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INTRODUCCION

El objetivo principal en la industria farmacéutica
es presentar al publice un producto en dptimas condiciones,
Y que éste se mantenga asi durante un periodoc de tiempo
detaerminado; con ello puede asegurarse que la désis efectiva
del farmaco se mantendrd, que no se produciran reacciones
degradativas que traigan como consecuencia el peligro de
formacién de compuestos toxicos, que la apariencia del
producto se conservara; y sobre todo, que el producto
cumplird con el efecto terapéutico esperado.

Para conseguir este objetivo, es fundamental el
contar con métodos analiticos especificos que permitan
determinar que le sucede al medicamentoc al ser sometido a
condiciones fisicoquimicas que aceleren la degradacidén, tanto
del farmaco como de los excipientes de 1la formulacién,
durante un estudio de estabilidad.

De esta manéra, surge como una necesidad el
desarrollar nuevas técnicas y métodos analiticos capaces de
eliminar las posibles interferencias analiticas ocasionadas
por los excipientes y productos de degradacidn, del farmaco o
de los excipientes. Una de las alternativas mds viables es la
cromatografia de liquidos a alta presidén, CLAP, ya gue con
esta técnica pueden desarrollarse métodos analiticos muy
sensibles, especificos, reproducibles y rapidos.



Las ventajas que ofrece actualmente la
crematografia de liquidos a alta presion pueden ser aplicadas
para la cuantificacién del compuesto Acetazolamida, diurético
inhibidor de la enzima anhidraza carbdénica utilizado en el
tratamiento de glaucoma, enfermedad caracterizada por alta
presion intraocular. Oficialmente, 1la determinacién de
acetazolamida en soluciones parenterales y tabletas se
realiza por espectroscopia ultravioletal Y polarogra£1a2
respectivamente.

Actualmente, existen publicados varias teécnicas
para su determinacién por cromatografia de gases y de
liquidos a alta presién en fluidos biolégicog3 4:5:6,7,8,9
sin embargo, ne ha sido comprobada su. especificidad frente a
productos de degradacion y tampoco han sido aplicados a
formas farmacéuticas. Por ello, gque la finalidad de este
trabajo sea el desarrollar y validar estadisticamente un
método analitico gue sea especifico para la cuantificacidn de
acetazolamida en tabletas por cromatografia de liquidos a
alta presion,



1. GENERALIDADES

1. MARCO HISTORIcol0/11,12.

La cromatografia tuvo sus inicios en 1850 con la
separacién de anilinas por F.F. Rungel® . En el proceso

"iitllizo papel filtre y un solvente para lograr la separacidn

de varios colorantes.

En 1905, Ramseyll utilizé técnicas cromatograficas
para separar mezclas de gases y vapores. Al afio siguiente el
botanico ruso Tswettl®.1ll emples la cromatografia de elucién
para la separacidén de extractos vegetales. A este proceso lo
llam¢é separacicon de tintas, de ahi el origen de la palabra
cromatografia que, literalmente, significa escritura de
color. Esta técnica permanecié ignorada hasta 1930 cuando el
sueco Tseliusll y sus colaboradores introdujeron dos técnicas
de elucién, el ‘"andlisis frontal" y el ‘“analisis por

-

desplazamiento".

En 1941 , Martin y Syngel®r1l  gugirieron 1la
posibilidad de utilizar un-gas como fase mévil, pero ésto
solo quedéd en un proyecto. En ese mismo afe, ellos
introdujeron la cromatografia de reparto, técnica que



evolucicnd llegando a ser lo que ahora se conoce como
cromatografia en papel.

Para 1952, Martin y Jamesl®:/1l gon los primeros en
describir un cromatégrafo de gases; técnica analitica que a
la postre se ha convertido en una de las mis utiles para el
andlisis de gases y compuestos organicos voldtiles. Pero el
verdadero potencial de este logro se alcanzé hasta 1954
cuando Raym describe el primer cromatograma.

Fua hasta 1967-1969 cuando se produjeron avances
considerables en la cromatografia de liquidos, los dos mas
relevantes fueron; la introduccién de altas presiones y el
desarrollo de sistemas de deteccién continua. Otro sucesoc de
importancia fue, la descripcién del primer cromatograma para
cromatografia de liquidos a alta presion realizadoe por
Kickland, Huber, Preiss y Lispkl? .

A partir de entonces, esta técnica ha evolucionado
ripidamente dentro del campo farmacéutico debido a la
versatilidad de su aplicacidén, el aumento considerable de
instrumentos para vrealizarla y la gran cantidad de
publicaciones que aparecen dia a dia. En la actualidad esta
técnica constituye una herramienta indispensable en el area
de control de calidad, desarrollo farmacéutico, control de
‘procesos y quimica clinica.

2. CROMATOGRAFIA CLASICA - crap 11/13,14,

Cuando hablamos de cromatografia de 1liquidos nos
referimos a todos los procedimientos en los cuales la fase
mévil es un liquido. La cromatografia en columna tradicional
{adsorcidn, particién, intercambio idénico) consiste
basicamente en un sistema compuesto por una columna de vidrio



de diametro variable, rellena de un material cuyo tamano de
particula es cercano a los 200 um,

La muestra se disuelve en la fase mévil o un
solvente apropiado adicionandose por medio de una pipeta o
goéero, luego se agrega fase mévil para que la muestra eluya
a través .de la columna, la cantidad de muestra es variable.
La fase movil fluye a lo largo de la columna por efecto de la
gravedad produciéndose una débil presién ejercida por el
volumen adicionado a 1la columna. Los componentes de 1la
muestra gque eiuyen de la columna son recolectados en
fracciones de volumen para luego ser identificades vy
cuantificados por alguna técnica auxiliar como
.espectrofotometria, andlisis quimico etc.

En contraste en CLAP se utilizan columnas de
longitud y didmetro muy reducides, rellenas de materiales
aespeciales cuyas particulas tienen un tamafio que con
frecuencia es de 3 a 10 pm. Este tipo de materiales
proporciona ‘'una gran superficie de ‘contactoc traduciéndose
ésto en mayor eficiencia, sin embargo, ofrece una gran
resistencia al flujo de la fase mdvil. Por ello, es necesario
emplear sistemas de bombeo a alta presién que hagan fluir la
fase mévil a una veloclidad razonable para un andlisis de
rutina.

La cantidad. de fase estacionaria dentro de la
columna es pequeiia, por lo gque se reguiere que la muestra
también sea pequeila, generalmente no mayor a 50 png. La
muestra se introduce al sistema a través de una véalvula de
inyeccién mediante una jeringa; un detector colocado a la
salida de la columna proporciona un registro continuo de la
composicién del liquido permitiendo identificar y cuantificar
los componentes de la muestra.

Las diferencias en cuanto a instrumental utilizado
dan como resultado las ventajas que esta técnica tiene en
comparacion con la cromatografia clasica.



3. VENTAJAS Y LIMITACIONES DE LA crapil(13,

A continuacién son sefialadas las ventajas. que han
llevado a la CLAP a ser una de las técnicas mas utilizadas
hoy en dia. '

a. Divexsidad de aplicacidn. Existen dos
requerimientos bésicos en cromatografia de liguidos; que la
muestra sea soluble en la fase mévil y, encontrar la fase
estacionaria adecuada que separe selectivamente los
compuestos de la muestra. Esto en teoria siempre es posible,
por ello, que la CLAP muestra una amplia versatilidad en su
aplicaciéhr con esta técnica pueden analizarse compuestos
o.rganicos como inorganicos, sustancias sélidas o liquidas,
idnicas o covalentes, muestras de peso molecular bajo o alto.

b. Velocidad de anilisis. En CLAP se utilizan
columnas de alta eficiencia y sistemas de bombeo a alta
presién que originan flujos rapidos 'y continuocs, ésto se
traduce en separaciones rapidas. Con esta técnica es comin
obtener sepéraciones en término de minutos,

c. Poder de resolucién, Otra ventaja es la alta
resolucién que es posible obtener y gque permite la separacién
de mezclas muy complejas. Por ejemplo, la separacién de
compuestos con estructuras muy parecidas obtenidos de
extractos vegetales; o bien, 1a identificacidn y
cuantificacidén de farmacos en fluidos bioldégicos.

d. Alta sensibilidad, La sensibilidad es un
parametro que nos da una idea clara de la cantidad minima
detectable. Los detectores comunmente empleados en CLAP
proporcionan una alta sensibilidad ya gque son capaces de
detectar nanogramos (10”2 g).



e. Automatizacidn, Hoy en dia es posible
automatizar los instrumentos empleados en CLAP de manera que
realicen progresivamente varios andlisis completos desde el
momentc en que se introduce la muestra hasta la impresidn de
los resultados. La identificacion de cada sefial se realiza
comparando sus tlelnb‘_os de retencién con valores previamente
determinados para soluciones estandar; la cdantiticacién por
medio de la integracién de las sefales. la automatizacidén ha
sido posible gracias a la introduccion de automuestreadores y
microprocesadores electrénicoes .

Al igual que toda técnica analitica, la CLAP tiene
algunas limitaciones;. el instrumental es costoso, no
existiendo un detector que al mismo tiempo sea sensible y
universal. El detector de indice de refraccién proporciona
una respuesta universal pero su sensibilidad es limitada, por
otro lado, el detector de luz UV es mds. sensible pero de
respuesta selectiva.

otra limitante importante, es que el personal
cuente con el adiestramiento necesario para el manejo del
instrumento , ademds de experiencia en la aplicacién de esta
técnica analitica.

4. Trros DE crapll,13,16.

Los mecadnismos o© procesos de separacién que
originan la retencién de las moléculas de la muestra en la
fase estacionaria dan lugar a los diferentes tipos o formas
en que puede realizarse la CLAP.

o o de particidn.
mecanismo de separacién se basa en la distinta solubilidad



gque presentan las moléculas entre la fase moévil y
estacionaria.

b. Cromatoarafia liquido-sélido o de adsorcidén. En

este caso, la separacién se debe a la competencia efectuada
entre las moléculas de la muestra y las de la fase mévil por
ocupar los sitios activos de una particula con gran area de
superficie.

, c. Cromatografia de intercambio idnico. En ella, la
fase estacionaria contiene grupos idnicos fijos como 303':
por otro lado, la fase mévil contiene iones de carga opuesta
en forma de sales. De esta manera, se establece una
competencia entre las moléculas de muestras idnicas y la fase
movil, por los grupos activos de una resina intercambiadora
de iones. Esto puede expresarse de la siguiente manera:

x* + 50,” Nat x+- S0;~ + Nat

d. cropatografia de exclygion molegular. En esta

ocasidn la fase estacionaria. es un material poroso cuyo
tamaflo de poro estd definido. Asi, las. moléculas gque son
demasiado grandes para el poroc salen rdpidamente de 1la
columna ‘mientras que las pequefas permanecen en los poros
prolongando su tiempo de elucidén, es decir, la separaciodn se
realiza por diferencias en el tamaﬁo molecular.

Existe una modificacién a los tipos de
cromatografia mencionados, en esta variante la fase
estacionaria se encuentra guimicamente unida a un soporte, Si
se modifica la naturaleza de los grupos funcionales en la
‘fase estacionaria, esta variante adopta dos modalidades; la
cromatografia en fase normal y la cromatografia en fase
inversa. En la primera, se utilizan empagues con grupos
funcionales polares como el grupo amino -NH, y el nitrilo
-CN , siendo la fase mdvil no polar.



En camblo, la cromatografia en fase inversa implica
una rase estacionaria poco polar como cadenas de
hidrocarburos de 8 y 18 carbonos, grupo octilo y octadecilo,
unidas a los grupeos silano del soporte. la fase méyil estd
compuesta muy a menudo por meZclas de- solventes polares y
agua.

5. PROCESO CROMATOGRAFIcol3.14,16.

La cromatografia de liquidos es una téchica de
separacién basada en la distribucién de los compuestos de una
muestra entre dos fases, una estacionaria con gran drea de
superficie y otra mévil liquida que fluye a través de la
estacionaria. Cuando la mezcla de compuestos se adiciona a la
fase mévil, cada uno de ellos establece equilibrios entre
ambas fases reteniendose selectivamente en la estacionaria.
Esto origina que el grado de movimiento de cada compuesto sea
diferente, como resultado, los compuestos de la mezcla son
separados.

Hay dos factores que determinan la eficiencia en la
separacidn_de los compuestos; la migracidn diferencial y la
dispersién molecular.

La migracién diferencial o movimiento individual de
los compuestos, depende del equilibrio de distribucién de
cada uno de los compuestecs entre la fase movil vy
estacionaria. De tal menera que la migracién diferencial esta
determinada por todas agquellas variables gue afecten el
equilibrio de distribucién; la composicidén de la fase mévil,
la composicién de la fase estacionaria y la temperatura de
separacion.
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ta figura 1 muestra el resultado de los equilibrios
de distribucién para los compuestos A y B entre fase movil y
estacionaria. En elia se llustra como el compuesto B presenta
un equilibrio desplazado hacia la fase estacionaria con una
pequefia fraccién de moléculas en la fase mévil, caso
contrario de 1o observado para el compuesto A. Esto traerd
como consecuencia gque el compuesto A nigre mds rapidamente
separdndose paulatinamente del compuesto B.

A waxn 3 oo

"Fig. L Migracidn Diferencial.

El segundo factor determinante en el proceso
cromatogrdfico, la dispersion molecular, es el resultado de
los siguientes procesos fisicos.

a, Ppifusion de Eddy, Es- originada por los
diferentes flujos microscépicos que la fase mévil sigue entre
las particulas empacadas en la columna, como resultade, las
moléculas de la muestra toman diferentes caminos entre el
empaque, la difusidn aumenta progresivamente a medida que la
fase mévil atraviesa la columna.
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En la figura 2 (a), se ilustra por medio de flechas
el efecto de la difusién de Eddy sobre las moléculas de una
nuestra.

b. se mévil. Este
proceso fisico se did por las diferencias originadas en el
flujo al pasar éste entre dos particulas vecinas. En 1la
figura 2 (b), se muestra el flujo entre dos particulas, se
advierte gque la fase mévil adyacente a las  particulas se
mueve lentamente, En consecuencia, las moléculas cercanas a
las particulas de fase estacionaria se desplazan distancias
cortas, mientras las moléculas en el centro del flujo lo
hacen a una mayor distancia.

c. e S s oV
estancada. Las particulas empleadas para el empague de la
columna presentan poros, la fase mévil contenida en ellos se
encuentra casi sin movimiento y por ello se denomina fase
mévil estancada. En la figura 2 (c), se representa
esquemiticamente lo que ocurre en el poro de una particula;
las moléculas de la muestra se mueven hacia dentro y fuera
del poro por difusién. Las primeras moléculas difunden una
gran distancia dentro del poro y cuando retorpan a la fase
mévil lo hacen lentamente transladandose una clerta distancia
dentro de la columna; las moléculas que difunden
posteriormente dentro del poro emplean menor tiempo dentro de
61 al encontrarlo saturado, por consiguiente retornan
. rApidamente a la fase mévil teniendo un desplazamiento
diferente.

d. Iransferencia de masa ep la_ fase estacioparia,
Después que las moléculas de la muestra difunden dentro del
poro, establecen interacciones con la fase estaclonaria;
cuando las interacciones son muy fuertes las moléculas se
retendran una gran cantidad de tiempo retornando lentamente a
la fase mévil, de tal manera gque viajaran una distancia corta
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en la columna. En contraste, las moléculas que interaccionan
en menor grado alcanzaradn una distancia mayor, figura 2 (dj.

(a)

TR HE

OBy TR 1.
2 o =
@G@Q | @% o)

INICIQ DIFUSION DE EDDY

e

sima

5

TRANSFERENCIA TRANSFERENCIA TRANSFERENCIA
OF MASA EN LA DE WASA EN LA DE MASA EN LA
FASE MOViL FASE MOVIL FASE ESTACIONARWA
ESTAKCADA
{b) {c) (d)

Fig. 2 Contribuciones a la dispersidn molecular.
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6. DEFINICIONEs}O:11,14,25.
En cromatografia se emplean algunos parametros vy
simbolos caracteristiceos, a continuacién se definen los mds
utilizados indicando la forma en que son evaluados, figura 3.

a. empo te tri. Es el tiempo

‘ transcurrido desde la inyeccién de la muestra hasta que se
obtiene el punto maximo de la sefial o pico, es decir, es el
tiempo que la muestra permanece retenida dentro del sistema.
Para un sistema en especial; columna, fase mwoévil,
temperatura, etc., el tiempo de retencién es caracteristico
del soluto, de ahi, que sea utilizado para identificar
compuestos ya que bajo condiciones controladas as
reproducible.

) J"" " _T'-!

Teim

x 1 -
G g
o ' [
H ] '
= ¢ |
e ' A “4REA
] 1 1
=) t '
< | 1
7] ' U [ E ']
a bty + sy /
H [ P .
£ | 1
a | i .
2 ! .
e PUNTO CE 1 )
IN'(E(':CIOU B
b .
Fo—
ERET AR
PR NN VRN VUK YR TS SOVRN NN SN SO SN N SN U MU . SO [N S Do |
TIEMPO

Fig.3 Cromatograma'tfpico.

b, Tiempo muerte (tes). Es el tiempo requerido para
"eluir un pico no retenido en la columna, se determina
midiendo el tiempo de retencién de la fase mévil misma.



14

c. Tiempo de retencién ajustade (tr').Es 1la
diferencia entre el tiempo de retencién y el tiempo muerto,
es una medida del tiempo que la muestra permanece retenida en
el empague de la columna. Dicho de otra manera, el tr es el
tiempo total de permanencia en la columna, to el tiempo que
la muestra permanece en xa. fase mévil y , tr’ el tiempo que
la muestra permanece retenida en la fase estacionaria.

tr! = tr - to

d. Nimero de platos tegricos (N)., Un plato tedrico

representa un equilibrio de distribucién de la muestra entre
fase mévil y estacionaria. E1l nimero de platos tedricos
expresa, la habilidad que la columna tiene para estrechar
bandas de elucién, dicho de otra manera, es una medida de 1la
eficiencia de la columna. Su valor puede determinarse de la
siguiente manera:

N =16/ tr |2 N =5.54 [_tr \?
W wW1l/2
donde: ¢r = tiempo de retenciosn.

W = amplitud de.la base del pico
W1l/2 = ancho del pico a la mitad de su altura.

e. Altura equivalénte a un plato teorico (AEPT). Es

la longitud de la columna requerida para obtener un platc
teérico o equilibrio de distribucién. Se determina por:

AEPT = L/N

donde: L = longitud de la columpa.
N = nimero de platos tedricos.

f£. Resoluciop (R). Es una medida cuantitativa del
grado de separacién obtenido entre las sefiales de dos
compuestos:
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R = (tr a - tr b)
0.5 (Wa+ Wb

dende: tr a = tiempo de retencién para el pico a
tr b = tiempo de retencién para el pico b
Was= amplitud de la base para el pico a
W b = amplitud de la base para el pico b

f. Selectividad (€)Y, Es una medida de la
solubilidad diferencial de dos compuestos en 1la fase
estacionaria, es por ello que también se le conoce como
retencidn relativa. Mientras mayor sea el valor de of mejor
se 'séparuran dos picos adyacentes,. es determinada por:

tr’a

ol =
tr’d

7. - INSTRUMENTAL1Z,14.15.16.

' Las ventajas significativas gue se han alcanzado
con esta técnica, se deben a las caracteristicas muy
especiales que el equipo de CLAP posee. A continuacién se
presenta el esquema basico de un equipo de CLAP, figura 4,
seguido de un analisis de los aspectos mas importantes sobre
cada una de las partes gque lo constituyen.
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INYECTOR

78

&

INTEGRADOR

t

OETECTOR

()

FASE NOVIL

Fig, 4 Sistema cromatogrdfico.

a. Deposjto para la fase mévil. Se podia pensar a

priori gue cualquier recipiente es adecuado para servir como
‘reservorio de la fase mdvil, sin embargo;, en CLAP es
'gnnveniente que éste reuna ciertas caracteristicas:

- Bs recomendable el utilizar un recipiente cerrado
para evitar la evaporacidn de solventes volatiles.
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- Ser de vidrio, plastico inerte o cualquier otro
material gue no sea atacado por solventes organicos.

- Estar acondicionado de tal manera que pueda
degasificarse la fase mévil y luego, succionarla a través de
un filtro que evite el pasoc de pequefias particulas que puedan
dafnar el sistema de bombec o la columna.

b, Sistema de bombeo. En la actualidad, los
avances tecnoldégicos han propiciade la manufactura de bombas
que reinen las caracteristicas necesarias para trabajar en
éptimas condiciones. las propiedades mas importantes que todo
sistema de bombeo debe reunir son las gsiguientes:

- Proporcionar un flujo preciso y constante.

- Capacidad para trabajar a presicnes altas
(usualmente 6000 psi).

- Intervalo de volumen amplio ( generalmente entre
0.1y 9.9 ml).

- Resistencia a solventes organicos y soluciones
con un valor de pH en el rango de 2 a 10.

-~ Facilidad para limpiar el sistema.

Por otro lado, de acuerdo a las caracteristicas de
funcionamiento y disefio las bombas para CLAP pueden
clasificarse en:

reciprocas
- bombas mecanicas
desplazamiento continuo

- bombas neumaticas

La figura 5 a, b y ¢ ilustra estos tres tipos de
bombas.
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ALACOLUMNA
ALa c;‘twm {
i A LA COUAMA
SELLO
HEnE IO~ l_ ~—l e
. — heurdnt N
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l ' UnA solavia
I
= o o100 bEL
ouy q,—‘l)' ] %E{MNI!
a. NEUMATICA b. DESPLAZAMIENTO <. RECI PROCA
CONTINUO

fig. 5§ Tipos de Bombas.

c. Xnyector, El método mds comuin para introducir
la muestra al sistema cromatografico es la inyeccién directa
sobrae el flujo, se puede efectuar lng.diante un inyector con
septa'o bien utilizando una valvula muestreadora.

El inyéctor con septa es poco utilizado debido a
. que. l1a presién y el efecto corrosivo de los solventes impilica
el uso de una septa especial y aun asi, presiones elevadas
pueden producir fugas.

En el caso de la vdlvula nmuestreadora, la muestra
se Introduce con una jeri‘nqa en una pequeia porcién de tubo
de acero inoxidable o tefldn; acciohando la vAlvula de tal
manera que la posicidén de entrada y salida se invierta, la
muestra es  disuelta y arrastrada por la fase movil
"inyectdndola" a la columna, figura 6.

d. Columpa, En todo sistema cromatografico, 1la
columna es el "corazén" del sistema puesto que en ella se
lleva a cabo la separacidn de los compuetos en cuestidn.
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fig. 6 VAlvula Muestreadora.

La columna esta constituida por un tubo de acerc
‘inoxidable de diametro reducido con’ paredes finamente
pulidas, 'su forma es recta evitande cualgquier dcblés gque
disminuya su eficiencia , su. longitud es variable. Las
coneéciones en la columna , asi como entre la columna y el
detector o inyector deben ser herméticas y de volumen muy
pequeiic. Las uniones tipo Swagelock son utilizadas en muchos
instrumentos por reducir el volumen muerto; sobre todo a 1la
salida de la columna, evitindose, el mezclado de compuestos
entre columna y detector.

En ambos extrémos de la columna, suelen colocarse
filtros de aceroc inoxidable o tefldn de poros muy pequefios
{aproximadamente 2 pm) para retener las particulas de fase
estacionaria y evitar que el empague se afloje. La figura 7
muestra lo anterior.

En cuanto al enmpaque; las dimensiones de 1las
particulas utilizadas son muy pequefias (3 a 10 um) pudiendo
ser de forma regular o irregular.



FERRUL

FILTRO

ENTRADA A LA
COLUMNA

fig. 7 Extremo de una Columna,

Hoy en dia, existe una gran variedad de materiales
que son empleados como’ fase estacionaria en CLAP, sus
caracteristicas varian de acuerdo a su naturaleza ya gue
pueden encontrarse particulas de material poroso, adsorventes
peliculares,  fases quimicamente ~ unidas, resinas de
intercambio idénico etec.

e. Detectores, El detector es una parte critica
del sistema cromatogrifico ya gque debe estar disefade de tal
manera, que mida en  forma continua alguna propiedad
fisicoquimica de los componentes de la muestra y ademds,
generar una sefal proporcional a la conhcentracién de 1la
muestra a medida que ésta sale de la columna,

Existen numerosos detectores gque responden a
diversas propiedades de los solutos como son: la absorcidn de
luz visible o ultravioleta, la fluorescencia, el indice de
refraccion etc. Por desgracia, la mayoria de las propiedades
anteriores llegan a ser comunes tanto para los compuestos de
la muestra como para la fase movil ,. ésto dificulta el
proceso de deteccidn.

20
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Las caracteristicas principales que un detector
debe reunir son las siguientes:

- Respuesta. Puede ser universal o selectiva de
acuerdo a la capacidad que tenga el detector de responder a
todo tipo de muestras o alguna especifica,

. - Sensibilidad. Se define como la razdn entre la
sefial generada y la cantidad de muestra que produzca dicha
sefal. La sensibilidad no da una idea clara de la cantidad
minima detectable ya gque ésta puede “estar <fuertemente
afectada por el nivel de ruido del instrumento.

- Ruido. Es la sefial del instrumento que no es
atribuible a la muestra, puede ser ocasionada por pequefias
variaciones en el flujo o temperatura, fluctuaciones en el
' voltaje, burbujas de aire en el sistema etc.

- Cantidad minima detectable. También llamado
limite de deteccidn, es la cantidad de muestra que produce
una sefal equivalente al doble del nivel de ruido del
instrumento. :

- Linealidad, Para utilizar la seflal generada por
el detector como una medida cuantitativa, dicha sefal debe
guardar una relacién 1lineal con 1la concentracién de la
nuestra.

- Volumen muerto. El wveolumen de la celda del
detector debe ser muy pequefio para evitar la pérdida de
eficiencia, de preferencia debe ser menor a 10 ul. Por otro
lado, existe una cierta longitud de tubo capilar antes de la
celda que permite que el eluente equilibre su temperatura con
el detector, el volumen de este tubo generalmente es superior
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al de la celda, sin embargo, su diametro interno debe ser muy
reducido para evitar el remezclado de los compuestos. Esto
ultimo, recordande que la difusidn radial de los solutos es
proporcional al radio del capilar que los contenga.

A continuacidn se describen brevemente los
detectores de uso m&s frecuente en sistemas de CLAP.

1) Detector de luz UV, Su funcionamiento se basa
en la absorcién de luz por parte de la muestra al pasar a
través de ella un haz de luz monocromdtica ultravioleta.
Existen dos tipos de detectores de luz UV:

- Detector de longitud de onda fija. Funciona a
una sola longitud de onda que generalmente es de 254 nm
aungue la mayoria de instrumentos presentan la posibilidad de
-operar a 4 o 5 longitudes de onda mediante el usoc de otros
filtros. ’ :

Es un equipo de operacién sencilla, econémico
ademas, el 60% de los compuestos orgénicos presentan alguna
absorcidén a los -254 nm.

- Detector de longitud de onda _variable. Estos
detectores utilizan monocromadores o rejillas de difraccisén
que les permite operar de los 200 nm (UV) hasta los 800 nm
{visible) y por ello, permiten la deteccidén del 90% de los
conpuestos organii:os, figua 8.

Los detectores de absorcion uv-visible se
encuentran entre 1los mas sensibles llegando a detectar
nancgramos del soluto; presentan ademas, baja susceptibilidad
a las variaciones de temperatura y flujo ocasionadas por las
pulsaciones del siatema de bombeo.
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Cuando el solvente utilizado en la fase mdvil no
absorbe apreciablemente en la longitud de onda en la que se
opera, pueden realizarse gradientes de elucidn. Practicamente
su unica desventaja consiste en que Bu respuesta es
selectiva.

- g
FILYRO

ANPLIPICADOR |

fig. 8 Detector UV, longitud variable.
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2) pRetector de indigce de refraccidén,  Mide 1la

diferencia entre 108 indices de refracéién de la fase mévil
y los Acomponentes de la muestra. Una doble celda pernmite
comparar continuamente 1la fase mévil pura; referencia, con el
eluente da la columna que contiene la muestra disuelta,

figura 9.

FUIN1E DB LUT

WAYO DESCONPUESTO

f19. 9 Detector de fndice de refraccidn.
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Al estarse comparando las sefiales provenientes de
celdas diferentes resulta muy dificil realizar gradientes de
elucién, siendo necesario el cambiar en 1la celda de
yeferencia la fase mévil cada vez gue se efectie el mas
gpinimo cambio en su composicién.

Se considera que su respuesta es de tipo universal
ya que cada compuesto tiene su indice de refraccidén propio,
sin embargo, su sensibilidad depende de la diferencia entre
el indice de refraccién del soluto y el indice de refraccidn
da la fase mévil.

otro inconveniente es la susceptibilidad del indice
de refraccién a la temperatura y las variaciones de flujo.

3) ec escencia. Aproximadamente 20%
de los compuestos organicos fluorescen, es decir, emiten 1luz
de cierta  longitud de onda al encontrarse en estado excitado.
Esto, como resultado de la absorcidén de algun tipc de energia
radiante; 1luz visible, UV, IR, otro tipo de energia
electromagnética,

8. ANALISIS CUALITATIVO Y CUANTITATIVO1O-

a. Analisis cualitativo. la cromatografia es en
esencia una técnica de separacidén no de identificaciodn, por
si sola no es capaz de identificar un compuestc ya gque solo
proporciona un parametro de comparacidén, el tiempo de
retencién. Este parametro es caracteristico para un compuesto
dado pero solo bajo condiciones cromatograficas establecidas.

En general, para la identificacién certera de un
compuesto se requiere de otras técnicas no cromatograficas
come el anadlisis por IR, 1la absorcidén UV, resonancia
magnética nuclear, espectrometria de masas.
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b. Analisis Cuantitativo. En CLAP la mayoria de
las andlisis se realizan con el fin de determinar 1la
concentracidén o el peso del, o los. compuestos de una muestra.

Ya que el cromatdgrafo no presenta los resultados
en forma numérica, sino come variaciones de voltaje en
funcién del tiempo, es necesario transformar dichas
. variaciones en un valor numérico y luego convertirlo en la
informacién deseada. Para .lograr lo anterior se han
desarrollado diferentes métodos que pueden ser clasificados
como! manuales, mecanices y, electrénicos.

El método manual mas . sencillo consiste en 1la
construccién de un triangulo de la misma area que el pico, y
" luego calcular el &rea del pico. El triangulo se construye
por medio de rectas tangentes a 1los lados del pico y
extrapolando la linea base bajo el pico, figura 10 a.

Este método introduce dos fuentes de ekror: en
primer lugar no puede definirse exactamente donde deben
dibujarse las tangentes. En segundo. lugar, ya construido-el
triangulo hay una area por encima que no‘d.eberia ser incluida
Y. dos pequefias areas a los lados gue deberian incluirse;
. este método supone gue ambos errores se compenéah.

Una variacién a lo anterjor es usar la altura y el
ancho del pico a la mitad de su altura, figura 10 b, El
triadngulo es construido dentro del pico real, ésto evita el
problema del dibujo real del triadngulo ya que se elimina el
factor juicio, sin embargo, se sobrestima el area.

Otro método manual es el de la figura de papel,
figura 10 c; consiste en cortar el pico y luegoc pasarlo. Los
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problemas que acarrea este método, ademds de destrulr el
registro, se deben al papel.

La densidad del papel no es uniforme, ademds es
higroscdpico por lo que los factores de respuesta varian con
la humedad. Por otra parte, cuando se realizan mnuchos
andlisis el método resulta muy laborioso.

Un método que evita la aproximacidn del triangulo y
pretende medir el Area verdadera ez el contea de cuadros o
rectdnqulos, figura 10 d. Un registrador traza el pico sobre
una carta con divisiones, se cuenta el numerc total de
recténgulos completos dentro del pico y luego se suman las
fracciones hasta obtener el area total. Esto es laboricso y
ademds se introducen elementos subjetivos al medir las
fracciones, por elle en el trabajo de rutina no es adecuado.

Para mejorar el broceso de  ‘'medicisén puede
recurrirse a medios mecdnicos que proporcionen un valor del
area mucho mas exacto,

El planimétro es un dispositive qﬁe consiste en una
cabeza trazadora la cual se mueve desde un punto de partida
arbitrario alrededor de todo el pico regresando al punto de
partida. El método es lento y depende mucho de la habilidad
personal, figura 10 e. B

El proximo método a considerar es el integrador de
disco, consiste de un dispositivo mecdnico acoplado
directamente al mecanismo de la pluma del integrador, tiene
una plumiila independiente que dibuja un trazo fino a 1lo
largo de la carta. La unién es tal, que la distancia total
desplazada por la plumilla es propocional al area del pico.la
precisién es muy buena y solo ofrece dificultades en casos de
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picos no resueltos completamente © gque presentan alguna
desviacién de la linea base, figura 10 f. '

Por ultimo, tenemos al integrador electrénico;
instrumento de -alta precisién que transforma la sefial
racibida en unidades arbltrarias de area. Su gran ventaja
radica en 1la habilidad de funcionar solo sin ninguna atencidn
por parte del operador. Una vez due se "ha inyectado 1la
muestra y presionado el botén de partida, mide los tiempos de
retencién y las Areas de los picos proporcionando luego un
registro impreso de los datos.

Si se utiliza un inyector de muestras automdtico,
éste puede conectarse con el dispositivo de arrangque del
integrador, de tal modo que el operador solo necesita colocar
las condiclones iniciales en el instrumento, colocar las
muestras en el automuestreador e iniciar la secuencia.

—t

YRR
|

-t

o) te)

Bt 4]

fig; 10 Técnicas para la Medicién del Area en un Pico.
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B. VALIDACION DE METODOS ANALITICOS?!:24.

La  industria farmacéutica esta especialmente
interesada en la validacién de métodos analiticos,
primeramente, porque su objetivo principal es la salud; y en
segundo’ lugar, porque el desarrollo de nuevas moléculas
activas y la aparlcién excipientes novedosbs han incrementado
los problemas analiticos. Es por ello, que al desarrollar un
método analitico su validacidén debe considerarse como parte
integral de &1, es decir, el método debe probarse para
determinar su efectividad.

La validacién de un método analitico puede
definirse como el proceso mediante el cual queda establecido,
por- estudios de laboratorio, que la capacidad de un método es
dpropiada para ser usado en . una aplicacién analitica
especifica. Dicha capacidad se expresa en términos de
pardmetros analiticos.

Los parametros analiticos que deben considerarse en
la validacidén de un método analitico son los siguientes:

Precisidn.

Exactitud.

Linealidagd.

Rango lineal.

Limite de deteccién.
Limite de cuantificacién.
Especificidad.
Tolerancia.
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1. PRECISION.

i la precisién de un método analitico es el grado de
concordancia entre resultados individuales. ‘cuando el
‘procedimientc es aplicado repetidamente a diferentes
alicuotas de una muestra homogénea. Usualmente se expresa por
la desviacién estandar o la desviacidn estandar relativa.

. la precisién es una nmedida del grado de
repetibilidad y reproducibilidad del método analitico bajo
condiciones normales de operacidn.

a. Repetibilidad. Expresa la concordancia
ocbtenida entre determinaciones independientes realizadas por
un solo-analista usando los mismos reactivos y equipo.

b. ng_r_o_dug_j_b_i_u_dgg_,_ Expresa la concordancia

cbtenida entre determinaciones independientes realizadas por
diferentes analistas, en diferentes dias, en el mismo o
" diferente laboratorio utilizando reactivos y equipos iguales
o diferentes.

Determinacién, La precisién de un métado

analitico puede ser determinada por el ensayo de un ndmero
- suficiente de alicuotas de una muestra homogénea, de la cual
pueda. ser calculada estadisticamente la desviacidn estandar y
el coeficiente de variacién.
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2. EXACTITUD.

La exactitud de un método analitico es 1la
concordancia entre los resultados cbtenidos experimentalmente
Y los valores ver§aderos. Se expresa en términos del % de
recobro obtenido de muestras a las cuales se les ha
adicionado cantidades conocidas de la sustancia de interés.

Determinacidn. La exactitud de un método
analitico puede ser determinada, aplicando el método a
- muestras preparadas con mezclas de los excipientes a los
cuales se les ha adicionado cantidades conocidas de 1la
sustancia de interés por arriba y abajo de la concentracién
normal esperada en la muestra.

3. LINEALIDAD.

‘"La  linealidad de un método analitico puede
definirse como la facultad de obtener resultados; que pueden
ser obtenidos directamente o por medio de una transformacicn
matematica definida, que sean proporcionales a la
concentracién de la sustancia de interés en un rango.
determinado., Se expresa en términcs de la variacién alrededor
de la pendiente calculada por regresisn lineal.

4. INTERVALO LINEAL.

El rango lineal de un método analitico es el
intervalo entre los niveles superior e inferior de sustancia
de interés (incluyendo éstos), en el cual se ha demostrado
gue las determinaciones son precisas, exactas y lineales
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usando el método propuesto. Se expresa en las mismas unidades
gue los resultados del analisis; mg/qg, mg/ml, % etc.

Deterpinacidn (linealidad-intervalo), La linealidad
de un mdétodo analitico puede determinarse per el tratamiento
matemdtico de los resultados obtenidos para el andlisis de
muestras de concentrac‘iones a lo largo del rango pretendido
por el método. El tratamiento es normalmente el cidlculo de
regresion lineal por minimos cuadrados de los resultados
obtenidos en funcidén de la concentracion.

La pendiente de la regresién y su variacion
proporcionan una estimacién matematica de la linealidad; el
intercepto con respecto a Y, es una medida potencial de la
inclinacién encontrada.

El rango del método es validado verificando gue el
método analitico proporcione resultados aceptables en cuanto
a precisioén, exactitud y linealidad cuando es aplicado a
muestras cuyas concentraciones se encuentran en los extremos
del rango lineal,

5. LIMITE DE DETECCION.

Es la concentracidn minima de sustancia de interés
en una muestra que puede ser detectada, pero ne
necesariamente cuantificada, bajo condiciones experimentales
establecidas. Esta prueba limite, so6lo establece que
concentracidén se encuentra por abajo o por arriba de un
cierto nivel. Se expresa por la concentracién de sustancia de
interds presente en la muestra; mg/ml, my/g, ¥ etc.
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Determipacidn. La determinacién del  limite de
deteccidn de un método analitico varia si se trata de un
procedimiento instrumental o no instrumental.

Para procedimientos ' instrumentales pueden
utilizarse diferentes técnicas. Algunos investigadores
determinan la razén entre la seflal y el ruildo, comparando los
resultados de muestras de concentracién conoccida con
resultados de muestras blanco establecen la cantidad minima
que puede ser detectada con certeza. Una razén entre
‘'sefial/ruido de 2:1 o de 3:1 generalmente es aceptable.

otros investigadores miden la magnitud de la sefial
analitica de fondo, analizan muestras blanco y calculan la
desviacién est&ndar de las respuestas. La desviacion estandar
multiplicada por un factor, generalmente 2 o 3, proporciona
una estimacidén del limite de deteccidn.

Para métodos n¢ instrumentales, el 1limite de
deteccién es calculado por el anAlisis de rmuestras de
concentraciones conocidas estableciendo el nivel minimo al
cual ‘la sustancia de interés puede ser detectada con certeza.

6. LIMITE DE CUANTIFICACION.

Es . la menor concentracidn de sustancia de interés
en una muestra que puede ser determinada con aceptable
precisidén y exactitud bajo condiciones experimentales
establecidas. Es un parametro cuantitativo para muestras que
contienen niveles bajos de otras sustancias, tales como,
impurezas en materias primas y productos de degradacidn en
productos farmacéuticos, Se expresa por la concentracién de
sustancia de interés presente en la muestra; mg/ml, mg/g, %
ete,
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Determinacion, La determinacidén del . limite de
cuantificacidén de un métode analitico varia sl se trata de un
procedimiento intrumental o no instrumental.

El proéedimiento mas comin para métodos
instrumentales es, determinar la magnitud de la téspuest:a de
fondo analizando muestras blanco y calcular la desviacién
esténdar de las respuestas. La desviacidén estandar
multiplicada por’ un factor, usualmente 10, proporcicna una
estimacién del limite de cuantificacién,

Para métodos no instrumentales el limite de
cuantificacién se determina, analizando muestras de
concentracién conocida y estableciendo el nivel minimo al
cual la sustancia de interés puede ser cuantificada  con
aceptable precisién y exactitud.

7. ESPECIFICIDAD.

La especificidad de un método analitico puede
considerarse como la habilidad de medir con exactitud 1la
. sustancia de interés en presencia de compuestos que se supone
‘puedan estar presentes en la muestra. La especificidad es una
medida del grado de interferencias (o ausencia de estas) en
el unal:!.sis de muestras complejas.

Determinacién, La especificidé\d de un método
analitico puede detarminarse comparando' los resultados
obtenidos de muestras conteniendo impurezas, productos de
degradacién, compuestos quimices relacionados [ los
ingredientes del placebo; con los obtenidos de muestras gque
no contienen estas posibles interferencias. La tendencia debe
ser la diferencia de los resultados entre ambos grupos de
muestras.
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8. TOLERANCIA.

La tolerancia de un método analitico es el grado de
reproducibilidad de los resultados obtenidos para andlisis de
la misma muestra bajo alguna modificacién a las condiciones
normales de’ operacién; como, diferentes laboratorios,
analistas, - instrumentos, lotes de ' reactivos, columnas
(soporte, fase estacionaria), condiciones ambientales
(temperatura) etc.

Determinaciodn. La tolerancia de un método

analitico puede ser determinada analizando alicuotas de lotes
homogéneos en diferentes laboratorios, ﬁor analistas
diferentes; usando . condiciones operacionales 'y de medio
ambiente diferentes entre i, pero acordes con las
especificadas en el método.

"Esta rebfoducipilidad puede ser comparada con la
precisién del método bajo condiciones normales para obtener
una medida de la tolerancia.

Considerandc la variedad de ensayos es légico que
los diferentes métodos analiticos requieran diferente esquema
de '+ validacién. Las ‘categorias de métcdos ‘analiticos, mas
comunes que requieren ser validados son:

CATEGORIA I. Métodos analiticos para cuantificar
los componentes principales . de sustancias a granel o
-ingredientes activos (incluyendo conservadores) en productos
farmacéuticos terminados.



CATEGORIA II. Métodos analiticos para determinar
impurezas en sustancias a granel o productos de degradacion
en productos farmacéuticos termipades.

- : - anaAlisis cuantitativos.
« Pruebas limite.
CATEGORIA III. Métodos analiticos para determinar

caracteristicas fisicas (por ej. disolucién, liberacién del
principio activo).

Bara cada una de las categorias se requiere
diferente informacién analitica, la tabla I enlista los datos
elementales que son requeridos para ¢ada categoria.

gt ),
N1, R AYOS DE VA
CATEGORIA 11

PARAHETRO AnfLisis pruebes

ANALIFICO CATEGORTA 1 cuantitativos timite CATEGORIA 11}
lpreslclon ) st si no ) si
exactitod si si . .
m. de dcn:cl.ﬂn no ~ L1 .
tim. de cuantificacidn no sl ~ .
espeeificidad si 11 sl .
rango . s! 1] T .
. Linestidsd sl si no .
tolerancis sf sl st i

® puede set requerido, dependiendo de s naturalsza de un ensayo cn especifico.
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C. MONOGRAFIAl:2/+17.18,19,20,22,23.

ACETAZOLAMIDA
1. NOMBRES QUIMICOS, - N-{ S5-(aminosulfonil)-1,3,4,-
tiadiazol -2 il ) acetamida.
- N=-{ S5-sulfamoil-i,3,4~tiadiazol-2

i1} acetamida.

2. NOMBRES SINONIMOS, - Defiltram (Fr).
- Didoc {(Jap).
- Hidrozol (USA).
- Glaucomide (Austl).

3. ) 0 SADA.

HH0,8 S« NHCOCH,
Y
H—

C4 Hg Ny 03 S, PM 222.24 g/mol

4. DESCRIPCION. Polvo cristalino de color blance a blanco
amarillento, inodoro e insipido.
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‘5, SOLUBLILIDAD., 1 en 1400 de agua, 1 en 400 de alcchoel, 1
en 100 de acetona; insoluble en cleoroformo, tetraclorurc de
carbono y éter. Soluble en soluciones - de hidréxidos
alcalinos. ’

6. pH. Agitar 1 g con 50 ml de agua destilada durante 5
minutos, el pl'l de la suspension va de 4 a 6; su pKa es de 7.4

7. RUNTQ DE FUSION, 260° con descomposicién.
8. [ENSAYQS DE IDENTIDAD:

- Espectrc de absorcién UV. Acetazolamida en HCl
0.1 N presenta una absorcién mdxima a 265 nm (E1%, lcm 474).

- Espectro de absorcién IR. Una dispercidn de
acetazolamida en bromuro de potasio exhibe los siguientes
picos caracteristicos; A 1167 , B 1363 , C 1316 en™l,

. - Disolver 100 mg de acetazolamida en 5ml de
hidréxido - de sodio 1IN. Adicionar 5 ml de una solucidén
preparada al disolver 100 mg de clorhidrato de hidroxilamina
Y 80 mg de sulfato cuprico en 100 ml de agua. Mezclar
perfectanente la solucidén amarillo palido resultante sobre un
‘bafc de vapor por 5 minutos. Una solucién amarilla clara se
produce. Después de calentarse o mezclarse, no debe formarse
algun precipitado o tomar una coloracién obscura.

9. ENSAYQ DE PUREZA. No debe contener menos del 98% y no
mds del '102% de C,HEN,0;5, , calculada en base a la
substancia anhidra.
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En un matraz volumétrico de 10 ml disolver 200 mg
de acetazolamida con piridina, llevar a volumen cen el mismo
solvente. De la misma forma, preparar- una solucién de
estdndar de referencia, de manera que las concentraciones
sean de 20 mg/ml aproximadamente. Determinar la absorbancia
de ambas soluciones en una celda de 0.1 cm a la longitud de
onda de mé&xima absorbancia, gque esta cercana a los 7.28 jum,
en un espectrofotémetro infrarrojo usando piridina como
referencia. '

10. DETERMINACION DE ACETAZOLAMIDA EN TABLETAS. Determinar

el peso promedic de 20 tabletas y pulverizarlas, pesar con.
exactitud una porcién de polvo equivalente a 50 mg de
acetazolamida y transferirla a un vaso de precipitados de 100
ml. Adicionar 40 ml de agua hirviendo y calentar sobre un
bafilo de vapor por 15 minutos; enfriar y tranasferir
cuantitativamente a un matraz volumétrico de 100 ml, diluir a
volumen con agua. Tomar una alicuota de 3 ml de la solucidn
sobrenadante y transferirla ‘a un matraz volumétrico de 25 ml,
adicionar 2 ml ‘de 4dcido c¢lorhidrico 1N'y diluir a volumen con
agua. Colocar una porcién de ‘esta solucién en una celda
polarogr&fica sumergida en un bafio de agua a 25 C*+/- 0.5 C ¥
deaerear durante 10 minutos burbujeando nitrdgeno. Insertar
el electrodo de gota de mercurioc y correr el polarograma de
-0.2 a ~0.75 volt, usando un electrodo de calomel saturado
como referencia. Determinar la corriente de difusidén a -0.70
volt. Calcular el contenido de acetazolamida en -1la
porcion de polvo cdmparahdo el polarograha'ébCenido con el de
una solucidn estandar de acetazolamida de concentracioén
aproximadamente igual.

11. CONTENIDO DF _HUMEDAD. No debe ser mayor al 0.5%
determinado por el método de Karl Fischer.
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12. CILPRURDS, Disolver 1.5 g de acetazolamida en 75 ml de
agua a temperatura cercana a los 70:'C° durante 5 minutos.
Enfriar a temperatura ambiente y filtrar; una alicuota de 25
ml del filtrado no debe mostrar una cantidad. mayor de
cloruros 'quc los encontrados en 0.1 ml de HCL" 0.020 N
{0.014%).

13. SQLEAIQEL Una alicuota de 25 ml del filtrado preparaéo
segun lo descrito en el ensayo de clorureos, no debe mostrar
un contenido mayor en sulfatos gque los encontrados en 0.2 ml
de H3S04 0.020 N (0.04%).

14.  FARMACOCINETIGA19:21, Acetazolamida es un poderoso
inhibidor de 1la enzima anhidraza carbénica, por ello. se
utiliza como diurético y en el tratamiento de glaucoma,
enfermedad caracterizada bor una alta presicdn intragcular.

Su absorcidén es muy rapida “a través del tracto
gaatrointestinal, después de una ddésis de 20 mg/kg de peso,
la concentracidén terapéutica en plasma se alcanza en 2 horas,
persistiendo como¢ concentracién efectiva 12 horas.

Al inhibirse las reacciones catalizadas por 1la
anidraza carbonica en tubulo renal, se ve aumentada la
excrecién de bicarbonato y cationes, principalmente scodio ¥
potasic; de ahi que cause diuresis alcalina. Ademis, la
inhibicién de esta enzima provoca un decaimiento en 1la

- prasidén intraocular, por ello su aplicacidén en el tratamiento
de glaucoma.

La principal ruta para su excresion es la orina,
elimindndose a través de ella el 70% de la ddésis administrada
sin carmbios. Su tiempo de vida media es de 8 horas,



II. PARTE BXPERIMENTAL.

A. DETERMINACION DE ACETAZOLAMIDA EN TABLETAS.

1. CROMATOGRAFO DE LIQUIDOS A ALTA PRESION.

Bomba Waters Ass. - 6000-A
Dateactor, UV Waters Ass. 440
Automuestreador wisp Waters Ass. 712D
Integrador Hewlett Packard 3390-A
Columna Merck Co, *

* Lichrospher 100 C;5 5 pm, 4 x 12.5 cm.

2. EQUIPO DE LABORATORIO.

Balanza analitica Sartorius 1712
Centrifuga Int. Eq. Co. IEC/K
Equipo de filtracién Millipore Co. DM-39
Balio de ultrasonide Branson B~52

3. MATERIAL.

Matraz volumétrico 50 ml
Pipeta volumétrica i1yz2ml
Tubos de ensayo 1.5 x 15 cm
Membrana de filtracién acuosa HA 0.45 pn

Menbrana de filtracidén organica GVWP 0.22 pm



42

3. TREACTIVOS.

=  Acetato de sodio 0.01 M
- Metanol (grado cromatografice)
- Metanol RaA

4, SOLUCION DEL ESTANDAR INTERNO.

Pesar con exactitud alrededor de 10 mg de cafeilna'y
transferirlos cuantitativamente a un matraz volumétrico de 50
. i:l, adicionar 30 ml de fase mévil y llevar al ultrasonide por
3 minutos; dejar que la solucién recobre temperatura ambiente
y diluir. a volumen con fase movil.

5. SOLUCIONES DEL ESTANDAR DE REFERENCIA.

Pesar con exactitud y por separado 8, 10 y 12 mg
de acetazolamida, estindar de referencia, transferirlos
cuantitativamente a matraces volumétricos de 50 ml. Adicionar
30 'ml de fase mévil y colocarlos al ultrasonido por 3
‘minutos, dejar que 1la soluciénes recobren temperatura
ambiente y llevar a volumen con fase mévil.

6. SOLUCIONES ESTANDAR DE CALIBRACION.

) Transferir 1 ml de cada una de las soluciones -
'preparadas'en el punto anterior a matraces volumétricos de 10
ml, adicionar 2 ‘ml de la solucién del estandar interno Y
.llevar "a volumen con fase mévil. Concentraciones finales;
Acetazolamida 16, 20 y 24 pg/ml, cafeina 40 pg/ml. '
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7. PREPARACION DE"LA SOLUCION MUESTRA.

Determinar al péso pzoﬁedio de las tabletas a
‘ensayar y triturarlas.en un mortero hasta obtener un polvo
homogéneo. Pesar con exactitud una cantidad de polvo
equivalente a 10 mg de acetazolamida 'y transferirla
cuantitativamente a un matraz volumétrico de S0 ml.

Adicionar 30 ml de fase mévil y 1llevar al
ultrasonidc 5 minutos, dejar que las muestras recobren
temperatura ambiente y diluir a volumen con fase mévil.

Centrifugar una alicuota de la dispersidn
resultante a 3000 rpm durante 10 minutos; tomar 1 ml de la
solucidén sobrenadante y colocarle en un matraz volumétrico de
10 ml, adicionar 2 ml de la solucién .del estandar interno y
diluir a volumen con fase mévil.

8. CONDICIONES CROMATOGRAFICAS.

Inyectar las soluciocnes estandar de calibracion y
la solucidén muestra bajo las siguientes condiciones
cromatograficas:

columna: Lichrospher 100 C;5 5 um, 4 x 12.5 cm.
fase mévil: acetato de sodio 0.01 M/metanol 60:40.
velocidad de flujo: 0.5 ml/min.

longitud de onda: 254 nm.

sensibilidad: 0.5 AUFS.

volumen de inyeccidén: 10 pl.

velocidad de carta: 0.2 cm/min.

presién: 850 psi.



9. CALCULOS.

FR= (Ael/Aer)xPer,

Donde: A ei = Area del estandar interno.
A er = area del estdndar de referencia.
P er = peso del.estandar de referencia en mg

Factor de reepuesta promedio (FRP):

Es el valor promedio de los tres FR.
ng Iecuperados . (mg Rec.):

ng Rec.= ( A az / A ei ) x FRP

Donde: A az = area de écatazolamida / muestra.

A el = area del estindar interno / muestra.
3 de recobro (% Rec.):

A az FRP PP
% Rec.=

x 100
Aei 250 Pm
Donde: PP = peso promedio de las tabletas en mg.
: Pa = paso de la muestra en ng.
A az = area de acetazolamida / muestra.
A ei = Area del estandar interno/muestra.

a4
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B. VALIDACION ESTADISTICA DEL METODO.

1. PRECISION/REPETIBILILDAD.

pPara valorar 1la repetibilidad del método se
analizaron diez Iuestral"por separado correspondientes al
100% de acetazolamida etiquetada. Se determiné el coeficiente
‘de variacion, la desviacién estsndar y sus limites de
confianza al 95% .

2,. LINEALIDAD.

Para determinar 1la 1linealidad del método 'se
' prepararon doce soluciones a seis diferentes concentraciones
de placebos cargados correspondientes al 70, 80, 50, 100, 110
y 120t de acetaéolamidg etiquetada (20 pg/ml equivalen al
100% ). Se determind el coeficiente de correl&cién, el error
estindar de la regresidén, la pendiente y el intercepto; asi
como sus limites de confianza al 95% .

3. EXACTITUD.

Para determinar 1la exactitud del método se
utilizaron las mismas soluciones preparadas para linealidad.
Se determind para los % de recobro, la desviacién estandar, y
la media; asi como, sus limites de confianza al 95% .
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4, REPRODUCIBILIDAD.

La reproducibilidad fue evaluada por dos analistas
en dos dias diferentes utilizande un lote de la formulacicn,
se apalizaron un total de 12 datos. Se determiné para los
porcientos’ de reccbro, la desviacién estandar y el
coeticiente ' de variacién. Ademds, los resultados fueron
evéluados'por medio de un anAlisis dé varianza siguiendo un
modelo de dos factores aleatorios.

5. ESPECIFICIDAD.

Para determinar la especificidad del nétodo se
sometieron a condicliones de degradacién acelerada, materia
prima y -placebo de la formulacién bajo las' siguientes
condicliones: ’

o (solucisn) pH 2.3 s HCL1N 180 dias
OH™  (solucién) pH 12.2 / NaoH 0.1R 180 dias
ox (solucidn) H,0, 10% 180 dias
t° (solido) 80° - 180 .dias
Laz (s61i4do) . 3600 Luxas . 180 dias

Se prepararon muastras con los - compuestos
degradados Yy se inyoétaron al CLAP bajo las condiciones
propue_sta_s para el nétodo, pigina 44; teniendo como variante
que la determinacién se realizé a cinco longitudes de onda,
230, 240, 254, 270 y 280 nm.



47

ITI. RESULTADOS.

1. PRECISION/REPETIBILIDAD,
Los resultados obtenidos de la evaluacidn
estadistica de la repetibilidad son los siguientes, tabla II.

Las fdérmulas empleadas para llegar a ellos se encuentran en
el anexo A.

TABLA II.

REPETIBILIDAD DE ACETAZOLAMIDA EN TABLETAS.

ng _ADC. g REC, . % REC.
10.10 : 10.29 101.92
10.59 10.89 : 102.83
9.880 10.15 102.72
9.980 10.16 101.75
8,930 9.240 103.38
. 9.030 9.170 101.54
9.920 10.29 '103.69
9.970 10.27 102.99
10.60 10.97 103.46
10.03 10.40 103.69
s= 0.80
€= 0.76
X= 102.79%

Cv= 0.78



= Prueba de hipotesis:
Ho §g <15
Ha ¢ > 1.5
« Rasultado:
%2 cal= 2.56
x? (0.975,9)= 19.02

Por lo tanto, el método es preciso/repetible.

- Intervalo de confianza al 95%:

limite superior 1S= 1.4605
limite inferior LI~ 0.5502
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2. LINEALIDAD.

La tabla III y la figura 11 muestran los resultados
.obtenidos de la evaluacién estadistica da la linealidad del
método. Las férmulas. enpleadas para obtener dichos.resultados
se encuentran en el anexo B. ’

TARLA.IXI.

LINEALIDAD PARA ACETAZOLAMIDA EN TABLETAS.

xg_adc, % ADC. S rac. \‘ggc.

7.290 72.900 . 7.300 ° 73.000
7.050 70,500 7.020 70,200
8.150 81.500 8.160 81.600
8.070 80.700 8.000 80.000
8.990 89.900 8.920 89.200
9:070 90.700 " 9.060 90,600
10.00 100,00 9.990 99,900
10.17 101.70 10.28 102.80
10.91 109.10 11.00 110.00
11.06 110.60 11.03 116.30
12.04 120.40 12.18 121.80
12.09 120.90 12.12 121.20

Ordenada al origen a = -0,5014

pendiente b = 1.0070

cceficiente de correlacidn r = 0.9598
error estdndar de regresidn 8y/x = 0.6495
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Inferencias sobre la ordenada al origen:

- Prueba de hipdtesis:
He a=2g0
Ha afdo
« Resultado:

t cal = -0.3265
t (0.975,10) = 2.2010

Por lo tanto, puede considerarse que

estadisticamente a = 0 /

= Intervalo de confianza al 95%:

.L8S= 0.7276

LI= -1.7304

.:ngézgngigs sobre la pendiente:
- Prueba de hipdtesis:

‘Ho b =1
Ha b f1

51
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- Resultado:

t cal = 0.3746
t (0.975,10) = 2.2010

Por lo tanto, puede considerarse que
estadisticamente b = 1
Intervalo de confianza al 95%:
IS = 1.0201.

LT = 0.9938

Por lo tanto, el método es lineal.
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3. EXACTITUD.

’ A continuacidén se muestran los resultados obtenidos
de la evaluacién estadistica de la exactitud del métode,
tabla IV. Las fdérmulas empleadas para obteher dichos
resultados se encuentran en al anexo C. .

IABLA IV.

EXACTITUD PARA ACETAZOLAMIDA EN TABLETAS.

mg ADC. ng REC. % REC.
7.290 7.300 100,20
7.050 7.020 99,570
8.150 8.160 100,16
8.070 8.000 99.150
8.990 8.920 99,180
9.070 9.060 - 99.950
10.00 9.990 99,890
10.17 10.28 101.11
10.91 11.00 100.82
11.06 11.02 99,680
12.04 . 12.18 - 101.17
12.09 o 12.12 100.21

n=12.

8 = 0.6729

X = 100.09%

- Ptuebi_ de hipdtesis:

Ho p = 100%
Ha p % 100%



- Resultado:
t cal = 0.4633

t (0.975,10) = 2.2010

Por lo tanté, el mdétodeo es exacto.

- Intervalo da confianza al 95%:

LS = 100.51%.
LT = 99.66%

54
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4. REPRODUCIBILIDAD.
Los resultados obtenidos de la evaluacién del
efecto del analista y dia sobre la reproducibilidad del

método se muestran en la tabla V y VI. Las férmulas empleadas
para obtener los resultados se encuentran en el anexo D.

TARLA V.

REPRODUCIBILIDAD PARA ACETAZOLAMIDA EN TABLETAS

ANALISTA j
1 _ 2
101.79 " 101.49
1 101.99 101.61
102,03 102.40
DIA i
101.21 101.51
2 102.08 102.27
T 101.26 102.20
n=6 n=6
s = 0,60 s = 0,58
X = 101.63% %X = 102.12%
Y cv=0.59 t cv = 0.57
n = 12
s = 0,62
% = 101.88%
3 cv = 0.61



56

TARLA VI.

ANALISIS DE VARIANZA PARA ACETAZOLAMIDA

FUENTE OE GRADDS DE SUMA DE MEDIA Focal, F too,
VARTACION LIBERTAD CUADRADDS CUAURATICA
oi 1 3.6218 3.6215 2.1012 161.4
‘j 1 1.5716 1.576 0.8043 161.4
Dl” 1 1.5297 1.5297 .21 5.32

ik o s.1213 0.6703
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5. ESPECIFICIDAD.

Después de realizar el ensayo a cinco lengitudes de
onda (230, 240, 254, 270 y 280 nm), para las muestras de
materia prima degradada se encontré, gque bajo condiciones
oxidativas acetazolamida sufre su mixima degradacidn ya que
se encontrarcon 6 productos de degradacién. Bajo condiciones
degradativas &4cidas y basicas se forma 1 y 2 productos de
degradacidn respectivamente; mientras que a temperatura y luz
acetazolamida se muestra muy estable ya gue no aparece ningun
producto de degradacidn.

Por otro lado, las muestras degradadas del placebo
de la formulacién no muestran la presencia de.algin producto
de degradacidn bajo ninguna de las condiciones degradativas.

El analisis a diferentes longitudes de onda también
permitié eliminar la posibilidad de coelucién de algun
producto de degradacidn sobre el pico de acetazolamida.

Resumiendo, el método analitico propuesto es capaz
da detectar y separar los principales productos de
degradacion de acetazolamida y por lo tanto, puede emplearse
en estudios de estabjilidad.

En la tabla VII se muestran los resultados
generales ancontfados durante la evaluacidn de la
especificidad del ﬁétodo y los cromatogramas mis
representativos, figuras 12-17,



TARLA VIX.

RESULTADOS GENERALES DE ESPECIFICIDAD, 25.4 nm,

N
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MATERIA  PRIMA
CONDICION No, DE PRODUCTOS RESOLUCION ESPECLFICIDAD
DECRADATIVA DE DECRADACI O .
e 1 1.5 .
OH- 2 2.16 Y
ox s 0.82,0.63 .
to - . .
luz - P .

PLACEBO DE LA FORMULACION

No hubo formacidn de productos de degradacién.

* respecto al pico de interés, icetqzo'lamlda.
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IV. DIBCUSION DE RESULTADOS.

Para considerar un método analitico como confiable
éste debe de reunir ciertas caracteristicas; ser preciso,
exacto, 1lineal y reproducible. En el caso de mnétodos
analiticos para ser usados en estudios de establilidad, ademas
de las caracteristicas anteriores, el método debe ser
especifico.

Oficialmente la cuantificacién de acetazolamida en
tabletas se realiza por polarografia, técnica analii:ica que
en comparacién con la crofnatogratia de . liquidos a ‘alta
presién es menos sensible y sobre todo, al no'sar una técnica
de separacién dificilmente puede ser aplicable a estudiaos de
‘estabilidad.

En contraste, el método desarrollado demostréd ser
capaz de separar y cuantificar la = acetazolamida de sus
principales productos de degradacién y ademta,' cumplié con
108 requisitos necesarios para ser considerado un método
analitico confiable.

Otra ventaja que el. método desarrollado ‘posee, es
su rapidez, 1la p_reparacidn de las soluciones estandar y
muestras- consumen poco tiempo, asi mismo.el tiempo de corrida
para ‘el cromatograma es cortoe lo que hacen al método
versatil.
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V. CONCLUSIONES

Los raesultados encontrados al evaluar la
espacificidad muestran gue el nmétodo analitico desarrollado
es especifico, ya que logra separar a qcetazolamida de sus
principales productos de degradacién .

De acuaerdo a los resultados obtenidos de 1la
evaluacién estadistica, puede concluirse que el objetivo
planteado se cumplid, dado gue el método desarrcllado para .
cuantificar acetazolapida ademis de espacifico resultd ser
preciso, exacto, lineal y reproducibla.

Ademids de cumplir con los requisitos minimos de una
validacidén, el método en cuestidén posee otra caracteristica
importante, el tiempo total de anilisis es corto; tanto'en la
preparacién de muestras y estandares, como en el tiempo de
corrida. Por ello, este método puede ser aplicaﬁle no solo en
estudios de estabilidad sino también a ensayo de rutina
donde el tiempoc es un factor critico.
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ANEXO A.

FORMULAS PARA EVALUAR LA PRECISION/REPETIBILIDAD DB
UN METODO ANALITICO.

Hipb6tesis a contrastar: Ho 6§ € 1.5%
Ha g > 1,5%

Estadigrafo de contraste: (n-1) (s)?

= Decisidén estadistlga:
si x% < x% (0.975,n-1 gl)

" .El método se considera preciso en, cuanto a repetlbilidﬁd

= Intervalo de confianza al 95%:

-y 2 (n-1). (s)?
x% (0.975,n~1 gl) ¥2  (0.025,n-1 gl}

- Coeficiente de variaciocn:
’ T ovg 1.5%
% cv= ( s/ )} 100



ANEXO B.
g

FORMULAS PARA EVALUAR LA LINBALIDID.DB UN METODO
ANALITICO,

INFERENCIAS RESPECTO A LA ORDENADA AL ORIGEN:

~ Hipétesis a contrastar: Ho a=a2

Ha a ¥R
donde A = 0 .

- Estadigrafo de contraste:

a-aAa

t cal.= =
Sy/x =x2
n & XI -92 "
- Decisidén estadistica:

si "t cal. < t (0.975,n-2 gl)
y t cal. > t (0.025,n-2 gl)

Puede considerarse gque estadisticamente a = ¢

- Intervalo de confianza al 95%:

n =(xi - K2

a ¥ tey2 sy/x
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INFERENCIAS RESPECTO A LA PENDIENTE:

- Hipdtesis a contrastar: Ho b =B
Ha b & B
donde B = 1

- Eatadigrafo de contraste:

. _ (b-B) (Sy/x) Jn-1
t cal.= ---
‘Sy/x

- Decisién estadistica:

8i t cal. < t (0.975,n-2 gl)
Yy t cal. > £t (0.025,n-2 ql)

Puede considerarse que estadisticamente b = 1

= Intervalo de confianza al 95%:

Si ambas hipdtesis, tanto para a como para b son '
aceptadas, el método es lineal.
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ANEXO C,
'FORMULAS PARA EVALUAR LA EXACTITUD DE UN METODO

AHNALITICO

= Hipdtesis a contrastar: Ho n = 100%
Ha n # ioo%
- Estadigrafo de contraste:

Xt =n
t cal.® ccccmamaccao-

s/ /;—

- Decisioén estad;shlca:

Si t cal. <t (0.975,n-1 gl1)
Y t cal, > t (0.025,n~1 ql)

El método se considera exacto.

- ‘Intervalo de confianza al 95%:

xvteez . e fn
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ANEXO D,
FORMULAS PARA EVALUAR LA RE?RODUCIBILIDAD DE UM

HKETODO ANALITICO.

Modelo matematico ( 2 factores aleatorios).

Ylj = Dy + Aj + ADlj + E(ij)k

donde:
Yljk = porcentaje cuantificado por el i-enesimo
analista en el j-enesimo dia en la k-enesima repeticidn.

D; = efecto de i-enesimo dia sobre el porcentaje
cuantificado.

Aj = efecto de j-enesimo analista sobre el
porcentaje cuantificado.

ADij = efecto a la Interaccién analista-dia.

E(lj)k = error experimental.

INFERENCIAS:
a. ecto por .
S1 F a3 p<F (0.95) con gl D/gl AD

~ No existe efecto por el dia.
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b. Efecto por analista (A).
SL F ca) A <F (0.95) con gl A/glAD

No existe efaecto por analista.

c. Efecto por la interaccidn-analista-dia (AD).
SL F a3 ap < F (0.95) con gl AD/gl error

No existe efecto por la interaccién analista-dia.

Los tres criterios anteriores deben cumplirse para
© poder aSegurqr'que un método analitico es reproducible.



76

TADLA OF ANALIYIS DE YARIANIA
FUENTE DE GRADUS OF SUMA DE NEQIA DE ¥ cal.
VARIACION LIBERTAD CUACRADDS CUADRADOS
ey | ]
v ' 5 ane ¥ dta
ol 1-1 rnies w sess ciewasan  esaweas
113 113 (B8] M a-die
2 2
zv) Y LI,
A} 1 cteeme s sems emeemess ccenemes
(I Y KC L iedia

¥ i xy? ¥

L] -1}y ceceeen e oaee -
x ik
2
2 vl ic error
srror k-1 P I T L 4

haas k k-1




CANTIDAD / UNIDAD

BHEXQ E
RPLACERO DE LA FORNULACION
MATERIA PRIMA
Lactosa USP ) . 115.98
Almiddén de maiz 42,02
Polivinilpirrolidona 10.0
Estearato de magnesio 2.0
TOTAL 170.0

ng
mng
ng
mng

ng
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