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INTRODUCCION

Por validacién de un método analitico se debe de entender
como el proceso mediante el cual queda establecido por
estudios de laboratorio, que la capacidad del método satisface
los requisitos para las aplicaciones analiticas deseadas.

El objetivo del presente trabajo radica en la validacién
de un método analitico por Cromatografia de Liquidos de Alta
Eficiencia, para ser utilizado como indicador de control de
calidad, en dos principios actives, Espironolactona Yy
Furosemida, en cdpsulas de gelatina dura.

Se determinaron ciertos parénmetros analiticos
considerando como los wn&s importantes: Especificidad,
Linearidad, Precisién, Exactitud.

La validacién de los procesos surge como un requisito de
la Ley General de Salud y de las Buenas Pr&cticas de
Manufactura, vigentes para productos farmacéuticos y equipos
médicos y por consiguiente se aplica también a la fabricacién
de medicamentos, productos biolégicos, y eguipos médicos.

Dentro de un programa de validacién de procesos es
indispensable tener validado el método analitico antes de
iniciarlo ya que de no ser asil, no podemos indicar el nivel
de eficiencia de ciertas operaciones (mezclado, agitacién,
etc.).

A continuacién se presentan una serie de definiciones que

van de acuerdo con la validacién de procesos.



validacidén: Métode cientifico que a través de docudentacién
permite la confiabilidad, reproducibilidad y efectividad de
cualquier operacién efectuada en equipos © en procesos y que
estas se encuentran bajo control.

validacidn Retrospectiva: Evidencia documentada, basada en los
datos acunmulados de produccién, anilisis y control de un
producto ya en distribucién y que esti siendo fabricado con
efectividad.

Validacién Prospectiva: Evidencia documentada realizada antes
gue el producte salga al mercado que denuestra que las
cperaciones se encuentran bajo control (es aplicable a nuevos
productos, reformulaciones o cambios de equipos de proceseo).
Exactitud: Mediante esta se permite conocer la confiabilidad
y efectividad de una medicién realizada de acuerdo a una
metodologia especifica.

For otro lade el progreso de la tecnologfa ha provocado
la invencién de instrumentos y aparatos cada dia mis
eficientes y precisos y de ahi que la validacién de métodos
analiticos sea importante para asegurar también que el
instrumento utilizado sea consistente con 1la metodologia

expleada.



GENERALIDADES
A. VALIDACION DE METODOS ANALITICOS.

La validacién de un nétodo analitico es el proceso
mediante el cual queda establecido por estudios de laboratoric
que la capacidad del método disefiado satisface los requisitos
para las aplicaciones analiticas deseadas.

La capacidad del método se expresa en términos de
parénmetros analiticos. Los pard&metros analiticos gue deben ser
considerados en la validacién de técnicas analiticas son los

siguientes:

- Linsaridad

Precisién

Exactitud

-~ Limite de Dateccién

Limite de Cuantificacién

Especificidad
- Rango

Tolerancia

Las opiniones respecto a esto pueden diferir con respecto
a la terminologia y al uso.
Linearidad: La linearidad de un sistema o un método analitico,
es su habilidad para asegurar que los resultados analiticos,

los cuales puede Ser obtenidos directamente o por medio de una



transformacién matexmdtica bien definida, son proporcionales
a la concentracién de la sustancia dentro de un rango
deterninado.
Precisidn: La precisién de un método analitico es el grado de
concordancia entre restltados analiticos individuales cuaado
el procedimiento se aplica repetidamente a diferentes
nuestreos de una muestra homogénea del producto, usualmente
se expresa en términos de desviacién estindar o del
coeficiente de variacién.

La precisidn es una nedida del gradc de reproducibilidad
y/o repetibilidad del nétodo analitico bajo las condicicaes
normales de operacién.
a) Repatibilidad: Es la precisién de un nétodo analftico
expresado como la concordancia obtenida entre determinaciones
independientes realizadas por un solo analista, usando los
mispos aparatos y técnicas.
b) Reproducibilidad: Es la precisién de un método analitico
expresada coro la concordancia entre determinaciones
independientes realizadas por diferentes analistas, en
diferentes dias, en el mismo y/o diferentes laboratorios
utilizando el aismo y/o diferentes equipos.
Limite de Deteccién: Es la ninima concentracién de una

astansia en ue St 1SSl pad: ser Getectaia, PeErv o hecosarisnante

cuantificada, bajo las condiciones de cperacién establecidas.
Limite de cCuantificacién: Es la menor concentracidn de la
sustancia en una muestra que puede ser determinada con precisién
Yy exactitud aceptables bajo las condiciones de operacién
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establecidas.

Bspecificidad: Es la medida del grado de interferencia (o
ausencia de}, en el andlisis de nmezclas complejas. Es 1la
habilidad de un método analitico para obtener una respuesta
debida Gnicamente a la sustancia de interés y no a otros
componentes de la 'muestra.

Rango: E1 rango de un método analitico es el intervalo entre
los niveles superior e irnferior de la sustancia (incluyendo
estos niveles), el cual se ha demostrado que es preciso,
exacto y lineal utilizando el métodc descrito.

Tolerancia: La tolerancia de un método analitico es el grado
de reproducibilidad de los resultados analiticos obtenidos en
el anilisis de la misma nuestra bajo nodificaciones de las
condiciones normales de operacidn, tales como diferentes
temperaturas, lotes de reactivos, columnas, sistemas de
elucién, tipos de empaque, condiciones ambientales,
estabilidad de la muestra analitica, etc.

Generalumente, dependiendo de las caracteristicas del
producto farmacéutico y de las necesidades que se requiera que
cumpla el producto, serdn los pardnetros que se realicen para
la validacién del método analitico.

Finalmente es importante mencionar que la documentacién
de cada estudio es un regquerimiento b&sico para demostrar que
la metodologia que se estd utilizando esta validada y que el
método es el adecuado para las aplicaciones requeridas del

producto.



B. METODOS CROMATOGRAFICOS.

El andlisis de agentes terapéuticos ofrece problemas que
exigen utilizar mejores técnicas analiticas. Este problera se
hace n&s patente en formulaciones en las cuales los
conponentes activos se encuentran en concentraciones muy bajas
Y los componentes activos presentes pueden causar
interferencias que afecten el anadlisis.

La mayoria de las técnicas de cuantificacién ne son o
suficientenente selectivas para determinar cada uno de los
conponentes de una nmezcla y en mnmuchos casos es necesario

seg. praeviamente el compuesto deseado; una buena separacién

reduce selectivamente problemas analiticos y permite el uso
de las mixinas sensibilidades de los instrumentos de medicién
con un ninimo riesgo de interferencia.

Las técnicas cromatogrificas son el recurso analitico nds
importante con el que se cuenta para la separacién,
identificacién y cuantificacién de una amplia variedad de
sustancias.

Todas las formas de cronatografia pueden definirse como
un procesoc de mnigracién diferencial en el cual los compenentes
de una mezcla son transportados a través de una fase mévil y
son retenidos selectivamente por la fase estacionaria.

La fase estacionaria puede ser un sdlide o un liquido;
cuando es un liguido se conoce con el nombre de cromatograffa
de particién y si es un sbélido el proceso se 1llama

cronmatografia de adsorcién.



De acuerdo al tipo de fase névil: gas o 1liquido, 1la
cromatografia se denomina cromatografia de gases o

cromategraffa de liquidos respectivamente.

Desarrollo Histérico.

En 1905, Ramsey utilizé por primera vez técnicas
cropatogrdficas para separar nezcla de gases y vapores. Al afio
siguiente, el bot&nico ruso Tswett empled la cromatografia de
columna en un experimento que tenia por objeto la separacién
de la clorofila de extractos vegetales.

En una columna de vidrio, rellena de carbonato de calcio,
introdujo el extracto vegetal disuelto en éter de petrdleo,
a continuacién agregd mis éter de petrdleo y observsd que,’ a
medida que el éter de petr6leo pasaba a través de la colunmna,
se separaban bandas de diversos colores que correspondian a
los carotenos, las clorofilas y las xantocfilas. De ahi el
origen de 1la palabra cronatogratfia que, literalmente,
significa “"color escrito®, hoy este método se llama
cromatografia liquido-sélido.

La cromatografia permanecié ignorada durante muchos afios
hasta que, en 1930, el investigador Tiselius y sus
colaboradores introdujeron dos técnicas diferentes a la
técnica de elucién, que son el andlisis frontal y el andlisis
por desplazamiento; técnicas que hoy en dia han caido en

desuso.



En 1941, Martin y Synge, en busca de una solucién al
problenma de determinar cantidades muy pequefias de aminodcidos,
introdujeron la cromatografia de reparto, lo que les valié el
Premio Nobel de Quimica en 1952. Esta técnica evoluciond con
rapidez, llegando a ser 1lo gue ahora se conoce como
cromatografia en papel Yy una versién limitada de cromatografia
liquido-ligquido en columna.

En 1952, Martin y James introdujeron la cromatografia de
gases, la cual se ha convertido en una de las técnicas
analf{ticas mas Gtiles para el anilisis de compuestos orgénicos
volatiles.

A pesar de que el primer experimento sobre cromatografia
fue una forma de cromatograffa liguida, no fue sino hasta 1968
que se produjo un avance considerable en esta técnica que por
tantos afios habfa permanecido olvidada; este avance fue
gradual y se debié a la introduccién de altas presiones de

operacién y de sistemas de deteccién continua.

Cromatogratfia de Ligquidos de Alta Bficiencia.

La separacién de los componentes de una mezcla mediante
la aplicacién de la Cromatografia de Liquidos de Alta
Eficiencia, depende de la combinacién correcta de las
condiciones de operacifn es decir, el tipo de la columna, la
fase mévil, la longitud y o) diszetro de ia columna, 1la

velocidad de flujo de la fase mévil, la longitud de onda, etc.



La pigracién diferencial en la Cromatografia de Liguidos
de Alta Eficiencia es el resultado del equilibrio de
distribucién de los cobponentes de una mezcla entre la fase
estacionaria y la fase névil. Dichos componentes se separan
en la columna y al salir de ésta, son conducidos por la fase
nmévil y en el orden en que energieron, hacia un detector donde
se registran sus concentraciones y sus tiempos de retencién
en la columna. El crematograma resultante nuestra cada
conpuesto que sale de la colunmna en forma de picos simétricos
con un tiempo de retencién caracteristico, por lo que este
tiempo puede enplearse para identificar el compuesto. Este
tienpo de retencién, se nide desde el momento en que aparece
el niximo del pico en el cromatograma.

Los mecanismos o procesos de separacién que dan como
resultade 82 12 retencidn de las moléculas de una muestra por
parte de la fase estacionaria, dan lugar a los diferentes

nétodos de Cronmatograffia de Liquidos; esto es:

Cromatogratia liquido-sslido o de Adsorcién.

En la Cromatograffa de Adsorcién, la fase estacionaria
propiamente dicha, es la interfase 1liquido-s6lide. Sus
moléculas estdn unidas en su superficie de forma irreversible
por interacciones dipolo-dipolo. La fuerza de interaccién con
la superficie varia para diferentes compuestos; asi mismo, los
tiempos de vida de la fase estacionaria como la obtencién de
una separacién varfa para diferentes sustancias. Este tipo de



cromategraffa es nuy usada pafa compuestos polares Yy
compuestos orgdnicos no idnices.

El pecanismo de separacién se basa en la competencia que
existe entre las moléculas de la muestra y de la fase mévil
o disolvente para ocupar los sitios activos en la superficie
de un s6lido. Alguno de 1los sdlidos utilizados con n&s
frecuencia son silica gel y allimina (si se desea que la fase
estacionaria sea polar), cuando se tiene una fase mévil no
polar; y cuando se tiene una fase névil polar se utiliza como
fase estacionaria polimeros (fase estacionaria no polar). En
nuchas ocasiones, debido a una fuerte adsorcién o retencién
de los conmponentes de la muestra en el sb6lido activo, es
necesario aumentar la polaridad de la fase névil en forma
constante y uniforme, con lo cual se logra un incremento de
solubilidad en los componentes de la muestra en la fase mévil.
A esta variante se le denomina elucién por gradiente o

programacién de la fase mévil.

Cromatografia liquido-liquido o de Particién.

En este tipo de cromatografia, la muestra es separada de
acuerdo a su coeficiente de particién entre la fase nm6vil y
la fase estacionaria (distribucién). De ahi que los compuestos
mis afines a 1la fase estacionaria sean selectivamente
retenidos por ella en tanto que los menos afines s=on

transportados mds rédpidamente por la fase m&vil.
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La separacién por distribucién se basa en la solubilidad
relativa de la nmuestra en dos fases. La cromatograffa de
particién en fase normal si la fase estacionaria es mis polar
que la fase nmévil; y la cromatografia de particién en fase
inversa si 1la fase mnévil es m&s polar qua 1la fase
estacionaria. Ambas fases estacionarias pueden ser empacadas
por un soporte cubierto o bien por un soporte quimico. La
cromatografia en fase normal es usada para muchos compuestos
orgénicos polares, =nientras que la cromatografia en fase

inversa es comfinmente usada para compuestos polares débiles.

cromatografia de Intercambio ISnico.

La separacién .por intercambio iénico se basa en la
competencia entre la fase mévil y la nuestra iénica por los
sitios o grupos activos de una resina intercambiadora de
iones.

Este tipo de separacién se aplica a compuestos de un
intervalo de pesos mnoleculares muy amplios, y ejenplos
caracteristicos de éstos son los péptidos y los aminoacidos.
En la fase mévil se puede variar la fuerza iénica o el pH para
obtener la elucién de los componentes de la mezcla en un
tiempo razonable.

En este tipo de cromatografia, la fase m&vil consiste de
grupos funcionales &cidos o bSsicos enlazados a la superficie
de un polimeroc (resina o silica gel). Las especies cargadas
en la fase névil son atrafdas por el grupo funcional apropiado

1



hacia el ion intercambiador y ser separados de esta manera.
En este tipo de cromatografia, la fase estacionaria
contiene grupos iénicos fijos como SO , junto con iones de
carga opuesta., Estos Giltimos estan presentes en la fase mévil
en forma de sales., De esta manera, las molé&culas de las
muestras iénicas son retenidas en la columna por el
intercambio iénico, de acuerdo a la expresién siguiente:

X* + Na'sO03 —Na' + X*so3

Cromatograriz dea Exclusién Holecular.

En esta forma de cromatografia de liquidos las sustancias
se separan de acuerdo a su tamafic molecular. Las moléculas
pequefias pueden entrar dentro de la red del enmpague de la
columna y ser retenidas mientras que las moléculas grandes no
pueden hacerlo y son eluidas réapidamente. Por lo tanto el
orden de elucién serd primero, las molé&culas de gran tamafo,
después las de tamaiio intermedioc y por Gltimo las pequefias.

Las columnas analiticas son empacadas con particulas de
aproximadamente el mismo tamafio. Para la clasificacién de
moléculas de acuerdo a su tamafio, es prerequisito que 1las
particulas sean totalmente porosas y que los poros tengan un
dismetro definido.

Existen modificaciones a los tipos 2o crozatcgrafia
mencionados, como en la cromatografia de fases enlazadas en
la cual la fase estacionaria estd unida quimicamente a las
particulas del soporte. Este empaque se puede considerar de

12



los m4s ampliamente empleados ya que es muy estable y la fase
estacionaria no se pierde ficilmente por el uso. Esta variante
de cromatograrfia se puede llevar a cabo en fase normal o en
fase inversa. En la primera se utilizan empaques polares que
funcionan de manera sexejante a la cromatografia liquido-
s6lido (adsorcién). La cromatografia de fase inversa,
involucra una fase estacionaria relativamente poco polar, como
cadenas de hidrocarburos de 8 a 18 carbonos unidas a los
grupos silanos del soporte; se utiliza por lo general con
fases méviles muy polares para separar componentes poco
polares.

otra modificacién a 1las técnicas tradicionales de
cromatografia es la cromatografia de par idnicce gue es una
cexbinacisn de ta cromatograffia liquido-sélido (o fase
enlazada) con la crozategrafia de intercambio iénico.

Mezclas de &cidos, bases y sustancias neutras que
resultan dificiles de separar por intercambio iénico pueden
ser separadas por este tipo de cromatograffa. La fase
estacionaria usada es la misma que la usada para una
cromatografia de fase inversa. Un compuesto orginico, el cual
forma un par iénico con un componente de la muestra de carga
contraria, se adiciona a la fase nSvil. Este par iSnico es una
sal, la cual se comporta cromatogrificamente como una molécula
orgdnica no iénica que puede ser separado por cromatografia
de fase inversa.
Los pardmetros que hay que considerar para gque se lleve a cabo
una buena separacidn son, el factor de capacidad, la

13



resolucién, y el nimero de platos teéricos.
Factor de Capacidad.

El factor de capacidad se define como:
Vr - Vo
K e —
Vo

en donde:
Vr = distancia nostrada entre la linea base y el punto de
inyececién y una perpendicular desde el punto miximo del pico
de interés.
Vo = distancia mostrada entre la linea base y el punto de
inyeccién y una perpendicular desde un punto mdximo del pico
retenido.
Los valores de Vr y Vo deben ser expresados en las mismas

unidades de medida.
Kimero de Platoa Tebéricos.

El nGmero de platos teSricos de la columna se define
como:
N = 16(tIjw)
en donde:
N = nGmero de platos teéricos.
t = tiempo que transcurre desde la inyeccidén de la muestra
hasta el momento de aparecer el pico de interé&s en el
cromatograma.

14



w = ancho del pico en la base, expresado en unidades de
tiempo.
Esta expresién nide la eficiencia de la columna; esto es,
la capacidad de la columna para proporcionar picos estrechos
Y bien separados. A mayor valor de N, la columna tendrid una

mayor eficiencia.
Resolucién.

La resolucién (R}, indica la separacién entre dos picos
adyacentes en un cromatograma ¥ es otro factor importante que
considerar en una columna; (figura 1) a mayor valor de R, la
separacidn serd mejor.

La resolucién aceptable deber& definirse en el nétodo;
de la miszma manera, la férmula para calcular el factor de
resolucién. Las férmulas aceptadas son las siguientes:

1) 2 (ty-ty)
R - Wy + Wy
en donde:
ty ¥ t; = tiempos de retencién de los dos componentes.
vy y w ; = anchos de las bases de los picos, obtenidos por
extrapolacién de los lados de los picos a la

linea base.

113 2(t, -t,;)

S Tlestwgz + wyi2)

1s



en donde:

tyy ¢ty = tiempos de retencién de los dos componentes.

wg/2 y w)/2 = el ancho resultante de la extrapolacién en los
picos, expresados en unidades de tiempo en los
cromatogramas a media distancia desde la cima

hasta la base.

PIGURA 1.
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El factor de separacién se varfia nodificando la
composicién de 1la fase =nm6vil y/o la estacionaria. La
eficiencia se varfa con cambios en la longitud de la columna
© en la velocidad de flujo de la fase mévil y el factor de
capacidad se modifica con cambios en la fuerza de la fase
névil.

El uso de integradores evita errores en la medicién de
las &reas. Estos integradores registran las sefiales e imprimen

el &rea de los picos en for=a nunérica.
Instrumental.

En todo tipo de instrumental y no sélo respecto a los
cromatégrafos de fase liquida, hay ciertas caracteristicas de
indole general gque deben evaluarse al considerar el
instrumento ya que con fines de adgquisicién o de formarse una
idea sobre la utilidad que puede prestar como:

a) Versatilidad.

El instrumento debe ser apto para resolver y trabajar con
muestras de diferentes tipos, debe prestarse a las distintas
técnicas cromatogrificas y realizar el m&ximo de operacicnes,
tales como la programacién de fase mbévil, recoleccién de
fracciones a la salida de la columna, etc.

b) Sensibilidad. ‘

Un buen instrumento, a mds de trabajar con pequefias
cantidades de muestra, debe generar sefiales de intensidad
apreciables. La sensibilidad del cromatégrafo depende sobre

1?



todo del sistema de deteccién gue utiliza.
La figura 2 nos nuestra los componentes esenciales de un

cromatégrafoc de liguidos.
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Pasa Movil.

Se pueden utilizar recipientes de vidrio, acero
inoxidable o plésticos inertes para almacenar la fase mévil.
Muchas veces, en especial con fases méviles polares, hay una
marcada tendencia del oxfigeno y otros gases a disolverse en
el liquido. Si estos gases se gasifican dentro del instrumento
y forman burbujas pueden afectar seriamente el funcionamiento
del detector y la eficiencia de la columna. Per este motivo,
es necesario remover de la fase mdvil los gases disueltos. Una
forma es aplicar vacfo sobre el recipiente que contiene la
fase mévil, nientras se agita el liquido con un agitador
magnético.

Aunque la fase mévil no es parte del instrumental
propiamente dicho, el control de la presién, el flujo y la
composicién de la misma, son nmuy importantes. Las
caracteristicas que debe presentar toda fase mévil para ser
Gtil en cromatografia de lfiquidos son:

- Disolver la muestra.

- No debe degradar ¢ disolver la fase estacionaria.
- Tener baja viscosidad.

- Ser compatible con el tipo de detector utilizado.

- Libre de impurezas.

Preparacién de la Muestra.

Es esencial que la muestra sea soluble en la fase mbvil

20



para que pueda ser transportada a través de la columna. Cuando
se introducen npuestras en disolucién, puede ocurrir
precipitacién de la muestra dentro de la cémara de inyecciédn
o en la colunna si el disolvente de la muestra y la fase mévil
son muy diferentes en polaridad. Esto causaria pérdida de
resolucién en la separacién y por lo tanto ambos se deben
seleccionar con cuidado.

La baja viscosidad de la fase mévil es muy importante en
la eficiencia de la separacién, ya que la viscosidad influye
en el efecto de transferencia de masa entre la fase mévil y
la fase estacionaria. Adem&s la fase mévil debe ser compatible
con el detector empleado, 1o cual es particularmente
importante en el caso de programaciones de fase mévil, puesto
gue el cambio de composicién de é&sta puede afectar el

funcionamiento del detector.

8isteras de Bombeo.

Tiene por objeto impulsar la fase mévil a través de la
columna, y debe cumplir con ciertas especificaciones como
reproducibilidad y precisién, manteniendo un flujo constante.

Existen bisicamente dos tipos de bombeo y cada uno tiene
sus ventajas y sus desventajas. Estos tipos son:

— Bombas de flujo constante, que mantienen una velocidad de
flujo de la fase m&vil constante. Entre estas se cuentan las
bombas reciprocantes que funcionan a base de pistones que
impulsan el solvente que entra a cimaras con una capacidad de
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volunen pequefia; en estas bombas se generan pulsaciones de la
fase mévil que producen perturbaciones en la linea base; las
pulsaciones se corrigen mediante dispositivos especiales.

- otro tipo de bombas de flujo constante son las bombas de
desplazaniento positivo que pueden tener dos formas; como
jeringa o como amplificador hidr&ulice. La primera es parecida
a una jeringa cuyo émbolo actfia mediante una espiral que
empuja el solvente, y la segunda amplifica la presién del
solvente mediante un sistema hidriulico. Este tipo de bomba
reduce las pulsaciones del solvente.

- Bombas de presidn constante, que tienen la desventaja de que
es necesario nantener 1la viscosidad del solvente, 1la
temperatura de la columna y la presién constantes. La ventaja
es que si estos pardmetros se wmantienen, se controlan
totalmente las pulsaciones. La forma nis sencilla de estas
boubas emplea presién de un gas inerte para presurizar el
solvente. El problema es que parte del gas se disuelve en el
solvente y esto forma burbujas en el sistema. Otro sistenma
para estas bonbas, emplea un anplificador neumdtico que reduce
el efecto del gas utilizando un pistdn, reduciendo de esta
manera el contacto del solvente con el gas comprimido.

Estos normalmente son sistemas isoceritizes; es Qecir, que
mantienen constante la proporcién de los solventes en la fase
névil; sin enbargo, esteos sistepmas generalmente no son
aplicables a separaciones de mezclas de solutos con valores
muy variables de K’, en donde es necesario utilizar sistemas
de elucién con gradiente. Estos sistexzas utilizan dos bombas
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que son progradables para nmodificar, en forma lineal o
exponencial, las proporciones iniciales de los solventes. En
estos casos los solventes que componen la fase mévil se
encuentran separados y alimentado cada uno a su respectiva
bomba.

Los solventes se mezclan en la proporcién deseada en una

cimara que se encuentra antes de la colunmna.

Sistema de Inyeccién.

Un factor importante para obtener una buena resolucién

en la separacién, es la adecuada introduccién de

en el sistema. La manera ideal de introducir o inyectar la
muestra, es en forma de paguete pequefio, ya que esto ayuda en
la obtencién de picos simétricos y angostos.

Existen varios mecanismos de inyeccién. E1 n&s sencillo
consiste en introducir la muestra mediante una jeringa; esta
tiene que soportar la presién del sistema aungque hay
dispositivos que desvian el flujo del solvente nmientras se
introduce la nuestra reanudindolo posteriormente a través del
inyector mediante un sistema de v4lvulas, o bien, se suspende
el flujo mientras se introduce la muestra y posteriormente se
reanuda. Un sistema que minimiza errores en la introduceién
de ia muestra consiste en un inyector automitico. Este
dispositive ayuda a nantener la reproducibilidad entre
inyecciones y elinina el error en la medicién del volumen por
inyectar.
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Destector.

Al considerar un detector en términos de su aplicacién
a un cierto problema, ¢ al evaluar las cualidades de un cierto
disefio, deben tenerse en cuenta ciertas propiedades generales,
tales como:

- Respuesta.

Puede ser universal o selectiva, segtn la capacidad que
tenga el detector de trabajar con todo tipo de muestras o sélo
con uno especifico.

- Sensibilidad.

Deffnese la sensibiiidad de un detector como la razén
entre la sefial generada y la cantidad de nuestra que produce
dicha sefial. Este es un término relativo puesto que a partir
de un nismo detector, la seflial obtenida puede ser nuy
diferente para diversas muestras. Por otra parte, 1la
sensibilidad no da una idea clara acerca de la cantidad minima
detectable, puesto gue ésta puede estar severamente linitada
por el nivel de ruido del instrumento.

- Ruido.

Es la variacién en la sefial del instrumento que no es
atribuida a la muestra y que puede ser producida por fallas
electrénicas, variaciones de flujo o temperatura,
fluctuaciones en el voltaje, burbujas de aire atrapadas en el
detector, etc. Se llama cantidad minima detectable a la
cantidad de nmuestra que produce una sefial igual al doble de
nivel de ruido del instrumento.
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- Linearidad,

Para utilizar la sefial generada por el detector como una
medida cuantitativa, dicha sefial debe guardar una relacién
lineal con la concentraci6n de la muestra; esta propiedad se
conoce como linearidad.

- Estabilidad.

Un buen detector debe ser insensible a los cambios de
tenperatura y a la variacién de flujo, a la vez que ser
compatible con programacicnes de fase mSvil.

Los detectores mas utilizados son:

- Detectores Fotométricos:
Fluorescencia.

Absorcién Ultravioleta-Visible.
Absorcién Infrarroja.

- Detector de Indice de Refraccién.
- Detector de Radicactividad.

- Detector Electroquimico.

DPe los anterjores el mds utilizado es el detector
ultravioleta y su funcicnamiento se basa en la absorcién de
luz por parte de la muestra al pasar a través de ella un haz
de luz monocromitica ultravioleta. Es 1l&6gico suponer que la
respuesta de este detector serd selectiva, ya que sé6lo se

taran los tos que absorben luz de la longitud de

onda a la que opera el detector.

25



Colunmna.

Se considera a la columna como la parte fundamental de
la cromatografia ya que es en ésta, donde se lleva a cabo la
separacién. El material de empaque seleccionado dependera&
bisicamente de la separacidén que se desee lacer.

I.as dimensiones de una columna depender&n también del
tipo de separacién que se desee hacer. Si el objeto de 1la
separacién es
aislar sustancias de una mnezcla, se emplean columnas
preparativas en las gque las partficulas del empaque son de
dimensicnes mayores que en las columnas analiticas, y tanto
la longitud como el didmetro interno son mayores ya que deben
tener la capacidad de contener cantidades elevadas de la
muestra. Las mds comunes son las fabricadas con acero
inoxidable aungue también las hay de vidrio. La longitud puede
ser de 10 a 250 cm. Al aumentar la longitud aumenta el nGmero
de platos teéricos, y por lo tanto, se obtiene una mayor
resolucién aunque en ocasiones es mis importante el tipo de
empaque y el tamafio de particula de éste, ya que al elevar el
drea de superficie del empaque, se aumenta la interaccién del
soluto con la fase estacionaria.

La eficiencia de 1las columnas se ha elevado con
dispositivos y técnica de empaque que mejoran el contacto del
soluto con la fase estacionaria en su paso en la fase mévil.
Uno de estos sistemas consiste en la compresién radial d= una
columna hecha de un material flexible disminuyendo asi los
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espacios que quedan entre la pared de la columna y las
particulas.

Por otro lado, actualmente se emplean pateriales de
empaque con particulas muy pequeiias que elevan el d&rea
superficial total, pudiendo asi reducir las dimensiones de la
columna. Otra manera de mejorar la eficiencia y la resolucién
es el empleo de hornos que mantienen una temperatura constante
a lo largo de la columna.

Cuando se tienen valores de K’ muy semejantes, es conveniente

el empleo de temperaturas para lograr buenas separaciones.

Tipos de Empagques utilizados en Cromatografia de Liquidos de

Alta Eficiencia.

- Octadecil-silano enlazado quimicamente a silica porosa o a
microparticulas de cer&mica de 5 a 10 um de didmetro.

- Octadecil-silane enlazado quimicamente a gel de silice con
una porosidad controlada y que a su vez ha sido unida a un
nGcleo s6lido esférico de 30 a 50 um de didmetro.

- Particulas de silica porosa de 5 a 10 um de dismetro.

- Gel de silice con una superficie de porosidad controlada
unida a un nficleo s6lido esférico de 30 a 50 um de didmetro.
~ AlGmina con una superficie de porosidad controlada unida a
un nicleo s6lido esférico de 30 a 50 um de didmetro.

- Empaque de intercambio catiénice fucrta: polimero de
fluorocarbén sulfonado cubriendo un ndcleo sélido esférico de
30 a 50 um de di&metro.
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- Octilsilano enlazade quimicamente a particulas de silica
totalmente porosa de 5 a 10 gm de dismetro.

~ Grupos nitrilo quimicamente enlazades a particulas de sflica
porosa de 5 a 10 un de didmetro.

~ Grupos fenile quimicamente enlazados a particulas de silica
porosa de 5 a 10 um de didmetro.

- Empague de intercambio anidénico fuerte formade por una amina
cuaternaria enlazada quimicamente a un nticlec esférico de
silica de 30 a 50 um de didnmetro.

- Gel de silice de 10 um de dismetro con un recubrimiento
enlazado quimicamente a un intercambjador aniSnice de amonio

cuaternario fuertemente bésico.

Registrador.

Su funcién es representar en un registro grifico la sefial
dada por el detector. Generalmente se utilizan registradores
potenciométricos. Otras caracteristicas deseables de 1los
registradores son respuesta répida de la pluma y la velocidad

variable del papel.



C. CUANTXFICACION EN CROMATOGRAFIA DE LIQUIDOS DE ALTA

EPICIENCIA.

La cuantificacién de un compuesto, representado por un
pico se realiza casi siempre por comparacién con el &rea de
un esténdar de concentracién conocida. La cuantificacién es
rara vez realizada por la técnica de normalizacién de &reas.
Esta técnica no es principalmente usada porque requiere que
todos los solutos sean elufdos y detectados. Esto no siempre
es realizado. Adends, los detectores com(nmente usados en
cromatograffa de 1liquidos, por ejemplo UV, 1indice de
refraccidn, y detectores fluorométricos, son detectores nds
bien de concentracién que detectores de masa como en
Cromatografia de Gases. Los detectores de concentracién
responden de manera muy diferente a los diferentes solventes
elufdos, asi que la exacta cuantificacidn via normalizacién
del 4&rea requiere que 1los factores de respuesta sean
desarrollados para todos los solutos.

Esta no es pré&ctica, asi en la préctica, la
cuantificacién se hace comparando el irea de la muestra con
el &rea de un estidndar de concentracién y pureza conocida o
bien asignada.

La medicién del ancho del pico y el &rea del pico tienen

sus desventajas y limitaciones.
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METODOS DE CUANTIFICACION.

ESTANDARIZACION EXTERNA Y ESTANDARIZACION INTERNA.

Después de que se han determinado las &reas de los picos,
en base a la concentracién del compuesto, se procede a
cuantificar el pico de la muestra mediante la estandarizacién
externa. Estos wmétodos también tienen sus ventajas y
limitaciones.

Estdndar Externo.

En el nmétodo del estédndar externo, con inyecciones
separadas de muestra Yy est&ndar, permiten la cuantificacién
nediante la comparacién de las &reas de los picos; esto es,
comparando el &rea del pico obtenido para la nuestra con el
&rea del pico obtenido para el estdndar. Es fundamental el
control preciso del volumen de inyeccién cuando se usa el
estindar externo.

Las ventajas de usar el estindar externo son:

1) Simplicidad en la preparacién de las soluciones a analizar.
2) Eliminacién de buscar un estindar interno.

3) Se evitan problemas causados por una coelucién del estindar
interno y de productos de degradacién desconocidos.

4) Alpacenamiento y pesada de un estdndar interno no
necesarijo.

La solucién de un estindar externc debe ser de una
concentracién cercana a la esperada en la solucién de 1la
muestra. Se debe asegurar que el drea del pico podri ser
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. comparable, de esta manera se evita cancelar errores en las
medidas. Después cromatografiando ambas soluciones (muestra
y estdndar), la cantidad contenida se puede calcular con la

siguiente férmula.

An Ps Dm
cx s ~—————— Pp
As Ds Pm

en donde:

Cx = concentracién del activo en la wmuestra.
Am = Area del pico de la nuestra.

As = Area del pico del esté&ndar.

Pm = Cantidad en mg de la muestra.

Ps = cantidad en ng del est&ndar.

bm

Dilucién de la muestra en ml.
Ds = Dilucién del est&ndar en ml.

Pp

Peso pronmedio de la muestra.

Est&ndar Interno.

Un estandar interno es una sustancia adiciochada a la
solucién prueba. El radioc del area del pice de las especies
de interés asi como del estdndar interno son comparadas de un
cromatograma a otro. Renumerados estindares internos para
muchos aparatos provocan errores. Asf el uso de estandares
internos puede ocasionar desventajas en andlisis de
estabilidad en muestras. Cada muestra puede desarrollar sus
productos de degradacién los cuales pueden coeluir con el
esté&ndar interno, en cuyo caso, la aparicidén de una peguefa
cantidad de degradacién podrfa cambiar sélo n;uy poco.
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Un estdndar interno debe cumplir con los siguientes
requerinientos:
1) Debe ser completamente separado de los otros picos en el
cromatograma
2) Debe eluir cerca de los solutos que serdn cuantificados.
3) Preferiblemente su estructura y el &rea del pico debe ser
parecida al de la muestra a analizar.
4) No debe estar presente en la muestra a analizar, no debe
potencializar ni ser producto de degradacién de la muestra ni
degradarla.
5) Debe ser guimicamente inerte bajo las condiciones de
trabajo (cromatogréificas).
&) Debe ser facilmente disponible, razonablemente de alta
pureza o ser una sustancia f&cil de purificar.

Existen dos variaciones en las técnicas para el uso de
estindar internc. Una involucra la determinacién de factores
de respuesta, y la segunda, una relacién entre respuestas. Los
factores de respuesta son calculados dividiendo el peso de la
muestra entre el correspondiente &rea del pico. El factor de
respuesta es usado para calcular la concentracién de la
nuestra. De la siguiente manera se puede calcular primeramente
el factor de respuesta y enseguida la concentracién.

Asr . Psi . Dsr
Rs——
Asi . Dsi . Psr
en donde:
FR = Factor de respuesta.
Asr = Area del pico del estdndar de referencia.
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Asi = Area del pico del estandar interno.

'l
0
"
1

Cantidad en mg del estdndar de referencia.
Psi = cantidad en mg del esténdar interno.

Dilucién del estandar de referencia.

=]
%)
"
"

Dilucién del est&ndar interno.

o
1)
[N
]

Am . Psi . Dm . 1

Cx =
* " Rsl . Dsi . Pm . TR P

en donde:

Cx = Concentracién del activo en la muestra.
Am = Area del pico de la muestra.

Asi = Area del pico del est&ndar interno.

Pm = Cantidad en mg de la nuestra.

Psi = cantidad en mg del estandar interno.
Dm = Dilucién de la nuestra.

Dsi = bilucién del estdndar internco.

FR = Factor de respuesta.

Pp = Peso promedio de la muestra.

El factor de respuesta es un medio importante no solo
porque se usa para calcular la concentracién, sino también
porque Se puede utilizar para checar el cromatégrafo. El
factor de respuesta deberd ser relativamente constante de un
dia a otro. Sino, entonces, se debe demostrar si algunos han
sido malos en la preparacién de las soluciones del estindar
interno ¢ en el cromatégrafo.

El segqundo camino para usar el estandar interno es por
el uso de relaciones entre las &reas de los picos, el cual es
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definide como la relacién entre el drea del pico de la muestra
y ‘el &rea del pico del estindar interno. Después de gue ha
sido establecido que la relacidén entre las areas de los picos
es lineal en el rango deseado, se prepara una solucién de la
muestra y una solucién del estdndar a los cuales han sido
adicionades la misma cantidad de estandar interno. Después de
obtener el cromatograma de la nuestra y del estandar, la

relacién de ireas para la muestra y el estandar se obtienen.

Sistema de Adaptabilidad.

El adaptar un sistema de operacién cuando se emplean
métodos cromatogrdficos (liquidos 6 gases), es debido a que
ciertos factores conmo la electrénica, el equipo, la operacién
analitica y la nuestra, los cuales constituyen un sistema
analftico, pueden llegar a cambiar la funcién de un sistema.

Esta adaptabilidad se realiza mediante el mnmétodo
establecido, analizando una misma solucién estandar
repetidamente (6 veces). Con los resultados obtenidos, se
obtiene la eficiencia, precisién interna, factor de coleo,
resolucién, tiempo de retencién, curva de calibracién,
respuesta, forma de picos y recobro experimental. Con dichos
datos, se puede obtener la reproducibilidad de respuesta. Los
limites se encuentran establecidos en la monografia del

producto.
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D. KOKOGRAFPIAS.

ESPIRONOLACTONA.

a) Férmula Estructural.
~Hz o

Hyc Gz Y

o SCOCH)

b) Férmula Condensada.

C4tl32048
c) Peso Molecular.

416.57
d} Nombre Quimico.

Gapa-lactona del &cido 3-(3-oxo-7-alfa-acetiltio-17-beta-
hidroxi-l4-andostren-17-alfa-il) propiénico.
e) Descripcién.

Polvo de color blanco o blanco amarillento, inocdoro o con
ligero olor a &cido tricloroacético.
f£) Solubilidad.

F&cilmente soluble en cloroformo; pocoe soluble en alcohol,
éter; casi insoluble en agua.
g) Propiedades Fisicas. -

Absorbe en el Infrarreojo.

Absorbe en el Ultravioleta.

Rotacién Optica: -33° - =-37°C
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Punto de Fusién: 205°C.
Resonancia Magnética Nuclear.
Espectrometria de Masas.

h

Estabilidad y bPegradacién.

Se ha encontrado gue la espironolactona se descompone en
la dienona, canrenona. La reaccién no es f&cil de una a otra
en la forma quimica pura o en forma farmacéutica. Asi, de
canrenona se forma s8lo un 1% o menos en un perfodo de 5 afios
a 40°C.

i) valoracién.

- Por método espectrofotométrico, utilizando como
disolvente y como blanco, metanol a una longitud de onda de
238 nm.

- Por métedo cromatogr&fico, la espironolactona puede ser
separada de la canrenona en una columna de octadecilsilano
usando metancl-agua como fase mévil y detectarla con la ayuda
de un detector UV. La espironoclactona eluye primero y puede
ser detectada a 238 nm; y la canrenona puede ser absorbida a
283 nm mostrando a esta longitud de onda su méximo de
absorcién.

Asi mismo, por método cromatografico se puede utilizar
tanbién como fase m6vil acetonitrilo-fosfato de amonio

dibdsico 0.02M (55:45), con un detector de UV a una longitud

de onda de 254 nm y una columna de decilsilanc P ta

por microparticulas de 5 a 10 um de dismetro.
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j)} Propiedades Farmacolégicas.

Este antagonista de la aldosterona es primeramente usado
como diurético en hipertensién e hiperaldosterismo. También
ha sido utilizade recientemente en el tratamiento del
hirsutismo. Al igual que los antagonistas de la aldosterona,
la espironolactona se ha usado sobre todo en el tratamiento
del edema refractario y la hipertensiédn. Con frecuencia se ha
empleado junto con otros agentes diuréticos y como Gnica
droga. Teéricamente, la pérdida de potasio que se produce
secundariamente con el uso de otros diuréticos puede disminuir
con la administracién simult&nea de antagonistas de 1la
aldosterona. Egto ha quedado respaldado con la experiencia
clinica en el tratamiente de 1la insuficiencia cardiaca
congestiva, la cirrosis hepitica y el sindrome nefrético, pero
los efectos cuantitativos no son exactamente previsibles
debido a 1las complejas interacciones de la enfermedad
primaria, el grado de hiperaldosterismo secundario y las
acciones de 1los diuréticos tomados simultdneamente. La
espironolactona puede ser tambié&n Gtil en individuos con
hiperuricemia clinicamente significativa, hipopotasemia o
intolerancia de la glucosa y es el agente de eleccién en el

hiperaldosterismo primario.
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FUROSEMIDA.

a) Férmula Estructural.

COON
NH—CHy

Hat—0g8
<

b} Férmula Condensada.
C¢H;7C1N705S
c) Peso Molecular.
330.75
d) Nombre Quimico.
Acido 5-(aninosulfonil)-4-cloro=-2-( (2~£uraniiﬁaetil)aminn)
benzoico.

e) Descripcién.

Polve cristalino de color blanco ¢ ligeramente amarillento,
inodoro.
£f) Solubilidad.

Soluble en soluciones de hidréxidos alcalinos,
dimetilformamida y acetona; poco soluble en etancl y metanol;
ligeramente soluble en &ter; insoluble en agua y cloroforpo.
g) Propiedades Fisicas.

Absorbe en el Infrarrojo.

Absorbe en el Ultravioleta.

Punto de Fusién: 208°C con descomposicién.
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h) Estabilidad y Degradacién.

Se ha reportado que la furosemida es inestable en medio
&cido y muy estable en medio bisice. Asf mismo, la USP indica
que el pH adecuado es el que se encuentra entre 8.9 y 5.3.

Por otra parte, se ha observado que la furosemida en
soluciones que utilizan como conservador benzoato de sodio,
sufre descomposicién debido a que el benzoato no es un buen
conservador en medio bdsico. Sin embargo, los parabenos si
pueden ser utilizados ya que ne interfieren en el an4lisis,
ni en la descomposicién de la furcsemida.

i) valoracién.

Por método volumétrico dcido-base utilizando como medio de
dilucisn dimetilformamida, como indicador azul de bromotimol
1t en dimetilformamida y se titula con solucién U.le de
hidrsxido de sodio.

j) Propiedades Farmacolégicas.

La furosemida es un diurético que actGa sobre la funcién
renal tubular. Este f&rmaco logra una diurésis mé&xinma mucho
mayor que la observada con otros agentes. El principal sitio
de accién es la rama ascendente gruesa del asa de Henle. Por
ende, este farmaco también se denomina diurético del asa.

Los diuréticos del asa actGan principalmente inhibiendo la
reabsorcién de electrolitos en la rama ascendente gruesa del
asa de Henle.

En Pprimer lugar, este agente virtualmente elimina 1la
produccién positiva y negativa del agua libre, en la cual 1=z
rama ascendente desempena el papel central. En segundo lugar,
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experimentos con micropuncién deauestran un aporte mucho mayor
de sodio y cloro a la parte inicial del tdbulo distal. En
tercer lugar, en experimentos con =micropuncién in vitro hay
una total inhibicién del transporte de clorurc de sodio en la
rana ascendente gruesa con concentraciones luzinales de 1la
droga en el espectro esperado in vivo.

Este agente tiende a aumentar el flujo sanguineo renal
sin incrementar la fase de filtracién especialmente luego de
la inyeccién intravenosa. Tal canbio en la hemodindmica renal
reduce la reabsorcién del liquido y electrolitos en el tdbulo
proximal y puede aumentar la respuesta diurética. También
tienden a aumentar la excresién de potasio y la concentracién
del &cido trice.

Los diuréticos de esta clase incrementan la excresién de
calecioc y  9npagnesio con una magnitud aproximadamente
proporcional al aumento de la excresién de sodio. As$ mismo,
aunentan la excresién de la acidez titulable y el amonjoc. Este
tipo de diuréticos, es efectivo para el tratamiento del edema
de origen cardiaco, hepdtico renal; en casos de nefrosis o
insuficiencia renal crénica también suele ser utilizada la

furoseaida.
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METODO X.

B. DESARROLLO.

Este método se realiza por Cromatografia de ligquidos en

fase inversa.

Condiciones;

Colunmna:

Fase M6vil:

Disolvente:
Flujo:
Voluzen de Inyeccidn:

Longitud de Onda:

RESULTADOS.

Columna empacada con octadecilsilano
de tamafio de particula de 5 u. La
columna es de una longitud de 100 mn
y un didmetro de 4 nnm.

Acetonitrilo : Sol. Reguladora de
fosfato de amonio dibdsico 0.02 M
(55:45) .

Acetonitrilo : Agua (9:1).

1 ml/min.

10 pl.

254 nm.

Este método resulta no ser especifico para los fines

deseados, debido a que la furosemida presenta un tiempo de

retencién nuy cercano al tiempo de retencién de su producto

de degradacidn. el Scido 4~cloro-S5-sulfaneoil antranflicc; oot

se puede deber a gque ambos productos tienen un comportamiento

muy parecido Yy con estas condiciones no se logra la
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separacién, coxo se puede‘.observa'rven la figura 3.
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" METODO II.

Se realiza por cromatografia de liquidos en fase inversa,
siendo éste método especifico ya que con este se logran
separar los 2 activos, la furosemida y la espironolactona, asi
como el &cido 4-cloro-5-sulfanoil antranilico, como se muestra

en la figura 4; y a su vez resulta ser el adecuado para que

no se degrade la furosemida.
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CONDICIONES.

Equipo: cromatégrafo de Liquidos de Alta

Resolucién, modelo HP 1090, equipado

con inyector automitico, detector UV.

Coluzmna: Colunna empacada con octadecilsilanc

de material esférico rugoso, con un

tamafio de particula de 5 p. La

columna es de una longitud de 100 mm

y un dispetro de 4 mm.

Fase M6vil: . Metanol grado cromatogrifico :
solucién reguladora de fosfatos 0.4%,
con el siguiente gradience.

Tiempo (min) % Metanol % Fosfatos
0 - 1.75 50 50
1.80 - 5.20 75 25
N 5.50 ~ 6.50 50 S0

Disolvente’: Metanol grado cromatogrdfico :
solucién reguladora de fosfatos 06.4%
(50:50)

Flu)’o: 0.8 ml/min.

Volumen de Inyeccién: 15 pl.

Longitud de Onda: 254 nm.

Solucién Reguladora de Fosfatos al 0.4%

Pesar 2.0 g de fosfato de sodio dib&sico y 2.0 g de
fosfato de potasio monobadsico; transferir a un matraz
volumétrico de 1000 ml, disolver y llevar al volumen con agua



destilada. Ajustar la solucién a un pH de 7.0 con solucibn de
hidréxido de sodio 1.0 N. Posteriormente, 500 ml de 1la
solucién anterior se filtran al vacio por mer-hrana de 0.25 um;
(esta solucién se usard para la fase mévil), y los otros 500

ml se dejan para usarse como disolvente.

Disolvente.
Preparar una mezcla de metanol grado cromatogrifico y
solucién reguladora de fosfatos al 0.4%, en una proporcidn

50 : 50.

Solucién de Referencia.

Pesar en un matraz volumétrico de 50 ml, aproximadamente
20 mg de estindar de furosemida y 50 mg de estindar de
espironolactona; adicionar 25 ml de metanol y agitar en bafio
de ultrasonido durante 5 min. (para asegurar que ambas
sustancias se disuelvan bien). Llevar al volumen con metanol
Y mezclar.

De la solucién anterior, tomar una alicuota de 2 nl y
transferirla a un matraz volumétrico de 25 ml; adicionar una
alicuota de 1 ml de la solucién de &cido 4-cloro-5-sulfamoil

antranilico y llevar al volumen con disolvente y mezclar.

Solucién de Acido 4-clors-S-sulfameil antranilico.

Pesar en un matraz volumétrico de 100 ml, apro;dmadamente
16 mg de &cido 4-cloro-5-sulfamoil antranilico y adicionar
metanol, agitar durante 5 min. en bafic de ultrasonido y
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enseguida llevar al volumen con metanol y mezclar.
De la solucién anterior, tomar una alicuota de 1 ml. y
transferirla a un natraz velumétrico de 50 ml, llevar al

volumen con metanol y mezclar.

Preparacién de la Muestra,

Pesar en un matraz volumétrice de 50 ml el equivalente
a 20 ng de furcsex=ida ¥y a 50 mg de espironolactona de una
mezcla del producto {cdpsulas); adicionar 25 nl de metanol y
agitar en bafio de ultrasonido durante S min. Llevar al volumen
con metanol y mezclar. De la solucién anterior, tomar una
alicuota de 2 ol y transferirla a un matraz volumétrico de 25
ml; llevar al volumen con disolvente y mezclar.

Tanto la mnuestra como la solucién de referencia, se
filtran por membrana de 0.22 um para evitar que se tape el
inyector. Se procede al an&lisis de la siguiente manera:
~ Inyectar la muestra por duplicado y obtener respuesta y

realizar los célculos correspondientes.
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VALIDACION DEL METODO.

I. ESPECIFICIDAD DEL METODO.

Con la técnica propuesta se analizaron cada una de las
muestras obteniéndose lo siguiente, utilizando como referencia
temperatura ambiente. Se sometieron muestras de placebo y de

principio activo a 40°C como se indica a continuacién:

MUESTRA TIEMPO TEMPERATURA
Placebo 1 mes 40°C
Espironolactona

y Furosemida 1 mes 40°C
Muestra del Productoe 1 mes 40°C
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FIGURA 5. Cromatograma de el dizsolvents, no se observa

interferencia para la cuantificacién de los activos.
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FIGURA 6. Cromatograma de al placebe a temperatura ambients,

no hay interferencia para la cuantificacidn de los activos.
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PIGURA 7. Cromatograma de el placebo a 40°C. i mes. No hay

interferencia para la cuantificacién de los activos, asi como

t hay degradacién de alguno ds los excipientes.
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para cada activo.
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degradacién de furosemida {icido 4-cloro-S-sulfamoil

antranilico).
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PIGURA 11. Cromatograma correspondiente al placebo adicionado
con los activos en el que se puede confirmar que no hay
interferencia de otros picos con los de los principios

activos.
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II. LINEARIDAD DEL SISTEMA.

La linearidad del sistema se demostrd analizando muestras
de tamafios equivalentes al 50, 75, 100, 125, y 150 % del
establecido en el procedimiento normal de andlisis para cada
principio activo, por duplicado.

A partir de los datos obtenideos en el ensayo de las
muestras antes descritas, se efectlo el andlisis de regresién
lineal, calculando el coeficiente de correlacién entre el
contenide de furosemida y espironolactona y la cantidad

recuperada de cada uno de ellos. (Figura 14 a, b, Tabla 1}.

IIX. PRECISION DEL SISTEMA.

Se determiné analizando una misma nuestra de solucién
estindar correspondiente al 100 % del establecido en la
linearidad del sistema, por sextuplicado.

El andlisis de varianza de los datos fue 1o que nos ayudé

a determinar la precisitn del sistema. (Tabla 2).
IV. LINEARIDAD DEL METODO.

Se determiné en placebos adicionados de los principios
activos, cada uno de manera independiente, en cinco
concentraciones diferentes haciendo el andlisis por

triplicado.
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El intervalo de trabajo © 1linearidad del método se
demostré analizando muestras de tamafio equivalentes al 80, 90,
100, 110, y 120 % del establecido en el procedimiento normal
de an&lisis para cada principio activo.

A partir de los datos obtenidos en el ensayo de las
muestras antes descritas, se efectué el anilisis de regresién
lineal, calculando el coeficiente de correlacién entre el
contenido de furosemida y espironolactona adicionados y 1la
cantidad recuperada de los nmismos.

También se realizé el anilisis estadistico de los datos
para demostrar la varjacién del nétodo. (Figura 1Sa, 1Sb,

Tabla 3).

V. EXACTITUD DEL METODO.

La propiedad del método de proporcionar resultadoes

cuantitativos lo m&s cercano al valor real, se denostré

adici Pl bos adici del principio activo al 100%
del valor esperado por sextuplicado cada nuestra con la
metodologia propuesta. La cantidad recuperada de los dos
activos en cada muestra, asfi como los valores obtenidos de la
desviacién estindar y del coeficiente de variacién indican la
exactitud del método.

También se determind el intervalo de confianza (I.C.) ¥y
los limites de confianza (L.C.) al 97.5 & respectivamente.

(Tabla 4).
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VI. PRECISION DEL METQDO.

La reproducibilidad del =étodo se realizé analizando por
sextuplicade un lote proveniente de un muestreo homogéneo de
cdpsulas, por dos analistas, en dos dfas diferentes.

El andlisis de varianza de los datos obtenidos sirvié

para denostrar la precisisén del =método. (Tabla 5).



RESULTADOS .

TABLA 1.

Linearidad del sistena.

Espironolactona.

ng adicionados Area ng recuperados(*) Area tArea

25.050 2499124 25,1995 2514100 100.585
37.575 3748715 37.2585 3717200 95.16
50.100 4998222 49.9990 4988158 95.80
62.625 £247805 62.5970 6245048 99.955
75.150 7497400 74.7490 7457400 99.470
Regresién lineal: r=0.9999 ri=0.9998 n=0.9935

criterio: r 2 0.99 ri > 0.98

Coeficiente de variacién: X=95.796% DE=0.542 CV=0.543%

Criterio: CV < 1.5%

* Propedio de los resultados obtenidos.
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PIGURA 14.a. Linearidad del Sistema. Espironolactona.
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Linearidad del sSistena.

Furosemida.

mg adicionados

9.850
14.775
19.700
24.625
29.550

Regresién lineal.
Criterio:

Coeficiente de variacién.

Criterio:

ng recuperados(+) Area

Area

600905 9.8510
901379 14.7238
1201812 19.6630
1502344 24.4240
1802780 29.6185

r= 0.9999

r > 0.99
X=99.76%

cv g 1.5%

600960
898240
1159550
1490100
1806950

ri=0.9998

r? > 0.98

DE=0.373

* Promedio de los resultados obtenidos.

TArea
100.010
99.65
99.81

99.185

100.145

m=0,9997

CV=0.374%
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YIGURA. 14.b. Linearidad del Sistema. Furosemida.
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TABLA 2.

Precisién del Sistema.

Espironolactona.
mg recuperados $recuperado.

49.905 99.4

99.602 98.81
49.655 98.71
49.758 99.12
45.605 98.81
<35.833 98.87

ng adici d de Espironolact = 50.2 ng = 100%

Coeficiente de Variacién: X=98.98% DE=0.239 cv=0.24%

Criterio: CV € 1.5%
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Precisién del Sistema.

Furosemida.
mg recuperados % recuperado
20.568 99.84
20.659 100.29
20.65% 100.26
20.733 100.65
20.730 100.63
20.685 100.41

ng adicionados de Furosemida = 20.6 ng = 100%

Coeficiente de Variacién: X=100.35% DE=0.298 cv=0.3%
Criterio: CV g 1.5%



TABLA 3.

Linearidad del mé&todo.

Espironolactona.

ng % ng 3 3

adicionados adicionado recuperados recuperado respuesta

40.7 81.4 40.583 81.17 99.72
45.3 $0.6 45.364 80.73 100.14
- 50.7 T101.4 50.634 101.27 99.87
57.2 - 114.4 57.160 114.32 99.93
60.0 120.0 59.950 119.90 99.92
Regresién lineal: r=0.9999 ri=0.9999 n=1.0
b=-0.118
Criterio: r > 0.99 r: > 0.98 b=0
Coeficiente de Variacién: X=99.92% DE=0.153  CV=0.153%
Criterio: v & 2.0%
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Linearidad del Método.

Furosenida.
By Y =g Y T
adicionados adicionado recuperados recuperado respuesta
S 17.1 85.5 17.242 86.21 100.83
18.2 91.0 7.882 85.51 $8.80
20.5 102.5 20.70% 103.55 101.02
21.3 106.5 21.170 105.85 99.39
24.1 120.5 24.153 120.765 100.22
Regresién lineal: r=0.9978 r:=0.9957 n=1.003
b=-0.347
Criterio: r > 0.99 r: > 0.98 b=0
coeficiente de variacién: X=100.05% DE=0.95 CV=0.95%

Criterio: ¢V £ 2.0%
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‘TABLA 4.

Exactitud al 100%.

Espironolactona.
ng adicionados ng recuperados trecuperado

50.6 50.591 $9.98

50.0 50.103 100.21

50.5 50,257 99.52

49.7 49.327 99.26

50.1 50.081 99.96

49.9 49.580 99.36
Coeficiente de Variacién: X=99.713% DE=0.38% CV=0.39%
Criterio: CV £ 1.5%

Intervalo de Confianza:
GL=5 £=2.5706 IC=99.713 +/~ 2.5706 (0.389/,/6 )

IC= 99.16% - 100.26%

IC = X +/- t(DE/J 6)
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Exactitud al 100%

Furosenida.
mg adicionados Bng recuperados trecuperado
20.0 19.742 98.71
19.8 19.864 100.32
19.5 19.497 99.98
20.2 20.313 100.56
20.0 20.021 100.11
9.7 i%.858 89.79

cCoeficiente de Variacién: X= 99.91% DE=0.646 Cv= 0.653%

Criterio: CV £ 1.5%
Intervalo de Confianza.

GL= 5 t= 2.5706 IC= 99.9L +/- 2.5706 (0.6465/y6 }

IC= 98.99% - 100.82%
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TABLA 5.

Precisién del Método.
(Reproducibilidad y Repetibilidaqd).

Espironolactona

% recuperado

pia Analista

1 2
101.88 99.86
100.29 . 100.53
10132 08.63

1 101.85 99.19
101.32° 100.65
101.09 102.53
101.52 98.12
100.25 98.22

2 101.38 100.24
101.07 98.60
101.76 ) 99.21
101.20 101.51

Coeficiente de varlacidn: —~ X=100.51% DE=1.261

CV=1.25%

Criterio: CV g 2.0%
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Precisién del Método.

Furosemida.

% recuperado

101.27
100.08
i I 101.19
§ 101.54
101.41
101.04

101.22
99.76
100.67
2 100.58
101.72
100.54

coeficiente de Variacién:

Criterio: CV £ 2.0%

Analista

se 54
100.69
59.12
. 99.489
100.93
100.36

98.73
98.28
99.52
98.64
99.10
101.70

%= 100.313% DE=1.066 CV= 1.06%
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CONCLUSIONES.

El método desarrollado por Cromatograffa de Liquidos de
Alta Resolucién, para la cuantificacién de Furosemida y
Espironolactona en cépsulas de gelatina dura, resultd ser
especifico, lineal, preciso y exacto; y por lo tanto, se
considera validado para las condiciones establecidas.

Después de desarrollada la metodologia, esta se optimizé
variando las condiciones de operacién en el método con lo que
se logré disminuir el tiempo de an&lisis de 1 dia a 30-45
minutos, obteniende igual forma de los picos, con unz adecuada
resolucién as{ como un costo del an&lisis barato.

Asf! mismo, mediante el eppleo de gradiente se pudo
obténer una buena resolucién de los picos, asf como la elucidn
de los mismos con menor tiempo.

Las pruebas estadisticas nos demuestran que la linealidad
tanto del sistema como del nétodo, es confiable y adenmis
védlido, obteniendo una desviacién menor a la establecida como
limite, asi como al obtener valores cercanos a los
establecidos inicialmente. De la misma manera, el an&lisis de
regresién nos ayuda a corroborar esto Gltimo. Por otra parte.
el método resulté ser exacto y preciso tanto como por los
valores obtenidos para la cantidad recuperada, como por la

desviacién que presentan.
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En cuanto a la especificidad, como ya se menciondé
anteriormente, queda comprobado que el método resulta ser
especifico para los fines deseados; por lo que la linealidad,
exactitud, precisién y especificidad del nétodo quedd
comprobada.

Por otra parte, mediante la validacién de este método,
se corrobora también que puede ser utilizado como método
indicador de estabilidad, debido a gque se obtiene un pico bien
definido para el &cido 4-cloro-S-sulfamoil antranflico el cual
puede ser cuantificado.

Tomando en cuenta lo anterior, también se puede decir que
el método descrito anteriormente podria ser propuesto como un
método de andlisis para la Farmacopea Mexicana, tanto de la
furosemida como de la espironolactona, ya que para ninguno de
los anteriores se ha incluido el ensayo por cromatografia de

liquidos de alta resolucién en la Farmacopea Mexicana.
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