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CAPITULO UND

INTRODUCCION



1. INTRODUCCION

Los cambios en formulaciones requieren en el aspecto
analitico, asagurar que las técnicas de andlisis originalmen

te empleadas sean validas para el nuevo producto.

En éste trabajo, se presanta la optimizacion y valida-—
ci6tn de diferentes técnicas analiticas ya existentes, para
cuantificar los principios activos contenidos en unas table-
tas antigripales, en las cuales, por reduccién de costos, se
sustituyd un farmaco, (clorhidrato de fenilefrina) por otro
de accion farmacoldgica similar, (clorhidrato de fenilpropa-—

nolaminal.

El maleato de clorofeniramina y el clorhidrato de fenil-
propanolamina se cuantificaron por cromatografia de gases,
haciendo transformaciones Acido-base para obtener amhos prin
cipios activos como bases libres. Se utilizé cloroformo como

medio de extraccion.

La determinacidn del acide acetilsalicilico, (ARS), se
hizo por cromatogratia de liguides de alta resolucidn,
(CLAR), en ‘.=e normal, utilizando un diseolvente y una fase
mévil de na-.:aleza organica, para evitar en lo po!xbie la

hidrélisis do  AAS.
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La cafeina se cuantificd paor cromatografia de liquidos

de alta resolucion en fase reversa. Se hizo una extraccian
directa, utilizando como disolvente y fase movil una mezcla

orginico/acuosa.

Para validar 1los métodos analiticos se afectuaron las

siguientes determinaciones:

1. Tolerancia, cspecificidad y linearidad del sistema.
2. Exactitud y reproducibilidad del método.

3. Linearidad y estabilidad de la muestra

Los datos recabados se trataron estadisticamente para
demostrar la confiabilidad y reproducibilidad de los
métodos, hacieéndose andlisis de regresion para demostrar la

linealidad del sistema y la-exactitud del método.

Se efectuaron pruebas de "T" con el fin de establecer
los limites de confianza de los porcentajes recuperados y el
limite de confianza para la pendiente y la ordanada al

origen.

En todas las pruebas se determind el promedio de las me-—
dicicnes y el coeficiente de variacion entre las mismas, fi-
Jandose como limite un ceoeficiente de variacién no mayor del

2%.
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Por ultimo, se hicieron anilisis de varianza para
demostrar que los métodos validados son reproducibles, al
comprobarse que no existen diferencias significativas entre
diferentes analistas y/o0 entre los distintos dias en que se

efectuaron los analisis de las muestras.
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2.1. MONOGRAFIAS

2.1.1. ACIDO ACETILSALICILICO

Formula condensada: CoHeO..

Estructura:
0
C~0H
°\
€
£CHs

Cristales blancos, por lo comun tahulares, o agujas crista-
linas, o polvo blanco, incdoro y estable en el aire seco.
Punto de fusion 135® C.; el fundido solidifica a 118m C.
Ka a 25 grados centigrados: 3.27 x 10—+ ¢3»

Pka = 3.35 Ldd

Absorcion en Ultravioleta: o=

A%

En acido sulfurico O.iIN 229 nm Eiem= 4B4
%

En cloroformo 277 nm Escm= &8
%

En Acido tricloroacético 276 nm Etam = 65.5

Incompatibilidades: ¢=»

-lncompatible con la humedad. Se hidroliza descomponiéndose
en acido acético y acido salicilica.

~Incompatible con medios Acidos.

-Forma una pasta humeda cuando se tritura con acetanilida,
fenacetina, antipirina, aminopirina o fenilsalicilato.

-Se hidroliza al mezclarlo con sales que contienen agua de

cristalizacion.



s
-Se solubiliza répidamente en soluciones de citratos o de

acetatos alcalinos, pero la solucitn resultante se hidroli-
za con mucha rapidez, formando sales de acido acético y acji
to szalicilico.

~-Se descompons con @l agua hirviente o cuando se di-u-lvnlnn
hidréxidos alcalinos, o en carbonatos, formando como en =l

cagp anterior, sales de acido acético y #&cido salicilica.

Bolubilidades: <=

-£n agua a 25 grados centigrados: 1g en 3I00ml.
—En agua a 37 grados centigrados: 1g sn  100ml.
-En alcohol: 1g en Sel.
—En clorofarmo: 19 en 17ml.
-En tetracloruro de carbono: 1g en 1000mi.
-En benceno: 19 en  300ml.
En éter etilicos 1g en 10-15 ml.
-En éter anhidro: poco soluble.
—En déter de petrdleo: insoluble.

Coeficientes de Particion: b

-En amortiguadores de pH 1 y 72

Kel17.7 en pH 1 K=0.25 en pH=7,
-En tolueno/agua K=0.32
~En clorofaorso/agua K=1.81

Usos: Analgésico y antipirdtico.
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Métodos de andlisis:

~Titulacioén por retroceso con hidroxido de sodio 0.5 N y
4cido sulfurico. «**

—Absorcion al UV, «®>

-AnAlisis colorimétrico por formaciéon de complejos colori-
dos. ¢*?

-Cromatografia sn capa fina. ‘™

-Cromatografia de gases, *>>

~Cromatografia de liquidos de alta resolucian, ¢=.e>

-Cromatografia an columna. ‘**



2.1.2. CAFEINA

Farmula condensada: Cals oNaDx.

mﬂf;{>

Estructura:

Polva blanco o agujas brillantes blancas, inodoras y de sa—

bor amargo.

Pe2go molecular: 194.2

Punto de fusidéns 238.02 ¢, determinado después de

secado a 802 C por 4 horas.

Sublima a 178« C.

Pka= 1,

Kb a 192C; 0.7 x 10-*<; Ka a 25%C: mencr de 1.0 x
Absorcitn al Ultravioleta:

~En etanol: 273 nm E::-= S519. ¢
En acido clorhidrico O.1N: 277 nm E;::ﬂ 479, ¢
Incompatibilidades: LR

-~Con los yoduros, sales de plata, taninos y con
fuertes de acidos causticos.

No forma sales estables, sSus sales de Acidos

hidrolizan con facilidad #n el agua. s 2

Solubilidades:
-En agua: lg‘ en 46.0 ml.
-En agua a 80ec: 1g en 5.5 ml.

~-En agua hirviente: 19 en 1.5 ml.

101+ <2

soluciones

fuertes se



-En cloroformo: 1g en 5.9 ml.

-En acetona: 1g en 50 ml.

-En étera 1g ®n &00 ml.

—~En acetato de stilo: soluble.

-En éter de petroleo: ligeramantae solublae.
-En &cidos diluidos: soluble.

-En pirrol y tetrahidrofurano con 4% de agua: libremente
saluble.
—~La solubilidad de la cateina en agqua se reduce al adicionar

sacarosa.
Co-solventes: benzoatos alcalinos, cinnamatos o salicilatos.

Datos para extracciong La cafeina wes una base débil. se

extrae de soluciones acuosas con disolventes organicos. ‘=?
Usos: Estimulante ligero del sistema nervioso central. ¢®?

Métodos de andlisis:

—~Titulacion con Acido perclérico. ¢4-«’

-Absorcion al UV.«® .
-AnAlisis colorimétrico por formacién de complejos colori-
dos, ‘=

~Cromatografia en papel. =

-Cromatografia en capa fina. ‘=

-Cromatografia de gases. ‘=

-Cromatografia de liquidos de alta resolucidn. ¢®’



2.1.3. MALEATO DE CLORDFENIRAMINA
Formula condensada: CiaHuioClNz, CoHala.

c@\ /cu, H=C— :‘.’-—ou

€—CHy— CHy—N;
/

-
\cu, n—c—x—on

Estructura:

Polvo cristalino, blanco e inodoroj sus soluciones son Aci-—

das al tornasol.¢t- =

Peso molecular: 390.87
Punto de fusidn: entre 130 y 1352 (C,
Pka= 8.9.

= Una solucitn al 1% en agua tiene un pH de 4 a 5.1

Absorcitn al Ultravioleta: <7

—£n agua: 2461 nm E= 5760 E::-: 147.

-En atanol: 261 nm €=5380
-En hidrdxido de sodio en alcochol, O.iIN 265 nm EFS630
~En Acido clorhidrico en alcohol, O.1N 265 nm &=8480
~En hidréxido de sodio en aqua, 1IN 262 nm &=5770
—-En Acido clorhidrico IN 265 am E=8390
—-En cloroformo 263 nm E=5970
~En 4cido sulfurico O.1IN 2635 nm E::_-24o

Incompatibilidadess ¢<=2*
—~lncompatible con cloruro de calcio, adrenalipa, acido tar-
tArico, fenobarbital sddico, sulfato de kanamicina.

-5e ve afectado por la luz.



Solubilidades: 2>

-En agua: 1 mg en 4.0 ml.
~En alcohols 1 mg en 10.0 ml.
~-En cloroformo 1 mg en 10.0 ml.
-En acetona: 1 mg en 2.0 ml.
-En bencenos 1 myg en &£0.0 ml.
-En tetraclorurao de carbono: 1 mg en 400.0 ml.
-En glicerina: 1 mg en 21.0 ml.
~En metanol: 1 mg en 5.0 ml.
-En éter de petraleos 1 mg en 1000.0 ml.
-En hidréxido de sodio O.1N’ 1 mgen 5 ml.

Coeficiente de particidd en agua/cloroformo, pH de 12.5:

K= 99.56 7

Usos: antihistaminico principalmente. Es uno de los anti-
histaminicos mas potentes, las dosis orales producen—
efecto durante 3 a & horas. Por lo general, causa sedacion
ligera.

Métodos de analisis:

-Titulacitn con Acido perclérica. ¢4?

~Espectrofotometria al UV, 2.+

-Cromatografia en papel. ¢

—Cromatografia en capa fina. ¢+?

—-Cromatografia de gases. ¢

-Cromatografia de liquidos de alta resolucién. ¢*’



11

2.1.4. CLORHIDRATO DE FENILPROPANOLAMINA

Formula condensada: CeH.aCINO.

Estructura:

u‘l
cloq—cll—nu, . HEY
oH

Polvo cristalino blasfco, con leve olor aromatico. <™

Peso molecular: 187.467

Punto de fusidn: 190 ~194= C. Punto de fusién de la base
‘libre: 101-103= C,

Pka=7.05; las soluciones acuosas son practicamente neutras

al litmus, ¢«

Absorcién al Ultravioletas: <=>
-€n 4cido clorhidrico diluldo: 285 nm.

-En etanol: 570 nm.

Incompatibilidades: <%
-Se altera con la 1luz.

-Se ve afectada por los metales pesados.

Productos de degradacidn: ¢=»

Clorhidrato de alfa-aminopropiofenona.

Solubilidades: <«=°
-En agua 1 mg en 1.1 ml.

-En etanol: 1 mg en 7.4 ml.
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-En clorotformos i1 mg en 4100.0 ml.
~En éter: insolublae.
—-En benceno: insoluble.

Usos: Se utiliza como broncodilatador y descongestionante
nasal. Es una amina simpaticomimética, can accion similar a
la efedrina, pero es mas activa como vasoconstrictor y algo

menos activa como estimulante central y broncodilatador. ¢2?

Métodoa de andligis: <=

~Titulacién con Acido perclérico.

~Titulaci6n por retroceso con acido sulfirico e hidréxido de
sodio.

‘~Espectrofotometria UV,

~Analisis colorimétrico por formacién de complejos colori-
dos, por ejemplo: reaccién con ninhidrina, {formacidn de
un complejo con azul de bromotimol, etc.

-Aniiisis tluorométrico. .

~Cromatografia en columna.

-Cromatografia en papal.

-~Cromatografia en capa fina.

—~Cromatagrafia de gases.

-~Cromatografia de liquidos de alta resolucion.



2.2. TABLETAS

Las tabletas son formas farmacéuticas solidas que contig
nen dosis i1ndividualea de uno o varios farmacos, que se admj
nistran junto con excipientes. Se pueden incluir en la formy
lacitn, aditivos tales como conservadores, desintegrantes vy
sustancias para mejorar el aspecto fisico, (olor, color , sa

bor, etc.). ‘e

Las tabletas tienen algunas ventajas sobre otras formas
farmacéuticas orales. Al fabricante le ofrecen las siguien—
tes: sencillez y economia en la preparacién, estabilidad y
conveniencia para envasar, transportar y expedir. Las venta-
jas para el paciente son: exactitud en la dosis, facilidad
para llevar en el bolsillo, sabor suave y administracion

sencilla. ‘=

La calidad de las tabletas se controla mediante diferen—

tes pruebas entre las que se incluyen:

—Variacién de peso
-Uniformidad de contenido.
—Dureza.

—Friabilidad.

—Desintegracidén.
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-Disolucidn.
~Identificacion del o los fArmacos que contienen.

~Cuantificacitn de los principios activas.

La forma de hacer las pruebas, y 1los limites de acepta—

cién o rechazo, deben consultarse en las monogratias respec~

tivas del laborataorio fabricante y/o en las Farmacopeas que

las autaridades requlatorias acepten como validas.
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2.3. CROMATOGRAFIA

FUNDAMENTOS

La cromatografia abarca una gran variedad de técnicas de
separacion sumamente efectivas. E1 principio comin a todas
las técnicas cromatograficas es =1 siguiente: un fluido
(fase mavil) circula a traves de una fase estacionaria
stlida o liquida; cuando una mezcla de substancias se
introduce en el sistema, ocurren una serie de equilibrios de
distribucion entre las dos fases, generalmente de distinta
magnitud para cada componente de la mezcla, por lo que cada
uno de ellos se desplazarad con diferente velocidad a lo
largo del sistema. Los componentes de la mezcla deben ser
solubles en la fase movil.

No hay restricciones sobre la naturaleza de las dos fases.
La fase estacionaria puede ser solida o liquida y la fase
mdvil, liquida o gaseosa. Por consiguiente hay varias combi-

naciones posibles. ¥

La primera descripcién de una cromatografia se le atribu-
ye a Michael Tswett, bioquimico ruseo, quien aisléd la cloro-—
fila de una mezcla de pigmentos vegetales en 1906. Colocd
una pequefla muestra en la parte superior de una columpa em-—
pacada con polvo de carbonato de calcio y en seguida eluyd

la muestra con éter de petroleo. A medida que la wmuestra
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descendia por la columna, se iba separando en distintas
bandas que se desplazaban a velocidades diferentes. Las
bandas tenian colores diversos, debido a la naturaleza de
los pigmentos de la muestra, de ahi que del grisgo
chromatos (col-or) y graphos (escritura)se le diera el
nombre de cromatagrafia al proceso, aun cuando los colores
eran accidantales. Tswett también acufid el término cromato-
grama para describir la separacion obtenida. En la actuali-
dad, se le da el nombre de cromatograma a la grafica que se

obtiene al separar una mezcla. ¢

METODOS CROMATDGRAFICOS

Los métodos cromatograficos pueden ser clasificados de
acuerdo a la naturaleza de las fases estacionaria y mavil.
6i la fase estacionaria es un so6lido, el proceso se llama
cromatografia de adsorcitn, mientras que si la fase estacio-
naria es un liquido recibe el nombre de cromatografia de
particién.

En la cromatografia de adsorcidn, la fase mévil que con-
tiene @l soluto disuelto pasa sobre la superficie de la fase
estacionaria. La retencion de los componentes y su consi-
guiente separacién, dependen de la capacidad de los Atomos
que hay en la superficie para extraer los solutos de la fase
mavil y adsorberlas temporalmente por medio de fuerzas elec-

trostdticas. Si la fase movil es un liquido, el procesc se
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llama cromatograffa liquido-sélida , pero cuando la fase

mévil es un gas, se le denomina cromatografia gas—sélido.

En la cromatografia de particién, un material sélido
inerte, tal como gel de silice o la tierra de diatomean,
sirve para apoyar una capa delgada de liquido que es esn
realidad la fase estacionaria. A medida que la fase movil
que contiene el soluto pasa muy cerca de esta fase liquida,
hay retencién y separacion debido a la solubilidad relativa
de los componentes analizados en los dos ligquidos sagin lo
determinan sus coeficientes de particion. §i la fase movil
es un ligquido, este tipo de cromatografia de particién se de
nomina cromatogratia liquido-liquido, y =i la fase movil es

un gas, el proceso se llama cromatogratia gas—liquido.

La cromatografia de intercambio iénico y la cromatogra-
fia por exclusison molecular, son otros dos tipos de cromato-
grafia que no se describen en el presente trabajo, y que pug
den consultarse en los manuales y/o textos especializados en

cramatografia.

TEORIA DE LA CROMATOGRAFIA

Se han desarrollado dos enfoques tedricos para descri-
bir los procesos implicados en el pasaje de solutos a través
de un sistema cromatografico.

El primero de éstos, la "teoria de los platos" basada en
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el trabajo de J.P.Martin y R.L.M. Synge, “Cromatografia de

Particion", publicado en 1941, considera e] sistema cromato-
grafico como una serie discreta de platos tedricos. En cada
uno de éstos hay un equilibrio del soluto entre la fase mo-—
vil y la fase estacionaria. El movimiento del soluto se con-—
sidera como una serie de transferencias paso a paso antre
plato y plato.

La segunda teoria, o "teoria de la velocidad", analizada
por Giddgins en su libro "DinAmica de la Cromatografia”, pu-
blicado en 1945, considara la dindmica de la particula da sg
luto a medida que ¢sta pasa a través de los espacios ubica-
dos en la fase estacionaria del sistema, al igual que la ci-
nética de estas particulas, a medida que son transferidas hg

cia la fase estacionaria y desde ella. ‘=

CONCEPTO DEL PLATO TEORICO.

Conceptuailmente, pueda considerarse la cromatografia
como similar a los procesos que ocurren en la destilacion
fraccionada o en la extraccion secusncial por disolventes.
En la destilacién, las mezclas de liquidos son separadas por
una serie de pasos que tienen que ver con la vaparizacidn y
la condensacién posterior. Cada paso implica un equilibrio
entre un vapor enriquecido en el componente mas volatil y un
condensado llquido de la misma composicidn. A cada equili~
brio entre las fases se le llama plato tedrico, y al tramo

de la columna necesario para que se verifique el equilibrio,
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52 le denomina altura equivalente de un plato tedrico.

TIEMPO DE RETENCION

Al tiempo que transcurre desde que se deposita la mues-
tra en el sistema cromatografico hasta el tiempo maximo de
elucion del soluto se le llama tiempo de retenciodn tm, y es
una funcién que depende del largo de la columna o fase esta-
cionaria, de la velocidad de la fase movil, de la afinidad
del soluta por la fase estacionaria, y de la temperatura de

la columna.

VOLUMEN DE RETENCION

Otro pardmetro que se usa para describir el retardo de
un soluto es el volumen de retencidén Ve, que es el volumen
de fase movil requerido para eluir un compuesto en el siste-

ma, y se expresa mediante:

VasVu + K Va

Donde: Ve= volumen de la fase mavil en el sistema.
K= coeficiente de particitn = Ca/Cp.
Ve= volumen efectivo de la fase estacionaria.
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El volumen de retencién de un socluto depende de las vo-

lumenes relativos de las dos fases y de los coeficientes de
particion. Un gran coeficiente de particién da por resultado
una retencién larga, debido a que el soluto esta durante ma-—

yor tiempo en la 1 se estacionaria. ‘2. 1o

CARACTERISTICAS DEL PICO CROMATOGRAFICO

El patrén de elucitn de los componentes de una mezcla,
a@s una grafica en forma de picos. A cada componente eluido,
le corresponde un pico. Un pico cromatogrAfico ideal es una
curva cuya torma es gaussiana y puede ser descrita por para-
metros derivados de la distribucién estadistica normal, ta-
les como la desviacion estandar, s; y la varianza, s2.

En la figura i, se indican las caracteristicas de un pji
co cromatografico, y en ella se muestra cdmo, el ancho de un
pico, en cualquier punto, puade expresarse como un maltipla

de la desviacién estandar.¢®. to»

Fig.¢( 1) l
1
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. - pasen da Intiantis
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H 0000 o e e ¥ T ———
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Wi, es el ancho del pico medido en los puntos de in-
flexion, que estan ubicados al &0.7% de la altura total del
pico; el ancho en édste punto, por lo tanto es de 2s.

5i se trazan tangentes en los puntos de inflexidn exten
diéndolas hasta la linea base, y se mide la distancia que
existe entre ellas, se obtiene el ancho del pico, Wb, que es
igual a 4s.

€l ancho del pico medido al 50% de su altura total es
Wh y corresponde a 2.354s.

Otras doa caracteristicas importantes de un pico croma-
tografico son el area y la altura. El aArea del pico es el
Area bajo la curva, desde el punto en que ésta desa la linea
h;se, hasta €1 punto en donde vuelve a ella, y es proporcig
nal a la concentracidn del soluto.

La altura se mide en el maximo del pico, por lo tanto,
corresponde a la mayor concentracién en la zona. En este pup
to da altura maximo se miden los tiempos y volumanes de re-

tencion.

CALCULO DEL NUMEROD DE PLATOS TEORICOS

Un paradmetro que se utiliza comunmente para evaluar la
eficiencia de un sistema cromatografico es N, el numero de
platos tedricos. Una manera sencilla de calcular N, es la

siguientes:



N=16 (ta/Wh)= v/o
N=5.545 (ta/Wh)=

Donde: te= tiempo de retencién.

Wb= ancho del pico medido en su base.

Wh= ancho del pico medido al 50% de su altura total

Este pardmetra puede ser evaluado fAcilmente en cual-
qQuier cromatograma. Estas dos expresiones son equivalentes
desde el punto de vista matematico, la primera se utiliza
con mayor frecuencia; sin embargo, la segunda es particu-
larmente util para picos no, ideales de forma asimétirca.

Un sistema con un numero mayor de platos tedricos produ—

cird un pico mds estracho, y por lo tanto sera capaz de sepa

rar muestras mas complejas,

SEPARACION ¥ RESOLUCION

En cramatografia se analizan por lo general mezclas con
multicomponentes, por lo que la separacion individual de las
sustancias es de gran importancia. En la figura 2, se mues-
tra un cromatograma con tres picos, el primero corresponde a
un componente no retenido por la columna y los otros dos a
picos adyacentes perfectamente separados, cuya separacion
puede ser expresada de dos maneras diferentes,como tactor de

separacion, #Cy O COmo resolucidn, Rs.
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Fig. ¢ 2 )

.~____'_‘__7_'1_ﬁ_;v

—— tisape el T T s Y e—Y
El factor de separacion o factor de selectividad descri-
be la posicitn relativa de dos picos adyacentes y puede ex—

presarse como:

oC=_(tra - ta) = _(Urg = V)
ttry - ta) (Vry = Vn)

Donde: tra= tiempo de retencién del componente que eluye en
segundo término.

tri= tiempo de retancién del componente eluido en
primer términa.

ta= tiempo transcurrido desde el momento de la inyeg
cion, hasta el midximo del pico del componente o
componentes no retenidos.

Vra= Volumen de retencion del componente 2.

Vri= Volumen de retencidn del componente 1.

“m= Volumen de la fase movil.
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El factor de resolucién, Rs, que como su nombre lo indi-

ca, da el grado de resolucidn entre dos picos, e EXpresa

par:

Ram _2(trg = try)
(Wba — Wba)

‘En la figura 3, se muestra una tabla con diferentes valg
res de Rs. En ella se observa comn, ¢l ndmero de platos ted-
ricos influye en la eficiencia de la columna y en la resolu-
cioén de los picos. El primer cromatograma muestra dos picos
adyacentes del mismo tamaffo. Su factor de resolucion es de
1, ¥ la columna donde s llevd a cabo la separacidn, un
valor de N= 712 . Los picos no estan bien separados, existe
una contaminacién del 4% en cada componente, debida a la

superposicién de uno en el otro.

En el segundo cromatograma se tiene un valor de Rs= 1.§
con N=14600, la separacidon se ha llevado a cabo en un 90%.
En el siguiente craomatograma, se observa que los picos
estan perfectamente separados, su factor de resolucién es de
2, debido a que el nimero de platos tedricos de la columna
donde se separaron es de 2844. Se considera que hay una
separacién adecuada cuando se obtienen valores de Rs de 2 &
mayores. Por ultimo, tenemos un cromatograsa con un valor de

Rs= 4.0 y N=11344, la separacién es buena, pero algunas
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veces, un numero tan elevado de platos tedricos, hace que

los tiempos de retencién se alarguen mds de lo conveniente-

¢ 10

Figura ¢ 3 )
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VELOCIDAD DE LA FASE MOVIL Y SU INFLUENCIA EN LA SEPARACION.

La velocidad de la fase movil tiene gran influencia en
el prﬁceso de separacién, por ejemplos si la velocidad de
flujo es baja, las moléculas de la muestra a separar estaran
mucho tiempo en la fase mdvil, y los componentes se difunden
a lo largo de la fase estacionaria, dando como resultado
picos muy anchos y “"coleados®, con un factor de resolucidon
bajo. 8Si la velocidad de flujo es muy rapida, las moléculas
del soluto no tienen tiempo suficiente para interactuar con
todos los sitios activos de la fase estacionaria, el

coeficiente de particion disminuye, y por lo tanto no ocurre
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la separacién, o #sta es muy pobre.

La velocidad de flujo de la fase mévil se determina ,me

diante la expresion:

A L/t

Dande:s 4= valocidad lineal de la fase mdévil,
L= longitud de la columna.
tw= tiempo transcurrido desde el momento de la inyec—

cién hasta la altura maxima del pico del disolven
ta.

dada en cm/seg.
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2.3.1. CROMATOGRAFIA DE BASES

La cromatografia de gases es una técnica analitica que
se utiliza para separar, identificar y cuantificar componen—
tes de aezclas de sustancias que vaporicen a temperaturas
comprendidas en un rango éua va desde temperaturas menores a
los cero grados, hasta los 450 grados centigrados, y mezclas
de compuestos que al calentarse produzcan una presién de va-
por de aproximadamente 3I0 mm de mercurio, sin alterarse o
descomponerse. L.a separacidén en cromsatografia de gases, se
basa en la diferencia de velocidades de migracién de los
componentes de la mezcla, al ser arrastrados por un gas
inerte a través de un tubo smpacado con un material sdlido,
con caracteristicas particulares. ¢*%?

Existen dos modalidades en la cromatografia de gases, la
cromatografia gas-sadlido y la cromatografia gas-liquido. En
la primera, la fase estaciocnaria es un material adsorbente
de tipo solido, y las particulas del soluto son extraidas mg
diante fuerzas electrostaticas. En la cromatografia gas—1i-
quido, por lo general, la fase estacionaria es una capa del-
'gada de liquido que recubre la superficie de particulas por
le general inertes. En este tipo de cromatografia la separa-
ciétn se lleva a cabo debido a los coeficientes de particién
de los solutos entre la fase estacionaria y el gas de la fa-—

ge mavil. ¢®>
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US0S DE LA CROMATOGRAF1IA DE GASES.

La cromatografia de gases tiene infinidad de aplicacio-
nes #n la industria en general, su campo nNo se limita al ra-
mo farmacéutico. Se mencionan sélo algunas de smsus aplicacio-
nes: separacion y cuantificacion de derivados del petraleo,
aceites esenciales, p'rfuhes, wabores, sustancias de origen
bioldgico, insecticidas, acidos grasos, stc., etc.

Las separaciones cromatogréficas por medio de gases se
llevan a cabo en el aparato llamado cromatigrafo de gases,
mismo que a continuacidn se ilustra y se explica en sus par—
tes mAds importantes. Se hardn comantaricos sobre algunas de

ellas. v

Fig. ( S ) Esgquema elemental de un cromatédgrafo de gases:

lj}qiiq’“

1) Fuente del gas portador; 2) regulador de presion o
flujo; 3I) sistema de inyeccidn de la muestras 4) colum-—
na separadora; S5) horno; &) sistema de deteccion; 7) re

gistrao.  ; 8) integradaor.
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FASE ESTACIONARIA

Para la cromatografia gas—solido, las columnas se smpa-
can con un material sdlido sin recubrir. Plfn la cromatogra-
tia gas~liquidn, se llena el interior de la columna con un
material soOlido revestido de una capa delgada de fase liqui-
da. El1 tamafo de particula en ambos casos es de 80 a 120
mallas, con el fin de reducir el volumen de exclusion y pro-
veer una gran superficie de contacto para interaccionar con
los solutos. E1 volumen de exclusidn es el volumen total de
espacio intersticial entre las particulas. También existen
columas cdpilares que no llevan empaque. ‘3’

En la cromatogratia gas—sdlido los adsorbentes que se
utilizan mas frecuentemente son: carbén activadao, gel de si-
lice, alumina y perlas de vidrio. Para 1la cromatografia

Vgas-liquidn el material de soporte mas usual es la tierra de
diatomeas purificada y calcinada. La fase 11quida.recubrn de
modo unitorme a las particulas del soporte sélido. La canti-
dad de fase liquida generalmente es de 1 a 5% dei peso del
soporte sélido

Una buena fase liquida debe cumplir con los siguientes
requisitos: 1) nao debe ser volatily su presicen de v.pnr‘d-bl
ser menor de 0.1 torr a la temperatura a la que sSe va a usar
2) debe ser termoestable; 3) debe dar valores de K adecuados
a los componentes que se van a separar; 4) preferiblemente

debe ser un solo compuesto puro de peso moleacular conocido
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y con caracteristicas semejantes a las sustancias que sw
van a separar; y 5) debe ser inerte respecto a los solutos,
Yy si reacciona con ellos debe hacerlo répidamente y en forma

reversible, «2

DETECTOR.

Es un dispositivo que permite medir cualquier cambio de
composicion del gas acarreador, generando una sefal eléctri-
ica cada vez que se modifica la composicidn del gas acarrea-
dor por la presencia de concentraciones muy pequefas de la
sustancia a analizar. ¢=. 13>

Existen diferentes tipos de detectores, los mas comunes
son: conductividad térmica, ionizacion de flama, captura de
electrones, fotometria de flama (emisidn de llama) y termoig
nico o de llama alcalina. No existe un detector universal,
ya que tendria gue llenar todos los requisitos siquientea:
bajo limite de deteccidn, respuesta lineal en limites
extremos de concentracién, repuesta uniforme a todas las sup
tancias posibles, calibracién sencilla, tiempo de respuesta
carta, volumen interno pequeMo, escaso ruido y estabilidad
prolongada; ademds, debe ser sencillo, barato, resistente

y seguro al operar.

La eleccion del detector debe hacerse teniendo en cuenta
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las caracteristicas de la mezcla que se desea analizar. En
los manuales de cramatografia se pusden consultar tablas que

ayudan a saeleccionar el detector mas conveniente.

REG1STRADOR-INTEGRADOR

Consiste en un sistema electrénico de amplificacion y me
dida de la seftal eléctrica enviada por el detector. Esta se-
fal se registra en una grafica. En la actualidad, la mayoria
de los registradores estan conectados a un computador que my
de directamente el érea de los picos y muestra su valor en
furma.numéri:a en la misma grafica del registrador. Esto
simplifica mucho las cAlculos en el andlisis cuantitati-

vo, ¢



ANALISIS CUANTITATIVO.

Existen muchos métodos para determinar la concentracidn
de una sustancia por cromatografia de gases. En genmsral, to-
dos los métodos coinciden en medir de forma cuantitativa la
respuesta del detector a una cantidad de masa por unidad de
tiempn. Los métodos para estimar la concentracion se basan
en la medicion de la altura del pico o de su Area. El1 Area
de cada pico puede ser estimada por métodos manuales o elec—
tréonicos. Dependiendo de la disponibilidad de instrumentos
manuales o electrénicos, serd el grado de precision que se
obtenga en el analisis. Los métodos mas importantes para ca}l
cular la concentracién en forma cuantitativa son los siguien
tes: normalizacién de drea, estandarizacion externa y estan—
darizacien interna. E1 altimo, es el que se empled en el pre
sente trabajo, por lo gue a continuacién nos referiremos brg

vemente a él.¢1i. =

ANALISIS CUANTITATIVO POR ESTANDARIZACION INTERNA.

Es @1 método mas preciso para analisis cuantitativo. Pep
mite calcular concentraciones absolutas, compensar en forma
cuantitativa las diferencias en la respuesta del -detector
cuando se trabaja en rango lineal. Las variaciones en 1la
cantidad de muestra inyectada no afectan el resultado, y la

calibracién se lleva a cabo con los compuestos de interés.
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Fara llevar a cabo éste método, es indispensable agregar

a la muestra una concentracién conocida de un compuesto al
que se l¢ da el nombre de estandar interno, ques debera
seleccionarse tomando en cuenta los siguientes requisitos:
estructura y concentracion similar al compussto que se desea
cuantificar, buena resolucién y elucién cercana a los picos
de interés, en una 2zona que no presente interferencias por

ningan compuesto de la mezcla, ¢22. 132

Para cuantificar la sustancia o sustancias de interés,
es necesario preparar una mezcla de estandares analfticos a
la que se le ahade una cantidad de estAndar interno iqual a
la que se le adicionéd al problema. Con las areas obtenidas
en los cromartogramas de estos estaAndares, se calcula un
factor de respuesta, contra el que se comparan las areas de

la sustancia problema. ¢33
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2.3.2. CROMATOBRAFIA DE LIQUIDOS *

La cromatografia de liquidos es una de las técnicas mas
versdtiles de las gque disponen los analistas debido a-'su sen
cillez y)capacidad para obtener separaciones de alta resoclu-
cidn. Se pueﬁen desarrollar separaciones con base en caracte
risticas tan diversas como la polaridad de los solutos, su
naturaleza idnica, su peso molecular, sus coeficientes de
particién o su capacidad para formar complejos de afini-
dad, <=

El término cromatografia liquida, o cromatografia de 11—
quidos se usa en la actualidad para referirae a aquéllos pro
cesos an los que la separacién tiens lugar dentro de una co-
lumna empacada. E1 material de empague es la fase estaciona-—
ria, y puede ser un solido, o un sélido inerte revestido de
una delgada capa liquida. Como eluyente se utiliza una fase

méavil que siempre es un liquido.

El proceso de cromatografia liquida puade realizarse
por medio de dos métodos. El primero, llamado cromatografia
de columna abierta, es el procedimiento clasico ideado por
Teswett. La fase movil se deja fluir a través de la columna
empacada, por la accidn de la gravedad, o por una presidn
relativamente baja, por ejemplo de SO0 a 100 psi. En el
sequndo método, las columnas se empacan con materiales que

tienen un tamaho de particula de 10 microbmetros o menos, por
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lo que las columnas quedan empacadas mas compactamente, desa
rrollando asi retropresiones altas que es necesario vencer,
bombeando la fase movil a travéas de la columna por medio de
una presion elevada, ( de 1000 a T000 psi). Este método reci
be el nombre de "Cromatografia Liquida de Alta Resolucidn®,
o "Cromatografia Liguida de Alto Rendimiento®, cuyas inicia-
les CLAR, usarémos en los sucesivo al referirncs a éste tipo
de .crcmatogr‘afia.

Ya sea que se empleen métodos de CLAR o de columna abier
ta, el proceso de separacitn depende principalmente de la na
turaleza de las fases movil y estacionaria y de las caracte-—
risticas del compuesto a separar. Debido a ello, se han desa
rrollado cuatro modalidades de cromatografia de liquidos,
que son: cromatografia de adsorcion, de particion, de

intercambio iénico y cromatografia por exclusién de tamafo.

En la tabla No. 1, se explica de manera breve, el mneca-
nismo de las diferentes modalidades de cromatografia, y el

tipo de moléculas que separa cada una.



TIPO DE SEPARACION

Cromatograffa
de exclusidn

TABLA No, } TIPOS DE CROMATOGRAFIA EN HPLC

MECANISMO

Separa moléculas
por tamafios. Las
mis grandes elu-

yen primero.
[ fa i6n.~ Separa
1fquido-sdlido en base a polaridad.
La menos polar eluye
primero.
FASE
NORMAL —
Cromatografia particion del soluto
1fquido-1{quido entre 2 solvente in
(Bonded-Phase) miscibles.
"Fase estacionaria
mis polar”.
Cromatograffa particidn del so-

1fquide-1iquido
{fase reversa)

Cromatografia por
intercambio
iénico.

luto entre 2 sol-

ventes inmiscibles.
“Fase mdvil mis po
lar”.

Iones de la muestra
se intercambian con
un contra-ién.

MOLECULAS QUE SE SEPARAN
(algunos ejemplos)

pesde protéinas y Carbohi
dratos hasta metacrilatos
y neopreno,

Hidrorarburos y aromfticos
Isémeros y compuestos no
polares.

Monosaciridos, Catecolaminas
y aromdticos.

Herbicidas,
Acidos grasos.

Aminodcidos
Nucled*idos

SOLVENTES UTILIZADOS
(algunos ejemplos)

Tolueno
Dioxano

Acetona, ,Hzo

Orgénicos no
ionizables
(hexano)

Polar no polar
(Agua-acetoni-
trilo).

Agqua con modi~
ficadores orgd
nicos.
(Metanol}

Diversos
Buffers orqgé-
nicos.
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INSTRUMENTACION.
CROMATOGRAFIA DE LLIQUIDOS DE ALTA RESOLUCION.

Debido a las presiones relativamente altas gque son nece-—
sarias para realizar ¢ste tipo de cromatogratia, se requiere
de equipo maAs complejo. En la figura 12, se muestra el dia-

grama de bloques de un aparatoc completo de CLAR. ¢=. 19

Figura ( 12 )

RESRAVORIO COLEOTOR
e soMea L JIMYRECTOR [__| COLUMNA || ox

PASE MOVIL DESECANOS

Como se puede observar, los componentes bdsices de és-—
te sistema son:
t. Resﬁrvorius de fase mévil. Estos son recipientes de vi-
drio o de acero inoxidable que contienen la fase movil.
2. Bomba para impeler la fase movil.
3. Inyector, para introducir la muestra al sistema.
4. Columna que contiene la fase estacionaria.

S. Detector para determinar los componentes de una mezcla.
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6. Registrador integrado a un equipo de céomputo. Dibuja los

cromatogramas y calcula el area o la altura de los picos.

7. Colector de desechos, que consiste en un recipiente donde

pueden depositarse los componentes ya separados, o los dg
sechos.

A continuacidn se haran comentarios sobre algunas de és-—

tas partes.

L& COLUMNA

En la columna analitica tiene lugar la separacién. Es un
tubo de acero inoxidable, por lo general de 7.5 a 30 ce de
largo, con un didmetro interior de 2 a 4.6 mm. Contiene a la

fase estacionaria.

LA FASE ESTACIONARIA

La separacién en la cramatografia de liquidos se llava a
cabo a traves de interacciones entre la muestra, la fase

mbvil y la tfase estacionaria.

La fase estacionaria puede ser un material sdlido poroso
como el que se utiliza en las cromatografias por adsorcién,
intercambio idnico y exclusion de tamafio, con algunas dife—
rencias en composicién, estructura y tamafio de particula.

Gtra posibilidad es el uso de una fase estacionaria ltiguida



38
qQue recubre la superficie de las particulas de un soporte

s6lido tal como se hace en cromatografia de gases.

La mayoria de las columnas empacadas para la cromatagra-—
fia de particidn tienen una fase mstacionaria unida quimica-~
mente a las particulas de! soporte. En todos los manuales
y/0 textos de cromatografia pueden consultarse tablas para
seleccionar el tipo de columna y la fase movil mds adecuadas
de acuerdo con las caracteristicas de 10s compuestos a sapa—

rar, ¢@. 10>

LA FASE MOVIL.

Con excepcion de la cromatografia por exclusién de tama-
ho, la fase mavil ea parte activa en un sistema de craomato-
qratia liquida, a diferencia de la fdse mévil de la cromato-—
grafia de gases, donde ésta no participa en el proceso de se
paracion. Debido a ésto, la seleccion de una fase movil apra
piada es una de las partes mas imporiantes en una separacidn
por CLAR. ¢®. 3107

La seleccidon de los liquidos a usar en una fase movil
depende de varios factores. En las cromatografias de adsor—
cién y de particion, la polaridad tiene un papel importante,
la wviscor.dad y algunas otras caracteristicas que pueden
influir e la funcidn del detector, como por ejemplo la ab-

sorcion qus presentan al UV., indice de refraccien, etc.,
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también son importantes. En la cromatografia de intecambio
ibnico, la fuerza idnica (pH), es importante, en tanto que
en la cromatografia por exclusidn de tamafio lo que mas impor
ta es la solubilidad de la muestra en la fase mévil.

€n la cromatografia ligquida pusde usarse una sola sustan
cia como fase mGvil, o una mezcla de dos o mds. También se
puede mantener, 1a proporcién de los componentss durante todo
®l1 proceso de separacién, o modificarlos gradualmente. A la
primera modalidad se le da el nombre de operacion isocratica

y a la segunda, elucién por gradiente. <=. 102

CONTROL DEL FLUJO DE LA FASE MOVIL.

En CLAR, frecuentemente es necesario variar la velocidad
de flujo: un flujo rdpido aumenta la velocidad del paso de
la muestra a traveés del sistema, al mismo tiempo que aumenta
la presidn, sin embargo, ésto no favorece la difusién de la
muestra dentro de la columna, ni facilita 1la separacion,
pues la presion no es un parametro pasivo. A presiones altas
=8 dificulta la inyecciton de la muestra y la eficiencia es
baja debido a que el ligquido se vuelve mds denso y la veloci
dad de transferencia de masa se reduce. Por estas causas, se
seleccionan velocidades de flujo relativamente bajas, ya que
la eficiencia de la separacion se incrementa canforme el

flujo decrece. Las velocidades de flujo clasicas van de 1 a




30

2 ml/min, en columnas de 2 a 5 mm de diAmetro interno. ¢19?
DETECTORES.

El instrumento mas frecuentemente utilizado en CLAR como
detector, es un espectrofotémetro ultravioleta-visible con
una celda de flujo de pequefo volumen (B microlitros). Exis-—
ten detectores con longitud de onda fija y con longitud de
onda variable, los mads sencillos se fijan a 254 nm, dado que
la mayoria de los compuestos orgdnicos aromaticas absorben a
esta longitud de onda o por lo menos cerca de ella. También
existen modelos de longitud de onda fija & 280 nm, que es
donde absorben los péptidos, o a 214 nm donde lo hacen las
dobles ligaduras aisladas como el grupo carbonilo. Los de~
tectores de onda fija tienen las ventajas de ser de bajo
costo y alta sensibilidad, siendo capaces de detectar algu-
nos compuestos en el orden de nanogramos. La sensibilidad
pued; aumentarse usando un detector de longitud de onda va-~
riable, dado que puede colocarse en el punto exacto de la
mAxima absortividad del soluto. También hay modelos mas ela
borados que son capaces de recorrer todo el espectro UV du-
rante la elucidén de un pico, para determinar si hay mas de
una sustancia que coeluye.

Un detector mucho mds sensible pero de menor aplicacién,
es el espectrametro fluorescente. Se pueden lograr sensibili

dades del orden de los picogramos con los compuestos que po-
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seen fluorescencia natural o que pueden canvertirse en flug

rescentes mediante la derivacién. *=?

ANALISIS CUALITATIVO Y CUANTIYATIVO.

Como en cualquier método cromatografico, el andlisis cua
litativo (identificacion de picos), se hace principalmente
con el auxilio de los tiempos de retencién, comparando los
tiempos obtenidos en el anadlisis de un compuesto, contra los
de estandares conocidos y analizados en condiciones idénti-
cas a la muestra. Esto no siempre es suficiente y se debe
tratar de identificar a los componentes de un problema por

medio de otros métodos de analisis.

Debido a la posibilidad de interferencias, es recomenda-
ble hacer analisis en blanco de los disolventes y de todas
las sustancias que se utilizan al preparar una muestra, con
el fin de determinar si tales reactivos introducen o no con-—

taminantes indeseados en el analisis cromatogratfico. ¢1o?

El analisis cuantitativo, como ya se explicd en cromato-
grafia de gases, se basa en los valores de las Areas de los
picos. Los métodos de calibracién y los calculos son exacta—

mente iguales a los explicados en éca seccidn.
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2.4. EVALUACION ESTADISTICA DE RESULTADOS

Cualquier método de andliuis quimico cuantitativo involy
cra tomar una muestra, analizarla y hacer inferencias acerca
de ella con base en los datos contenidos an el andlisis. El
analista por 1lo general bhace éste trabajo maAs de una vez y
considera el promedio de sus determinaciones como el resulta

do final. ¢*>

Existen dos criterios importantes para svaluar cualquier
analisis, ®#1 primero es la exactitud y el segundo es la pre-—

cisidn.

La exactitud se define como el grado de dispersion de
los datos alrededor del valor verdadero, en tanto que la
precision es una medida de la reprodu:ibilidad..La exactitud
de las mediciones depende del analista, del método seleccio-
nado y de la calibracion del material y equipo. La precisién
refleja la calidad de la instrumentacién y el trabajo del

analista.

Tanto la exactitud como la precision se evaluan por
métodos estadisticos. En estadistica, se expresa el grado de
precision y exactitud mediante la desviacion estandar relati
va o0 coeficiente de variacitn y se calcula del modo

siguiente:
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Donde: s= desviaci6n watindar.
n= nimerc de mediciones.
Xs= valores individuales.

X = promedio de valores individuales.

C.V. =_ g X 100
®

El andlisis de regresitn lineal, y el andlisis de
varianza, son otros dos métodos estadisticos que se utilizan

en la validacion de métodos analiticos.

ANALISIS DE REGRESION LINEAL

Para saber si los valores obtenidos en un determinado
experimento siguen un comportamiento lineal, se efectua una
serie de pruebas a cuyo conjunto se le denomina "Andlisis de

Regresion', ¢14. 1%

En primer lugar se traza una grafica con valores
muestrales sobre un plano x Yy, (datos pareados). Si los
puntos se hallan cerca de una linea recta, se supone que las

variables tienen una relacién lineal. La recta se puede
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ajustar visualmente, pero éste método es subjetivo y puede
acarrear mas error. Para obtener una recta que se aproxime
en realidad al comportamiento de las datos se usa un método
denominado "método de minimos cuadrados”, desarrollado por
Gauss. Este método :onsi-té en encontrar mediante transforma
clones matematicas, una recta que se ajuste & los puntos
dados de manera gue la suma de 1los cuadrados de las
distancias de éstos puntos hasta la recta sea minima. La

distancia se mide en direccién vertical. ¢+8. 14>
La ecuacitn genmral de la linea recta es la siguiente:
Yy = a+ bx

Donde: a = ordenada al arigen.
b = pendiente de la recta.

L-a ordenada al origen en una recta hipotética perfecta

debe ser igual a O y la pendiente iqual a uno.
La ecuacidn de la recta de regresion es:

y-y = a+ (x - x)

donde: = Yy ; son las medias de los valores x y y de la muag

tra, y la pendiente de la recta esta dada por la formulat
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=1

Otro pardametro impﬁrtunt- en el andlisis de regresion es
al coeficiente de correlacién r, el cual nos da la medida de
la relacion entre las variables x y y, El valor de r en una
recta hipotéti&;l perfecta con pendiente pasitiva, debe ser

igual a 1.

El coeficiente de correlacitn r se puede definir como:

t\zg-;:.". - gzi.c! 21.: ‘
r= 1
(fn Zra*- (Z#Sx'l"'z?“l (=) )

Como es casi imposible que @] comportamianto de los da-
tos en un experimento determinado sea el de una linea recta
perfecta, se hacen pruebas de t, para calcular los interva-
los de confianza para la ordenada al origen a, para la
pendiente b, y para el coeficiente de correlacion r, y
compraobar de e¢ésta manera que sus valores son significativa-

mente iguales a 0, 1 y 1 respectivamente. ¢*”?

La férmula general para calcular un intervalo de confiag

zZa es la siguientes
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estinador & (factor de confiabilidad) (ecrror estandar)

Donde: estimadors= cantidad o cifra sobre la cual se estable—
cerd @1 limite da confianza.

factor de confiabilidad= tactor tomado de tablas estadisti-~
casy, Que depende del tipo de prueba
que se deses hacer.

error pstandar= error estAndar calculado con los datos del
experimento.

Los andlisis de reqresidn y correlacién son medios
estadisticos muy poderosos cuando son bisn  empleados, sin

embargo su  usc 1napropiado puede conducir a resultados sin

santido. = © b {ad a
Qredecir o estimar fusea del intervaln de valorgs ecpevadqs,
ortamien i « Hacer

cualquier extrapolacidn tiene riesgos, pues fumra del inter-
valo probadgo suele suceder gque el comportamiento no sea i~

neal. ¢37?

ANALISIS DE VARIANZA

€1 anAlisis de varianza es una técnica de analisis ésta—
distico mediante la cual, la variacidn total presente en un
conjunta de datos se distribuye en varios componentes. Con
cada camponente s asaocia una fuente especifica de variacién

de modo que en el analisis es posible averiguar la magnitud
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de las contribuciones de cada una de éstas fusntes a la va-
riacion total. El andlisis de varianza tisne su aplicacion
nés amplia en el andlisis de los datos obtenidos a partir de

experimentos. ¢(14. 18>

El, andlisis de varianza consiste en la obtencion de dos
estimaciones independientes de la varianza, una con base en
la variabilidad entre grupos, (varianza entre grupos) y otra
en la variabilidad dentro de grupas, (varianza dentro del
Qrupo). La significacion de 1la diferencia entre dstas dos
estimaciones de varianza estA proporcionada por las distriby
ciones de Fisher. Si 1la varianza sntre grupos es grande en
r‘ciacion con la varianza de grupos, ®l cociente F es grande,
por lo tanto, si la varianza entre grupos es pequefia con reg
pecto a la varianza dentro de grupos, ®l cociente F serd pe-

quefio.

Un concepto bAsico en el analisis de varianza es la suma

de cuadrados; la cual se calcula con la siguiente formula:

S5C - Z;t..‘."‘ - (Z'x,..)z'
48
Con ésta formula se calcula la suma de cuadrados total,
la suma de cuadrados dentro de grupos, la suma de cuadrados
entre grupos y la suma de cuadrados del error estimado. Con

los resultados obtenidos se construye una tabla CDmF‘lll“lthl
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llamada "Tabla ANDEVA", que se describira en el Capitulo 3.

En el presente trabajo, el andlisis de varianza se
utilizéd para esmtablecer las fusntes de variacion smxistentes
en la pru-ba.d. Reproducibilidad del Método, y =1 modelo
hipotético que se aiguid es 21 que s® describe a continua-—

cidng v

Yasu = U+ oo + dacr + Encear

Donde: Yisu = ensayo de la sustancia de interés de la késima
muestra analizada por el iésimo analista en el
jésimo dia-

u = media poblacional del ensayoc de la sustancia
de interés en la auestra. .

o< s = afecto del analista en =1 ensayo
{(donde i =.1 ....a).

J“n = sfecto del dia anidado en el analista
(donde j = 1 ....d).

£ weesr = error el método analitico
{(donde k = 1....7).

& = niumero de analistas = 2.
d = ndmero de dias = 2.

r = nimero de replicaciones = 3,

La forma de hacer 1los calculos se pusde consultar en la
“Guia Oficial de Validacidn de Metodos Analiticos", publica-—
da por la Secretaria de Salud y el Colegio Nacional de Quimi

cos Farmacéuticos Biologos, en julio de 1991, ¢+
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2.5. VALIDACION Y REVALIDACION DE METODOS ANALITICOS

La validacién de un métoda analitico se define como el
proceso por 21 cual queda establecido, por estudios de labo-
ratorio, que la capacidad del método satisface los requisi—

tos para las aplicaciones analiticas deseadas. ti®- 2o. =

La forma de validar un método analitico depende de la
aplicacion que se le vaya a dar, ya ®sea para control de
calidad, wstudios de estabilidad, o anAdlisis dm procesos;
de los requerisientos gubernamentales, y desde luego, del

criterio del analista. «:®. =o. =>

Para validar un método es necesario efectuar una serie
de pruebas con el fin de determinar su efectividad. Estas
pruebas incluyen evaluaciones estadisticas de la precision,
linearidad, exactitud y especificidad y proporciana una

medida del comportamiento del métoda. ¢**?
Los parémetros a validar son los siguientes:
LINEARIDAD DEL. SISTEMA
La linearidad del sistema consiste en demostrar que los

resultados analiticos obtenidos en ésta prueba, (que pueden

ser obtenidos directamente o por medio de una transformacion
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satemAtica bien definida), son proporcionales a la concentra
cién de 1la sustancia de interés, dentro de un intervalo

deterainado.

El intervalo de un mdtodo analitico es la diferencia
existente entre el nivel asuperior e inferior de cuando menos
cinco diluciones preparadas a partir de una solucién patroén,
La dilucién del punto central debard ser igual al 100%Z de la

cantidad tedrica a cuantificar por el método.

Esta prusba se daetermnina construyendo una curva de
calibracion graficando concentracién vs respuasta medida, de
cada uno de los intervalos. Cada punto de la grafica repre—

senta el resultado promedio de dos andlisis cuando menos.
PRECISION DEL. SISTEMA.

' La precision del sistema es la concordancia entre los
resul tados analiticos obtenidos en una serie de ensayos. La
prugba se lleva a cabo preplknndn una solucion estandar del
activo, que contenga el 100% de la cantidad gque se usa en el
anadlimis normal, y se analiza seis veces por lo menpns. Usual
mente se expresa en términos de Desviacidn Estandar o del

Coeficiente de Variacion, ¢*<?
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ESPECIFICIDAD

Es la capacidad que tiene un sistema para detectar el
principio, o principios activos de interés, aun en presencia
de productos de degradacion o excipientes. Se determina ana-
lizando muestras de placebos y de producto terminado someti—
das a condiciones extremas de almacenaje con el fin de degra
darlas. Se analizan con el método propuesto y se verifica
que los productos de degradacion y/o sustancias relacionadas
no interfieran con la cuantificacion de la sustancia de

interés. «*™>
TOLERANCIA DEL SISTEMA

Esta prueba trata de demostrar hasta qué punto el siste-
ma élegidu et capaz ds generar resultados confiables cuando
se analiza una muestra modificando las condiciones normales
de operacitn, por ejemplo: variacion de la temperatura y de
la velocidad de flujo del gas acarreador en un_andlisis por
cromatografia de gases. En un andlisis por cromatografia de
liquidos: empleo de columnas con diferente nimero de platos
tedricos, variacion del pH de la fase mdévil, y/0 su propor-

cion, velocidad de flujo de la misma, etc.
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LINEARIDAD DE LA MUESTRA

El objetivo de ésta prueba, es demostrar que el método
analitico no afecta a 1la confiabilidad de los regultados
cuando varia el tamafio de la muestra en un rango Que puede
ir del &0 al 140% de la cantidad de muestra propuesta para
el anadlisis, u=ualmente en intervalos de 20% de diferencia.
En el punto intermedio de tal rango, debe situarse el 100%Z
de la cantidad tedrica. Para efectuar ¢sta demostracion, se
preparan una serie de muestras de producto terminado, a las
que se les da el tratamiento propuesto en el método a
validar. Se calcula el 7% de recuperacién en cada uno de los

niveles, y @l coeficiente de variacion.
EXACTITUD DEL METODO

Esta prusba recibe también los nombres de "Linearidad
del Método® o "Efecto Placebo”, tiene como objetivo demos-
trar la concordancia entre un valor chtenido experimentalmen

te y un valor de referencia.

Para hacer esta prueba, se prepara una serie de muestras
con un placebo del medicamento, al que se le agregan 60, 80,
120 y 140%Z del principio activo de interés, simulando una

falta o exceso del mismo en el farmaco.
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La exactitud del método se evaluta mediante un analisis

de regresion, graficando miligramos adicionados contra mili-
gramos recuperados. Deberd obtenerse una respuesta lineal.
Se hacen ademas pruebas de t, para establecer los limites de
confianza del porcentaje recuperado. Se calcula tambien el
coeficiente de variacion existente entre las diferentes recu

peraciones. ‘19

PRECISION DEL METODO

Esta prueba recibe también el nombre de Reproducibilidad
del Método. Su cbjetivo es demostrar que la variacidn entre
diferentes determinaciones es minima, y que el método valida
do puede ser utilizado por cualquier quimico, siempre que se
sigan las condiciones en &1 establecidas. En ésta prueba se

califican la reproducibilidad y la repetibilidad.

La repetibilidad es la precisién de un método analitico
expresada como la concordancia obtenida entre determinacio-
nes independientes realizadas bajo las mismas condiciones,

(analista, tiempo, aparato, laboratorio, etc).«*®’

La reproducibilidad es la precisién de un método analiti
co expresada comc la concordancia entre determinaciones
independientes realizadas bajo condiciones diferentes, {(difg

rentes analistas, en distintos dias, en el mismo y/0
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diferentes laboratorios, utilizando el mismo y/o diferentes

equipos, etc), 1o

La prueba se lleva a cabo haciendo seis andlisis
procedentes de seis pesadas diferentes, de un mismo lote de
producto terminado. Estos andlisis se hacen por dos quimicos
distintos en dos dias diferentes, siendo en total 12
muestras. Los resultados se evaluan estadisticamente por
medio del analisis de varianza cuyos limites se establecen

de antemano.
ESTABILIDAD DE LA MUESTRA

Como no siempre es posible efectuar el andlisis de una
muestra el mismo dia que se prepara, es necesario establecer
el lapso durante el cual se conservan sus propiedades fisicg
quimicas y la concentracién del principio activo. Para detep
mlnaflo. se prepara una serie de muestras utilizando el
método validado, se analizan el dia de la preparacidn,
almacénindose después durante un tiempo desterminado bajo
condiciones especificas, y se analizan de nuevo al terminar

el periodo de almacenamiento gque se establezca. ¢t*?



CAPLITULO TRES

PARTE EXPERIMENTAL
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3.1. OPTIMIZACION DE METODOS ANALITICOS

La ogptimizacidn de un aétodo analitico consiste an
mejorar un método ya existente con el fin de obtener un
mayor rendimiento del squipo analitico, mejorar el porcenta-
je de recuperacitn, disminuir el gQasto de reactivos y acor-

tar el tiempo de realizacidn del andlisis.

Los métodos analiticos para cuantificar los principios
activos contenidos en las tabletas antigQripales reformuladas
que dieron origen al presente trabajo, ya sestaban estableci-
dos y validados por lo que solo fue necesarioc hacer pequehas
modificaciones tales como ajuste en los pesos de las mues-
tras, disminucién de los tiempos de agitacion entre cada
extracciétn, y ajuste en 1la concentracidén de los estandares

internos.
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3.2. METODO DE TRABAJO

Para validar los métodos analiticos se siguieron los
lineamientos descritos en el capitulo 2, inciso Ui

*Validacién de Métodos Analiticos".

Los métodos para cuantificacidn de Acido acetilsalici-
co, maleato de clorofeniramina y clorhidrato de fenilpropa-
nolamina se revalidaron, ya que no hubo cambio en el sistema
cromatografico. Los pardmetros incluidos fusron: espacifici-
dad del sistema, exactitud y precisiton del método, lineari-

dad y estabilidad de la muestra.¢:*®?

El método analitico para cuantificacion de cafeina se

valide totalmente.

En todos los casas la cuantificacidon de los principios
activos se efectud por el método de estandarizacidn interna.
A continuacion se da un ejemplo general de céculo:

Factor de respuesta, K:

K= Area Std,An x peso . Int. » ml.Std. ¥nt. x VYQl1.Dil.S.An
Area St.Int Vol.dil.ST.I. Vol.final Peso Std.An.

% Yol final = Area Std.An. x pesp Std.Int. x factor dil.
ml.Std.An Area St.Int. peso Std.fAn.
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Cuantificacion de activos:
mg/tableta=__ | __ x Area gctivo x peso Stde.Int. x mi.Std.Int,
K firea St.Int vol.dil.St.I. vol. final

®x VYolumen fioal % peso promedio de tabletas.
peso de muestra

Los limites de aceptacion o rechazo de todas los pardme-
tros, son los establecidos por la Guia Oficial de Validacian
de Métodos Analfiticos editado por la Secretaria de Salud y

el Colegio de Quimicos Farmacéuticos Bidlogos. ¢+9?
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3.3. METODD ANALITICO PARA CUANTIFICACION DEL

ACIDO ACETIL SALICILICO, (AAS).

SISTEMA CROMATOGRAFICO:

Instrumento: cromatografo de liquidos Waters, com
puesto por las siguientes partes:
Bomba No. 510 (operacidén isocratica)
Inyector automatico WISP 710, Detec-—
tor UV/VIS 440/441, Integrador No.
746.
Columna: Microporasil, (acero 1inoi:idable, de
30 cm x 3.9 mm de diametro interno,
empacada con silica de 10 micras de
diametro).
Fase movil: Acido acético glacial al 4%Z en hepta
no.
Velocidad de flujo: 2.5 ml/min.
Detector: Ultravioleta, a 254 nm.
Velocidad de carta: 0.25 cm/min.
Estandar Interno: Fenol, en concentracidn de S mg/ml.
Medioc de disolucién de la muestra: Acido acética glacial/clg
roformo, en proporcién de 1:10.

Volumen de inyeccion: 10 microlitros.
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Tiempos de retencion aproxaimados:

Acido salicil:ico S minutos.
Fenol 11 minutos.
AAS 13 minutos.

TRATAMIENTO DE LA MUESTRA

Una cantidad de polva de tabletas equivalente a 163 mg
de AAS, se disuelve en 10 ml de la mezcla de
cloroformo/acido acético. Se agregan 0.4ml de acido férmico,
se agita manualmente y se le adicionan 10 ml de la solucion
de estandar interno, se agita en viértex, se centrifuga y se

inyectan al cromatografo alicuotas del sobrenadante.
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3.3.1. RESULTADOS DE LA REVALIDACION DEL METODD PARA

CUANTIFICACION DE ASPIRINA.

ESPECIFICIDAD DEL METCDO

Fara determinar 1a espec:ificidad del método, se preparaé
e inyectd en el cromatédgrafo la siguiente serie de muestras:
-Estandar intérno (fenol)', en concentracién de 5 mg/ml.
-Estandar de aspirina, en concentracion de 8 mg/ml.
-Estandar de acido salicilico, en concentracion de 24mcg/ml.
-Mezcla de estandar de AAS y estandar interno.
~FProducto termxpadn a temperatura ambiente, (TA), con y sin
estandar interno.
~Froducto terminado a 702Cx sin estdndar interno.
-Placebo total a T.A. y 702C.»
—~Placebo de aspirina a T.A. Y 702 C. .«

El estandar de acido salicllico se inyecto con el fin de
identificar la presencia de éste producto de degradacidn del
AAS en el producto terminado.

* Todos 1los placebhos y un 1lote de producto terminado, se
sometieron a 70°C durante 15 dias, con el fin de obtener sus

productos de degradacion.

En las pAginas siguientes se muestran los cromatogramas

correspondientes.
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CONCLUSIONES

El método es especifico, no se encontraron picos que
interfieran con alguno de los estandares o con el principio

activo.
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EXACTITUD DEL METODO

Criterios de aceptacitn: promedio de recobros de 98 a

1024 y coeficiente de variacitn no mayor de 2.0%. La recta

ohtenida al graficar cantidades adicienadas vs cantidades

recuperadas debe tener una pendiente significantivamente
igual a 1, ordenada al origen significativamente igual a O y

coeficiente dé carrelacidn no menor de 0.98, ¢

RESULTADOS

7% DE NIVEL ENSAYADD % DE RECUPERACION

&0

101.07
80 101.96
100 100.86
120 100.52
140 100.35
X 100. 95
Coeficiente de variacion 0.62%

Intervalo de confianza para el % recuperado:
1c =f300.17, 101.73]

Datos del analisis de regresidn:

Ordenada al origen, b = O.11917

Fendiente, m = 0.9937%9

Coeficiente de correlacion, r = 0.999%
Intervalo de confianza para la pendiente:

ICm =[b.95388. 1.00370]. el intervalo contieng al 1.0.
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Intervalo de confianza para la ordenada al arigen:

Ich =E0.0233b. 0.214997. el intervalo contiene al 0.0}).

CONCLUSIONES

El método es exacta, cumple con los criterios de

aceptacion.



LINEARIDAD DE LA MUESTRA

&8

Criterio de aceptacidén: promedio de recuperacion de 90 a

1107 de la cantidad tetrica contenida en las tabletas y coe-

ficiente de variacién no mayor de 2.0%. ¢*°?

RESULTADOS

% DEL NIVEL
DE PROCEDIMIENTO

&0
80
100
120
140

Coeficiente de variacion

Intervalo de confianza para el 7 recuperado:

1c =[101.78, 103. 10]

CONCLUSIONES

% DE A-A.S.
RECUPERADO

102.81
102,93
102.23
101.62
102.460

102.44

0.52%

La variacion del tamang de la muestra no afecta a la con

fiabilidad de los resultados. Se cumple con los criterios de

aceptacion.
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PRECISION DEL METODO (REPRODUCIBILIDAD)

El criterio de aceptacidn establecido para ésta prueba
en métodos .cromatograficos, es de un coaeficiente de

variacién no mayor del 2,0%Z. ¢+°»

RESUL TADDS
NUMERO DE MUESTRA 7 DE RECUPERACION
QuIMICO 1 QUIMICO 2
DIA 1 1 101.94 101.67
2 102.93 102,24
3 103.79 102.33
DIa 2 4 101.11% 101.80
S 101.8% 102.60
& 102,91 102.54
TOTALES Iy 618,13 613.38
MEDIA TOTAL 102.30
Coetficiente de variacion total 0.48%
CONCLUSIONES E}

El método es reproducible, se cumple con el eriterio de

aceptacitn.
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ANALISIS DE VARIANZA
TABLA ANDEVA

FUENTE DE GRADOS DE SUMA DE MEDIA DE F F
VARIACION LIBERTAD CUADRADOS CUADRADOS CALCULADA  0.03#
F

Analista (a—-1) SC a SCa/gla Mca/Mce gla/gld
Dia (d-1)a sSC d SCd/gld Mcd/Mce gld/gle
Error ad(r-1) Sce Sce/gle

Totales

a= analistas

*d= dias

r= nimero de replicaciones
e= error calculado
gl= grados de libertad

#FQ.05.~ Los valores de 0.05 se obtienen de la tabla de F de
Fisher, localizando en el cruce del valor de los grados de
libertad del numerador horizontalmente, y el valor de laos
grados de libertad del denominador verticalmente, para una
<=0.05. 24, ta>
RESULTADOS

TABLA ANDEVA

FUENTE DE GRADOS DE SUMA DE MEDIA DE F F
VARIACION LIBERTAD CUADRADDS CUADRADOS CALCULADA 0.05
Analista (2-1)=1 0.04469 0.086% Q.1080 18.51
Dia (2-1)2= 1.7376 0.8688 2.0000 4.48
Error (2#2) (3-13=8 3-4751 0.4°44

Total 11 5.2596

INTERPRETACION DE RESULTADOS Y CONCLUSIONES
Ho: Si l1a F calculada es menor gue la F de tablas, el metodo

es reproducible.
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Como puede verse en la tabla ANDEVA, la F calculada es
mmnor fgue la F de tablas, no existen diferencias significati
vas entre analistas ni entre los resultados cbtenidos en los
diferentes dfas, por lo que se concluye que el método es

reproducable.

NOTA: El andlisis de varianza no es requisito minimo dentro

de una validacién, solamente se realiza si se desean

establecer las fuentes de variacién de un método. ¢*?
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ESTABILIDAD DE LA MUESTRA

Criterio de aceptacidn para ésta prueba: diferencia no
mayor del 2.0% entre la media de la muestra y la media de la

muestra del anidlisis inicial.¢*+®

Para determinar la estabilidad de la muestra, se preparé
una serie de seis muestras de producto terminado, las cuales
se almacenaron a temperatura ambiente y a 5® C, analizandase
el dia de su preparacidén y en’ el segundo y cuarto dias poste

riores.

Debido a la inestablidad de la aspirina en medio acidao,
hubo necesidad de preparar estandares cada uno de los dias
en que se inyectaron las muestras, con el fin de cuantificar
correctamete la degradacion de la aspirina y/c la aparicidn

de aAcido salicilico.

Solo se analizaron las muestras almacenadas a temperatura
ambiente, ya que si son estables en éstas condiciones, con

mayor razon lo seran si se mantienen en refrigeracion.



RESULTADDS

73

MUESTRAS ALMACENADAS A TEMPERATURA AMBIENTE

NUMERO DE ANALISIS 2
MUESTRA INICIAL DIAS
1 101.85 101.27
2 102.51 101.42
3 103.12 101.76
4 101.67 103.53
S 101.97 102.77
& 102.53 103.81
™MED1A 102.28 102.46
Coeficiente de variacidn 0.53% 1.047%
Diferencias +0.18%
CONCLUSIDNES

% DE A.A.S.

5
DIAS

100.08
100.54
100.88
101.75
101.04
101.90

101.03
. 697%

-1.22%

Las muestras son estables hasta 4 dias después de su

preparacion, cuando son almaceﬁadas a temperatura ambiente.



3.4.

SISTEMA CROMATOGRAFICO

Instrumento:

Columna:

Detector:

Fase movil:

Velocidad de flujo:

Estandar interno:

Volumen de inyeccions

74

METODD ANALITICO PARA CUANTIFICACION DE CAFEINA

cromatagrato de liquidos Hewlett
Packard modelo 4851.
Microbondapack C18, acero inoxidable

30 cm x 3.9mm de diametro interno.

Ultravioleta, a 2354 nm.

metanol/acido acético al 1%, en pro-
porciéon de 28:72.

1.9ml/min.

fanacetina, en concentracion de 206

microgramos por mililitra.

5 microlitros.

Tiempos de retencion aproximados:

-Cafeina
-A.A.S.
-Acido salicilico

-Fenacetina

7 minutos.
10 minutos.
12 minutos.

14 minutos.
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TRATAMIENTD DE LA MUESTRA

Una cantidad de polvo de tabletas equivalente a 30 mili~
gramos de cafeina se disuelve en 30 ml de la fase mavil y se
agita en bafio ultrasdnico durante 30 minutos; se lleva a un
volumen de S0 ml y se filtra a través de papel filtro
Whatman No. 4, desechandose 1los primeros 10 a 15 ml. Se
toman S ml dé filtrado, se colocan en un tubo de ensayo; se
agregan S5 @l de estAndar interno, se agita un poco para
mezclar, y se inyectan al cromatdgrafo alicuotas de S

microlitros.
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3.4.1. RESULTADOS DE LA VALIDACION DEL METODO ANALITICO PARA
CUANTIFICACION DE CAFEINA

ESPECIFICIDAD DEL. METODO

Se prepararon e i1nyectaron al cromatédgrafo las siguien—
tes muestras:
—-Estandar de cafeina, en concentracion de 600 mcg/ml.
~Estandar de A.A.5., en cuncent}acién de 8 mg/ml.
—-Estandar interno (fenacetina), en concentracion de 200 mi-
crogramos por mililitro.
—Estdndar de acido salicilico, en concentracidn de &0 mcg/ml
-Flacebo de cafeina, a T.A. y 702 C,
—Placeho de cafeina y A.A.S., a T.A. y 70m C,
-Placebo total a T.A, y 70= .
-Praducto terminadoc a T.A. con y sin estandar interno.

~Praducto terminadeo a 702 C sin estandar interno.

Los estdndares de aspirina y acido salicilico se inyecta
ron con fines de identificacién, debido a que el sistema los
detecta. Este método no se recomienda para la cuantificacion
de A.A.5., ya que el medio de disolucién la hidroliza, y por

lo tanto aumenta la presencia de acido salicilico.

En las paginas siguientes se muestran 1os cromatogramas

correspondientes.
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CONCLUSIONES

El método s especifico para la cafeina en las condicio-
nes del ensayo. El método no detecta picos que interfieran

con los de la cafeina y de la fenacetina.
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TOLERANCIA DEL SISTEMA

Criterio de aceptacién: se considera aceptable un factor

de resaolucion mayor de 2.0. 1o}

RESUH_TADOS
PARAMETROS FACTOR DE RESOLUCION
. PROPORCION DE FASE MOVIL

METANOL : ACIDO ACETICO C/A S/F
25:75 7.9 4.2
28:72% 8.1 3.1
30:70 2.1 1.5

NUMERGO DE PLATOS TEORICQOS
1910 3.3 2.3
4564% 8.1 3.1
4491 9.7 3.0

VEL. DE FLUJO, (ML/MIN)

1.0 7.8 3. &
1.5# 8.1 T. 1
2.0 8.1 2.5

#= Condiciones dptimas.
C= Cafeina.

A= Aspirina.

5= Acido salicilico.
F= Fenacetina.

CONCLUSIONES

€]l método es tolerante a cambios en la velocidad de flu-

Jjo de + 0.5 ml/min.; es posible wutilizar columpas con un
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minimo de 1910 platos tedricos y el método acepta una dismi-

nucidn de metancl en el rango estudiado, mds no un aumento.

Las condigiones édptimas del sistema son las marcadas con
asterisco, ya que ademids de obtenerse buana resclucion, los

tiempos de retencitn son adecuados.
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LINEARIDAD DEL SISTEMA

Criterio de aceptacién: coeficiente de correlacién no

menor de 0.99.¢*°°

Para determinar éste parametro, se construyd una curva
de calibraciton, graficando concentracidn vs respuesta medi-
da, utilizando S5 diluciones preparadas a partir de una solu-

cidn patron de cafeina.

RESULTADOS
% DE NIVEL ENSAYADO CONCENTRACION RESPUESTA MEDIDA
(MG/ML) (RELACION DE AREAS)
&0 0.1811 0.31075
80 0.2414 0.4183&4
100 0. 3018 0.51433
120 0.3422 0.62908
140 0.4225 0.72533

Datos del analisis de regresion:
y=mx + b

Pendiente, m= 1.7228

Ordenada al origen, b= ~0,0004

Coeficiente de correlacidén, r= 0.9997

En la pagina siguiente se muestra la grafica carrespon-

diente.




CAFEILINA
LINEARIDAD DEL SISTEMA

=l g

CWICO—=O0Z AW CEwaT”

CAF./FEN. _

CONCENTRACION DE CAFEINA EN MILIGRAMOS/MILILITRO



85

CONCLUSIONES

El sistema origina una respuesta lineal, se cumple con

el criterio de aceptacién establecido.
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PRECISION DEL SISTEMA

Criterio de aceptacion: coeficiente de variacién menor o

igual a 1.5%.¢**>

RESULTADOS
NUMERO DE INYECCION FACTOR DE RESPUEBTA (K)
1 0.34928
2 0.35513
3 0.34964
4 0.34708
5 0.34745
s 0.35123
K 0.35034
Coeficiente de variacion 0.77%
K= AREA CAFEINA X CONCENTRAC O] INI
AREA FENACETINA CONCENTRACION CAFEINA
CONCLUSIONES

El coeficiente de variacién obtenido, es menor que el
coeficiente de variacién establecido. Se cumple con el crite

rio de aceptacidn para la precision del sistema.




a7
EXACTITUD DEL METODO

Criterio de aceptacidon: promedio de recobro de 98 a 1027
y coeficiente de variaciéon no mayor de 2.0%. La recta
obhtenida al gratficar cantidades adicionadas vs cantidades
recuperadas, debera tener una pendiente significativamente
igual a 1, ordenada al origen significativamente igual a 0 y

coeficiente dé correlacién no menor de .98, ¢+~

RESULTADOS
% DE NIVEL. ENSAYADO % DE RECUPERACION

&0 100.78

80 102.11

100 100.01

120 100,10

140 101.89

X 101.00
Coeficiente de variacion 0.395%

Intervalo de confianza para el % recuperado:
1c = [99.81, 102.19]

Datos del anadlisis de regresion:

Pendiente, m = 1.01447

Ordenada al origen, b = -0.00138
Coeficiente de correlacitn, r = 0.9995
Intervalo de confianza para la pendiente, m:

ICm =|D.9900G, 1.04160 7], el intervalo incluye al 1.0.



Intervalo de confianza para la ordenada al origen, b:
ICh =[-0.01109, 0.00833 ], el intervalo incluye al 0.0.
CONCLUSTONES

El método es exacta, se cumplen los criterios

aceptacidon.
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LINEARIDAD DE LA MUESTRA

Criterio de aceptaci6én: promedio de recobro entre 90 y
110% de la cantidad teérica contenida en las tabletas, y un

coeficiente de variacion no mayor de 2.0%, <197

RESUL.TADOS
% DEL NIVEL % DE CAFEINA
DE PROCEDIMIENTO RECUFERADA
40 96.89
80 6. 66
100 97.73
120 97.29
140 97.77
X 97.27
Comrficiente de variacidn 0.51%

Intervalo de confianza para el % recuperado:

1c =[g7.05, 97.49]
CONCLUSIDNES
El tamafio de la muestra no afecta a la confiabilidad de

los resultados, ya que se cumple con los criterios de acepta

cion.
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PRECISION DEL METODO (REFRODUCIBILIDAD)

Criterio de 'aceptacidn: coaficiente de variacidn no mayor de

2.0%. s>

RESULTADOS
NUMERO DE MUESTRA % DE RECUPERACION
QUIMICO QUIMICO 2
DIA 1 1 96.98 98.8%9
2 97.01 97.48
3 97.72 26,95
DIA 2 4 97.69 96.56
S R7.59 F6.15
-3 97.190 96,79
IOTALES & 584,09 582.82
MEDIA 97.24
Coeficiente de variacion 0.72%
CONCLUSIONES

El método es reproducible, cumple con el criterio de

aceptacion.
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ANALIS1S DE VARIANZA

TABLA ANDEVA

FUENTE DE GRADOS DE SUMA DE MEDIA DE F F
VARIACION LIBERTAD CUADRADOS CUADRADOS CALCULADA 0.05%
Analista (2-1)=1 0.1344 0.1334 0. 3880 18.51
Dia (2-1)2=2 2.5069 1.253S5 3.61886 4.456
Error (2#2) (3-1)=8 2.7713 O.3864

Total 13 5,4124

#F0.05.~ Valares obtenidos en 1la tabla de F de Fisher,
localizando el cruce del valor de los grados de libertad del
numerador horizontalmente, y el valor de los grados de liber
tad del denominador verticalmente, para una »(= 0.05. (ver

tabla No. 2).

INTERPRETACION DE RESULTADOS Y CONCLUSIONES

" Ho: Si la F calculada es menor gue la F de tablas (F0.05),

el métado es reproducible.

La F calculada es menor que la F de tablas, por lao que
se concluye que el método es reproducible. No hay diferen-

cias significativas ni entre analistas ni entre dias.
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ESTABILIDAD DE LA MUESTRA

Criterio de aceptacidn para métodos cromatograficos:
diferencia no mayor de 2.0% entre la media de la muestra y

la media de la muestra inicial, ¢*=

Se prepararon & muestras de un lote de producto termina-
do, las cuales se conservaron durante cinco dias a temperatu
ra ambhiente y en refrigeracion. Las muestras se analizaron
@) dia de su preparacién y al tercero y quinto dias posterig

res.

RESULTADDS

MUESTRAS ALMACENADAS A TEMPERATURA AMBIENTE

ZDE CAFEINA

NUMERO DE MUESTRA ANALISIS S DIAS
INICIAL A T.A.

1 96.98 ?7.75

2 97.01 97.461

3 97.72 ?7.5%9

4 97.469 98.33

S 97.57 ?7.94

& 97.10 ®7.07

X 97.35 97.72
Coeficiente de variacion 0. 3a% 0.43%

Diferencias + 0.38%
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CONCLUSIONES

Las muestras son estables al menos durante 5 dias a tem-

peratura ambiente.
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3.5. METODOS PARA CUANTIFICACION DE MALEATO DE
CLOROFENIRAMINA Y CLORHIDRATO DE FENILPROPANOLAMINA

Los métodos para cuantificacidn del maleato de clorofe-
niramina y del clorhidrato de tenilpropanolamina son simila-
res, debido a que ambos faArmacos tienen propiedades semejan-—
tes. Los métodos analiticos difieren tan s6lo en el peso de
la muestra y la temperatura de la columna, por éstas razo-
nes, describiremos solamente una vez el sistema cromatografi
coy el tratamiento de la muestra, dandose por ssparado los
resultados corespondientes a cada activo, ya que las

revalidaciones se hicieron en forma independiente.
SISTEMA CROMATOGRAFICO:

Instrumento: cromatégrafo de gases Hewlett
Packard, modelo 5880 A.
Ctolumna: de vidrio, de & pies de largo x 2mm
de diametro interno, empacada con
Chromasorb WHP 100/120, recubierto
con 1.27% de Carbowax 20M y 0.5% de
hidréxido de potasio.
Gas acarreador: nitrégeno.
Velocidad de flujo: 30 @llmin.

Detector: ionizacidon de flama



Teaperatura de la columna:z

Temperatura del detector:
Temperatura del inyector:

Estandares internos:

95
1552 C para el clorhidrato de fe-—
nilpropanolamina y 2002 C para el
maleato de clorofeniramina.
2502 C en los dos casos.
250 C en los dos casos.
Para maleato de clorofeniramina:
maleato de bromofeniramina en con
centracién de 70 microgramos por
mililitro; y para clorhidrato de
fenilpropanolamina: sulfato de
pseudoefedrina, en concentiracion

de 200 microgramas por mililitro.

Tiempos de retencién apraximados:

a) Columna a 1552 C:
—Fenilpropanolamina
-Pseudcefedrina

b) Columna a 2002 C:
—~Clorofeniramina

—Bromofeniramina

TRATAMIENTO DE LA MUESTRA

Una cantidad de polvo

[

minutos.

4]

minutos.

»

minutos.

[

minutos.

de tabletas equivalente a 1 mg de

maleato de clorofeniramina, o a 25 mg de clorhidrato de fe-

nilpropanolamina (segun el caso), se disuelve en S ml de



EZ-3
Acido clorhidrico 0.1N, quedando la soluciédn con pH de 1. Se
agregan 3.0 ml del estiandar interno correspondiente y se
dispersa la. muestra con ayuda de un vortax. Se agregan S
mililitros de clorotformo, se agita de nuevo en vortex y se
centrifuga. La fase clorfdérmica se extrae y se desecha. A la
fase acuosa se le aNade 1| ml de hidroxido de sodio al S50%
con el fin de cambiar el pH a 13, y se hacen 3 extracciones
sucesivas con porciones de cloroformo de 10, 10 y 4 ml
respectivamente. Los extractos cloroférmicos se depositan en
un matraz aforado de 25 ml, llevandose a volumen con

claoroformo.,

Se inyectan al cromatografo alicuotas de 3 microlitros

en los dos casos.
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3.5.1. RESULTADOS DE LA REVALIDACION DEL METODD FARA

CUANTIFICACION DE MALEATO DE CLOROFENIRAMINA.

ESFECIFICIDAD DEL METODO

Se inyectaron al cromatdgrafo las sigulentes muestras:

—Estandar de maleato de clorofeniramina, en concentracion de
40 microgramos por mililitro.

—-Estandar de maleato de bromofeniramina, en concentracidn de
70 microgramos por mililitro.

~Mezcla de estandares de maleato de clorofeniramina y malea-
to de bromofeniramina.

~Estandar de cafeina, en concentracion de 1.2 mg/ml.

-Placebo de maleato de clarofeniramina, a T.A. y 70= .

~Placebo total a T.A. y 70= C:

—-Producto terminado con y sin estandar interno a T.A.

~Producto terminado sin estandar interno a T.A. y 702 C.

El estandar de cafeina se inyectd con fines de identifi-
cacitn, pues el sistema detecta una fraccion de ésta sustan-—
ciay, que debido a su naturaleza de base débil, es extratda

junto con el maleato de clorofeniramina.

En las paginas siguientes se muestran los cromatogramas

correspond:ientes.
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CONCLUS LONES

El1 método es especifico para el maleato de clorofenirami
na en las condiciones del ensayo. El sistema no detecta pi-
cos que i1nterfieran con los del maleato de clorofeniramina o

del estandar interno.
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EXACTITUD DEL METODO

Criterio de aceptacitn: promedio de recobro de 98 a 102%
y caoeficiente de variacién no mayor del 2.0%4. La recta
obtenida al graficar cantidades adicionadas vs cantidades
recuperadas, deberd tener una pendiente significativamente
igual a 1, ordenada al origen significativamente igual a Oy

un coeficiente de correlacitn no menor de 0.98, ¢

RESULTADOS
% DE NIVEL ENSAYADO 7% DE RECUPERACION
&0 9.41
80 100.7
100 100.74
120 99.463
140 95.54
X 100.02
Coefitiente de variacion 0. 68%

Intervalo de confianza para el % recuperado:
1c ={99.17, 100.87]

Datos del analisis de regresion:

Pendiente, m = 0.99226

Ordenada al origen, b = 0.00033

Coeficiente de correlacitn, r = 0.9998
Intervalo oe confianza para la pendiente, m:

ICm=[§.9772:, 1.00730 j. el intervalo incluye al 1.0.



103

Intervalo de confianza para la ordenada al origen, bs

ICh = E—0.000‘W, 0.00113 j, el intervalo incluye al 0.0.

CONCLUSIONES

El método es exacto. Se cumple con los criterios de

aceptacion.
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LINEARIDAD DE LA MUESTRA

Criterios de aceptacidén: promedio de recobro de %0 a
110% de la cantidad tedrica contenida en las tabletas, y cog

ficiente de variacién no mayor de 2.0%.t+"

RESULTADOS
% DEL. NIVEL % DE CLOROFENIRAMINA

DE FROCEDIMIENTO RECUPERADA
&0 94.24
80 94.28

100 ?4.03
120 95.23
140 95.048
X 94,58

Coeficiente de variacion 0.55%

Intervalo de confianza para el % recuperado:

c =[93.93, 95.23]
CONCLUSIONES

El tamaho de la muestra no afecta a la confiabilidad de
1los resultados, ya qQue se cumple con el criterio de acepta-—

cidn.
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PRECISION DEL METODD (REPRODUCIBILIDAD)

Criterio de aceptacidn: coeficiente de variacién total

no mayor de 2.0%. ¢+®»

RESULTADDS
NUMERO DE MUESTRA % DE RECUPERACION
QUIMICO 1 QUIMICO 2
DIA 1 1 24.08 95.36
2 92.33 95.78
3 94.81 94. 30
DIA 2 a4 92.%90 95.79
S 93.38 6. 40
& ?7.52 96.70
TOTALES & 565.02 576,43
Promedio 95.12
Coeficiente de variacién total 1.72%
CONCLUSIONES

El método es reproducible, cumple con el criterio de

aceptacion.
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ANAL1ISIS DE VARIANZA

TABLA ANDEVA

FUENTE DE GRADOS DE SUMA DE MEDIA DE F F
VARIACION LIBERTAD CUADRADOS CUADRADOS CALCULADA Q.05
Analista (2-1)=1 10.84%0 10.8470 5.0663 18.51
Dia (2-1)2=2 2.2622 6.1311 2.863t 4.46
Errgr (2#2) (3-1)=8 17. 1309 2.1414

Jotales 11 40,2421

#F0.05.- Valores obtenidos de la tabla F de Fisher, locali-
zando 21 cruce del valor de los grados de libertad del nume-
rador horizontalmente, y el valor de los grados de libertad
del denominador verticalmente, para una o<=0.05, (ver tabla

‘No. 2). 2%
INTERFRETACION DE RESULTADOS Y CONCLUSIONES

Ho: St la F calculada es menor que la F0.05, el método es

reproducible.

La F calculada es menor que la F de tablas, por lo gue
se concluye que el método es reproducible. No existen

diferencias significacivas ni entre analistas ni entre dias.
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ESTABILIDAD DE LA MUESTRA

Criterio de aceptacién para métodos cromatograficos: la
diferencia de la media de la muestra con respecto a la media

del andlisis inicial, no debe ser mayor del 2.0%.¢t®>

Las muestras se conservaron a temperatura ambiente y 5=C
durante 7 dias. Se analizaron el dia de su preparacién y el

30 ¥ So dias posteriores.

RESULTADOS
NUMERQ DE MUESTRA 7% DE MALEATO DE CLOROFENIRAMINA

ANALISIS 3 DIAS 7 DIAS 7 DIAS

INICIAL T.A. T.A. Seg.

1 95.75 ?5.71 ?1.15 95.75

2 93.17 93.75 90.88 23.27

3 94.88 92.95 ?2.07 95.95

4 4.85 92.49 92.25 95.24

S P4.96 52.99 86.90 95.17

& 93.17 93.42 - 92.36 93.87
‘Media . P4.45 93.55 90.93 ?4.88
Coeficiente de Variacion 1.12% 1.22% 2.27% 1.13%
Diferencia entre medias —0.96% -3.73% +0.447%

CONCLUSIONES

De los resultados obtenidos, se concluye gque las mues—
tras son estables almacenadas a temperatura ambiente sdalo du
rante tres dias. Si se conservan en refrigeracion, son esta-—

bles al menos durante 7 dias.
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3.5.2. RESULTADOS DE LA REVALIDACION DEL. METODD PARA

CUANTIFICACION DE CLORHIDRATO DE FENILPROPANDLAMINA
ESPECIFICIDAD DEL METODO

Se prepararon e inyectaron al cromatdgrafo las siguien—

tes muestras:

-Estandar de clorhidrato de fenilpropanolamina, en concentra
cidn de 250 microgramos por mililitro.

-Estandar de sulfato de pseudoefedrina, en concentracién de
200 micragramos por mililitro.

-Mezcla de estdndares dé clorhidrato de fenilpropanoclamina y
sulfato de pseudoefedrina.

—-Producto terminado sin estandar interno a T.A. y 702 C,
~-Producto terminado con estandar interno a T.A.

-Placebo de clorhidrato de fenilpropanolamina a T.A. y 70=C.

-Placebo total a T.A. y 702 C.

En las paginas siguientes, se muestran los cromatogrmas

correspondientes.
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CONCLUSIONES

El método es especifico para el clorhidrato de tfenilpro-
panolamina en las condiciones del ensayo. El sistema no
detecta picos que interfieran con el del principio activo de

interds, ni con el del esténdar interno.



EXACTITUD DEL METODO s

Criterio de aceptacién: promedio de recobros de 98 a
1027 y coeficiente de variacién no mayor de 2.0%. La recta
obtenida al graficar cantidades adicionadadas vs cantidades
recuperadas, deberad tener una pendiente significativamente
igual a 1, ordenada al origen significativamente igual a 0O,

y un coeficiente de correlacion no menor de 0.98, ¢*®?

RESULTADOS
% DE NIVEL ENSAYADO % DE RECUPERACION

&0 99.99
80 99.02
100 100.10
120 . 101.98
140 100.50

X 100.32

Coeficiente de variacion 1.07%

Intervalo de confianza para el % recuperado:
Ic = [§8.98, 101.65%)

Datos del anAlisis de regresidn:

Pendzente, m = 1.02297

Ordenada al origen, b= -0.00454

Coeficiente de correlacion, r = 0.99964
Intervalo de confianza para la pendiente, m:

ICm=I§.99850. 1.04732 ], el intervalo incluye al 1.0.



114
Intervalo de confianza para la ordendada al origen, bs

ICbhb =E0.0117‘?, 0.00269], el intervalo incluye al 0.0.

CONCLUS10NES

El método es exacto, se cumple con los criterios de

aceptacion,
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LINEARIDAD DE LA MUESTRA

RESULTADOS
% DEL NIvVEL % DE FENILPROPANOLAMINA
DE PROCEDIMIENTO RECUPERADA
&0 5.26
80 5.27
100 99.81
120 P4.95
140 99.0b4
X 97.47
Coetficaente de variacion 1.96%

Intervalo de confianza para el % recuperado:

1c = [9s.10, 99.84]
CONCLUS IONES

La variacidn del tamatio de la muestra no afecta a la
confiabilidad de los resultados, ya que se cumple con los

criterios de aceptacidn.



PRECISION DEL METODO (REFRODUC1BILIDAD)

11%

Criterio de aceptacion: coeficiente de variacién total

no mayor de 2.0%. ‘*™

RESULTADOS
NUMERO DE MUESTRA 7% DE RECUPERACION
QUIMICO 1 QuUIMICO
DIA 1 1 98.05 97.25
2 97.36 96.12
3 27,63 96. 467
DIA 2 4 95.22 97.19
S 99.89 97.50
b 9S.71 96.00
TOTALES 579.82 B80.73
Media total 96.71

Coeficiente de variacitn total

CONCLUS10NES

0.94%

El método es reproducible, cumple con el criterio de

aceptacitn.
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ANAL1ISIS DE VARIANZA
TABLA ANDEVA

FUENTE DE GRADOS DE SUMA DE MEDI1A DE F F
VARIACION LIBERTAD CUADRADOS CUADRADOS CALCULADA 0.0O5#

Analista (2-1)=1 0.0690 0.046%90 0.2345 18.51
Bia (2-1)2=2 &6.6017 3.3009 11.2199 4.44
Error (2#2) (3-1)=8 2.3533 O.2942

Total 11 2.02480

#F0.05.- Valores obtenidos de la tabla F de Fisher, locali-—
zando en el cruce del valor de los grados de libertad del ny
merador horizontalmente, y &l valor de los grados de liber-
tad del denominador verticalmente, para una (=05, (ver ta-

bla No. 2),¢*%

INTERPRETACION DE RESULTADOS Y CONCLUSIDNES

Ho: Si la F calculada es menor que la F de tablas, el metodo

es reproducible.

Entre analistas, la ¥ calculada es menor que la F de
tablas, no existen diferencias significativas entre analis—
tas.

€1 método no es reproducible por un micmo analista en di
ferentes dias, sin embargo, no se rechaza la hipdtesis nula,
debido a que el coeficiente de variaciotn entre los resulta-
dos abtenidos por cada analista es de 1.227% y 0.&5% respecti

vamente; valores menores que el limite establecido de 2.0%.
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ESTABILIDAD DE LA MUESTRA

Criterio de aceptacion: diferencia de la media de la
muestra, con respecto a la media del andlisis inicial, no
mayor de 2.0%. (ser

LLax muestras se conservaron a temperatura ambiente y a
5°C. Se analizaron el dia de su preparacion y al 3p y So

dias postericres.

RESULTADAGS
NUMERD DE MUESTRA 7 DE FENILPROPANOLAMINA
ANALISIS 3g DIA 5g DIA Sg DIA
INICIAL T.A. T.A. S=C
1 96.05 98.56 73.56 97.88
2 ?7.346 98. 69 ?1.80 98.80
3 ?7.63 99.11 94.06 99. 47
4 7.25 27.26 95.22 97.92
5 Pha 12 95.95 95.85 94.44
& 96.67 96. 10 95.71 P4.23
Medias 97.18 97.61 94.37 97.4%
Coficientes de variacidn 0.717 1.417% 1.69% 1.93%
Diferencias +0.447% ~2.90% +0.32%
CONCLUSIONES

DPe ios resultadpns obtenidos, se concluye que las
muestras son estables sdlo durante tres dias si se almacenan
a temperatura ambiente. En refrigeracicén, las muestras son

estables al menos durante cinco dias



CAPITULO CUATRO

CONCLUSTONES




119
4. CONCLUSIONES
Los cuatro métodos validados mon especificos, en ninguno

de ®llps se detectan picos que intertfieran con el activo de

interes o con el estandar interno.

Todos sop precisos, exactos y reproducibles, como ha

quedado demostrado en los resultados individua

Estos métodos pueden usarse para estudios de estabilidad
y para andlisis rutinarios de contraol de calidad, de la

nueva formulacion de las tabletas antigripales.

Al optimizar los métodos analiticos, se logrd reducir
los costos, cumpliéndose de éste modo, ®l cbietivo principal

de éste trabajo.
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