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Gracias a los avances tecnoldgicos en
los equipos y en los métodos analiticos , hay en dia es
posible controlar la calidad de los medicamentos para
asegurar que estos reunen las caracteristicas adecuadas
al ejercer su actividad terapeutica. Por tal motivo,
en la industria farmaceutica surge la necesidad de
validar todos los métodos analiticos utilizados en la
determinacion de sustancias o principios activos con el

proposito de asegurar dicha calidad.

La validacidon del método analitico

pernite evaluar implicitamente su variacién o error s

traveés de parametros estadisticos como son:
lipealidad, precision, exactitud, reproducibilidad y
especificidad entre otros, de aqui se obtiene la

infnrmacion de la confiabilidad del meétodo utilizade
para el analisis del o los principios activos, ya sea

en una forma farmacéutica o como materia prima.

Hablando en términos generales, se conocen
basicamente cuatro métodes para la cuasntificacion de
Acido Aretilsalicilico. Sin embargo, estos méitodos no

son  especificos va que de algun mode .+ otro se basan



en: la cusrtificacitn’ a. traves del produﬁtb de

degradacidn, © bien a través de prdpxedadés écidu-bqse.

Por otro lade, y en fechas recien{es, se
presento un método oficial por CLAR (16), de acuerdo al
cual se puedeg cuantificar al mismo tiempo tanta Acide
Acetilsalicilico, como el Acido Salicilico. Sin
2mbargs, al tratar de reproducicr dicho métode cor los
recursos Yy el equipo con que se cortaba an o
laboratoria, su verificd gque eoxiiten problemas como
son: falta de resoluzidn, la cantidad de weautra no es
la indicada para dar .-« buena respuects del detector,
se utilira un reactivo aque adends de ser cCarc s uve
imoortacicén, lo cual, dade el gran pSmero e anilisis
gue se efectdan para éste producto, aumentan a2l costio y

retrasan dichr apdlisis,

Por lo antes expuesto, a este Gltimo método se ie
hicieron algunas modificaciones para adaptarle a las

condicicones y necesidades del laboratorio.



1.

ACIDO ACETILSALICILICO.

A. NOMBRES QOUIMICOS.
1. Aspirina
2. Acido Acetilsalicilico
3. Acetato del Acido Acetilsalicilico
4. Acido 2-(acetiloxi)-benzoico E
S. Acidop 2-acetoxibensoico

B. FORMULAS: CONDENSADA Y DESARROLLADA.

q oK
= CyHi0 M= 180.16
ococH, 978"

C. PROPIEDADES FISICOGUIMICAS.

Cristales blancos o polvo cristalimo, inodoro o con
ligero eclor a Acido aceético, p.f. 13%° G, p. de
solidificacién. 118°C, es estable en el aire seca, pero
se hidroliza gradualmente en contacto con la humedad
dando acido aceético'y 4cido salicilico. Un gramo se
disuglve en: FO0 ml de agua; en 5 ml de alcohol; en
17 ml de cloroforno y en 10 ml de éter. Se descompone

con  agua caliente o cuando se disuelve en soluciones

&lecalinas. (17)
0. PROPIEDADES FARMACDLOGICAS.

E! Acado Acetilsalicilico (AAS) es un farmaca:

sintético, derivado del Acido salicilico {AS). Se



considera como el prototipo de los analgésicos no
.narcéticos y  constituye @] farmaco de referencia para
la evaluacién de otros agentes que comparten sus
efectos, posee actividad analgésica antiinflamatoria vy
antipirética. Es un eficaz inhibidor de la sintesis de
prostaglandinas (PG),varios de sus efectos se atribuyen
a esta propiedad; inhihe la agregacidn plaguetaria e
incrementa el tiempo de sangrado; estebiliza los
lisosomas y reduce la permeacién capilar. Desacopla la
fosforilacion oxidativa y reduce las alteraciones en el
equilibrio Acido-base. A dosis altas pnsée efecto
uricosurico e hipoglucémico. Es irritante para la
mucosa géstrica. L.os efectos analgesico vy
antipirético implican mecanismos periféricos cenirales,
posiblemente a nivel de hipotalamo. Como analgésico
alivia el dolor levg o mpderado y sut uso  crénico no
produce tolerancia ni dependencia ( a diferencia de los

analgésicos narcétices).(17)

1. ABSORCION,., DISTRIBUCION, BIOTRANSFORMACION Y
EXCRESION. €1 Acido Acetilealicilico sk abscorbe bien
por via aral, parcialmente en el estéGmago vy
principalmente a nivel lntestinalj; las concentraciones
plasmdticas son detectables a los 30 min, y son maximas

a las 12 hrs posteriores a 1a administracién oral.



Se digtribuye ampllamente en el organisma, incluso
en liquido sinovial, espinal vy peritoneal: en la
saliva y en la leche wmaterna; penetra lentamentz la
barrera hematoencefalica pero .:iravieza rdpidamente ia
placenta. Se mnetaboliza rapidamente (vida media
plasmatica cde 15 nmin.) en plasma e higado a AS
{metabdlito activo) el cual se une en un 204 a las
proteinas plasmdticas; este metabdlito se conjuga con
glicina(dcido saliciluricn) y una pequesda fraccidn se
oxida a dcido gentisico. Se excreta principalmente por
la orina como Acido salicilurico: (75%) y &n menor grado
como acido salicilieco (19%) y dcido gentisico (1%). EI}
acido saliciliceo presenta una cinétiza dependiente de
la cantidad del Acido Acetilsalicilico, asi =1 tiempo
de vida media del AS es de 3 hrs. con dosis de 300 mg
de AAS) se incrementa a 6 hrs con dosis de 1 gr y a 20
hrs con dosis de 20 gr de AAS. La excresion del AS y
de sus metabtlitos es dependiente del pH; en l1a orina
&lcalina se elimina hasta un 85% como salicilato libre,

en tanto que en la orina Acida es de solo el 5%4.(17)

2. TOXICIDAD. A dosis bajas la toiicidad es poco
frecuent;;sin embargo. las alteraciones mas comunes son
las gastro - testinales (riusea. wlceracidn gastrica o
intestinal). Otras reacciones gue dependen  de ta

inhibicion de la sintes's de PG sang 1nhabic o



re Ja aqreqacjon plaguetaria v prolorgacidn de  la

gestacion o del trabaijo de parto, asi como la
prolongacion del tiempo de sangrado antes y después
del parto o en intervenciones quirurgicas. La

tovicidad & dosis altas y  repetidas  de salicilates

{salicilismo) se manifiesta como céfalea, mareos,
vigion berrosa, cansancio, somnolencia, temblor,
inquietud, sudoracién, sed, zumbido de oidos Y

vértigo (esto a niveles plasmaticos de 200 ug/ml);
hiperventilacion (& 350 uwg/ml), alcalosis respiratoria,
&dcidez metabdlica (a S00Oug/ml), anemia, hepatotonicidad

reversible (de 200

~400  ug/ml), hipoprotrombinemia,
fiebre, coma, colapso cardiovascular e ipsuficiencia
renal (de 400-900 ug/ml). Las reacciones de
hiparsensibilidad incluyen:ronchas o urticaria,

rinitis, sinusitis, polipos nasales y asma.(17)

J. DOSIS Y VIAS DE ADMINISTRACION. Como arclgésico
y antipiretico, las dosis para adulto es de 650 mg
administrado cada 4 hrs, hasta un mavimo de 3.9 gr al
dia. La dosis para nifinos varia segun 1r edad: de 2-4
aros es  de 160 mp: de 4-6 «fos es de 230 mg; de 6-9
afos es de 320 mg; de 9-11 afos es de 400 mg y de 11
a 12 afios s de 480 mg. Esta dosis s2 repite cada 4 hrs
si 2¥ NECE AR LT. Como antiznflamatorio, para ia

artritls  reomaroide o la fiebwe reumAtica la dosis en



adultos es de 5-8 ar al dia dividida de 4-5% tomas.
nifios la dosis es de 100-125 mg/kg al dia dividida de
4-6 tomas durante una semana, luego la dosis se reduce
semanalmente hasta 60 ma/kg/dia dividida de 4-¢ tomas
al dia, bhasta 1a desapariciédn de todos 1os signos
antiinflamatorios. Si reaparecen s, el tratamiento

deberd reanudarse.{17)

4. PRESENTACIDNES. Debido a la rapida hidrolisis
que sufre con la humedad, el Acido Acetilsalicilico se
encuentra solo en tabletas, tabletas efervescentes,
capsulas v qrageas., con dosis que variosn desde 65-650

mg, y supositorios que contienen de &65-1300 mg.(13,17)



II. CROMATOGRAFIA.

A. CONSIDERACIONES GENERALES.

t.a cromatografia es un técnica desarrollada a
principios de siglo, que permite la separacidén de
sustancias que se encuentran en una mec-cla. En general
es un procesoc de migracion diferencial en el cual, los
componentes de dicha mezcla se transportan por una fase
movil Vi a la ver, se retenen selectivamente por una
fase estacionaria. La afinidad relativa de los solutos
por cada una de las fases debe ser reversiole para
asegurar la ‘ransferencia de masa durante la separacion

cromatografica. (1é)

B. ANTECEDENTES HISTORICOS.

El artecedenis mas remote de la cromatografis es el
amalisis  capilar. En 1850 Rurge :nalizéd pigmentos
vegetales depositundo le muestra sobre papel filtro,
abservando que estos se separaban en anillos
concéntricos de varios colores.(18)

&n 1861 Schnosnbeim cambio este método circular

por el unidimensicnal sumergiendo un extremo de tira de



papel en la disolucioén. A esta técnica se le conoce en
la actualidad como cromatografia en papel y se le ha
utilizado también para separar proteinas e incluso
bacterias. (18}

La cromatografia como técnica de separacién fue
descubierta por el bdtanico y quimico ruso HMijail S.
Tewett quien en el afo de 1903 publica un trabajo en el
cual se incluye la primera descripcion del método,
posteriormente, en 1906 publica otro que proporciona un
informe detallado del método y sus aplicaciones. £1
propio Tswett eligid el nombre de ‘“cromatografia’ que
significa "escritura de colos", refiriendose a 1las
bandas de las diferentes sustancias coloreadas que
logro separar sobre una columna de vidrio rellena de
carbonato de calcin, en la cual, introdujo el extracto
vegetal disuelto en eéter de petrdleo; a continuacion
agrego mads éter de petrdleo y observd que a medida que
el sclvente pasaba a traveés de la columna se separaban
bandas de diferentes colores que :nr?espnndian a los
carotenos, las clorofilas y las xantofilas. Despuds
de Tswett, transcurrié¢ un periode relativamente largo
durante el cual no tuveo lugar ningin avance esta

técnica. (19)

En 1938 el bioguinico polace Tadeus Reichstein

obtuve el cromatograma de flujo a partir de los



wnlnmenes por unidad de tiempo que se requerian para
que eluyeran las diferentes sustancias. Por sus
trabajos sobre- las hormonas de la corteza suprarrenal y
la cortisona, obtuve el premio Nobel de Medicina en
1950 (junto con E. Kendall y P. Hench}.(1B)

En 1941 Martin Y sSynge introducen la
cromatografia de reparto y sugirierdn la posibilidad de
utilizar un gas en la fase movil del cromatogadfo.(18)

En 1952 Martin y James obtienen un logro
particularmente importante en el desarrollo de la
crnmatngrafig de reparto gas-liquido utilizando una
bureta automdtica para detectar y determinar los acidos
y bases; asi el primer cromatogrifo de gases cubrio las
necesidades de cuando menos dos grupos funcicnales.(18)

En este mismo afo, Alm efectvia la elusidn por
gradiente de polaridad del snlivente. (18)

En 1953, Wheaton y Bauman observan el principio
de exclusion.(18)

En 1954, Ray obtiene un cromatograma empleando un

detector de conductividad térmica en cromatografia de

gases. (18)

En 1959, Porath vy Flodin desarrollan la
cromatagrafia de exclusidn en geles suaves de
polidextranos, técnica que recibe el nombre de

cromatografia de filtracidn en gel.(19)

En 1962, el quimico norteamericano Moore efectia



separaciones en aeles rigidns de poliestireno, técnica
que recibe el nombre de permeacinn'en gel.(1?)

Hasta fines de los 60's la cromatografia de gases
era mas popular que la de liguidos debido a que esta
ultima requeria de mas tiempo por que se efectuahba en
columnas ablertas a presidn atmosférica, pero gracias
al avance en ia instrumentacidén y en los tipos de
empaque de las columnas se logro la cromatografia de

liquidos Je alta resolucidn,(192)

C. CLASIFICACION.

Come ya se menciono, la cromatografia es un
término general aplicado a una amplia gama de técnicas
de separacitn  que escencialmente se basan en la
distribucion de los componentes a separar entre las dos
fases; una de =llas es la fase movil, la cual puede ser
un liquido o un gas y la etra es una fase estacionaria,
la cual & sn vex, puede =er ur ligquido o un sdlido. El
proceso cromatografico tiene lugar como resultado de
repetidas adsorciones o repartos durante el movimiento
de los componentes de la muestra a lo largo del lecho
estacionario, alcanzandose 1a separacitdn gracias a las

diferencias entre los coeticientes de distribucidén



de los distintos componentes de la muestra (18}

Tomando en cuenta varias consideracione la
cromatografia se puede clasificar de cuatro diferentes

formas:

1. Basandonos en la naturaleza de la fase mdvil se

divide en:

,
Gas~S6lido
Gases
Gas~liquido
( Papel
Plana
Eromatografia‘ﬂ Capa fina
Liquidos Liquido-sélido
. L.iquido-liquido
Columna /¢ De fase quimicamente
unida
De intercambio idnico
De exclusidn

2. Considerando los procesos de separacidn se divide
en:
a. CROMATOGRAFIA DE ADSORCION. La fase
estacionaria es wn sélido gque funge como adsorbente y
la fase mmovil puede ser wn liquido o© wun gas; 1la

separacidn se basa en repetidas etapas de adsorcion y



desorcidn: vna particula se fija a chra superfictialmente
sin penetrar uon ella a travds de puentes de aidrégeno
y fuarzas de \'an der Walls.

El grado de separacidn depende por 1lo tanto
patablemen.e de la wuperiicie activa del solido v em
consecuencia, el tamado de particula solida que ze
emplea debe ses lo mds pequefa posible para tener mayor
superficie activa en relacian al wvolumen del

empaque . ()

o. CROMATOGRAF I/ DE PARTICION. La fase
estacicnaria es un liquido que se mantiene £ijo por
adsorcién wobre un sdélido pareso e inerte, en tanto gque
la fase movil @s un gas c un liquido., En este tipo de
cromatagrafia la fase estacionaria esta saturada por la
fase movil, de tal manera que la separaciin ce efectua
ertre dos fases debido & las diferencias de afinidad de
los componnntes por cada una de las dos fases,esto es,

a sus difcrencias en sus coeficientes de reparto.(9)

c. CROMATOGRAFIA DE INTERCAMBIO IONICO. F1 lecho
estacionAario trene wuwne superficie cargeda idnicamente,
co carga eentraria a 1o de la muesira. Esla tédosica
s¢ usa casi  2xclusivamente con wmuestra lonizas o

2t izebles., Quants: sayor  sexn 1o o cua de 1o muast ta,

11



mas fuertemente serd atraida hacia la superficie ionica
¥, por tanto, m&s tiempo tardard en ser eluida. La

fase movil generalmente es una solucion amortiguadora,

en la que el pH vy la polaridad se utilizan para
controlar el tiempo de elusién. E1 rellenc de la
columna es un material gque posee poro de dimensiones

comprendidas entre ciertos limites, con 1o que la
muestra es retenida o filtrada segun  su  tamafo

molecular.(9)

Si el material estacionario es un qel reticulado
se le denomina filtracidn en qel, y si es un poliméro
rigido se le denomina permeacidn en gel: pero en ambos,
el proceso de separacidn se efectla por la diferencia

de pesos moleculares.(9)

=, Segun la polaridad relativa de las dos fases y la
preponderancia de los fenamenos de adsorcidn o reparto,

la cromatografia se puede clasdificar en:

a. CROM-TAGRAFIA  EN  FASE  NURMAL. El lecho
estacionario es de paturale:za fuertemente polar

(p.e. qe! de silice) y la fase movil es na polar



.
(p.e.n~hexano o THF). Las muestras polares gquedan
retenidas en la columna durante mayores tiempos que los

materiales menos polares. (20)

b. CROMATCGRAFIA EN FASE REVERSA. Es el praceso
inverso, en el cual, el lecho estacionario es de
naturaleza no palar (p.e. hidrocarburos ), mientras
que la fase movil es un liquide polar. cuanto mas
polar es la muestra, aayor serd su retencion. En la
fig.l ae muestra 21 mecanismo de separacidn de acuerdo

a la polaridad de las fases.(20)

FASE NORMAL, FASE REVERSA
Fig.1. Ilustracién grafica de la cromatografia
liquida en fase normal vy fase reversa. Los circulos
representan los tipos de compuestos presentes en la

muestra vy su posicidn relativa en la direcciédn del
flujo de la fase movil indica su orden de elusicn,

13



D. CROMATOGRAFIA LIGUIDA.

Durante muchos afos se practicd la cromatografia
liquida en una forma que se puede llamar “"clasica™ y
que consistia basicamente an lo siguiente (fig.2): una
columna de vidrio, habitualmente de 15 0o 20 cm de
longitud, cuyo diametro varia entre 2 y 10 cm, rellena
de materiales tales como silice, alumina,etc., con un
tama?;o de particula de aproximadamente 200 u, se
introduce la muestra disuelta en la fase movil y luego
se agrega el disolvente con el cual se eluye la auestra

a través de la columna.(10)

Fig.2 Cromatografia liquida “"clasica”.



Los tamafos de la muestra varian entre 0.1 v ® gr
o mis. El disolvente 0 fase advil fluye a tiravés de 1l
columna por efecto de la gravedad, produc..ndose apenas
una deébil presion ejercide por el vol ™ de la fase
movil que se agrega a la columna,el disolvente se
recelects en la baese de la columna en fracciones de
determinado volumer., Uns v¢e los inconvenientes de esta
tecnica es el large tiempo que se requiere para el
analisis, el cual, amuchas veces puede ser de horas e
inciuso <de dias, otra desventajs es que el material de
relleno se utiliza por lo general una sola ver por gue

parte de la muestra us.almente se adsorbe en forme

irreversible, 3in embargo, el problec\ principal de
este tism  de -“romatografin tiquidea “clAsica" e la
identificacidn de los componentes que eluyen de la

columna. (10)



E. . CRDMATOGRAF1A DE LIQUIDOS DE ALTA RESOLUCION.

A diferencia de la cromatografia de liguidos
"clasica", la cromatoqgraftia liquida de alta resolucidn
utiiiza instrumental muy distinto, con ventajas muy
signiticativas (fig.3). En este método se utilizan
columnas de diametro muy reducido, p.e. 2-4 mm,

. rellenas de materiales especiales, cuyas particulas
tienen un tamafio no mayor de 30-40 p, y con fracuencia
hasta de 5-10 u, lo cual reduce su lengitud (30, 10, 7
cm). Este tipo de columna es muy eficaz, pero ofrece
gran resistencia al flujo de 1la fase mévil, por lo que
e2s necesario obligarla a pasar a travéas de la columna
empacada aplicando alta presion {1000~4000 pai).
Debido a esta el metodo se llama Cromatogratia de
Ligquidos de Alta Presién (CLAP),0 bien, Cromatogratia
t.iquida de  Alta Resolucion (CLAR), dehido a lam altas
eficiencias obtenidas (unos 50 000 platos tedricos por

metro).(10)

Al igual que todas las demds técnicas
cromatograficas, CLAR no es un método de
identificacion, en general es basicamente una teécnica
de separacion de alta resolucioén, pero que no

identifica al compuesto gue da la sefal obtenida en el



Fig. 3.

DISPOSITIVO DE
FASE MOVIL

DISPOSITIVO DE
INYBEOCION

Componentes principales de un Cramatdgrafo
de Liquides de Alta Resolucidn.



cromatograma. La comparacién de los tigmpos d=
retencién no es un  método seguro de identificacion, ya
que aunque estos son caracteristicos de ciertas
compuestos, ro son exclusivos, y por lo tanto, es

necesario utilizar otras técnitas para =ste fin.

En la actualidad no se ha epcontrado aun un
detector universal y sensible para la CLAR, la gran
mayoria salo han tenido éxito limitado, lo cual ha
impedido sy adopcion definitiva. Existen das
detectores de uso muy generalizada: el de {ndice de
refraccion, que aunque o5 de respuesta universal, su
sensibilidad &s muy limitada; y el de luz ultravioleta,
que es muy sensible, peéro su respuesta z2s selectiva v

~esponde solo a compuestos que absorben la luz UV. (10}

v

F. TERMINOS MAS USUALMENTE UTILIZADOS EN CLAR.

El1 1lenguaje comin empleado en cromatografia

utiliza algunos térmipos caracteristicos de esta

técnica instrumental; a continuacidn mencionan los
mas comunes, indicando <u importancia oporacional y la

forme en que son evaluado!



a. TIEMPO DE RETENCION. Es @l fiempu que
tranascurre desde la inveccidn hasta el Apice del pico
(fig.4), w=e considera como el tiempoc de retencién
absoluto y su valor siempre serd igual en la misma

columna y bajo las mismas condiciones de trabajo.(11)

b. TIEMPO MUERTO. Es el tiempo requaerido para
que la fase movil se traslade de un lado a otro de la

columna.(11)

c. TIEMPO DE RETENCION CORREGIDD O RELATIVD. Es
el tiempoc de retencion absocluto menos el tiempo

muerto.(11)

i .
o« ™ TR
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Fig.4 Cromatograma tipico, en donde TR es el tiempo
de retencion, THM es el tiempg muerte y TR® es el tiempo
de retenciédn corregido o relativo.
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d. FAGCTOR DE CAFACIDAD (k). Tambien conocido
como coeficiente de distribucion o reparto, es una
propiedad fisica fundamental de cada sustancia que mide
la solubilidad de la muestra en la fase estacionaria.
Este valor nos indica el tiempeo durante el cual puede

retenerse cada componente de una muestra en la
columna. (i1} En este caso k epsta controlada por la
fuerza idnica del solvente, debiéndose encontrar el mas
adecuado para la separacion; dependiendo de que tan
rapido sale el primer componente de la muestra, los
valores optimos son de 2 a & y en muestras con mids de
dos componentes el rango es de 1 a 10, El factor Jde

capacidad se calcula con la siguiente formula:

k= TR*/ TM = (TR-TM} / TM

e. FACTUR DE SELECTIVIDAD (oX). Es la medida de
ia solubilidad diferencial de dos compuestos en la fase
ectacionaria. De acuerdn a la interaccién que haya con
un compuesto y otro se realizard wna seleccidn de que
pica zale primero y cual aj final(1lli). Si el wvalor
de o =i, los dos picos tienen solubilidades iguales

con  respecto a la fase estacionaria y no se realicard
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1a separacion. asi. entre mas elevados sean los valores

de , habra una mayor selectividad de la fase

estacionaria vy una mejor separacion. €1 factor de

selectividad se calcula de acuerdo a la siguiente

formula vy a la fig.5:

oL

RESPUESTA DEL DETECTOR

fig.

= TR*(B) / TR’ (A)= TR(B)~-TM/TR(A)-TM

9. Cromatagrama que muestra las variables

para el cdlculo de la selectividad.

En estos

1.

polaridad,

casos . puede mejararse la selectividad por:

Cambio de fase movil. Aumentando la

el pH yv/o ta fuerza ionica.
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2, Cambio de fase estacionaria. Cambiando de
columna o variando el tamafo de ésta.

3, Variacién de la temperatura, Se puede
aumentar o disminuir la temperatura utilizando un hoarno
para columnas o una circulacién de agua. Al controlar

correctamente la temperatura se mejora la

reproducibilidad de la separacidén.(10)

f. NUMERO DE FLATOS TEODRICOS (N). La eficiencia
de 1A columna ce mide por los platos tedricos, estos
miden el ensanchamiento de la banda del soluto de la
muestra a medida gue pasza a2 través de la columna. Los
platos tedricos EL: calculan directamente del
cromatograma. (18)

Existen varios mé todas para cuantificarlo
dependiendo de la altura a la que se tome la anchura
del pico. Sin embargo, el mds utilizado es el método
de las ‘tangentes, en el cual se trazan dos tengentes
por lps puntps de inflecgion y se mide la longitud de
1a linea base donde cortan las tangentes{i8), de

acuerdo con la fig.é.
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Fig.6. Meétodo de las tangentes para calcular el
numero de platos tedricos.

- g. ALTURA EQUIVALENTE A UN FLATOD TEORICO (HEFT).
Recordando la defxn1ci¢n de plato teorice referente al
proceso de destilacaidn, se deduce que HEFT es la
longitud de la columna requerida para abtener un
equilibrio de la muestra entre la fase mévil y la fase
estacionaria (18). Si &1 wvalor de HEPT es psquefio,
significa que hay un mayor numero de platos tedricos
por unidad de longitud, y por lo tante, la columna sera
mas eficiente. La HEPT se puede calcular con la

siguiente formula:

HEPT = Longitud de la columna/No. de platos tedricos
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h. EFICIENCIA DE LA COLUMNA. Cuando se introduce
una muestra a la columna, ésta se presenta  como un
estrecha perfil de concentracién a medida que dicha
muestra se reparte entre la fase estacionaria vy la
mavil, y es arrastrada por la dltima a través de la
columna tiende a adoptar wun perfil de distribucion
normal. Mientras mas tiempo permanezca el pico en la
columna mis se ensancha, volvidndose mas corto pero sin
perder su forma gaussiana. A la capacidad de una
columna de proporcionar picos altos y delgados se le
llama eficiencia Yy se calcula con el nameroc de platos

tedricos. (18)

i. ECUACION DE RESOLUCION. La resolucidn es una
medida de 1la capacidad gque tiene wuna columna para
separar dos picos, y se define como ia distancia que

hay entre el centro dé dos picos dividida entre el

promedio de la anchura de los mismos (19). Para el
cAlculo de la resolucidan se utilizan 1lags picos mas
dificiles (los mas juntos),fig.7, y si estos se pueden

sgparar con éxito, todos los demds que estan contenidos

en la muestra lo haran.

2



]
H TR (8)
a4
A S
o
o
ol
H 2t
a . R=
W o+
"‘ pore TH ——o) A NB
a
2
INYECCION
% i IO et
» Wt s Wt
LU T DI 20N S B ] lllllllwlllh‘n‘ll__JJ
~ TIEMPO

fig.8. Cromatograma que muestra las variables para’el
célculo de 1la resolucidn de una columna.

Una resplucion igual a uno se considera como una
separacién completa, aunque en realidad es del 98%.
Cuande la restlucién es de 1.5 la sobreposicidén de dos

picos salo es del 0.3% (18)

Tanto la selectividad (o) como 18 etficiencia (N)
y el factor de capacidad estan estrechamente ligadas a

la resolucitn al utilizar la siguiente férmulas

R= 174 (o<-1/<x) N ) ( k/ 1%k ).

Selectividad Eficiencia Capacidad
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COMFONENYES DE UN CROMATOGRAFO DE LIQUIDOS

Como ya se ha mencionade anteriormente, en todo
tipo de intrumental hay ciertas caracteristicas de

indole general que deben evaluarse, estas son:

VERSATILIDAD. El ipstrumento deberda tener 1la
capacidad para trabajar con muestras de diferente tipo,
adaptarse a las diferentes técnicas cromatograficas y
realizar el maximo de operaciones, tales como
programacién de fase movil, recolecciédn de fracciones a
la salida de 1la columna. Para ella debera estar
equipado con los siguientes aditamentos. sistema de
oparacitn de alta presidn; diversos detectores; sistema
para recoleccitn de fracciones: proaramador de fase
mévil {llamada también generador de gradiente);
controlador de temperatura, tanto para la columna como

para el detector y controles de flujo.(10)

RAPIDEZ. Para obtener raApidez en el analisis es
necesario contar con materiales de relleno para la
columna de alta eficiencia v aue el instrumento posea
sistemas de bombeo de alta presién para la fase

movil.(10)
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REPRODUCIBILIDAD Y ESTABILIDAD. Son caracteristicas
escenciales si se gquiere obtener un funcionamiento
efectivo a largo plazo. El instrumento debe proveer un
control adecuado sobre los pardmetros de operacién,
tales caomo'flujo y composicion constante de la fase

mévil, la temperatura, la presidn, etc.(10)

SENSIRILIDAD. Un buen instrumento, ademdas de
trabajar con pequefas cantidades de muestra, debe
generar sefales de intensidad apreciables. La
sensibilidad de todo cromatografo de liguidos depende

sobre todo del sistema de deteccion gque utiliza.(10)

FASE MOVIL. Aunque no es una parte del instrumento
propiamente dicho, 21 control de la presién, el flujo y
la composicién de 1la misma son muy importantes. En lo
que atafie a las caracteristicas que debe presentar toda
fase movil para utilizarse en cromatografia de liquidos

tenemos:

a. Displver la muestra.

b. No degradar o disolver la fase estacionaria.

c. Tener baja viscosidad.

d. Ser compatible con el tipo de detector
utilizadeo.

e. Tener polaridad adecuada para permitir una

retencién conveniente de la muestra en la

columna.

£. Tener alta pureza.
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l.a fase médvil debe almacenarse en recipientes de
vidrio, 1a toma generalmente se hace a través de un
filtro, con el fin de remover pequefas particulas que
pudieran obstruir y daRar al sistema de bombeo y & la
columna. Es también recomendable filtrar Las fases
moviles antes de emplearlas en el cramatografo
pasandolas a traves de un filtro resistente a solventes
de por lo menas ©0.22 u de tamafo de poro, Y
desgasificarlas, ya que muchas veces, en especial las
fases moviles palares tienen una marrcada tendencia al
oxigeno ¥ a otros gases que sSe disuelven en liquidos,
i estos gases se desgasifican dentro del instrumento vy
forman burbujas pueden atectar seriamente el
funcionamiento del detector y la eficiencia de 1a

columna. (10)

SISTEMA DE BOMBEO. Dado que el material con que estan
rellenas las columnas son de tamafo de particula muay
pequern, presentan una  elevada resistencia al flujo de
la fase movil. FPor esta razon se requiere de nn
sistema de bombeo que la haga pasar & un tluio
razonable, pues de 1o contraric el analisis sera
excesivanente lento (LO). Las cerarteristicas més

ihportantes de todo sistema de bompoec soan:
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a. Trabajar a altas presiones (6000 psi).

b. Producir velocidad de flujo variable(d,5-10ml)

c. Reproducibilidad de flujo (merncr al 1%}

d. Bombec amortiguado para no produciyr
inestabilidad de la linea base.

Tambieén son  importantes la resistencia a los

liquidos corrpsivos, 1a facilidad para cambiar la

composicidén de la fase mbvil conforme transcurre el

»
analisis vy la limpieza el sistema.

De acuerdo con las caracteristicas de funcionamientao

vy de disefio, se pueden considerar dos tipos de bombas:

a. bBombas mécanicas:

1) Reciprocas {de pistédn o diafragma).
2) De desplazamiente continuo.

b. Bombas neumaticas.

BOMBAS RECIPROCAS. Son bombas gue desplazan flujo

de volumen constante en forma ne continua. sino mas
bien pulsante. La maxima presiodn gue sze puede obtener

es 2n general de aproximadamante &0 atm. Estas bombas
operan mediante 21 movimiento de un piston o diafragma,

y a través de un sistema de valvulas nue alternadamente

se abren vy se cierran, se llena y se vacia, de modo
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alternative una pogueda

& (10). La principal
desventaja es que el flujo que se obtiene os en forma
de pulsos y no en forma continua y unaifeorme lo cual
puede causar pérdida de eficrencia en la columna e
inestabilidad en el detector, debido a lo anterior, es
necesario eliminar dichas pulsaciones mediante un
sistema amortiguador. Una forma sencilla de laograrleo
es colocando una secciédn larga de tubo capilar entre la
bomba vy la cdmara de inyeccion, este tubo capilar se
deja Tlotar libremente y asi absorbe las pulsaciones
producidas por la bomba. Por otra parte Ja ventaija
principal de este tipo de bombas es el flujo de volumen

constante.

Un avance mas reciente en el disefio de este tipo de
bombas 1o constituy&e la bomba de doble piston,
accionado de tal forma que mientras un piston succiena
el disolvente, el otro lo expulsa de la columnas el
flujo de ambos pistones, vya libre de pulsaciones, es

encausado por una via comun. (10)

BOMBAS DE DESFLAZAMIENTO CONTINUO. Llamadas también
de émbolo o tipo jeringa, son aguellas en las que un
émbole o pistén se desplara en forma continua vy

uniforme, comprimiendo el liquido contenido en una
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cdmara de cierto volumen; el liquido fluye luego a
través de una abertura en la misma camara obteniendose
asi wun flujo de volumen constante que puede variar
segin se desplace el émbolo a mayor o menor velocidad
(10). El flujo desplaradeo por estas bombas es
uniforme y continuo, o sea libre de pulsaciones, pero
la capacidad de la bomba es limitada vy para rellenar
la camara es necesario suspender momentaneamente su
operacidan. Hoy dia muy pocos instrumentos emplean este
tipo de bomoas debido a su alto costa y a las ventajas

vy adelantos obtenidos en las bombas de tipo recipraoco.

BOMBAS NEUMATICAS. En este sistema de bombeo el
liquido es desplazado mediante la presién ejercida por
un gas inerte a alta gresidn, ya sea en forma directa
sobre el liquido o bien sobre el recipiente comprimible

que lo contiene.(10)

La presién maxima obtenida esta limitada por la
presién del gas mismo y por el material de fabricacion
del sistema. tos flujos obtenidos estan libres de
pulsaciones v son de presién constante, Io cual implica
que si la presidon de la c¢olumna cambia, el flujo

‘también lo hara.
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l.as desveritajas de estas bombas son la capacidad
limitada en el volumen +total que pueden bombear y la
difusidn que presenta el gas en el liquido, esto utltimo
se puede evitar uwtilizando algun tipe de interfase
entre el liguido v el gas, o bien, desethando las
ultimas porciones del liquido que han sido saturadas

por 1 gas.

Sea cual sea el tipo de bomba empleado, conviene
colocar un filtro entre la bomba v la camara de
inyeccidn para evitar gue particulas extrafas blogqueen

el sistema.

DISPOSITIVOS DE INYECCION. Esta parte del instrumento
exige un cuidadoso disefa puesto que son los gue
permiten la introduccidn de la muestra a la columna,
ademAs de que debe resistir altas presiones, debe tener
un  volumen constante y pequelo y sus cavidades deben

ser bien barridas por la fase navil. (10)

Hasta hace relativamente poco tiempo, la
introduccién de la muestra se realizaba mediante una
jeringa, inyectandola dentro de una peguefa camara
donde posteriormente era disuelta y arrastrads por la

fase moval.

32



4.

Aétualmente se emplean valvulas inyectoras, en las
cuales,la muestra, introducida mediante una jeringa,
desplaza &) liquido y lleva el espacio interno dentro
de una pequefa porcion del tube capilar {usualmente el
volumen contenide en el tubo capilar es de 10 & 50 g4l).
La muestra se inyecta en la columna accionando la
valvula de forma tal que la disposicidn de entrada y
salida se invierte. De esta forma se logra inyectar a
cualquier presién un  intervalo amplio de tamafos de

muestra con un alto grado de reproducibilidad.(10)

PRECOLUMNAS . Consisten por lo general en una seccion
corta de tuba, rellena de algin scporte sblido poroso,
de preferencia igual'que el de la columna pero con un
tamafio de particula mayor, a través de la cual se hace
pasar la fase movil y la muestra antes de que se
introduzcan a la columna. Sirven para proteger y

alargar la vida de la columna.(1i8)

COLUMNAS. En todo proceso cromatogratico, ya sea en
fase liquida o gaseosa, la columna es el "corazén" de
el sistema puesto que en ella se lleva a cahg la
separacitn  de los componentes de una muestra . a
analizar. Basicamente consiste en un fragmento de tubo

de algun material 'nerte. de diametro uniforme, capaz
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de resistir altas presion=s, el mas ampliamente
utilizado es el acero inoduidable. La longitud de la
columna varia entre 7 y 30 cm v su didmentro interno es
de alrededor de 3~4 am, aunque en las columnas de tipo

preparativo puede ser hasta de mas de 1 cm.(20)

La capacidad de 1la celumna depende por lo tanto de
su longitud, diadmetro y material de relleno. En
general las columnas mds eficaces son las de didmetro
pequeda (3 mm) gque efectudn analisis mas rapidos; su
capacidad en cambin es muy limitada y la nuestra debe
ser entonces de tamafo muy reducido, lo gue exige La
detector muy sensible.

En la actualidad las columnas empleadas para
cromatografia de liquidos de alta presidn ha alcanzado
un desarreollo sorprendente, siendo comiin obtener
eficiencias del orden de S0 000 platos tedricos por
metro de columna, lo cual es en general superior a las

obtenidas en cromatogratia de gases.(10)

a. FASES ESTACIONARIAS. Los materiales que se
utilizan en cromatografia liquida "clasica", tales como
gel de silice, Alumina. zeolitas, celulosa, etc, se
utilizan poco en CLAP por que sus particulas suelen ser
muy grandes, de forma irregular Yy en muchas ocasiones

sus propredades son difici}es de reproducir.
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En CLAR el tamafo de particula es importante por que
centrola el proceso de difusidn de las moléculas de la
muestra hacia dentie y hacia afuera de los poros de
dicha particula. A medidad que el tamafio de ésta
aumenta, e) proceso de difusién se hace mas lento, es
decir. la tranferencia de masa entre la fase movil y la
estacionaria es lenta. Al mismo tiempo bhay que
considerar que si aumenta 21 flujo de la fase movil
para obtener analisis mas rapidos, el proceso  de
difusion, que es lento, hace que la columna pierds
eficiencia vy por 1lo tanto, resolucién. Conforme
disminuye el tamafo de la particula, la profundidad de
los paras también disminuyen el proceso de
transferencia de masa se hace mas rapido, permitiendo
abtener analisis mas rapidos sin peérdidas de
resolucion. Estas razones explican el porqué solo se
utilizan materiales porosos cuyo tamafio de particula es
menor a 50 u.(10)

Otros tipos de materiales utilizados son los

1lamados adsorventes peliculares, " adsorventes de capa
porosa". ‘“de porosidad supertficial" o de ‘'centro
sGlido”, consisten en particulas esféricas,

generalmente vitreas, no porosas, recubiertas de una
capa fina de adsorvente poroso, como gel de silice o
alumina. Los dos tipos de adsorventes aungue difieren

‘en muchas de sus propigdades, tienen mucho en comun;
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ambos pueden introducirse en la columna  con  ciorta
facilidad danda lugar a altas eficiencias; pueden
utilizarse en cromatografia liguido-sdlido, dependiendo de
la actividad de su superficie, o bien pueden tecubrirse de
alguna fase liquida y utilirarse en cromatografia !iguido-
liquido. HSsi mismo se pueden unir quimicsmente en su
superficie a alguna fase liquida y crear un nuevo tipo de
cromatografia, ya que el proceso efectuado con estos
rellenns de columna no son exactamente  liquido—-liquido o

liquido-sdlido. (20)

For otra parte Jlos materiales porosos tienen gna

gran superficie especifica (50-5S00 m2/gr) y pueden aceptar

muestras de tamafo considerable, del Qrden de mg/gr
de rellena, sin perder eficacia. En contraste los
materrales peliculares son de superticies especificas

ménores (entre 1y 12 m /gr), aceptanp menos muestra, de
10 a 20 veces menos que los materiales porosns, y su

costo es considerablemente mas elevado. (11)

&. DETECTOGRES. Durante mucho tiempo el desarrollo de la
cromatografia en fase liquida se vid cbstacul:zado por la
talta de detectores adecuados. E] detector 1neal ser.a

aguel gue reuniers los siguientes reguisitos:
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~ Altamente sensible.

- Estable.

-~ De lectura continua.

— De respuesta universal,

Actn hoy en dia no existe este detector, y los que hay
disponibles solo son adecuados para ciertas aplicaciones en

particular, (10)

Fara una buena deteccién hate falta un dispositivo que
mida en forma continua alguna propiedad fisicoguimica de
los componentes de la muestra o de la solucitdn que los
contiene, y gque genere una seffal prapnrcicnal a la
concentracidn de dicha muestra a medida que ésta sale de la
columna. For desgracia la mayoria de las propiedades de la
muestra que pudieran medirse son muy similares en magnitud
y caracteristicas a la de la fase movil y esto dificulta el
proceso de deteccién. Para resolver este problema se
sugieren dos caminos: el primero consiste en gliminar el
disolvente con anterioridad al proceso de deteccicon; y el
segundo, en medir alguna propiedad de 1la solucidn que
contiene la muestra y de alguna forma compensar o sustraer
aguella porcion que corresponda al disolvente. Por
supuesto, que esto no es facil por que para lograr ademas
una alta sensibilidad se deben controlar también las
paramétros de operacion suceptibles de influenciar dichas

propiedades como es el flujo v la temperatura.(20)
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Se han probado diversos detectores cuyo funcionamiento
se basa en diferentes propiedades de la muostra, pero la
gran mayoria de ellos solo han tenido éxito limitado y este

ha impedido su adopcién definitiva.

Actualmente existen tres tipos de detectores de uso

muy generalizado que se describen & contindacion:

a. DETECTOR DE INDICE DE REFRACCION. Mide 1&
diferencia entre los indices de refraccién del disolvente
puro y la solucidn de la muestra que sale de la columnas de
esta manera se detecta cualquier cambio en la composicién
de la fase movil. La respuests de este detector es
universal y su sensibilidad es moderada. Desgraciadamente,
debido a dicha respuesta es muy ditficil efectuar
programaciones de la fase movil ya que ademas es sensible‘a
las variaciones de flujo y temperatura. Estos detectores
no son instrumentos muy estables ni de f&cil manejo, por lo

gue se ha limitado su uso. (10}

Aa. DETECTOR DE Luz ULTRAVIOLETA. Su

funcionamiento se basa en la absorcitn de luz por parte de

la muestra &l pasar a traves de ella un has de  luz

monocromatica ultravicoleta. La respuesta de este detector
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es selectiva, va que solo se detectarin los
compuestos que absorven a la longitud de onda a  la gue

opera el detector.(10)

Hay dos tipos de detectores de luz ultravioletas el
de longitud de onda variable, que no seolo es de
aplicacidn mads variada vy mas sensible, sino también mas
costoso; y el de una sola longitud de onda, también
llamado ¥otométro de luz w; este Ultimo es sencillo,
econdmica y mas gue suficiente para obtener buenos

resultados.

Este fotométro de luz UV es relativamente sensible a
10; cambios de flujo y temperatura, y siempre y cuando la
tase movil no absorba en grado apreciable en la longitud de
onda qua opera, serd mads fAcil efectuar Prcgramacinnes de

gradiente. (10)

La mayor parte de los disefos comerciales operan a una
longitud de onda de 254 0 280 nm utilizando como fuente de

luz UV un lampara de mercurio de baja presién.

Los detectores de longitud de onda variable presentan

algunas ventajas sghre los fotométros, vy entre las mas

sobresalientes tenemos:
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- Posibilidad de seleccionar la longitud de
onda 4ptima para la muestra.

- Se evitan algunos problemas de absorcion
excesiva de la fase movil.

- Algunos disefios premiten cbtener el espectro
de absorcién de cada compuesto por separado.

En ambos tipos de detectores, la pureza
espectroscépica de la fase movil es muy importante,
especialmente cuando se efectua la deteccion a
longitudes de onda muy cortas ( menores de 220 nm ); se
recomienda el Eﬁplen de disolventes grado cromatografico en
vez de 1los de grado espectrescopico, par que e%tos suelen

contener preservativos que afectan las separaciones.(20)

c. DETECTOR DE FLUORESCENCIA. En la actualidad
es el detector mas sensible de que se dispone. En
condiciones dptimas es posihle detectar cantidades del

orden de picogramos.(10)

Hay dos disefos basicos de estos detectores; los
llamados fluordmetros de filtros, gue emplean filtros para
seleccionar la radiacion de excitacién vy la de emisidng y
los espectrofluordmetros que emplean monecrémadores.
Ambos disefos rinden buenos resultados y no parece haber

muchas desventajas de coste entre uno y otro.
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Las fases moviles deben seleccionarse cuidadosamente.

debido a que la intensidad de sus emisicnes depende
notablemente del medio en gue se efectuan; esto dificulta
grandemente algunas de sus aplicaciones coma es la
programacion de la fase mdévil vy el andlisis tuantitativo.
Otra desventaja mds es que aungue puede ser de disefio

simple, su manejo requiere cuidado, pero su mayor ventaja

es la alta selectividad de respuesta y su sensibilidad.(18)
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T11. VALIDACION DE METONOS ANALITICOS

Durante todo el proceso de su fabricacion, los

productos farmacelticos deben contar con un alto grado de

calidad, de manera tal que  at finmal noseeaa las
caracteristicasd fisicas, auimicas Y analiticas
especrficadas. Ante tales requerimientos aumenta cada dia

la necesidad de desarrollar mejores métodos de anidlisis que

permitan verificar dicha calidad-.

Una parte integral del desarrollo de un métndo
analitico es la 'validacidn del wmismo, principalmente por
que es un regquisito ante la Secretaria de Salud y por otra
parte pPor que debe ‘prdbar que funciona para las

aplicaciones analiticas deseadas.(21)

A, DEFINICIONES.

1. YALIDACION. Es el proceso mediante el cual
queda establecido, madiante estudios experimentales, gue su
capacidad satisface los reqguisitos para las aplicaciones
analiticas deseardas. Esta capacidad se elpres? en érminos

de paramétros analiticos.{5)
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Cunsiderande la variedad de métodos, existen
diferentes esquemas de validacién (6). Las categorias mas

comunes que requicren validarse son:

a. Categoria I. Métodos analiticos para
cuantificar loc componentes principales de sustancias a
granel o ingredientes activos en productos farmacédticos

terminados (incluyendo conservadores),

b. Categuria II. Métodos analiticos para
determinar impurezas en sustanciazs a granel o compuestos de

degradacidn en productos farmacedaticos terminados.

c. Categoria 1III. Métodos «naliticos para
determinar caracteristicas fisicas (p. ej.: dismlucion,

liberacién del principio active, etc.)

En bass a lo anterior, los parametros que deberan

considerarse en la validacion de métodos analiticos, se

enlistan en lx tabla No.t.
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Farametro
Analitico Cotegoria 1 Categoria 11 Categoria IIX
Precisién + + +
Exantitug + + *
Lim. de detecec. - - ¥
Lim. de Cuantif. - + *
Especificidad + + X
Linealidad + + X
Tolerancia + + +
Estab. muestra + + +

+ Se efectla la prueba.

- No necesariamente se efectia la prueba

* Puede requerirse dependiendo de la naturaleza

de la prueba especifica.

Tabla No.i. PFarametros analiticos que se evaluan
segun  la categoria del metodo  a
validar.

2. LINEALIDAD. Es la habiladad rue tiegne =1
sistema (equipo, reactivos, etc.) o el método para asequrar

que los resultados analiticos son proporciocnales a la

concentracidon de 1la sustancia dentroc de uwn  rango
determinade.(4.5.8)

Se determina  construyendo una curva e calibracisn

de uvna misma solucidn patrdn  (estandar de referencia),

‘wtilizando cuando menos cinco niveles ( p.ej.: 80, 90,
100, 110 v 120 %) y haciendo el analisis por triplicado

para ceda mavel.
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- PRECISION. Es el arado de concordancaa
obtenida entre determinaciones independientes cuando el
proceso se aplica repetids«mente a muestras maltiples de uvna
ner.’a homogénea. La precision es una medida del grado de
repetibilidad y/o0 reoroducibilidad ce un metndo analitico

bajo las condiciones normales de operzcadn.(4.5,8)

a. REFETIRILIDAD, Es la precision
expresada como la concordancia obtenida entre
determinacionss indepsndientes realizadas por un  soleo
analista, usando los mismos aparatos, tecnicas y

reactivas.{4,%.8)
Se determina realizando el andlisis nor sextuplicado,
de una misma solucién  patrén ( estana: - de referencaa)

cor-espondiente al 100 % del principio activo.

b. REPRODUCISILIDAD.Es la precisidn expresada

comc 1la concordancia obtenida entre determinaciones
i1ndependientes reali-adas por g.ferentes analistas
en diferentes dias, en el mismo vy/o diferentes

laboratoring, wutilizando el mismo v/o diferente equipo,
t4.9,8). GSe determina cuande rmenns por deos analistas, en
dos dias diferentas - por triplicad. cade muectra

( plaretas rargados con el 100 % de’ principin achivo).
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4. ESPECIFICIDAD. Es l& habilidad de wun anétodo
analitico para obtener una respuesta debida unicamente a la
sustancia de intéres y npo a otros componéntes de la
muestra. Indica el grado de interferencia (o ausencia de

ecsta) en el andlisis de mezclas.(4.5,8)

e determina confrontande &) método, pe- separado, ai
placebo. placebo cargado ( excipientes + estandar 1oy al

estandar.

S. EXACTITUD. Es la concordancia gue =-viecte
entre los datos obtenidos oor el método v el valor real
esperado (100 %). Se expresa como =21 % de recobro obtenido
del anadlisics de muestras a las gue se les ha adiciorado
cantidades conocidas del principio actavo

{(placebos cargados).?4,5,8)
Se determina analizando de manera independiente y como
minimo seis placsbos carcados con el 100 % dei principio

activo.

&. ESTABILIDADM DE LA MUESTRA. Son  las

sondiciones a las cualss la  muestra mant.ens constante su .

cropiedad medible en un lasso delerminado. :14,5,3)
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Se determina almacenando como  minimo seis muastras
andlizadas a titemperatura ambiente © a las condiciones
acostumbradas, por el tiempo acostumbrado o por algunas

horas. Después de transcurrido este tiempo se reandlizan

bajo las mismas condiciones de operaciodn.

7. TOLERANEIA DEL SISTEMA. Es el grado de
reproducibilidad de 1l10s resultados obtenidos por el
analisis de 1a misma muestra bajc modificaciones de las
condiciones normales de operacidn,tales como: diferentes
temperaturas, lotes de reactivos, columnas, sistemas de
elusidn, tipos de empaque, condiciones ambientales,

etc.(4,5,8)

8. LIMITE ~DE DETECCIDN. Es la menor
‘concentracidn de la sustancia en una muestra, que puede ser
detectada, pero no necesariamente cuantificadfa bajo las

condiciones de operacidn establecidas. (4,5,8)

9. LIMITE DE CUANTIFICACION. Es la menor

Cnntentracian de la sustancia que puede ser detectada con

presicidn y exactitud aceptables bajo las condiciones de |

operacion establecidas.(4,5,8)
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10.

companentes que

PLACEBO. Es la mezcla de todos los

contiene una fTormulacidn, exceptuando el o

los principios activos.

11. PFPLACEBD CARGADO. Son muestras de placebos a

los que se les ha adicionado cantidades conocidas del

principio activo.

48



IV, PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA,

Duramte todo el procesc de  su £ rigacitn, los
productas farmacetticons deben contar Zon  umn alto grade de

calidad, de manura tal que 2@ oroddcto final poseea ias

caracteristicaz Fisicas, Quimica v analiticas

especificacas. Armte tales requerin entos,aumenta dia a dia
/

la necesilac de desarcollar mejorec a2todoc de andl: nis que

nos fermitan verificar dicitay calidad.

rresice colee wun mdtode

integsal del s

Una et

analitice es .a validacidn =el mismo, praincigalmente por

que 28 un requisito ante 1o cretarin de Salud, e ogue
fcie dehe probarse  para establecer que iy wapac idad

satisface les rovuisitas para lar apiicaciones analiticas

deseadas. (210

El oroblema a :esulver en T zasae 3erticular s gque

la rmulacicss contiene como principio activo  al Acidy
Acetiisaliciiico guse  cooc s@ sabar, an sragencio de la
humetad e degroeda osccdamente, dznde coms prudecto de

descomposician -1 ac:do salicilico.
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Este Acidn salicilico exhibe propiedades dez
solubilidad,de comportamiento A4cido-—base y de absorcion al
UV muy similares a las del Acido Acetilsalicilico,lo cual
Causa interferencia en la cuantificacion de éste Ultime ya

que los métodos con gue se cuenta no son especiticos.

Por 1o anterior se hace necesario implementar un
método por Cromatografia de Liguidos de Alta Resolucidn que
ademds de ser rapido, es también altamente especifico, es
decir, gque una ver separados se tenga la certeza de gue el
dYnico que se esta cuantificando es el Acido

Acetilsalicilico.
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A Implementar un método de andlisis por
Cromatografia de liquidos de Alta Resclucidn gque permita la
separacidn del Acido Acetilsalicilico y de su producto de

degradacion para su posterior cuantificacion.

B. Validar el método analitico propuesto.

Dadas las propiedades fisicoquimicas similares que
presentan el Acida Acetilsalicilico y su producto dJde
degradacidn el Acido salicilico, consideramos que mediante
la aplicacién de un mélodo por cromatografia de Liquidos de
Alta Resolucidn gque son altamente especificos, sSe puede
hacer una separacion de ambos v una posterior

cuantificacidvn del primero.
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Frascos de vidrio Ambar con tapén de rosca de &0 ml
Pipetas volumétritas de 5 y 20 ml, marta FYREX.
Matraz volumeétrico de SO ml, marca PYREX.

Tubos para centrifuga, marca PYREX.

Membranas de Nylon é&, 0.22 uw v 47 mm de diametro.
Kit de filtracidn para solventes, marca MILLIFORE.
Kit de filtracion para muestras, marca MILLIFDORE.

Estandar de referencia USF de Acido Acetilsaliecilice.
Estandar de referencia USF de Acido Salicilico.
Acido acético glacial G.R., marca J.T. Baker,
Acetonitrilo gradeo HPLC, marca Banter.

Cloroformo grado HPLC, marca Baxter.

Acido farmico G.R., marca Merck.

Agua tridestilada en equipo Milli-Q@.

Bafio de ultrasonido, marca Mettler, modelo ME-1il.
Centrifuga, -marca Solbat, modelo Vii15.
Cromatografo de liquidos, marca Beckman, equipado cen:

Bomba, modelo 126,

Detector de UV, modelo 16&4.
Automuestreadeor, modele S506A.

PC, marca 1BM, modela 50Z.

Pantalla policromatica, marca IBM.
Impreso.as marca EPSON, modelo LX-800.




1. Preparacidn de soluciones:

a. Fase movil. Mezclar B50 ml de agua acidificaca
(ajustar el pH a aprox. 3.4 con Acido acético glacial) con
190 ml de acetonitrilo, filtrar = través de una membrana de
nylon 66 de Q.22 u de tamafio de poro y desgasificar durante

45 min en el ultrasonido.

b. Solucidn diluvente. Mezclar 992 ml de acetonitrilo

can 99 ml de claroformo y 2 ml de acido fdarmico.

c. Sclucion de referencia. FPesar B0 mg de Acido
Acetiisalicilico estandar de referencia USF y llevar a 50

ml =n un matraz volumétrico con solucidn diluyente.

d. Solucidn de la muestra. Pesar en un contoenedor de
vidrio con tapdn de rosca, una canéidau de muestra
eruivalente a 200 mg de  Acido Acetilsal-icilico. afadir 20
ml  de solucidon diluyente, pene en 1 ultrasonido durante
1D min vy posteriormente centrifua~r 8 man a 4500 rpm.
Transferir vwna alicuovta de 9 ml de el liguidu sobrenadante
A un mpAatra: volumétrico de 50 mi. completar al voaluman con

soiucisn diluyente v mezelar.
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2. Condiciones Cromatogrdficas:

Fase movil: la indigada.

Detector: de UV a 280 nm.

Columna: de ODS de 300 mm x b @m de D.I. y con
tamafio de particula de 10 u.

Velocidad de flujo: 3 ml/min.

Volumen de inyeccidn: SO ul.

3. Procedimiento.

Inyectar al cromatégrafo, por separado y como minimo
seis wvolumenes iguales de S0 ul de la soluciétn de
referencia, registrar el adrea de los picos vy calcular el
coeficiente de variacion ( CV ¢ 1.5% ) y el factor de coleo
{ Rs < 2% ). Una vez cumplidas estas especificaciones,
inyectar al cromatdgrafo 50 ul de 1la solucion de 1la
muestra. Obtener su correspondiente cromatograma y medir

el area del pico.
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1. EVALUACTION DE LA LINEALZ.AD DEL SISTEMA.

Se trabajaron cinco niveles (80, 90, 100, 110 y 120% )
por triplicado c/u obteniendose los resultados que  se

‘muestran en la tabla No. 2.

Cantidad Adicionada (%) | Area del pico
a0 73.1615
80 73.3309
&0 73.4816
20 84,6304
90 ak . 4295
90 ay.46108

100 ?2.9282
100 92,7525
100 F2.9345
110 102.8478
110 102.7517
110 102.7971
120 112.6866
120 112.5827
120 112,.5638

Tabla No.2. Muestra las Areas de los picos
obtenidas en la evaluacidn de la linealidac
del sistema.



Con los resultados anteriores s calcuiaron los

siguientes parametros:

a= ~-3.5644 © x= 1500
b=  0.9&680
re 0.9992 153 000
142 763.2
S y/x= 1.1613 93.2420
14.1819
{xi-x)" = 3000 1398.6300
®= 100
DE(X)= 14.6385 £ivi= 133 056.8300
a. Evaluacion de A (a). Se hace a traves del

wstadigrafo "t".

Fruepa de hindtesis Ho: A= 0
Ha: A7 O

Utilizando la formula 1 del anexo tenemos:

t calc. = (-3.5646)/ { 11613 7153 000 15 x 30007

t calc. = ~i.1617
t tab., = t (0.3975.14) = 2,16
b. Evaluscier de B (n). Se hace A fravés del

estadigrata "t".
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Prueba de hindtesis Ho: B= 1
Ha: B# 1

Utilizando la formula 1 del anexo tenemos:

t calc., = (0.968-11114.638)(¥14)/ 1.1615
t calc. = -1.5092

t tab = t {0.975.14)= 2.16

Como en ambos casos t (0.975) > t cale. > t (0.025),
podemos decir que el sistema tiene uwna ordenada al origen

considerada c¢omo "cero" vy una'pendiente considerada como

“uro”.
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AREA DEL PICO
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Grafica No. 1. Muestra el comportamiento
Ilneal que tlene el slstema.
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2. Evaluacidn de 1a precisién del sistema.

Se trabajd con un solo nivel (100%), con  nueve
replicaciones, obteniendose 1os resultados que se muestran

en la tabla No. 3

Cantidad adicionada(%) Area del pico
100 90 .9053
100 ?2.3234
100 92.4951
100 ?2.2829
100 F0.7154
100 92,5944
p {elu P1.2893
100 ©1.8775
100 2.5382
Tabla No.3. Muestra las Areas de los picos

obtenidos en la evaluacidn de la precisidn
desl sistema.

Con Jos datos anteriores se calcularcn los siguientes
parametros:

9
?L.89732
0.7314

0D.7960 %

Dado que la DER es < 1.5 podemos decir que el sistema

se considera como preciso.
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5. Evaluacion de la especitficidad  del método “rente a

excipientes.

Se determind analirande las siguientes muestras por

separado con el métcodo nropuesto:

a. Flacebo

b. Placebo carpado (euxcipimntes + estandar)

c. Estandar

Como podemos observar en los cromatogramas 1. 2, 3 y 4
respectivamente, el método es capaz de separar las

sustancias de interés de cualquier otra interferencia.
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4. Evaluacion de la linealidad del método.

Sue trabard con placebos cargados’ delpri

efectuandn cada analisis por Ttriplicad

diferentes oiveles (B0, 90, 100,110 Y.

Cantidad adicionada ‘mg) Laptidad recuperada (mg?
106.1 161.6778
159.9 16Q.B432
160, 0 161.14424
180.1 180014
180.3 180.681%0
17¢.8 179.6154
200.0 200,3650
200.2 200.5658
200,60 . 199,223
0L n20.41440
T20.2 SU0L7304
200,01 D00 H1T0
b2 240.1554
a0 2401308
240.3 LAQ, 0940

Tabla No.4. Muestra las cantidades recuperadas
en la evaluacidn de la lincalidad del método.
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Con los resultados anteriores se calcularon. los

siguientes pardmetros;

a= 2.6463 fuy= 613 419.44
0.9884

= 0.9998 Cii 12 048.186
1.0957 200.4167
200, 0866 n9.0011
29,2358 306, 2508

Ex= J001.3
2 ryvl= e1a 277.8%

TaS= 412 268,29

a. Evaluacidn de A {(a). Se efectua con el estadigrafo

de contraste “t".

Frueba de hipotesis Ho: A= 1
Ha: A 1

Calculando con la férmula 2 del anexo, tenemos:

t calc.= (2.6273-0)/(1.0957% {612 568.39/( 15512048, 1963)

+ calec.= 1.3123

i

t tab., = &t (0.975,14) = 2.36

b. Evaluacidn de B (b). Se etectua con el estadigrafo
de contraste "t".

Frueba de hipdhtersis Ho: B= O

8 0
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Calculando con la farmula 3 del anexo, tenemos:

t calc. = (0.9884-1) (29.3358)( 14 )/ 1.0957
t calec.= -1.1620

t tab. = t (0.975,14) = .16

Comn en amhos .asos t (0.973) > t cale. > t (0.025),
podemos decir gque el método tiene una ordenada al origen
considerada como "cera" y un pendiente considerada caomo

"ung”.
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Grafica No. 2. Muestra el comportamlento
lineal que tiene el método para cuantl-
tlcar AAS en tabletas solubles.
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8. Evaluacién de 1a exactitud del meétodo.

Se mane

el 100 % del

principio active,

aron nueve muestras (placebos cargados), con

nbteniendose los resul tados

que se muestran en la tabla No.5.

Cantidad

adicionada (mg)

Cantidad recuperada(’)

200.3
1202
00,4
200,85
200.4
200.3
200.1
00,2
00,0

?9.93
101,52
78.54
98,95
PR35
97.58
FI9.08
99.%7
F9.40

Tabla No.5.

en la evaluacién de la

Con los datos anteriores se calcularon

parametros:

La exac

DE(y) = 0.B8291
x(y) = 99.377/8

titud se evalla a

contraste "t".

o

upba de hipdtesie

través del

Ho:
Haz

Muestra los porcisntes recuperados
exactitud del método.

los siguientes

estadigrafo de
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Calculanda’ con la formila 4 del anexs tenemnos:

ticale. = (99.8778-100)/ (0iazv1s 7 )]

t calc, = -1.527&

t tab, =t (0,975,8) = 2.3060

Como t (0.979% > t calc. > -t (0.02%5) s podemos

considarar al método como eiacto.



6. Evaluacion de 1A raeproducibilidad del método.

Se trabajaron placebos cargados al 100 7% del principio
actavo, por triplicado, con dos analistas, en dos dias
diferentes. Se obtuvieron los resultados que se muestran

en la tabla No. 6.

D I A 8
1 2
A
N 100.4648% G 890
AL 99.1718 ?8.4764 Y1l..= 099.3864
1. 98.4675 9F.2028
I
S 100,.3223 97 .2028
T|2 101.5374 101.1214 Y2. .2 60Q4,6597
A 101.9673 : 100.34612
]
Y.l.= 602.1310 Y.2.= 598.1153 Yaue=1200.2463
Tabla No. &. Muestira 1los resultados obtenidos en
la evaluacidn de la reproducibilidad del método.
Con 1los resultados anteriores se calcularon los
parametros que se muestran en  Ja tabla No.é con las
formulas 5.&,7 y B del ane:o, para construir una tabla de.

andlisis de varianzs de acuerde a la tabla No.l1 del anexo.

n
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TABLA DE ANALISIS DE VARIANZA.

Fv gl SC MO - calc. F tab.
Analista 1 1.3349 1.3349 Q.3723 38.51
Dia 2 7.171% JI.898%8 4.0788 4,06
Error a 7.1200 V.BIOO | emmmee ] e

Tabla No. 7. Muestra los resultadus obtenidos para
el analisis de varianza en la evaluacién de 1la
reproducibilidad del meéetodo

Como en ambos casos F  calc. { F tahs, podemos decir

que el metedo es reproducible y que no existe electo por el
dia en que se realice el analisis, ni por el analista.que

lo lleve a cabo.



7. Evaluacitn de la estabilidad de. la muestra.

Se analizaron seis muestras sometidas a dos diferentes
condiciones y a tres diferentes tiempos. Los resultados

obtenidos se muestran en la tabla No. 8.

CONDICION ¢ TIEMPD
INICIAL FA/LZ hrs TA/24 hrs REFRIG. /24 hrs
R.73 Q9.70 .6 9%.48
79.88 PP.E9 R 9.1
F9. 23 99 .34 9.8 72.86
99.79 °8.77 98.64 ?9.136
7. 546 % .60 R9.57 97.04
99.34 F9.41 92,546 99.40
N= 99,43 H 92.42 Q.42 9951
Yi= 594.58 Y2= 59&.%56 596 .96 ney

Tabla No.B. Muestra los resultados obtenidos
para la avaluacion de la oeshabilidad e is
muestera.

Con los resultados anleriores y aplicandn las tédrmulas
Pl Li, 12 oy 13 dexl anexy 32 calcula-on los siguientes

parametros:

R ova§ 7T 361.75
CEYi. = 1 424 156,00
Stk = 2.4187

MCE = O.1207



La estabilidad de 1a muestra se evaltia & traves del
estadigrdfo “t" de Dunnett.
Aplicando la férmula 13 del anexo tenemos:
tb (TA/12 hrs) = —0.0498
tD (TA/24 hrs) = —0,0498
tD (REFRIG./24 hrs) = .I98R
tD tab. = t (20, 3, 0.945) = 2.54
Comu todos los  valores de tD calc. ¢ D tab., podemos

considerar que la muestra es eslahle en las condiciones de

almacenamiento a las gue fue sometida.
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L. LINEALIDAD DEL SISTEMA. Un sistema de medicidn es
lineal si su representacion gradfica se aproxima a una
linea recta, su coeficiente de correlacidn tiende a uno. su
ordenada al origen es igual & cero y su pendiente es igual
a uno. Cbservando la grafica para la linealidad del
sistema y efectuando el andlisis estadistico, se comprueba
que éste tiene un coeficiente de correlacidn (r) de 0.9992,
ur:a ordenada al origen (a) de «3.5846 y una pendier te (b)
de 0.9680 , por lo que consideramos que dicho sistema es
lineal swoun Jlos criterios establecidos por la ley General

de Salud.(8)

2. FRECISION DEL SISTEMA. Para métodous
cromatograficos. se considera que el sistema de medicidn e=s
precist cuando &u ceefictiente de variacidn es menor a 1.5%
Al efectuar el andlisis estadistico, €1} valor de dicho
coeticiente es de 0.7946% par lo que el sistema se

considars preciso.
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3. ESPECIFIC DAD FRENTE A #XCIPIENTES. Al observar
las graficas 1, 2, 3 vy 4 podemos verificar que el métado
analitico es capaz de separar la sustancia de interés (AAS)
del resto de los excipientes, y 'atn del producto de

degradacion (AS). por 1o que éste se considera especifico.

4. LINEALIDAD DEL METODO. La grafica de la

" linealidad del método muestra el comnportamiento del
principio activo, &1 cual es una linea recta. Al efectuar
el analisis estadistico se obtiene un coeficiente de
correlacidn de 0.9998, una ordenade al origen de 2..:473 y
una pendiente de 0.9884. Bajo los criterios establecidos

por la ley General de Salud, el método se considera lineal.

= EXACTITUD DEL METODO. be acuerdo a los % de
recobro y realizrando el anilisis estadistico, se determing

que estos caen dentro de los limites permitidos para esta

forma farmacéutica ( 98-102%), por 1lo que el método se

considera enacto.
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b FRECIZ1O0M DEL METODOD (REFRODUCIEILIDAD)Y .
Realizando el andlisis estadistico, correspondiente podemos
determinar gue no existe efecto pnor el dia en que se
raalice el andlisis. ni nor el analista aque lo lleve a

cabe.

7. ESTAHILIDAD DE LA MUESTRA. Las desviaciones
obtenidas para esta determinacion son menores a las
establecidas en la prueba de t de Dunnett. por 1o cuxl
cons ideramos que la muestra es estable hasta 24 horas
después de preparada, yvya sea que s& almacene & temperatua

ambiente o en refrigeracioén.
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SNSE s

Una vez finalizado este traoteio podenos decir que el
métndo propu- o para cuantificar Acido Acetilsalicilico en
tabletas wolubles cono oroducto terminado es adecuado de

acuverdo a todeos lops parémetros svaluados.

El meétodo analiticc resulta ser laineal, exacto vy
preciso, ademis de zspecifico por que senara al principio
activo de los demas excipientes y de su pruicipal producto
de degradscién, lo cual es wuna gran venlajsa ya gue puede

utilizarse como un indicativo de estabiiidad.

Po- rodo o antericr podemns concleir que 21 mendo
analitico implementade currle con los requisitos analiticos
deseados v por lo tanto puede amplearse coro metodo
rutirario en la cuantificacion del Acido Acet.lisalicilico

er tabletes solubles come producte terminado,



ESTA TESIS NO pEBE

SRR DE LA BIBLIOTECH

A N E X O

1. Linealidad.

o oJE¥’- _afy - by |
x| n -2

a. Evaluacidn de A{a}.

cresas 1

¢ _ a - A cseeae 2
cale ~ 5, ([ex2 / n 2 (xi-512)
* Criterio de Aceptacidn. Si t(0.975,n-2))t . >t{0.025,n-2)

el método se acepta y podemos decir que tiene una ordenada -
al origen considerada como "cero".

b. Evaluacidén de B(b}.

- (b - B) DE (x) Jn=1 eceses 3
tcalc S ’
y/x

* Criterio de Aceptacidn. Si t(0.975,n-2}2t ]>t(0.025,n—2),

el método se acepta y podemos decir que tiene un pendiente -
considerada como "uno“.

2. Exactitud.
€ ={(x - u) / (DE /") ceeess 4

* Criterio de aceptacidn.. t(0.975,n-1)2t 1 >t(0.025,n-1) ,
* Si se acepta consideramos al método como exacto,

3. Reproducibilidad.

gyilbe = (yno?e .02 / ke creee. B
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£vi32e = LR ty2.02e 90024 02,02 fo ceeeel &
o ¥ate = (yt.+ y2.02 = ( g+ y202 i 1
£2vik 2 = (yn Zegyn2de. .+ ye20% s (v223)2 ceeve. B8

TABLA DE ANALISIS DE VARIANZA
FV gl scC MC Ralc Fats

Analista | a-1 |£¥i.%bc - Y...%/d Sa/a-1 | Mw/ M ma,1/8

pia b1 Busle - Zvi | sy | mvme | m,2/8

Error pblo-1) Rivigé-vis2/c  |m/ablo1) | —— S

Tabla No. 1. Muestra los calculos para la evalvacidn -
de la reproducibilidad del método.

* Criterio de aceptacidén. Si se cumple que para:
Analista: Féalc & Ftabs
Dia H Fcalc < E}abs

podemos decir que el método es reproducible y que no existe
efecto por el dia en que se realice el andlisis, ni por el -
analista que lo lleve a cabo.

4. Estabilidad de la muestra.

£LYiP= (YallP+(Ya2)24 ... + (45)%+ (w6)° ceeeel 8
2xvi2= ( wia( whe ( 0%+ (Wl ceeaa 10
SCE = ¥if® - . r ceeee M
MCE = SCE / t (r-1) ceass 12

ty = Yn—(‘[na/ 2MCE/r . aeee. 13
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