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CAPITULO 1

INTRODUCCION

Siempre gue wuna nueva fogrma  farmaceutica va a ser
introducida en el mercado: debe estar respaldada. entre atras
tosas, por u4un estudio de estabilaidad. Diche estudio de
estabilidad debe asegurar cque la formulacion es estable., es

decir., que el megicaments conten:ide en un cdeterminado
material de empague mantiene. dentro ce losg limites
especificados durante el tiempo e alraceramiento v usO. las

caracteristicasfisicas. guimicas. micrchiologicas, teracouti-
cas v téricas gue tenia en el momentic de ser ¢fabrizado.

Para poder efectuar adecuadamente un estudic de estabil
dad de una forma farmacéutica es necesario conta” ©on meicd
analiticos para los principics actives, gue sean capates
cuantificarlos sin gue interfieran los excipientes. los
productos de degradacién v las sustancias broducicdas BoOr la
interaccion de los componentes,

Debido a esto, es necesario contas con  técnitmas  de
analisis que estén adecuadamente vaiicadas. L(a validacion de
un método analiticoc es un orcteso por medic del cual S8
asegura la utilidad v confiabilidad de los datocs obtonidos.
Pocr 1o general esta incluve una evaiuacien de 15 linesl.dad.
precisién, exactitud, especificidad. estsbilidad de lsa
muestra v tolerancia del sistema.

El desarrollo de una nueva formulacidn de comsrimicos
conteniendo Sulfametorazol vy Trimetoprim tace necesario
tmplementar una tecnica de cuantificacion ce lGs prirciplos
activos para estudios de estabiligad. Con este trataio se
desarrwolla v valida un mésouo indizagc- de estabilidad oara
cuantificar los principios activos., por cramatooraii« de
liquidos de alta -~esolucidn.



CAPITULO 2
GENERALIDADES
2.1 MONDGRAF1AS DE LOS FARMACOS:

2.1.1 SULFAMETOXAZOL :11. IO
NOMBRE GENERICO: Sulfametorazcl.
HOMBRES QUIMICOS Y SINONIMOS:

seuldany

1.- W'- (S-met1i-3 1sorazolil
- iscorar

2.- 4 ~aming -N- (S~ retid
beancensu! fonamida.

3.- S-metil-3-sulfanilemida isoxazol

4.- i-(g-aminc fentl sulfonamidal =5~
metilisovazeol.

S.~ Bulfisomezol.

6.— Sultametil 1sc.azol.

7.~ Sulfarmetorizel.

8.~ Gantanol.

G.- Sinomin.

o w

i
-

FORMULA CONDENSADA: C1oH31N3 338

FORMULA DESARROLLADA:
9 1

i}
HZN—Q—S—N 7
o N\O\>~CH3

PESO MOLECVHLAR: +93.z28

DESCRIPCION: Palwo cristal
inodaor o,
PROPIEDADES FISICAS:

biamt o, eraticamnente

a) Espectro Infrarrojo: 74y £1i gudELir O
Intrarroic de uns  sustancia gabtron g referencia e

Zulfametox s murstra  un dla fiear s T




Bangas Caracteristicas: (11)

~1

Frecuencia tcm 7} Banda caracterictica

2269 v 3I7% N2 (estrechal

30U NH iestrecta)

lals Combinac:on de la defcr-
matior de NHz v el anilio
1soxazal {estrechar,

S00. C=C A-gmatico (estrecha’.
Sle Asimetricclestrechal.
SOz “imetrico testrechal.

2 H's advacentes al aniile
bencenico.

L) Espectro 90 Resonancia Magnetica Nuclear:
El  espectro de RMN de H de urs sustanctia natron de
reterencia de Sulfametaxasol se muestra en la fiaurs 2.2
11y,

¢) Espectro de ultravioleta: (24) El espectro
UV de una sustancia patron de referencia de Sulfametorazol se
muestra noia fiaura 2.3,

d) Intervalo de Fuslon: 170-172%C.

@) AnAlisis Termogravimetrico CATGY: o

U,
oresenta Derﬂxga de oezo cuando es calentado a 1050 a wuna
velocicad de 10°C/ mirm de calentamiento, (4]

£ Solubilidad a 25°C: a1

Disolvente Solubtlidad ma/ml
Aqua .5
Alcahol 30.0
Benceno 0.5
Clurcfarnc v
Evano? 3% 37.6
Eter de petrulen a.2
Eter etilic 2.7
lsoarovancl e.8
Metanol A
MaCH Q.11 lo.0

g) Constante de Disuciacion: El pka del Sul-
fametotazol determinado escectrofoturetricamente es ge 5.55 v
aor  valoracror con  un exceso ¢i solucion 0.1 N de  acida
clorsidrico es S.63  (11),  Nakaakr, Tcaa v Terada (6)

O -
renpartan un valor de pka a Z5°C de 5.6.
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h) Polimorfismo: Se han 1dentificado tres
torrmas polimerficas ge Sulfametoxarci .16 o 11T, lezclas de
ta forma I v Il se obtienen cde ia recristalizacion con
n-zutansl. acetcrna. metarnol., azua v hielg aszetana.

La fcrma 1! crocuce una encoterma  ©e  transicion
)

agroximadamente a 166 C: la temperatura esta relacionada

intimamerte con la terteratu-a de fusidn « el calcr de

transiian no cuese ser geterminaco 1ndecendientemente per
calorirmetrisa Jiferencial. La orocorcién aproaximada entre el
area gel T:izc de transicien v el Gica de +{usion es (116}
adc del termoerama. &31 pues la enerata total mecdida
incluve e! calor de trans:icion, anrc-irmagamente 1| Feal/mol.
v el calor ce ftusiren aprcoimacamente S kcal/facl.

Lescues ce aque la fcorma 1l se caiienta abroricadamente a
168°C el esoectro IR ce observa identicec al ce la forma 1. La
difraccien de ravos Y de las dos fcormas  son similares.
Aparentemante la forma J] ouede transformarse en la forma 1.
cerc e&sta tramsfcormacion reaquiere Ce enercra. El calor  de
fusiasn  estimado para la forma 1! es aprorimadamente de 5
cal/mol. (26

SINTESIS: ! Suliametoxarol se srepara  ©or  una reaccion
auimica entre el S-metil-3-aminoisoxazol con cloruro de N-
acetil-p-aminchencensultonilo. El arupo atetilo se cesorende
de la molecule nara dar Sulfametoxazol. (11} Fiagurs 2.4.

9 Q
m,c-cai—O—g-a + M@—o«, _— w,g-nn-@—

Oa1=O

H

Clerure de N-acetii- S-metil-s-amiro- 3I-ip-aceiilsulfa-
F-aminobencensutfontio 1soxazal ralamidar-B-metil-
rsoxanol
¢
o
o 218
) o
Kl S-N
1 )\ &
0 N D-cny
o

SULFAMETOXAZOL
S=Motit-3-sulfonamda-

t=oxazol

tigura 2.4 - Princinal Sintesis del Sul fametorazol



DEGRADACION: Cuando una scluzién de Sulfametoxazol se
coloca a reflulo en sclucion 0.4 M dg NallH rno se ocbserva
descomposicidn por cromatoarafia en olaca fina (CPF)., Cuando
el Sulfaretorazol se ocne a refluio en solucion 0.4 N de HCL
la malecula se parte para formar acido sulfanilico v S-metil-
T-amira 1s%cxaiol v si se e<tiende el calentamiento. se
detectan 3 productos diazcaties por cromatcgrafia  en naoel.
El Sulfametoxazaol es estabie a 110°C sor § dias. (1)

2.1.2 TRIMETOPRIM: (11, 209

NOMBRE GENERICO: Trimetodrim
NOMBRES QUIMICOS Y SINONIMOS:

1.~ 5-{(3'4°S’~ triretoxifenilimetill-2.4~
pirimidinadiamina.

2.- 2.4-diamino-5-(3'4’5' -trimetoxibencil)
pirimidina.

3.- Monotrim,

4.- Prolowprim,

S.- Trimpex.

&.- Svraprim.

7.- Wellcoorim.

FORMULA CONDENSADA: C1sH18N403

FORMULA DESARROLLADA:

H3CO
3 —N
H3C0~©1)42-<\ />~NH2
N
H3CO NH3

PESO MOLECULAR: 270,32

DESCRIPCION: Folvo cristalino. blanco o0 amarillo
valido. inodoro.

PROPIEDADES F1SICAS:
a) Espectro Infrarrojo: (Z1) El esoectro

infrarroio de una dispersidn de Trimetoprim sustancia patrén
stra en la fiaura 2.35.

de reterencia en FEr se mue



<

Bandas Caracteristicas: (i)

Frecuencia fem?) Banda rtaracte-istics

3318 NH2 asimétrice (estrechal.

3414 NHz simétricn lestrecnad.

301¢C CH aromatizo estreshal.

2966, 2940 v 28B40 CH alifatics lestrechal.

1616 v 1993 defeormasion cel Nez tras-
lagada con el snilic sroma-
tico.

1308 Anillo Aromadtico.

1452 Defurmacidn oel CH.

1236 v 1129 Metoxido aromstico.

o

b) Espectro ‘de Resonancia Magnetica Nuclear:
£l esoectro de RMN de H de wuna sustancia patrdn de
referencia de Trimetoprim se observe en la figura .6, (11},

¢} Espectro de Ultravioleta: (24} £} esgcectro
de una sustancia aatrén de referencia de Trimetoprim se
muestra en la figura 2.7.

d) Intervalo de Fusiont El Trimetlosrim funde
aprozimadamente de 199 a 202°C. (24)

el AnAlisis Termogravimetrico CATGD El
Trimetoprim oresenta una pérdida de geso Cr acuerdo a la
si1gquiente tabla (il):

T°c 145 225 285 3325 S0¢

% Pérdida [} 2.4 26.0 47,0 80.C

£) Solubilidad a 25°c: (11, 24
bisalvente Soiubilidags a/100ml

Acetona

Aqua

Alcohal Bencilico
Benceno
Claroforme
Dimetilacetamida
JEtanal 5%

Eter de Petrdjeo
Eter etilico
Isouropanol
Metanol
Prooitlenalical
Tetraclorure de cacbono 0.2
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g) Constante de Disociacien: ue e
ooco ssiuble en acua el oka del Trimeizor:i- Terminacs
oreparando una sclucles ©on una me:icla -azia 8
varias concentrafiones v aescue:s tituland > soiuzion e

MaOH. E!l oka encontrado fue de &.&. (11

h) Polimorfismo:

acerca de las formas polimérficas a
s1do regristallzado de varios crma
cristalinas han si1dp investigadas por trra IR,
v difraccion <e ravas X. El zrist 2mtomerte
encuntradgo cel Trimetogrim  s2@ na ] varios
disolventes organicos v s&  dendta o« N v es
triclinico, Se reporta la existencia de un sequnde pdl:imortp,
la forma 11. que tue recristal.zado de tolueno, el cristal es
monoclinico. La forma 11 pasa a la forma 1 con calentamiente

o e
2007C. Existen diferenclas significativas re lce esoectros

a 170°C v consecuentemente tendrd el mismo £untD ce  fusion:
ent
IR v difracc:on de ravas X de la forma 1 v Il

SINTESIS: El Trametoorim se prepara de acuerdo a 14
reaccion de la figura 2.8 . Une mezcla de metanoc!l. scd:ao,
3.4.5-trimetoxibenzaldehido v B-metoxipropionitrilo se celcoa
a reflujo durante 7 horas. El oroducta 3I,4,S-trimetox
metovimetilcinamognitrilo =g rpone a reflulo durante tcda la
noche con metancl en presencia de sodic. El croducto obtenido
se extrae con tolueno v se recristaliza opara  formar el
dimetilacetal. E! Trimetoprim se produce a! porner a refluyo
el dimetilacetal con auanidina en una solucicen de metanol.
Los cristales secous son solubilizados con metanol., fi1ltrados
v recristalizados. (11}

My, L¥-.]
* ? " 008, ooy o 8 Ot 0cHy
- ———y
neo + $0GH Oy e e {1y
o
Hyo
3.4.5-Trimoloxi - f~Metoxrpropro— 3.4.5-Trimetox1 -2«
benzaldehida nitrito . met oximett L el namor -
trile
we
ot . N,l(c g
HyeR Z—-oc«, m:' —_——
- EreT)
B e b
B0
3,4,3-Trimetoxi~2 -crana- auanichna TRIMETOPRIM
dihidroci namaldehi do dime- 2,4-deamino-5-1(3,4.5
il acetal trimetoxibencili-pi-

rimidina

Fiqura 2.8 - Princinal Sintesis de Trimetoorim.
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DEGRADACION: Se nproduce por calentamiento de la
materia oprima bajo reflujo con acidez media © exponiendo una
suspension de Trimetoprim con varias soluctiones reguladoras a
la luz directs, S productcs de dearadac:on se han detectade
por RMN vy por espectrometria de masas.

_ —N
RS o'@a \ n’>;R_l

R2

R1 R2 R3 R4
1 NHz NHz CH3 =ChH2-
11 OH NH2 Chz2 —-CHz-
111 NHz OoH H ~CHa~
v NHz OH CHs ~CHz~
v NHz Nz CHa >C=0
vi OH OH CHa ~CHz~

Comprimidos de Trimetoprim empacados en frascos de vidrio
ambar vy frascos de polietileno opacos de alta densidad caon
tapas metalicas fueron almacenados a temperatura ambiente
durante 5B meses. No se detectd ningun cambio ff{sico en su
aparencia. no se detectarocn oroductos de degradacién por
cromatografia en placa fina. {4}

2.2, METODOS ANALITICOS

2.2.1 SULFAMETOXAZOL

2.2.1.1 Anilisis Elemental:s (11}

o Elemento “Teorice
C 47.43
H 4.38
N 16.860
s 12,465

2.2.1.2 Cromatografia en Placa Finar Se uti-
liza para separar al Sulfametoxazol del acido sulfanilico
v de la sulfanilamida. Se utilizan cromatoplacas de silica
gel G v comp fase movil alcohol: n-heptanos clo~ofecrmo v
acido acetica alacial (25:28:2537): la nmuestra de



Sclfametcxazol se cisuelve en metancl amoniacal. se aolica v
se ceja ascencer por ia cronatcclaca hasta gue la fase movil
alcanza las I/4 partes ce esta. s€ retira., se seca v S rocia
con el reactivo de Erlich. (23)

Rf’'s aproximados: Acics sulfantlice
Sulfanilamica
Sulfametorarol

o0
N U e

2.2.2.3 Analisis Espectrofotomatrico: Se lleva
a cabo usands solucion N. 1IN de Nalk ccmo disclvente., En estas
cendicicones la Lev de Beer se cumple entre 0.26 mza/ml a 26
mea/mi. (11}

2.2.1.4 Analisis Colorimetrico: Se lleva acabo
mec:ante la diazoacidn con clorurc de N-(l-naftiletilen-
diamina) El color rojo resultante ebsorbe a 530 nm. (11)

2.2.1.5 Analisis VYolumetrico: La valoracion
cotenciométrica con NahNBz es el metodo de seleccion . La
muesira secs 5@ disdeive en 4cido acetico alacial diluido
t1:2). Se acicicna HCl. la solucion se enéria a 15°C e
inmediatamente se valocra con solucion G.!M de NaNOz. E! punto

final se detrcta potencioméiricamnte usando un electrodo de
calomel /PL. Cada ml de sclucier 0.0!M de NaNO2z suuivale a
25.22 mc cde Suléametoxazal. (24)

Se opuece- valcorar tambien con sclucisnn O.1n de LiCCHa en
dimetiléormamica usande azul de timol como  indicador. El
sroten de la Sulfanilamida es reemslazadoc oor el ion Li'.
Cada ml ce solucisn O.1N de LiOCH3 eauivale a 25.223 mg de
Sul fametoxazal. (11

2.2.1.6 Analisis por CLAR: Un métods i1ndicador
de estabilidag para Sulfametoxazol utiliza una columna de
silica de 10 micras de tamafio de garticula. una fase movil de
isopctanoc: clorurc de metileno: 2 gropanol: acetonitrilo:
acido aceético glacial (70:25:5:5:0.5) v un cetector UV de 254
nm., £l metodo puede inzlusc usarse para detectar la presencia
de Sulfanilamida i1ncrementandc la oroporcién de acetonitrile
e i1sopropanci en la fase mdvil. (17)

QOtro metedo vtiliza una zolumna LiChrosort-NHz . una fase
mbvil cde hidrésido e amonio conoentr ado: agua: metancl: eter
etilico (G,1:4:12.5:83.4) v un detector a 254 nm., Con ests
técmica 38 puede cuentificar Sulfonamidas en conwination can
Tr:imetoorim en comprimidos, suspensiones v sunositarios. (32

Otre  meétodo bara  wuantiiicar Suliametoxszol es €1 gue
vtiliza una columna Cis pBondaoak. Zetector UV s 254 nm ., una
fase mavil ce scetonitrilas arc:1do. acetico: agua
1Z22.5:1:76.95) usandc comb patron interno sul fabenzamida. Caon
©¢sie metodo =e pueden tveitectar otras  suifonamidas v es
1ndicador de eetabiligad. (23

i meto?o pera analilsis de rutinag oor CLAR  utiliza uwna

12



columna wBondaocak 18 con una ‘fase mdvil gue constiste en
acetonitrile v wuna solucidén Q.005M de +osfatoc ce ootasic
dibasico con un detectoer a 214 ¢ 254 am. (2)

2.2.2 TRIMETOPRIM

2.2.2.1 Analisis Elemental:

Elemento %Tedrico
c 57.92
H 6.25
N 19.30

2.2.2.2 Cromatografia en Capa Fina: £l
Trimetoprim v su precursor inmediato 3.4.5-trimetoxi-2°-
ciano~dihidrocinamaldehido dimetil acetal se secaran baioc
las siguientes condiciones (4):

FASE ESTACIONARIA: S:lica Gel
FASE MOVIL: Benceno: éter etilico: metanol:
NH20H cone, (50:50:10:1.
MUESTRA: Trimetoprim en metanol. Aclicar
0.05 ml.

Dejar ascender la fase mévil 1S5 cm a traves de la
cromatoplaca. La deteccidn se ouede hacer de I formas:

1.- Luz UV de baja lonaitud

2.- Rociar la cromatoplaca con una mezcla de 5 ml  de
una solucien de 0.B a de nitrato de bismuto en 12 ml de acido
acetico glacial v S ml de una solucién de mercuric en veduro
de onotasio en 10 ml de agua. UColocarlos en un matraz
volumétrico de SO0 ml llevandolo a volumen cen acide sulfurico
at 10% .

3.-Rociar la cromatonlaca con solucion al 1CY de HaS50a
v oosteriormente con una mezcla 1:1 de soluciosn al 10%  de
claruro férrico 104 v solucién al 8% o/v de ferricianuro de
notasic.

2.2.2.,3 Analisis por CLAR 3 Un nmetodo de
analisis por CLAR para Trimeteorim se tleva a cabo Gayo las
siguientes condiciones (11):

COLUMNA: Acero 0.5 m. I mm de d:iametro internag.

EMPABUE: Merckosorb S1 60: tamafico ce particula 5
micras,

FASE MOVIL: Metanol: clisroformo: ctanol: NH4OH
cencentrado (10:89.9:0.58-1:0.17,

VELOCIDAD DE FLUJG: 0.6 ml min.

DETECTOR: UV 270 nm.

SUSTANC TR PATRON DE REFFREMTTIA INTERNA  (3PRI1D;
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2-amino-pirimidina.
VOLUMEM DE INYECCION: 2 mcl de wuna solucien
metandlica aque centenga 1 a 2 mcg  de
Trimetonrim vy de la SPRI.

Primero eluve la SPRI secuido del Trimetoorim a un tiempo
de retencion acreximado de unos 1C min,

Otro metodo ovara analizar Trimetobrim reaguiere de lo
siaquiente:

COLUMNA:  Acerc Inoxidable 25 cm % 4.6 mm  de
diametro interno.

EMPARQUE: Zorbax TMS: tamafio de particula 7

micras.

FASE MOVIL: Acetonitrilo: l-oropanci: metanol
tetrahidrofurano: acido acetico
aqua. (5:20:15:25:1:34:.

VELOCIDAD DE FLUJIO: 2 ml/min,

DETECTOR: UV 291 nm.

VOLUMEK DE INYECZICK: 20 mcl de wuna solucion
etanslica que centenga 10 mcg/ml
de Trimetoprim.

La bibliograffa comenta que este metodo es aaecuado para
cuantiféicar Trimetoprim en opresencia de productos de
degradacién en su forma farmacéutica v bajo sus condiciones
de analisis.

Un método de cuantificacién de Trimetoorim en suero v
orina suquiere el siguiente sistema:

COLUMNA: C 18 25 cm * 4.6 mm de diametro interno

FASE MOVIL: Metanol: acido fosférico 0.05 M
Lauril Sulfatc de Sodio. (LSNa)
(70:30:0.17)

VELOCIDAD DE FLUJO: 2Z ml/min,

DETECTOR: UV 230 & Z?0 nm.

VOLUMEN DE INYECCION: 20 mci.

2.2.2.4 Analisis Espectrofotometrico: Un me-
todo espectrofotométrice directo para el analisis de
Trimetoprim requiere de la formacion de un par~idnico con
verde de bromocresol midiéndose la absorbancia de la amina
orimaria a 413 nm. Este método se ha utilizado opara
comprimidos de Trimetoprim v para comprimidos en combinacion
con Sulfametoxazol. (1)

2.2.2.5 Analisis Yolumétrico: Puede ser
analizado potencicmetricamente pesando de 0.8-C¢.9 g de
Trimetonrim disolviendo en 100 ml de anhidrido acético: acido
acético (%0:10) v valorando con sclucien O.IN  de acido
perclérico en Acido acetico alacial. Cada ml de la sclucion
O.1N de acido perclorico en acido acético eouivale a 29.03 mg
de Trimeteorim. (11, 24)



2.3 FARMACOLOGIA: (9, 121

La introduccidn de Trimetoorinm cambinado con
Sulfametoxazaol caonstituvé un progrest  important en el
desarrolla de agentes antimicrobiancs clinizamente efectives
v representa la aplicacidén practica de wra cons:deracion
tedrica. es decir. que si cas farmaszos actuan scbre npasos
secuenclales de la via de una reaccién enrzimatica otligada en
lacs bacterias. el resultado de su combinacidn es sirergico.
Amplios estudios bicouimicos de! mecanismo de accion de esta
combinacidén de compuestcs indican claramente cue asi oourre
en realidad. Los detalles de los mecsnismos de accion de esta
combinacion estuvieron definidos mucho antes de estatlecer su
gama de efectividad clinmica.

2.3.1 Espectro Antibacteriano: €1 espectro antibacte-
eriano del Trimetoprim es similar al de! Gulfaretaoxazol.
aunque el primerc, es generalmante de 20 a 100 veces mas
potente que el sequndo. Los dataos oresentados aau: se
refieren a la actividad antimicrobiana de la combinacion de
ambos aqentes.

Son inhibidas todas las cepas de pneumont ag, C.
difteheriae v N. meninagitidis son sensidles al
Trimetoprim-Sul fametoxazol Del SO al 95 % de las cewas de G,

aureus. S, epidermidia. S. pyogenes . el grunc Viridans ‘de
estreptococos S, faecalis E.coll P. mirabilis. P, morgsnii.
P. rettoeri Enterobacter sg. Salmonella sB.. Shicella sb.

P. pseudomallei, Serratia sp. v especies de Alcalicenes.
También son sensibles especies de Klebsiel Brucela Abortus.
Pasteurella haemolvtica. Yersira pseudotuterculosis v
enterocelitica v Nofardia asterpides. Muy pocas cepas de P,
aeruainosa son sensibles. Las ceoas meticilina-resistentes
de S. aureus. aunque tambien resistentes a Trimetoprim o
Sul fametoxazol por sf{ solos. son gereralmente susceotibles a
la combinacidn. Es evidente una interaccon sinergica entre

los componentes de la preocaracién. incluso cuando los
microorqanismos son resistentes a la Sul fonamica. o
resistentes al Trimetonrim. Sin embargo. el grado maximo de
sinergismo se produce cuando los microorgQan: smos san

sensibles a amhos componentes,

2.3.2, Mecanismo de Accidén: La actividad antimicroniana
de la combimacion del Trimetcorim v el Sulfametorazol resulte
de sus accianes sobre dos sasos de la via enzimatica oara lea
sintesis del acido tetrahidrofelico. La sulfonamida inhibe la
incorporacion de 4ci1do p-amino benzoico  (PABA)  al acido
folico. v el Trimetourim previene la reduccion de
dihidrofolato a tetrahidrofolato por la enzima dihicraofotato
reductasa. El tetrahidrofolato es la forma del folato
esencial para las reacciones de transferencia de un carbaono.
oor ejemplao. la sintesis de timidilate a partir de
desoxiurilidato. La toxicidad selectiva para los
microorganismos se logra de dos formas: tas ce#luias de los
mamiferos wutiliran tolatus oreformados de la dieta v no
sintetizen el  comcuecto. Ademss el ‘rimetoorim es un
inhibidor muv selectivo de la dihidrofolato recductasa de los
organismos thferiores. Esto es de vital wmoboctarcia.  poroue
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esta funtion enzimatica es fundamerntal en tcocdas las esoecies.

Existe una relacion ogtima entre las concentraciones de
1z 2 agentes gara el sinercisms, v la misTa e< :gual a 1la
re.aczion entre las conecentraciores 1nhititorias minima de los
farmaccs cue actuam en  forma ircependiente. Aungue esta
relazien wvaria en las ciferentes bactterias, la mas efectiva
vara el mavyor numers de microcrganism2s s igual & S partes
de €Eulfarmetosazc! por 1 parte de Trimetoprim. En esta

croocrolsn < decicc a la ocotenciacion preductida. la
asortiazion citada lleca a ser bactericicda en concentrationes
terageutizas en el hcsore. Dete sefalarse aque 'a citada

zotenciasiss  se oroduce con todas la sulfonamidas perc se ha
eleaido el Sulfametoxazol cor dos circunastancias: al el
Sulfametoxazc! es una sul fonamida potente: k) la vida media
de ambos farmacos eBs  Mmuv  semelante. Se mangra Que su
agmiristrac:on ouede realizarse conjuntamente a intervalos
convenientes

2.3.3 Resistencla Bacterianas ta +recuenc:a de
desarrollo de resistencia bacteriana a Trimetonrim-
Sulfametoxazol es menor que para cualguiera de elles por sl
solo. vy esto es logico porqQue un microorganismo qQue  ha
adguirido resistencia a uno de los comoonentes fuede ser
dgectruido scr el otro. Microorganismos resistentes a

Trirmetobrim cueden surgir nor mutacidén. La resistencia de las
bacterias G(-) s ascIla a menude can la presencia de
factores A aue puegen transferirse a microorganismes
suscentitles ©

roZRNjuzatisn.

2.3. 4 Absorcién, distribucién y excrecidn: Después ce
una sola cdosis oral del oreparado combinaco. el Trimetoprim
se absorte mis rapidamente ocue el Sul fametoxazol. La
adminicstracién simultanea de los farmacos parece hacer mas
lenta la adscrcidn del Sulfametoxazel. Las concentraciones
sanquineas maximas del! Trimetoorim se alcanzan generalmente a
las 2 hrs en casi todos los rpacientes. La vida media
del Trimetaprim v Sulfametoxazol es ce unas 10 v § hrs res-
cectivamente

Cuando se administran 800 mg de Sulfametoxazol cen 160 mg
de Trimetoorim dos veces por  dia. las concentraziones
clasmaticas maximas de los dos farmacos son  aoroximadamente
a0 v 2 mcasml, la relacion optima aue se busca.

El Trimetcorim se distribuye racidamente en los tejidos. v
aaroximadamente el 70 % se une a las croteinas del plasma  en
presencia de Sulfanetoxazel. El volumen de distribucion del
Trimetoor:m es unas & veces maver al cei Sulfametoxazol. El
tarmacc entra facilmente en el ltauido cefalorracuideo v el
esputo. Altas concentraclones de cads componznie de la mez2cla
se encuentran también en la bilis. Aoroximagamente el 65 %
del Sulfametorazol se une a la oroteina del olasma.

De un 25 a S0 % de Sulfametoxazol v hasta el 50 % del
Trimetoorim se excretan por la orina en 24 nhrs.

2.3.5 Efectus Indeseabless NMc hav indicios de que la
combinacion Trimetoprim-Sul fameto.azol administrada en
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personas normales en las  dosts recame
deficiencias de folato: operc st cuede ser
celulas del paciente son deficientes er

casos el Trimetosrim-Sulfametoxazo! ouede ra
blastosis, leuccpenia a trombocitocenia. Ao Zan
75 % de leos efectos desfavorables afectan @ la piel. Son
rarcs la dermatitis exfoliativa., el sincrome de Stevens-

Johnson v la necrolisis epidérmica  téxica N atarecen
principalments en individuss mavores. Nauseas v vomitos
constituyen las princinales reaccicnes castrointestinales: la
diarrea es rara. Glositis v estomatitis son relat:vamente
comunes. Cefalea. UCepresion v alucinacicnes scn las
reacciones del SNC. Se llegan a presentar también reacciones
hematologicas como anemia. v trastornas de la coagulacidn,

La administracidén previa o simultanea de ciureticss puede
ccasionar mavor riesgo de trombocitopenia. escecialmente en
pacientes ancianos con insuficiencia cardiaca: puede provosar
la muerte. En cacientes con enfermedad renal cuede ocasionar
deterigro permanente Je la funcién renal.

2.3.8 Usos Terapéuticos:

- Infecciones del tracta urinaric : infecciones
créonicas v recurrentes del tracto wurinario. Uti! para
eliminar © reducir marcadamente Jas enterocbacterias que
radean e! arificio wuretral. €1 Trimetecorim es a menudo
efectivo para el tratamiento de orostatitis bacteriana, til
para reducir infecciones del tracto urinario de la mujer asi
coma el numero de enterobacterias cue habitan el intreoito
vaginal.

-lnfecciones Bbacterianas de las vias respiratorias:
Efectivo para las exacerbaciones acudas de la bronauitis
crénica. No Zepe utilizarse en caso de faringitis
estreptocdccica pues no elimina al microorganismo. Es aficaz
oara la otitis media aguda en niffos v para la sinusitis
maxilar aguda en adultos. causada par cepas suscentibles de
H., influenzae v S. pneumponjiae.

-Infecciones gastrointestinales: Util en el tratamiento
de shigellosis, flebre tifoidea aungue el cloranfenicol es el
farmace de eleccién para esta enfermedad.

-Infecciones genitales: Efectiva para el tratamiento
de uretritis gqgonococcica aguda en hombres v mujeres. La
combinacion no es capaz de orevenir la incubacion de sifilis
ni de curar la enfermedad va establecida.

-Infeccion por Ppeymocwstis carinii.

~Dtras Infecciacnes: Se ha sugerido que Trimetoprim-
Sul fametoxazol opuede ser efective en la terapeutice de la
brucelosis. incluso en presencia de lesiones localizadas como
artritis, endocarditis u orquiepidermitis.



2.4 CROMATOGRAFIA DE LIQUIDOS DE ALTA RESOLUCION:

2.4.1 PRINCIPIOS BASICOS Y TERMINOLOGI A3 11E, 24y

El ternmino " Cromatografia™ se ha adeptado universalmente
cara cubrir a la “ctencia z2p las separacisaes”. El térming

atarca las tewunicas cagaces de hacer aua mezclas de
corpuestos  cuedan ser  separados tomanda  en tuenta sus
diferentes oropiecades fisicas v guinicas. Estas diferencias
estan gonernadas por el grado de migracién de los

comaanentes de wuna mezcls que pasan a traves de wuna fase
estacipnaria oor influencia de un fluido en mavimienta.

La columna cromatografica es impartantisima en la
separaci&n de los componentes cde una mezcla., al igual aque el
establecer las condicirones bajio las cuales los componentes
individuales <fluven a través de la columna a velocidades
diferentes debico a la influencia de movimienta de 1la fase
movil © acarreador.

tas diferentes grades de elucién son debidos a la
interaccion entre los solutos de la muestra v los componentes
de la fase ectacicnaria. Hav 4 principales mecanismns en
cromataegratia de liguidos por lot cudles los companentes de
una mezcla son retenideos selectivamente:

1} Creomatoarafia Liauido-tlguido: Conde el factor
determinante son los diferentes coeficientes de particioen.

2} Cromatografia Liquida-Solida: En el cual el
efecto aoredominamte es la adgsorcién en superficies como la
s{lica gel.

31 Cromatograffa de lntercambioc Idnico: En conde
existe una disociacién de electrolitos fuertes v débiles.

4) Cromatografia de Exclusién Molecular: En  adande
el factor mas importante es el tamaffe v forma wmolecular de
los sclutos.

2.4.1.,1 TIEMPO DE RETENCION (L)

Es el tiempo Que la muestra permanece dentro oge La
columna v se mide desde el momento en que la questra  se
introduce en el sistema hasta oue se abtiene el cuntoc maximo
de la sefal o nico. £l tiempo dge retencion es caracteristico
de la muestra, la columna., la fase mévil v la temoeratura.

Cuando la muestra no experimenta ningquna interaccicon con la
fase estacisnaria, ésta wasa sin ninguna retencison v entonces
se ditce gue eluve en el volumen vario o tiemun muerto de l1a
columna. Fisicamente este volumen renresenta el espacio
intersticial entre las particulas del empaaue de la columna v
cualguier goro del empacue mismd oul puedd =er ocupada cor la
fase movil.
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2. 4.1.2 NUKERO DE PLATOS TEORICOS (N)>.

Un oplato tedrico es el eauilibrio de distribuczién
muestra entre 1a fase mdvil v 1a
determina de acuerdo con la ¢érmula:z

v ()

= nimera de platos teoricos.
tiempo de retencion del soluto.
= ancho del pico extrapolandao los
la linea hase.

de la
fase westationaria. GSe

2

donde:

£erz
Ll

lados cel pico 3

La habilidad de una columna para minimizar la extension de
un pico se refiere a la eficiencia de la columna: legrar alta
eficiencia en una columna es unc de log abjetivos

primordiales en el desarrollo de la moderna cromatogratia de
liquidos.

—— Iny@cion
= Iny:
A e—Frco de Alre

I

TIEMPO e

Fiqura 2.% - Regresentscisn de un Crormatograca.




2., 4,1.3 ALTURA EQUIVALENTE A UN PLATO TEORICO CAEPT)

Es la longitud de la columna recuerida cara obtener un
eguilivoric de la muestra entre la fase movil v la fase
estactonaria. Se calcula como:

L
AEPT =
N
donde:
AEFPT Altura Eguivalente a un Plato Teorico
L Ltongitud de la columna
N = Ngmero de nlatos teoricos.

2.4.1.4 COEFICIENTE DE DISTRIBUCION O REPARTO (K>

Es la relacion de la cantidad de masa del soluto en la
fase movil v la fase estacionaria. Se representa por:

Cantidad de muestrasmililitro de fase estacionaria

it

K

Cantidad de muestra/mililitro de fase mévil

Es una propiedad fisica caracteristica de cada muestra v
del sistema cromatografico.

2.4.1.5 FACTOR DE SIMETRIA (T)

Se refiere a la simetria del oico. para un oico simétrico.
el factor de simetria tiene un valor igual a 1, por lo aque a
medida aque aumenta este valor. la asimetria comierza a ser
mas pronunciada.

Wo. o3
T =
2 4
donde:
Wo. 05 = ancho de pico al S% de la altura del oico en
centametros.
f = trarando una linea peroendicular a la linea

base desde el vertice del picu., ¥ es el ancho
desde esa linea hasta el lado izouierdo del
pico. al 5% de la altura de este., en centime-
tros.



2.4.1.6 RESOLUCION (R)

La resolucidn es una medida cuantitativa del! arado de
separacion obtenide entre dos compuestos. ez decir. la
separacién maxima de los picos eluidos. Se evpresa camc el
cociente entre la distancia de los maximos de los cos picos v
el valor medio de la anchura del nico en la base:

2 tt2 -ty
w2 o+ Wi

donde:
R = Resolucién.
t1 v tz = tiembo de retencidn del! soluto 1 v 2 en
minutos.
Wi v w2 = ancho de los picaos en minutos.

Una completa separacion de picos se considera a partir de
una R = 1.5,

2.4.1.7 SELECTIVIDAD CcO

En términocs cromatograficos la selectividac es una medida
de la soclubilidad diferencial de dos compuestos en la +fase
estacionaria. Su valor debe encontrarse entre un intervalo de
1.1 a 2,0. Se expresa como:

t2 - tm
ty = tm

donde:
t1 v t2 = tiempo de retencion del scluto 1 v 2.
tm = tiempo muerto.

Para que una separacion sea posible po ®s necesario que la
eelectividad sea iqual a ! pero si aue la elucidn de les
picos sea tal gue no se traslapnen. Esto depende de la ancho
de los picos v de que tan larga es la columna para gue se
lleve acabo la separacion.

2.4.1.8 FACTOR DE CAPACIDAD (k*)

El factor ode capacidad es el tiempo que se retiene cada
componente en la columna. La fase estaciocnaria retarda al
soluto en un tiempo t. mientras tm representa el tiempa que
permanece en la fase movil: opor lo tanto el cociente entre
ambos nos dara el valor de k'. Este tgctor devende de la
naturalerza aquimica v temneratura de las fases 14auidas aue
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canforman el sistema. El valor de k' aeneralmente esta entre

¢ v 103 kT mavores imzlican tiempos excesivos mara completar
la separacison. Se calcula:

tm
donde:
k' = factor de caoacidad,
t = tiempno de retencion del comouesto.
tm = tiempo muerto,

La cromatografia de liquidos de alta resolucion (CLAR) es
un tico de crcmatcgrafia lfauida que se lleva a cabo en
columnas de diametroc muy peauefo. rellenas de materiales
pulverulentos cuvas particulas tienen un tamafio entre 5 a 40
micras com una distribucisen de tamafics no mavor a * 2 micras.
Este tipo de columnas tienen una alta eficiencia pero tambien
una resistencia al flujo elevada., por lo que es necesariac
emplear sistemas de bombeo de alta presion thasta S000 psi)
que hagan fluir ta fase mévil a una velocidad constante a
traves de la columna., La cantidad de fase estacionaria dentro
de la columna es peauefia oor lo aue se reouiere aque la
cantidad de muestra tambien sea peguefia f(entre 1 v 100
microlitros). la cual se introduce a la columna a traves de
valvulas de inveccién ecoeciales que proporcionan grecision v
repetibilidad en la introduccidn de la muestra.

Otra de las caracteristicas de la CLAR es gue las columnas
son reutilizables por bastante tiempo v ademés se cuenta con
equipoc de deteccién altamente especializado gue proporciona
un registro continuo de la composicidn del liquido aue sale
de la columna.

Estos detectores pueden ser del tice de detectores
ultravicleta, va sea de lonaltud de onda fiia o variable: de
fndice de refraccidn: electroquimicos: de arrealo de

fotodiodos o de fluprescencia. Esto aunado & un  aproniado
sistema de reagistro permite obtener un cromatecgrama gue se
utiliza para identificar v cuantificar los componentes de
una muestra. Una de las ventajas es que se puede trabajar con
qgradientes v contreclar la temperatura del sistema.

2.4.2 EQUIPO (7}

Se cuenta hov en dia ccn una amplis gama de eauipo  en
cuantoe a costo, complejidad v tioo de instrumental. pero
deben cumolir con una serie de caracteristicas con fines
de adauisicion de acuerdo a las necesidades v a la utilidad
que pueden orestar. Dichas caracteristicas scn:

a) Versatilidad: El intrumento debe ser adecuado para
trabular con muestras Je diferente  tiopo. debe adaptarce
A las diferentes teécnicas cromatoaraficas v debe realizar el
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maximo de oOperacicones. Para ells el :nsiru<ertc cede estar
eaquipadc con los siguientes aditamentos:

- Sistema de bombeo de alta cresisn.
- Diversos detectores.

- Columna,

~ Invector.

- Intecrador,

Oocionales:
- Sigtema para recolectar fracciones a la salica
de la columna.
- Programadores de fase mévil o disolvente
(generadores de aradiente).
- Controles de temperatura para la columna v el
detectar.

b) Reproducibilidad y Estabilidad: Son caratteristicas
esenciales s s2 culiere obtener ael 1nEtrumentic un
funcionamiento efectivo a larqe plazo. El instrumento debe
oroveer un  control  adecuadoc sobre los carametros da
operacion. tales como el fluio de la Jase movil., la
temperatura. presidn. composicion de 1a fase mévil, etc, v
para ello debe estar proviste de controles de temperatura v
flujao. sistema de bombeo de aita oresidn. bprogramacores de
fase movil, detectores, etc.: para ast cocer carant:zar los
resultados obtenidos.

€) Sensibilidad: Un bhuen instrumento. ademas de trabajar
con peguefas cantidades de muestra . debhe generar sefiales de
intensidad apreciables. La sensibilidad de todp cromatografoc
de lfgquidos depende del sistema de deteccion gue utiiiza. Con
los detectores mas recientes es posible detectar componentes
de la muestra en el intervalo de los nanooramos.

2.4.2.1 FASE MOYIL: No es propiamente dicho parte del
equipo perc el control de la egresion. el fluio v la
composicion de la misma, son muy importartes. Las
caracteristicas aque debe reunir toda fase @msvil oa-a ooder
ser emoleada en cromatografia licuicda scn:

-Compatibilidad con la muestra.

—-No dearadar ni disclver la +ase estacicnaria.

-Tener baja visccsidad.

~Ser compatible cen el tipo de detector ut:ilizado.

-Tener 1a polaridad adecuada Sara cermitir una
retencidén  convemiente de le muestra on la ccolumna,

Es esencial aue la muestra sea compatible con la fase
mévil para aue pueda ser transportada a traves de la
columna evitando que se orecioilte dentro de la camara de
inveccion o dentro de la columna. va aque puede tapar el
sistema. daffar la columna v en alcunos cascs ge  ouede
propiciar la perdida de la resclucien en la senaracion.

%S¢ puede dar e! caso cue la fase movil disuelva la fase
estacionaria. nara eslo se recomienda saturar 3 la fase movil
con la fu- estacionaria. va sea «on  anterior:idad a8 su

-4



imtroduccion  al instrumentz o wmediante e! uso de una
crecziumna., aue ogr lo cereral cocnsiste en una seccién
corta de tubc. rellenc de alagun scporte sdlids poroso.
través de esta guardacocliumna se bhace pasar la dase movil
antes de gue entre a la columna v asi{ se evita la cérdida de
fase estacionaria.

La baja viscas:dac fe la fase movil es muv 1mportante en
la eficiencis de la separacien. va gue la viscosidad influve
en 2] efects de transferencia ge masa ent-e la fase mévil v
la fase estacionaria. Los gissclventes mas comunmente
emcleados scn @ hexanc. cloruro de metileno. clorofarmo,
tetrahidrofuranc. acetanitrilo. iscpropanol. metanol y agua.
Dichos disolventes deben ser de alta purera. usualmente grado
espectroscépico o bien grado cromatoarafico 1o cual es  muv
imgortante cuando se desea realizar analisis de alta
censibtilidad con detectores como el de luz wultravioleta. el
de #luorescencia ¢ electroguimico.

2.4.2.2 RESERYORIO: Se pueden utilizar recipientes de
vidric. acerc inoridable © plasticos 1nertes, de una
capacidad entre § v 3 litros suficiente pnara tcdoc un dia de
cperacion., ta toma de la muestra se hace a través de un
filtro, con el objeto de remover peauefias oparticulas aque
puedan chstrulr v dafar el sistema de bombeo v la columna. Es
rezomendatle filtrar las ¢aces moviles antes de emplearlas en
el cromatédarafo pasandolas per un filtro de por lo menos 2
mem  de diametro. Tambien es necesario degasificarlas va que
algunos gases como el oxiaeno tienden a disclverse en el
licuidc produciendc burbujas que pueden afectar el
funcicnamiento del equipo. Esto se puede lograr con agitacién
magnética con vacio o con vihracidén ultrasénica.

2.4.2.3 SISTEMA DE BOMBEO: (as columnas utilizadas en
la moderna cromatografia liguida estan rellenas de materiales
especiales de tamafio de particula muy peauefia, 1o cual hace
que la resistencia al flujo de la fase movil sga muy elevada.
Por esta razon, s2 requiere ur sistema de bombeo que haga
fluir la fase movil a un flujo razonable, puez de lo
contraric los analisis serfan excesivamente lentos.

Los aspectos mAs impartantes de todo sistema de bombeo
son:

-Presiéen maxima de operacion (usualmente hasta 5000 osid.
-Intervalo de flujo entre 0.5 v 10 ml/min.
-Reproducibilidad v constancia dge +lule (apro.. 1%},
-Caracteristica del flujo continuo v libre de pulsaciones.
-Resictente a liguidos corrosivos.

-Facilidad para el cambio de faszes moviles.

~Facilidad de limpieza del sistema.

Bombas de flujo constante.- Mantienen 1la velocidad
censtante de la {ase movil. De este tivo se tienen las de
sistonoe gur impulsan al disolvente cue entra a8 camaras can
una capacidad de volumen peguelia cenerandc neauefas
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oulsaciones de la fase mowvil.

Bombas de presidn constante,- Cepen martener la
viscosidad del disolvente, la temneratura Je la colurna v la
presién constantes. la ventaja es gue si es5i3s parametros se
controlan, las pulsaciones tambien. Emplea un qas irerte cara
presurizar el disolvente.

Para sistemas isocraticos. es decir, donde s@ manticne
canstante la compasicion de la fase movil. se utiliza solc
una bomba. En acuellas donde es necesario utiiilzar grac:ertes
se wutilizan dos o mas bombas cue se programan para mocificar
la oroporcidn inicial de los diseclventes. TamsSien hav bombas
que tienen entradas para 1, 2y 3 dispiventes y aque hacen
las veces de 1, 2 y 3 bombas.

' lllll.ml ds Q E mssm

ombee B
i | 482 T Ve

COLUMRA
RECWENTE

REG!ISTRADOR

}\A/\,\ DETECTOR
1

Figura 2.10 ~ Esquema de un cromatdgratc de
liauidos de alta resolucicen,

2.4.2.4 INYECTOR: La obtencion de picos adecuadamente
resueltos es refleio. entre otras cosas. de una introduccion
adecuada de la muestra en el sistema. La mejor manera de
introducirla es en forma de paquete peaueln va que avuda &
obtener picos ananstias v simétricos.
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Inyectores manuales.- Lo mas sencillo es intraoducir la
muestra com una jeringa, conde pcor mecid de un aprir v cerrar
de valvulas manualmente se desvia el ‘lujoc mientras se aolica
la muestra en la camara de carga (lcocoe! v luego sSP reanuda
a través de é1 comoletandose la inveccidn,

Inyector automatico.- Inyezta oor s!: sole las muestras
distinuvends el error en la ~ecicicn del volumen a i1nvectar y
aumentanco la reproducitilidag cde las inveccianes.

2.4.2.5 DETECTORES: (21) Un detectcr 1deal seria el
cue cumple con los siguientes reauisitos: .

~Altamente sensible.
-Estable.
-De lectura continua v de respuesta universal.

Hov en dia no existe un detector 1deal v 1os aue hay
disponibles solo son aplicables para casos particulares. Al
considerar un detector en términos de su gplicacién a un
ciertc oroblema, o al evaluar las cual:icades de un cierto
disefiv. deben tenerse en cuenta propiedades generales como:

Respuesta. - Puede ser universal o selectiva, segun la
cagacidad gue tenga el detector de trabajar con todo tipo de
muestras o sélo con uro especifico.

Sensibilidad.~ Ge refiere a la relacion entre la seffal
qenerada v la cantidad Ze muestrs que produce dicha sefal.

Rujdo,- Es la varjiacion en la seffal del instrumento que
no es atribuida a la muestra y cue puede ser praoducida por
fallas electronicas, variaciones de flujo o temperatura,
+luctuaciones en 1l voltaje , burbujas de aire atrapadas en
el detector, etc.

Se 1llama cantidad wminima detectable a 1la cantidad de
muzstra que oroduce una sefal igual al dable del nivel del
ruido del instrumento.

Linealidad. - Para wutilizar la serfal gqenerada por el
detector como una medida cuantitativa, debe aquardar una
relacion lineal con la concentracian de la muestraz esta
propercién se conoce como linealidad, E1 intervale lineal de
un detector se puede definir como la relacidén entre las
concentraciones maximas v minimas respecto a las cuales la
respuesta del detector es iineal.

Estabilidad.- Un buen detector no debe generar
respuesta a los cambias de temperatura v a la variacion del
fluja y al mismo tiempa ser compatible con diferentes

composiciones de la fase movil.

~Detector de Indice de Refraccion: Mide la diferencia de
les indice de refraccién del disolverte puro v de la
solucicn de {a muestra que sale de la coulumna: de esta manera
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se detecta cualguier cambio en la comgosicion de la fase
mévil, La respuesta es universal y su sensibilizsad moderaZa,
por lo general del arden de microgramos o sartes ocr millen,

-Detector de Ultravioleta: Su funcionamiento e basa
en la absorcion de la luz por parte de la muestra ai oasar a
través de elia un ha:z de luz monocromatica ultraviolete.
hay de longitud de onda fija v de onaa variable. [SX5Y
generalmente como fuente de luz una lampara de mercur:
baja presién. El nar de luz, nproveniente ce la lanpara., es
primeramente calimada v despues se hace pasar & travées de dos
celdas, una de ellas de referencia o compensaciosn: 103 ravoes
de 1luz emergentes se hacen pasar por f1ltros esoecificos cor
el objeto de obtener la longitud de onda reaguer:ida. La
intensidad es medida por una fotocelcda doble gque genera una
sefial , que después de amplificarse. es recresentada
graficamente en el registrador.

~Detector de Fluorescencia: Es el mas sensitle cel aque
se dispone. posee alta selectividad de respuesta. Aorovecha
las propiedades fluorescentes de los compuestos o de  sus
derivados para generar una respuesta

-Detector de Arreglo de Fotodiodos: (18, 22, 25)
€s el principic de deteccidn mas modernc que existe para
cromatografia de liquidos. Cubre un intervalo de lonaitud
de onda desde UV hasta cerca del IR. UObtiene absorciones
UV/VIS simultaneamente por lo gque se pueden construir
cromatogramas en tres dimenciorecs {absorbtancia ve.tiempg
vs.longitud de onda). fiaura 2.11.

Utiliza una lampara de deuterio, la cual emite una luz Qque
pasa a traveés de un lente v de una abertura, {(la cual limita
la cantidad de luz gque penetra al sistema proveriente de la
lampara) y luego entra en la celda, Toda la luz provemente
de la lampara pasa a través de la celda, vy viaja hasta el
monocromador de ¢ptica inversa donde es dispersada en todas
sus longitudes de onda v es asi como llega hasta ei arreqlo
de fotodiodos. Cuando la luz incide sabre los fotodiocdos, la
energia luminosa para cada longitud de onda no llega a un
fotodiodo en particular, sino gue estos estar dispuestos en
tal forma que sélo reciben la ererasa luminosa
correspgondiente a un 1ntervalio peauefioc de longitucd de onda
del total del espectro. Los fotodiocaos al recibir la  sefal
luminosa se descargan en una cierta medida. la gdescarga de
los fotodiodos es directamente proporcional a la cantidad de
muestra y por consiguiente a la abhsorbancia.

Ecte tipo de detectores aunados a una computadora. <on
capaces de almacenar twudos los catos aque genera el estudia.
de acuerdo a las especificaciones que se establezcan para el
an&lisis.

Cada fotodiocdo produce una =zefial analoas. 1a cual es
directamente proporcional a la cantidad de luz gue recibe.

La longitud de onda de la luz cuz recibs un fotodiodo en
particular es-determinada por la pesicicn rejat:va del diodo
respecto a la posicién del monooromador de difraccion,
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Figura 2.11 - Espectro UY con detector de
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2.4.2.6 COLUMNA: Es la parte mas importante del
cromatdgrato, pues es en ella donde se va a llevar acabo la
separacton. Las caracteristicas de la columna, como el
material de empaaue. las d:censicnes, etc, . dependeran del
tipo de separacien gue se guiera hacer. Las mas comunes son
las de atero 1noxidable, 4ungue también las havy de vidrio,

las mas comunes tienen una leongitud de 25 - S50 cm vy estan
rellenas de particulas de diadmetro muy oeaquefo (S - 15  um).
El diametreo i1nternoc de ias columnas esta comprendido

qgeneralmente entre 2 v S mm. El material de empague cansiste
en particulas de tamafio muv reducido v de diametro constante.
En CLAR se dispone de gel de silice en forma de particulas
completamente poraosas o0 de beclas de vidrio esféricas  aue
estan recubiertas por una delgada capa de gel de silice
distribulda irregularmente. La superficie del gel! de silice
de cualguier tipo esta recubierta de grupos Si-0K vy 8i-0-5i
que puecden interaccionar con las moleculas de la muestra.
Los grupas hidroxilo son los mas 1mpartantes. de los cuales
existen gde dos tipos: los l:bres y lgs reactivos: estos
ultimos constituyen agentes enlazantes muy fuertes que pueden
adscrber permanentemete los compuestos polares de la muestra
y que adsorben el agua en la qel. Esta actividad suele ser
resocnsable del ensanchamiento de los picos. ast comoc de la
falta de reproducibilidad de los resultados. Lobs hidroxilos
reactivos pueden desactivarse por adicidén de agua o de un
alcohol o por medio de reaccicnes auimicas.

Fiqura 2,12 - Grupos hidroxilo libres y reactivos sobre
ta superficie del gel de silice.

El rellenc, idealmente. debe producir ls makima resclucien
en el menor tiempo, debe tener la maxima capacidad de
muestra, ser facilmente empacable, oroducir opequeffas cafdas
de presién y seor barato. Las particulsa san de materiales
ooroses Que sirven propiamente como fases estacionarias, [~}
bien de soportes para las mismas. ta wvariedad de +fases
estacionarias es amplia siende su naturaleza., funcidn de 1la
separacion a la que se pretenda aplicar.

En general las columnas para (romatoaraila de liquidos
tienen una gran duration v cabe esperar una larga vida de
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servicio ©Util, a menos gue se wutilicen en condiciones
intrinsecamente destructivas, como por ejemplo, con eluyentes
extremacamente acidos o basicos. © bien con inveccianes
continuas de muestras crudas o biacloatcas "sucias™.

Cuando no se utilice una columna v  estandao desconectada.
es prudente colocar tanones en los extremos para evitar que
s@ seque. Las columnas deben guardarse alejadas de las
fuentes de calor v de vibracion. Si la columna se utiliza a
temper aturas elevadas, es aconsejable enfriarla hasta
temperatura ambiente antes de desconectarla.

Después de usar una columna durante periodos largos, puede
aparecer una deriva de la linea base, cuva causa puede ser la
gradual elucioén de compuestos retenidos fuertemente que
proceden de inyecciones anteriores. Pueden eliminarse de la
columna pasando una fase mévil suficientemente fuerte como
para eliminar cualquier compuesto.

(A {8} {cy

Figura 2.13 - Diversos tipos de empaque de columna
usados en CLAR. (A) Cuerpo poroso, {8) Pelicular,
{CIMicroparticula de cuerpo poroso. Los cromatogra-—
mas muestran las respectivas anchuras de los picos.

2. 4.3 CROMATOGRAFIA DE LIQUIDOS DE ALTA RESOLUCION EN
FASE REYVERSA (13)

Frecuentemente las sustancias inorganicas v los compuestos
organicos polares presentan problemas especiales durante su
analisis cromategrafico concernientes a tiempos de retencion
inadecuadcs., separacicnes jneficientes y picos asimeiricos.
Hace algun tiempo los compuestos ionizables eran cominmente
separades por cromateografia de intercambiao idnico, utilizande
geles de celulosa quimicamente modificados o copolimeros de
poliestirenodivinilbenceno las cuales no eran qeneralmente
adecuados para una ranpida separacion de seclutos con
velocidades de flujo altas.

Desde la decada pasada la crcomatoarafia de liquidaos de alta
resclucidn esta basada en e1 uso de micropartfculas na
polares v polares. En particular la CLAR en fase reversa caon
empagues quimicos de silicas alauilicas es un método




operacionalmente simple v flexible, con tiempes Z2  analisis
rapidoms, con una habilidad .de sepasracidn sirulitirea de una
gran variedad de compuestos relacicnados en estructura.
asi{ como compuestos poco similares y lo.mas impertante  con
una aran resolucidén.

En CLAR es muy importante tener en cuenta el eguilitrio
que debe de existir entre la fase mowvil v la fase
estaciognaria o la interfase, cocmo consecuencia Ze =sto, la
naturaleza de la fase mévil induce cambios significativos en
el comportamiento de un grupo de anal:itos gue respenden a
cambios en el estado de tonizacion, solvatacion, agrecacién v
otros. Por lo tantoc en este tipo de cromatecgrafia es esencial
la seleccion del par iénico, la fase mowil, la compcsicion de
la misma, la fuerza idnica, etc., para que el sistema tenga

buena eficiencia y se obtengan picos optimss. Lta
cromatografia de liquidos de alta resolucion en fase reversa
involucra una separacion de particidén, teniendo coma

caracteristicas principales el utilizar una fase estacicnaria
no polar y una fase movil de naturaleza polar. a diferencia
de la cromatografia en fase normal que emplea una fase
estacionaria polar vy una fase mévil de naturaleza no polar.
Tanto la cromatografia liquido-liquido como la cromatografia
de fase quimicamente ehlazade se pueden trabajar &n  fase
reversa., Esta dltima surgié como resultado de los aroblemas
técnicos de la cromatografia liquido-lfguido v es actualmente
el tipo de cromatografia mis ampliamente utilizada. En =i la
fase estacionaria esti quimicamente unida a la superficie del
soparte, es par esto que la fase movil diff{cilmente puede
ocasianar detericro en la columna., Si se varfa la naturaleza
de los grupos funcionales de la fase estscionaria ®s paosible
abtener diferentes tipos de selpctividad. Dichos Qrupos

pueden ser de naturaleza polar, coma el grupo amino (~NHz) vy
el grupo ciano (~CN) en el caso de cromatografia en fase
normal, o bien no polar como el grupo octilo (~CaHa?7)

octadecilo (-CisHa?), fenilo (-CeHs), etc. en el casc de la
cromatografia en fase reversa.

Por desgracia la cantidad de fase estacionaria que es
posible wunir a la superficie de un soparte (generalmente
particulas de s{lice) es limitada vy como consecuencia el

tama®o de la muestra separada en estas columnas es reducido.
por 1o comiun mencr de ! mg.

2.4.4 CROMATOGRAFIA DE PAR IONICO (14, 15)

La cromatografia de par i6nico es considerada como wun
derivado de la cromatografia de intercambic ionico v parti-
cién  liguido-liquido. Los compuestos idnicos normalmente son

solubles en fases acuosas v 50N poco retenidas  en fases
estacionarias hidrofobicas. La formaciér de un “par-idnico”
hidrofebico en wuna solucion gue contenca el "contraton”
adecuado, aumenta la solubilidad de este en disolventes
organicos y por consiguiente su  atinidad por la faze

estacionaris. aumentando su tiempo de retencion. El par



16nico es entunces una forma de particion en  una solucion
organica v acuosa de comouestos en forms  de moleculas
neutras.

La naturaleza del contraion es muv importante vara
atlcanzar una selectividad cromatografica optima; de esta
forma <e puede seleccionar un contraion con fuerte
absorbancia al UV can el +in de hacer que compuestss idnicos
invisibles a este tinc de detezcion, puedan ser
cuantificados,

La formacion de los gares jorizcs en 1a actualidad se
efectua oreferentemente sobre columnas de fase inversa. con
f{ases enlazadas permanentemente. En general, estas columnas
son las de mavor eficacia para la separacicdn de compuestos no
idnicos, puesto que el mecanisrmo primario de la separacisdn
depende de las diferencias de solubilidad. v por tantoc de 1la
sarticidn entre la fase movil hidréfila v la fase
estacionaria lipofila. La opresencia en estas sistemas de
arupas idnicos normalmente interfiere con esta solubilidad.
En @l caso de acidos v basies debiles cor valores de oka
comprendidos entre 2 y B puece suprimirse la actividad ionic
tamponando la fase movii para sugrimir esta ionizacion. En
los 4cidos vy bases fuertes, cocn valores de pka fuera del
intervalo anterior, no puede cuprimirse facilmente, La
finalidad de la formaciéon de gpares ioénices es affadir un
segundo ion al eluyente cue se combine con los iones de 1la
muestra. enlazandose fuertemente a ellos pcr focrmacion de un
par-iénico neutro que sufrira los orocesgs normales de
distribucién nor reparto adsarcion, etc.. entre las fases
estacionarias v la fase movil.

La formacion de pares iénicos puede emnlearse tambiér para
modificar los iones de la muestra de modo que los pares
iénicos asi formados participen en el proresc de intercambio
idnico. Por ultimo., la tercera variante de la técnica
consiste en utilizar la crometografia de psres 1onicos oara
modificar la fase estacionaria. En este caso, el contraidn se
adsoroe en el rellenc de la columna, v a continuacion los
ignes de la muestra de signo contrario se uniran al! nueva
contraion superficial. Se necesita un exceso de contraiones
en la fase movil para mantener una concentracién constante de
contraiones en la superficie de la fase estacionaria v opara
que contribuvan al proceso de distribucion.

En todas estas variantes, lcs oparametros 3Jue <se pueden
ajustar para canseguir un amplio margen de selectividad son:
el tigpo v la concentracion del cantraion, el pH., la
temperatura de la columna v el tipo v la composicien de la
fase movil.

Modelos de Retencioén:

Existe un debate concerniente al modelo exacto cue
descrine el f{endmeno de par lorice, se  progoner  varios
modelos de los cuales tres son los comunmente  mas  aceptados
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para explicar la retencion cromatografica:s

1.~ Modelo del Par Iénico.- Establece que (3 formacion del
par idnico se lleva a cahbo en la fase movil vy es gn forma de
agregacdo © especie neutra coms viaja a traves de la
coclumna para experimentar un ecguilibrio de particion. La
retencién es controlada por el aradc de atraccidn lipofilice
del par icénico neutro hacia las cadenas alifaticas de la ‘fase
estacionarig

Hm + Em ¢ HEm
HEm &= HES

donde: H = Contraion.

E = Solutoc.

s = Fase estacionaria.
~m

= Fase movil.

2. - Modelo de Interaccion Idonica.- El modelo describe al
sistema como una hicapa alrededor de la fase estacionaria. ta
primera posee carga como resultado de la adsorcien del
reactivo sobre la fase estacionaria. Adyacentemente se
encuentra la otra fase, de carga opuesta consistente en icnes
inorganicos. Mas lejana a las anteriores se encuentra el
grueso de los eluentes, conteniendo una mezcla en numero
igqual de iones positives y negativaos. Ld retencidn se puede
explicar gor medio de etapas. En la primera, el soluto de la
muestra trata de tener acceso a la fase secundaria
caompitiendo para ella con los iones inorganices de la misma
capa. Una vez que ha ingresado hasta esta posicien. el soluto
experimenta atraccién electrostatica hacis la primaria. Una
atraccidén lipofilica entre la cadena de carbonces del scluto y
la superficie no polar de la fase estaciocnaria constituve una
fuerza adicical gue sujeta al soluto dentro de esta fase. En
este momento una carga extra se encuentra presente y para
mantener la neutralidad eléctrica. un i6n acdicicnal del
reactivc cdebe entrar en la capa orimaria. Esta misma
secuencia pero en sentido inverso sucede para dar la
resorcidn de un par ¢e iones, qQue nD necesariamente son los
miemcs Que =2 adsorben.

Hm = Hs
Hm + Em &= HEm
HEm + Hs <= HEHWsS
HEHs ¢= Em + Hs

3.~ Modelo Dinamico de Intercambio Iéonicw.~- Indica cue los
reactivos de par ionico se ad=sorbe sohre la fasp
estacionaria. El reactivo lipofillice forma una superficie
cargada sobre la que antiguamente correspendia a la  fase
estacionaria. De esta manera la retencion es  controlada
simplemente por lntercambilc iénico de las einpecies presenties
en el eluerte v =l contraion respectivo urado al reactive de
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ear ienico.

A*aq + B-aq > AB crag.

+ .
donde: A es la especie cationica originada de la muestra,

B es el contraion,
y juntes forman el par idénico hidrofobico.

Come en otros praocesos reversibles. la viabilidad de esta
reaccidn se expresa Ccuantitativamente usando el coeficiente
de distribucioen, K:

[ a6 oro]
[ A*aq ] + [Bhau ]

Se sugiere que el mecanismo de separacién  involucra
narmalmente:

a) Empaque para fase reversa.
b} Tensocactivo ioénico creado in situ.

Cualquier fase reversa puede utilizarse para par-idnico.
Comunmente se wutiliza mas la +ase estacionaria altamente
alquil sustituida. La estabilidad de la columna es una
consideracidn muy importante en cromatografia de par-ionico,

dado que la composicion de las fases moviles utilizadas son
particularmente agresivas para el empaque de la columna, por
esto en la mayoria de los casos es conveniente utilizar

columnas con empagues alquil sustitulcos Ces & Cis gque son las
mas estables.

La mayoria de los disolventes miscibles con agua pueden
utilizarse en este tipo de cromatograff{a. La naturaleza del
disolvente organico influenciae la selectividad del sistema.
as{ como la concentracidn es determinante en 1 grado de
retencién del soluto.

Hay que tener algunas otras consideraciones como por
ejemplo, que el acetonitrilo precipita las sales de una
solucion regul adora pudiendo bloquear la columna. E! metanol
y el n-propanol son los disolventes mas utilizados.

Es claro que el contraidén tensoactivo posee siempre carga
cpuesta al soluto en estudio, El contraion mas utilizado es
el de tetrabutilamonio y los alquilsulfenatos o percloratos

para retener acidos 2 bases respectivamente. Las
concentraciones de los tensoactivos van de acuerdo a la fase
estacionaria, la fase m&vil y el tamafo de la cadena
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alauzlica del tensoactivo. Por 10 zeneral la concentracion es
mencr al 1% /v,

€l tiempo de retencien c¢el! spoluto se dgebe a 1a capacidad
del tersnactivo para ser atraido ocr el emDaque de la
columna. En el desarrolio de un metoco. es conveniente que un
volumen adecuacdo de fase movil fresca pase a travées de la
columna hasta equilibraria., este mecanismo e€s dimamica en un
princiaio, reversible si la columna se encuentra en buenas
condiciones. Es recomendable aque las columnas que se utilizan
Sara este tino de cromatogratia sean reemplazacdas después de
un tiemge ratonable de uso.

La selectividad del! contraien es el resultado de la
habilidad aque tiene este para discriminar 1ones de carga
similar. Los factores que influencian 1la selectividad
incluvyen la magnitud de la carga ionica, el grado de
solvatacion del ion y las interacciones con el soporte.

Frecuentemente. cuando se requiere separar por {fase
reversa iones basicos en presencia c© ausencia de i1ones acidos
se obtienen tiempos de retencién grandes. © picos coleados:

es por esto que 13 retencidn del soluto no siempre responde
3 los cambios de la composiclion de 1a +fase movil en la
forma anticipada. Esta conducta <se ohserva especialmente
con sustancias gue son escasamente solubles en agua debido a
la interaccion que presentan los solutos con los  grupos
silanoles residuales en la +ase estacicnaria. Dichos grupos
silanoles son acidos y se presentan en  todos 105 empaques
de silica. El llamado "end-capping” (tratamiento de recubri-
miento final que se hace a 1la fase estacionaria de wuna
columna con trimetilclorosilano al final de su ‘fabricacion
con el ¢in de reducir el mayor numeroc posible de silanoles
residuales en los empagues de silical) reduce esta concentra-
cion pero no los elimina totalmente. Este problema de
separacion se reduce con la adicién de un  modificador
idnico basico que compita por 1o0s grupos silanoles libres
permitiendo asi gue el soluto gue se prueba eluva mas rapido.
Esta técnica se denomina también par-iénico, gue es una forma
de caompetencia por la superficie del empague para disminuir
el tiempo de retencisén del saoluto.

Haciendo wuna eleccidn juicicosa de los modi ficadores
tenscactivos vy contraiones es posible aumentar el grado de
selectividad entre componentes Acidos vy basicos dentra de un
miemo sistema cromatografico.
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2.5, CRITERIOS DE VALIDACION (10, 1¥)

La validacion de un método analitico es el procesc por el
cual queda establecide la confiabilidag de una metodologia

mediante los estudios de laboratorio. Generalmente la
validaci1én incluve una evaluacion de la linealidad.
precisién., exactitud, ecspecificidad, estabilidad de la

muestra y tolerancia del sistema,

La validacien incluye dos partes:

1) Sistema
-Precisiodn.
~Linealidad.

2) Método
~Especificidad.
~-Exsctitud.
-Linealidad,
-Frecision,
-Estabilidad de la Muestra.
~Tolerancia del Sistema.

2.5.1. EVALUACION DEL SISTEMA

2.5.1.1 PRECISION

Es el grado de concordancia de medidas individuales de un
procesn. Se determina evaluando & reolicaciones de la
solucion del principio active a la concentracién del 100 % de
1o que indica el método, preparadas a partir de una misma
solucioén concentrada v analizandolas bajo las condiciones
cromatograficas preestablecidas.

a) Criterios:

1.~ Coeficiente de Variacidén £ 2.0 %

b)) Calculos:

2.5,1.2 LINEALIDAD

La linealidad de un sistema es la habilidad para
asegurar que los resultados obtenidos directamente o por
medi1o de una transformacidn matematica bien definida, son
eraporcionaies a la concentracior de la sustancia dentro de



un intervalo. Se establece ccmprobando cque la aqrafica
abtenida de la concentracié¢n. (diferentes niveles de
concentracidon del principio activo preperadas a partir de una
misma solucidn concentradal, contra la respuesta del! equipo
{area. absorbancia, etc.) tenga un comportamiento de y = mx+b
donde la pendiente relativa (PR) vy el intercepto {b) no sean
estadisticamente diferente de ! v de O respectivanmente.
a) Criterios:
1.- Intercepto.
b = Intercento.
tb cal £ tosw n-2 gl
Ho: Intercepto = 0

Ha: Intercepto = 0

LIIC £ 0 = LSIC LIIC: Limite Inferior cdel
Intervalo de Confianza.

2.- Pendiente.
LSIC: Limite Superior del
m = Pendiente. Intervalao de Confianza.
3.- Pendiente Relativa (PR}.
0.98 £ PR £ 1.02
4.~ Coeficiente de Determinacion (r?)
> 0.98
5.- Desviacioen Estandar de Regresidn Relative (DERR)

DERR = 0.03
b) Cilculos:

1.~ Pendiente (B)

2.- Intercepto (A)

A =v-Bx



3.- Pendiente Relativa (PR}

x
PR = B

v
4.~ Coef:ciente de Determinacidn (r?)

th Ixy - x ov?
n[n():az)‘-(bz)z][n(D/z)-(D/)z]

2
r

.- Desviacién Estandar de la Recta de Regresion (Syr/xi}

2 1

2. A LTy - B Ixv o
no- 2

S ysx =

&.- Desviacién Estandar de la Recta de Regresion
Relativa (DERR2.

5 ysx
DERR =
¥

7.~ Limites de Confianza 95% para el Intercepto

LCA = A * tosx n-2 gt Sysx

8.- t cal para el Intercepto

Sy x

¢ x ~x 3%

donde: n = numero de replicaciones hechas a cada nivel,

x
»

cantidad adicionado, (concentracién & mg agreaados)

% = promedio de la cantidad adicionada en x.

<
"

propiedad medida. (respuesta ¢ mg recduperados)

v = promedio de la gropiedad medida.

hass



Sx = desviatioen estandar de las “x" n - { gradgos de

libertad.
Ix = Sumatoria de la cantidad adicionada
2 :
¥Ix"= Sumatoria de los cuadradeos de la cantidad

adicionada.
Iy = Sumatoria de la oropiedad medica.

Iv'= Sumatoria de los cuadrados de la propiedad
medida.

I®y = Sumatoria del producto de la cantidad adicionada
y la propiedad medida.

toswn-2gl= t de Student a una provabilidad acumuladas de
0.9 vy n -2 grados de litertad

2.5.2 EVALUACION DEL HETODO

2.5,2.1 ESPECIFICIDAD

€s la habilidad de un métocdoc analiticc para determinar
solamente el (los) componente (s) que se va (n)  a analizar,
Se demuestra estableciendo experimental mente aue el
excipiente y sustancias relacionadas al principic activo.
como grecursores de sintesis, productos de dearadacién o de
formacién, no interfieran con la mediciéen, es decir. que el
método sea capaz de separar y cuantificar sélo le gue se
desea.

La especificidad es una medida de la interferencia o
carencia de la misma al analizar una muestra caompleja. La
especificidad de un método analitico se demuestra al comparar
los resultados del analisis de wmuestras aque contienen
impurezas., placebo, o productos de dearadacion o formacién,
con muestras que carecen de la anterior. CuanZo ias impurezas
0 praductos de degradacion o de formacidon no son conocidas.
la especificidad se demuestra obteniendc los primeros v mas
importantes productos de degradacion a traves de reactiones
simuladas y controladas de deqgradacion. Para esto se someten
a dearadacién, por las vias mas comunes (hidrdlisis  acids v
basica, oxidacidn v fotodlisis) a:

a.—- Princiolos Activos.
b.- Placebo.
c.,~ Formulacion o Flacebe Carcado.

a) Criterios:

1.- Se seleccionan las condiciones adecuadas de
degradacion hasta obtener una descomposicion de la  moleécula
del 10 al 30 7%, con 1o cual se asegura cue los productos de
dearadacion obtenidos se encuetran en una concentracicon tal
que pueda ser, detectada vwor el metodo enalitico.
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2.- Reoroducibilidad de les percentajes de degradacion: Al
repetir la degradacién., la diferencia entre los porcentajes
degradados . no debe ser mas de 2%, para asegurar que el
porcentaje de descomposicion de ia molécula obtenida, no es
vbra de la casualidad st no que <ce detbe a la ruta de
degradacién eleqida.

3.- Analisis Espectral de las muestras degradadas,
utilizando un sistema computarizado adaptado a un detector de
arreglo de fotodiodos. Dado que los espectros de absorcidén
spn particulares para cada compuesto. la sobreposicion Yy
comparacidén automatica a todas las longitudes de onda.
permite detectar las diferencias entre estos por el
enmascaramiento de impurezas debido a la absorbancia del
compuestc da intererés.

4,- Comparacién del espectro de absorcién del comouesto de
1nterés, con el espectro de absorcion de la sustancia patrén
de referencia primaria (USP) correspondiente. Para determinar
si los espectrocs corresponden a un @mismo compusstic, se
confia a un valor de semejanta interespectral no menor de
950, (Las especificaciones del orograma utilizado indican gue
puede asumirse total identidad a valores mayores de 940).

2.5.2.2 EXACTITUD

Es el agrado de concordancia de medidas individuales con un
nivel aceptadec de referencia. Se determina por el estudioc de
placebos cargados al 100%4 de la cantidad a analizar.

a) Criterios:

t.-Cvs27
2,- teal S toss n-z gl
Ho : p = 100%
Ha : p = 1007
3.~ LI1IC = 100 = LSIC
4,- 102 % > % > 98 %
b) Calculos:
1.- Porciento Recuperado para cada recobro (%}

x = { -—- 1) 100

2.- Media del porciento recuperada (X}

a1



0

3.- Desviacion Estandar del porciento recuperado (S}

4.~ Coeficiente de Variacion (CV)

S

Cv = ( ) 100

5.- t de Student

X - p po= 100 %

S 7 4 n

teat =

&6.- Intervalo de Confianza para la Media
- S
IC = x * t o5% n2 gl
donde: n = numero de recobros independientes

x cantidad adicicnada

y = cantidad recuperada

tosx n-2 gl= t Student a una probabilidad acumulada de O,

n—1 grados de libertad

2.5.2.3 LINEALIDAD

Se establece comprobando gque la grafica chtenida
cantidad adicionacga, (cantidad conncida de principio
que e adiciona a la matriz de la f ormulaciont,
cantidad recun e rada, (cantidad de principioc
cuantificado con el método de analisis aque se prooonel.
un comportamiento de v = mx + b, donde la pendiente (m}
intercento (b) no son estadisticamente diferentes de |
respectivamente.

95 Y

de  la
activo
centra
activo
tenqa
v el
v ©



a) Criterios:
1.- Coeficiente de Determinacign (r)
? =z c.98
2.- b = Intercepto
te cal & toms n-z gl
Ho 1 Intercepto = O
Ha : Intercepto # ©
L1IC = C = LSIC
3 .- m = Pendiente
tm cal £ tosm n-2z gl
Ho = Pendiente = 1
Ha = Pendiente = 1
L1IC s 1= LSIC

4.- DERR s 0.03

b) Calculos:

1.- Pendiente (B). %
2.- Intercepto (A). %

3.~ Coeficiente de Determinacion. *

4.~ Desviacion Estandar de la Recta de Reagresion. L

S.—- Desviacisén Estandar de ®"la Recta de Regresién
Relativa. ]

6.~ Limites de Contianza 95% para la Pendiente.

Sysx
LCs = B * tosx n-2 gi
(Sn) L 4 (2
7.—- Limites de Contianza 93% para el Intercento. %

8.- t cal para la Pendiente

(B ~ Bo) (Sx) 4 n

S yon

Ro = 1

teal =

a3



?.~ t cal para el Intercento. %

3 Calcuar de acuerdo a las férmulas tndicadas en la
evaluacion de la linealidad del sistema.

2.5.2.4 PRECISION

Es el agrado de concordancia entre resultados analiticos
individuales cuando el preocedimiento se aplica reseticarente
a diferentes muestreos de ura fmuestra homogenea del arcducto.
Usualmente se expresa &n términos de desviacion estandar o
coeficiente de variacion. Se puede medir de ia siguiente
manera:

I) Repetibilidad.-~ Es la precisién de un metads analiticc
expresado como la concerdanhcia entre determinacicnes
independientes realizadas por un splo analista. usando los
mismos aparatos v técnicas,

£l estudio est4d evaluado por el coeficiente de variacien
de los estudios de exactitud tanto para el 100% ccmo pnara la
linealidad del método: el criterio establecido es oue el

coeficiente de variacion =€ 2 %
Se analizan al menos & muestras de un misma muestra

homogénea utilizando el métode propuesto v se calcula el
porciento recuperada.

a) Criterios:
C.v. = 2%
b) Calculos:

1.~ Calcular la Media del] Porciento Recuperado. ¥x

2.- Calcular la Desviacién Estandar del
Porciento Recuperado. #x

3.~ Calcular el Coeficiente de Variacion., %

¥4 Ver calculos de Exactitud

II) Reproducibilidad.- Es 1a precisien de un método
analitico expresada como 1a concordancia entre
determinaciones independientes realizadas por diterentes
analistas. en diferentes dias, en el mismo v/0 en diferentes
laboratorios, utilizando el mismp y/o diferentes aparatos.

Se analiza una muestra homosenea por triciicadao por cada
uno de dos analistas en dos dtas diferentes. wutilizando un
modela anidado., de efectos aleatorics de doe factores
{Aranalista, D:dial, el cual se reoresenta con la siguiente
ecuacién:

Yok § i + Av + Djv o+ Eknp



donde!?

Yiyk =

uoo=

AL =

DG =

Ex{:j) =

Se ta

Porcentate tuantificade asociadc a la késima
repeticién en el jesimo dia nara el iesime analista.
Cantidad de principio activeo en la muestra.

Efecto del analista en el porcentaje cuantificado.

Efecto del jesimo dia en el iésimo analista sobre el
porcentaje cuantificado.

Error Experimental.

bulan los resultados de la siquiente manera:

ANALISTA

1 2

v 111 v 211
D v 112 vy 212

vy 113 y 213
I

vy 121 v 221
A vy 122 v 222

y 123 vy 223

TABLA DE ANALISIS DE VARIANZA (TABLA DE ANADEVA)

FUENTE DE | GRADOS DE SUMA DE MEDIA DE F F
YARIACION|LIBERTAD CUADRADOS CUADRADOS cal teo
sy?i.. svi... sca MCa
ANALISTA jgla = a-1)8Cas —— = e MCa= Fa= 18.51
dr adr gla MCd
ald = sv?. g, svilL scd MCd
DIA Tatd-1) SCdra= —_ MCd= Fd= 4.46
. r dr glad MCe
- sY%y; sCe
gle = —ay?
ERROR SCe=8Y"1 )k - MCe=
ad(r-1)
r gle
a) Criterios: CV = 2 7%

Fa cot £ Fa teo

Fd cal £ Fd teo
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b) Calculos:

2

SY?... =(ylll + v112 + y113 + y121 + y122 + y123 «. ..+ yv225)°

sv?ijk =

sy?.i. =

sv®ij. =

sv¥i., =

donde: a

sy?...

sv%.,. =

sy,

sy%ijk

sv%ij.

Fd

ViEL o+ vi1z + y¥ns + vz o« viez 4oL, - 7023

(VII1 + y112 + vI13 + v121 + v122 + y123)%« (y211
v212 + y213 + y221 + y222 + y223)°

(11l + y112 + vy e (y121  + vi2z o+ vi23)%s
(Y211 + y212 + y2131% + (4221 + y222 + v223)
(Y111 + y112 + y113 + y211 + y212 + y213%+ (v121  +

v122 + yl123 + y221 + v222 + v223°

= Numero de analistas.

= Numero de di as.

= Nogmero de replicaciones por dia y por analista.
= Porcentaje del principio activo cuantificads.

= Suma total de los oporcentaies cuantificados por

los analistas al cuadrado.

Suma total de los porcentajes cuantificados en un

dia.

= Suma total de los cuadrados de los oorcentajes

cuantificados por un analista.

= Suma total de los cuadratdos de 1los pcrecentajes

cuantificados por los analistas.

= Suma total de los cuadrados de los porcentajes

cuantificados por un analistd en un dia.

= Valor de F de Fisher a un nivel acumulade de

G.95 taon gla grados de libertad en &! cumerador vy

gld grados de libertad en el denominadar.

= Valor de F de Fisher a un nivel acumulado de

0.%5 con gld grados de libertad en el numerador v

gle grados de libertad en el denominador.

AL



2.5.2.5 ESTABILIDAD DE LA SOLUCION DE LA MUESTRA

£t el tiemoo megdiante el cual una muestra lista para su

anailisis permanece sin cambio bajo c¢ondicicnes dadas. Se
determina cuantificando una scla muestra odreparada para  su
anilisis despues de un tiemgD razonable, almacenada a

diterentes ccndiciones. Se establece en cuanto tiempo v bajo
que condicienes los resultados analiticos no difieren de los
ariqginales.

a) Criterioss

No mas del 2 % de diferencia en ta cuantificacidn de cada
una de las muestras., a las condicicnes probadas., con respecto
al amalisis inicial,

2.5.2.6. TOLERANCIA DEL SISTEMA

Es la determinac:dén de los facteores gue afectan @l sistema
de medicion, Se establece cuantifitando una misma muestra
modificando ciertas condiciones del sistema v viendo en que
manera se alteran los resultades. éstc onara determinar los
puntos criticos del sistema de analisis.

a) Criterios:

No existe un criterig definido para esto, sor 1o que el
criterio tomado fue unma varliacién menor de * 1% de los
porcentajes cuantificados oromedio de las 3 muestras en cada
una de las condiciones probadas con respecto al  promedio de
las mismas cuantificadas bajo condicliones normales, v gue no
compramets la resolucién del principio act:ive de los demas
componentes.
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CAPITULO 3
PARTE EXPERIMENTAL

-
3.1. EQUIPO, MATERIAL, Y REACTIVOS
3.1.1 EQUIPO

Bomba Waters mod. &£000A, 510 v 610 nara cromatografo de
liquidos,

Bomba Beckman mod.110B para cromatoarafo ce liguicos.
Invector manual! Beckman con loop de 20 mcl.

lnyector manual Waters mod. U6 para cromatografoc de
liguidos.

Inyector automatico WISP mod. 712,

Inyector automatico WISP mod. 700,

Detector Beckman mod. 160 de longitud de onda $i13a para
cramatégrato de ligquidos.

Detector Beckman mod. 163 de lconaitud de onda variable para
cromatégrato de liaquidos.

Detector Waters mpd. 440 de longitud de onda +fija para
cromatografo de ligquidos.

Detector® Waters 3?0 de arregloc de +otodiodos npara
cromatégrato de liquidos.

Integrador Beckman mcd. 4Z7.

Integrador Waters mod. 740.

Integrador Waters moc.745,

Integrador HP mod. 33%0A v 3396A.

Printer Plaotter Waters mod. 5200,

Balanza analiica Mettler AE 100,

Bafio de Ultrasonido Cole-Palmer mod.8851.

Agi tador magnetico Thermolyner mod. 5P 1B&23.

Columna Ultrasphere octyl de 15 ce de largo, 4.6 mm de
diametro interno v 5 micras tamaric de particula.

Columna Lichrosphere Cie 15 cm de laraoc, v 3 micras de
tamafio de oarticula.

Columna pBendapalk de acero i1no«<icable Cis de 3.9 mm x  3C

cm para cromatografia de licuicos.

Columna Ultrasphere 005, de 4.4 mm » 289 v 5 mca.

Precolumna Cio de | cm,

3.1.2 MATERIAL
Microjeringa de 25, 50 v 100 m:ol Hamilton.
Equipo de filtracion thllipore.

Membranas de filtracion Millipore tipo GVWP de 0.22 mam.

3.1.3 REACTIVOS

Agua HPLC.
Metanol HPLE.
Metanol R.A.
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- Acetoritrilo HPLC.

- Trietiiamina HPLC.

- Isopropancl HFLC,

- Lauril Sulfato de Scdio R.A,

- AC1d0 Acetico al !15%.

- fAcido Fosforico 0.0SM.

- Sustancias Patrdén de Referencia USP: Sulfametoxazol Lote
G-1 y Trimetanrim Lote G.

~ Materias Primas: Sul fametoxazol. Trimetoprim, Diazepanm,
Fenacetina.

3.2 DESARROLLO DE LOS METODOS

En primer lugar es necesaric certificar 1los oprincipios
activos de la formulacion, para contar con  patrones  ge
referencia secundarios plenamente identificados y de pureza
conocida, mismos Que van a servir para el desarrollo de los
metodgos v su  validacion. Lo antericr se llevé a cabo
realizando toces las pruebas de analisis concermientes a
Sul fametoxazol y Trimetoprim como materias orimas de acuerdo
a la USP XxXxiI.

En segundo lugar, se procedid a retar la espacificidad el
metodo USP XXII para la cuantificazion de Sulfametoxazol v
Trimetcprim en camprimidcs., con la 1dea de partir de una base
y no partir precisamente de cero. El sistema cromatogra‘ico
que recomienda la USP XXIIl es el siquiente:

FASE MOVIL: Agua:z acetonitrilo: trietilamina (79.9:20:0.,1)
oH = 5.9.

COLUMNA: Cie de 30 cm de lengitud, 3.9 mm de Didmetro
Interno v 5-10 micres de Tamaffjo de Particula. Se
utilizdé pBoncdapack Cas,

DETECTOR : UV.

LONGITUD DE ONDA: 254 nm.

FLUJO : 2 ml/min,

VOLUMEN DE INYECCION : 20 mcl.

Sin embargc en los estudios preliminares de la
especificidad, se vio que el metode no era capaz de separar
un producto de la degradaciéon del Sulfametoxazal del
Trimetoprim, siendo que para este ultimo fue perfectamente
especlfico. En bsse a lo antericr empezéd a verse la
posititlidad de variar la fase movil v en sl las
caracteristicas  del sistema cromatografico, tratando de

separar la interferencia del Trametonrim.

Se utilizaron muestras metanolicas de Sulfametorazol vy
T-imetoprim a8 una concentracion aprorimada de 160 mcg/ml v 32
meg/sml gue es la que recomienda lta USSP XXI! para la
preparacion de las muestras, asl coma muestras degradadas de

fcrmulacién. Se probaran las s1quientes condiciones
cromatograficas USP XXl util:izendo las columnas ccn que se
contaba en ese momento v cuvas ctaracteristicas fueran

similares a laz recaomengadss pur la USP XxI.

3

MOVIL: Arrdo acetiso 1hW: Acretonitrilo (Ba:ld)
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COLUMNA: a-Ultrasphere octvl de 15 cm de large., 4.& mm cde
diadmetro  interns (DI) v S micras oe tanaFz  de
particula (TFY.,

b-Lichrosphere Cis de 1S cm de larco v S micras
de TP.

c-uBondapak Cis 3C cm de largo, 3.9 rm de D1 v 1C
micras de TP.

LONGITUD DE ONDA: 254 nm.

FLUJO: | ml/min.

VOLUMEN DE INYECCION: 20 mcl.

SENSIBILIDAD: 0.02 AUFS.

Columna a:

Como se muestra en la figura 3.1 no hav resolucien de los
productos de degradacién. El Sulfametorazol presenta un pice
muy gruesc vy coleado Qque no se separa del frente del
disolvente.

Columna b v c3
No se resuelven los picos ni 1os productos de degradacion
como se puede opbservar en la figura 3.2,

6.48

Figqura 3.1 Figura 3.2

Ninguna de las columnas utilizadas dio la c=electividad
necesaria para separar los activaos entre si vy de sus
productos de degradacién, baio e8a% condiciones
cromatograticas, hecho por el cual se adicionarcn  otros
modi ficadores organicoz como Metanol, Isooropilamina, stc. 2
la +fase movil anteriormente probada. tratando EE3Y de
encontrar la resocluciodon adecuada entre activos y prodactos de
degradacion,

FASE MOVIL: Acido Acetico al 1%: Acetonitriloc: tletanol.
(BO: 1317y,
COLUMNA Ultrasphere octyl, 195 c¢m de longitud. 4.6 am de
D1 S micran de tamafio de varticula (TP).
LONGITUD DE ONDA: 234 nm.
FLLIO ¢ 1.5 ml/min,
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VOLUMEN DE INYECCION: 20 mci.
SENSIBIL1IDAD: 0.02 AUFS.

8357

El Trimetoprim presenta an
pico bien definido, delqado v
simétrico a un tiempeo de

retencion (tr! aproximado de 3.9
min.,, ei Sulfametoxazol presenta

un  plco muv :rregular  y con

tuerte cabeceo que se presenta con of
un tiempo de retencion :
aproximado cde 8.2 min. No se

separan los productos de

deqradacion como s puede observar It

en la figura 3.3. i H

Figqura 3.3

FASE MOVIL: Acido Acetico 1l: Acetonitrilo: Isopropilamina
{(B0s16:4) .

COLUMNA a-Ultrasphere octyl, 13 cm de largo, 4.6 mm de DI
y S micras de TP.

b-pyBondapak Cie, de 30 ¢m de largo » 3.9 mm de

D! v 10 micras de TP,

LONGITUD DE ONDA: 254 nm.

FLUJO: 1.5 ml/min.

VOLUMEN DE INYECCION: 20 mci.

SENSIBILIDAD: 0.02 AUFS

No hay resolucion de productos de degradacién con
respecto al Sulfametoxazol y al Trimetoprim.

La siguiete fase movil esta basada en la referencia 43,
cuvas caracteristicas scn muy similares a las de las +fases
méviles hasta ahora empleadas, se menciona en la referencia
que el sistema es especifico para Trimetooraim.

FASE MOVIL: Acetonitrilo: 1-Praopanol: Metanol: THF: Acido
acéetico : Agua (35:20:15:25:1:34)

coLuMNA: uBondapak Cis de 30 cm de longitud . 3.2 mm de DI y
10 micras de DI.

LONGITUD DE ONDA: 271 nm,

FLUJO: 1 ml/min.

VOLUMEN DE INYECCION: 20 mcl.

SENSIRILIDAD: 0.02 AUFS.

El Trimetonrim presenta
un pico bien definido., cerca
de | ti empo muerto. Sin
emhbargo =! Sulfametoxazcl no
se retiene en la columna

TRIFETOORIM

sale con .el frente del
disolvente, cbmo <€ puede
apreciar en la fiqura 3.4. tigurs 3.4



Hasta aqu: no se habtan enzontrado las <°o zicres
cromatpgraficas cue nmicieran selectivc el métogo hacia ia
cuantificacien cde los activos. Dado gue en la bBibiiczrafia
revisada no se encontré un método especifico para  ambos
compuestos, se decidié emplear el metodo USSP Xxl! opara
cuantificar Sulfametaxazol comc métode escecificc v Suscar
uno diferente para cuantificar Trimetoprim.

Dada la afinidad de los actives gor el metansl se
procedid a utilizar una fase movil cuya composizidn egg en
mayor parte de metancl., estc con el +imn de facilitar la
salida del Sulfametoxazol y de sus productos de Jegracasion
con el ¢frente del disolvente gue son estos & $inal ce Cuentas
los que interfieren con el Trimetoprim. Este ultimo se
traté de retardar en su salida utilizando ur par 106nico. Se
sugirid la siguiente fase movil, basaca er 1a biblicgraéia
27y

FASE MOVIL: Metancl: Acido fusforico 0.05 M: Lauril sulfatc
de sodio (LSNa) (70:30:0.13})

COLUMNA: Ultrasphere 0O0DS de 25 cm de longitud x 4.6 mm de DI
vy 3 micras de TPR.

DETECTOR : UV.

LONGITUD DE ONDA: 230 nm.

FLUJO: 1 ml/min.

VOLUMEN DE INYECCION: 20 mcl.

SENSIBILIDAD: 0.02 AUFS.

El Trimetoprim sale con un tiemno de retencién  aproximado
de 40 min, mientras que el Sulfametoxazol sale ton el frente
del disolvete. Dado que 40 min es un tiempo de retzncion  muy
grande, lo cual provoca un analisis extremadamente lento. se
tratéd de modificar la fase wedvil de tal manera que
disminuyera el tiempo de retencién, ya sea disminuvenda la
concentracién del mar ionico, el tamafic de este o en ultima
instancia la composicion de la ¢ase mévil., Se grobe la
siguiente fase movil:

FASE MOVIL: Metancl: Acido +fosforico 0.05 M: Lauril sulfatce
de sodio (LSNa) (70:30:0.01a)

El tiempo de retencivn del Trimetooris disminuve a 20 mn
aproximadamente. por 1o  que se fue disminuyendc la
concentracién del {ormador de par 16nico hasta alcanzar un
tiempo de retencion 4ntimo.

Finalmente la fase mavsil con la cual se gbhtuvierso: mejcres
resultados fue la siquiente:

FASE MOVIL: tetanol: Acido fosforico 0.03T M: Lauril sulfatce
ge sadie (LSNal (70:30:C.002a0

Teniendu un tiempo de retenc:i:on de aprorximadamente 1L min
y due ademis pasa las oruebas prelimnares de espectficidad.

Hasta este punto se cuenta va  ccn los  dos metados
necesarios para cuantificar Sultametosdazol v Trimetonrim  on
presencia de productas de degradacion. Zin embarao  habla cue
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ult:mar detalles con la fase movil del Sulfametoxazol wseP)
va gue con muchas faciligad se cgierce resolucion entre los
prircipios activos., hecho ce vital importancia. si se toma en
cuenta gue en medio de ambos se presenta un  producto de
deqradacién que podria llegar a interferir con el
Sul fametoxazol. Se traté de modificar el método de tal
forma que no se sacrifigue la especificidad y gque mantenaa
una buena rescluti1on con respecto &l Trimetoprim vy con
respecto al oroductsc de degradaciorn. Fra correqir lo

anterior se aumentd la concentracion dei formador de par
ionico v se ajusto el pH a 5.8 con la idea de aumentar la
resolucien, v de hecho se logré un poco mas de resolucioén
nerc 1o mas 1mportante es que la resolucion se mantiene
constante ayn durante prolongados tiempos de analisis gque es
lo que finalmente se pretendia. La especificidad del método
se mantuvo intacta.

3.3 VALIDACION DE LOS METODOS
3.3,1 LINEALIDAD DEL SISTEMA:
A. SULFAMETOXAZOL

Se llevo a cabo preparando una solucion de Sulfametoxazol
en metanol vy realizando las diluciones adecuadas para
obtener soluciones de 40, 80, 120, 160, 200 vy 240 mcq/ml, que
eguivalen a 25%, SO%. 7S%, 10C%, 125%2 v 150 % de 1la
concentracién elegida coms 1004 (160 meg/mlid. A  cada
solucion se le adiciond Trimetoprim a la concentracion
elegida al 100% (32 mcg/ml}. Se analize cada selucién peor
triplicado excepto 1l1a de 100% que se analizo nor
sextuclicado: se ccnsiders la solucion que contensia
Trimetoprim perc no Sul fametoxazol como el 0%,

B. ~-TRIMETOPRIM

Se llevéd a cabo preparande una salucién de Trimetaprim  en
metanol y realizando las diluciones adecuadas para obtener
scluciones de B, 16, 24, 32, 40 y 48 mcqg/ml, que equivalen a
25%. S0%, 7S5Y%, 100%Z, 125% y 150 % de la concentracién elegida
como 100% (32 mcg/ml). A cada solucién se le adiciond
Sulfametoxazol a la concentracien elegida al  100% (160
mca/ml). Se analizé cada solucién por triplicado excepto 1a
de 100% que se analizo por sextuplicade: se considerarcon ta
solucion que contenian Sulfametorazol pero noc Trimetoprim
como el O%.

3.3.2 PRECISION DEL SISTEMA:
A. =SULFAMETOXAZOL
Se evalus de la respuesta de 5 replicaciones de la
solucion de Sulfametoxarzol a la concentracion del 100 % de lo

que indica el metodo wreparadas a pa-tir de wuna solucidn
concentrada.



B, ~-TRIMETOPRIM

Se evalud de la respuesta de & replicacicnes de ia
solucién de Trimetoprim a la concentracidn gel 100 % ce lo
que indica el metodo prenaradas a partir gce una solucien
concentrada.

3.3,3 ESPECIFICIDAD DE LOS METODOS
A.-SELECCION DE LAS CONDICIONES OPTIMAS DE DEGRADACION

Dado que se cuenta con un sistema cromatografico adecuado

se procedid a degradar a los principios activos, el placebo v
la formulacién, en condiciones:

a) Acidas

b) Basicas

c) Oxidativas

d} Calor

e) Luz Ultravioleta (UV).

En la TABLA ! se muestran las condiciones v los tiemsos a

los cuales se sometieron a degradacidn las di ferentes
muestras.
MUESTRA T1PO DE DEGRADACION TIEMPQ
Acida a reflujo 17 hrs,
Basica (60%) 52 hrs.
SULFAMETOXAZOL! Oxidacién a reflujo 7 hrs,
Luz UV ° . 7 dias
Calor 1&C°C 24 hrs,
Acida a reflujo 7 trs.
Basica (607) $52 hrs.
TRIMETOPRIM Oxidacieén a reflujo 17 hrs.
Luz Uy 13 dias
Calor 185°C 24 hrs.
Acida a reflujo 7 hrs.
Basica (607} 52 hrs.
FORMULACION Oxidacion a reflujo 17 thrs.
Luz LV ° 7 dias
Calor t60°C 24 hrs,
Acida a refluso 17 hrs.
Basica (607) 32 hrs.
PLACEBD Dxidacicnoa retlujo 17 hrs.
Calar 1B3°C 24 hrs.

Tabla 1. Condiciones de Degradaciodn.
Una vez que son fi;adas las condiciones de dearadacidn. se
procede a repetirlas, pdara noder decir yue el norcentaie

degradado de la mpolecula corresponde evclusivamente a |a ruta
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de Zegradacion v no es obra de la casualidad o al azar,
Habiendose estatlecids las condizicnes de degradacién, se
orocecio a inyectar las muestras degradadas de Sulfametoxazol
v de Trimetoprim materia prima. asi como la formulacion v el
placels en los sistemas cromatograficos previamente elegidos.
para determinar al misma tiempo., utilizando estandares de
materia prima formulacion v placebc. 51 alguro de los
ercipientes interfiere con aiguno de los picos de los
corouestss de interes, o st alguno de los oproduttos de
degradacioen cde los mismos o de 1los excipientes presenta
interfecencia en la respuesta de los principios activos,

Las muestras se analizaron utilizando un detector de
arrealc de ¢fotodicdos. haciendose un analisis espectral de
los compuestos de 200 a 350 nm, de tal forma que se pudiera
analizar el pico de cada compuesto en tres dimensiones:
Absorbancia. tirempo, y longitud de onda. con ésto se podra
asequrar que detras del pico de interés no se encuentra

cculto aloun producto de dearadaczidn, lo cua! no seria
cosible en coendiciones normales de deteccidén a4 una sola
lorgitud de onda, ya gue su absorbancia a la longitud de

onda de trabajo seria ad:itiva al compuesto que se cuantifica,
grave problema en un metodc analitico para estudios de
estabilidaog.

£l analisis espectral consicte en tomar partes del pico
qQue interesa en el intervaleo de tiempo en el cual el pico
comienza y termina de salir, hacia el eje de las longitudes
de conda. de tal forma que se toman secciones del pico donde
cada una presenta un  espectro UV en el intervalo de
longitudes de onda al cual se hizo el barrido: si el pico es
de un ccmpuesto puro la superposiciédn de cada uno de  los
espectros es completa. Si é¢ste eata acompaffado de otro
compuesto. s5u  espectro UV es aditive al del compuesto de
interes v la superposicion de cada unoc de 103 espectros no es
completa, pues los espectros no son  iguales. Posteriormente
se comoara @l espectro del sico de interes contra el ezpectro
de patrones de referencia para definir la identidad del pico.

B. ~SELECCION DE LA SUSTANCIA PATRON DE REFERENCIA
INTERNA (SPRID.

Una wver «ue los sistemas cromatograficos han sido
seleccionados. v Que se ha demostrade su  especificidsd. se
tratu de adecuer la pregarac:on de las muestras de tal {arma
gque ana sola muestra budiese ioyectarse en ambos si:temqs
cromatoaraficos de lo cual! se desprendieron las siguientes
alternativaz:

l.-La oprimera opcidn es utilizar la misra BPR1 para
lcs dos principies activeos., es decir. un compuestc aque
invectado en ambos sistemas cromatcgraficos sirva de patrén
de reterencia interno para ambos compuestos. que presente un
tiempo de retencion diferente de los producteos de deqradacion
v oaue =e zenare adecuadamente,

C.~ta seaunda opcion es ponerle a rada compuesto su
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respectiva SPR1. para lo cual. si se va a itnvectar la misra
muestra a los dos sistemas, se debe curolir cue:

a) La SPRI del Bulfametoxazeol. no debe interferir
con su cuantificacion, ni presentarse en tiemnos de retencion
de oproductocs de degradaciaén, a! mismo tiemns no  debe

interferir con el Trimetoprim en su sistema de cuantificacion
aunque se presente en tiempos de retention de aradutios  de
degradacion.

h) La SPRI! del Trimetoprim, no debe 1n%terferir Con
su cuantificacién, ni presentarse en tiemoos de retencidn de
producteos de degradacién, al mismo tiempo no debe interferir
con la cuantificacion del Sulfametoxazel en su sistema de
cuantificacion aunque se presente en tiempos de retencién  de
productos de degradacién.

3.- La tercera opcion es ponerle una SPR1I a cada
compuesto v hacer i1nyeccion de muestras diferentes en cada
sistema.

Dado que existe una gran variedad de cOompuestics Qque se
pueden probar para ver si cumplen con las caracteristicas
anteriores, se seguira el siguiente criterio cara escoger
cuales son aguellos compuestos que puedan servir de SPRI  de
los compuestas- que interesan: 1 Sustancias similares en
estructura a los compuestos de interes. 2) Sustancias gue se
tenga la referencia de que se analizan bajo condicionenms
de fase movil similares.

A} Sulfameptoxazol: Las sustancias cue se probaron
fueron la Norfloxacina. Vainillina, Minexidil. Metronidazol
Aceténido de Fluoxinolona v Fenacetina. La SPRI que se debia
de seleccionar tenia que cumplir con los siguientes
reguisitos:

~Absorber significativamente a 254 nm.

~Presentar un tiempo de retencisn mayor de 10 minutos.
¥ que se separara del producto de degradacion que presenta el
Sul fametoxazol en condiciones oxidativas.

~Ser estable cuando menvs por 24 hrs  en las
condiciones de inveccion.

Se decidid poner la SPRI con un tiempo de retencidn
después del Sulfametoxazol., debido a que se oresentan un  un
gran numero de productos de degradacion a tiempos de
retencion menores lo cual hace mas dificil encontrar una
adecuada que no interfiera con ningun oroducto de degradacion
tanto del Sulfametoxazol como del Trimetoprim.

B) Trimetoprim: Para este compuesto s& probaron los
siguientes compuestos: Vainillina, Fenacetina, Minoxidil.
Griseafulvina, Metronidazol. Metildopa, Nicotinamida, Aceto-
nido de Fluoxinolona, Difenilhidantofna sodica. Fenilbutazo-
na, Trimebutina base., Ampicilina trihidrato., Piridoxina HC1,
Metampicilina soédica, Glibenclamida., Dicloxaciltina sodica,
Cloxacilina sodica., Acido Pipemidico. Valerato de
Betametazona, Cimetidina, lbhuprofen v Diazepam. La SPRI a
seleccionar debla de cumplir con los siguientes requisitos:
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-Absorber siagnificativamente a 230 am.

-Presentar un tiemps de retenczidn mavor de 7.5 min tlos
oroductos de degradacion salen hasta los 6 minutos) va sea
antes o cdespues de la salida del Trimetcorim, y Que oresente
tuena resolucion.

-Que sea estable en las condicicres de inveccion
cuando mencs 24 noras.

C. -SELECCION DEL METODO ANALITICO

El meétouo analitico propuesto para la preparacioen de la
muestra. es el USP XXIl cerc dado aue son dos sistemas
cromatograficos diferentes oara ctuantificar los activos cada
uno por separado, se hicieron las siquientes modificaciones
de tal ¢forma oue @l metodo analiitico aquedd de ta siguiente
manera:

-Pulverizar finamente 20 comprimides.

~Pesar una cantidad de la muestra pulverizada equivalente
a 160 mg de Sulfametoxazol y 32 mg de Trimetoprim.

~Transferir a un matraz volumeéetrice de 100 ml v adictionar
S50 ml de metanol.

-Colocar en bafo de ultrasonido 5 minutos, agitando
ocasionalmente.

-Enfriar y llevar a velumen con metanol.

-Filtrar a traveées de filtrao de poro pequefio: SCLUCTICN A

17 Sulfametoxazol: Tomar unma alicuata de fa SOLUCION A,
adicionar una cantidad adecuada de Fenacetina en solucion
metandélica v llevara la concentracion final con la +ase
mévil, Inyectar al cistema cromatografico:

FASE MOVIL: Agua: acetonitrilo: trietilamina (79.B:20:0.2)
eH = 5.8

COLUMNA: Cie de IO cm de lonaitud, 3.9 am de Diametro
Interno v 5~10 micras de Tamaffo de Particula. Se
utilizé pBondapack Cie.

DETECTCOR : UV,

LONGITUD DE ONDA: 254 nm.

FLUJO : 2 ml/min.

VOLUMEN DE IMYECCICN ¢ 20 mcl.

SENSIBILIDADL : 0.2 AUFS

2! Trimtoorim: Tomar wuna alicuota de la SOLUCION A,
adicienar una canticad adecuada de Diazepan en solucién
metanolica v llevar a3 1a congentracidn +irnal con metanol.
Invectar al sistema creomatoaraficos

FASE MOVIL: Metaral: Acido fosforico Q.03 M: Lauril suléato
de sodia (LSNa) (70:30:20 mq/1000ml).

coLuMNA: Ultrasphere 0DS de 25 cm de longitud x 4.6 mm de DRI
v 9 micras de TP,

DETECTOR : uv.

LONGITUD DE ONDA: 230 nm,

FLUIZ: 1 ml/ain,

MOLUMEN DE INYECCTION: Zu uct.
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SENSIBILIDAD: 0.02 AUFS,

3.3. 4 LINEALIDAD DEL METODO

A, —SULFAMETOXAZOL

Se evalud analizando placebos cargados a los rmiveles de
60%, 8ox, 0%, 100%., 110%, y 120%, de 1la canticad
seleccionada, adicianando el Trimetoorim v la Fenszetina al
100%: & réplicas por cada nivel vy considerando placsbos sin
Sul fametoxazol como O%. Se determind la opendiente. el
intercepto, el coeficiente de determinacién. la desviacién
estandar de la recta de regresion, la desviacidrn estandar
relativa de la qrafica de miligramos adicionadoe contra
miligramos recuperado.

B. ~TRIMETOPRIM

S5e evalud analirando placebos cargados a los nriveles de
607, 807, {0%, 100%. 1107, vy 120%, de 1la cantidad
seleccionada, adicionando el Sulfametorazel v el Diazepam
al 1007: & réplicas por cada nivel y considerando placebos
sin Trimetoprim como O%. Se determind la pendiente, el
intercepto, el coeficiente de determinacidn., la desviacidén
estandar de la recta de regresién, la desviacién estandar
relativa de la grafica de miligramos adicionados contra
miligramos recuperads.

3.3.5 EXACTITUD DEL METODO:
A. =SULFAMETOXAZOL
Se determineg del porcentaje recuperadé de cada muestra del
estudio de linealidad para cobtener la exactitud en todo el
intervalo de concentraciones incluvendo la exactitud al 100%.
B. ~-TRIMETOPRIM
Se determind del porcentaje recuperado de cada muestra del

estudio de linealidad para obtener la exactitud en todo el
intervaloc de concentracicnes incluvendo la exactitud al 100

3.3.6 PRECISION
SULFAMETOXAZOL Y TRIMETOPRIM

REPETIBILIDAD: Se determind por el cosficiente deo
variacién de los resultados obtenidos en la exactitud al
1007,

REPRODUCT BILIDAD: 5e evalue con el estudio de
determinaciaones independientes de una misma muestra en dos
dias por dos analistas con 3 réplicas opor d1a utilizando
un analisis de varianza (ANADEVA! de modelo anidado.
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3.3,7 ESTABILIDAD DE LA SOLUCION DE LA MUESTRA:

SULFAMETOXAZOL Y TRIMETOPRIM

Se determind analirardo 2 muestras a la misma concentra-
cion {nmediatamente descues de su cregaracién v volviéndolas
a8 analizar a las 23 v 46 horas habiendolas almacenade bajo
las sigutentes condicicnes:

2)Temperatura ambilenrte expuestas a la luz.

b)Temoeratura ambiegte en obscuridad.
cIReérigeracion a 4 C.

3.3.8 TOLERANCIA DEL SISTEMA:
Se hitoc comparandc !os resultados de tres analisis

indegendientes de wuna misma maestra de ios resultados
originales &l modificar la fase movil de la manera siguiente:

A. —=SULF AMETOXAZOL

Fase Movil.~- Composicidn®

l.-AguasAcetonitrilosTrietilamina (79.B : 20 : C.2)
2.-AguazAcetcnitrilo:Trietilamina (79.B : 20 : 0.2
3.-AguatAcetonitrilo:Trietilaming \79.8 + 20 : 0.2)

4, ~AguasAcetonitrilo:Trietilamina (78.8 ¢ 21 : 0.2
S.-Rguaskhcetenitrilo: Trietilamina (79.82 3 20 : 0.18)
&.-RauazfAcetonitirilo:Trietilamina (79.78 : 20 : 0.22)
7.-AguasAcetonitrilo:Trietilamina (BO.EB : 19 : 0.2) pH=5.8

B. ~-TRIMETOPRIM
Fase m&vil.- Composicidn¥

.~Metanol:Rcido fosfdrico O.C3M:iLSNa (70:30:0.00I3)
.-MetanclifAcido fosfdrico 0.05M:L3Nal(6?.4 .6:0.002q}
3.-Metancl:hRcido fosférico 0.0SMiLSHa (70 :0.0015g)
4,-Metanol:Rcido fosforico 0.05M:LSNa (71:29:0.002¢
S.-Metanpol:fcido fosfdrico 0.045M:15Na  (70:30.0.002a)
b.-MetanoltAcido fostoerico 0,055M:LS8Na  (7C:30:0.n02g)
7.-Metanol:Acidec fostdrico 0.05M:iLSMa  (70:320:0.C021a)

1
:

4 Se hicieron pequefias modificaciones en las tases
moviles, para determinar qQue tanto oodrian afectar. oeauefias
variaciones en su preparaciodn. debidas al error normal del
analista, tes resultados de la cuantificacion de las
muestras.
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CAPITULO 4

RESULTADOS

4.1 VALIDACION DE LOS METODROS

4.1.1 LINEALIDAD DEL SISTEMA

4.1.2 PRECISION

A, ~SULFAMETOXAZOL

HIVEL | CONCENTRACION RESPUESTA

x megs/ml AREA

o 5.0 o ;
0 0.0 o

o 0.0 0 ;
s 40,0 0.020594 ;

2 40.0 0.020832

2 40,0 0.01287C

50 80.C 0.C4152

s 80.C 0.041€73

50 80.0 0.C41€65 :
75 120.0 0.062711

75 120.0 £.063421

75 120.0 0.08095%

75 120.0 9.083448

100 160.0 0.082575 i

100 160.0 0.083719

100 160.0 0.083823¢

100 10,0 c.oB2EN2 H

100 160. 0 G.083410

125 200.0 0.1C2674

128 200.0 0.102%97

128 200.¢ 0. 103667

150 240.G

1€ 240.0

180 240.0 ;
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4.1.1 LINEALIDAD DEL SISTEMA

4.1.2 PRECISION

B. ~=TRIMETOPRINM

NIVEL { CONCENTRACION RESPUESTA
% mcgsml AREA
[« 0.0 o
o 0.0 s}
0 0.0 ¢
. 25 3.0 36961892
25 8.c 3529920
25 8.0 3512023
50 16.90 €983297
50 16.0 £907485
50 16.0 6300023
7 24.0 10376776
75 24.0 10008520
75 24.0 10777280
100 32.0 14053424
100 32.0 13821264
100 32.C 13788352
100 3z2.0 13626848
100 32.0 14002608
100 3z.0 13781424
125 40.0 17786768
12 40,0 17511312
125 40.0 17243440
1s0 48.0 2056248F
150 48,0 21003936
150 48,0 20989424
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Calculos de Linealidad Calculos de Linealidad

del sistema para del sistema para
Sulfametoxazol Trimetoprim
A =1.680"° A = 21892.8084
LSIC = 0.0008 LSIC = 167026.8
LIIC = ~0.0004 LIIC = -123242.8
teal = 0.570 teal = 0.313
t oox 22 gl = 2.074 t p3x 22 3l = 2.047
B = 5.17xa0 * B = 434242.0242
PR = 0.9974 PR = 0.9580
r*: 0.9008 r%= 0.9803
Sysx = 0.0007 Sysx = 178097.78
DER = 0.012 DER = 0.016

Siendo que tcal ¢ toss 22 gl para el intercepto y que el
intervale de confianza para el mismoe incluye a cero, es
suficiente para afirmar que el intercepto no es
significativamente diferente de cero, para ambcs métodos.

Siendo que la 0.98 ¢ PR < 1.02 para Sulfametoxazol y para
Trimetoprim, se dice que existe una relacién proporcicnal de
pendiente aproximadamente igual a 1.

Siendo que rZ > .88 para Sulfametoxazol Y para
Trimetoprim, se dice que el modelo representa correctamente
la relacidn que hay entre la concentracién y el area en el
intervalo estudiado.

Siends DER < 0.03 para Sulfametoxazol y para Trimetoprim
es suficliente para aceptar la variabilidad en el intervalo
estudiado.

Calculos de Precision
del sistema para

Sulfametoxazol
n==5
x = 5.1895x10" ¢

CVv = 1.3 %

Siendo el coeficiente

Calculos de Precision
del sistema para
Trimetoprim

n =86

>

438268. 0088

Cvy =1,.92 %

variacién 1.3 % < 2.0 % para

Sulfametoxazol y 1.92 ¢ 2.0 % para Trimetoprim se dice que

el sistema de medicién

experimentales.

precisoc para las condiciones



4.1.2 ESPECIFICIDAD

4.1.2.1 RESULTADOS DE ESTUDIO DE DEGRADACION

Los resultados cbtenidos ce

acuerdo a la Yabla ! fuercn

los s:iguientes:

ivs estudias de degradation de

PORCENTAJE DEGRADADO |DIFERENCIA
CONDICION EN LOS X
1a. ! 2a. DEGRADADUS
fzica .52 | 9.52 -0.45
|
SULFAMETUXAZOL | Basica —eem e ——
MATERI A Cxidacion 21,40 i 21.52 -0.58
PRIMA Luz WY 15,93 | 14,87 1.4
Calor ————— —-_— -
Acida 12.83 13.45 -0.562
TRIMETOPRIM Basica ——— - —-———-
MATERIA Oxidacion 10.60 11.21 0.61
PRIMA Ltuz uWv ———— ——— _——
Calor ——— ——— ———
Acida .98 10,45 -0.47
Basica — -——— -
FORMULACI ON
Oxidacien 14.50 13.25 1.25
SULFAMETOXAZOL
Ltuz LV 15.76 15.71 0.5
Calor ——— ~——- ————
Acida 17.08 15.93 1.15
Basica —— —-——— —_———
FORMULACION
Oxicdacion 21.23 22.03 -u.80
TRIMETOPRI M
Luz uv - - ——
Calor -—— ——- -——

Tabla de Forcentaies de Deuradacier

&5

Reproducibilidad



4.1.2.2 ANALISIS ESPECTRAL

En todos los casos se hicieron barridos de 200 a 360 nm,
que son la zona en que ambos compuestos abscrben v donde se
presentan l1os maximos v minimos de sus espectros.

Los resultadaos fueron los siguientes:

A. ~SISTEMA PARA SULFAMETOXAZOL

Figura 4.1, el placebo, sin degradar (B) as{ como el
placebo deqradado en condiciones oridativas (6}, acidas (20,
bisicas y con calor, segun la Tabla ! no opresenta ninaun
nroducto de dearadacion gue interfiersa con la respuesta cdel
Sul fametoxazol y el Trimetoorim.

En candiciones de oxtdacion la deqradacion del
Sulfametoxazol como materia prima sresenta tres picos de
degradacion con un tiempos de retencion aoroximado de

4.45, 5.85 y 9.1! min el primerc es una posible interferencia
para el Trimetoprim. Figura 4.1 (3. El analisis espectral
demostr® que en estas condiciones el Sul fametoxazol no sufre
la interferencia de sus productos de degradacion.

En condiciones acidas la degradacién del! Sulfametoxazc!
como materia prima presenta un pilco de degradacidn con un
tiempo de retencidn de 3.92 min, Figura 4.] (4) el cual puede
interferir con Trimetoprim. nor lo demas el analisis
espectral demuestra especificidad gara Sulfametoxazol.

La degradacién del S5ul fametoxazol materia prima con lu:z UV
produjo una seffal con tiempo de retencion aproximado de 9.2
min. El apalisis espectral demuestra la es=pecificidad bacia
Sul fametoxazol.

Tante en medio basico como con calor la materia prima de
el Sulfametorazol no fue posible degradar aun en condiciones
drasticas, por lo que no oresenta ninqun oroducto de
degradacidén que interfiriera.

E! Trimetoprim como materia prima deqradado en ctonciciones
oxtdativas no oresenta mingun oproducto de degradasién que

tnterfiera con su cuantificacisn. ni zon la del
Sul fametorxazol el analisis esoectral demuestra esoecificidad
para los productos de degradacién en estas condiciones.

Figqura 4.1 (1)

El Trimetogrim en condiciones acida presenta un pico
traslapado, Figura 4.1 (3) no se ogbserva ningqun producto de
degr adacion gue pudiera interfericr con ol Sulfametowszol. El
analisis epspectral revela la oresencia de un compuesta no

&b



identificada, por lo tanto el sistema no es especifico para
Trimetopri{m en estas condiciones.

Figura 4.2, en nedlo basico (4), con caler y con luz UV el
Trimetoprin no fue degradable aun en condiciones
drasticas, no habiéndo interferencia de ningun tipo.

Figura 4.2 el Trimetoprim en Ja formulacién degradads en
condiciones oxidativas (1) se encuentra traslapado con un

postible producto de ia degradacison oxidativa de!
Sulfametoxazol y en condiciones Acidas (2) tamblen se
encuentra trastapado con un posible compuesto de su

degradacidn. Se demuestra gue el método no es especifico para
Trimetoprim al hacer el anilisis espectral de !os corpuestes
en Ja formulacidén degradada en condiciones acidas (Figura 4.3
¥y 4.4) y en condicicnes oxidativas (Figura 4.5 y a.6). El
analisis espectral para Sulfametoxazol demuastra la
especificidad del! sistema hacia éste, Figura 4.7.

t.a formulacidn degradada con luz UV presenta una seflal ceon
tiempo de retencién de 9.4 min, pero se comprueba ia
especificidad hacia ambos compuestos con el analisic
espectral.

En condiciones basicas, figura 4.2 (3} y con calor la
formulacién no fue degradable, ta inyeccion de estas
muegstras no presenta ningan tipo de interferenclia con las

compuestos de interés.

El sistema cromatografico resultd ser especifico para el
Sulfametoxazel, no asi para el Trimetoprim.

SISTEMA PARA SULFAMETOXAZOL

TR SHX = 8.5 TIEMPO DE RETENCION APROXIMADO DE PRODUCTO
TR THP = 4.5 DE DEGRADACION
DEGRADACION ACIDA Luz uv OXIDACION
SULFAMETOXAZOL 3.9 9.3 4.4, 5.8, 9.1
TRIMETOPRIM : 4.3 --- 2.0
FORMULACION 3.6 9.3 5.3, 9.1
Tiempos de retencién de loe productes de degradaclidn

obtenidos segun ta Tabla 1.
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Cromatogramas de la

esoecificicac del metodo
0ara Sul fametoxazgl:

analitico
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Figure 4.1.- 1) Trimetoprim deqradado en condiciones
oxidativas, (2) Placebo degradado con aAcido, (3) Trimetoprim
materija prima deqaradado en candiciaones acidas(4)
Sul fametoxazol materia Arima degradadn en condiciones

acidas, ($-F) Sul fametoxrazol materia prima degradado en
condiciones de oxidacién (&) Formulacisn dearadada con  lyz
u.v. (7) Placebo degradado en condiciones de Oxidacion (8)
Placebo s&in degradar.
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o TRIMETOPRIM
SUFRETONZAL

Figura 4,2.- (1} Formulacion deqradada en ccocndiciones
de oxidacién (2) Formulacién degradada en condiciones acidas.
(3) Fo mulacién degradada en condiciones alcatinag, 15
Trimetoprim materia prima degradada en tondiciones alcalinas.
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Figura 4.3.- Analisis espectral de Trimetoprim y Sulfa-
metoxarel en formulacien dearadada en candiciores acidas.
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Figura 4.43.- Superaosicion de especiros de Trimetogrim
en formulacion degradada en comdiziones acidas.
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B. =SISTEMA PARA TRIMETOPRIM

Figura 4.8 el placebo sin degradar (&) no presenta ningun
gico gue interfiera con la respuesta del Trimetoprim.

Figura 4.8, el placebc degradadc en condiciones oxidatiwvas
(7}, acidas (8), basicas y con calor no presenta ninguna

sefial gue 1nterfiera con la respuesta del Trimetoprim.

El Trimetoprim degradade en formulacien en condiciones

oxidativas. figura 4.8 (5) y comp materia prima. figura 4.9
(3} presenta nroductos de deqradacion cue no interfieren con
sy respuesta, el andlisis espectral demuestra especi ficidad

para el Trimetoprim en estas condiciones.

En  condicicnes acidas de degradacién tanto para el
Trimetopr:m como materia prima ,fFigura 4.8 (4), como para el
mismo pero en formulacion, Figura 4.8 (3). los productos de

degradacion no presentar inlerferencia con el Trimetoprim lo
cual se confirmacon el analisis espectral. Figura 4.10

En condiciscnes basicas, figura 4.9 (1), calor y luz UV
Figura 4.9 (2) el compuesto no es degradable, y no se
presenta interferencia alguna. lo cual se demostre con el
anadlisis espectral.

Figura 4.8 el Suftametorazol deqradado en condiciones
oxidativas (1). acidas (2} .basicas vy lur UV no presenta
ningun producto de degradacién que pudiera interferir con e}
Trimetonrim.

Con lo anterior se demcstrd gue el sistema cromatografico
es especifico para cuantificar Trimetoprim en presencia de
sus productos de degradacién, los productos de degradacién
del! Sulfametoxazol, los excipientes vy sus productos de
degradacioén.

SISTEMA PARA TRIMETOPRIM

TR TMP = 10.5 TIEMPO DE RETENCION APROXIMADO DE PRODUCTO
TR SMX = 2.5 DE DEGRADACION
DEGRADACION ACIDA Luyz vy OX1DATIVA
SULFAMETOXAZOL 2.3, S.1 2.3 3.2, S.1
TRIMETOPRIM 4.0 —— 5.0
FORMULACION 4.0. 5.1 2.3 3.3, 4.8
Tiempos de retencien de los productos de degradacidn

obtenidos segun la Tabla 1.




Cromatogramas de le Especificicad del metodo analiticeo
para Trimetoprim:

e

|

|

}
e T T

<SUEAEINATOL,

e

gt e e ba e e aies oF § s o a1 3 aeren

T O

SEETE

B3 ?Rt&;

Figura 4.8.- (1) Sulfametoxazcl materia brima degradado
en condiciones de oxidacidén, (2) Sulfametoxazol matria prima
degradado con 4cido. (3) Formulacidén degradada en condiciones
Acidas (4) Trimetoprim materia orima degradado con Acido, (9)
Formulacion degradada en condiciones oxidativas. (&) Placebo
sin degradar,.(7) Placebo degradago en condiciones oxidativas
{8) Placebo degradado con acido.
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Figura 4.9,- (1) Formulacion degradado en condiciones
alcalinas, (2) Formulacion degradada con  luz uv, 3
Trimetoprim materia prima degradado en condiciones oxidativas,
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Figura 4.10.- Superposicién de espectros de Trimetoprim
degradado en condiciones Acidas.
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4.1.2.3 SELECCION DE SUSTANCIA PATRON DE REFERENCIA
INTERNA (SPRID.

No fue posible encontrar un  gatron de referencia  interng
adecusdo para los dos compuestcs. debido a la diferencia aque
existe entre la composiciéon de ambas fases moviles, por Lo
que se descaric esta posibilidad.

En la segunde obciodn se logro encontrar las  SPRI que
cumplen con los requisitos mencionados: Fenacetina para el
Sulfametoxazol, v Amprcilina trihidrato para el Trimetoprim,
sin embargo despues de analisis posteriores se encontro  que
la ampicilina trihidrato era poco estable en la muestra de
inyeccion.

En la tercera opcidén, para el Sul fametoxazel, la
Femacetina fue la que cursl:d con todos estos recuisitos.
Ademis se orobd gue la Fenacetina se separaba muy bien del
producto de degradacidén can el cual poderta interferir (El que
se oroduce debido a la degradacion oxidativa del Sulfametoxa-~
zol).

Fara el Trimetoprim =se selecciond al Diazepam camo su
patron de referencia interno que cumplid con todaos los
reguisiteos para ser  usada en un  métcdo indicadar de
estabilidaod.

Figura 4.11.- 1) Sulfamptaoxazol con Fenacetina como SPRI,

10.36

TRIVETOPRIM

Figura 4.12.- 2) Trimetoprim con Diatenam como SPRI.
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4.1.3 LINEALIDAD

Y EXACTITUD DEL KETODO INDICADOR

ESTABILIDAD.
A. =SULFAMETOXAZOL
NIVEL MILIGRAMOS HILIGRANOS % DE RECOBRO
ADICIONADOS RECUPERADOS

o] 0.0 0 o}
0o 0.Q ] a
=] 9.0 Q (2]
0 C.0 < o]
[o] 0.0 Lo} ]

Q ¢.0 ¢] o]
60 60.¢ 63,2 100.4
&0 &60.0 &0.8 101.3
&0 &0.0 &0.43 100.7
50 £0.0 &0.0 1cC. 1
&0 6£0.0 59.8 7.6
&0 60.0 &0.0 100.1
80 80.0 79.6 97.4
80 80.0 7%.0 %8.3
80 B0.0 79.8 5.8
80 80.¢ 80.C 100.0
80 80.¢ 7R.4 ®%.2
g0 80.0 79.9 99.9
q0 30.0 89.0 98.9
0 9Q.0 89.8 %%.8
{0 F0.0 50.2 100.2
0 ?0.0 89.9 97.9
90 90.0 89.6 99.3
90 %0.0 90.9 101.0
100 160.90 9.3 2.3
100 160.0 100.4 100.4
100 100.0 99.8 59.8
100 100.0Q 99.9 9.9
100 100.0 9.7 2.7
100 100.0 100.3 100.3
110 110.0 110.1 100.1
110 110.0 109.7 99.7
110 110.0 106.3 8.4
{10 110.C 110.2 1QG.2
110 110.0 109. 6 ?9.7
110 110.0 108.4 98.6
120 120.0 121.5 101.2
120 120.0 117.8 8.9
120 120.0 126.5 100. 4
120 120.0 117.9 ?9.9
120 120.0 119.1 9e.z
120 120.0 121.0 100.8
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DE



4.1.3 LINEALIDAD Y EXACTITUD DEL METODO INDICADOK DE

ESTABILIDAD
B. ~-TRIMETOPRIM
NIVEL MILTGRAMOS MILIGRAMOS (% DE RECOBRO

% ADICIONADOS RECUPERADOS

? [4 ¢.0 [ o

i o 0.0 o o
s} 0.0 5} o
[ 0.0 <] o
o 0.0 o o
o 0.0 o] ¢}
60 12.0 11.9 99,5
60 12.0 11.7 7.7
&0 12.0 11.7 7.2
50 12.0 11.8 9.3
60 12.0 12.7 106.3
60 12.0 12.2 101.5
80 16.0 15.8 3.0
80 16.0 16.3 101.8
80 16.0 15.8 8.9
80 16.0 15.8 8.8
a0 16.0 15.6 97.6
80 16.0 16.1 100.8
90 18.0 17.9 99.3
90 18.0 18.3 101.5
90 18.0 18.2 101.2
90 1B.0 18.1 100.7
90 18.0 18.4 102.1
90 18.0 18.1 100.4
100 20.0 20.3 101.6
100 20.0 20.1 100.3
100 20.0 20.0 99.8
100 20.0 19.8 99.0
100 20.0 19.8 99.2
100 20.0 20.2 101.2
110 22,0 22.0 100.0
110 22.0 21.9 99,7
110 22.0 22.1 100.4
110 22.0 22.3 101.3
110 22.0 21.6 98.3
110 22.0 22.0 100.0
120 24.0 23.8 99.3
120 24.0 23.2 96.8
120 24.0 23.9 99.5
120 24.0 23.9 99. 6
120 23.0 24.1 100.4
120 24.0 23.2 96.8
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Calculos de Linealidad y Exactitud del Método para
Sulfametoxazol

Linealidad del metodo Exactitud del metodo
n = 42 n = 3&
r?= 0.999 x = 99.9
B = 0.99% CV = 0.67 %
LSICs = 1.004 LSICx = 100.1
L1ICa = 6.994 LilCx = 99.7
teal = -0.546 teol = -0.970
A = 0,010 toss 35 gl = 2.030
LSICa = 0.460 Exactitud al 100 X
LIICA = ~0.440 n=oe
teal = 0.046 x = 99.9
Sysx = 0,612 v = 0.41 %
DER = 0.008 LSIC = 100.3

L1IC = 99.5

[S]

toss 40 gl = Z.0
tcal = -0.601

tesx 3 gl = 2.571

: 2 N
Siendc r® > 0.98 se dice que hav una relac:on entre la
cantidad adicicnada v la cantidad recuperada y que se
reoresenta poor la linea recta praocuesta.

Siento tecol < t ©9% 40 g\ para el intercepto v oue en el
intervalo de confianza se incluve al cerc. se 2ice aque oste
no es significativamente diferente de cerc.

Siendo tcel ¢ ¢ o9% 40 gl para la pendiente v que en el
intervale de confianza incluve al 1. se2 dice aque la
vendiente no es significativamente diferente de 1.

Siendo DER < 0.07 se acepta la variabilidad en todo el
intervalo estudiado.

Ya gue en la exactitud al 1004 vy en todo el intervalo
estudiado tcol < tosw n-2 gl v 132 media de los recobros se
ecuentra dentro del intervalo de 96 3 102 % se dice aque el
método es excto v repetible al ser &1 coeficiente de
variaci1én menor al 2% en ambos Cas0s.

=14]



Calculos de Linealidad y Exactitud del Metodo

para
Trimetoprim.

Linealidad del método Exactitud del método
n = 42
r?= 0.999 x = 99.9
8 = 0.994 cV = 1.79 %
LSICe = 1.006 LSICx = 100.5
L1ICo = 0.982 LI1ICx = 99.3
teal = -0,951 teal = -0,391
A = 0.055 toss 3as gl = 2,030
LSICA = 0.263 Exactitud al 100 X
L1ICA = -0.147 n=6
teal = 0,537 x = 100.2
Sysx = 0.282 cV = 1.05 7
DER = 0.018 LSIC = 101.3
tosw 40 gl = 2.02% LIIC = 9%.1

tecat = 0.426

tosw 5 gt = 2.571

Siendo rZ > 0.98 se dice que hav una relacion entre la
cantidad adicionada vy la cantidad recuperada y oaque se
representa por la linea recta proouesta.

Siendo tcal ¢ t o5% 40 gl para el intercepto vy que en el
intervalo de confianza se incluve al cero, se dice aque eéste
no es significativamente diferente de cero.

Siendo tcal € t o5% 40 gl para la pendiente vy aque en el
intervalo de confianza incluve al 1, se dice que la
pendiente no es significativamente diferente de 1.

Siendo DER < 0.03 ce acepta la wvariabilidad en todo el
intervalo estudiadao.

Ya que en la exactitud al 100% v en todo el intervalo
estudiado tecal ¢ tps% n-2 gt v la media de los recobros 1]
ecuentra dentro del intervalo de 98 a 102 % se dice aque el
método es exacto v repetible al ser el coeficiente de
variacion menor al 2% en ambos casos.
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4.1.4 PRECISION

A. ~SULFAMETOXAZOL

A N A L I S T A
1 2
8.z 7.5
D 1 98.5 9.2
99.2 99.5
I
9.2 9.1
A 2 $B8.4 e8.6
2.6 8.7
n =12
X = 99.02
S = 0.4364
CV = 0.44 %
REPRODUCIBILIDAD
TABLA DE ANADEVA
Fuente de)Grados de] Suma de Media de F cal F teo
variacion|libertad cuadrados [cuadrados 2
Analista 1 0.1172 0.1172 Q.38 18.51
DiasAnal. 2 0.6250 0.31Z25 1.84 4,48
Error 8 1.3574 0.1697

Siendo la Fcal £
v el e2fecto del d

F omw para evaluar el efecto del
ia. se puede
reproducible por cualauier analista,

at

decir
en cualguier dia.

aueg

analista
metoda



4.1.5 PRECISION

B. - TRIMETOPRIM

AN A L I S T A
1 2
97.6 7.3
D 1 98.3 97.3
%7.7 96.5
1
7.7 7.9
A 2 98.& 5.8
98.5 7.5
n = 12
% = 97.89
S = 0.8328

Cv = 0.85 7%

REPRODUCIBILIDAD

TABLA DE ANADEVA

Fuente de [Grados de| Suma de Media de F cal F teo
variacion {libertad cuadrados |cuadrados
Analista i 0.I5%a G. 3594 0.24 18.51
DiasAnal. 2 3.039: 1.5195 2.87 4,48
Error 8 4.2285 0.5286

Siendo la F:al © F osw para evaluar €l efecto del analista
v el efecto del dia. se¢ ouede decir gue el método es
reproducible por cualauier analista. en cualauier dia.



4.1.6 ESTABILIDAD DE LA SOLUCION DE LA MUESTRA
A, ~SULFAMETOXAZOL

ad) Temperatura Ambiente

D
TIEMPO HUESTRA
(HRSDY
1 2 3
(o] ® 2.7 IB8.6 7.1
E
* C
24 Do ?8.5 98.8 55,0
EB
R
48 Lo qe.5 8.7 98,4
b) Refrigeracion
TIEMPO MUESTRA
CHRSD
1 2 3
¢} R 98.7 98. 6 9.1
% E
C .
24 Do 98.& 98.4 8.9
EB
R
a8 [o] s8.8 8.6 8.9
c) Obscuridad a Temperatura Ambiente
TIEMPO HMUESTRA
CHRSD
1 2 3
(¢} R /8.7 °8.& .1
E
* (o4
24 po 8.1 98. 4 .1
EB -
R
48 [ 98.6 97.8 100.0
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B. -TRIMETOPRIM

a) Temperatura Ambiente

TIEMPO MUESTRA
CHRSD
1 3

13

o x £ 97.3 9.5 §7.3
Do

48 E 2 97.9 96.0 97.5
)

b) Refrigeracion

TIENPO MUESTRA
CHRS)
1 2 3
3
o * 5 97.3 96.5 97.3
D
o
Ep
48 4 °7.3 96,3 97.5
0

€) Obscuridad a Temperatura Ambiente

TIEMPO MUESTRA
CHRSD
1 2 3

3

0 % E 97.3 96.5 97.3
Do

ag £ 96.5 97.2 96.9
0

£n ningunc de los casos el % de recotro difiere mys de 2%
con respecto al % de recobra original, por lo aue se dice gue
las muestras de Sulfametoxazol como las de Trimetoorim son
estatles bajo las condiciones probadas

1
o



’

&> TOLERANCIA DEL SISTEMA

A, ~SULFAMETOXAZOL

SULFAMETOXAZOL
533§L N T o k* :xgyéxao
1 4386, 684 1.01 1.00 | 4.04 59,8
2 4150.16 1,01 1.00 | 3.97 -
3 4319.86 1,06 1.00 | 2.93 99,6
4 3075, 42 .07 1,03 | 3.6 95,1
5 3877.76 1.08 | 1.00 | 3.43 100,90
5 3967.43 1,05 1,00 | 2.5t 59,7
7 4018. 16 1.08 1.00 | 5.42 106, 0
FEMACETINA
iast N T a x*

1 5063.81 117 1.58 | 6.37

z 5103.45 1.15 1.52 | 6.06

3 4850, 77 115 1.5 | b.22

4 48734, 27 116 152 | 5,47

s 3536.67 1.22 1.57 | s.a5

I 4940, 06 1.18 1.55 | a.s1

7 a912.87 116 .52 | 8.%3




RESOLUC

ION

FASE R R
MOVIL THMFSHX SMXA/FNC
i 9.5 6.48
2 10.00 £.80
3 ’.73 6.22
4 8.882 6.18
5 8.53 S.30
6 o.18 8.1%
7 9.54 €.01
donde:
TMP = Trimetaprin
SHX = Sulfametoxazol
FNC = Fenacetina
8, - TRIMETOPRIM
DIAZEPAN
FoEL N T a K
1 2333.432 1.2¢4 0.58 1.99
2 2428,31 1.10 0.58 2.0
3 2419, 45 1.13 0.58 1,88
4 2836.54 1,17 0.57 1.86
5 2357.10 1.14 0.%3 1.87
&6 2236.73 1.4 0.51 1.74
7 2286, %¢ 1.12 0.58 1.93
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TRIMETOPRIM

T 1
HovIL N T o Lo Rl
1 4383. 10 1.20 1,09 T.sf l da.z {
& 4381.56 1.3z L.00 3.7 J N
3 1,10 1,09 ‘ =35Ta*.~'
4 1.18 1.00 1 327 ;
s 5 1o1n 1.9/*13 z.E3
6 ] 1 73 1.00 | 2033
7 4£179.03 I 1.16 1.060 | 2.3%
donde:
DZP = Diazepam
THMP = Trimetoprim
RESOLUCION
FASE R
MOVIL DZP/THF
1 5.82
2 5.62
3 5.94
4 5.93
[ 6.43
6 £.55
7 6,43

Al no comprometerse
los compuestos de interés,
Sultametoxazol

ltos reguitados., nl  la recsolucidn de
se

dice gque log metodys para

y para Trimetoprism soni tolerables en las
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CAPITULO S

CONCLUSTONES

1.- Se desarrcllsron dos metodss i1ndicadores ge estabilidad
une para Sulfametosxazel v otro para Trimetaprim, por
cromatografia de liguidos en fase reversd par ionico.

2.- Los metodos desarroilados scn especl ficos para
Sul fametaoxazol vy para Trimetoprim dado gue se demostrd que
lograron swparar y cuantificar a las principios activos de
los productos de degradacicen y de ios excip:entes.

3.- Las técnicas desarraollacas son muy sencilla:z de realizar,
no presentan problema en cuantc & Tmanejo excesive de
muestras, utiliza pocos reactivos, aungue un pecuelic problema
es la SPR! del Trimetoprim gue es una sustancia restringida y
no se consigque facilmente.

4. - Después de analizar los datos obtenidos de la  validacion
de los metodos se encontrd que los métodos son lineales en el
intervalo de concentraciones estudiada, que son exactos,
precisos v reproducibles.

5.- Los métouos desarrollados sirven para cuantificar
Sulfametoxazol v Trimetoprim por separado como metodos para
estudios de estabilidad de los activos en la misma forma
tarmacéutica. El metodo para Sulfametorazol puede cuantificar
los dos activos en el mismo analisis y se puede utilizar como
un metodu de control de calidad.

6.- Las muestras son estables, en ambos métodos, hasta por 48
horas tanto para las muestras almacensdas en refrigeracién
como las almacenadas a temperatura ambiente y en obscuridad.

7.- 4mbus metodos son  tolerantes para cada wuna de las
variaciones de la fase movil gque se probaron. obteriéndose
recabros satisfactorios con respecto a la fase mévil original.



YENTAJAS, DESYENTAJAS Y PROPUESTAS

Determinar la especificidad de un matodo s traves de un
analisls espectral con un detector de arregis de forodiodos
nes proporciona una alto grado de confiabilidad, dada la
facilidad y rapidez con gue é¢ste nof da una gran cantidad de
informacién de los picos cromatograficos elutdes en un amplio
intervalo de longitudes de onda.

Se proponen dos métodos diferentes pera ls cuantiticacion

por ceparado de Sulfametoxazo)l y de Tiimetaprim dada 1Ya
complejidad que se presentd para hacer un sélc metoda
especifico para ambos, sin embargc. cada uno de lcs négtodos

estan disefados de tal forma que lac muestrss se preparsn
simultianeamente disminuyendo tiempo, dinerc y esfuerzo,algo
sumamente importante.

Es muy {mportante mencionar que la cromategrafia de
tiquidos de alta resolucién tiene muchas ventajas entre ellas
la versatilidad y sensibilidad, ademis, si se cuenta con wun
detector de fotodiocdos, la cemodida ¥ rapidez con que se
puede determinar si un método es seléctivo © no hacia el
compuesto que interesa cuantificar, sin embargo, se considera
una gran desventaja el elevado costc para la adquisicién vy
mantenimiento de dichos equipos, los cuales no estan al
alcance de muchas empresas.

Por ultimo es necesario sugerir que las columnss empleadas
para cromarografia de par {dnico, solo deben ser utilizadas
con este fin, dada ta gran afinidad que tienen los formadores

de par ionico por la fase estacionaria, llegando inclusc en
acasiones a ser. agresivos hacia ellas, por lo anterior se
recomienda uvtilizar pequefias precaiumnas, que protejen y,

aumentan considerablemente la vida util de estas columnas.

a0
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