,

Los materiales en los que se acondiciond a la solucion oral en

el presente proyecto, fueron el polietileno de alta densidad y el

.vidrio ¢tipo 11l,por lo que a continuacion se describirdn las pro-—

piedades de estos materiales en particular.



Z.F.1 MATERIALES FLASTICOS

Los materiales plasticos son productos organicos de alto peso
molecular que por su plastaicidad pueden ser moldeables.Se
preparan partiendo de compuestos simples que por reacciones de
condensacidon Y polimerizacion forman largas cadenas que dan por
resul tado productos de alto peso molecular.

Junto con el material plastico se encuentran estabilizantes,lu-—
brlcantes.ﬁlastlf::antes Yy tolorantes.

For ello,cuando se emplea el pldstico para confeccionar envases
de uso farmaceutico,es importante conocer la naturaleza de tales
aditivos,pues ellos pueden emigrar hacia el producto envasado v
modificar el olor,color,conferair toxicidad y provocar reaccilones
no deseadas.For ejemplo,el cloruro de polivinilo tiene tendencia
a descomponerse y liberar acido claorhidraico. Esta reaccion se
acelera con la temperatura, con la luz y en presencia de pequenas
cantidades de algunos metales.

Las ventajas de los materiales plasticos es que SoOon livianos,
stdlidos,de comodo almacenaje y transporte,desechables, faciles de

manejar y economicos.

Ensayos de Control de 1los envases y su contenido.

a. Aaspecto,caracteres organolépticos,identificacidn.

10D



b. pH

c. Residuo seco

d. Fermeabilidad

e. Ensayos gquimicos

.Amoniaco -Agentes reductores -Metales pesados

Toxicidad,pirogenicidad y pruebas bioclégicas.

G- Aditivos

Los envases Plasticos mas comunmente usados por la industria

farmacedtica son el polietileno de alta y baja densidad, el poli-

propileno, el poliestireno, el polietilen tereftalato y el cloru-

ro de polivinila.

El polietileno es esencialmente una larga cadena compuesta de

cientos, Y a veces de miles de Atomos de carbono con relativa -

mente pocas ramificaciones.

Tiene un bajJo costo, Yy Su moderada flexibilidad és usada para

moldear los frascos.Es firme, es translucido en su estado natural

Yy puede adquirir colores opacos.Es i1nodoro e insipido.

Es una buena barrera para la humedad pero relativamente pabre

para el oxigeno y otros gases. Puede quebrarse en presencia de

algunos pProductos tales como detergentes. a menos de que e®ate

formulado con resinas.

Muchos disolventes no atacan al polietileno, y no es afectsdo por

Aci1dos fuertes y alcalis, con excepciédn del acido nitrico con—

11



centrado caliente. Los olores y sabores se ven afectados a menudo

¥a que transpiran rapidamente. La superficie del polietileno es

Nno polar y debte de ser tratada a la flama antes de ser i1mpresa.

2.3.2 EL VIDRIO

El vidrio e5 un producto inorganico de fusion que es enfriado a

una condicion rigida sin cristalizacién.

€1 vidrio NoO es un especie quimica definida.Sus componentes

pueden variar enormemente y las propiedades dependeran de su com-—

POSiIicion quimica y de las condiciones de elaboracidédn del mismo.

La estructura interna del vidrio se explica comoc un reticulo

vitreo, formado por la union del oxigeno con otros elementos mas o

menos variables que sSon z

Elementos formadores del reticulo,los cuales se unen al oxige -

no para formar las méllas del reticulo como el silicio,boro, fos
foro,arsénico, vanad:io y germaniao.

— Deformadores del reticulo,elementos que se 1NCrustan en el i1n -

teri1or de las mallas,modificando las propiredades del reticulo co-—
mo el sodic,potasio,litio,calcio y bario.

- Iones que funcionan como formadores o deformadores como el

aluminio,hierro,manganeso,plomo y titanio.

12



Entre sus ventaj)as se encuentra el hecho de que nNno se deterio -

ra con el t:i:empo,pero su desventala es su fragilidad y peso.
Ensayos de Control

a.Dimensi1ones.

bt.Resi1stencia a4 la presion interna.

c.Resistencila térmica.

d.Alcalinidad.
Clasificacion de los vidrios usados en Farmacia:

a. Vidrio tipo I - de borosilicatos.

b. Vidrio tipo Il - de composicidn sddico — cdlcica que ha su-

frido un proceso de neutralizacion con an—

hidrido sulfuroso.

. €. Vidrio tipo I1I1 - sO0dico cdlcico sin tratamiento superficial

d. Vidrio tipo IV -— stdico - calcico de uso general gque nNno se

emplea en soluci:ones inyectables.

El vidrio empleado en el acondicionamiento de la solucién oral

analizada en el presente proyecto fue el Vidrio tipo III.

Compaosicion del vidrio tipo II1

Si0, 71% , Al,0, 2% , Na,0-K,0 13%, BaO; =-MgO 14%.

Este tipo de vidrio se ha usado para envasar antibidticos en pol-—

vo, liofilizados, soluciones ocleosas y medicamentos de uso oral.

13



2.4 CRODMATOGRAFIA (20-27)

En la actualidad los metodos cromatagraficos han 1do adgquirien—

dgo mayor relevancia como metodos de analisis debido a las venta-

Jas gque presentan frente a otros métodos analiticos ya existen -
tes.

Los métodos analiticos tales como la espectrofotometria UV, vi
sible e

IR, rescnancia magnética nuclear,etc. requiaren que ia
sustancia a analizar se encuentre en un estado muy puro,lo cual

en muchas ocasiones ihvalucra una preparacion de la muestra com -

plicada y costasa.

Los métodos cromatagraficos se presentan como una solucidn para

reducir el tiempo de analisis,

manipuleo vy costo de preparacion
de la muestra.

Dictos métodos van dirigidos fundamentalmente a la separacion
de dus o mas sustancias.lLa pureza del compuesto a anali~ar se de-—
muestra unicamente si se comprueba la ausencia de pasibles i1mpu —
rezas.

Las separaciones cromatograficas se emplean en la obttencidn de
compuestos puros y en el analisis cualicuantitativo de una a mas

de los compuestos presentes en una mezclas

el gque un método sea
adecuado depende de cual de las dos aplicaciones anteriores

se
persiga.

La cromatografia proporciona una gama extraordinariamente ver

x4til de metodos fisicoquimicos posibles para la purificacidon y

el anmdlisis de compuestos de intereés.

14



2.4.1 CROMATOGRAF1A. FUNDAMENTOS. (21 -22)

lLa cromatografia abarca un grupo variado e importante de meto -
dos que permiten separar,ailslar, 1dentificar y cuanti:ticar compo-—
nentes estrechamente relacionados presentes en mexzclas complejas.

En estos métodos se emplea una fase estacionaraia y una tase mo-
vil Qque fluye sobre la anterior.

La fase estacionaria es un solido o un liguido colocado sobre
un soporte solidojlas separaciones se basan en las diferencias de
velocidad de migracion entre los componentes de la muestra.

La fase moéovil que se hace pasar a traves de la fase estgcxonarla
s@ denomina eluyente o acarreador,el cual puede sar un liguido o
un gas.

Los componentes que se desean separar deben ser solubles en la
fase mdvil o volatiles en el caso de cromatografia de gases; de —
ben ser capaces de 1nteraccionar con la fase estacionaria ya sea
disolviéndose, o adsorbiéndose en ella.

Si se coloca al final de la columna ( en la cromatografia de
eluci6n ) un detector gque responda a los solutos y se representa
graficamente sU senal como una funcidn del tiempo ( o del wvolu -
men de la fase movil ) ,se obtiene una serie de pil1cos cuya area
bajo la curva es proporcional a la concentracion del soluto.A es-—

ta representacidn grafica se llama cromatograma.

15



Clasificacion

TABLA No.1

Nombre

Gas - liquido
Gas — solido
Particion
Adsorcion

Gel

de las separaci1ones cromatograficas

Intercambio ionico

Fase movil

Gas
Gas
Liquido
Liquido
tiquido

Liquido

Fase estacionaria

tLiquido
Solido
Ligquido
Solido
tiquido

Solido

Todos los procedimientos cromatograficos,se basan en las dife

rencias en el

tre la fase movil

qrado con el cual

y la fase estacionaria.los equilibrios

los solutos sufren particidn en

nados pueden describirse en forma cuantitativa por medio de una

constante dependiente de - la temperatura,

cion-K:

Cs

16

el coeficiente de parti-—

relacio-—



dondet

Cs = concentracion analit:ica total de un prodgucto en la tfase

estacionaria y

Cm = concentracion de dicho soluto en la fase movil.

En el caso ideal,la razon de particion es constante en una am

plia gama de concentraciones de solutoj;es decir, Cs es directa -

mente proporcional a Cm.La cromatogratia que se lleva a cabo ba

Jo condiciones tales que K es constante, se denomina cromatogra

fia lineal. *
Téerminos involucrados en esta teoria:

- Volumen de elucidn. Ve. Es el volumen de eluyente que se nece—

sita para eluir una sustancia de una columna cromatografica a su
concentracidn maxima.

— Tiempo de retencion. tr. Es el tiempo que se necesita para

eluir una sustancia a su concentracion maxima.

Sekol del detecter

Tas
'
o——J\
o

- tm es el tiempo necesario para que una molecula de la tTase
vil pase a 1o largo de la columna.

Tiempo, min

ma-

17



La  teori{a origtnal de la cromatografia,llamada teori{a de las
platos tedricos, tue capaz de describir las velocidades de la mi -~
gracién en forma cuantitativa.Sin embargo,su utilidad es limitada
porgue nao describe los efectos de las variables que aocasionan el .
ensanchamiento del area bajo la curva.fFor lo que se sustituyd peor

la teorla cinética,

f.a teoria de los platos considera gque una columna esta compues-—
ta por una serie de estrechas capas horizontales y contiguas se-
paradas,denominadas platos tedricosgen cada plate tiene lugar el
equilibrio del soluto entre la fase mdvil y la fase estacionaria,
La eficacia de una columna como dispositivo de separacion mejora
al incrementar ] numeroc de equilibrios.Asi,el numerc de platos
tedricos N, se utiliza como una medida de la eficiencia de Jla

columna.

donde:
H = altura eguivalente de un plato tedrico

L = longitud del empague de la columna



Teoria cingética

{a observacion de un cromatogramz pone de mani1fiesto su seme -
Janza con las curvas gausslanas o de distribucidn normal que se
obtienen cuando se grafican valores repetidos de una aedida en
funcion de la frecuencia de su aparicién.De manera semejante,la
forma gaussiana de un cromatograma puede atribuirse a la combina-
cion aditiva de los movimientos al azar de miles de particulas del
soluto en la zona cromatografica.

El ancho de la curva estd directamente relacionado con el tiem -
po de retencién del soluto en la columna e inversamente relacio -~

nado con la velocidad a la cual fluye la fase movil.
La mayoria de los cromatogramas experimentales,se obtienen
con el tiempo como abscisa.Entonces para calcular el numero de

platos tedricos se tiene

tr

N =16 (

donde:
W es el ancho del pico medido en la base.
tr es el tiempo de retencion, es decir, es el tiempo que se nece-—

sita para eluir una sustancia a su concentracion maxima.



Resolucién de una columna

Es la capacidad de una columna para resolver dos solutos; se ex -

presa comot

2 (t,— t,)
Ke =
W, + W,
dondet
W, y W son los anchos de Jos picos ( en unidades de tiempo ) en

sus bases 9 {t,~ ¢t,) es la diferencia en tiempo de su llegada al

detector.

1 =
RV

ety el

o Sehol det detecror
kS

Cuando Res = 1.0 el area dé-:untamxnaciOn es del 2 % del area
total bajo las curvas,suponiendo gue ambos constituyentes se en —
cuentren en la misma concentracion.Para reducir la contaminacion
al 0.1%, 1a resolucién debera ser de 1.5 o mas,

Para el mismo empague,la resolucidn puede mejorarse alargando el
tamafio de la columna o reduciendo el tamafio de particula del em —

paque; as{ aumentard el numero de platos teoricos.

20



Analisis cuantitative.

La cromatografia cuantitativa se bawa 2n una comparacion ya sea
de ..la altura o del area de los picos cromatograficos producidos

por las sustancias a cuantificar en comparacidn con un estdndar.

““8i las condiciones estan controladas,estos patametros varian 11 -

nealmente con la concentracion,

Se obtiene mejor precisitdn cuando se utiliza un estandar inter-
no debido a que en esta forma se evita la incertidumbre causaca
por la falta de homogeneidad en el volumen de i1nyeccién de la
muestra, y se compensa la pérdida de muestra que pudiera ocurrir
durante @] procedimiento. En esta técnica se afiade al compuesto a
analizar, otro compuesto de caracteristicas similares (estandar
interno) en una concentracién conocida. E] estandar interno debe
de tener buena resolucion respecto a los demas picos, no estar
presente en la muestra a analizar, debe de salir cercano al solu-
‘to que se desea separar, debe de ser i1nerte con respecto a la

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

Factor de correccion relativo;factor respuesta:

fara dos componentes i,r, de una mescla resuelta se cumples

m; = Sr A

me S1 Ar

21



donde L vepresentard el numero de moles de un companente.

S‘~e5 la sensibilidad del detector (sehal electrica cuando
la concentrac:6n de un componente, experimenta un cambio
de potencial:.

A es el area del pico correéspondlente a un componente.

i es un determinado componente en la muestra,

t  es up compuesto de reterencila.

Al cociente Sr/Si se denomina factor de correcciton relativeo del

componente 1 respecto al de referencia y,se simboliza fi.

Si se conocen los factores de correccion relativos de las dreas
de los picos de un cromatograma con respecto a uno de los compo -
nentes, es posible deducir la proporcidn relativa de todos ellos,
teniendo en cuenta que,aun cuando fi es una magnitud adimensional
su valor dependerd de la forma en gque se euprese m (en masa o en

moles) .

Los factores de correccion as{ determinados representan, mas que
simples relaciones de sensibilidades del detector de pares de
compuestos, verdaderas parametros correctores de todo el meétodo
analitico,incluyendo al propio operador.Sé6lo asi serd posible que
los resultados obtenidos sobre un mismo problema sean coinciden ~

tes en sentido estadi{stico.

N
1



Sea M la cantidad de muestra problema, a la que se ha afadido
una cantidad mp de estandar,y fi1 el factor de correccidn relativa
del componente i,cuya proporcidn en M quiere conocerse.La canti -
dad desconocida de | en M es mi,y la proporcién buscada mis/M 100,

de dondes

m; mg Ai
- 100 = fi — — 100
M Ap



2.,4.2 CROMATOBRAFIA DE L!IQUIDOS DE ALTA RESOLUCION (21-22)

CLAR vs CG

La cromatografia de gases{ CG } tiene una gran capacidad para
separar y analizar mezclas complejas.Comparada con los metodos -
cromatograficos existentes, las separaciones por CG fueron mas ra-
pidas y mejores contando con un equipo automatizado.Sin embargo,
muchas muestras no pueden ser analizadas por CG,ya sea porque no
son lo suficientemente volatiles y no pueden pasar a través de la
columna,o porgque son termicamente inestables y se descomponen ba-
jo estas condiciones de separacion.Se estima que solo el 20%4 de
los compuestos organicos conocidos pueden ser satisfactoriamente
separados por CG,s1n una previa modificacion quimica de la mues -
tra.

La cromatografia de liquidos (CLAR) no se ve limitada por la
valatilidad de 1la muestra o la estabilidad  térmica.Ademas,la
CLAR es ideal para la separacidn de macromoléculas,especies 10ni-—
cas, praoductos naturales,etc.

Muchas <separaciones dificiles se logran mejor por CLAR que por
CG porgue:

-Las dos fases cromatograficas en CLAR tienen interacciodn selec -
tiva con las moléculas de la muestra,en CG existe sdlo con wuna

fase,
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Ademas, la CLAR tiene una mayor variedad de detectores:
-~ Colorimetricas

- Amperométricos

- Detectores de {ndice de refraccion

~ Absorcidén UV -visible y fluorescencia

Una ventaja mas de la CLAR vs CG es la relativa facilidad de
recobro de la muestra.Fracciones separadas son fdcilmente reco -
lectadas en CLAR., mientras que con la CB,algunos detectores des-

truyen la muestra y no es posible recuperarla.

CLASIFICACION

Existen muchas formas para dividir la cromatografia de liqui -
dos en columna.Si esta clasificacién ests basada en la naturale-
za de la tase estacionaria y en el proceso de separacion,se espe-—
cifican cuatro divisionest
- Cromatografia de adsorcion: la fase estacionaria es un adsar -

bente y la separacion estd basada en pasos repetidos de adsor -

cidn-desorcion.
- = Cromatografia de particion: basada en la particion entre las
fases movil y la fase estacionaria.

-~ Cromatcografia de intercambio 10nico: La fase estacionaria tiene

N
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una superficie ionica de carga opuesta a la muestra,

Entre mayor sea la carga de la muestra,mas fuertemente sera re-—
tenida.La fase movil es una solucidén reguladora acuosa, donde
el pH y la fuerza 16nica son usados para controlar el tiempo de
eluci6n.

- Exclusion cromatografica: 1a columna estd empacada con mate -~
rial cuyo tamano de poro esta controlado,la muestra es filtra -
da de acuerdo a diferencias de tamaio molecular.También se le

conoce como Cromatografia de permeacién en Gel.

En algunas ocasiones,no se sabe cual es el proceso dominante,si
adgorci6n o particién o ambos.For esta razdn se definen dos
divisiones mis dependiendo de la polaridad relativa de las dos
fases: Cromatografia de fase normal y Cromatografia de fase in -

varsa.

EAn la cromatogratfia de fase normal,la fase estacicnaria es
fuertemente polar (silica), y la fase movil, no-polar (como hexa-
no o tetrahidrofurano).Las muestras polares son retenidas en la

columna mas tiempo que los compuestos menos polaraes.

En la cromatografi{a de fase inversa,la fase estacionaria es no
palar (hidrocarburos), mientras que ia fase mdovil es un liquido
‘polar comoc el agua o ] alcohol. Los compuestos no-polares se re-—

tienen mas tiempo.
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Algunas veces,la fase movil puede ser modificada ajustando su
polaridad, en la fase normal esto puede ser hecho adicionando un

disolvente mas polar; y en la fase inversa, adicionando un disol-

vente menos potlar. ORDEN DE ELUCION

DE LA COLUMNA
QOH
4
-]
o -
é on fase movil
< gxen 2 _SFMI_POLAR
B o > J no polar
- v
£ c -
e b, o,
4 E i
E @ 3 NO_POLAR
L 2 fase mivil
?_ § 2 2__SEMI_POLAR polai
é 1 MUY POLAR |
v

Lta cromatografia de liguidos de alta resolucién se caracteriza

por:

~ Diametro de la columna pequefo (2-5 mm),

- Empagues de columna con particulas muy pequefias y variedad de

treactivos para ser usados como fase estacionariag

Fresiones de inyeccidn relativamente altas y flujo de fase mo -

vil controladot

- Introducci1dn precisa de la muestra,sin necesitar muestras muy
grandes;

- Bombas de alta presi16n capaces de mantener flujos de fase mo-



vil pequefios y controlados.qué permitan una operacion mas re -
producible.

~ Detectores capaces de analizar cantidades muy peguerasg

- Instrumentos automatizados estandarizadosy

~ Andlisis rdpido y

- Alta eficiencia.

SISTEMA CROMATOGRAFICO

Los componentes basicos de este sistema son una bomba que im -

pulsa la fase moviljun jinvector para introducisr la muestra; una

columna conteniendo la fase estacionaria; un detegtor para deter—

minar que separacion ha tenido lugar, y un registrador y/o inte-—
grador que provee la informacidn cualitativa y cuantitativa de
los resultados ya sea en forma de cromatagramas (curva de res -

puesta vs tiempo) y/o calculo de areas.

- Uba

Columna Detector Registrador

Inyector

Bamba

Esquema de un aparato empleado en cromatogragia de liguidos de alta resolucién.



'Lus detectores mas frecuentemente usades en CLAR son los detec—
tores dpticos. Las variaciones en la intensidad de lu:z causadas
por la absorc:ion UV-visible, fluorescencia o {ndice de refraccion
resultantes de la interferencia encontrada al pasar los componen-
tes de la muestra a través de la celda, son monitoreados como
cambios de voltaje los cuales son registrados en un integrador,

£l detector en CLAR mas comun es de absorcion UV-visible capaz

de monitorear en el intervalo de 190 a BOO nm.

FASE MOVIL .

Excepto en la cromatografia de exclusion,la fase movil juega un
papel activo en el sistema CLAR,

Se puede utilizar una composicidn constante de l1a fase movil
durante un andlisis,o bien,ir variando dicha composicion. A la
primera forma se le llama operacion isocratica y a la segunda ,~
gradiente de elucion.

Esta ultima se utiliza si los componentas de la muestra tienen
una diferencia muy grande de polaridad.( Ver tabla No.2 ).

La eleccion del liquido usado como fase movil depende de cier -
tos patAmetros.En la cromatografia de particién y de adsorcion la
polaridad es muy importante,sin embargo, Ciertas caracteristicas

come la viscosidad pueden influit en el sistema craomatografico.
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Se ‘seleccionan VglnE'd‘deé de"flu;n,ba:as,ya que la  eficiencia

se incrementa al,dfsminu r el f}u’a.La'Qélocxdad de "flujo- clasica

vartia'de 1-2 ml/min conyécldmhaé'd§~2~5'mmDI.

FASE ESTACIDNARIA

La separacidn de la muestra se completa al interaccionar con la

fase estacionaria.

Esta tase es un solido poroso.La mayoria de los empaques tie -
nen la fase estacionaria gquimicamente enlazada a un soporte de

particulas.f esto se le llama fase enlazada.

Estas fases enlazadas son preparadas por la reaccidn quimica de
los grupos hidroxil de las particulas de silica y una mdleculs

organica lineal.

También existen fases enlazadas polares con otros grupos,por
ejemplo; ciano o amino al final de la cadena de hidrocarburos,pe-
ro las de mas amplio uso son las fases no polares con una cadena

alquil (octadecil) enlazada al alquilsilano.

El tamafho de particula es muy importante para que la fase mé -
vil y el disolvente de la muestra difundan rapidamentejestas par-
ticulas deben ser lo mas pequenas posibles para acercarse a las

condiciones ideales donde la muestra es expuesta a la maxima



cantidad de superficie de! empague.El promedio de este tamafio es
de 3 a 15 Am.
Las columnas tipicas son de 25-50 cm de largo con un didmetro

interno de 2-% mm.
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CROMATOGRAF1A DE FASE INVERSA ( 21-22 )

En la actualidad mas del 70% de los andlisis de CLAR se reali -

zan mediante sistemas de fase inversa.

Las mezclas mds comines de fase movil empleadas en fase inversa
son metanol-agua o acetonitrilo-agua.

El mecan:smo de separacién de las fases enlazadas empleando fa-
se inversa no es solo efecto de particidon. Hay por lo menos tres
mecanismos de separacion que ocurren simultaneamente: adsorcion,
particidn y tension superficial.

Esta teoria hace posiblie explicar 21 uso de la fase inversa en
la separacién no sédlo de compuestos no polares los cuales siguen
el principio de que " lo similar disuslve a lo similar” descrito
por la teoria de particibdn,sino también de la separaciétn de es-—
pecies polares, Estas separaciones se efectuan utilizando las
propiedades de tension superficial del empaque.

A altas concentraciones de agua, las fuerzas de tensidn superfi-
cial entre las moléculas de la muestra y la fase estacionaria
tienden a ser altas;sl se afade un modificador organico a la fase
movil,la tension superfic:al del enlace se reduce y los componen—
tes eluyen.

La fase mévil usual es una mezcla de agua con un disolvente
miscible,menos polar como metanol. acetonitrilo, tetrahidrofura -

no, dioxana, etc. Si se incrementa la concentracion del disolven-
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te menos polar,se decrementan los tiempos de retencian.

(min)
e g

Tiempo de re-
tencidn
5

4

 ® s s 94 ge acetonitrilo en agua
.a eleccidn del componente menos polar depende de la solubili-
dad de ta mueétra,vxscus:dad de la fase movil y eficiencia -del

sigtema.

CROMATOGRAFIA PAR-10NICO

-La cromatografi{a de particion par-ionico se utiliza preferente—
mente en materiales que se encuentran jonizados y que son alta -

mente insolubles en agua.

Generalmente, las columnas de fase inversa son las mds efectivas
para la separacion de compuestos no—iénicos.En el caso de acidos
y bases débiles con valores de pka entre 2 y B (pH que toleran
las columnas), la activadad 16nica se suprime con una solucion
reguladora en la fase movil. Para acidos y bases fuertes cuyos
valores de pH estidn fuera de estos limites, su 10nizacién no pue-—

de ser supraimida.
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Para eqatos compuestos se recurre a la cromatagratia par-ignico.

Existen dos teorias que explican el mecanisme e este tipo de
cramatogratia; la primera de ellas dice que &) proposito del par-
itnico es agregar un segundo 16n (contra-ion) al eluyente que al
combinarse con los ipnes de la muestra, crean J4n par 16nicCo ey -
tro el cual sequird el proceso de particién normal entre la fase

estacionaria y la tase movil.

La segunda teoria dice que la cromatagrafia de par~idmo puede
ser utilizada para modificar la fase estacionaria, en este caso
el contraion se adsorbe en el empaque, los ienes de la muestra
can carga opuesta se unen a esta nueva superficie,.El excesc de
contraidén en la fase movil maptiene constante la ceoncentracion

dael mismo en la fase estacionaria.

Otros factores que ayudan a una resolucion optima son:
el tipo y concentracion del contraidn,el pH y la composicion de

la fase mavil, siendo la columpa mas frecuentemente usada la C-18

A fin de asequrar que todos los i1ones fuertes esten completa -~
mente ionizados,se emplean contraiones con valores de pKa muy
altos o muy bajos.la seleccion del contraion depende ds la mues ~

tra,
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Las muestras bdsicas son analizadas usando la sal sodica de al -

quilsul fonato,con el pH ajustado a 3 con dcido acético glacial.

Para muestras acidas se emplea fosfato de tetrabutil amonio a un
pH de 7.5.

En ambos casos,la concentracion del contraion es de 0.003 a
0.005 M, la cual es suficiente para asegurar la completa ioniza -
ciéon de la muestra sin introducir efectos indeseados de satura-

cion del detector o formacion de cristales en el sistema.
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2.5 DESAKRROLLO DE UN METODO ANALITICO POR CLAR

A fin de determinar cuil metodo analitico por CLAR es el mejor
para analizar un compuesto determinado en una muestra,se conside-

ran los siguientes puntoss

- Naturaleza de la muestra,
- El tipo de separacion selectiva requetada.

- Conveniencia experimental.
NATURALEZA DE LA MUESTRA

Se realiza una investigacidn bibliografica de las propiedades
fisicas,quimicas vy fisicoquimicas de la sustancia.La propiedad
mids i1mportante es la sclubilidad relativa en agua vs. solventes
argadnicos. Fosteriormente tamafio o peso molecular, y.su pKa. (Ver

tabla No. 3).
SEFARACION SELECTIVA

Se busca en la mayoria de los casos,el efectuar por lo menos una
separacion parcial previa de todos los componentes de la muestra,
esto con la finalidad de introducir ésta lo mas pura posible a la
columna y asi{ alargar la vida de la misma.

Escoger un procedimiento que sea exitoso en la separacion de sus—

tancias muy similares requiere del conocimiento del mecanismo de

37



retencion de los diferentes métodos.

CONVENIENCIA EXPERIMENTAL

El método debe proveer una adecuada resolucion de la  muestra
con un minimo de esfuerzo.
Algunos factores que deben de consideratrse son 3

- Preparacion de la muestra.

Tiempo para efectuar el analisis.

Estandadr interno fdcilmente asequible y estable.

Costo del analisis.

Aplicable a estudios de estabilidad y analisis rutinario.

- Tiempo de vida de la columna.

Estabilidad del sistema.
- Facilidad para desarrollar y validar el método.
~ Disponibilidad de materiales y reactivos.

- Experiencia gprevia en el meétodo.
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TALA NO.3

MESTRA ==

SELECCION DEL PETOD0 ANALITICO POR CLAR

—~—PESD OLECUAR -—
YEMR € 2000

——MIR K€ 2000

SOLUBLE EN
———  SOLVENTE
OREANICD

--— N0 IONICO

~~—— SOLUBE EN ——|

ToNico

FASE NORMWAL
ADSORCION

FASE NOPWL
ENAZRDA

FASE [NVERSA
ENLAZADA

MOLEDILAS PEQUERAS
PERREACION BEL

FASE 1WERSA
ENLATADA

FASE INVERSR
CONTROL 1ONIZACION

FASE IMVERSA
PAR-10N

INTERCHEI0
IoNico

DRGANICO
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PEREACION BEL

FILTRACION BEL
. (ADU0SOD}

INTERCARBIO
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2.6 VALIDACION DE METODOS ANALITICOS ¢ 28-Z0 )

La finalidad de obtener medicamentos cada ve: mejores ha sido
facilitada por la adopcion y practica de métodos de andlisis re-
conncidos coma correctos y efectivos.Tal reconocimiento se ha lo-

grado mediante la validacion de los mismos.

Una definicién del término validaci1dn es la siguiente:
“ Proceso por el cual queda establecido por estudios de
laboratorio que la capacidad del meétodo satisface los requisitcé

para las aplicaciones analiticas deseadas."

La validacion, por lo tanto, i1mplica el poner a prueba una téc-
nica analitica con el objeto de determinar si los parametros es -
tablecidos durante su desarrollo, nos permitirdn cuantificar al

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

Cada producto tiene su propia idiosincrasia,por lo tanto,requiere
de pruebas especiales para lograr tal acbjetivo.

En un programa de validaci1én los resultados obtenidos deben de
registrarse adecuadamente (documentarse) y evaluarse estadistica-

mente.

Las variables involucradas en la validacion de técnicas anali -

ticas son:

430



Material que se analicard.

tateriales y reactivos utilizados en el analisis.
~ Equipo,instrumentos o materiales para calibracion.

- Quimicos analistas.

Factores ambientales.

Instrumentos o aparatos en si.

El sequimiento de una validacion,dependerd de la aplicacion que
se dard a la misma ( Control de Calidad y/o estudios de estabili-
dad), disposiciones gubernamentales, lineamientos internos  del

laboratorio donde se efectie y del criterio del analista.

La guia general para validar un método analitico involucra ius

siguientes experimentos:

1. Especificidad

2. Linealidad del sistema
3. Precision del sistema
4. Precision del método
S.. Exactitud del método

&. Estabilidad de la muestra

41



PARTE EXPERIMENTAL

"Pues bien,le di a mi mente un reposo com
pleto sumiéndola en un anilisis quimico".
A.C. Doyle
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3.1 DESARROLLO DEL SISTEMA

f.os métodos analiticos usados mas frecuentemente para cuantifi-
car pseudoefedrina, usan sistemas por cromatografia de gases, (9).
Al probar uno de estos sistemas que emplea una columna de vidrio
de 4 pies x 1/4 plg con 1.2% de Carbaowax 20 M,sobre Cromosorb WHFP
1007120 con  ©.1% de kOH,se encontrd gque la recuperacién de la
pseudoefedrina no se lograba al 100% debido a problemas de ex -~
traccidn durante la preparac:idn de la muestra.

Al realizar el andlisis de costos y de conveniencia experimen -
tal,se optd por desarrollar un método por CLAR. '

El objetivo de este proyecto fue desarrollar y validar un méto-
do analitico que permitiera cuantificar sulfato de pseudcefedrina
en una solucidn oral, tanto para el control de calidad como para

estudios de estabilidad del producto.

Inicialmente,se probarcn las columnas M-Bondapak C-18, fenil,CN
y NH; ensayando diferentes fases moéviles como matanol/agua,
metanol/sal sddica del acido octano sulfénico/dc:idno acetico,me-
tanol/fosfato de amorio,variando la proporcion de las mismas.

En ninguno de estos casos se logrd la separacion de la pseudo -
efedrina de los conservadores presentes en la muestra,

Dados los resultados anteriores,se decidio eliminar a estos ul-~

timos empleando una pre-columna C~18 (SEF-PAK), de la cual, al



filtrar la muestra, y al ser lavada con agua,eluye unicamente la
pseudoefedrina y guedan retenidos los conservadores. Estos pueden
ser elui{dos posteciormente con un disolvente mencs palar como el
metanal. Ver Figura Na. 1, Tratamiento de las muestras.

Tenienda como antecedente hibliografico que la pssudoefedrina
es  una amina cuaternaria para la cual estd recomendada 21 use de
cromatografia de fase inversa, en cuyas columnas pueden ser rete-~-

Vnidas estos compuestos 10nicos mediante Bl control del pH y/o  la
adicidn de moditicadores a la fase movil, se optd por explarar
esta posibilidad,

Se descarto esta opcidn (supresidn ionical ya que la psevdoefe-
drina tiene un pKa de 9.% y para tenerla nao :10nizada, se tegueti-~
ria tener un pH mayor a 1, o cual no es recomendable para co ~
lumnas basadas en silica, en las que se sugiere usar fases movi-
les de pH no mayor a 7.5.

Par 1o tanto, se decidid investigar el usa de agentes modifica~
dores, Se selecciono tnicialmente un buffer de fostato de amonio

can el siguiente sistema cromatogrificos

Columnas M~Bondapak CN

Flu;ax 1.5 ml/min

Detector: U.v. 254 nm

Fase movil: Fosfato de amonia ©.05 M,pH &.5/ metanol 80:20
Tiempos de re- Feseudoefedrina T 3 min
tencidn aprox.t Etilparabeno (estandar internal 5 min
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FIGURA No. 1

B ”1TRATAHIENTU GENERAL DE LAS MUESTRAS

1.Humectar el SEP PAK Ci8 con
2vml de metanol y después

con S ml de agua.

2.Colocar el SEP PAFK. sobre un
matraz volumétrico de 2%
ml.Poner 2.0 m! de muastra

en la jeringa.

3.Lavar la pipeta con 2 ml de
agua,recibiendo en la jeringa.
Filtrar la muestra gota a go-

ta a través del SEP PAK.
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4,Lavar_la’jeringa "y el SEP PAK
con. 2 borciénes de. & ml de agua
tiltrando. a  traves del SEP -

PAK.

S.Quitar la jJeringa y el SEF PAK
Agregar 5.0 ml de solucion de
-estandar interno.

Diluir a volumen con agua.

&.Inyectar 20 microlitras en el

cromatdgrato.

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

agua, y la pre-columna asta lista para ser

usada. Asegurarsg que la pre-columna esté completamente

libre de metanol.
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Este método se validé ( ver capftulo corresnondiente ) y resul-
té ser especifico; exacto (X = 101.15 %, D,E.R. = 1.28%) conm =
1.0495, - b=0.026 y r=0,999%; lineal (b=-0.04, m=1.77, r=0.9999):
preciso (Ke=0.455, D.E.R. =0.72%), ¥ no se encontrd diferencia
entre los resultadeos obtenidos en dos dias diterentes, ni tampoco
entre los resultados obtenidos por dos analistas diferentes al
analizar muestras del producto terminado. Donde % €8 el valor
promedio, D.E.R. es la desviacion estandar relativa, m es la pen—
diente, b es la ordenada al origen, r es el factor de correlacion

de una linea recta y ke es el factor respuesta.

Sin embargo, al efectuar el andlisis de estabilidad de las
muestras almacenadas durante & meses, se observaron productos de
degradacion de los excipientes (gue no fueron detectados durante
el proceso normal de validacion), en las muestras almacenadas a
35° C.y a 45°C, que no logramos resolver de la pseudoefedrina ni
atn varjando los parametros cromatograficos dentro de los limi -
tes pre-establecidos en la prueba de tolerancia.

Por lo tanto esta tecnica analitica aunque ya validada y facti-
ble de ser empleada para el Control de Calidad del producto, se
rechazé pues no seria Gti1l para estudiar la estabilidad del mis~
mo.

Revisando el trabajo hecho con anterioridad, se observéd que una

ver eliminados los conservadores con la precolumna C-18, wuna co-
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lumna - de  este tipo si seria capaz de resolver los productos de
degradacion encontrados.

El sistema desarrollado en esta segunda ocasién, emplea una co-
lumna M-Bondapak C-18, flujo de 1.5 ml/min y una fase movil de
metanol/acido 1-octanosulfdnico sal sodica 0.01 M/acido acético
en una proporcion S0:50:1, empleando como estandar interno nafa -
zolina. Ver tabla No. 4,

Para »egli:ar el andlisis de muestras empleando el sistema an—
tes propuesto, se hace uso de los reactivos y soluciones estan -

dar enlistados en la tabla No.S.

Se realizd la prueba de tolecancaia, con objeto de optimizar los
parametros cromatograficos. Se vario el numeroc de platos teodri-
cos, la proporcion de fase movil y el flujo, alrededor de los va-
lores establecidos durante el desarrollo de! meétodo. Observando
la variaciéon que se producian en los tiempos de retencion y por
lo tanto en la resolucion de las sustancias de interés. Ver ta -

blas 6,7 y B.

En cuanto al numero de platos tedricos,conforme se emplean co-
lumn;s de mayor vida media se mejora la resolucidn del producto
de interés con respecto a los excipientes o productos de degrada-
cidn y al eatdndar interno. Al incrementar.la proporcién de
fase orgdnica disminuyen los factores de resoclucion, lo mismo se

observa al aumentar el flujo de la fase mavil.
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TABLA No. .4

PARAMETROS CROMATOGRAF ICOS

1. Instrumento

2.Columna-

3.Detector .

4.Fase movil

S.Flujo
6.€stdndar interno
7.Tiempos de retencion

aproximados

Cromatdgrafo de liquidos

M Bondapak Ci8 30cm x 4mm
de acerao inoxidable.

UV fijo a 254 nm.

metanol / sal  sdédica del
acido l-octano sulfoénico
0.01M/4cido acético S0:50:1
1.5 ml/min.

Nafazalina 0.02 mg/ml
Pseudoefedrina 5 min

Nafazolina 10 min



TABLA No.. S.

: :‘kEAé"r:lvdsf v,,éoLublsz’E.s ESTANDAR
< Metanal: L ) : :
- Sal sedica del-acido 1-octano sulfanico
-~ Acido acetics‘glacial
- Fase movils
. Mezclar metanol / agua en una proporcién 50150
. Afadir la sal sédica del acido l-octano sulfénico para obte—
ner una solucidén O.005 M. Agregar Acido acético para obtener
una solucion al 1%.

?iltrar a traves de un filtro de 0.2ZU usando vacio y agita-

cion lenta 15 min.
— Solucidn Estandar Interno:
Pesar exactamente cerca de 25 mg de nafazolina y transferair
cuantitativamente a un matraz volumétrico de 100 ml.Anotar el
peso,Pi. Disolver y diluir a volumen con agua.
- Solucidn Estandar de Sulfato de Pssudoefedrina:
Fesar exactamente cerca de 94 mg de estandar de referencia de
suifato de pseudoefedrina y transferir cuantitativamente a un
matraz volumétrico de 25 ml. Anotar el peso,Ps. Disolver vy
diluir a volumen con agua.
- Splucidn Estandar Factor Respuestat
‘ VTransferir S.0 m}l de la solucién estandar de sulfato de pseu-—
doefedrina a un matraz volumétrico de 25 ml. Agregar 3.0 ml

de solucion estdndar internc. Diluir a volumen con agua.
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TABLA ND. 6 NUMERO DE PLATOS TEDRICDS (NPT)

A.- MUESTRAS A T.A.

NPT» TIEMPO DE RETENCION FACTOR

E P N - E/P
1863 2,92 5.70 10,25 5. 47
1317 2.59 4,02 &,17 3.7¢
1082 2,36 4.28 &, 65 3.88

B.- MUESTRAS A 45° C DURANTE B MESES

NPT TIEMPO DE RETENCIDN " FACTOR

1] P N D/P
1863 2.92 5.70 10,32 5.10
1317 2,60 4.03 b.16 2.65
1052 2.48 4,27 &.63 2.68

#NPT EVALUADOS CON NAFAZOLINA
NOTA: D = PRODUCTO DE DEGRADACION E = EXCIPIENTES
P = PSEUDCEFEDRINA N = NAFAZOLINA
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DE  RESOLUCION
P/N
s.58

3.91
3.43

DE RESOLUCION
P/N
5.37

3.20
3.01



TABLA NO.7 " PROPORCION  DE  FASE MOVIL =

A.- MUESTRAS" A" T.A(

METANOL : AGUA - | TIEMPD ' DE RETENGION  ~ ' ' “FACTOR /DE RESOLUCION
P N S EYE F/N
45:55 2.55 7.37 1607077 el7as it ey
50150 2.92 5,700 10025070 8,067, 0 0 s 88
55145 2

2.32 4.55 7.200 000U Bise 0 T T 449

B.- MUESTRAS A 45 C DURANTE B NESEVS;"A

METANOL : AGUA  TIEMFO DE RETENCION RESOLUCION -
p F N SN
45:55 3.37 8.17. 17,927 R ECa
S0150 2.92 5.707 10032 537
s5:45 206700 R85 H7.17.

L AL A0

NOTA 3 La.concentracion de la sal sodica del acido 1-Octanosulfonico,:
y del acido acetico glacial permanecio constante,
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TAELA NO, 8 . [ FLUJO

AL~ MUESTRAS “A T,

: FACTOR

mi/min,
(94
1.0 7.42
1.8 5.467
2.0 6.41

B.~ MUESTRAS -

mlfming, FACTOR

nsP
100 e 160507
157 2,920 570 0190320 PR T 1 o]
2.0 e SR % ¥ AR - MY 31

2,220
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P/N
7.08

5.58
5.52

DE RESQLUCION
P/N
5.52

5.37
5.04



En base a los resultados antes expuestos,se puede establecer
que el sistema propuesto es tolerante a cilertos cambios en  la
camposicion de la fase movil y flujo a partir del punte central,
ya que la resolucion de los picos de intersgs es de 1.3 o mas.

Con respecto al numero de platow tedricos,se recomienda un mi -~
nimo de 1052 evaluados con respectn a Natarolina para asegurar ta
adecuada resplucion de los picos de interésy can un  menor
numera de platas tedricos no se asegura un factor de resolucidn

dentro de los limites establecidos antes mencionados.
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3.2 VALIDACION ‘DEL METODO ANAL ITICO

" Toda

ylaé,muestras de producto terminado vy sﬁs placebés fueron
acondicionadas en frascos de polietileno de alta densidad y en
v;dric ambar tipo IIl, que se utilitaron durante la validacieén,
ﬁara analizarlas se trataron como se muestra en la figura No.l.
El contraidn empleado en la técnica de par-idnico que se trabajs,

fue 'la sal sodica del acido l-octano sulfénico.

Los ‘calculos para cuantificar a la pseudoefedrina,se hicieron
de. " la  siguiente forma,usando para los factores respuesta las
areas chtenidas de la inyeccion de soluciones estandar ,y para el
calcule deria concentracion de la pseudoefedrina,las areas obte -

nidas de las muestras de producto terminado.

mg/m} pseudoefedrina sulfato = —=— x'——= X ——— % —
K AL PR 100

1SR Y P 8

Dande:
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Ap

Area del sulfato de Pseudoefedrina

Al

Area de la Nafazolina

n

FPp FPeso del sulfato de Pseudoefedrina ,mg
P1 = Peso del estindar interpo Nafazolina, mg
A'p= Area del sulfato de Pseudoefedrina

A’ i= Area de la Nafazolina

Vp = Volumen de la muestra,ml

'Fara  efectuar la validacidn del método analitico desarrollado

se realizaron los siguientes experimentos:

1.ESFECIFICIDAD

£s la capacidad que tiene un sistema cromatografico de resolver
del pico de 1interes los otros componentes que den sefal en el de-
tector (productos de degradacion,excipientes,otros activos),es
decir,es el grado en que la medici16n se debe solo a la sustancia
por determinar y no a otras que pueden estar presentes en el ma -

terial a anali:zar.

En el caso de que esta prueba se aplique a una teécnica que vaya
a ser utilicada para estudios de estabilidad,se hace un estudio

de las sustancias gque pueden presentarse durante el periodo de
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almacenamiento del producto en condiciones normales o espec{fi -
cas de temperatura,luc,humedad,pH,agentes oxidantes,etc. durante
un periodo determinado,

Se obtuvieron cromatogramas de las muestras de producto termi-
nado, placebo y soluciones estandar que a continuacion se enlis-—
tan, siendo analizadas bajo las condiciones cromatograficas men-

cionadas en la tabla No. 4 .,

1. Estandares

a) FPgeudoefedrina

b) Nafazolina

€) Factor respuesta

2. Producto terminado, almacenado at
a) Temperatura ambiente,{(7.A.) con astandar interno

b) Temperétura ambiente,sin estandat interno

c) 70°C durante 15 dias,sin estandar interno

d

45°C durante B meses,s1n estandar i1nterno

3. Flacebo de sulfato de Pseudoetedrina

a) Temperatura ambiente,sin estandar interno
b) 70°C durante 15 dias,sin estandar interno

c) 45°C durante 15 dias,s1in estandar interno
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Observando los cromatogramas que se muestran en las figuras No.
2 a S5,se concluye gque no hay sustancias que interfieran con los
picos de interés,ya que en los cromatogramas correspondientes a
los placebos no se observan picos en los mismos tiempos de reten-
cion de la pseudoefedrina y nafazolina, por lo tanto el método es

especi{fico bajo el sistema cromatografico establecido.

2.LINEALIDAD DEL. SISTEMA

Con esta prueba,se pretende demostrar que el sxstema.cromata -
grafico origina una respuesta lineal dentro de un rango de con -
centraciones del principio activo,en cuyo punto intermedio se en-—
cuentra el 100% de la cantidad a cuantificar por el método de -—
andlisis,es decir, mide el grado en el que una curva de calibra-

ci6on se aproxima a una linea recta.

Esta prueba se reali1za construyendo una curva de calibracidén

con estandares de cuando menos 5 concentraciones diferentes,

Asi{, se observa la capacidad del sistema para asegurar que los
resultados obtenidos son proporcicnales a la concentracien del

principio activo en la muestra.

La curva de calibracidn se realiza graficando @l cambio de la
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sefial del detector (4Area,absorbancia;etc.) vs el cambio de& con -
centracitn de la sustancia analizada.En dicha curva, siguiendo la
ecuacion de una linea recta y = Ax + B,se determina el coeficien-
te de correlacidn (r}) el cual debera de aproximarse a la wunidad,
y la ordenada al origen debera tender a cero para asegurar que

estamos trabajando con un sistema lineal.

ta prueba se llevd a cabo usando soluciones estdndares de pseudo-
efedrina (P){ que se prepararon 2n un 1ntervalo de concentracio-
nes del 60 al 140% de la concentracién teérica de dicho principio
activo normalmente utilizada para el analisis, manteniendo cons -

tante la concentracidn del estandar interno,nataczolina

Se determinaron las relaciones de areas entre el principio ac-

tivo (P) y el estandard 1nterno (N).Ver tabta No.%.

Se graficaron los resultados obtenidos (Gratica No.1 ); se ob-
serva que la respuesta del detector es lineal y sique la ecuacion

de una linea recta y = Ax + B.

bDande el factor de correlaciton es 0.997 y la ordenada al origen
es de 0,014, significativamente igual a cero, con 1o cual se con-
cluye que el método es lineal dentro del intervalo de concentra-

ciones estudiado.

59



3.FRECISION DEL SISTEMA

Con esta prueba se pretende demostrar qua el sistema analitico
es capaz de detectar siempre la misma centidad de un principio
activo con la minima variacion pesible cuande s analirzada varias

veces.

En la presente validacion,esta prueba se realiza preparando una
solucidn estdndar de sulfato de pseudoefedrina en una concentra -
€iébn 1gual al 100% de lta cantidad establecida para realizar el

andlisis de las muestras.Esta solucion sa inyecto & veces.

Se determind la media (X) y la desviacion estandar relativa

{D.E.R.},calculando el factor respuesta de la siguiente manerai

AREA PSEUDDEFEDRINA CONC.ESTANDAR INTERNO

e
AREA ESTANDAR INTERNO CONC, PSEUDDEFEDRINA

De acuerdo con les resultados gue se muestran an la tabla No, 10
se concluye que el sistema es preciso bajo estas condiciones ya
que la D.E.R. es menor al 2% (0,837,

Donde D.E.R.= (D.E.s %) 100.
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4.PRECISION DEL METODO

Esta prueba tambien puede expresarse como reproducibilidad del
matcdo; es la concordancia obtenida entre determinaciones inde -
pendientes desarrolladas por analistas y dias diferentes usando
el mismo equipo y siguiendo el mismo metodo analitico. En ella se
se puede apreciar la variacion en los resultados del andlisis

ocurrigdos durante la preparacion de la muestra.

Esta prueba se reali1z0 analizando 3 muestras del producto ter -
minado,dos dias diterentes,realicadas por dos quimicos

Se realizaron & analisis cada dia para dar un total de 12 ana-
lisis cuyos resultados se muestran en la tabla No.ll.

De acuerdo con los resultados obtenidos,se concluye que la téc-
nica es reproducible ya que tiene una desviacion estandar relati-
va menor del 2%,y no existe variacion entre los resultados obte -

nidos interdia ni interanalista.

S.EXACTITUD DEL METODO
También conocida como prueba de efecto placebo.

Es la concordancia entre un valor detarminado experimentalmente

y un valor de referenciajesta concordancia nos dice gque tanto los
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resultados promedio de un método se alejan del valor real o ver-
dadero de la muestra.

Esta prueba es i1mportante ya que en muchas acasiones, por ejem-—
plao, al manufacturar el producto, no se agrega el 100% de la can—
tidad de principio activo establecida en la formulacién, por lo
que se hace necesario el poder cuantificar exactamente el princi-
pio activo aun cuando varie la relacidn principio activo - exci -
piente.

La prueba de efecto placebo se realizd preparando 5 muestras de
placebo a las que se les anadid solucién estdndar de pseudoete -
drina en diferentes proporciones para tener el &U, 80, 160, 120 y
140% de la concentracidén normal del principio activa (P),simulan-

do asi las condiciones de falta o excesoc del mismo.

Los resultados obtenidos se muestran en la tabla No.i12 dande
se observa que el porcentaje recuperado de pseudoefedrina en to —
dos los niveles de la prueba es cercano al 100% con una D.E.R. de
0.32% {(menor del 2% requerido para aceptar la tecnica como exac-
ta).

Con los resultados obtenidos a@n la prueba de efecto placebo se
realizo un analisis estadistico para determinar la linealidad del
método.

Los resultados de este andlisis se muestran en la tabla No. 13,

de acuerdo con los cuales se asume que 81 método es lineal dentro
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del ‘intervalo de concentraciones estudiadas,ya que su coeficiente
de .correlacién lineal es de 0.9999,y sin sesgo ya que se obtiene
una‘pendienCe significativamente igual a uno y una ordenada sig -

nificativamente 1gual a cero.

Conforme a los resultados anteriores,se puede establecer que el
método es capaz de cuantificar la concentracién real de pseudo -—

efedrina aun cuando la relacion principio activo-excipiente varie,

&6.ESTABILIDAD DE LA MUESTRA

Esta prueba se realiza para comprobar que la muestra ya lista
para ser 1nyectada es estable a T.A., y/0 en refrigeracién, ya que
éstas son las condiciones en gque normalmente se almacena la mues-—
tra cuando no es posible realizar su analisis 21 mismo di{a en que
se prepara.

Esta prueba se efectud preparando & muestras que sa analizaron
el mismo dia de su preparacion; estos datos se tomaron como refe-
rencia.

Estas muestras se guardaron (bien tapadas) a T.A. y a 5°C por 3
y 5 dias para analizarse al término de cada periodo.

Los resultados obtenidos se muestran epn la tabla No.l14

LLas muestras almacenadas en refrigeracidén no se analizaron,ya
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que los resultados obtenidos de las muestras a T.A. iﬁdi:arcn que
el principio activo permanecia estable bajo estas condiciones por
lo que no se vid la necesidad de emplear refrigeracion,

Basados en estos resultados,es posible fijar la estabilidad de
la muestra ya lista para ser inyectada en el cromatografo en S

dias s: es almacenada a T.A.
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FIGURA No. 2

5.62

ESTANDAR DE SULFA-
TO DE PSEUDOEFEDRINA

INJECT

ESTANDAR DE
NAFAZOLINA

(P}

IRJECT

ESTANDARES ~ DE
PSEUDOEFEDRINA (P)
Y NAFAZOLINA (y)
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FIGURA No.3
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FIGURA No. 4

2,32

S.5%

97

1.55

i
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2.32°

3.55
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FIGURA No. 5

THJIECT

A T.A.

THJECT
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SIN ESTANDAR INTERNO

A 45C/15 DIAS
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1.57
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TABLA NO. 9 . LINFALIDAD DEL SISTEMA

%" DEL, NIVEL CONCENTRACION DE PSEUDO
ENSAYADO EFEDRINA SULFATO (mg/ml)
60 0.4498
80 0.5997
100 0.7496
120 0.8995
140 1.0494

La ecuacidn de la linea recta es:

Y= Ax

+B

Donde "Y" es 1a relacidn de areas y "X" es la

Por andlisis de minimos cuadrados:

A= 1.1839
B =0.0144
r = 0.9974
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acidn de P

RELACION DE AREAS

P/N

0,5558
0,7363
0.8691
1.0737

1.2744

edrina (mg/ml)



oL

PN

RELACION DE AREAS

LINEALIDAD PSEUDOFEDRINA

GRAFICA 1

1.4

1.3 4
1.2 4
1.4 A
1.0
0.9 4
0.8 4
0.7 4
0.8 -
0.8
0.4
0.3 i
0.2 ~
0.1

0.0
0.00

0.20

T
0.40

mg/ml

0.80

0.80 1.00




TABLA NO.10  PRECISION DEL SISTEMA

INYECCION NO. . FACTOR RESPUESTA (Kc)

0.0579
0.0578
0.0583
0.0582
0.0586
0.0579

L T A

X = 0.0581
D.E.R. = 0.53%

TABLA NO.1l  PRECISION DEL METODO

MUESTRA QUIMICO DIA PSEUDOEFEDRINA SULFATO (%)

103.11
104.25
103.92
104.80
103.80
105.42
105.07
105.22
104.31
116.24
104.92
104,60

NN e e NN N e e e
NN R RN ke e e e e

X = 104.64
D.E.R. = 0.80%
K



ANALISIS ESTADISTICO - -

" SUMA PARA’ CADA ANALISTA . SUMA ANALISTA-DIA
RS2 T : Yij
CEY1T= 625,88 £Y11 = 311.28
£Y2 = 629.78 £Y12 = 314,60
= 1755.66 £Y21 = 314,02

&y
: £Y22 = 315.74

DONDE 'z . = nimero de replicaciones
d = ndmero de dfas
a = ndimero de analistas

Suma de cuadrados del analista (SCa):

sCa = (evid + y2? - ey = 1.2675
dxr gt x a

Suma de cuadrados del dfa por analimta (SCd):

SCd = £Yijd -  (£Y1) + (g¥2¢ = 2.3417
r " % d

Suma de cuadrados del error (SCe):

SCe = (€¢¢ Vx'jk‘) - vigt = 4.0113
r



FUENTE DE GRADOS DE SUMA DE MEDIA DE

F
VARIACION LIBERTAD CUADRADOS CUADRADOS CONCLLUS 10N
{MC)
Analista

71,2675 SCa/ql = 0.6338 MCa/MCe = 1.2641

pfa 2.3417 SCd/gl = 1.1709 MCd/MCe = 2,3353

Error: . 74,0113 SCe/gl = 0.5014

Ho ¢ Si - F 'calculada £ F tablas, se acepta la hipStesis

Analista Dia
F calculada 1.2641 2,3353
F tablas 4,46 4.48

.. El método es reproducible respecto a los
analistas y respecto a los dias

73



TABLA NO.12 EXACTITUD

% DE.CONCENTRACIDN
. USADA

60
80
100
120
140

X = 100.77

D.E.R.. = 0.32 %

DEL METODO

mg DE PSEUDDEFEDRINA
SULFATO AGREGADOS

0.4502
0. 6003
0. 7504
0,003
1.0506

# Concentracion usada en al procedimiento,

14

%

RECUFERADO

100.47
101,15
100.73
101,05
100.47



TABLA ND. 13 EXACTITUD

% DE CONCENTRACION
USADAR E

&G
=1v]
100
120
140

* Concentracion usada en el procedimiento.

DEL “METODO

mg DE FSEUDDEFEDRINA
SULFATD AGREGADOS

0.4502

0,

6003

Q. 75048%
0.9005

1.

(1T

L.a ecuaciaon de la linea recta es

Y = Ax + B

mg RECUPERADDS

0. 4523
0.6072
Q.735%
G. 2100
1.0855

Donde "Y" son los mg de Fseudoefedrina Sulfato recuperados
¥y “%" son los mg de Fseudoefedrina Sulfato agregados.

Por analisis de minimos cuadrados @
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1.0055
0.0017
0.9999



TABLA NO. 14 EBTABILIDAD DE LA MUESTRA

MUESTRA A T.A. ANALISIS INICIAL - 3 D1AS DESPUES S DIAS DESFUES

ot E (YA (¥3) (&)

ot 105,07 ) 103,69 104,78

2 108,22 104.01 105,45

3 104.31 105,78 104,41

4= 106.24 104,31 102,24

S 104,92 104, 49 . 101,79

-] 104, 60 193.06 102.88

- X = . 105,086 104,22 103.92

D.E.R. = 0.63 0.87 1.8}
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CONCLUSTIONES

"Alli estd nuestro resultado y fue un andli_
sis muy pequefio d2 un trabajo bien ejecutado¥ i
A.C. Doyle
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4, CONCLUSIONES

€l método analitico por Cromatografia de Liquidos de Alta Reso-
licidn desarrollado para cuantificar sulfato de pseudoefedrina en
solucioén oral, resultd ser espec{ficoj tolerante, al variar las
pardmetros cromatograficos dentro de ciertos limitesy siendo et

tiempo de corrida de aproximadamente 10 minutos.

Ademés,se comprobd que esta técnica es lineal,precisa y edacta
dentro del i1ntervalo estudiado.No se encontro diferencia en los
resultados obtenidos interdia ni interanalista.Adicionalmente,
las muestras resultaron ser estables en un periodo de tiempo ra -
zonable para ser analizadas, hasta & dias después de haber sido
preparadas y dejadas listas para ser inyectadas.

En base a los resultados antes mencionados, se encontrd que el
método analitico desarrcollado puede ser aplicado tanto para el
contral de calidad del producto terminado, como para estudiar la

estabilidad del mismo.
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