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1.INTRODUGCCION

En nuestro .pais, los antigripales de liberacién sostenida,
preséntan una gran demanda, debido a las ventajas que ofre-
cen; como son: eficiencia durante el tratamiento, economia,
reduccidn  de efectos colaterales {20, 21), etc¢.; es por
ello que se detectd la necesidad de inplementar un método

mds rdpido y confiable para el eandlisis de estos productos.

Dentro de las diversas técnicas analiticas, la Cromatogra-
fia de Liquidos de Alta Eficiencia (CLAR) es considerada
como la mAs rApida y confiable para la separacidn y cuanti-
ficacién de principios activos: asi como de sus productos
de degradacidn formedos durante el almacenamiento de las

formas farmacéuticas.

Uno de los problemas mds comunes dentro de la Industria
Farmacéutica es el desarrollo y validacidn de mdtodos ana-
liticos confiables y reproducibles que permitan asegurar la
calidad de las diversas formas farmacéuticaes mediante el
andlisis de los principios activos en el intervalo de con-
centracidn esperado, sin alteraciones debidas al sistema de .
medicidén, método empleado, analista y alteraciones del me-
dio eambiente externo que de manera aleatoria se presentan

durante el apAlisis.
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Ademids, métodos que permitan monitorear su integridad

mediante estudios de estabilidad.

El presente trabajo tiene como finalidad la validacidn de
un método analitico por CLAR para la cuantificacibn de
Maleato de clorfeniramina (MCFA) y Clorhidrato de fenilpro-
panclamina (CFPA}) en cApsulas con microesferas de libera-

cién sostenida; evaluando:

=« Linearidad

- Precisidn

- Exactitud

- Especificidad

- Reproducibilidad

De acuerdo & los pardmetros estadisticos: media ( X J,
desviacidén estdndar ( DE ), coeficiente de variacidn (CV]),
coeficiente de correlacién ( r ), coeficiente de determi-
nacién r? }, limite de confianza {( L95 }, pendiente (m) e

intercepto {( b }.



2. GENERALIDADES

A. CROMATOGRAFIA (1, 5, 9, 18).

El antecedente de la cromatografia es el andlisis capilar
(1850).

Le cromatografia como técnica de separacidn, fud descublier-
ta por el botdnico y quimico ruso Mijail S. Tswett en 1803,
quien eligid el nombre de las palabras griegas que signifi-

can "escritura en color".

La cromatografia se utilizé por primera vez en 1905 para
separar mezclas de gases y vapores. Permanecid ignorada
hasta 1930 cuando el investigador sueco Tiselius y sus
colaboradores introdujeron dos técnicas: "Andlisis frontal"

y "Andlisis por desplazamiento", las cuales ya no se usan,

En 1941 Martin y Syrige introdujeron la cromatogrufia de
repartoc para analizar cantidades muy pequeiias de aminodci-
dos, con lo cual obtuvieron el premio nobel de Quimica en

1952,



En 1968 se produjo un avance considerable en la Cromatogra-
fia Liquida, debido a la introduccidn de altas presiocnes y

de sistemas de deteccidn continua.

La cromatografia se define come un método fisicoguimico
mediante el cual los componentes de una mezcla son separa-
dos selectivamente mediante la migracidn diferencial de los

consituyentes, y posteriormente pueden ser cuantificados.

La separacién se lleva a cabo mediante la distribucién
selectiva de los componentes de una muestra entre dos
fases: una mévil y otra estacionaria; donde el tipo de
interaccidn entre éstas y las moléculas del soluto depende
de 1las propiedades fisicoquimicas de é&ste en un medio

determinado.

La fase mdvil fluye a través de la columna, arrastrando los
componentes de la mezcla, los cuales sSon retenidos selecti-

vamente por la fase estacionaria,

La cromatografia de 1liquidos, requiere gue la muestra sea
soluble en la fase mbvil, haciéndo posible el anAlisis de
compuestos de alto peso molecular: orgdnices e inorganicos,
idnicos o covalentes; siendo necesario encontrar la fase
estacionaria adecuada para la separacidn selectiva de los

componentes de le muestra,
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TIPOS DE CRQMATOGRAFIA (6)}.

Dependiendo del tipo de fase estacionaria o soporte en que
ge lleva a cabo la separacién de los componentes de una
' " mezela, la Cromatografia puede ser de tres tipos; basidndose
todos ellos en loa mismos principios fundamentales:

- Cromatografia en papel

- Cromatografis en columna

- Cromatografia en capa delgada.

En base & la naturaleza de las fasea involucradas, y los
mecanismos de separacién, la cromatografia se divide en

diferentes tipos:
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VENTAJAS Y LIMITACIONES DE CLAR (5, 14}.

VENTAJAS

Velocidad de andlisis.

Alta resoluciédn.

Automatizacidn.

Amplio espectro de aplicaciédn.

LIMITACIONES

Instrumentacidn costosa.

Método no especifico para andlisis cualitative.

Experiencia indispensable,



MECANISMOS DE SEPARACION EN CROMATOGRAFIA LIQUIDA
{1, 7. 13)

A. CROMATOGRAFIA LIQUIDO - LIQUIDO ({DE PARTICION).

Fué desarrollada en Inglaterra por Martin y Syrige en 1941.
Este mecanismo de distribucidn se base en la distinta solu-
bilidad que presenta una moldcula en la fase mdvil y en la
fase estacionaria; de ah{ que los compuestos mds solubles
en la fase estacionaria sean selectivamente retenidos por
ella, en tanto que los menos solubles son transportades mas

rdpidamente por la fase mdvil,

La cromatografia liquido - liquido se utiliza para compues-
tos woderadamente polares, cuyo peso molecular es inferior

a 1500.

Las c¢olumnas méds comunmente usadas son de 15 a 50cm de
longitud y de 3 a 4mm de didmetro internc; la caida de pre-
gidn depende de variables tales como longitud, viscosidad
de la fase mévil, temperatura, tamafio de particula de
relleno, flujo de la fase mdvil; ete., pudiendc ser hasta

de 35atm.



El mayor inconveniente de esta técnica es la solubilidad de
la fase estacionaria en la fase mbévil y el deterioro de la
columna. Una forma de resolverlo es saturando la fase
mévil con la fase estacionaria por medio de una precolumna

que contenga un alto porcentaje de fase estacionaria.

La cromatografia 1liquido - 1liquido requiere un control
cuidadoso del flujo y de la temperatura para poder identi-
ficar un compuesto determinado en funcién del tiempo de re-

tencidn que es caracteristico.

B, CROMATOGRAFIA DE FASE QUIMICAMENTE UNIDA,

La fase estacjionaria estd quimicamente unida a la superfi-
cie de un soporte, por lo que la fase mdvil dificilmente
produce deteriorc en la columna.

Se pueden obtener diferentes tipos de selectividad variando
la naturaleza de los grupes funcionales de la fase estacio-
naria, Dichos grupos pueden ser de naturaleza polar o no
polar. La cantidad de fase estacionaria que es posible
unir &a la superficie de un soporte es limitada y los tama-
fioe de muestra separados en estas columnas son muy reduci=~

dos.



C., CROMATOGRAFIA LIQUIDO - SOLIDO.

El mecanismo de accién se basa en la competencip que existe
entre las moléculas de le muestra y las de la fase mdvil o
disolvente por ocupar los sitios activos en la superficie
de un sélido. Algunos de los sdlidos mAs utilizados son

aldmina y gel de silice.

Este tipo de cromatografia es muy &til y se aplica a las
moléculas de baja o media polaridad, de peso molecular ne
mayor de 1000, Las columnas utilizadas varian entre 15 y

25cm de longitud y entre 2 y 3mm de didmetro interno.

La actividad de la superficie de muchos sdlidos se ve afec-
tada por la retencidn de ciertas moléculas de alta pelari-
dad como alcoholes, fenoles, agua, etc., y debido & ello,
en ocasiones es dificil reproducir los resultados obtenidos
en los andlisis por 4que las propiedades de la supe;ficie

han sufrido cambios.

En consecuencia, 1la superficie de la silice empleada en
cromatograf{a l{iquida de alta presién es sometida a proce-

sos de desactivacidn con el propdésito de disminuir la - =



retencidén de moléculas muy pelares, y de este modo se man-
tiene la superficie en condiciones uniformes, lo que con-
tribuye & mejorar en forma notable la reproducibilidad de

los anAlisis,

D. CROMATOGRAFIA LIQUIDA POR EXCLUSION.

Se conoce también como “Cromatografia de Permeacidn" &
"Cromatografia de Filtracidn"; se efecthia la separacién de

acuerdo al tamafic de las moléculas.

La columna se rellena de un gel, cuyos pores son de tamafio
similar al tamafio de las moléculas de la muestra., Las
moléculas pequefias pueden penetrar dichos poros y gquedan

retenidas, en tanto gque las grandes no.

El intervalo de pesos moleculares en que se puede trabajar
var{sa desde aproximadamente 500 hasta varios millones. Las
columnas empleadas pueden ser muy largas (varios metros),
cuando se desea separar muestras cuyos pesos moleculares

estdn distribufides en intervalos muy amplios,
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E. CROMATOGRAFIA POR INTERCAMBIO IONICO (14, 15, 19).

.
Fué¢ usada por primera vez por Taylor y Urey, quienes sepa-
raron isdtopos de Litio y Potasio, Sin embargo, el desa-
rrollo real de este campo, empezd antes, cuando Samuelson
demostrd la aplicacidn analitica de las resinas sintdticas

de intercambio idnico, comercialmente disponibles en 1940.

La primera aplicacidn importante de estas resinas, fué en
la separacidn de tierras raras e identificacidén de los pro-

ductos de fisidn del Uranio.

Las experiencias ganadas en el campo de la energia atémica
se extendieron a problemas en Bioquimica; a la separacién
de los constituyéntes del Acido nucléico y a la separacidn

de aminocadcidos.

La cromatografi{a de intercambio iénico, se puede considerar
como una forma especial de cromatografia en la que la fase
sdlida contiene un material intercambiador de iones, gene-

ralmente llamadc resina de intercambio idnico.

En este método, la separacidén se basa en la competencia
entre la fase mévil y 1la muestra idnica, por los sitios

activos de la resina intercambiadora de iones.
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Debido a la menor eficiencia de los materiales intercambia-
dores de iones, 1las columnas empleadas varian entre 25 y

50cm de longitud y de 3 a 4mm de didmetro interno.

Las resinas de intercamblo idnico, consisten de una matriz
polimérica (estirenc divinil benceno), insoluble y permea-
ble, conteniéndo grupos polares Acidos o bAsicos que pueden

ser intercambiados por iones de carga opuesta.

Las resinas pueden ser porosas, constituidas de pgrticulas
rigidas de copolimeros de estireno divinil benceno; pelicu-
lares, gque consisten de particulas vitreas de forma esféri-
rica recubierta de una capa muy fina del copolimero en
donde se encuentran los grupos activos, resinas constitui-
das de particulas de Zipax, en cuya superficie porosa se
encuentran grupos intercambiadores de iones o resinas de
materiales porosos de silica con grupos intercambiadores
quimicamente unidos, leos cuales resisten presiones elevadas
y poseen capacidad superior de intercambic que las de

materiales peliculares.

Loe intercambiadores, deben ser estructuralmente estables,
y las particulas deben estar empacadas de manera que haya
buenag propiedades de flujo y con alta capacidad de inter-

cambio.
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TIPOS DE RESINAS DE INTERCAMBIO IONICO.
A) RESINAS DE INTERCAMBIO ANIONICO,.
I. Fuertes

CH3
o
et .
- CH2 - N - CH3 - c1
1.
CH3

Aminas cuaternarias,

II. Débiles
& -
- NH - R2 C1

Debido a 1la carga neta positiva, pueden atraer e intercam-

biar aniones {intercambio anidnico}.

Los intercambiadores anidnicos de bases débiles, adsorben
aniones de soluciones de dcidos fuertes y bases moderada-
mente fuertes.

Son usadas satisfactoriamente en medios Acidos o neutros.



B) RESINAS DE INTERCAMBIO CATIONICO.

I. Fuertes.

II. Débiles.

% - €00 Na*

Debido a &8u carga neta negativa, pueden atraer e intercam-

biar cationes {intercambiador catidnico).

Los intercambiadores catidnicos débiles, adsorben cationes
de soluciones de bases fuertes y moderadamente fuertes. Son

usados satisfactoriamente en soluciones alcalinas o neutras

La cantidad de iones contrarios mdviles que una resina es
capdz de enlazar, es llamada capacidad y es una medida del
nimero de grupos funcionales disponibles en le misma; se
expresa generalmente como meq/g de resina seca y es depen-

diente del pH.
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La eleccidn de las resinas, fuertes o débiles, de tipo
anidnico o catidnico, depende en gran parte del pH en el
que se realiza el intercambic y del tipo de cationes o

anidnes a intercambiar.

El coeficiente de selectividad indica la preferencia con
que una resina de intercambio idnico fija dos o mads iones

de una solucién,

En general, la resina fijard de preferencia iones bivalen-
tes o multivalentes que iones monovalentes, y ante iones de

la misma valencia, fijard preferentemente los mAs pesados.

La wmayorias de las separaciones cromatograficas se llevan a
cabo en socluciones acuosas, debido a las propiledades de

ionizacidn en agua.

FACTORES QUE AFECTAN LA RETENCION DE INTERCAMBIO IONICO.

- Modificaciones en el pH.

- Concentracién de solucibdn amortiguadora. A concentra-
ciones altas, disminuye la retencidn.

- Temperatura. A temperaturas altas, disminuye la reten-

cidn,
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TERMINOS MAS USUSALES EMPLEADOS EN CLAR
(5, 9, 13, 22, 23)

La cromatografia como técnica de separacidn, emplea algunos
tédrminos y simbolos caracteristicos. A continuacidn se men-

cionan los mds utilizados.

1. CROMATOGRAMA.

Registro grafice de los componentes de una muestra, asi
como la concentracidn en que estdn presentes. Estos salen
a un tiempo determinade de la columna, son percibidos por
el detector, la senal es agrandada por un amplificador y
trazada por un registrador,

(Fig. 1).
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2. TIEMPO DE RETENCION (tr).

Es el tiempo que la muestra permanece dentro de la columna
y se mide desde el momento en que la muestra se introduce
en el sistema hasta que se obtiene el punto mdximo de la
sefial o pico. Es caracteristico de la muestra, la columna,
la- fase mévil y la temperatura. Generalmente se emplea co-
mo medida de tiempo cualitativo y se expresa en minutos.

El tiempo de retencidn puede cambiar a volumen de retencién
(vr), al multiplicer el caudal de 1la fase mdvil por el

tiempo de retenciédn.
vr = flujo (ml/min) x tr
3. TIEMPO WUERTO (to o tm}.

Es el tiempo de retencién de un compueste que no es

retenido.

4. TIEMPO DE RETENCION AJUSTADO ( t'r ).

Es 1la diferencia entre tr vy to, es decir, la medida del
tiempo que 1la muestra permanece retenida en la fase esta-

cionaria,

t'r = tr - to.
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5. ANCHURA DE LA BASE DE LAS SERALES ( ¥ ).
Es la proporcién de linea base interceptada por tangentes
trazades a ambos lades de una sefial cromatograficaj asu-

miendo que la forma de la sefial es gaussiana,

Se emplea en el clAlculo de la resclucidn y eficiencia de

los sistemas cromatogréficos.

6. NUMERO DE PLATOS TEORICOS ( N ).

Un plato tedrico es el equilibrio de distribucién de la

muestra entre la fase mdvil y la fase estacionaria.

Existen varios métodos para cuantifjicar el nudmero de platos
tedricos, dependiende de la altura a la que se tome la
anchura del pico.

Considerando la anchura del pico como 4 desviaciones estdn-
dar (método de las tangentes); e incluyendo chsi el 95% de

la superficie o 4rea bajo la curva, se obtiene:

N =16 (tr/W)
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Donde tr y W se expresan en las mismas unidades (tiempo,
volumen, distancia, etc.}), y 16 se obtiene de la considera-
cidn anterior, El1 ndmero de platos tedricos es una medida
de la eficiencia de la columna y sistemas asociados, por lo
tanto, cuanto mayor sea N, mds eficiente serd la columna.

(Fig. 2).

PUNTOS DE INMFLEXION
——— 20

—y w73

ALTLRA RELATAE

7. ALTURA EQUIVALENTE A UN PLATC TEORICO ( AEPT ).

Representa valores tedricos de las etapas de particidn que
sufren las moléculaes de la muestra al pasar por lo large de
la columna.

AEPT representa la longlitud de la columna necesaria para

generar un plato tedrico.

Se representa por:

AEPT =L / N



Donde:

Ly Es la longitud de la columna en milimetros.

AEPT: Es la longitud de la columna requerida para obtener
un equilibrio de la muestra en la fase mévil y la
fase estacionaria.

8. VELOCIDAD LINEAL PROMEDIO DE LA FASE MOVIL ()& )

/* =L / to

Se wusa cuando se representa esquemdticamente AEPT como

funcidn de}L(gr&ficas de Van Deemter).
9. COEFICIENTE DE DISTRIBUCION O DE REPARTO ( K ).
Se representa por:

Cantidad de muestra / ml de fase estacionaria.

Cantidad de muestra / ml de fase mdvil.

Es una propiedad fisica fundamental de cada sustancia. Es
caracteristico de cada muestra y del sistema de fase mdvil
y estacionaria en consideracién. Es funcidn de la tempera-

tura.



10. RELACION DE FASES (p ).
Se representa por:

Mililitros de fagse mévil

Mililitros de fase estacionaria.

Por cada seccién de columna, equivale a la proporcidn del
volumen de dicha seccién ocupade por la fase mdvil y la

fase estacionaria.

11. RELACION DE CAPACIDAD ( K' ).

Es una constante termodindmica que mide la solubilidad de
la muestra en la fase estacionaria, Indica el tiempo
durante el cual puede retenerse cada componente de la
muestra en la columna.

La fase estacionaria retarda la muestra al interaccionar
con ella en un tiempo t'r y el to es el tiempo que peérmane-
ce en la fase mdvil, el cociente entre ambos, da el valor

de K'.

t'r Tiempe en la fase estacionaria,

to Tiempo en la fase mdvil,

=21 -



Ctr - to vro=vos

to : vo

Combinande las relaciones anteriores:

K =K' x ﬁ'
12. RESOLUCION ( R ).

ES - uha medida cuantitativa del grado de separacidn obtenide

entre dos compuestos:

ve - Vi1 2{tr2 - trl)

Jl-(w1 + W2) w1 o+ w2

Wl y W2 deben ser expresados en las mismas unidades. Un va-
lor de R igual a 1.5 significa separacidn completa.

. (Fig. 3).
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La re"s'dlucién estd estrechamente ligada a la selectividéd,

].a.: efidit{}gcia,y el factor de capacidad. .
CREL/4(A-1 /6t ) (YN ) (K /LR )

13,  SELECTIVIDAD (A ).

En forma préctica, se puede decir que es una medida de la

solubilidad diferencial de dos compuestos en la fase esta-

cionaria.

Valores elevados de é&sta, significan una mayor separacidn:

A = t'r2 / t'rl

Puede mejorarsey, por el cambic de fase mdvil, el cambio de

fase estacionaria y un control de la temperatura.
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14, LIMITE DE DETECCION.

Es la minima concentracidén de la sustancia que puede ser
detectada pero no necesariamente cuantificada bajo 1las
condiciones de operacidn establecidas.

15, LIMITE DE CUANTIFICACION,

Es la minime concentracidn de una sustancia que puede ser
determinada con precisién y exactitud aceptables, bajo las
condiciones de operacidn establecidas.

16, MEDIDA DEL AREA Y ALTURA DEL PICO.

La altura del pico represente la distancia vertical desde

el madximo del pico, a la l{nea base.

Figura No. 4

W = Anchura del pico.

A=hxW/2
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METODOS DE CALIBRACION ( 1, 7).

ESTANDAR EXTERNO.

Se emplean una serie de soluciones del compuesto de refe-
rencia, construyéndose una grAfice del Area o altura del
pico, contra la concentracidn; donde la pendiente de ésta
representa el factor de respuesta y es usado para calcular

la concentracidén del compuesto en la muestra,

ESTANDAR INTERNO.

Este método involucra la adicidén de un compuesto de refe-
rencia, de concentracidn conocida, a la muestra a analizar.
Medlante este método se compensan variaciones en los

pardmetros de separaciédn.

REQUISITOS:

- Debe tener un tiempo de retencidn cercano al picoe de in-
teréds.

- Debe ser adicionado en concentracidn similar a la del
compuesto de interés.

- Debe ser estable y de alta pureza.

- Debe ser quimicamente similer al compuesto de interéds.

- Debe estar ausente en la muestra a analizar.



PARTES DE UN CROMATOGRAFO DE LIQUIDOS DE ALTA EFICIENCIA
(5, 13},

Un cromatdgrafo de 1liquidos, consta de las siguientes

partes:

1. INYECTOR.

- Jeringa.

- Valvulas de inyeccidn.

- Automuestreadores.

2. PRECOLUMNA Y COLUMNA ANALITICA.

3. SISTEMA DE DISOLVENTES.

- Reservorios.

~ Sistema de desgasificacidén de disolventes.
- Sistema de elucidn por gradiente.

4. BOMBA.

5. DETECTOR.

.

6. INTEGRADOR O REGISTRADOR.



INYECTOR

El inyector debe proporcionar una zona de poco volumen
completamente barrida por la fase mdvil, para evitar la
difusidén de la muestre y la dilucién exponencial.

Debe resistir altes presiones.

En este sistemsa se introduce la muestra para luego ser

arrastrada por la fase mévil & la columna.

Dependiendo de 1la presidn de trabajo y del tipo de bomba
usada, puede introducirse la muestra por medio de jeringas
especiales, vdlvulas de inyeccidn, inyectores automdticos o

por interrupcidn del flujo.

Figure No. §

ESQUEMA DE UNA VALVULA INYECTURA
Do ‘

A, Toma de la muestra. B. Inyeccidn de la muestra,
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COLUMNA

La columne representa el corazdn del sistema cromatografi-
co, yé que en ella se lleve a cabo la separacibén de los
componentes de la muestra en estudio.

BAsicamente consiste de un segmento de tubo de algdén mate-

rial inerte (el mds usado es el acero inoxidable},

La longitud es generalmente de 10 & 50cm; con un didmetro
de alrededor de 3 a 4mm., Las partficulas del material de
relleno tienen un didmetro de 5 a 10}4.

Su capacidad depende de su longitud, didmetro y material de
empaque. Se ha encontrado que la eficiencia es mayor cuan-

do las paredes de la columna son muy lisas y pulidas.

La columna puede usarse a temperatura ambiente © a tempera-

tura superior, para los fines siguientes:

- Control de procesoc por separacidn.

~ Disminucidn de la viscosidad de la fase mévil logrando
presiones menores con aumento de transferencia de masa.

~- Aumento de la solubilidad de la muestra en la fase enla-
zada obteniéndose una mayor eficiencia global del equipo.

- Aumento de la velocidad de migracién idnica en los siste-

mas de intercambio idnico.
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£s importante mantener un control de temperatura, debido a
que en algunas columnas la eficiencia puede variar con muy

pequefios cambios de temperatura ambiente.

MATERTALES PARA CROMATOGRAFIA DE INTERCAMBIO IONICO,

Los materlales usados son resinas poerosas o materiales que
consisten en partfculas rigidas del copolimero estireno di-
vinil bencenoc, en cuya superficie y poros se encuentran los
grupos intercambliadeores de iones; estos materiales son de

capacidad elevada proporcionando una mayor eficiencia.

Otro tipo es el intercambiador de iones pelicular o resina
pelicular, que consiste de una particula vitrea de forma

esférica recubierta de una capa muy fina del copolimcio.

Los grupos presentes en todo tipo de resinas de intercambio
ionico suelen ser -NR4’ ¥ -NHZ’ , en el caso de resinas
de intercambic anidnico que se obtienen comercialmente; y
en forma de clorurcs, Y =SO3H en casoc de resinas de in-
tercambio catidnico, que se adquieren en forma de sales de

sedio.

La mayoria de las resinas superficialmente porosas y resi-

nas peliculares pueden usarse con disolventes orgdnicos.
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Las resinas superficialmente porosas y las peliculares no
se emplean con mucha frecuencia debido a su capacidad limi-

tadae de intercambio, la cual es aproximadamente 1Omea/g.

DEPOSITOS DE DISOLVENTES (RESERVORIOS).
En base al tipo de bomba, el sistema de distribucidn dehe

ser:

- Pe flujo constante { 0.1 a 10ml/min, con noc mis del 2% de
variacién).

- Con minimas fluctuaciones de presidn.

- Con bajo nivel de interferencias.

- De simple operacidn.

- Quimicamente inerte con la mayoria de los disolventes

usados.

FASE MOVIL.

La fase mévil debe reunir las siguientes caracteristicas:

- Ser compatible con la muestra.

- La muestra debe ser compatible con la fase mévil para ser
transportada a través de la columna, ya que de otra mahne-
ra puede haber precipitacién dentroc de la cdmara de in-

yeccidn, perdiéndose resolucidn en la separacidn.
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~ No degradar o disolver la fase estacionaria.

- Tener baja viscosidad.

- Esto es de importancia en la eficiencia de la separacidn,
¥a que la viscosidad influye en el efecto de transferen-
cia de masa entre la fase mdvil y la estacionaria.

- Ser compatible con el tipo de detector usado.

- Tener la polaridad adecuada para permitir una retencién
conveniente de la muestra en la columna,

- Ser de alta pureza.

- Debe tener grado espectro o grado cromatogrdfico para
realizar el anAlisis con alta sensibilidad.

- Los disolventes mds utilizados son: acetonitrilo, meta-
nol, agua, tetrahidrofuranc, cloroformo, cloruro de meti-

leno, hexano, isopropancl.

BOMBA.

Su finalidad es suministrar la fase mbdvil a un flujo o
presidn controlada.

Se dividen en dos categorias: De presidn constante y de
flujo constante; siendo este Gltimo tipo el mds comidn.

Dependiendo de su principio de operacidn se dividen en:

1. Bombas neumAticas (emplean la presidn de un gas: He

4 Ne}.
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2. Bombas mecAnicas {pudiendo ser reciprocas o de desplaza-

miento continuo).

En CLAR, se requiere de un sistema de bombeo que proporcio-
cione altas presiones para que la fase mévil pueds ser dis-
tribuide a un flujo razonable ya que el material de relleno
de la columna, constituido por particulas muy pequefias hace

que la resistencia al flujo de la fase mévil sea elevada.

Se debe tener en consideracién:

1. Presidn mAxima de operacidn.

2. Intervalo de volumenes obtenibles.

3. Reproducibilidad y constancia del flujo.
4, Caracteristicas del flujo.

5, Resistencia a li{quidos corrosives.

6. Facilidad de limpieza.

7. Facilidad para efectuar el cambio de fase mdvil,

DETECTOR
El detector proporciona un registro continuo de 1la
composicién del liquido que sale de la columna.

Un detector ideal, debe cumplir c¢on les B8iguientes

requisitos:

- Altamente sensible.

- De respuesta rdpida y universal,
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< Con bajd desviacidn y nivel de ruido.

- De lectura continua.

- Eétable (insensible a cambics en tipo de disolvente, ve-
locidad de flujo y temperatura).

- De simple coperacién y confiabilidad.

La funcién del detector es medir en forma continua alguna
propiedad fisicoquimica de los compenentes de la mezcla,
generando una sefial gque sea proporcional a la concentracién

de muestra.

TIPOS DE DETECTORES.

Existen diferentes tipos de detectores; .siéndo los mas
usados los siguientes:

1. Detector espectrofotométrico.

2. Detector de fluorescencia.

3. Detector de indice de refracidn.

4., Detector electroquimico.

1. DETECTOR ESPECTROFOTOMETRICO.

Se basa en la medida de la absorcidén de luz ultravioleta o
visible. Debido a su alta sengibilidad, amplio rango li-
neal dindmico y relativa insensibilidad a la temperatura y
variaciones de flujo, ha sido el mds ampliamente usado. Se
pueden detectar cantidades de muestra hasta del orden de
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Su principio de operacidén dge basa en la ley de Lambert -
Beer: "La fraccién de radiacidén absorbida, es proporcional

al nimero de especles absorbentes".

Existen diferentes tipos:

- Detector de longitud de onda Bimple. Emplea una linea de
mercurio 254nm o 280nm.

~ Detector de longitud de onda mfiltiple. Opera en dos lon-
gitudes de onda discretas.

— Detector de longitud de onda variable. Maximiza la sensi-
bilidad y minimiza la absorbancia del medio circundante
de 1la fase mdvil cuando es necesario. Por lo tanto, eli-
mina interferencias de otros compuestos con diferentes

caracteristicaa de absorcidn,

Son Wtiles cuando puede ohtenerse una mejor sensibilidad a
una longitud de onda distinta de 254nm u otras para las que
existen filtros.

Son #tilea también cuando los distintos componentes de la
muestra presentan gran absorcidn a diferentes longitudes de
onda ¥y por lo tanto, el empleo de una sola reduzca la sen-
sibilidad e 1incluso imposibilite 1la deteccién de algunos

componentes de la muestra.

_ 3 -



Los modernca detectores de ultravioleta son capaces de
trabajar a cualquier longitud de onda entre 190 y 600nm
(14), operando ya sea manual o automdticamente.

Algunos detectores de ultravioleta de longitud de onda
variable, cuentan con la posibilidad de efectuar registros
de espectroa y lecturans exactas de absorbancia a nmuchas
longitudes de onda, mientras la muestra perranece en reposo
en la celda; de esta manera se puede obtener informacién
cualitativa superior a la simple identificacidn por el
tiempo de retencidn.

Mediante la cromatografia con paro de flujo, se pueden
evaluar las mejores longitudes de onda para un determinade
andlisis, lo cual es W#til cuando no se pcsee informacidn
acerca de las diferentes absortividades molares a distintas

longitudes de onda, y para evaluar la pureza de los picos.

2. DETECTOR DE FLUORESCENCIA.

Representa el tercer tipo de detectores mds usado, debido a
su alta sensibilidad (la sensibilidad de la fluorescencia
es 1000 veces mayor que la del detector de ultravioleta pa-
ra compuestos con absorcidn ultravioleta intensa), siéndo
por tanto mayor su especificidad.

Se basa en la absorcidn de luz ultravioleta por el soluto,

el cual fluoresce a una longitud de onda alta.



Se . emplaa en compuesteos gue presentan fluorescencia natural
o gque pueden convertirse en fluorescentes por simple deri-
vatizacidn., Una de sus ventajas es el efectuar barridos de
excitacién (360nm) y emisidn (400 ~ 700nm), para la identi-
ficacidn de picos a través de sus espectros.

La fluorescencia tiene }ugar cuando los compuestos que
poseen determinados grupos funcionales especificos se
excitan con energia de ciertas longitudes de onda (cortas)

y emiten radiacién a mayores longitudes de onda.

3. DETECTOR DE INDICE DE REFRACCION,

Es el detector de uso corriente mAds universal. 8u funciona-
miento se basa en la medida de las diferencias en indice de
refraceidn de los lLiquides contenidos en la muestra y en la

celda de referencia.

Debido a las diferencias en el fndice de refracclén de mu-
chas sustancias, la sensibilidad es generalmente mayor a la
obtenida por un detector de ultravioleta y fluorescenci;
(10 " -6 a 10 " -18 g/ml de fase mdvil).

El 1limite de deteccidn depende de la temperatura, del tipe

de muestra y de la naturaleza de la fase mdvil,
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Debe reequilibrarse el detector cada vez que se produce un
pequefio cambio en la concentracidn de la fase mévil; lo

cual limita el uso de elucidn por gradiente,

Se requjere el uso de celdags de doble paso, en las que el
lado gque contiene la muestra se compara constantemente con

el lado de referencia que no contiene muestra.

4., DETECTOR ELECTROQUIMICO,
El uso de la electroquimica hidrodindmica en capa delgada
para la detecclédn de compuestos electroactives en un eluen-

te de CLAR, es lo mAs reciente.

El desarrollec de estos detectores se ha fomentado, debido a
la insuficiente sensibilidad para el anAlisis de cantidades
wninimas de niveles enddgenos de compuestos bioldgicos im-

portantes.

Poseen un alta sensibilidad, selectividad y amplio rango de

linearidad.
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Pueden detectarse desde picogramos y femtogramos de compu-
estos electroactivos. El limite de deteccidn determinado
por la proporcién de la sefial al nivel de ruido, depende de
la velocidad de las reacciones electroquimicas (campo Cou-
lométrico) y de los niveles de corriente residual,

El factor de respuesta depende del coeficiente de difusién

del soluto, el Area del electrodo y la velocidad de flujo.

La corriente residual estd determinada por la longitud de
la sefial y la duracidn del voltaje DC aplicado, variaciones

de pregidn en el flujo, y la presencia de impurezas en el

sistema de disolventes,

La reactividad electroguimica de los grupos funcionales se
afecta por 1las variacliones de voltaje, polarigacidén y/o
composicidn del eluente,

Variaciones analfticas en la deteccidn electroquimica

pueden llevarse a cabo por dos técnicas diferentes:

1. VOLTAMETRICAS.

El voltaje CD aplicado a un electrode varia constantemente
en un periodo de tiempo y se mide la corriente resultante.
5i s8e emplea un electrodo de gota de mercurio, el proceso

ge conoce como "Polarograf{a".
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2. AMPEROMETRIA,

El potencial Be lleva a un valer constante de corriente
directa y se mide. S5i las condiciones son controladas de
tal manera que los materiales actlivos reaccionan con la
superficie del electrodo, el proceso se denomina “"AnAlisis

Coulomdtrico”.

REGISTRADOR.
Su funcidn es representar en un registro grafico la smefial
dada por el detector. Generalmente se utilizan registrado-

res potenclométricos de 1 a 10m .

Deben ger de respuesta rApida de pluma (sensibilidad) y

velocidad variable de papel.
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FORMAS FARMACBUTICAS DE ACCION PROLONGADA
(20, 21).

Para que un mnedicamento eJjerza una accidn cli{nica, se
requiere que alcance una concentracidn terapéuticamente
efectiva en el sitio de accidn y actde durante cierto

tiempo.

En los preparados de accidn sostenida, se intenta desarro-
llar un esquema de entrega inmediata del medicamento al
organismo, de tal manera que produzca un nivel terapéutica-
mente efectivo que posteriormente se mantenga durante un

tiempo determinado.

La introduccidn de estos preparados, data del afio de 1952
en los E.U.A consistiendo de cdApsulas denominadas "spansu-
n

. . : x
les que contenian en 8u interior pequefios corpdsculeos

esféricos con recubrimiento de diferentes caracteristicas.,

En la actualidad exigten diversas formas farmacéuticas de
accidn sostenida conteniendo antibidticos, hormonas, anti-
histaminicos, antitusives vy otros que se preparan general-

mente en formas farmacéuticas de adminigtracidén oral.
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Este tipo de formulacidén se emplea en medicamentos de vida
media corta y que requieren ser administrados repetidamente

durante el dfa y la noche.

La cantidad de medicamento que se incorpora en este tipo de
preparados farmacéuticos es generalmente mayor a la que se
administra en una dédsis simple, por lo que no se adminis-
tran en esta forma medicamentos con un bajo fndice terapdu-
tico y que por lo tanto, pueden resultar peligroscs, como
por ejemplo tranquilizantes, anticoagulantes, antidepresi-

veos, etc,

VENTAJAS DE LA LIBERACICN SOSTENIDA.

- Se evitan problemas por incumplimiento de los pacientes.

- Se reduce o eliminan los efectos colaterales locales y
sistémices,

- Se reduce la acumulacidn de principio activo en leos tra-
tamientos prolongados.

~ Se reduce la potenciacién o disminucién de la selectivi-
dad del principio activo durante el uso prolongado.

-~ Se mejora la eficiencia del tratamiento.

- Resultgs econdmico.

-~ Permiten la reduccidn de molestias gastrointestinales,
facilitando la administracidn de principios activos agre-

sivos,
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DEFINICIONES
1. ACCION PROLONGADA.

Liberacidn lenta y prolongada de los principios activos, en

su pasaje a través del tracto gastrointestinal,

2. ACCION RETARDADA.

El principio activo se libera en intervalos de tiempo des-
pués de su administracidn o hasta la existencia de ciertas
condiciones fisioldgicas, .

3. ACCION REPETIDA.

Periodicamente 8e libera una ddsis completa del principio
activo a los fluidos gastrointestinales, siendo la veloci-
dad de absorcidén igual a la de eliminacidn en un periodo

prolongado (10 a 12hrs.}.
4. LIBERACION TARDIA.
Emisiones intermitentes y repetidas del principio activo a

partir de una o mds unidades de liberacién inmediata en uns

sdla forma posolégica.
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.

PROPIEDADES QUE DEBEN TOMARSE EN CUENTA EN LA FORMULACION

DE FORMAS FARMACEUTICAS DE LIBERACION SOSTENIDA.

[

.1. Propiedades fisicoquimicas del principio activo {solubi-
ljdad en agua, pka).

2. Farmacocinética (via de administracidn).

3. Tipo de cubierta. Puede ser:

Mezcla de ceras: Cera de abejas, de carnauba; con Monoeste-
arato de glicerilo, Acido estedrico, Acido palm{tico y al-

cohol cet{lico. Se disuelven en el tracto gastrointestinal,

Goma laca: Polimeros que permanecen intactos hasta que el

pH del tracto gastrointestinal se torna menos Aacido.

Etil celulosa: Forma una membrana que se mantiene intacta
en todo el tracto gastrointestinal; permitiendo que el agua
la atraviese, disuelva al principio active y éste difunda

hacia el exterior.

Resinas acrflicas: Al igual que la etil celulosa, es un
material de revestimiento para la liberacidn controlada del

principio activo mediante difusidn.



METODOS PARA OBTENER UN MEDICAMENTO DE ACCION PROLONGADA.

Tradicionalmente, el principio active puede aplicarse en
solucién o en suspeneidn a la superficie de las semillas de
azicar que posteriormente se cubren con el material apro-
piado y 8e envasan en cdpaulas, donde se incluye una frac-
cidén de éstas sin recubrir para obtener una liberacidn

inmediata inicial del principio activo,.

Otro método consiste e¢n la preparacién de un granulado que
contiene el principio activo y que pueda eaferonizarse an—
tes del secado. Se revisten y postericrmente se fracclionan

en chpsulas o se componen en tabletas,

En cualquiera de los casos anteriores, el factor limitante

en el tiempo de trdnsite gastrointestinal,
Durante el proceso de elaboracidn, se deben tener precau-

ciones para evitar la ruptura de la cubierta en las formu-

laciones convencionales.
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METODO DE EROSION LENTA

£l pripcipio activo Be mezcla con algunas sustancias grasas
no absorbentes en el tracto gastrointestinal. Este se va
cadiendo paulatinamente a medida que los liquidos del trac-
to gastrointestinal van erosionando poco a poco la masa del
comprimido. La désis inicial se encuentra en la cubierta y

la de mantenimiento en el nécleo de erosidn lenta.

FORMACION DE COMPLEJOS O SALES POCO SOLUBLES.

Se forman compuestos insolubles en agua con la propiedad de
liverar en forma lente el principio activo en el tracto
gastrointestinal., Generalmente 8e emplean tanatos de

algunos medicamentos.

EMPLEO DE RESINAS DE INTERCAMBIO IONICO.

Se emplean por la propiedad de extraer iones de una deter-
minade calidad, e intercambiarlos por otros unidos a la
molécula de resina. Se forma un complejo de la resina con
el principio activo y posteriormente se disocia en el trac-
to gastrointestinal con 1la consiguiente liberacidn del
principio activo. El complejo formado insoluble, cede len-
tamente el principio activo por doble descomposicidn al
producirse el intercambio entre el medicamento y algfin ién

adecuado.
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EVALUACION Y CONTROLES DE PREPARADOS DE ACCION SOSTENIDA.

En los preparados farmacduticos debe asegurarse la estabi-
bilidad del principio activo. Para asegurar, controlar y
evaluar las caracteristicas de los preparados, se realizan
controles "in vitre" e "in vive".

Los controles "in vitro", son dtiles durante la etapa de
desarrollo Yy permiten asegurar la uniformidad de las
caracteristicas del producto en los diferentes lotes de
fabricacidn.

Los controles "in vivo", permiten controlar la cesidn del
medicamento en el ,organismo y establecer la efectividad
terapéutica de los preparados.

El andlisis para la determinacidén del némero de capas del
recubrimiento se lleva a cabo a diferentes valores de pH;
que simulan el pasaje del principio activo desde el tracto
gastrointestinal hasta la dltima liberacién en el intestino
(pH 2 a 7.2), determindndogse la <cantidad de principio

activo liberado. Ejemplo: -

ANALISIS DE UN MEDICAMENTO DE LIBERACION PROLONGADA.

lhr 20 - 39%
4hrs 50 - 85%
8hrs 2 95%

T



FARMACO EN LA FORMA FARMACO EN OTROS TEJIDOS

FARMACEUTICA (COMPARTIMIENTO PERIFERICO)

LIBERACION DISTRIBUCIGCN

v

FARMACO EN BOLUCION w———s—imee—pp FARMACO EN LA SANGRE *
ABSORCION (COMPARTIMIENTO CENTRAL)

METABOLISMO

METABOLITO~—¥ METABOLITO

EXCRETADO

* —p FARMACO EXCRETADO

EXCRESION (EN FORMA MODIFICADA).

Fig. No. 6
REPRESENTACION ESQUEMATICA DEL CURSO QUE SIGUE UN

FARMACO EN EL ORGANISMO,
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B. MONOGRAFTIAS.

(2, 3, 4, 6, 10, 11, 12, 17)

CLORHIDRATO DE FENILPROPANOLAMINA.

FORMULA DESARROLLADA.

@— CH - CH - NHZ + HCl

! !
OH CH3

FORMULA CONDENSADA,

C9 H13 ON + HC1

PESO MOLECULAR.

187.67

NOMBRES QUIMICOS Y SINONIMOS.

Clorhidrato de dl norefedrina.

Clorhidrato de X ~ { 1 - aminoc etil } alc.ohcl bencilico.
Clorhidrato de (¥ ) -~ 2 - amino fenil propan - R - 01,
Clorhidrato de 2 amino - 1 fenil - 1 - propanol.
Clorhidrato de o hidrdxi - 3 - amino propil benceno.

Clorhidrato de 1 - fenil - 2 amino - 1 - propanol.
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DESCRIPCION.

Cristales de color blanco a crema, con un ligero olor

aromdtico.

PUNTQO DE FUSION.

180 a 194°C.

ROTACION ESPECIFICA (o ).
26

(X ) = + 32

M0

CONSTANTE DE DISOCIACION.
pPka o0 =, 9.4

SOLUBILIDAD.

Una parte es soluble en 2.5 de agua, y en 9 de alcohol., Es
ligeramente soluble en isopropanol y prdcticamente insolu-
ble en cloroforms , acetato de etilo, benceno, tetracloruro

de carbono, acetonitrilo, ciclohexano y éter.
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IDENTIFICACION.

El espectro IR, en KBr, presenta los principales picos a
las longitudes de onda de 700, 746, 1030, 1500, 1055 y
1680,

Absorcidn UV.

Una solucidn en Acido eclorhidrico al 2% v/v; 1 en 2000
exhibe un mAximo a proximadamente 256nm, un minimo a
aproximadamente 262nm y un minime a aproximadamente 251nm.
Las absortividades calculadas en base seca, a la longitud
de onda de mdxima absorcidn, no difieren en mds de un 3% de
las de una muestra estAndar de referencia.

De una soluciéh acuosa 1 en 10, adicionada de 10ml de una
solucién saturada de carbonato de sodio y filtrada, se
obtienen cristales de fenilpropanolamina que despuéds de
secados a 80°C durante lhr, funden entre 101 y 104°C.

Una solucidn acuosa al 1%, adicionada de sulfato ciprice
SR, e hidrdxido de sodio al 20%., desarrolla un color rojo
pﬁrpuf& y al agitar esta solucién con &ter, la capa etérea
toma un color plrpura mientras que la acuosa se torna de
color azdl,

Una golucién de clorhidrato de fenilpropanclamina, da

positivas las pruebas para cloruros.
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Fig.

No. B
Eaprctro U.v del Ciorhudroty dg fenilpropsnolaming
Coneentracion: Sitmeg/nl en HCL I8 /v
Eapectrotolomelio Beckman DU 50
Barrido: 265 a ¢lhm
veloeidad: S00m mn
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TLC.

Soporte: Placas de sflica gel G,

Revelador; Vapores de yodo.

Fase mdvil: Cloroformo / metanol (4:1),
Rf: 0.17.

pH.

Una solucidn acuosa al 3%, presenta un pH de 4,2 a 6.5,

HUMEDAD.
Secar 1lg de muestra a 105°C durante 2hrs. No pierde mis

del 0.5% de su peso.

RESIDUO DE IGNICION,

La muestra no presenta mds de 0,1% de residuo.

IMPUREZAS.

A. CLORHIDRATO DE ©o({- AMINC PROPIQOFENONA.

Una solucidn de muestra al 10% en Acido clorhidrico 0.1N,
no muestra una absorcidén mayor a 0.662 unidades a 285nm,
usande celdillas de lem y Acido clorhidrico 0.1N en la

celda de referencia, (Equivalente a 0.1X de impureza).
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Registrar el espectro de absorcién de una solucidén estdndar
USP en el mismo medio, con una concentracidn de 100 g/ml en

un espectrofotdmetro adecuado de 350 a 275nm.,

B. SULFATOS. -
No debe encontrarse turbidéz en una muestra tratada con

Acido clorhidrico dilufide vy cloruro de bario TS.

METALES PESADOS (METODO 1).
Disolver 1g de muestra en 5ml de agua, adicionar tml de
Acido acético IN y diluir a 25wl con agua.

Limite: No mAs de 20 ppm.

VALORACION NO ACUOSA (98,0 - 101.0% b.s.).

Pesar exactamente alrededor de 500mg de muestra y disolver
en 50pl de Acido acético glacial. Adicionar 10ml de
acetato mercdrico al 66X en Acido acdtico, y una gota de
cristal violeta TS,

Titular con Acido perclédrico 0.1N hasta el punto final ver-
de esmeralda. Efectuar una determinacidn en blanco, y hacer
la correccidn necesaria.

Cada ml de Acido perclérico 0.iN, es equivalente a 18.77mg
de C9 H13 ON , HCl.
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VALORACION ESPECTROFOTOMETRICA (98.0 - 102.0% b.s.).
Transferir una muestra exactamente pesada de alrededor de
250mg, & un matrdz volumétrico de 200ml, adicionar aproxi-
madamente 150ml de agua destilada y 4ml de Acido clorhi{dri-
drico concentrado. Disolver y llevar a volumen con agua
deatilada.

Registrar el espectro de absorcidn UV de 290 a 225nm, usan-
do celdas de lcm y Acido clorhidrico al 2% v/v en la celda
de referencia. Correr una solucién estAndar en las mismas
condiciones de coperacidn,

Trazar una linea base, conectando los minimos a 252.7 y
260.5nm y restar de la absorbancia a la longitud de onda
mAxima.

A A = abs., mAx. - {abs. 252.7 + abs., 260.56) / 2.

METODOS ALTERNATIVQOS DE ANALISIS.
1. Enaayo espectrofotométrico,

2. Ensayo colorimétricos.

3. AnAlisis espectrofluorométrico.
4, Analisis volumédtrico.

§. Cromatografia en columna.

6. Cromatografia en papel.

7. Cromatografia en capa fina.

8. Cromatografia de gases.

9. CLAR.



1. ENSAYO ESPECTROFOTOMETRICO.

La muestra es tratada con bicarbonato de sodio y metaperyo-
dato de sodio, después de 15min, se adiciona Acide clorh{-
drico 1M y se extrae con hexano.

Se filtra el extracto y se determina la absorbancia a 254nm
en celdas de lcm, usando hexano en la celda de referencia.
La cantidad de productos de oxidacién del clorhidrato de
fenilpropanolamina (CFPA), se determina por comparacién de
la absorbancia de la muestra contra la de un estdndar tra-

tado en iguales condiciones.

2, ENSAYO COLORIMETRICO.

El CFPA, reacciona con ninhidrina y una solucidn amortigua-
dora de citratos a una temperaturs elevada y se determina
colorimétricamente a 570nm.

Se ha empleado en el anAdlisis de CFPA en multicomponentes,
en una técnica de extraccidn por par idnico, usédndo un co-
lorante 4cido (azdl de bromotimol); efectfando la determi-

nacién a 420nm.

3., ANALISIS ESPECTROFLUOROMETRICO.

Se ha determinado el CFPA por medio de su derivado fluoro-
escaminado, 4 - fenil spiro furan - 2 ( 3H ), 1 ftalan -
3,3 diona; a 480nm. Excitado a 398nm, La reaccidn se

favorece a pH de 9 para una déptima reactividad.
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4. ANALISIS VOLUMETRICO.

Despuds de 1la extracién del CFPA de una solucidn alcalina
en cloroformo, Se extrae con una solucidén estandar de clo-
ruro de sodic y un excesc de Acido sulflrico; el exceso de
éste se titula con una solucidn estdndar de hidréxide de

sodio usando rojo de metilo como indicador.

5. CROMATOGRAFIA EN COLUMNA.

P?;n la separacién de CFPA de varias formas de dosifica-
cidn, se usd una resina de intercambio anidnico debidamente
bAsica (amberlita IR - 45), recobrindose un 99.6% determi-

nado por andlisis volumétrico,.

Siendo una base nitrogenada, es retenida en una resina de
intercambio catidnico de poliestireno sulfonado. La deter-
minacidn 8se realiza por medida de la absorciédn UV después

de la elucidn con Acido clorhidrico.

Se ha determinado tambidn por mezcla con hidrdxido de amo-
nio; 1la base eluida con cloroformo de una columna de celita

ea determinada a 258.5nm.



6. CROMATOGRAFIA EN PAPEL.

Se ha descrito un método usando papel Whatman No. 1, con un
sistema de disolventes de una mezcla de butanocl (saturado
con Acido clorhidrico 1 M) y metanol 1:1; usando como reve=
lador el reactivo de Dragendroff. Se observan manchas
rojo-naranja determinadas cuantitativamente por densidome-

metria.

7. CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA,

ADSORBENTE SISTEMA DE DISOLVENTES Rf REVELADOR

Gelman TLC Benceno/acetato de etilo 0.79 p-nitrobenceno

Fibra SAF 706:30 aplicado a

100 C

Hexano/acetato de etilo 0.90

30:70
silica gel G Cloroformo/metanol 0.17 Vapores de
4:1 yodo.
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8. CROMATOGRAFIA DE GASES.
Se ha usado como método para determiner CFPA en preapara-

ciones farmacéuticas y en flufdos corporales,

MEDICAMENTO COLUMNA GAS ARRANCADOR tr DETECTOR

Jarabe 2.4 M x 2mm He 180 1.8 FID
vidrio pyrex
2% SE ~ 30

scbre Chro-

mosorb
W (HP).

Materia prima 1.1 M x 2,5mm N2 180 2.55 FID
vidrio 18.8% 138 2.77
Apiezén N 10 3.18

sobre diatro-

poit S.
Materia prima 1.8 M x 2mm N2 2560 1.38 EC
3x oV - 1

sobre Supel-
coport 0.9m x
2mm, 3X ST -
2250 sobre

Supelcaoport.
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9. CLAR.
Se ha usado para deteminar CFPA en formulaciones farmacéu-

ticas y en Tlujdos bioldgicos.

MEDICAMENTO COLUMNA FASE MOVIL VEL.FLUJQ DETECTOR tr

Tabletas 0.5 x  0.02M (NH4) 1 W o2.2
2.1mm
en 36%
dioxano.
Jarabes Du Pont 21 H20
PA X SCX.
Jarabes 0.3 x 4mm 0.5M KH2PO4 2 254nm 0.3
waters y H20 v/v
Bondapack metanol.
Tabletas 0.25m x 2,85 x 10”—2 3.8 216.5nm 3.8
4.6mm
Waters buffer etilen~
Par. diamina
(PR 7.44)
acetonitrilo
(1:1).
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ESTABILIDAD
Es un compuesto relativamente estable, que se altera a

altas temperaturas.

FARMACOLOGIA

Es una amina simpaticomimética que actda estimulando el
gistema nervioso central, causando vasoconstriccidén de las
membranas mucosas o bronquios, liberando norepinefrina de
au sitio de almacenamiento.

Conmparte propiedades farmacoldgicas con la efedrina con una
menor estimulacidn del sistema nervioso central.

Presenta acciones centrales menos pronunciadas gque las de
las anfetaminas, estimula a los receptores ® yQ3 jpresentan-
do usose clinicos relacionados con ambos tipos de accidn.
Eleva la presidn sistdlica y diastdlica, aumenta la fuerza
de contr#ccién miocardia y el gasto cardidco; la circula-

cién renal y la coronaria.

FARMACOCINETICA.

Aproximadamente el 90X es excretado sin cambio, en 24hrsa.
Se ha encontrado un 4% de metabolitos, principalmente como
dcido pirdvico, y metabolitos n-metilados.

Es absorbido rdpidamente del tractoc gastrointestinal,
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Tiempo de vida media en plasma: 4hrs.
Désis: 25 a 50g cada 3 a 4hrs, ¢
Usos.

Se emplea como broncoespasmddico, en la deacongestidn
nasal, en ciertos desdrdenes alérgicos, en la fiebre de
heno, en el s&asma; como agente hipotensor administrado por
via intramuscular o intravencsa; en casos de rinitis y

sinusitis.
TOXICIDAD.

Insomnio en medicacidén continua.
Dolor de cabeza.

Hipertensidn.

Nerviosiamo.

NAuseas.
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MALEATO DE CLORFENIRAMINA.

FORMULA DESARROLLADA.

r =
c1 -@- CH - cH2 - CHZ - N'- CH3
) .
N N CH3 H2 C4 H2 O4
]
e
FORMULA CONDENSADA.
C16 H19 C1l N2 - C4 H4 04
PESO MOLECULAR.
390.9
NOMBRES QUIMICOS Y SINONIMOS.
Maleato de clorfenpiridamina.
Motril.
2 - Cp .- cloroxx - 2 - {(dimetilamino etil) bencil maleato

de piridina,
Maleato de 1 - (4 - clorofenil) - 3 - dimetilamino 1 =~ (2 -
piridil) propano.

Maleato de cloroprofenpiridamina.
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ENSAYOS DE IDENTIDAD.
Espectro IR: En una dispersidn en nujel, los picos
principales se exhiben a 1585, 1086, 746, 1010, 830 ¥y

1562nm. (Fig. No. 7).

Cromatografia en capa fina.
Soporte: Placas de silica gel de 25mm de espesor,
sumergidas o rociadas con hidrdxido de potasio

0.1M en metanol, y secas.

Fase mdvil: Metanol/solucidn de amoniaco (100:1.6); Rf:45
Ciclohexano/tolueno/dietilamina (75:15:10);
Rf: 33

Clorotornolmetanoi (90:10); Rf: 18. '

Reveladores: Spray Dragendorff.
Solucidn de yodoplatino acidificada (manchas
de color violeta.
Reactivo de Marquis.

Spray ninhidrina.
Absorcidén UV: Una solucidn al 0.002X p/v en Acido sulfédrico

0.IN, en celda de 2cm, absorbe en un rango de 230 a 350nm;

mostrdndo un médximo a 265nm. (Fig. No. 8).
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DESCRIPCION,

Polvo de color blanco, cristalino e inodoro.

SOLUBILIDAD.

Soluble en 4 partes de agua, dando solucionea Acidas
(pH 3 - 4).

Soluble en 10 partes de cloroformo.

Ligeramente soluble en éter y benceno,

PUNTO DE FUSION.

130 a 135°C.

pH.
Una s8olucidn acuosa al 1 % p/v en agua libre de C02, tiene

un pH entre 4 vy 5.
HUMEDAD.
ig de muestra a 105°C, durante 4hrs, no pierde mds del 0,5%

de Bu peso.

RESIDUC DE IGNICION.

1g de muestra no deja mids de 0.1% de residuo.
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COEFICIENTE DE PARTICION LIQUIDO - LIQUIDO.

pHaq.

8.0
8.7
9.4
10.8
11.9
12.5

365.4
13.8

79.2

8373

92.7

99.4

" N-butanol
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Cloroformo

44.0

70.0

81.2

89.0

99.6

99.7
99.6
99.6

N-heptano.

74.7

B81.5

94.8

97.4

99.4

99.8



ENSAYOS DE -IDENTIDAD.
Espectro iR: En una dispersidn en nujol, los picos
principales se exhiben a 1585, 1086, 746, 1010, 830 y

1562nm. (Fig. No. 7).

Cromatografia en capa fina.
Soporte: Placas de silica gel de 25mm de eapesor,
sumergidas o rociadas con hidrdxido de potasio

0.1M en metanol, y secas.

fase mbvil: Metanol/solucidn de amoniaco (100:1.5)}; Rf:45
Ciclohexano/tolueno/dietilamina (75:16:10);
Rf: 33

Cloroformo/metanol (90:10)}; Rf: 18.

Reveladores: Spray Dragendorff.
Solucidn de yodoplatino acidificada (manchas
de color violeta.
Reactivo de Marquis.

Spray ninhidrina.
Abgoreién UV: Una solucidn al 0.002X% p/v en Acido sulfdrico

0.IN, en celda de 2cm, absorbe en un rango de 230 a 350nm;

mostrAndo un mAdximo a 265nm., (Fig. No. 8).
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Fig. No. 9

Espectra i.R del MCFA, qbtenion en rBr,
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Fig. No.10
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DISTINCION DE CROMOGENOS DEL ACIDO SULFURICO.
26mg de muestra disueltos en 5ml de Acide sulfdrico, no

muestran coloracidn,

‘SUSTANCIAS RELACIONADAS.

.No mds de 0.2%X de cualquier impureza.

CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA (TLC).

Sistema cromatogrdfico: Placas de silica gel G.F 25

Fase mdvil: Acetato de etilo/etanol/éciéo
acético IM (5:3:2).

Revelador: Yodobismutato de potasio dilui-

do.

Preparacidn de las muestras.

Solucidn I: 1g de muestra, disuelto en 20ml de cloroformo,

Solucidn XI: 1ml de solucidn I, llevado a 50ml con cloro--
roformo,
Aplicar 2ul de cada solucidn, a 2cm de distan-
cia de la placa.

Criterio:

Cualquier mancha diferente de la mancha principal, que apa-

rezca en la solucidn II, no debe ser de mayor intensidad

que la obtenida en la solucidn 1.
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CONSTANTES DE DISOCIACION (25 C).
pkai = 9.2

pkap; = 4.0

ESTUDIO DE ESTABILIDAD.

Una semana a 95°C; 300mg de MCFA,

pH % Recuperado.
2 99.0

4 95.0

6 100.0

7 37.0

8 96.0

10 96.0

13 95.0

pH/luz,

15mg/3meses/25°C

% Hecuperado

pH : Luz Obscuridad
2 10 101
4 103 101
[ 102 101
8 102 100
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ENSAYO.

A. VALORACION NO ACUOSA (98.0 - 100;5% b.a8).

Pesar aproximadamente alrededor de 500mg de muestra, y
digolver en 20ml de Acido acdtico glacial.

Adicionar dos gotas de cristal violeta T.S y titular con
Acido perclérico 0.1N, Efectuar una titulacidn en blanco.
Cada ml de 4cido perclérico O0.1N, equivale a 19.54mg de
MCFA,

B. ENSAYO ESPECTROFOTOMETRICO (99.0 - 101.0X b.s.).

Pesar exactamente alrededor de 150mg de muestra, en un
matraz volumdtrico de 200ml. Disolver y dilufr con Acido
sulférico 0.05M.

Dilufr iml de esta golucidn a 100ml, con el mismo
disoclvente, mezclar y registrar el easpectro de absorcidn UV
en celdas de lcm, de 360 a 230nm.

Registrar el espectro de una solucidn estdndar, bajo las

miamas condiciones,

C. METODOS ALTERNATIVOS DE ANALISIS.
1. valoracidn dcido - base,
2. Métodos colorimdtricos.

3. Métodos fluorométricos.
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4. Cromatografia en capa fina,

5. Cromatografia en papel.

6. Separacidn por distribucidn en contracorriente.
7. Cromatografia gas - liquido,

8. CLAR {por intercambio idnice).

9, Polarografia,
1. VALORACION ACIDO - BASE.

Usando disolventes no acuosos, con Acideo percldrico 0.1N

como titulante y Acido acético como medio de valoracidn.

2. METODOS COLORIMETRICOS.

a) Formacidn de 1la soluciédn de Reinecke (tetratiocianato
diamin cromate III de aluminio}; con posterior disolucién
en acetona y determinando su abserbancia.

Desventaja: Poca eapecificidad y descomposicidn del comple-

Jo por la presencia de agua.

b) Se han realizado complejaciones del MCFA con colorantes
sulfon -~ heptaleinas, tales como el verde de bromocresol,

pdrpura de bromocresol o azdl de bromotimol.,



c) Técnicas automdticas que usan azhil de bromotimol y
pirpura de bromocrescl para determinar selectivamente las
clases polares y no polares de aminas, en una mezcla de dos

tipos.
3. METODOS ESPECTROFOTOMETRICOS Y FLUOROMETRICOS.

a) Técnicas analiticas de fluorescencia usando la compleja-
cién del colorante rosa de bengala,

b} Mitodo que implica la oxidacidn con agua oxigenada y
atagque con bromuro de ciandgeno.

Ambos procesos poseen baja sensibilidad, y el método del
colorante rosa de bengala muestra sensibilidad a impurezas

por disolvente,

4. CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA,

ADSORBENTE SISTEMA DE DISOLVENTES RE
S{lica gel Dipped Ciclohexano/benceno/dietilamina 0.38
o preparada con 75:15:10

KOH 0,1M.

silica gel Dipped Metanol 0.19
KOH 0.1M.



ADSORBENTE SISTEMA DE DISOLVENTES RE

sf{lica gel Dipped Acetona 0,06

o preparada con

KOH ¢.1M.

s{lica gel Merck Benceno/metanol/NH4 OH 0.60

GF 40:10:1

S{lica gel G Acetato de etilo/metanol/NH4 OH 0.88
70:20:10

5.’ CROMATOGRAFIA EN PAPEL.

SOPORTE SISTEMA DE DISOLVENTES Rf

Whatman No. 1, Buffer de acetatos pH 4,58, 9% C 0.69

gsumergido en acetona.

Whatman No. 4, N-butanol saturade con HC1l 0.5N 0.35

sumergido en HC1l 0.1N

en acetona.

Whatman 3mm impregna- Isobutanol/Acido acético/agua 0.52

do con {(NH4)2 S04 2X 100:10:24

pH 5.3
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SOPORTE ' SISTEMA DE DISOLVENTES Rf

Whatman No. 1 N-butanol/agua/dcido citrico 0.78
impregnado con 50:60:30

citrato monoséddico,

Whatman No, 1 N-butanol saturado con HCl 1N 0.65
6. SEPARACION POR DISTRIBUCION EN CONTRACORRIENTE.

Onoshi, Et. Al.; separaron MCFA de algunas otras sustancias
cuantitativamente, usando una distribucidn a contracorrien-
te tipo "Craig"; habiéndo sido necesarias 50 transferencias_

para una recuperacidén al 100X,

7. CROMATOGRAFIA DE GAS - LIQUIDO (GLC).

COLUMNA LONGITUD DE LA COLUMNA TEMPERATURA
SE-~30 Carbowax 2m 390°C
20M /KOH im 230°c
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COLUMNA LONGITUD DE LA COLUMNA TEMPERATURA
Cromo Solb W 2m 290°¢C

2% Carbowax 20M s5ft 190°C
scbre 60/80 Cromo
Solb W.

0,07% SE-30 sobre 6ft ) 176°C
120/170 soporte de

vidrio.
8. CLAR (CROMATOGRAFIA DE PARTICION E INTERCAMBIO IONICO).
Se ha empleado para valorar MCFA en formas de dosificaciédn

y separacidn de antihistaminicos de los excipientes u otros

pricipios activos.

COLUMNA FASE MOVIL

Corasil C-18 50 -~ 90X acetonitrilo
37 - 50]\ 50 - 10% carbonato de
empaque pelicular amonio 0,1% pH B.5-8.9
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COLUMNA

Corasil/fenil
37 - 50);

Waters

Zipax SCX
27—37}&
empague pelicular

Du Pont

M Bondapak CN

10 o

Waters

M Bondapak fenil
10}kempaque poroso

Waters

Zorbax CN
Qﬂ empagque poroso

esférico. Du Pont,

FASE MOVIL

60 - 80% acetonitrilo
40 - 20X acetato de

amonic 1% pH 7.4-7.6

0,01H - 0.04Y
(NH4)2 HPO4 con 32% de

dioxano en agua.

60X metanol
40% 0.01M (NH4)2 HPO4

pH 7.5

33% metanol
67% 0.01M acetato de

amonio pH 4.0.

75% acetonitrilo

25% 0.01M KH2PO4

La cromatografia de particidn uga celita 545 y algunas co-

lumnas 25 x 200mm pare la elucidn selectiva del MCFA.



Otro mdtodo es el uso de columnas de resina de poliestireno
sulfonado, s8lendo el MCFA determinado subsecuentemente en

forma colorimétrica.

9. POLAROGRAFIA.

El MCFA exhibe la reduccidn irreversible de un electrén que
requiere el consumo de dos protones. (4).

El ensayo debe 1llevarse a cabo en Acido aulfdirico 0.2M y
una concentracién de muestra de 10°-6 a 10°-3 M.

El polarograma se concentra desde -0.4V a 0.8V. La concen-
tracidn es obtenida por gridfica de la corriente de difusidn

(lefda 8 -0.7V) contra varias concentreaciones de estAndar.

FARMACOLOGIA

Es una s8al de amina terciaria, oralmente activa que nos e
degrada en forma apreciable en el tracto gastrointestinal,
absorbidndese en la pared delintestino.

Antihistaminico bloqueador antagonista de la histanmina,

interactuando con un sitio recepter (H1).
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METABOLISMO

Despuds de la administracién orel aparece en plasma, se une
a proteinas séricas tales como albimina y es transportada a
varios tejidos.

Se encuentra en grandes concentraciones en pulmones, ufilas e
higado. Se excreta normalmente 8in cambio a través de la

orina,
EFECTOS SECUNDARIOS.

Suefio, sedacidén, intranquilidad, inestabilidad, temblor
muscular, convulsiones seguidas de coma y fallo

reapiratorio,
APLICAIONES CLINICAS.
Se ha usado en:

- Piebre de heno: Alergia de las vias reaspiratorias aupe-
rioresa.

- Alergias dérmicas.

- Rinitis.

- Resfriados.

[oTA TESIS HO DEBE
Sh&g& “E. Lk L“;;Fkh



C. VALIDACION DE METODOS ANALITICOS.

La validacidn puede definirse como el proceso por el cual,
mediante estudios de laboratorio, queda establecido que la
capacidad del método satisface los requiasitos para las

aplicaciones analiticas deseadas.

El proceso de validacidn incluye la evaluacién de pardme-
tros estadi{sticos como son: preciaidn, linearidad ¥y

exactitud como medida del comportamiento del método.

PARAMETROS ESTADISTICOS A EVALUAR.

1. LINEARIDAD.

Es una medida del grado en que el comportamiento del método
analitico se acerca a la linearidad, asegurando asi que los
regultados obtenidos directamente o mediante una transfor-
macién matemdtica, son proporcionales a la concentracién
del principio activo de interés, dentro de un rango de con-

centraciones determinado.
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A. Linearidad del sistema.

Se determina construyendo una curva de calibracidn de una
misma solucién patrdn, usando cuando menos 5 diluciones y
haciendo el anAlisis por duplicado para cada dilucidn.

Debe estar incluido el 100% de la ddsis.

Criterio de aceptaciédn:

b=0, r=0.99, r*=0,98 9ms=1

B, Linearidad del método.

Se determina con placebos adicionados del principio activo,
cuando menos a tres diferentes concentraciones incluyendo
el 100X, haciendo los andlisis por triplicado de cada con-

centracién.

Criterio de aceptacién:

b=0, wm=1, = =0.99, «r®=0.98 CV=32%
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2. EXACTITUD AL 100%.

Se define como 1la concordancia entre un valor obtenido
experimentalmente y el valor de referencia.

Se analizan &l menos 6 placebos adicionados del 100% del
principio activo de manera independiente.

Criterio de aceptacidn:

cv

N

2%

3. PRECISION DEL SISTEMA Y DEL METODO.

Es el grado de concordancia entre resultados analiticoa
individuales cuando se aplica el procedimiento repetidamen-
te a diferentes muestreos de una muestra homogénea del
producto.

Es una medida de la reproducibilidad y/o repetibilidad, y
se expresa en términos de la desviacidén estindar o del coe-

ficiente de variacién.

A, Repetibilidad.

Se define como la precisién de un wmétodo analitico, expre-
sado como la concordancia obtenida entre determinaciones

independientes.
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B. Reproducibilidad,

Es la precisidn de un método analitico, expresada como la
concordancia entre determinaciones independientes realiza-
das por diferentes analistas en diferentes dias y/o labora-
torics; analizando por triplicado cada muestra, utilizando
los mismos y/o diferentes equipos. Debe trabajarse de
manera independiente, partiendo de una muestra homogenea

del producto, cercana al 100X de lo declarado en el marbete

Criterio de aceptacién:

C. Precisidn del sistema.
Se determina mediante el anAlisis por sextuplicado de upa
misma gsolucidn estdndar, correspondiente al 100X,

Criterio de aceptacién:

cV = 1.5%
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4. ESPECIFICIDAD.

Es la medida del grado de interferencia en el andlisis de

mezclas complejas,

Es la sensibilidad del método para obtener una respuesata
deblida dnicamente al principic active de interés y no a

otrog componentes de la muestra.

Debe confirmarse que el método desarrollado es capdz de
separar la sustancia de interéds de cualquier interferencia

presente.

Para efectos de mdtodos indicadores de estabilidad, debe
verificargse que cada producto de degradacidn puede ser

separado de la sustancia de interéds utilizando el métode

desarrollado.
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FORMULAS ESTADISTICAS EMPLEADAS.

-

Desviacidn estdndar (DE).
DE = q (x - £* 7/ n-1
2. Coaficiente de variaciédn (CV).
cv=m~:x100./>'(
3. Error estAndar (E).
E=DE /\n

4. Media (X).

i
h

(X) / n

§. Coeficiente de correlacidn (r).

nZT XY - £X%2vY

mEx*-(zx Flnz v - (2Y)%)
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6. Limite de confianza {L96%).
L95% = X * t DE /¥TW
7. Pendiente (m).

nE XY -ZX3Y

nE x* - (2x )

. 8. Intercepto (b).

8, Error estdndar de regresidn (Sy/x).
= L Yz
Sy/x = (nZ(Y-Y)" /n-21]
10. Coeficiente de determinacidn (r2),

(nE XY - X £Y)?

Ensx*-(xx 21 [ ngv?
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3. PARTE EXPERIMENTAL

(21)

El trabajo experimental se realizd en cdpsulas conteniendo

microesferas de liberacién prolongada; con la siguiente

formulacidn:
Clorhidrato de fenilpropanolamina 50mg
Maleato de clorfeniranmina Bmg
Excipiente c.b.p. 400mg
EQUIPO

Cromatdgrafo de liquidos Beckman modelo System Gold 116,
equipado con detector de longitud de onda variable modelo
166, bomba de alta presidn e impresora de datos.

Bafio de ultrasonido Brasonic,

Equipo de filtracidn Millipore.

Membranas Millipore tipos GV y HA para filtrar disolventes

orgdnicos y acuosos respectivamente.

REACTIVCS,

Metanol grado CLAR.

Sulfato de amonio RA al 1X.
Acido sulfdrico al 1% v/v,

Metanol RA / agua destilada {50:50),
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A, DETERMINACION CUANTITATIVA DE GFPA Y MCFA EN MICROESFE-

RAS DE LIBERACION SOSTENIDA.
FASE MOVIL,

Metanol (grado CLAR) / sulfato de amonio RA 1X (pH 7.0
0.05, ajustado con una solucidén al 10X v/v de hlidrdxido de
amonio); 85:15.

Filtrar a través de membrana Millipore GV de 0.22 o equi-
valente.

Desgasificar durante 10min en un equipo de ultrasonido.
CONDICIONES CROMATOGRAFICAS.

EQUIPO: Cromatdgrafo de liquidos Beckman

(System Gold)

COLUMNA: Ultrasil SCX de 25cm x 4.6mm.
DETECTOR ¢ UV a 254nm.

FLUJO: aml/min,

PRESION: Aproximadamente 1500psi,
TEMPERATURA: Ambiente,

SENSIBILIDAD: 0.02 U.A.
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CONDICIONES CROMATOGRAFICAS.

VOLUMEN INYECTADQ: Zq»l.
ATENUACION: 32 Aufs.
VELOCIDAD DE LA

CARTA: 0,26cm/min.

TIEMPOS DE RETENCION APROXIMADOS

Clorhidrato de fenilpropanolamina 2.8min
Clorhidrato de difenhidramina (std. int.) 5.0min
Maleato de clorfeniramina 6.6min
PREPARACION

SOLUCION ESTANDAR.

Pesar exactamente alrededor de 130mg de estdndar de

refe-

rencia de CFPA y 20mg de estdndar de referencia de MCFA;

tranaferirlos cuantitativamente a un matrdz volumétrico de

50ml, disclver y llevar a volumen con dcido sulfdrico 1X

v/v.



De esta solucidn, transferir cuantitativamente 5ml a un
matraz volumédtrico de 50ml, adicionar con pipeta volumétri-
ca dos ml de 1a solucién del estidndar internc y llevar a
volumen con metanol RA/agua 50:50.

Filtrar la solucidén a través de una membrana GV de 0.22 o

equivalente.

SOLUCION ESTANDAR INTERNO.

Pesar exactamente alrededor de 300mg de clorhidrato de
difephidramina, transferirlos a un matrdz volumétrico de
50m}, disolver y 1llevar a volumen con agua destilada.

{Concentracién aproximada de 6mg/ml).

SOLUCION MUESTRA.

Pesar exactamente alrededor de 1g de la muestra homogénea
mediante el "rifleado"* de la misma, y transferirla a un
matrdz volumétrico de 50ml. Disolver y diluir con Acide
sulférico al 1X v/v. Filtrar a través de papel Whatman
No.42, descartando los primeros 15ml del filtrado. Transfe-
rir cuantitativamente wuna alicuota de 5ml & un matrdz
volumétrico de 50ml, adicionando volumétricamente 2ml de la
solucidér del estdndar interno y llevar a volumen con meta-
nol RA/agua 50:50., Filtrar a través de une membrana GV de

0.22 o equivalente.

* Mezclado homogéneo de las microesferas,



PROCEDIMIENTO.

Inyectar la solucidn estdndar y muestra las vecesnecesarias
para que 1la relacién de Areas del pico de interés y la del
esténdar interno, entre muestra y muestra, no sea mayor al

2%. Posteriormente, inyectar el estAndar y las muestras por

triplicado.
CALCULOS,
R muestra x %V x W x 100
%XCFPA=
R estdndar x Wm x D x 100
R muestra x %V x W x 100
XMCFA=
R estdndar x Wm x D x 100
DONDE:
R muesgtra: Relacidn promedio del area del principio ac-

tivo (MCFA o CFPA), a la del estAnda interno.

(Para cada muestra).

-9y -



R estAndar:

’
Relacidn promedio del Area del principio ac-

tive (MCFA & CFPA}, a la del egstAndar inter-

no, (Para cada estAndar de referencia).

Valoracién del eatdndar de referencia, expre-

sado en %X.

Peso en mg del estdndar de referencia.

Peso en g de la muestra a analizar.

Cantidad declarada en el marbete como 100X

del principio activo / cdpsula; expresada en

meg .
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4. RESULTADOS

VALIDACION DEL METODO.

A. ESPECIFICIDAD.
Se trabajd con las migulentes muestras:

Lote estindar:

Formulacidn:
Clorhidrato de fenilpropanolamina 50mg
Maleato de clorfeniramina 8mg
Excipiente c.b.p. 400mg

a) Maleato de clofeniramina estdndar.

b) Clorhidrato de fenilpropanolamina estdndar.

c) Placebo.

d) Placebo adicionado de MCFA y CFPA (estdndares sometidos

a degradacidn}.

Se sometieron a las siguientes condiciones de degradacién

durante un periodo de dos meses:

Temperatura ambiente.
Luz solar.
60°C.

Egstabilidad acelerada en autoclave (151b / 15min}).



Cromatugrama No. |

Fase mévll / disclvente *

e

o 14

* Matannl / agua S0:50

A
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Crumatogroma No, 2

Plavebo a Lempuratura mmbiente,

Ploceto

-9 .



Cromatuygrama No. 3
CFPA o tamperators amuiente.

\ — 26
CFRA
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Cromatograma No. 4

MCFA & temperatura ambiente.




Crumitograma No. %
’ Placeto athcionade de UFPA y MUFA,
A lemparatura anbiente

; -Z’:/_ 132

‘Placebe

.63
CrPA

s
e MCFA
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‘Crogitograma No, 6
Placebo degradoado en ‘luz solar.

Placeto

132

99 .



CromaLograma Na, 7

CFPA degradaun an iz solar. )

CrPA

2.06
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© Cromatograma hio. 8

MCFA degradadn en luz scior.

6.34 MCFA
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Cromatoyramy No. 9
Placeto adicivnado de CFPA y MCFA,
degradado £n luz solar.

L7 -
13z
Placebo
CFPA
6.26 . MCFA-
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Cromatograma No. 10
‘Placebn deyradado a 60C

=

: /— ) Placelio
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Ciromatogcama No. il

CFPA degradado a 60"C.

CFPA

- 104 -
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Cromatograms No. 12

MCFA degradado a 60°C.

84

— 6.25

MCFA

- 105 -



Cromatagrama ho. 13
Placetio adicionado de CFPA y MCFA,
degradado a 60°C.

112,

123

.66 :Placebo

6.25 MCFA
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Cromatograns No. 14

Placetnn - cegragado en autoctave,

132

Placebe

3.9% St Interno
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Cromatogroma No. 15.
CFPA degradado en autoclawe,

— 2.41 " CFPA

———= 3.94

St. [nterno
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Cromatograma No. 16
MCFA ceyradadn fn autuclave.

————= 355
“5t. interna
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Ceomatogeama Ma. 17,

Placuba

CFPA

Placebo adicionadn de CFPA v MCFA,

.. degradados en autoclave.

> St. Interno.

F . .MCEA

-110 .
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De los cromatogramas, se observa lo siguiente:

I. MUESTRAS EXPUESTAS A TEMPERATURA AMBIENTE.

No se observéd degradacidn en ninguna de las muestras.

I1I. MUESTRAS EXPUESTAS A LUZ SOLAR.

No se observéd degradacién en ninguna de las muestras.

III. MUESTRAS EXPUESTAS A 60°C.

Se obeerva degradacidn en el pico correspondiente al place-
bo; el cual consiste de semillas de sacarosa, cubiertas con
gelatina, almidén, colorante, cera microcristalina y dies-

tearato de glicerilo.

IV. DEGRADACION EN AUTOCLAVE.
Se observa un pico de degradacibn cercano al tiempo de re-

tencidn del CFPA, en la mezcla degradada y en el placebo.

ESTABILIDAD DE LA MUESTRA.

Se prepard una solucidn conteniendo placebo adicionado del
100X de lo establecido en el marbete del producto, para
cada uno de los principios activos {MCFA y CFPA), de acuer-
do al método mnali{tico e inyectando por duplicado la mues-—
tra a los siguientes tiempos: muestra recién preparada, a
la 1/2hr, 2hrs, 4hrs, 8hra, 12hrs, 24hrs y 48hrs.
Compardndose contra un estdndar a la misma concentracidn,

preparado a)l momento de cada determinaciédn,
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Concentracidn CFPA: 0.260mg/ml
Concentracién MCFA: 0.040mg/ml
A continuacidn, se muestran los resultados

obtenidos.

Tabla No. 1

ESTABILIDAD DE LA MUESTRA

promedio

TIEMPO _ X RECUPERACTON

hrs ' _CFPA MCFA
to T es.0 99.8
1/2 99.2 101.2
2 _ 88.9 100.9
. ' 97.5 101.6
8 99.4 101.9
12 99.0 100.1
6 98.6 99.2
48 97.7 99.0
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CFPA:

X = 98.54%

DE = 00,7170

cV = 0,720%
MCFA:

X = 100.46%

DE = 1.0950

CV = 1.09%
Criterio de aceptaciédn:

CV £ 2%
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B, LINEARIDAD.
Se determind 1la linearidad para cada uno de los principios
activos contenidos en 1la formulacidn; siguiendo el método

analitico descrito.

I. LINEARIDAD DEL SISTEMA.

Se prepard una curva de calibracién a partir de una misma
solucidn, conteniendo 130mg de CFPA y 20mg de MCFA. A par-
tir de esta se determinaron concentraciones del 40, 60, 80,
100 y 120% para cada uno de los estdndares de referencia;
efectdandose el andlisis por duplicado para cada dilucidn.
(En la tabla No. 2 y 3, se muestran los resultados promedio

obtenidos).

II. LINEARIDAD DEL METODO.

Se determind mediante el andlisis de una curva de calibra-
cidn conteniendo placebo adicionado de 130mg de CFPA y 20mg
de MCFA en un rango de concentraciones del 40, 60, 80, 100
¥y 120X para cada uno de los estAndares de referencia; rea-
lizando el andlisis en dos dias diferentes y por triplicado
de cada concentracién., (En la tabla No. 4, 5, 6 y 7, se mu-

estran los resultados promedio obtenidos}.
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Tabla No. 2

LINEARIDAD DEL SISTEMA PARA MCFA

" ng/ml ng/ml %
Adicionados Recuperados Recuperacidn
40 0.0160 0.0162 101.2
€0 0.0240 0.0241 100.4
80 0.0320 0.0317 §9.1
100 0.0400 0.0396 99.0
120 0.04890 0.0463 96.5
b = 0,0010
m = 0.9460
r = 0.9996
r*= 0,9992
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Gréfica No. 1 LINEARIDAD DEL SISTEMA
MALEATO DE CLORFENIRAMINA

5 mg/rml recuperados

G004

a.o8

O e O PR e ..........................

O - -,
.0180 0.0240 0.0820 0.0400
mg/mi adicionados

‘—— Series 1

b = C.0010, m = 0.9460C, r = 0,9996,

0.0430
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LINEARIDAD DEL SISTEMA PARA

Tabla Ne. 3

CFPA

- 117 -

13 mg/ml mg/ml X
Adicionados Recuperados Recuperacidn

40 0.1040 0.1030 99.90
‘60 0.1560 0.1560 100.00

80 0.2080 0,2060 99,26

100 0.2600 0.2600 100.00

120 0.3120 0.3130 100.25

b = -0.002

m = 1,0077

r = 0.9999

r= 0.999



Gréfica No. 2 LlNEARlDAD DEL SISTEMA
CLORHIDRATO DE FENILPROPANOLAMINA

mg/m! recuperedos
.35

o

0.

0.25 B 7 riir eeaie w wit esmcr o srasTor eia wrasmiasEesiet 14 Pt ecace w3 nierEivoE

0.2 R R P D R LT TE R TR PP

a.1

T

.05

o
0.1040 0.1660 0.2080 0.26800 0.3120
mg/ml adicionados

——S8eries 1

b =-Q.C0Z, m = 10277, r = 0.0000
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Tabla No. 4
LINEARIDAD DEL METODO PARA CFPA

{Primer dia)

mg/ml mg/ml %
Adicionados Recuperados Recuperacién

40 0.1066 0.1098 104,00
60 0.1534 0.1625 102,60
80 0.2112 0.2196 104,00
100 0.2641 0.2733 103.50
120 0.3169 0.3324 104.90
% = 103.8% n= 1.050
DE = 0.8400 b = ~0.,0027
CV = 0.80% r= 0.9998

ri=  0.999
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- Q.35

crifica No. 5 | {INEARIDAD DEL METODO PARA CFPA
PRIMER DiA

mg/m! recuperedos

o156 h//f

!

0,05

o . s 1 i
0.10586 2,634 0212 C.2841 0.3133

mg/ml adicionados

—— Sarles 1

b = -3.0027, m = 1.0ED, r = Q.O038

- 120 -



Tabla No., &

LINEARIDAD DEL METODO PARA MCFA

(Primer dia)

% mg/ml mg/ml %
Adicionados Recuperados Recuperacidn

40 0.09160 0.0162 101.10
60 0.0240 0.0239 99.80
80 0.0320 0.0322 100.70
100 0.0400 0.0402 100.60
120 0.0480 0.0488 101.80
X = 100.8% mo= 1.018

DE = 0.7314 b = -0.0003

CV = 0.72X r = 0.9998

rt= 0.999
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Graficafo. 4 LINEARIDAD DEL METODO PARA MCFA

C.08

0.

C

.03

C.

)

PRIMER DIA

mg/mi recuperedos

a5

04

0z

0 | ) i :
0,0180 0.0240 0,0320 10,0400 0.0480
R mg/mi adicionados

—— Serlas 1

b = -0.0003, m = 1.0180, r = 0.9998



Tabla No.

LINEARIDAD DEL METODO PARA CFPA

{Segundo dia)

%

%X, mg/ml mg/ml
. Adicionados’ Recuperados RégﬁpEFabién o
40 0.1042 0.,1052 101.10
60 0.1562 0.1603 102.60
80 0.2083 0.2190 101.25
100 0.2604 0.26356 101.20
120 0.3125 0.3158 101.10
X = 101.43% m = 1.007
DE = 0.6610 b = 0.003
cv 0.65% r = 0.999

rt= 0,999
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LINEARIDAD DEL METODO PARA GFPA
SEQUNDO DIA

5 mg/m! regupersdos

.25
az

Q.16

0.1

C"OS R L L L R R R D R R L L L R R R R D T T T TP

o .
0.1042 0.1662 1.2083 0.2604 0.8125
mg/ml agicionades :

—— Sartes 1

b = 0.008, m = 1.007, r = 0.60€
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Tabla No. 7.
LINEARIDAD DEL METODO PARA MCFA

(Segundo dia)

X mg/ml ng/ml %
Adicionados ~ Recuperados Recuperacidn

40 0.0160 0.0167 104,00
60 0.0241 0.0252 104.60
80 0.0321 0.0330 102,70
100 0.0402 0.0409 101,80
120 0.0482 0.0493 102.30
X 103.08% m = 1,006
DE 1.177 b = -0.0007
cv 1.14% r = 00,9998

rt= 0,999

- 125 -



Gréfica No. 6 LINEARIDAD DEL METODO PARA MCFA
SEQUNDO DIA

5 mg/ml| recuperados

0.05 He e e mraieeets sdmi4 b.ete saese e iece aie-aratetsiec@ca asa siaie scksececmtetesate 8 8 4 .eim hce Toeietk b oeir o aibee 4oy
0.04
) C"Oe Ce e e s mre e s e e et eimsraaemey s

0.02

0 | 4 I} H
0.0180 0.0241 0.0321 0.0402 0.0482
mg/ml adicionados

— Garies 1

b = -0,0007, m = 1,008, r = 039399
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CRITERIO DE ACEPTACION

PENDIENTE (m) Aproximadamente 1
ORDENADA AL ORIGEN {b) Aproximadamente 0
COEFICIENTE DE CORRELACION (r) . > 0.999
COEFICIENTE DE DETERMINACION ( r? ) a 0.980

COEFICIENTE DE VARIACION (CV) P 2.0%

C. EXACTITUD AL 100%.
Se analizaron 6 muestras de placebo adicionado con el 100%
de cada uno de los eatdndares de referencia; inyectando por

triplicado cada muestra. (Ver tabla No. 8).

Concentracidn CFPA: 0.26mg/ml
Concentracidn MCFA: 0.04%ng/ml
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Tabla No, 8

EXACTITUD AL 100X CFPA.

No. de mg/ml CFPA mg/ml CFPA X CFPA
muestra adicionados recuperados recuperados
X
1 0.2600 0.2635 101.3
2 0.2616 0.2630 100.6
3 0.2654 0.2680 101.0
4 0.2608 0.2658 101.9
5 0.2602 0.2678 103.0
[ 0.2602 0.2660 102,2
X = 101.65%
DE = 0.9005
cV = 0.88%
Criterio de aceptacidn:
cvg 2%
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Tabla No. 8

EXACTITUD AL 100X MCFA

No. de mg/ml  CFPA mg/ml CFPA X CFPA
muestra adicionados recuberados recuperados
X
1 0.0402 0.0419 104.2
2 0,0400 0.0420 106.0
3 0.0397 0.0412 103.7
4 0.0408 0.0423 103.7
5 0.0403 0.0417 103.5
6 0,0393 0.0407 103.5
X = 103.9x
DE = 0.5819
CV = 0.56%
Criterio de aceptacidn:
CV £ 2%
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C. PRECISION DEL SISTEMA.

Se determind analizandoe una misma solucidn estAndar
correspondiente al 100X de cada uno de los estAndares de
referencia. Se realizd el andlisis por sextuplicado.

A continuacién se muestran los resultados promedio:

Tabla No. 10

PRECISION DEL SISTEMA PARA CFPA.

No, de mg/ml  CFPA mg/ml CFPA % CFPA
muestra adicionados recuperadosn recuperado
X

1 0.2600 0.2603 100.11
2 0.2600 0.2593 99.80
3 0.2600 0.2600 100.03
4 0.2600 0.2602 100.09
5 0.2600 0.2599 99.98
6 0.2600 0.2605 100,21

X = 100,04%

DE = 0.14X%

CV = 0.14%

Criterio de aceptacidn:
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Tabla No. 11

PRECISION DEL SISTEMA PARA MCFA.

No. de ng/ml  MCFA mg/ml  MCFA %X MCFA
muestra adicionados recuperados recuperindo
X

1 0.0400 0.0401 100.16
2 0.0400 0.0400 100.00
3 0.0400 0.0401 100.26
4 0.0400 0.0398 99.61
6 0.0400 0.0400 . 100.16
6 0.0400 0.0398 99.84

X = 99.98%

DE = 0.2758

CV = 0.27%

Criterioc de aceptacidn:

Ccv £ 2%
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D. PRECISION DEL METODO (REPRODUCIBILIDAD).

’ 1
Se llevd a cabo mediante el andlisis de tres muestras de un
.lote estAndar aprobado, de acuerdo al método analitico pro-
puesto; en dos dias diferentes por dos analistas diferentes
utilizando una concentracidn cercana al 100X de lo estable-
cido para cada uno de los principios activos contenidos en
la formulacidn. Se realizd el andlisis por triplicado de
cada muestra.
Criterio de aceptacidn:

cV £ 2%

A continucidn, se muestran los resultados obtenidos:

Tabla No. 12

PRECISION DEL METODO

ANALISTA I ( X ) ANALISTA II ( X )
DIA XMCFA XCFPA XMCFA XCFPA
101.22 102.57 101.00 103.60
1 100,20 102,90 100.70 102.60
. 102.70 103,96 102,30 102.73
100.60 101.71 101.46 103.91
2 101,04 102.01 102.64 104.02

99.82 103.54 101.32 102.86




CFPA:

DE = 0,73

oV = 0.71%
Ri/a = % 0.231%

Ri = ¥ 0.642%

MCFA:
DE = 0.91
CV = 0.90%
Ri/a = ¥ 0.24%
Ri = * 0.65%
Donde:

Ri/a = Reproducibilidad inter-dia / analista.

Ri = Reproducibilidad inter-analistas.
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TOLERANCIA,

La tolerancia se llevd a cabo inyectando por triplicade una
muestra. Variando la proporcidn de la fase mévil ¥ 56X de
lo establecido.

Se encontraron los siguientes resultados:

Tabla No. 13

TOLERANCIA
Compoaicidn de la Tiempos de retencidn (min)
fagse mévil CFPA Std. Int, MCFA
85:15 metanol/(NH4)2 S04 ' 2.56 4.39 6.11
pH 7.0 £ 0.05
condiciones normales.
80:20 metanol/(NH4)2 S04 2.30 3.69 4.85
pH 7.0 X 0.08
90:10 metanol/(NH)42 S04 3.26 6.62 9,69
Se observa que el método tolera un cambio de * 5% en la

proporcidén de fase mdvil; ya que existe una buena resolu-

cién en los picos.



RESULTADOS Y CONCLUSIONES

Del analisis estadistico obtenido en 1la validacién del

método analitico por CLAR, se encontrd lo siguiente:

Se demostrd que el método analitico es lineal en un rango
de concentraciones del 40 al 120X para los principids acti-
vos cuantificados, ya que los pardmetros estadisticos eva-
luados: coeficiente de correlacién, pendiente, ordenada al
origen y . coeficiente de variacidn; cumplen con las especi-
ficaciones para esta prueba, como se muestra en las tablas

No. 2 a la 7 y grdficas No. 1 a 6.

El método es preciso y exacto ya que los coeficientes de
variacidén para ambos principios actives, determinados a
partir de los datos de recuperacidn al 100% de lo declarado
en el marbete del producto, cumple con el criterio estable-

cido, como se observa en las tablas No. 8 a la 10,

La reproducibilidad del método en el mismo dia y en dias
diferentes, presenta un coeficiente de variacién menor a lo

establecido, (tabla No. 11}.



El método analitico es especifico para la cuantificacién de
MCFA y CFPA en la forma farmacel@tica, comoc Be muestra en
los cromatogramas No. 1 al 14, ya que los productos de
degradacidn encontrades en las nuestras expuestas a luz
solar, 60° C, temperatura ambiente, durante un periodo de
dos meses ¥y degradacidn acelerada en autoclave, se separan

de los principios activos.

Se encontrd un producto de degradacién en el placebo expu-
esto a B60°C y en autoclave, esto puede deberse al colorante
empleads ya que fisicamente B8se observa gque la muestra
expuesta a 60°C, pierde coler. (Cromatogramas No. 10, 13,

14 y 17).

No 8Se encontraron productos de degradacién en las muestras
expuestas a 60°C, 1luz solar ¥y temperatura ambiente.

(Cromatogramas No. 2 al 9; 11, 12, 13).

En la degradacidn acelerada en autoclave, se detectd un
producto de degradacidn en el pico correspondiente al CFPA
lo cual indica que ésta se descompone a altas temperaturas
(121 °C /151b); pudiendo ambos ser cuantificables,

{cromatograma No. 17).
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Las muestras despuds de ser preparadas de acuerdo al método
anal{tico descrito, pueden permanecer 48hrs a temperatura
ambiente ain que esto las afecte ya que el coeficiente de
variaciédn encontradc es menor a lo establecido.

{Tabla No. 1 }.

Por lo anteriormente expuesto se puede concluir que el
método analitico puede emplearse en el control de calidad
del producto y como indicador de estabilidad, cumpliéndose
con el objetive planteado en este trabajo. Ademds, es un
md¢todo raApido, confiable y econdmico para la determinacién

de CFPA y MCFA en microesferas de liberacidn sostenida,
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