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INTRODUCCION,

En la actualidad, deb&ds a la inminente aﬁertura del
mercado exteorior, todos los principios actives de las diferentes
formas farmacéuticas deberian incluir la validacién del método o
métados para cuantificarlos, 1ndependientemente si sen
indicativos de estabilridad o para control de calidad.

La validacidn de un método analitico tiene la finalidad de
cuantificar a uno o mas principios activos de manera que no
interfieran los excipientes, productos de degradacién y las
sustancias generadas por interacciones de los componentes de la
formulacién, de esta manera es posible asegurar la
reproducibilidad y confiabilidad de los resultados cbtenidos.

El disefio de una formulacién de ovulos de Nitrofurazona.
hace necesaric implementar metodologias que permitan cuantificar
a dicho activo. y a la vez establecer las condiciones del
analisis,

En el presente trabajo, se validaron dos métodos para
control de calidad: por cromatografia de liquidos de alta
resolucién y espectrofotométrico, que cuantifican Nitrofurazona,
considerando que #ésta forma farmacéutica Cdvulos) no es
considerada en la Farmacopea Nacional Sa. edicién o USP XXII.

Por lo general, la validacién de un método para control de
calidad incluye una evaluacidén de la linealidad, precisién,

exactitud, estabilidad y especificidad; tales parametros fueron



considerados para ambos métodos y comparados estadisticamente.

por lo que se establece que ambos son adecuados para el estudio.



1. ANTECEDENTES TEORICOS

A. Nitrofurazona

1. PROPIEDADES FISICAS

a, Descripcidn.

Polvo cristalino de sabor amargo.
b. Punto de Fusidn.

De 236 - 240°C con descomposicion,
c. Color.

Amarillo verdoso,

2. PROPIEDADES QUIMICAS,

a. Espectro de Absorcisén Infrarroja,

los picos principaies estan a 870, 1023. 1200,
1250, 1585 y 1718 nm.CFig. No.12.
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FIGURA No t. ESPECTRO DE IR DE URAZONA.



b. . Férmula Estructural.

0N _ O ~ /CH=NNHCONHZ

3

3., PROPLEDADES FISICOQUIMICAS,

a. Solubilidad.

1 en 4200 partes de agua.

1 en 600 partes de alcohol.

1 en 350 partes de propilenglicol.

1 en 100 partes de mezclas de macrogol.
Soluble en dimetilformamida.

Insoluble en éter y cloroformo.

b. pH

Una solucién al 1% en agua tiene un pH de 6.0 - 7.5

c. Constante de Disociacidn.

pKa = 10



d, Caracteristicas Espectrofotométricas.

Una solucidn al 0.001% presenta un maximo de absorcion a
365 nm 'y un minimo a 306 nm. La relacién Eaos/Eass no debe ser

mayor a 0.25 (CFig. No.2).

ranzrEnonsy

) ECX Y 4 w
IS8 rasain LONGITUD DE ONDA LW Nw

FICURA No, 2. ESPECTRO DE ABSORCION UV DE NITROFURAZOMA.

4. PROPIEDADES FARMACOLOGICAS.

a. Accidén Farmacoldgica,

La Nitrofurazona actita como bacteridstatico o bactericida
de amplic espectro, que incluye a la mayoria de las bacterias
cominmente encontradas en las infecciones superficiales como
heridas y quemaduras. Muchos estudios indican que la
Nitrofurazona tiene un mayor predominic como bactericida que
como bacteriostatico para la - gran mayoria de los

microorganismos. No es fungicida ni fungistatico. Su espectro



antibacteriano incluye a los siguientes .’ microorganismos

Gram-negativos y Gram-positivos a:

Gram-negativo Gram-positivo

Neisseriae gonorrhoeae Staphylococcus aureus

Neisseriae intracellularis
Escherichia coli
Salmonella schottmuelleri
Salmonella paratyphi
Eberthella typhosa
Shigella dysentaeriae
Proteus vulgaris
Chromobacterium violaceum
Serratia marcescens
Asrobacter aerogenes
Klebsiella pneumcniae

Bacillus subtillis

b. Toxicidad.

Staphylococcus albus
Straeptococcus faecalis
Streptococcus anha’mol yticus
Streptococcus pyogenes
Diplococcus pneu-moni ae
Clostridium histolyticum
Clostridium novyi

Clostridium sporogenes

. Clostridium tetani

Clostridium septicum
Clostridium perfringens

Mycobacterium tuberculosis

Produce reacciones de hipersensibilidad y alergia en la

piel.

Otros efectos Lédxicos reportades por administracién oral

incluyen polineuritis, nadsea, vémito y dolor de cabeza .



c, Metabolismo,

L.a Nitrofurazona es extensivamente metabolizada en el
cuerpo. La mayor parte de los antilnfecciosos téplcos, en
ausencia de inflamacién, se absorben en forma minima a la
circulacion general, sin embargo la absorcién aumenta cuando se
aplican a zonas grandes de piel desnuda © inflamada.

La accién de los antiinfecciosos locales es rapida, por
lo general, en minutos. Su duracién es limitada debido a que con .
frecuencia son inactivados por los componentes de la sangre, pus
y exudados. Por lo que se deben utilizar a menudo de 3 a 6 veces
al dia después de que la piel esta despojada de costras,

adherentes y desechos 3,4,

d. Dosis.

Dosis maxima simple 100 mg; maxima en 24 hrs S00 mg.



B. Sistemas Dispersos

1. DEFINICION.

El término sistema disperso se refiere a un sistema en el
cual wuna sustancia (Cla fase dispersa) esta4 distribuida

homogéneamente en una segunda sustancia, la fase continta o

vehiculo @.e.

2. CLASIFICACION,

Como se muestra en la tabla No. 1, las faRes dispersass y
continuas pueden ser sélidas, liquidas o gaseosas, y de
acuerdo a eso se clasifican los diversos tipos de sistemas

dispersos s,

TABLA 1.CLASIFICACION DE LOS SISTEMAS DISPFERS0S BASADOS EN SU
ESTAPO FisSiCoO.

FASE DISPERSA MEDIO DE DISFERSION SISTEMA
LIQUIDO TAS AEROSOL LIQUIDO
SOLIDO aAS _AEROSOL BOLIDO
CAS LIiauipo ES8PUMA

LIQUIDO ‘ LIQUIDO EMULS ION :

SOLIDO LIQUIDO BUSPENSION

OAS soLipo ESPUMA SOLIDA
LIQUIDO SOLIDO EMULS ION SOLIDA
SOLIDO #SOoLIDO BUSPENSION SOLIDA




C. -Ovulos.
1. DEFINICION.
Los Ovulos son formas farmacéuticas sdédlidas © semisélidas
de formas dxveréas. fabricadas por compresién y el procedimiento
usual de los supositorios para su aplicacidén en la vagina donde

ejerce su accidn 12,8.0.

2. CARACTERISTICAS FISICAS.

a. Forma.
Existen en variadas formas: esféricas, ovoides, tipo

torpedo y planas, ver Figura No. 3 oo,

10 0o [} 00
10 S qp00

1S
@OODWOO

%

FIGURA No 3. FORMAS MAS COMUNES DE LOS OVULOS,



b. Color...
Los colores son usualmente muy variados aunque
geher almente son blancos, También pueden presentarse en color

rosa, beige, verde; gris o amarilleo dependiendo de su principio

activo i,

c. Olor,
En medicina humana algunos ovulos presentan aroma; las
gsencias generalmente usadas son jasmin. lavanda. acitrén y

rosas (.

d. Dureza.

Es la determinacidén de la fuerza mecanica necesaria para
romper un ovulo, lo cual indica si un o6vulo es blando ©
elastico. El método Erweka es utilizado para esta prueba y las
unidades de medida son Kgs. La fuerza mecanica no debe ser menor

de 1.8 Kg wa0r.

e. Temperatura de Fusidn.

El punto de fusién es un fAcLor critico en la
determinacién de 1la velocidad de liberacién del o los
ingredientes activos del 6vulo. Debe ser evaluado periddicamente
cuandc es almacenado para verificar si no existe alguna forma
metaestable de ia base utilizada. Generalmente, la temperatura

de fusién final no debe ser mayor de 37°C G.e40.

10



f. Tiempo de Licuefaccién,

Esta prueba indica el comportamiento fisico del. ovulo
cuando se expone a la temperatura funcional maxima de 37°C. El
tiempo de licuefaccidn determina el tiempo necesario para licuar
al ‘évulo bajo una presién similar a la del cuerpo, en presencia

de agua y a temperatura corporal tsai1.

E} Aparato‘consta de:

-Un cilin;iro de vidrio de 260 mm de longitud, con un
didmetro externc de S0 mm, que se estrecha a un diametro
externo de 22 mm en una longitud de 30 mm en cada extremo y &
conexiones para agua.

-Un tubo de celofan para dialisis de 34 a 35 ¢cm de largo
y cuyo diametro al inflarse, arroja una medida de 2.85 cm, que
se debe humedecer, abrir y montar en los extremos del cilindrao

de vidrio, estirandolo y asegurandose con 2 bandas elasticas.

- Una bomba para circular agua, conectada al cilindro de

vidrio por dos mangueras de hule.

- Un termdémetro con un range de escala de 32 - 45°¢ y

dividido en décimas de grado.

- Un cronémetre y un soporte.

11



FIQURA Ho, 4, APARATO PARA DETERMINAR TIEMPO DE LICUEFACCION

DE UN OVULO.

Una vez montado el aparato (Fig. No.4) sobre un scoporte
que permita su ascenso y descenso, hacer circular agua, a 37
°C a través de las dos mangueras de hule y a una velocidad
tal, que la mitad inferior del tubo de celofin se colapse y la
mitad superior se abra.

La presién hidrostatica del agua en el aparato es de
cero aproximadamente cuande el tubo comienza a colapsarse.
Cuando el termdmetro alcance una temperatura estable de 37°%,
introducir el &évulo y bajar el aparato 30 cm aproximadamente;
intclar con el crondmetro la medicién del tiempo de
licuefaccidn, deteniéndolo, en el momento en que el dvulo este

complétamente fundido en el tubo.

12



Una vez coneluida la determinacién, subir el aparato.
hasta que el t‘ubo de celofan se abra, lavar - las paredes del
tubo, con agua conteniendo detergente y posteriormente con
agua destilada, dejarla escurrir unos minutos y repetir las

pruebas con 2 muestras mas u.

g Peso.

El peso de los ovulos es variado, en medicina humana
oscila entre 0.5g - 2.8g; enh medicina veterinaria de 2.7 - 15g
.

h. Desintegracidn.

La prueba se basa en la medicidn del tiempo requerido

por los &vulos para reblandecerse o desintegrarse en un medio

liquido, bajo condiciones establecidas an.

El aparato consta de un cilindro de vidrio o plastico
rigido transparente, abierto en ambos extremos. de 60 mn de
altura, con un diametro interno de 52 mm y un grosor en las
paredes de 8 mm,

Dos placas de acero inoxidable, perforadas, que se fijan
internamente al cilindro en forma horizontal y paralela,
separadas a una distancia de 30 mm y sostenida por 3 abrazaderas
de acero inoxidable, igualmente espaciadas alrededor de la
circunferencia de las placas. Las placas son de S0 mm de

diametro, con 39 perforaciones de 4 mm de diametro, ordenadas en

13



an‘ulos‘ conteniendo &6, 12 .y 20 perforacicnes, ademas de una
Vper}‘zcracvionfcenu;al. Un vaso de precipitados, con una capacidad
nﬁn.lma para‘ 4 litros, contenifendo agua a 36 a 38 °c.

Ademas un dispositivo que pueda detener el cilindro a 90
mm por abajo de la superficie del agua y que permta que el

cilindro sea invertido cada 10 minutos sin emerger del agua.

5T

a§ABETAVAGAA
Meazasivins
3 SUPERNGH DIL AGLA

FIQURA No 3. APARATO PARA DETERMINAR TIEMPO DE

DESINTEGRACION DE UN OVULO,

Una vez montado el aparato, colocar el cilindro armado
con los discos y asegurados por las abrazaderas, como se
indica en la figura No.9, en un vaso de precipitados de
dlam‘etro adecuado, conteniendo agua a 36-37 °c., con el nivel,
abajo del disco superior. Usando una pipeta, ajustar el niwvel
con agua a 35-37 °C, hasta que una capa uniforme cubra las

perforaciocnes del disco.

14



Colocar un 4vulo scobre el disco superior y cubrir con
una placa de vidrio, para mantener condiciones apropiadas de
humedad. Examinar el estado de las muestras después de
‘.ranscurrldo el tiempo indicado en la monografia especifica
del producto.

Se considera que la desinLegracidén se ha realizado, cuando
no permanece ningun residuc sobre los discos, o si permanece un
residuo, éste consiste solamente de uha masa suave o espumosa
sin centro sélido que ofrezca resistencia a la presién con una

varilia de vidrio an.

3. CLASIFICACION.
a. Anticonceptivos.

Llos contraceptivos vaginales contienen como principio
activo un espermicida y son diseffados de tal forma park que se
fijen en la vagina y que no sean absorbidos, ademds de ojercer
su accidén por un mecanismo de licuefaccién. Se considera que los

Aanticonc‘epuvos mAs seguros Yy efectivos son el Menfegol .
Nonoxinol-9 y el Octoxinol-9. El nonoxinol y octoxinol son 100 %
espermié:idas in vitro, pero el indice de fracasos en la practica
varia entre 2 y 4 % Son muy poco irritantes y se ocupan en
productos de higiene femenina. A estas formas se pueden

incorporar agentes tenscactives para obtener espuma, gque es
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necesaria para atrapar a los espermatozoides, pero también .es
Gatil en los demas para una mejor distribucién del agente

' terapéutico sobre la superficie vaginal w0,

b. Antibacterianos,

Debido a las modificaciones de pH y humedad en la vagina,
pueden desarrollarse bacteria;. hongos, parasitos y gérmenes
patégencs que generan procesos infecciosos como la
Candidiasis, Tricomoniasis, ulceraciones, llagas, leucorrea,
vaginitis, entre otros., Para el tratamiento de este tipo de
infecciones suelen empl earse antibacterianos como la
Nitrofurazona, derivados de amonio cuaternarios (cloruro de
bencetonio, cloruro de cetalconio, y cloruro de cetilpiridiniod.

violeta de genciana. acetalo fenilmercurico. etc.(se.20),

c. Acidificantes de la vagina.

Elé liquido lactescente que lubrica la vagina es Aacido’
debido al bacilo de Déderlein, microorganismo gram positivo,
presente habitualmente en la vagina y éste medio le sirve de
proteccién. El bacilo produce acido lactico a partir de los
glucosidos presentes. Asi{, el pH de la vagina en la mujer sufre
variaciones conforme con la edad y en condiciones patolégicas.
El pH en la mujer adulta es de 4.0 — 4.8,

Durante el embarazo, la vagina alcanza el dptimo de pH,
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después  del alumbramiento, la sangre alcaliniza el liquido
"vagl.‘na]. lo que da lugar a desarrollo de microorganismos., lo que
también ocurre durante la menstruacidn. Después de la menopausia
la acidez disminuye con la desaparicién de los estrégenos por
atrofia de los ovarios y la vagina se vuelve mis vulnerable a
las infecciones. Por ello es necesario el uso de évules
tendientes a regular el pH vaginal para evitar procesos
infecciosos, regularmente se utilizan con éste fin évulos con un
azucar como lactosa utilizado como sustrato por los bacilos de
Déderlein para generar aAcido lActico, y ademas por ser la unica
azucar que no favorece la propagacién de las micosis vaginales,
de esta manera el "activo™ ajusta el pH. Suelen utilizarse otros
glucdsidos como la glucosa, dextrosa, sacarosa y galactosa

16,010,

4. HECAKISKO .Y KODO DE ACCION.

Los évulos se funden en la vagina, se licdan con ayuda
de la secrecién vaginal o forman una espuma en contacto con
ésta (Fig. No.®). La sustancias contenidas en los 6vulos sélo
deben actuar a nivel vaginal. Por lo tanto, no es desea.ble que
se produzca una absorciédn. Sin embargo, hay que pensar en la
posibilidad de wuna absorcién fortuita, scbre toda en los

lavados woam.
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FIOURA No.d, ESQUEMA DEL MECANISMO DE ACCION DE UN OVULO.

5. COMPONENTES.
a. Bases,
Las bases utilizadas en la fabricacién de d&vulos se
clasifican en dos tipos: Masas hidrosclubles de punto de fusién
elevado y Masas hidrosclubles elasticas, que deben de cumplir

los siguientes requisitos o

1 fFisiolégicamente inertes: no han de preducir
irritaciones en la vagina; dichas irritaciones pueden ser
provocadas por dimensiones no fisiolégicas o por enranciamiento,
por excesiva dureza o alteraciones en la fabricacidn de la forma

farmacéutica.

2) Quimicamente inertes: no ha de haber incompahibilidades

con el medicamento.

3> Ausencia de alotropismos: modificaciones inestables.
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43 Pequefic intervalo entre el punto de fusién y el punto
de 'sol:idificacion: por tanto mas rapida solidificacién de la
masa en el moldeo, buena contractibilidad, ausencia de

sobreenfriamiento en el moldeo.

8> Suficiente  viscosidad: reduccién adecuada de 1la
sedimentacién del medicamento en suspensidén., garantia de

exactitud en la dosificacidn,

5) Los dvulos deben disgregarse o disolverse en pocos
minutos a la temperatura corporal: requisito para la eficacia

del medicamento,
72 Buena conservabilidad y almacenamiento: no ha de
producirse enranciamiento, coleoracién, ni endurecimiento; buena

estabilidad del moldeo y resistencia a la ruptura,

B8) Capacidad de {ncorporacién de liquidos lipéfilos e

hidrofiles.

1) Masas Hidrosolubles de Punto de Fusién Elevado. Han

ido perdiendo importancia las masas hidrosolubles de punto de
fusioén elevado, para dovulos. Estan formadas generalmente del
oxido de polietileno (producto de condensacién del oéxido de

etileno y acido ricinoléicod.
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Los polietilenglicoles se obueneﬁ por polimerizacién del
éxido de etileno en presencia de catalizadores ¢ por ejemplo
‘cloruro de zinc). Otra via de preparacién consiste en hidrolizar
primero el o6xido de etileno a stilenglicol y condensarleo luego
hasta polietilenglicol.

Algunas masas corrlentes comerclales estan formadas por
polietilenglicoles de alta polimerizacidn, con un peso molecular
medio de 6000 y un punto de fusién que oscila entre 54 y 60 °c.
Una masa de polietilenglicol con punto de fusidén de 47-49 °c y
mejor solubilidad estA formada por polietilenglicel 1000 ¥y
polietilenglicol 4000. Los componentes pueden entremezclarse
para conseguir la consistencia deseada, para la fabricacién de
bases de 6vulos se recomienda utilizar mezcla de ellos.

Los productos de polimerizacidén sélidos que se conservan
durante affos, C(carbowax, poliwachse y oxydwachse) son buenos
disolventes para muchos medicamentos. lo cual puede tener como
consecuencia una lentificacién de la absorci¢én de tales
medicamentos. Otras desventajas son su notable dureza y su
posterior endurecimiento, las propiedades reductoras que
caracterizan a los productos del polietilenglicol, que dan lugar
a intolerancias con una serie completa de medicamentos. El
endurecimiento posterior puede evitarse con agentes
plastificantes Cglicerina y lanolinad. Unicamente aquellos
medicamentos que producen disminucién del margen de fusidén

pueden elaborarse ventajosamente con masas de polietilenglicol.
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A pesar de las restricciones realizadas con respecto al uso de
ostos polimerizados existen observaciones aisladas segun las
cuales se pueden conseguir con tales masas una gran disgregacién.
La adicidn de emulgentes y otros aditivos mejoran la eficiencia
cuando los polietilenglicoles participan en la formulacidn

.

2) Masas Hidrosolubles Elasticas. A este grupo

pertenecen los geles de glicerina-gelatina, elasticos que
mantienen su forma a temperatura ambiente y que se funden a
temperatura corporal.

La gelatina es una macromolécula Cprotefnad anfdétera
integrada por diversos aminoacidos, entre los que figuran la
glicina, alanina, leucina, arginina, prolina, acido glutamico e
hidroxiprolina. La preparacién de la gelatina se hace por
hidrélisis de colageno, que es un componente principal de los
huesos y tejido conjuntivo. Segin la forma de preparacidén, se
distinguen dos tipos:

Tipo A. Se obtiene por hidrélisis 4cida y presenta un
punto isceléctrico a pH = 7 6 hasta 8.3.

Tipe B, Se forma en hidrdélisis alcalina. Su punto

isoeléctrico se encuentra a pH = 4.7 hasta S.0.

Por debajo del punto isceléctrico, la gelatina se comporta

activamente como catidn y por encima del mismo como anién., La
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gelatina se hincha en agua, ¥y se disuelve calentando. Pequelas
cantidades de fosfatos, citratos y sulfatos {ncrementan la
velocidad de disgregacién. Es soluble en alcoholes. A
concentraciones del 1.5 % en adelante, la gelatina forma con
agua un gel transparente y elastico que sirve como base para la
fabricacion de jaleas.

Durante la disgregacidén de la gelatina y durante la
agitacion de la glicerina-gelatina se producen burbujas de aire.
Deben ser evitadas cuidadosamente, pues perjudican la firmeza de
las formas farmacéuticas. Para eliminar las burbujas se deja
reposar un tiempo la solucién caliente. Los dvulos no deben
sacarse enseguida de los moldes pues su firmeza solé se alcanza
completamente al cabo de algunas horas.

Como ventaja de esta base hay que citar su rapida
disgregacion, Como desventaja, la base de glicerina-gelatina
constituye un buen medio de cultivo para bacterias.
especialmente cuando la proporcién de glicerina es baja. La
conservacion de la glicerina-gelatina como base para ovulos
vaginales o para supositorios puede prolongarse hasta 30 dias
sl se guarda en recipientes muy bien cerrados y bajo
refrigeracién. Bajo estas condiciones no es necesario recurrir a
agentes conservadores (como seria, por ejemple 0.185% del éster
del Acldo p-hidroxibenzéicod. El cumplimiento de este requisite
es necesario por el peligro de un desecamliento paulatino de la

masa 3,m,



6. Modo de Aplicacién.

Los ovulos deben colocarse jo mas profundament.e en la
vagina para que se aprovechen mejor. Por eso a veces se
preséntan con un aplicador de plastico que permite la insercidén
a. profundidad.

Generalmente la primera aplicacidn suele hacerla el médico
mediante un espéculo y pinzas. luego lo hace la misma enferma.
de preferencia en la tarde o al acostarse por la noche. Si la
aplicacidn se hace de dia, es aconsejable taponar para evitar
pérdida de medicamento. Si se inserta sin aplicador, se
recemienda mojar ligeramente el dvulo.

Los o¢vulos antibacterianos se suelen aplicar en todo
momente y aun durante la menstruacién. Los que contienen
estradiol neo pueden aplicarse durante la menstruacidn, y los de
progesterona en los diez dias anteriores.

En cuanto a los anticonceptivos: siende que su aceidn
mecanica depende de la espuma que forma, tienen un corto periodo

de actlividad dptima y deben aplicarse en tiempo oportuno .

7. CONSERVACION.

Puesto que los évulos suelen fundirse entre 32 y 37 °c,
segin la masa para dvuleos utilizada, se conservaran a una
temperatura inferior a 30 °C. Los évulos que se han fundido o
ablandado en el envase, deben meterse antes de su empleo en el

refrigerador con la punta hacia abajo .
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8. ACONDICIONAMIENTO.

Los o¢vulos vertidos en moldes metdlicos se sellan en
laminas de plastico o de aluminic. En el procesc de vértido
directo, los 4vulos se vierten directamente dentro de laminas de
plastico o en laminas de aluminlo revestidas de plastico. La
lamina de aluminio es hermética a los gases y protege, por lo
tanto, del ox{geno del aire.

La extraccidén de los évulos se t‘acil;ta con una ranura,
una pequefia muesca en la lamina o per no estar sellada una parte
de ambas laminas en la punta del évulo, con lo que al separar

las dos laminas queda libre el dvulo wm.
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D. Cromatografia.

1. DEFINICION.
a. Cromatografia.

Es un procedimiento por el cual los conponentes de una
muestra son separados por un process de migracidn diferenctal en
un sistema que consta de dos fases, una de las cuales se mueve
continuamente en una direccidn dada. En este sistema los
compuestos individualmente presentan diferentes comportamientos
en Ssu movilidad por diferencias en adsorcidn, particidn,
solubilidad, presién de vapor, tamafo molecular o carga idnica,

113,14.15,

b, Fase Estacionaria.
Es un términe que se utiliza para denominar cualquiera de
las diferentes formas que puede usarse la fase fija, que puede
estar empaquetada en una columna, extendida en forma de capa.

ete.

c. Fase Mdvil.
Término utilizado para denominar a la fase que acarrea a
las muestras,durante el proceso de cromatografia, ésta puede ser

liquida o gaseosa.
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2. CLASIFICACION.

Los métodos cromatograficos pueden ser clasificados de
acuerdo al tipo de fase mévil y fase estacionaria seleccionados. La
cromatografia de gases involucra aquellos métodos en los cuales la
fase mévil es un gas; y la cromatografia liquida los métodos en los
cuales la fase movil es un liquido uaaess.

En base a la naturaleza de la fase estacionaria y procesos

de separacidn pueden mencionarse 4 casos:

a., Liquida o de Particidn,

Este Lipd de cromatografia consta de una fase estacionaria
liquida de composicidén diferente a la fase mévii.en donde las
moléculas de la muestra se distribuyen entre las 2 fases,similar
a un proceso de extraccion liquideo-liquido.Las 2 fases deben ser

inmiscibles.

b. Liquido-S6lido o de Adsorcidn.

En éste tipo de cromatograffa existe una superficie muy
grande de particulas pequefias que retienen a las moléculas de la
muestra debido a la atraceién que existe entre las diferentes
sustancias y la superficle de las particulas, proporcicnando

diferentes grados de adsorcién,

c. Intercambio Idénico.
En este tipo de cromatografia la fase estacionaria

contiene lones los cuales son capaces de intercambiarse con los



iones del soluto de la fase mévil. El ién cambiador se& encuentra
de  manera .general unide a grupos de amonlo® cuaternario
[-CCH2> nNR X7 para la separacidén de aniones. © unido a grupos
de Acido sulfénico C-CH2S0s H') en la separacion de cationes.En
este tipo de cromatograria existen 2 variables importantes que
deben considerarse para realizar una separacién adecuada de los
componentes de una muestra, que son la fuerza idnica de la fase

movil y la variacién del pH en la misma.

d. Exclusidén de Tamafo o de Gel.

En la cromatografia de exclusidn el empaque de la columna
es un material poroso de cierto tamafio., Las moléculas que son
grandes quedan excluidas por los poros y sole cierto tipo de
moléculas pequefias penetran por los poros., obteniéndose una
separacidn de las moiéculas pequeffas de las grandes. En este
tipo de cromatografia es estrictamente 1mportante el tamafio

molecular.

e. Fase Enlazada.
Es el tipo de cromatografia en la cual se utiliza una fase
organica estaclonaria que estd quimicamente enlazada a las
particulas activas. El mecanismo es la particién del soluto

entre dos solventes inmiscibles.
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f. F"ar 1énico,

De manera general se acepta que existe adsorcidén del
solute idnico en la fase estacionaria, formacién de pares de
idnes soluto-contraién en el eluente y formacion de pares
idnicos soluto-contraién en la fase estacionaria. Cabe mencionar
que el mecanismo de retencién aGn no esta completamente
dilucidado.

Estos dos ultimos tipos de cromatografia no siempre
aseguran cual de los dos procesos implicados ‘Cadsorcién =]
reparto) es el mas importante. Por ésta razén en la practica se

definen otros dos tipos considerando la polaridad de las fases.

g. Fase Normal.

Es un tLipo de cromatografia en 1la cual la fase
estacionaria es de naturaleza polar C(como la silicad y la fase
mévil no polar Cejemplo hexanco o tetrahidrofurano). Las muestras
polares quedan retenidas durante tiempos mayores que los

materiales menos polares o apolares.

h. Fase Reversa.

Su funcionamiento es a la inversa ya que la. fase
estacionaria es de naturaleza no polar Chidrocarbonadad y la
fase movil es un liquido muy polar normalmente agua o metanol.En
este caso cuanto menos polar sea la muestra mayor sera su

retencién.



3. PARAMETROS CROMATOGRAFICOS.

a. Tiempo de Retencién Ctrd.

Es el tiempo que transcurre desde el momento en que la
muestra es introducida al sistema, hasta el momento en que se

obtiene el punto de maxima concentracidn por la sefial o pico.

b. Tiempo Muerto Ctod.
Es el tiempo de trayecto de un compussto no retenido, o de
la fase mévil para trasladarse de un extremo a otro de la
columna.

c, Tiempo de Retencidén Corregido Ct’rd.

Es la distancia entre tr y to, es decir, la medida del
tiempo en que la muestra permanece retenida en el material de
relleno de la columna. Dicho de otro modo, tr es el tiempo total
de la permanencia en la columna., to el tiempo que la muestra
permanece en la fase mévil y por lo tanto, t'r es el tiempo en
que la muestra permanece retenida en la fase estacionaria. t'r =

tr - to.

Concentrazibn

Eryscctin Tiempo —*|

FIGURA No.7. REPRESENTACION DE UN CROMATOGRAMA.
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.d. Factor de Capacidad CK).

El" factor de capacidad es un término que indica el tiempo
de re'.encioh de un soluto en la columna. Se determina mediante

1o sigul ente ecuacién:

t'r . tr ~ to ttempo an - la -[ase eslocionaria

to o " Ttiempo en ila fase mowvil

Conociendo el factor de capacidad, es posible determinar
Veliu.empo de retencidn de un compuesto.
tr =toC 1 +K>D
En la practica, se debe hacer lo posible para obtener un
valor del factor de capacidad tendiente a 1 para el pico de
interés, con la finalidad de asegurar su separacidén del solvente
y sus posibles impurezas las cuales eluyen generalmnente al

tiempa to.

e. Numero de Platos Tedricas (ND.

En cromatografia debe tratar de evitarse el ensanchamiento
de las bandas de la columna tanto como sea posible ya que cuanto
mas agudos sean los pilcos pt;drén resolverse un mayor numeroc
ellos en un mismo intervalo de tiempo, y por lo tanto en un
mismo tiempo pueden separarse mayor nhumerc de componentes de la
muestra. Por todo lo anterior es necesario conocer la eficiencia

de una columna calculédndola a través del numero de platos
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tedricos, que

rmina de 1a‘siguiente manera:

Numero .de platoes tedricos.

'l;lle'mpo de retencidn del pico.

\=.Ancho del pico (obtenténdose por extrapolacién
R de tangentes del punto de inflexién a la linea
base como .se mues.ra en la Figura No 7).
Wh = Ancho del pico tomado a la mitad de la altura.
La eficiencia de la columna es mejor a mayor numerc de

. platos tedricos.

f. Altura Equivalente de un Plato Tedrico C H D.

El numero de platos tedrices depende de la longitud de la
columna., asi a mayor longitud., mayor numero de platos, En
consecuencia se ha introducido otro término que relaciona el
numero de platos con la longitud de la columna, ¥y es la altura
del plato o altura equivalente a un plato tedrico CHEPTD, el

cual se calcula por :

Donde:
L. = Longitud de la Columna.

N = Numero de platos tedricos.
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Asi. se ha determinado que a menor altura de cada plato y

mayor numero de platos, la columna serd mis eficlente.

g. Factor de Selectividad (.

Este factor describe la posicién relativa de dos picos
adyacentes. La separacisén de los picos depende de la interaccién
selectiva con la fase estaciocnaria. Calculindose para dos picos

A y B de la siguiente manera:

t'r CB KB

t'r CA KA

Si a« = 1 los dos picos tienen tiempos de retencidn

idénticos, © sea, no existe separacién,

h. Resolucidén (R).

El factor de resolucién de selectividad expresa la
posicién relativa de los dos picos, pero no proporciona
informacién scbre la separacidn real de ellos, que depende de lo
puntiagudos que éstos sean. Por ello se ha dado el nombre de
resolucién a la medida de la separacién que existe entre dos

picos calculdndose como:

2At
Wbt + Wbz



- Donde:
Diferencia de los Liempos de retencion.

AL =
Ancho de los picos respectivamente.

Wbt y Wbz =
1.8 representa separacion
= 1.0

de R

Si se tiene un valor
%

hasta la linea base de los picos mientras dque un R
significa que la resolucién es aproximadamente del 90

13,14,45),
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E. Caracterizaciones de la Cromatografia

Liquida de Alta Resol..ucl.én.

La cromatograff{a liquida moderna se caracteriza por:

- Columnas reutilizables de pequefio diametro (2-Smmd

~ Rellencs de particulas muy pequeffos (5-50 umd

- Desarrollo de nuevos materjiales para utilizarlos como
fasesc estacionarias.

- Presiocnes de entrada relativamente altas y flujo
controlado de la fase mévil.

- Introduccidn precisa de la muestra, sin necesidad de
grandes cant:idades.

- Detectores continuos especiales, capaces de operar a
flujos muy bajos y de detectar cantidades muy peql_xeﬁas.

- Instrumentes normalizados y automatizados.

- Analisis rapidos.

- Alta resclucion,

1. FASE MOVIL.

Excepto para el caso de cromategrafia de exclusién, la
fase mévil desempefia, en general, una parte activa en
cromatografia liquida. Se puede utilizar una Unica sustancia
como fase mévil durante el anilisis de una mezcla de dos o mas
sustancias, ajustando adecuadamente las caracteristicas de la
fase. También es posible mantener constante la composicidn de la

fase mévil durante el analisis, o© bien cambiarla. E1 primer
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método se denomina operaclén isocratica, mientras que el segundo‘
se conoce como eluciédn por gradiente.

La elucidn por gradiente se utiliza con muestras cuyos
componentes posean polaridades muy diferentes, pues en estos
casos es preferible variar la polaridad de la fase movil durante
el analisis, para mejorar la separacién de los componentes.
Generalmente se inicia con una sustancia unica y se aumenta con
el tiempo la concentracion del Cos) otro (s) componentel(sd de
la fase movil, La Yarlacxén puede ser lineal, convexa o cdncava.
La seleccidon de los solventes utilizados depende de varios
parametros; en el caso de la cromatografia de adsorcisdn o
reparto, el papel mis importante es la polaridad, también a
veces viscosidad y otras caracteri{sticas que pueden influir en
el detector. En la cromatografia de intercambic iénico son
importantes la fuerza idmica y el pH, mentras que en la
cromatografia de exclusion la consideracidn mas importante es la

solubjlidad de la muestra en la fase mévil auaiqasie.

2. FASE ESTACIONARIA.

La fase estacionaria puede ser un sélide poreso del tipo
de los utilizados en la cromatografia de adsorcidn, intercambio
iénico y exclusidén. Las diferentes fases difieren en su
composicién quimica, estructura y tamaBo de particula. Otra
posibilidad es usar una fase estacionaria liquida e impregnar

con ellas la superficie de las particulas de un sélido que actia
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unicamente como soporte. Sin embargo, hoy en dia estas columnas
son muy poco frecuentes, ya que resulta dificil evitar gque Ia

fase estacionaria sea arrastrada por la fase mévil.

Los rellenos mas ampliamente utilizados en la actualidac
en la cromatografia liquida de particion tienen la fase
estacionaria quimicamente enlazada a las particulas soporte. Scr
las denominadas fases enlazadas que poseen larga duracién y nc
requieren acondicionamiento. Las fases enlazadas se preparan por
reaccién quimica entre los grupos hidroxilos de la superficie de
las particulas de s{lice y una molécula organica lineal o un
organosilano,

Aunque tambié¢n existen fases enlazadas polares que se
utilizan en fase normal como las que contienen un grupo amino <
ciahe al final de la cadena hidrocarbonada. las mis ampliamente
utilizadas son de naturaleza no polar con una cadena alquilica
Cpor ejemplo octadecilo) enlazada por medio del Atomo de silicio
del alquilsilano. Estas fases se usan en fase reversa y son
utiles en la separacion de una amplia gama de sustancias.

En la preparacién de fases enlazadas como en el
recubrimiento por fases liquidas no eElazadas se utilizan dos
tipos de particulas soporte. En el primer tipo son particulas
totalmente porosas, mientras en el segundo existe un
ntcleo sélido recublerto por una delgada capa porosa. A este

ultimo se denomina soporte pelicular.
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Las particulas de soporte poroso son en general de silice
de gran superficie y se encuentra una gran variedad de tamafios.
Los soportes peliculares son un nucleo sdélide (generalmente
cuentas de vidrio) recubiertas por una capa fina porosa.
normalmente de silice, son de formas regulares por lo que las
columnas pueden rellenarse facllmente, sin embargo, generalmente
san de tamafo grande y por tanto las columnas no son tan
eficaces como las de particulas pequefias de rellenc totalmente
poroso.

Como se ha visto el tamafio de particula es muy importante
ya que si no es suficientemente pequefio la fase mdvil y la
muestra disuelta no se difundiran homogéneamente, ademds se debe
de tener la mayor superficie de contacto posible entre la fase
mévil y la fase estaciocnaria. Sin embargo, existe un limite
inferior de tipo practico aproximadamente de wunas 3 um de
didmetro. La mayorfa de las columnas comerciales contienen
rellonos de particulas cuyo tamaffo promedio oscila entre S5-1Sum,
en tanto que muchos rellenos peliculares presentan tamafios de

entre 37-42um 13,1415,

3. INSTRUMENTACION
Para lograr que las separaciones sean mas eflcaces y
rapldas ademids de emplear empaques de columnas mas finos se
deben uwtilizar equipe y presién especiales. Se requieren

presicnes de 1000-3000 psi para lograr velocidades de flujo de
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1-2 ng./mln.. en columnas de 2-4 mm de diaimetro y 10-18 cm de
longitud, aunque en ciertos casos pueden ser necesarias
presiones de hasta 6000 psi.

Los componentes esenciales de un sistema cromatografico
de alta presion son: un sistema hidraulico, una columna y un
detector. Ademas de que se deben controlar la temperatura del
sistema y la inyeccidén de 1la muestra C(Fig. No.8). Aparte de
‘una gran resolucién y una gran sensibilidad, el equipo debe
tener un alto grado de reproducibilidad y una resistencia
maxima a la corrosividad, debe poseer entradas de altas
presiones, inyectores y detectores de bajos volumenes muertos.
La variacién en la velocidad de flujo no sélo afecta el tiempo
de elucidén, sino también la forma del pico del cromatograma y

por lo tanto la cuantificacidn de la muestra us.i¢.1m,

Anglisis de dotos.

FIQURA No.8. ESQUEMA REPRESENTATIVO DE LAS PARTES DK

UN CROMATOURAFO DE LIQUIDOS DE ALTA RESOLUCION.



a. Bombas.
La principal funcion del sistema de bombeo es proveer de
Vf’asé' m‘évx’.’ a.la columna con un flujo constante y reproducible.
Las 'c&lumnas utilizadas en la cromatografia ligquica de alta
re;oluclén estan rellenas de particulas muy pequefias que
bresentan resistencla al flujo de la fase movil, por lo tanto se
r;equiere de un sistema de bombeo que haga fluir la fase mévil a

.un flujo razonable 314,45,

Los requisitos mas importantes de un sistema de bombeo son:

- El sistema debe ser hechoe de materiales quimicamente
‘resistentes a ia fase movil.

- Alcanzar presiones de operacion maxima Cusualmente hasta 400
atm equivalentes a 6000 psi)d.

o= Un ampl:oc intervalo del volumen de flujo (de 0.5 a 10 ml).

- Fluyjo reproducible y constante.

- Facilidad para el cambio de fases méviles.

- Caracteristicas de flujo libre de pulsaciones © tener un
regulador de pulsaciones.

- Facilidad de limpieza y mantenimiento del sistema. -

De acuerdo con las caracteristicas de funcionamiento y

disefio se puede considerar la siguiente clasificacién:
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- Reciprocas
"1 Mécanicas . < .
Bombas "< : L Desplazamiento con'inuo

Neumatica

1) Mécanicas. Las bombas de un sélo pisten desplazan
flujos de volumen constante en forma no continua,considerado mas
bien como pulsante. La maxima presién que se puede alcanzar
varia segun el disefic, pero en general es de aproximadamente de
600 atm (8000 psid. Su operacidn es mediante el novimiento de un
piston o diafragma, y a través de una valvula control gque
alternamente se abre y se cierra, y asi se llena y descarga una
pequelia camara . El volumen que envia la bomba en zada pulsSo se
ajusta controlande la distancia del recorrido cel pistén o
diafragma, el flujo se ajusta variando el nGmero de veces del

desplazamiento por unidad de tiempo.

VENTAJAS:
~ Depoésito de disolvente limitado.
- Rapidez del cambio de fase mévil.
- Volumen de flujo constante.

~ Facilidad de limpieza.
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DESVENTAJAS:
-E. flujo es en pulsaciones, por lo que "hay pérdida en la
eficiencia de la columna e inestabilidad del detector.
Las alternativas que se utilizan para eliminar el exceso de
pulsaciones son !

-Colocando un serpentin de 15 cm de longitud entre la
bomba y la camara de inyeccidén, para absorber las pulsaciones
producidas por la bomi:a.

-El uso de un manométro de presidén con un gran tube
de Bourdon C(normalmente intercalado. para evitar retencidén del
liquide) gue también se flexiona con cada pulso.

-Otra manera mas eficaz es utilizando bombas de doble
piston,donde existen dos pistones gobernados por misme motor a
traves de un eje excéntirico. Este mecanismo permite que un
pistsén succione mientras el otro expulsa el liquido fuera de la
bomba. Por lo tanto los perfiles de flujo se superponen el uno

al otro reduciéndose apreciablemente las pulsaciones.

2) Por Desplazamiento Continuo (Jeringas). Son aquellas

en las que un émbolo o plstén es desplazado en forma continua ¥y
uniforme por un motor de precisién, comprimiende el llquldo.
contenido en una camara de clerto volumen; el liquido fluye
luego a través de una abertura en la misma camara y se obtlene
asi un flujo de volumen constante, que puede varlar segin se

desplace el émbolo a mayor o menor velocidad.
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VENTAJAS:

El flujo proporcionado es uniforme y continuo.

- Alcanzan altas presiones de operacién.

Scn de bajo mantenimiento.

DESVENTAJAS:
= Limitada capacidad del depésito (250-500ml) y para llenar la
camara es necesarioc suspender su operacioén.
- A altas presiones hay ligeros cambios en el flujo al
comprimirse el disolvente (4% a 400 atm equivalentes a. 6000
psid. .

- Son de alto costo.

3) Neumiticas, Este sistema emplea un cilindro de gas
conectado directamente a través de un regulador al deposito de
la fase mévil. La presiédn del gas impulsa el liquido a través
del aparato. lLa maxima presidn del trabajo esta limitada por la

presién del gas y el material de fabricacién del sistema.

VENTAJAS:
- Flujos de presién constante y libre de pulsaciones.
~ Son de bajo costo.

- Bajo mantenimiento ¢ no hay Jjuntas ni valvulas J.
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DESVENTAJAS:
~ Baja capacidad de voltmen del depésito.
= El cambio de un disolvente a otro es lento.
- La presién maxima de trabajo se limita por el depésitc de
gas (200 atm equivalente a 3000 psid.
- Difusién del gas en el liquido.

Estoc se puede resover al usar un serpentin large que hace
que la superficie de la interfase gas-sliquido disminuya bastante
¥y la mayor parte de la fase mdévil se usa antes de que llegue al
detector la porcidn que contiene el gas. También se logra
desechando las ¢ltimas  porciones del liquido que han sido
saturadas por el gas.

Algunos disefios tienen sistemas amplificadores de presién
que pueden producir 400 atm (6500 psi) wutilizando bajas
presiones del gas. En estos sistemas se utiliza un pistéon de
gran didmetro para el gas que transmite su movimiento a otro de
pequefic diametro para el liquido. Asi, se obtiene que la presién
en el liquido es proporcional al cociente del area de la seccidn
de ambos pistones, proporcionando gran presién al liquidoc. Sin
embargo, el diseffo es caro. complejo y de altc mantenimiento

19,14,13),

b. Dispositivos para la Inyeccidén.

Para la introduccién de la muestra en la columna es

necesarioc tener en cuenta el disefio del inyector, ya que se
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requie‘re de una zona de poco volumen impregnada por  la  fase
mévil, con el fin de evitar la difusidén de la muestra y la'
dilucion exponencial ua.aé.im.
Requisitos con los que debe cumplir un buen inyector:
- La tntroduccién de la muestira hacia la columna es a traves
de una estrecha entrada.
- Debe ser reproducible.

~ Operar a presiones altas.

1) Inyeccidn con Jeringa. Lav i1nyeccidén se hace con una
microjeringa diseMada para resistir presiones superiores a 1500
ps1. Los materiales del septum incluyen silicona. neopreno, Yy
fluoroelastémeros; algunos contienen teflén para retardar el
ataque hacia los elastomeros provocado por ciertos disolventes.

La inyeccidén con jeringa puede ser usada 2a presiones
maycres de 1500 psi usando la técnica de tnveccidn con parc de
flujo. De esta manera la bomba se apaga hasta que la presion de
entrada en la columna iguala a la atmosférica, entonces se
inyecta la muestra a las condiciones usuales y posteriormente la

bomba se enciende.
VENTAJAS:

- Muy ecdnomico.

- Flexible y de facil operacién.
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DESVENTAJAS:
Limitacidn de'operaéion af’préslénes alrededor de 1500 psi

para evitar: fracturariil, inga Clavida  corta del septum

aguja 'y a los disolventes

debido A la inte

obtenidas pocas veces son <

’ut‘xlizados; 1 \', vrebroducl'ﬁiiidades

e

2) Inyeccldén con valvulas, Debido al principal

inconveniente que presentan las inyecciones con jeringa que es
la.limitacion de trabajar con presiones bajas se ha dxs‘puesto de
valvulas de alta presion ya que se puede Lrabajar a presiones
elevadas y proporcionan una aplicacidén de la muestra muy
reprcducible.

£l instrumental moderno emplea en general valwvulas
invectoras donde la muestra se introduce a la valvula mediante
una jeringa, desplaza el liquido y llena el espacioc interno de
una pequeflla porcidn del tubo capilar de acero C usualmente el
volumen contenidc en el tubo es de 10 a S0 pl J. La muestira se
inyecta en la columna accionando la vilvula de forma tal que la
disposicién de entrada y salida se invierte.

De esta forma se logra lnyectar a cualquier presion un
amplio intervalo de tamaffos de muestra ¢ no es necesario llenar
todo el volumen del tubo con la muestra ) con un alto grado de

reproducibllidad. Las valvulas inyectoras se fabrican de
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‘.materiales inertes, como el teflén y acero inoxidable, y su

disefio es.Lal que resisten presiones muy elevadas uat4e.s.

c¢. Columnas.
Se considera que el corazén del cromatdgrafo. es la
columna. puesto que en ella se lleva a cabo la separacién de los

conponentes de una mezcla de estudio.

Basicamente la columna consiste de un segmento recto de
tubo de acero inoxidable tipo 316, cuya longitud varia entre 10
¥y 5O cm, con didmetros internos de 2.6-3.0 mm & bien de 4.6-5.0
mm  {al ’.ener. diametros mas pequelos los analisis son mas

rapidos) y diametro externo de 14 de pulgada.

Aunque no forman parte de la columna como tal, las
conexiones entre las columnas, asi como entre columna-detector o
el inyector, deben ser herméticas y de tamafio pequefio. En los
extremos de la columna se coloca un disco de metal o teflén
peroso para evitar que el relleno de la columna se afloje o se

pierda y se produzcan caidas de presién muy grandes.
Actualmente las columnas de cromatografia liquida se han

desarrollado en un alto grado de eficiencia C aproximadamente

10,000 platos tedricos por metro de columna J. ussem.
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d. Detectores,
Un ~ detector ideal seria aquely que s;ilsfagiera los
siguientes requisitos: K 7
-Altamente sensible.
~Estable,
-De lectura continua.
-Respuesta universal.
Sin embargo, en la actualidad no se cuenta con este tipo
de detector y los que existen solo son adecuados para ciertas

aplicaciones en particular us,sd.as,

1> Indice de Refraccidén., La deteccidédn de indice de

refraccidn se basa en equilibrar el sistema con la fase movil
pura y medir el cambioc de indice de refracciédn cuande aparece la
muestra eluida junto con la fase mévil, es légico que cuanto
mayor sea la diferencia entre los indices de refraccién de la
muestra y la fase movil mayor serd el desequilibrio; la maxima
sensibilidad es cuando se alcanzan a detectar diferencias muy

pequefias entre ambos.

DESVENTAJAS:
En mezclas complejas los indices de refraccién de los
componentes pueden cubrir un amplio range de valores y algunos
de ellos pueden ser tan cercanos a los de la fase mévil que no

pueden ser detectados. Existe la necesidad de equilliorar el
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que’ se': produce. un - pequefo cambio ‘en la

~f&;se'r§16v11.' No se puede Ltrabajar por

¥ Existen dos tipos de detectores de {ndice de refraccién,
;ambos requieren del uso de una celda de doble pasc en la cual el

lado que contiene a la muestra se compara con la referencia que

no contiene muestra.

2) Desviacidn., Este tipoc de detectores se basan en la

medida del desplazamiento 6ptico de un rayo de luz, al variar la
composicién del lado de la muestra en relacion con el de

referencia. Conforme se eluye la muestra varia el Aangulo de

refraccion, moviéndose el rayo de luz. Esto se traduce como un
cambio de la seffal que va al detector y lo desequilibra. Esta

seffal se relaciona con la concentracidén de la muestra.

VENTAJAS:

~Baja sensibilidad frente a particulas so¢lidas y

burbljas de aire.
~Intervalos de indice de refraccidn
€1.0000-1. 7500).

DESVENTAJAS:

~Costoso, diffcil manejo C(no se puede limplar con

facilidadd,
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3) Reflexion (Fresnel). Se fundamenta en el principio

de Fresnel. segun el cual en la interfase entre un prisma de
\’Adno y algun ligutdo, la cantidad de luz transmitida y
reflejada es proporcional al angulo de incidencia de la luz y al
indice de refraccién del liquido.

Al entrar la muestra en una celda. de lué se refracta con
un angulo diferente, con lo-cual a la salida hacia la fotocelda
habra varifado su intensidad. El desequilibric que se genera en
el detector proveca un cambio ‘en la energia eléctrica de su
sefal de salida. dicha seffal "se. .relaclona. con la concentracion
de la muestra,

VENTAJAS:

- Alta sensibilidad.

- Opera a flujos muy bajos con celdas de poco
velumen.

- Facil acceso a la celda.

- Bajo costo.

DESVENTAJAS:
- Necesidad de cambiar prismas para adaptarse al
{ndice de refraccién de los disolventes.

~ Ajuste optico cuando se cambla el disolvente.

4) Ultravioleta Clongitud de onda fijad. La ley que

rige la espectrofotometria se llama ley de Beer, la cual dice
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que_.i.ln haz ‘de’ radiacién”de potencia Po incide en el bloque

perpendicﬁlar a.una superficle, después de atravesar una

dlsbancié b-del material, su potencia se reduce a P por la

absorcidén C(Fig. No.9).

CLMCLNTRACICN CE LA MUESTRA  te )

¥ = P/Fo
Hax _de radtecion Her_de raglacion A= lw'/f
INCIDENTE (P} TRANSHITIDO (P
~adec
dondwr |
j—b—| a = cosfictente

dw ansorcion
b = longitud de

pa
€ = cententracion

LEY DE BEER. cu 1a mumstra

FIOURA No.P . LEY DE BEER.

En la ecuacidn anterior:

P

Po=

Absortividad (gramos por litrol.

Longitud de trayectoria

Concentracidn de la muestra (gramos por litred.
Absorbancia

Transmitancia.

Intensidad de la radiacién que pasa.

Radiacién incidente.

La absortividad es una constante que depende de la

longitud de onda y de la naturaleza de la sustancia absorbente

Yy se representa con el término “a

que indica la absortividad

de una sclucidn que contenga el 1% en peso de la sustancia



absorbente en una celda de 1 cm de longitud, y se representa
como a:"cm. La ecuacién indica que la absorbancia de wuna
solucidn es directamente proporcional a la concentracidn de
ospecies absorbentes cuando la longitud de 1la trayectoria
luminosa es fija y directamente proporciocnal a la trayectoria
luminosa cuando la concentracidn es fija umn.

Cuando algunos grupos funcionales se exponen a la
radiacién, experimentan excitacién electrénica a causa de la
absorcidén de energia a la longitud de onda especifica del grupo
funcional. Esta wenergia provoca el pasco de un electrén
provocando desviacién de la luz.

Espectro del Visible: 380-800 nm.
Espectro Ultravicleta: 210-380 nm.

La fuente luminosa mas utilizada en los detectores UV
posee la mayor parte de su energia a una longitud de onda fija
de 254 nm,

VENTAJAS:

-Estables, sensibles [<1ng), ecdénomico y sencillo.

~ La mayoria de los compuestos que absorben en UV presentan
cierta absorcién en 254 nm. Muchos detectores presentan filtros
también de otras longitudes de onda, sin embargo, la estabilidad
de la linea base y la intensidad de la sensibilidad no son

comparables como las de 284 nm,
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53 UV CLongitud de onda variable). Este tipo de

" detectores son utiles en 3 casos:

- Para obtener mejor sensibilidad a longitud de onda
distinta de 254 nm.

~ En caso de que los diferentes componentes
presenten absorcidén ‘a diferentes longitudes de
.onda.

= - Evitar algunos problemas cuanda la fase mévil

abscorbe a 254 nm.

6) Fluorescencia. Para compuestos que presentan
fluorescencia natural, as{ como para los gque pueden convertirse
en flucrescentes por derivacidn. Los detectores difieren en el
modo de controlar las longitudes de onda. Los mas baratoes
utilizan filtros., los de precio medio se controlan a través de
monocromador de una longitud de onda, generalmente la de
excitacién y los mAs completos ofrecen control por monocromador

de ambas longitudes de onda tanto de excitacién come de emisidn.

7) Electroquimico. Representa para algunos compuestos
mayor Selectividad y sensibilidad. Se basa en la oxidacidén o
reduccidn del compuesto en un electrodo adecuado midiéndose la
corriente resultante.

La fase movil debe ser conductora de la corriente
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»elé;:(.ric'a esLabL;izéndose 'cdn'una sal adecuada, esto impide
VLrabajya‘r 'én~fa‘rse \r;nofmal. ‘se ';raba‘ja mejor en fase inversa e
'Lntrevréambi;) kh’snlcc'.k A la fase mévil se le debe eliminar oxigeno,
contaminantes metalicos y halures para reducir la corriente de
fondo y por ‘lo i.ant;o el ruido que se deriva de la linea base.
"En’ cuanto a las. muestras deben ser oxidables o reducibles
“a un potencial que no provoque electrélisis de la fase movil o

los restantes compuestos de la muestra.

8) Arreglo de fotodiodos. Es el principio de deteccidn

mas moderno que existe para cromatografia de liquides. Cubre un
intervalo de longitud de onda desde UV hasta cerca del IR.
Obtiene absorciones UV/VIS simultineamente por lo que se pueden
construir cromatogramas en tres dimensiones Cabsorbancia v.s
tiempo v.s longitud de ondad.

Utiliza una lampara de deuteric, la cual emite luz que
pasa a través de un lente y de una abertura, Cla cual limita la
cantidad de 1luz que penetra al sistema proveniente de la
lamparal y luego entra en la celda. Toda la luz proveniente de
la lampara pasa a través de la celda, y viaja hasta el
monocromador de Optica inversa donde es dispersada en todas sus
longitudes de onda y es as{ como llega hasta el arreglo de
fotodiodos. Cuando la luz incide sobre los fotodiedos, la
energia luminosa para cada longitud de onda no llega a un

fotodiode en particular, sino que éstos estan dispuestos en tal
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forma que sélo reciben la energia luminosa correspcndiénte a un
intervalo pequefio de longitud de onda del total del espectro.
Los fotodiodos al recibir la seffal luminosa se descargan en una
cierta medida, la descarga de los fotodiodos es directamente
proporcional a la cantidad de muestra y por consiguiente a la
absorbancia.

Este tipo de detectores aunados a una computadora, son
capaces de almacenar todos los datos que genera el estudio, de
acuerde a las especificaciones que se establecen para el
analisis,

Cada fotodiodo produce una sefial aniloga, 1la cual es
directamente proporcional a la cantidad de luz que recibe.

La longitud de onda de la luz que recibe un fotodiodo en
particular es determinada por la posicién relativa del diodo

respecto a la posicidn del monocromador de difraccidn,
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F. VYalidacion.
1, DEFINICION,

Cuando se inlcia el desarrollo. de un nuevo méiodo ’
analitico se requiere de paramelros que permtan la selecciédn de
la técnica mas apropiada para el analisis de un compuesto
determinado. as!{ como la seguridad de la confiabilidad de la
misma. La validacién de métodos analiticos puede definirse como
el proceso por el cual a Lravés de estudios de laboratorio, se
establece que la capacidad del método satisface los requisitos
necesarios para las aplicaciones analiticas deseadas, El
proceso de validacidn verifica que una metodologia en particular
este basada sobre principios tecnicos y que ha sido optimizada
para los propédsitos praclicos de medicion. Mas que una simple
medida de un procedimiento. la validacién de métodos es una
r.nedida de la efectividad total de un sistema analitice, ya que
los estudios deben de asegurar que el método, los instrumentos,
disolventes, reactivos y tode lo usado durante el ensaye es
adecuado para el compuesto a analizar. Obviamente que un método
que es valjdado en una situacion determinada puede ser invalido
para otra, Las caracteristicas de rendimiento se expresan
generalmente por términos de parametros analiticos.

Las validaciones deben ser realizadas tomando en cuenta una
serie de consideraciones como son: métode de analisis. compuesto
a analizar, forma farmacéutica y- o matriz donde se localiza el

compuesto, niveles de concentracidn, etec. Por lo que es légico
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suponer que diferentes métodes de ensayc requieran diferentes
esquemas de evaluacidn. Sin ernbaréo los parAmetros de evaluacidn
mAs comunes para la validacidédn de métodos analiticos son los
siguientes:
a. Exactitud
b, Linealidad
12 Linealidad del Sistema

2) Linealidad del Métode

0

Precisién
1)Repetibilidad
2)Reproducibilidad

d. Especificidad
Alguncs otros pardmetros menos comunes, gue se utilizan segun
lo  requiera el método son: Sensibilidad, Tolerancia del
Sistema, Cantidad minima detectable. Cantidad minima

cuantificable, Estabilidad de la Muestra, etc. usae.

2. PARAMETROS.

a. Linealidad del Sistema.

1) Definicién. La linealidad de un sistema es su
habilidad para asegurar que los resultados analiticos, los
cuales pueden ser obtenidos directamente o por medio de una
transformacién matematica bien definida, son proporcionales a la

concentracidén de la sustancia dentro de un rango determinado.
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2) Determinacion. 3¢ determina, construyends una eurva
de calibracidn de la concentracidn contra la respuesta, de una
misma solucién palrén utilizando cuande menos S diluciones y
haciendo anAlisis por triplicado para cada dilucidn.

El intervalo entre las concentraciones a analizar
dependerd del propésito del meétodo; para propésitos de control
de calidad y de seguimiento de la estabilidad de un farmaco en
una forma farmacéutica, debera estar incluido el cien porciento

de la dosis.

CONCENTRACION DE LA DILU

DE LA SOLUCION PAT:ON”(-X‘):TQN PROPIEDAD MEDIDA (¥
X1 Yie, Y12, ... Yin
Xz Y21, Yzz, ... Yan
Xs Ys1, Yaz, ... Ysn
Xt Y1, Ye2 ... Yun

t = Numero de diluciones.

n = Numero de repeticiones (propiedad medidad de cada dilucidén
de la solucién patrdén.
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3) ‘Cilculos.

X=X+ Xz + X8+ ... + X

Y= Yu + Yiz + ces o Yan e Yaer Yoz e

RS R (YR S (I AR I (o
PR Gl PSE D ORI L
Y s Y r Y;x ¥l
2. 2 : 2
+ ...t Yu."' le MRS Ylh'

XY = XeC Yoo+ Yaz 4.4 Yind o4 Xz CYai + Yaa+...+

Yzrd 4+ L+ KU YU iz w6 YD,

PENDI ENTE.

n CX XY> - CZ X2 CZ ¥

nCE X% - cg W
ORDENADA AL ORIGEN.

€T ¥ CEXDH - T X CE XD ZY-mZX

n CE X% -z x* n
COEFICIENTE DE DETERMINACION.

[ nCZXY) -CEXICEYY 17

[nCEX® ~cEX0*1 I nes¥> -czY F 3

4> Criterios de aceptaciént

Coeficiente de Determinacién Cr2d 3 0.98

Coeficiente de Correlacién Crd » 0.89
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b, Linealidad del Método.

1) Definicidn. La linealidad de un método analitice
es definida como la variacién de farmaco recuperado en el

analisis en funcidn de la cantidad real de la muestra,

Algunas desviaciones de la linealidad del métodao indican
que el método no esta siendo trabajado adecuadamente para las
muestras con respecto a las concentraciones del farmaco. En
tales casos el estudio puede modificarse y revalidarse el

método,

2) Determinacién. La linealidad puede evaluarse por
ensayos de placebos cargados, cuando menos a tres diferentes
concentraciones alrededor del wvalor tedérico que se wva a
analizar, haciendo los analisis por triplicado de cada
concentracidn.

La amplitud del estudio dependera del uso y aplicaciones
del método Ccontrol de calidad y estabilidad) y preferentemente
deberd llevarse a cabo por un mismo analista en las mismas

condiciones de operacidén,

Los resultados se tabulan en base al siguiente formato:

Se



CANTIDAD ADICIONADA ¢X?} CANTIDAD RECUFERADA V)
X1 Yis, Yz, ... Yan
Xz Yza. Yz2, ... Y2n
X Yea, Yz, ... Ytn

v =

Ndmero de repeticiones

Ndmero de cantidades adicionadas.

Ccantidad recuperada) por

cada cantidad adicionada.

3) Calculos.

EX = X4+ Xz 4+ ... + Xt

LY =Y + Ytz + ... + Yin + Y2t + Y22 + ... + Y2n
+ ... Y F Ytz + .0+ Yin,
3 2 z z
EX™= X+ X +... + X.
2. 2 z 2 2 2 2
rY Y“+Yﬂ+... +Ym+Yn+Yzz+... +an
z 2 2z
SRR IS L S S +Ytn.

E XY = X4 CY¥u1 + Yaz +,..+ Yand + Xz (Y21 + Yaz+, ..+

Yznd + ... 4+ Xe CYu + Yz + ... + Y,



PENDIENTE.

n CZ XYD - CE X ¢E YO

n ¢E X% - cg %
ORDENADA AL ORIGEN.

(ZY)(ZXZD—(VZX)(EXY) EY-mZX

ncE X% - cE x? n

COEFICIENTE DE DETERMINACION.

[ nCE XY)-CEX)CEY 312

EnCEX®D ~cztncEYy -czy ¥ 1

Finalmente se determinan los valores de t de Student, para

evaluar la ordenada al origen y la pendiente estadisticamente.

£YP - mCE XY - b CZ YD

McErrReg = =

McReg = b CE Y2 + m CE XY) ~ € < ¥2%/n 1

sz 3 1’2
Sm = [CMcErrReg( —_—— " > ]
n £ x* ¢z 0* n
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1 172
Sh = [(McReg(——-————-—-————-) ]
n £ X%~ ¢z 0?

Donde:
McErrReg = Media Cuadratica de Error de Regresidn.
McReg = Media Cuadratica de Regresidn.

Sm

Desviacién Estandar para la Pendiente.

Sb

o

Desviacién Estandar para la Ordenada. al
origen.
Xp = Promedio de x.

n = Numero de datos.

1t =~ m
tecalc m = =

o - b
tcalc b = =

La t de tablas se determina con n-1 grados de libertad y
un nivel de significancia de 0.95.

4) Criterios de aceptacidn.

Para la pendiente y la ordenada al origen: Se comparan el
valor de tiablas contra los valores calculados de tm ¥y tb

Si:

|Lb| < ttablas (n-1,0.95) estadisticamente la ordenada al

crigen es igual a cero.



St o
|Cm|<ttnblu €n-1,0.95) estadisticamente la pendiente es

igual a 1. «us.to,
c. Especificidad.

1) Definicidn. Es la habilidad de un método analitico
para determinar solamente el (los) componente (sS) que se va
(n> a analizar. Se demuestra estableciendo experimentalmente
que el excipliente v sustancias relacionadas al principio
activo, como precursores de sintesis. productos de degradacidn
o de formacidn, no interfieran con la medicidn, es decir, que
el método sea capaz de separar y cuantificar solo lo que se

desea.

2) Determinacidn., La especificidad es una medida de
la interferencia o carencia de la misma al apalizar una
muestra compleja. La especificidad de un método analitico se
demuestra al comparar los resultadas del anadlisis que
contienen impurezas, placebo, productos de degradacién o
formacién, con muestras que carecen de lo anterior. Cuando las
impurezas, productos de degradacidn o© formacién no son
conocldas. la especificidad se demuestra obteniende los
primeros y mas importantes productos de degradacién a traveés

de reacciones simuladas y controladas de degradacion. Para
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6sto se someten a degradacién, por las vifas mas comunes
Chidrélisis acida y basica, oxidacién y fotolisisd a:

- Principios activos.

- Placebo.

- Formulacidn o placébo cargada.

3) Criterios de Aceptacidn.

Para Métodos de Control de Calidad: Confirmar que el
mét.odo desarrollado es capaz de cuantificar 1la sustancia de
interés sin que exista interferencia de los excipientes.

Para Métodos Indicadores de Estabilidad: Verificar que los
productos de degradacién y/o sustancias relacionadas no
interfieran con la cuanlificacién de la sustancia de interés

utilizando el método desarrollado umse.

d., Exactitud.

1) Definicién. La exactitud de un método analitico es
la concordancia de los resultados obtenidos en el analisis
experiemental con respecto al wvalor verdadero, se expresa
generalmente a través del porciento de recobro obtenido del
analisis de muestras a las que se les ha adicionado cantidades
conocidas de la sustancia.

La estimacidén de la exactitud de un método esti asociado
con el error total ¢ EL = Ed + Ei ) que es la suma del error

indeterminado y el error determinado. El error determinade se
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debe a una falta de control en la técnica anali{tica Cerrores de
operacién, -calibracidén, reactivos, etc.) y es controlable. El
error indeterminado permanece, aun cuando se han hecho todos los
esfuerzos  por eliminarle, es incontrolable pero puede medirse

con una validacién adecuada.

2) Determinacién. Se determina al aplicar el
método a placebos cargados ya sea al cien porciento (minimo
seis anadlisis) o a diferentes concentraciones arriba y abajo
de la concentracién tedrica, por el mismo analista en las
mismas condicicnes de coperacidén (ie,as.

3) Cilculos,

PORCIENTO RECUPERADO PARA CADA RECOBRO CX2

7100

MEDIA DEL PORCIENTO RECUPERADO € x O

- Z X
x = =

DESVI ACION ESTANDAR DEL PORCIENTO RECUPERADO (SO

[535]



COEFICIENTE DE VARIACION CCVD -

V= ¢ — 3100
H
t DE STUDENT
teate = x ; 100 %
7

INTERVALO DE CONFIANZA PARA LA MEDIA.
=

w7

IC = x % tCgl.n-z,0.93>

Donde: n. = Numero de recobros independientes.

X
n

Cantidad adicionada.

Y = Cantidad recuperada.

4) Criterios de Aceptacién.

cv < 2%

teale € ¢ Cgl,n~-2,0.095)



e. Precisidn,

1) Definicién. La precision de un método analitico es
ei grado de concordanc.ia. entre los resultados analiticos
individuales cuando el procedimiento se aplica repetidamente a
diferentes muestreos de una muestra homogénea del producto.

Usualmente se expresa en términos de coeficiente de
variacién. Para evaluar este parametro se determina 1la

repetibilidad y reproducibilidad del método us.en.

.£) Repetibilidad.

1) Definicién. Es la precisidn de un método analitico
expresado como la concordancia entre determinaciones
independientes realizadas por un mismo analista, usando los

mismos aparatos y técnicas.

2) Determinacidén. Para cuantificar este parametro se

utilizan los datos obtenidos en la exactitud del métodec uese,

3) Calculos.

cv = C 2100

X1

o7



Donde: s = Desviacién Estandar,

x = Promedio de valores.

4) Criterjos de Aceptacion.

METODO c.v
ESPECTROFOTOMETRICOS Y QUIMICOS <IN
CROMATOORAFICOS < 2%
MICROBIOLOJICOS ) -1

g. Reproducibilidad.

1) Definicién. Es la precisién de un método analitico
expresada coma la concordancia entre determinaciones
independientes realizadas por diferentes analistas, en
diferentes dias, en el mismo y- o diferentes laboratorios,

utilizando el mismo y-so diferentes aparatos.

2> Determinacidn.

Se analiza una muestra homogénea por triplicado por cada
uno de dos analistas en dos dfas diferentes, utilizando un
modelo anidado, de efectos aleatorios de dos factores
CA:analista, D:df{ad, el cual se representa con la sigulente

ecuacién ue,9:



Yuk. = pi+-AuF Djw o+ Ektig

Donde: - Yi'jk ‘= Porcentaje:: :ch..‘\a(m’.iﬁ cado . asociado a la

kfééim répeLicién en el j-ésimo dia para el

ites mo analista.

'Cant.‘xdad de prlncxpxé activo en la muestra.
'A'ib= Efecta del analista en el porcentaje
cuantificado.
Dj(i.r) = Efecto del j-ésimo dia en el i-ésimo
analista sobre el porcentaje cuantificado.

Ex¢l j» = Error experimental.

3) Célculos.

Los resultados se tabulan de la siguiente manera:

ANALISTA
1 2
o VY o112 Y 211
1 ¥ 112 ¥ 212
a Y 113 Y 213
Y 121 Y 22t
Y 122 Y 222
Y 123 Y 223

ZYT. .. = CY 114 + ¥ 142 + Y 143 4 Ya2u + Y22 + Y q28 4
L.+ Yzzad?,
£Y%0ik = YPaea+ Y¥iuz2 4+ YPuum + YRz + YPaz2z + YPaza 4

2
oo + Y%2z28,

69



£ 1074 Yias # Xazi +I Y122 + YazadZ+

- Donde:

a = Numero de analistas.
d = 'Numero de dias.

r = Numero de repeticiones por ‘dia y por analista.
Y = Porcentaje del principio activo cuantificado.

z£¥%. .. = Suma total de los porcentajes - cuantificados por
los analistas al cuadrado.

ZY'ij = Suma total de los cuadrados de los porcentajes
cuantificados por los analistas.

Y% j. = Suma total de los porcentajes cuantificados en un
dia,

ZYlij. = Suma total de los cuadrados de los porcentajes
cuantificados por un analista en un dia,

£¥%i.. = Suma total de los cuadrades de los porcentajes

cuantificados por un analista.
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TABLA DE ANALISIS DE VARIANZA.

FUENTE.. DE| ORADOS DE SUMA DE MEDIA DE £ cALC
VARIACION. | LIBERTAD CUADRADOS CUADRADOS
z 2
TyTi.. Zy. .. Zca MCa
ANALISTA a -~ 1 ECa = T A MCa = - Fa= 023
F]
Zy©. . _ Zecd _ Mcd
PIA o (d-1) |Zed = - - Med = Sgmn [Tt e
2 Zce
ERROR edir-1) Zce = Ly i jk - = MGeo = e,
4) Criterios de Aceptacién.
Fa calc ¢ Fa tablas.
Fd calc ¢ Fd tablas.
3. COMPARACION DE METODOS.
Los parametros estadisticos para comparar dos métodos
analiticos validados son: Linealidad del Método, Exactitud,

Precisién y Repetibilidad ueam,

Se requiere de la siguiente
£X4, EXT, Ifs, I, EXYs, me,

£Xz, zxz. £Y2, EY

a.

Linealidad del Método.

2
z

£XY2, m2,
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Donde:

£Xz = Sumas de las cantidades adicionadas CMetade 237 .

3
2.
L

Pendiente -~ Método 1.

mz2 = Pendlem.e - Metodo 2.

nt = NUmero de replicas por nivel (metodo 1D,

nz = Ndmero de replicas por nivel (métedo 2).

ts = Numero de niveles por porciente recuperado
{método 1D.

tz = Numero de niveles por porciento recuperado

Cmétodo 20,

1) Calculos.

[ ZY:—m(iXYO-b:(ZYQ) + (2Y:-mzCZXYz)-szZYz>)

St
tang + t2 nz - 4

Determinacioén de la desviacién esténdar de pendientes:

1 1
» +
ZX:—C X%t ZX:—( £x2>%rnatz

2

SPdm = SE

Determinacién del limite superior para la diferencia de

pendientes (LSIC):

LSIC=Cnu—mz)#£x.lSzdm
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Determinacidn del limite inferior para la diferencia de

pendientes CLIIC):

an:cm—mza—gnjszdm

t = valor de la t de la distribucién de Student con
C tsnt + tanz - 4 3 grados de libertad y una

probabilidad acumulada de O.975.

Determinacién de la desviacién estandar de las ordenadas al

origen:
2
1 1 CEX D
s*do = SE ” + + L]
nits nztz n: 0.: (EX: —(}:X‘)2 7 nat1)
cEx >°
2

+
t4 2 2 2
ny L2 (X} -cxx»? o nzt2)

Determinacién del limite supericr para la diferencia de

las ordenadas al origen CLSIC):

LSIC = C bt — b2 > + & # {S°do

Determinacién del limite inferior para la diferencia de

las ordenadas al origen:

LIIC = C bs - bz > ~ & » Is’do
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2) Criterios de Aceptacidn.

- En el intervalc de confianza para la diferencia de la
pendiente de la cantidad adicionada-cantidad recuperada debe

localizarse el valor de cero.

~ En el intervalo de confianza para la diferencia de las
ordenadas al origen de cantidad adicionada-cantidad recuperada

debe localizarse el valor de cero us.ao,

b. Exactitud.

CASO I: Cuando los métodos tienen la misma repetibilidad.

Informacion requeridas

DEs, DEz, Nty Nz, Rt y Rz.

Donde:
DEs = Dasviacién Estandar del porcianto
recuperado (Método 1?.
DE2 = Desviacién EstAndaridel perciento
recuperado CMétodo 2. ‘
N1 y N2 = Numeros de porcientos recuperados
para ambos métodos respectivamente,

Ri y Rz = Media aritmética del porciento
recuperado para ambos métodos.
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1) Calculos:

LN

CNt =1 DEZ-+ CNa - 13 DEZ

Dat.ermihaciéﬁ“ del " 1fmite superior del intervale de

confianza ja;ra ~ia diferencia de las medias aritméticasCLSIC):

LSIC = C Ri - Rz 3 + t 3 Dep % ’I'}‘Tx';'l—z
Determinacién del limite inferior del intervalo de
confianza para la diferencia de las medias aritméticasCLIIC):

LITIC = C 1 ~ Rz D - L % Dep = ,].:‘_ %’

1

t = valor de la distribucién de t de Student con CNi +
Nz - 2) grados de libertad y una probabilidad

acumulada de 0.973.



.CASO 11 ;' Cuando lLos métodos NO tienen la misma repetibilidad.

z z 2
(DE‘/Nx*DEg/Nz) PN

g.l =
C DE: MN? C DE: N)?
N1 +1 + N2 + %1

Determinacién de los limites superior e int‘arlorb del
intervalo de confianza para la diferencia de las medias

aritméticas respectivamente LSIC y LIIC:
Lsrc=c’ﬁ—?:)~gnlbsf/m~m;:/~z y

LIIC = CR1 - Rz ) -

(g

» lot-:f/u.+DE:/Nz

t = valor de la distribuicién de la L de Student con g.l

grados de libertad y una probabilidad de 0.97S.

2) Criterios de Aceptacidn.

-En el intervalo de confianza para la diferencia de
las medias aritméticas del porciento recuperado, debe

localizarse el valor de ceroc asio.

c. Repetibilidad.

Informacidn requerida,

DEt y DEz.
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Donde:
‘ DE1 = Desviacién Estandar del porciento

recuperado (Método 1).

DEz = Desviacion Estandar del porciento

recuperado (Método 2).
1) Calculos.

Daterminacién dol limite superior del intervalo de

confianza para la razén de varianzas CLSICO:

Determinacién del 1limite inferior del intervalo de

confianza para la razén de varianzas C(LIIC:

F = valor de la distribucidn de Fischer con CMi~1D grades
de libertad en el numerador y C(Nz-1) grados de libertad en el

denominador, y una probabilidad acumulada de 0,975,
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2) Criterios de Aceptacidn.

-En el intervalo de confianza para la razén de
varianzas Ccalculada a partir del porciento recuperado de

Exactitud al 100 %0 debe localizarse el valer de 1 «aeam,

d. Precisidn.
Informacidén requerida.

DE1 y DEz.

Donde:
DE1 = Desviacién Estandar del porciento
recuperado (Método 1).
CEz = Desviacién Estandar del porciento

recuperado (Método 2).

1) CAlculos.
Nota: Los cAlculos indicados se aplican cuando se utilizan

2 dias, 2 analistas y 3 determinaciones.

Determinacién del limite supsrior del ;lnLervalo de
confianza para la razén de varianzas (LSIC:

1

LSIC = * 4.43

NN



ESTA TeSis ¥o OESE
SRR PE L& BB
inferior del intervalo de

Determinacién del 1limite

confianza para la razén de varianzas CLIIC):

~

o8
LIIC = ——— % 0.226
DE

2) Criterios de Aceptacidn,

-~ En e} intervalo de confianza para la razén de varianzas

Ccalculada a partir del porciento recuperado de Exactitud al

100%0 debe localizarse el valor de 1 uoam;,
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II. PLANTEAMIENTO DEL. PROBLEMA

En nuestra pais es comin encontrar enfermedades
vaginales provocadas por los cambios fisjioldgicos propios del
desarrollo de la mujer. Aunque no se ha llegado a problemas de
salud nacional, es importante seflalar que en México existe una
gran cantidad de mujeres que padecen infeccicnes de este tipo,
originadas en su mayoria por bacterias.

Desde el aRo de 1944 (o), se publicaron trabajos
relacionados con la actividad bacteriostatica y bactericida de
los nitrofurancs contra un gran nimere de bacterias gram
positivas y gram negativas, por lo que son considerados como
principlos activos de amplio espectro, posteriormente se
demostré la utilidad de estos, principalmente de la
Nitrofurazona para el tratamiento de diversos padecimientos
lnfecciogos. Yy actualmente su empleo en el campo de la medicina
os amplic eu.

El interés actual sobre esta actividad de la
Nitrofurazona ha permitido determinar que no sdélo puede
formularse como ungilento ¢ crema, sino también como dvulo cuya
forma farmacéutica es especifica para los padecimientos ya
‘mencionados. El diseflo de esta forma origina la necesidad de
desarrollar y validar un método analitico para cuantificar al
activo y garantizar su efecto.

Cabe mencionar que los &vulos de Nitrofurazona como
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forma farmacéutica no son considerados en la USP XXII  ni en
la Farmacopea Nacional de 1los Estados Unidos Mexicanos

a

5" edicién por lo que es importante desarrollar mélodos
analiticos especificos, rapidos, sencillos y econdmicos,
ademas de demostrar su confiabllidad y aceptabilidad mediante
la validacién de los mismos.

El hecho de validar diferentes métodos, permite realizar
comparaclones entre ellos, con la finalidad de determinar
cuales son los que cumplen con los requisitos establecidos. Es
conveniente sefalar que existen dos tipos de métodos
analiticos ue para cuantificar un principio activo; los de
control de calidad cuya caracteristica principal debe ser la
rapidez y facilidad del analisis y los métodos indicadores de
estabilidad, que pueden ser utilizados para control de calidad
y que permiten cuantificar a productos de degradacién vy
excipientes de manera adicional después de ser sometidos a
diferentes condiciocnes de estabilidad Ctemperatura y humedad
relativad al producto.

Actualmente es un requisito indispensable que el
desarrollo de un método analitice independientemente de sus
caracteri{sticas, sea validado.

La validacién de cualquier método permite evaluar su
reproducibilidad con leo cual se puede garantizar 1la
cuantificacién del principio activo y su uniformidad en la

forma farmacéutica.
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En el presente trabajo se desarrolld y validé un método
de cromatografia de liquidos de alta resolucién para
-cuantificar Nitrofurazona en 6évulos y se validé ademids un
método espectrofotométrico ya establecido para el mismo fin

siendo ambos para control de calidad.



1. OBJETIVOS

A. Objetivo General:
Validar y comparar estadisticamente dos métodos analiticos

para cuantificar Nitrofurazona en Ovulos.

B. Objetivos Particulares:
1. Determinar la estabilidad de la muestra para establecer

las condiciones de trabajo.

a. Valdidar ol método analitico espectrofotométrico
establecido para cuantificar Nitrofurazona en dvulos,
considerando los siguientes parametros:

Linealidad del método
Linsalidad del sistema
Precision

Exactitud
Especificidad

3. ‘Validar el método analfitico por crematografia liquida
de alta resolucién desarrollado para cuantificar Nitrofurazona
en dvulos, considerando los parametros mencionados

antericrmente.

4. Realizar una comparacién estadistica de los métodos

validados.



1v. HIPOTESIS

La comparacién estadistica entre los parametros de
validacién de los métodos espectrofotométrico y cromatografico.
permite establecer que existe una correlacién adecuada entre
ellos, los cuales se pueden utilizar como métodos para control

de calidad alternativamente.
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V. DESARROLLO EXPERIMENTAL

A, Material, Reactivos y Equipo.

MATERI AL DESCRIPCION

Matraces volumétricos 10, 28, S50, 100 mi
Pipeta graduada Pyrex S ml
Pipetas volumétricas Pyrex i, 2, 3, 4, 5,10, a5 mL
Vasos de precipitado Pyrex 100, 250 ml
Probeta graduada Pyrex 50, 250, 1000 ml
Termémetro Taylor -10 a 110° ¢
Matraz erlenmeyer Pyrex 1000 ml

Navecillas de pesado

Viales de vidrio ambar para inyector automidtico de 1 ml
Equipo de filtracién Millipore

Membranas de filtracién Millex de 48 micras

Jeringa de filtracién de S ml

REACTIVOS
Nitrofurazona USP
Pluracol E 400, E 500, E 8000.
Acido acético glacial R.A. J.T.Baker
Agua destilada
Dimetilformamida R.A. J.T.Baker
Agua grado HPLC

Metanol grado HPLC Baxter



EQUIPO
Balanza Mettler AE200
Espectrofotémetro Beckman DU 68
Cromatdégraro de liquidos de alta resolucién Beckman,
Bomba Beckman modelo S.G. 126 para cromatégrafo de liquidos.
Detector Beckman modelo S.G. 166 para cromatégrafo de
liquidos de longitud de onda variable.
Inyector automatico Beckman modelo S.G. 507 .
Integrador IBM .
Baffo de ultrasonido.

Columna Novapak Cis, 3.8 mm de didmetro, 7.5 cm de longitud.

B. Composicién del Ovulo.

Cada ¢vulo contiene:
Nitrofurazoma..........cvceeeenne.. 6 mg
Pluracol E 400
Pluracol E $00
Pluracol E 8000

C. Estabilidad do la Muestra.

Se prepararon placebos cargados Cpor duplicaded que
contenfan el equivalente al 100% del principioc active, se
analizaron inmediatamente y se sometieron a las siguientes
condiciones: temperatura ambiente, 4 °c, 40 °c y a la luz durante

24 y 48 hrs, y so analizaron en anbos lapsos de tiempo



D. Método Espectrofotométrico.

. SOLUCION PROBLEMA:

En’ un vaso de precipitado de 100 ml pesar 3.334g de la
~muestra, fundir en bafic marfia, agregar 10 ml de Dimetilformamida
“si-es necesario disolver en caliente y llevarlo cuantitativamente
a un matraz velumétrico de 100 ml dejar enfriar y aforar con agua
destilada; homogenizar la solucidén. De esta solucién tomar una
alicuota de § ml y llevar a 100 ml con agua destilada en otro.

matraz volumétrico, homogenizar la solucién.

SOLUCION ESTANDAR:

En un matraz volumétricoe de 100 ml colocar 10 mg de
Nitrofurazona SR, exactamente pesados, adiciocnar 10 ml de
Dimetilformamida y agitar para disolver, enseguida llevar a
volumen con agua destilada y homogenizar la soluclén; de esta
solucién tomar una alicucta de 5 ml y llevarlos a un. matraz
volumétrico de 100 ml, aforar con agua destilada y agitar.

CConcentracién final Sug/mlD.

Determinar la absorbancia de la solucidén problema y

estandar a 385 nm utilizando agua como blanco.

Nota: Proteger las soluciones de la luz durante el ensayo.
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E. Método Cromatografico de Alta Resolucidn.

FASE MOVIL: Adicionar 4.2 ml de acido acético glacial a 850
mi de agua HPLC y mezclar, adicicnar 150 ml de metanol . HPLC,

mezclar y desgasificar.

SOLUCION PROBLEMA:

En un vaso de precipitado de 100 mi pesar 2.0 g de la
muestira, agregar 50 ml de Dimetilformamida y fundir en bafio
maria agitando hasta disol ver la muestra. Transfrerir
cuantitativamente la solucion a un matraz volumétrico de 100 ml,
enjuagar el vaso con pequefias porciones de Dimetilformamida y
agregar al matraz, disolver y aforar con el mismo disolvente.

De esta solucién transferir una alicuota de S ml a un
matraz volumétrico de 10 ml, diluir y aforar con fase mévil.

Pasar la solucién a través de un filtro millex de 48 micras.

SOLUCION ESTANDAR:

En un matraz volumétrico de 100 ml colocar 15 mg de
Nitrofurazona SR, exactamente pesados, adicionar -850 ml de
Dimetilformamida y agitar para disolver, enseguida llevar a
volumen con el misme disclvente homogenizar la solucldén; de esta
solucidn tomar una alicuota de 10 ml y llevarlos a un matraz

volumétrico de SO ml, diluir y aforar con fase mévil.
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SISTEMA CROMATOGRAF1CO:
‘ Cﬁl'um;a: k Novapa;k Cia, 3.8 mm de diémet.ro.
) ' R ' 7.5 e¢m de longitud.
‘Jateétor UV 260 nm.
Flujo: 1 ml/min,
Volumen de inyeccidn: 20 ui.
Fase mévil: Agua acidificada-Metanol (85:15).

Tiempo de corrida: 8 minutos.

F. Validacién del Método Espectrofotométrico.

1. LINEALIDAD DEL SISTEMA.

Se prepard una solucidén patrén de referencia cuya
concentracidén era de 25 mg/ml, de esta solucidén se prepararon
por traiplicado diferentes soluciones para obtener la cantidad de
principio activo equivalente al 50% (5 mgd), 75% C7.5 mgd. 100%
€10 mgd, 125% C12.5 mg) y 150% C15 mgd) de la cantidad necesaria

para llevar a cabo el analisis.

2. LINEALIDAD DEL METODO.

Se preparéd una solucidén patrén de referencia cuya
concentracién era de 25 mg/ml, de esta soluclién se prepararon
por triplicado diferentes soluciones para obtener la cantidad de
principio activo equivalente al 50% (B mgd. 78% (7.5 mgd>, 100%

C10 mgd, 125% C12.9 mg? y 150% C15 mg> de la cantidad necesaria

89



para llevar a cabo el andlisis, y se le agregd a cada una de las
muestras el placebo correspondiente al 100% de principio activo

y se analizaron.

3. ESPECIFICIDAD.
Se analizaron por duplicado muestras de estandar de
Nitrofurazona, placebos cargados y placebos en cantidad
equivalente al 100% de principio activo bajo las mismas

condiciones analiticas,

4. EXACTITUD.
Se pesaron 10 muestras de estindar de principio actlive
equivalente al 100% de la cantidad necesaria para llevar a cabo
el analisis. A cada una de las muestras se agregd la cantidad

correspondiente de placebo y se analizaron de acuerdo al método.

5. PRECISION.

a. Repetibilidad del Método,

Para cuantificar este parametro se utilizaron los datos

obtenidos en la Exactitud del Método.

b. Reproducibilidad del Método.

Se seleccionaron al azar dos analistas, a los cuales se
les entregé una muestra de placebo cargado para que la
analizaran por triplicado. dos dias diferentes por el método

indicado.



©G.  Validacidén del Método Cromatografico.

.1, LINEALIDAD DEL SISTEMA.

Se prepar® una solucién patrén de referencia cuya
concentracidn era de 37.9 mgs/ml, de esta solucidén se prepararon
por triplicado diferentes soluciones para obtener la cantidad de
principlo activo equivalente al 50% (15 ug). 75% (22.5 ug), 100%
C30 wugd, _}85% C37.5 ugd) y 150% € 45 ugd) de la cantidad necesaria

para llevar a cabo el analisis.

2. LINEALIDAD DEL METODO.

Se’ prepard una solucidn patrén de referencia cuya
concentracién era de 37.5 mg/ml., de esta solucidn se prepararon
por triplicado diferentes soluciones para oblLener la cantidad de
principio activeo equivalente al 50% (15 pgd), 785% (22.5 ugd), 100%
C 30 ugd, 1285% €37.5 ugd y 150% (45 ngd de la cantidad necesaria
para llevar a cabo el analisis, y se le agregd a cada una de las
muestras el placebo correspondiente al 100% de principio

activo y se analizaron.

3. ESPECIFICIDAD.
Se analizaron por duplicado muestras de referencia de
nitrofurazona, placebos cargados y placebos en cantidad
equivalente al 100% de principio activo bajo las mismas

condiciones anali{ticas.
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' 4. EXACTITUD.
Se pesaron 10 muestras de estandar de principio activo
equivalente al 100% de la cantidad necesaria para llevar a cabo
el analisis, A cada una de las muestras se agregd la cantidad

correspondiente de placebo y se analizaron de acuerdo al método.

. 5. PRECISION.

a. Repetibilidad del Método.

Para cuantificar este parametro se utilizaron los datos

obtenidos en la Exactitud del Método.

b. Reproducibilidad del Método.

Se selecclonaren al azar dos analistas, a los cuales se
les entregéd una muestra de placebo cargado para que la analizaran

por triplicado. dos dias diferentes por el método ind:cado,
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OwEmH

V1. RESULTADOS

A. Estabilidad de la Muestra.

CONDICION
eg| 4% 40°%c Luz Blanca Tem. Amb.
% |99.50% g7, 52% 9g. 00% 99, 50%
3 loo.zsn 98. 26% 99. 50% 100. S0%
ze |99, 00% 08. 26% 83.13% 99. 50%
HRS lag. 00% 98. 76% 84.12% 99. 50%
« |o7.27% o6. 28% 79. 65% 96. 26%
HRS
97.27% 96. 77% 80. 40% 96.53%
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8. Método Espectrofotométrico.

1. LINEALIDAD DEL SISTEMA.

CANTIDAD ADICIONADA Xy mg PROPIEDAD MEDIDA (YY) ABS
5.0 0.200, 0.201, O.200
7.5 0.301, 0.301, 0,300
10.0 0.404. 0.402, 0.403
12.5 0.503. 0.504, 0.503
15.0 0.604, 0.60S, 0.604

£X =150.0
£Y =6.035
T X = 1687.5
£ Y = 2.7344

£ XY = 67.93

PENDIENTE.

15 €67.93) - C150) €6, 035D
m = = 0.04043
15 €1687.5) - C150)7

ORDENADA AL ORIGEN.

€B.035) =~ (0.04043) €180
b = = - 0,001968
15
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COEFICIENTE DE DETERMINACION.

[18 ¢B87.93> - C150) €6.035> 17

[ 15 ¢1687.5> - C1503%) (15 C2,7344) - 6,03507 ]

r%= 1,0003 r = 1.00015

Criterios de aceptacién:

Coeficiente de Determinacion 1,0003 > 0.8

Coeficiente de Correlacidn 1.00018 > 0.99
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LINEALIDAD DEL SISTEMA.
NITROFURAZONA.

0.7
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o —l 1 1 1

0.0 6.0 7.5 10.0 12.6 16.0
. CANTIDAD ADICIONADA (mg)

FIGURA 10 LINEALIDAD DEL 8I1STEMA
METODO EBPECTROFOTOMETRICO
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2. LINEALIDAD DEL METODO.

CANTIDAD ADICIONADA (X} Mg CANTIDAD RECUPERADA (Y) mg
5.0 4,0268, 4.90024, 4.8780
7.5 7.3902, 7.4146, 7.3902
10.0 g.9512, 9.9512, 9.9512
feuse . 12.4390, 12.4390, 12.4390
18,0 00 14.0024, 14.9512, 14.8780
£ X =150

LY = 148.8044

T X% = 1687.5

T Y* = 1864.65474

L XY = 1673,9710

PENDIENTE.

15 C1678.9710) - 1505 €148.8044>
m = 5 = 1.0022
5 €1687.50) - C1500

ORDENADA AL ORIGEN.

148.8044 -~ (1.0022) (1502
b = = - 0.1017
1S
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COEFICIENTE DE DETERMINACION.

[15 C1675.9710) - C150> (148.8044> 1%

(15 C1687.50> - C1503%) [15 C1664.5474> - (148.8044>% 1

r¥= 0.9999

Finalmente se determinan los valores de t de Student, para
evaluar la ordenada al origen y la pendiente estadisticamente.
McErrReg = 0.0017439
McReg = 188,3414
Sm = 0.0030497

Sb = 4.9416

i - 1.00z22

tcale m = 5. 6030457 " " 0.7213
0O - C-0.1017

tecale b = = 0,0205

4.9416

Criterios de Aceptacidn,

Para la pendiente y la ordenada al origen:

St

|0. 0205[ < 2.1448 estadisticamente la ordenada al
origen es igual a cero.

SL

|0. 7213| < 2.1448 estadi{sticamente la pendiente es igual

a uno.,
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LINEALIDAD DEL METODO.
NITROFURAZONA.

16

14 = / : /

10

0 L ) ) 1
0 6.0 7.5 10.0 12.6 16.0

CANTIDAD ADICIONADA (mg)

FIGURA 11 LINEALIDAD DEL METODO.
METODO ESPECTROFOTOMETRICO.

a9




3. ESPECIFICIDAD.

Respuesta del placebo = 0.0%

4. EXACTITUD.

PORCIENTO RECUPERADCO PARA CADA RECOBRO CX>

mg [}

ADICIONADOS RECUPERADOS % RECOBRO v?
10.0 10. 0502 100. 5020 10100, 6520
10.0 10. 0000 100. 0000 10000, 6000
10.0 10, 0o00 100. 00GO 10000, 0000
10.0 9. 0094 p2. DO4O 9799, 0120
10.0 9. 9740 X ©p. 7480 9949, 6630
10.0 P, 0492 o8, 4920 9700, 5740

‘10.0 . P24 o9, 2400 Pa49, 7680
t0.0 . BeD2 8. 4920 ©700, 6740
to. 0 10. 0O00 100, 0000 10000, 0000
10. 0 9. 0740 $P, 7480 P49, 6630

MEDIA DEL PORCIENTO RECUPERADO ¢ x J

- _ _9g5.222
* 10

= 99.8222

DESVIACION ESTANDAR DEL PORCIENTO RECUPERADO (S)

S = j 10C 99050, 90g)  ~Cpps. 22207
10 (10~1)

= 0.6850

COEFICIENTE DE VARIACION CCVW)

ov = ¢ ZZEB5 100 = 0.6882

100



t' DE STUDENT

g9.6222 - 100 %
0. 8850

el

teate =

= -.2.20857.

INTERVALO DE CONFIANZA PARA LA MEDIA,:-

1IC = [ 99.032, 100.012 1

Criterios de Aceptacién.

COEFICIENTE DE VARIACION
0.6882 < 2%
T calculada

- 2.2057 ¢ 2.2622
5. PRECISION.
a. Repetibilidad.

ev = ¢ 28859 5100 = 0.6882

a9, 5222

Criterios de Aceptacién.

METODO c.v
ESPECTROFOTOMETRICOS Y QUIMICOS < 9%
CROMATOARAFICOS < "
MICROBIOLOOICOS < BN



b. Reproducibilidad.

Modelo Estadistico:

Yuk = @ + Av + Dyy + Ekep

ANALISTA
% 2
100, 1830 P9,2108
PP, 2620 ©9.3737
PP, 01278 100, 808
100. 4700 100, 0800
100. 2300 100, 6100
100. 2200 100, 0000

£Y%,.. = 1428818.722

£Y%x = 119004. os6

£Y3.. = 719409.6075

=% = 359708, 8849
Donde:

a = 2 analistas
d = 2 dias

r = 3 replicas por analista
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TABLA DE ANALISIS DE VARIANZA.

FUENTE OUE| ORADOS DE SUMA DE MEDIA DE ¢ caLc
VARIACION LIBERTAD CUADRADOS CUADRADOS
ANALISTA 1 Zeca = 0.04108 Mca = 0.04105). ra= 0.063
DIA a Zad = 1.8293716 Mcd = 0.64685( fd= 0.462
ERROR 8 . |Zce.= ‘2.>1016 | Mce =z 0.2627

Criterios de Aceplacion.

EFECTO POR ANALISTA:
0.063 ¢ 38.51
EFECTO POR DIA:

0.462 ¢ 6.06
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C. Método Cromatogrifico de Alta Resoluci

én.

1. LINEALIDAD DEL SISTEMA.

CANTIDAD ADICIONADA (X) ug PROPIEDAD MEDIDA (¥} AREAS i
15.0 9.65, 9.58, 9.57 i
22:5 14.50, 15.66, 14.98 !
30.0 19.77, 18.11, 19.69 \
37.5 22.62, 26.53, 25.84 !
45.0 31.11, 29.97. 29.12 |
|
£ X = 450.00
LY = 297.70
¥ X% = 15188, 00
" p Y? = 6607.4500
T XY = 10075.94
PENDIENTE.
15 C10075.94> - C450) C297.70)
m = . = 0.6784
15 C15188) - C450)
ORDENADA AL ORIGEN.
€297.70) - €0.B784> CAS0)
b= = - 0.5082

15
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COEFICIENTE DE DETERMINACION,

2 {15 C10075.94> - 450> c297. 70521
ro= - -

[ 15°C15188)° - C4500%) (15 (B6697.45> - (297.705%)

“p? = 0.0844 r = 0.9922

C.criterios de aceptacidn:

Coeficiente de Determinacidén 0.9844 > 0.98

Coeficiente de Correlacidén 0.9922 > 0.99
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LINEALIDAD DEL SISTEMA.
NITROFURAZONA.

35

30

25

20|~ -

16

10

o i 1 1 1
4] 15.0 22.5 30.0 37.6 45.0

CANTIDAD ADICIONADA (mg)

FIGURA 12 LINEALIDAD DEL SISTEMA.
METODO CROMATOQRAFICO.
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2.: LINEALIDAD -DEL METODO.

i 'CANTIDAD "ADIGIONADA. (X) ‘mg CANTIDAD RECUPERADA (Y) mg
FENC) 14.8999, 15.2924, 14,9061
] 22.8473. 22.5368. 22.5648
20,9727, 29.6523, 30.0%522
37.6707, 37,8134, 36.9989
45,3242, 45, 3147. 44,5171
L X0 = 450.0000
£ Y = 450.3635
£ X* = 15187.5000
T ¥? = 15205, 2200
T XY = 15195. 7700
PENDIENTE.
15 C15195. 77> - C450) C450. 3635)
m = - : = 0.9984
15 C15187.50) - (4502
ORDENADA AL ORIGEN.
450,3635 - €0.9984) C450>
b = = 0.0710

15
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“ COEFICIENTE. DE ‘DETERMINACION.

[15 C15195.77) - C450) €450, 3635317

(15 C15187.500 — C450%1 (15 C15208,.22> - €450,36357 1

r?= 0.9993
Finalmente se determinaron los valores de t de Student,
para evaluar la ordenada al origen y la pendiente
estadisticamente. .
McErrReg = 0.04
McReg = 1682.24

Sm = 0.2610

Sb = 0,2600
1 - 0.9984
tecale m = = 0.01
0.2610
O - 0.0710
tcalc b = 53660 = - 0.28

Criterios de aceptacidn:

Para la pendiente y la ordenada al origen:
P34
|O.28| < 2.1448 estadisticamente la ordenada al origen
es igual a cero.
St

|o. Oll( 2.1448 estadisticamente la pendiente es igual a
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LINEALIDAD DEL METODO.
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FIGURA 13 LINEALIDAD DEL METODO.
METODO CROMATOGRAFICO.




3. ESPECIFICIDAD.

CONDICIONES DEL ANALISIS
VALIDACION METODO ANALITICO PARA NITROFURAZONA OVULOS
ESPECIFICIDAD DEL METODO
FASE MOVIL METANOL~AQUA ACIDIFICADA AL O. 3% CON AC. ACETICO 38>
COLUMNA: NOVA PAK C18, 8.0 X 75 mm, TaAMANO DE PARTICULA sum

Nomb t . No. vol.
NoTize  ESEMEL ¥Ry, Yo YRY:
PLAGEBO 1. 0000 1ot - z0
Flujo .00 Parametros Tiempo: 5.
nA 85. 0o Solvente A 4 Presion A 0.975
4B 13. 0O Bolvente 8§ 4 Presion B ©0.003
Long. onda,360nm Absorb, AU 0.00 Numero Vial
Numero Tiempo Nombre Area Aliura
Bico metencion Componente __Pico _Pico
1 0. 703 0, 79007 o. 00388
ToraL” T cTTETTTT 0. 79007 o. oogas
0.,0000 0,0300 0,1000 0.1300
0.00 1 1 I I ( 1 1 ! i | § ! 1 i ]
s 0w
.‘r
2,00
1 s .
E
4.00
1.9 T T T T T T T U T T L— T LA D |
0.0000 0.0500 0.1000 . .0 0500

FIOURA No 14. CROMATOORAMA DEL PLACEBO PARA DETERMINAR LA

ESPECIFICIDAD DEL METODO PARA NITROFURAZONA OVULOS.
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CONDICIONES DEL ANALISIS

VALIDACION MWMETODO ANALITICO FPARA NITROFURAZONA OVULOS
ESPECIFICIDAD DEL METODO

FASE MOVIL METANOL-AGUA ACIDIFICADA AL 0.53% CON AC. ACETICO

15:85;
COLUMNA: NOVA PAK C18, 9.0 X 75 mm, TAMANO DE PARTICULA 4UM
Nombre Factor No., No.

Mueairs Escala In). vial
1. 0000 171 13 20
Parametros Tiempo: 3,00
Solvente A 4 Presion A ©O.008
3] 13. o0 Solvente B ¢ Presion B O, 94t
Long.onda,ssonm Absorb,AU 0.00 Numero Vial 13
Numero Tiempo Nombre Area Altura
PrcoO Retencion Componente Prco Prco
1 o, 728 0. 51470 0, oz64
2 3.290 NITROFURAZONA 20.351434 ©. 13130
yotaL” T TTTETTTTTTTT - zi.0z932 o 18420
0.030¢ N
: ' . ' . : f . . .
i . LI nitr
i
oo 1'_._4,.... e e e Rt . e -
0,000 0,0500

FIOURA No 13. CROMATOGRAMA DEL PLACEBO CAROADO PARA DETERMINAR

LA ESPECIFICIDAD DEL METODC PARA NITROFURAZONA OVULOS.
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1,9¢

CONDICIONES DEL ANALISIS

VALIDACION METODO AMNALITICO PARA NITROFURATZONA OVULOB

ESPECIFICIDAD DEL METODO
FASE MOVIL METANOL-AQUA ACIDIFICADA
COLUMNA: NOVA PAK Ci®, 3.9 X 73 mm,

AL O,.3N CON AC. ACETIGCO 5183

TAMARO DE PARTICULA UM

actiler

Nombre X No. .
Muesira Escala xg,. 5&.1 ubL
SPR NITRO 1.0000 z/8 B
Flujo 1. 00 Porametros 5, 00
wA 85. o0 Solvente A & A ©.065
»B 15. 00 Solvente B 4 B 0.9p50
Long. ondag,8o0nm Absorb,AU O.00 Numero Vial 3
Numero Tiempo Nombre Avea Atiurao
Pico Retlencion componente Pico Picc

Iy ©.7253 0. 30897 0, oozdn

z B.322 NITROFURAZONA 20.71592 0. 13207
TOTAL ThtTTT TTrhTET T zi 22489 0. 13475

e 9.0500 AN

i . . . ! i . . . o e
f
|

Q.50 -

J [YM
]
1
4
= - B HOE R :
f ST S : e SARARES B S S R
FH v mm s i me e T e R
|
e
4
&,6000 60504 01580

FIQURA No 106,

GROMATOCRAMA PEL KESTANDAR DE NITROFURAZONA

PFARA

DETERMINAR LA ESPECIFICIDAD DFEL METODO PARA NITROFURAZONA OVULOS.
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4.99

CONDICIONES DEL ANALISIS
VALIDACION

ESPECIFICIDAD DEL METODO
FASE MOVIL METANOL-AQOUA ACIDIFICADA
COLUMNA: NOVA PAK Ci18, 3.9 X ?3 mm,

HNETODC ANALITICO PARA NITROFURAZONA OVULOS

AL ©. 3% CON AC, ACETICO
TAMANO DE PARTICULA 4UM

t13:89)

re No. vol.

tra v?al ln‘j. ul

DEG LUZ 14 20

Fluje 1.0 Parametros Tiempo: 3,00

XA 85. 0 Sotvente A 4 Presion A O, 008
~B 15, O Salvente 8 4 Presion B O, Pe?

Long.onda,Asonm Absor b, AU 0.00

Numero Tiempo Nombre

Numero Vial 4

Area
(Blee Retencion .CGeorponente o Blee |
1 .79 0. 30064 0. co2B?
z 2. pos PFROD. DEd LUZ 2, s0ppe 0. 0t452
3 3. 200 NITROFURAZONA 17. 43053 o. 11185
ToTaL” T TTTTTTTTTTTTT 25, 0ei1a . 12095
0,0000 0.0500 0.1000 0.1300
] I ! i L 1 ! I ! | I L R R | )
0.81
[ A
i E 2,97 PROD,DEG LUZ
(’__7 3,29 nitrofurazona
T T T T T T T T T T T T 7 T T 1
0.0000 0.0500 0.1000 0.1500

FIOURA No 17,

CROMATOORAMA DE UNA MUESTRA EXPUESTA A LA LUZ

UV  DURANTE BO MIN,
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4. EXACTITUD.

PORCIENTO RECUPERADO PARA CADA RECOBRO CX>

L g
ADICIONADOS RECUPERADOS % RECOBRO \’2
29, 604 29. 1200 8. 8800 PG74. COOS
29. 403 Zp. 3100 PO, 0800 PPEC, 1024
30, 0P9 29, 9200 P9, 4100 $082, 9401
290, 8907 29. 8200 o0, 7400 PP48. 0a748
2P, 440 29, 2300 oo, 2800 PO SS, 4409
80, 1315 90. 4800 101. 0900 10219, 1881
30. 1200 80, 1100 o9, P00 PPO4 ., QOO0
80, P8O 81, 3900 101. 9S00 10093, 84140
34,4790 21, 3700 100. 2900 10038, 0844
B0. 1245 80, 3000 100, 300 10113, 8834

MEDIA DEL PORCIENTO RECUPERADO ¢ x 2

-~ _ _1000.41 _
x = T = 100.001

DESVIACION ESTANDAR DEL PORCIENTO RECUPERADG CSD

s = f 10€100091. 1077) ~C1000. 417

= 0.9300
10 C10-1)

COEFICIENTE DE VARIACION CCVD

0. 9500

&V = C 55081

2 100 = 0.9496

t DE STUDENT
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INTERVALO DE CONFIANZA PARA LA MEDIA.

IC = { 90.8251,100.2949 1

Criterios de Aceptacidn.

COEFICIENTE DE VARIACION:
0.9496 < 2%
T calculada:

0.13680 ¢ 2.2822

5. PRECISION.

a. Repetibilidad,.

v = ¢ 2989 5100 = 0.0406

100.041

Criterios de Aceptacién.

METODO c.v

CROMATOORAFICOS < 2%

b. Reproducibilidad,.

Modelo Estadistico:

Yijk = @ + Ac + Djd + Ekap
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ANALISTA

1 z
° 9d.358 ) od, 0P
r ! : 94,98 Pe. 19
A 5 93.04 Pé. 40
94,09 o2, 42
2 .80 o4, 37
PO, 44 3. 70
£Y®... = 1205635.828
sY*ik = 107987.7
sY%.. = 647820.0
i = 323013.30
a = 2 analistas
d = 2 dias
r = 3 replicas
TABLA DE ANALISIS DE VAilANZA
FUENTE DE| ORADOS DE SUMA DE MEDIA DE F GALC
VARIAGION LIBERTAD CUADRADOS CUADRADOS
ANALISTA 1 Zeco = 0.3400 Mca = 0.3400| Fa= 0.6172
DIA 2 Zcd = 1.1019 ucd = 0.5509| rd= 0.2646
ERROXR 8 Zce = 15.68532 Mce = 2.0819
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Criterios de Aceptacidén.

EFECTO POR DIA:
0.2646 ¢ 6.086
EFECTO POR ANALISTA:

0.8172 ¢ 38.51
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D. Comparacién de Nétodos.

Los parametros estadisticos para comparar dos métodos
analiticos validados son: Linealidad del Método, Exactitud,

Precisioén y Repetibilidad.

1. LINEALIDAD DEL METODO.

Se requiere de la siguiente informacidn:

METODO CROMATOGRAFICO METODO ESPECTROFOTOMETRICO
Xt = 450 X2 = 150
zx: = 15187.30 D(: = 1687.5
£¥1 = 450, 3835 LY, = 148.8044
£v] = 1se05.22 I¥. = 1604.5474
IXYs = 16198.77 XYz = 1675.9710
m = 0.9584 mz = 1.0022
ts =89 tz =89
bt = 0.0710 bz = - 0.1017
n =3 nz =3

CAlculos.
Sg = 0.0698
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Desviacién estandar de pendientes:

Sdm = 0.000412

Limite superior para la diferencia de pendientes CLSIC):
LSIC = 0.04165

Limite inferior para la diferencia de pendientes (LIIC):

LIIC = ~0. 04181

Desviacién estandar de las ordenadas al origen:
SPdo = 0.0479

Limite superior para la diferencia de las ordenadas al
origen CLSIC):

LSIC = 0.4878
Limite inferior para la diferencia de las ordenadas al
origen:

LIIC = - 0.4122

Criterios de Aceptacidén.

-En el intervalo de confianza para la diferencia de la
pendiente de 1la cantidad adicionada-cantidad recuperada
[-0.0479,0.04185) se localiza el valor de cero.

~En el intervalo de confianza para la diferencia de las
ordenadas al origen de cantidad adicionada-cantidad recuperada

(-0.4122,0.4878] se localiza el valor de cero.
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2. EXACTITUD,

CASO I: Cuando los métodos tienen la misma repetibilidad.

Informacidn requerida:
DE:1 = 0.9500

DEz = 0.6850

Nt = 10

Nz = 10

R1 = 100.04

Rz = 99.82

Calculos.
Dep = O.828B2

Limite superior del intervale de confianza para

la diferencia de las medias aritméticas CLSICO:

LSIC = 0.9808

Limite inferior del intervalo de confianza para
la diferencia de las medias aritméticas CLIICD:

LIIC = -0.5886

Criterios de Aceptacidn.

~En el intervalo de confianza para la diferencia de las

medias aritméticas del porciento recuperado [-0.58%56,0.8808]

se localiza el valor de cero.
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3. REPETIBILIDAD.
Informacién requerida:
~ DE1 = 0.8500

DEz = O, 6850

Calculos.

Limite superior del intervalo de confianza para la razdén

de varianzas C(LSIC:
LSIC = 7.7512

Limite inferior del intervale de confianza para
la razdén de varianzas CLIIC):

LIIC = 0.4773

Criterios de Aceptacidn.

-En el intervale de confianza para la razén de varianzas
Ccalculada a partir del porciento recuperado de Exactitud al 100

% 10.4773,7.7512] se localiza el valor de 1,
4. PRECISION.
Informacién requerida.

DE1 = 0,9500

DE2 = 0.8850
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“calculos.

Limite superior del intervalo de confianza para
la razén de vartanzas CLSIC):

LSIC = 8.5205
Limite inferior del intervalo de confianza para
la razén de varianzas CLITIQ):

LIIC = 0.4347

Criterios de Aceptacién.

-En el intervalo de confianza para la razén de varianzas
Ccalculada a partir del porciento recuperado de Exactitud al

1003 10. 4347,8, 52081 se localiza el valor de i.
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VIL. ANALISIS DE RESULTADOS

De todos los parametros requeridos para validar un método
analitico de Control de Calidad, la estabilidad de la muesira es
muy importante, debido a que con ésta es posible establecer las
condiciones necesarias para el manejo de las muestras de
Nitrofurazona durante su cuantificacién, o bien, s1 por algun
motivo no se puede concluir dicho analisis saber bajo que
condiciones el anpalista puede centinuar su trabajo.

Considerando lo anterior, se procedid a real:zar
primeramente, la estabilidad de la muestra a condicicnes
extremas 4 °C, 40°C, T.A, y luz visible, durante 24 ¥ 4B horas.

Como se puede apreciar., los resultados de las muestras
sometidas a 4°C., son estables a las 24 horas. ya gque ics
resultados de la cuantificacidn del activo san muy similares a
los iniciales. A las 48 horas. se cobserva una disminucidn de
aproximadamente 2% atribuido a una posible degradacidn,

Para el casc de las muestras sometidas a 40°C. !a
concentracidn aumento en un 2%. Ccomparada con la ccncentracien
iniciald a las 24 horas, debido a que el disolvente utilizado
dimetilformamida, es muy wvolatil. El resultado a las 48 horas
presenta una disminucién en la concentracién del 2%, debide a la
sensibilidad de la Nitrofurazona por efecto de la temperatura,

por lo que es muy probable una degradacion.
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A temperatura amblente <(T.A), las muestras durante las
primeras 24 horas tuvieron un cambio muy poco significativo. no
asi., a las 48 horas donde disminuyd la concentracioén en un 3%.

Las muestras expuestas a la luz demostraron la
inestabilidad de 1los nitrofuranos, en este caso, de la
Nitrofurazona en donde hubo una disminucién de la concentracioén
del 1S y 19%, a las 24 y 48 horas respectivamente.

De los resultados anteriores, se establecié que si el
analista, por algin motivo no terminé el analisis, puede
continuar en un tiempc miximo de 24 horas, posterior a la
preparacién de las muestras, siempre que no esten expuestas a la
luz.

Por otro lado, después de &4 horas los analisis no son
confiables a ninguna condicién, a pesar de encontrarse dentro
del intervalo que marcan las especificaciones (97-1030. ya que
se considera que existe degradacién parcial, como es el caso de
las diferentes temperaturas, y de manera adicional, un cambio de
coloracién para el caso de las muestras expuestas a la luz, en
donde el activo experimenta un cambio de color de amarillo

Ciniciald., a café obscura.

VALIDACION DEL. METODO ESPECTROFOTOMETRICO.

En cuanto a la validacién del método espectrofotométrice

se determind que el sistema es adecuada, es decir existe una
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relacién ‘lineal . en -cuanto a los diferentes niveles de
concentracién en la regién'de“ trabajo. €S0, 75, 100, 185 y
15000, )

El resultadc del coeficiente de correlacidn, indica que el
sistema.. es lineal a los diferentes niveles de concentracién
'eh\pleados. La figura No.10, muestra la linealidad del sistema vy
que no oxiste una dispersidn significativa.

Para la linealidad del método, los valores de la
distribucién t de student, para evaluar la ordenada y la
pendiente indican que estadisticamente la ordenada es igual a
cerco y la pendiente a uno.

La exactitud se evalud con 10 muestras al 100%
determinando que el valor del coeficiente de variacién C0.688%0
es menor al 2%, por lo que el método espectrofotométrice es
exacto, ademas de que el valor de la distribucién t calculada es
menor al de la t de tablas.

Para la determinacién de la precision, se emplearon los
datos de la exactitud, determinando que el C.V. es menor a a%.
de esta manera se considera que el método es preciso.

La reproducibilidad de la muestra fué disefiada para
evaluarse mediante un analisis de varianza. considerandc dos
dias y dos analistas, De esta manera los valores de 1la
distribucidén F de las fuentes de variacidén son menores a los

valores de tablas existiendo reproducibilidad del método.

12s



Finalmente, s® determind la especificidad frente a
excipientes, obteniendose una respuesta nula del

placebo, frente al placebo cargado y al principio active,

VALIDACION DEL METODO CROMATOGRAFICO,

La validacién de! método cromatografico comprende los
mismos parametros del método anterior, por lo que se evalud
inicialmente la linealidad del sistema.

El coeficiente de correlacién y la ordenada oblenidos de
la regresién, indican que en la linealidad del sistema existe
una dispersion minima en los datos. La figura No.12 presenta el
comportamiento del sistema.

La precisidn del sistema delerminada al 100%, presenta una
dispersidn minima de los valores cuantificados por  la
desviacion estandar y por el coeficiente de variacién, por lo
que al ser menor de Jlo establecido (1.5, éste ultimo
parametro indica que el sistema es preciso.

Una vez determinada la linealidad del sistema, se continuéd
con la linealidad del método trabajando gon los mismos niveles.
Los resultados muestran que existe una relacidén lineal de los mg
adiclionados contra los mg recuperados. Ademis, de los parametros
estadisticos deo 1a ragresidén lineal evaluyados con la
distribucién t de student, se encontré que los valores absolutos
de la ordenada al origen (b)) y de la pendiente (m? son

estadisticamente igual a cero y uno. respectivamente.
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En la figura No.13, se observa ln,re.\hclén‘lllnoal del
‘método a diferentes niveles. '

La exactitud del método, fué evaluada coﬁ 10 ‘muestras al
100%, utilizando la distribucién t de student, considerando que
el método es exacto por ser el valor de la tcalc (0.1382 menor
al valor de la Lttables C2.262).

La precisidén se determiné, utilizande los datos obtenidos
para la exactitud, evaluando en este caso el coeficiente de
variacién CC. V>, siendo de 0.95%, menor a lo establecido (2.
por lo que el método es preciso

La evaluacién de la reproducibilidad del método (dos
dias con dos analistasd fué determinada mediante un analisis
de varianza, encontrando que los valores de la distribucién F
para el dia y el analista son mencres a los de tablas. Por lo
anterior el método es reproducible a las condicicnes dadas.

Para concluir con la validacién del mé&todo por
cromatografia de liquidos de alta resolucidn se determind la
especificidad frente a excipientes. observando que el placebo
analizado no genera ninguna respuesta. Ademds, la respuesta de
los placebos cargados y del principio activa fué la esperada. En
las figuras No. 14, 1S y 16 se observan los cromatogramas
respectivos que ilustran lo anterior.

En la figura No 17, se presenta el cromatograma obtenido
de una muestra expuesta a luz ultravioleta, durante 30 minutos.

En el cual se observa la aparicidén de un pequefo pico, dque
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corresponde al productoe de degradacién por efecto de la luz de
la Nitrofurazona. Analizando los parametros cromategraficos se
obtiene que el factor de resolucién CR), es jgual a 0.69 lo que
indica que no hay una separacién base a base entre el pico del
principio activo y el del productec de degradacidn, ya que para
que ésto sea Optimo, CR) debe ser igual a 1.5. Asimismo, el
factor de selectividad <Cax) obtenido, es5 igual a 1.14,
demostrando as{ que no hay una buena selectividad de la columna
por los picos mencionados anteriormente, ya que el valor éptimo
debe ser mayor de 1.2; los resultados de dichos factores
demuestran de manera adicional, a la estabilidad, la importancia
de proteger a las muestras de Nitrofurazona de la luz, durante
su analisis debido a que éste método no es indicativo de
estabilidad porque no es especifize frente a productos de

degradacién.

COMPARACION ESTADISTICA DE AMBOS METODOS.

Los parametros estadisticos considerados para la
comparacién de los métodos analiticos validadeos incluyen:
linealidad del método, exactitud, precisisén y repetibillidad.

La comparacidén de las linealidades de ambos métodos,
establecen que la relacién de la diferencia de las pendientes de
la cantidad adicionada-cantidad recuperada presenta un intervalo

de -0.04181 a 0.04165, mientras que para la diferencia de 1las
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ordenadas el intervalo es de -0.4122 a 0. 4878. Como ambos
intervalos incluyen el valor de cero, se considera que entre
ambos métodos existe una relacién entre la cantidad adicionada y
la cantidad recuperada.

La determinacién de las exactitudes comparadas,
considerando que los métodos presentan la misma repetibllidad
indica que el intervalo de confianza de las medias incluye el
valor de cero (-0.5856 a 0.9808), dicho intervalo para 1la
diferencia de las medias aritméticas del porciento recuperado de
ambos métodos es adecuada.

El parametro de la repetibilidad, presenta un intervalo de
confianza de 0.4773 a 7.7512 determinado a partir de la relaciédn
de las desviaciones estandar de los métodos incluye el valor de
unoc, por lo que la razédn de varianzas calculada con los datos de
exactitud al 100%, cumple con el criterio establecido.

Para concluir, la evaluacién de la precisién de los
métodos comparados a partir de la razén de varianzas incluye el
valor de uno, por lo que la relacidén de los métodes cumple con
1o establecido.

Los resultados de las validaciones permiten establecer que
los métodos cromatografico y espectrofotométrico, cumplen con
las especificaciones establecidas por el laboraterio y la
Secretarfa de Salud, con lo cual es posible su uso de manera
indistinta u alternativa, en un momento dado. para la

cuantificacidén de Nitrofurazona en dvulos.
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VIIL. CONCLUSIONES

1. Se validaron dos métodos para cuantificar Nitrofurazona
en dvulos, y se compararon estadisticamente.

2. Una vez concluido el analisis de 1.os resultados de la
validacién del método de cromatografia de liquidos de alta
resolucidén, se determind que éste es lineal en el intervalo de
la concentracién estudiada, ademaAs de ser exacto, preciso y
reproducible.

3. Se considera que el método cromatografico es especifico
frente a excipientes, debido a que no presentan respuesta.

4. Los resultados de la validacioén del método
espectrofotométrico indican que es lineal en el intervalc de
trabajo, es exacto, preciso y reproducible. Al igual que el
método anterior, también es especifico frente a excipientes.

5. Se encontré que las muestras analizadas son estables a
las condiciones a las que fueron sometidas (excepto luz visible)
por un maximo de 24 horas.

6. Se considera que el método espectrofotométrico es el
mads sencillo y rapido para cuantificar Nitrofurazona.

7. La comparacién estadistica entre ambos métodos,
establece la relacién que existe entre estos, pudiende ser
utilizados alternativamente o sustituyendo uno al otro, en un
momento dado, siendo los resultados confiables en cualquiera de

ellos,
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IX. SUGERENCIAS

Debido a que los meétodos validados son exclusivamenie para
Control de calidad, se considera necesario establecer un método
indicador de estabilidad., por lo que el método cromatografico
serlia el mas adecuado para ello. por ser la técnica mas
especifica y sensible.

Considerando la estabilidad de la Nitrofurazona y el uso
de Dimetilformamida como disolvente, es recomendable, guardar
las muestras en refrigeracién y/ o a temperatura ambiente
protegidas de la 1luz, si por alguna razén no se pudiera
continuar con el analisis

El analisis por cromatografia de la Nitrofurazona despueés
de exponerse a la luz, presenta un pico de degradacidén muy
cercano al del producto de interes, por lo que seria
conveniente modificar la proporcién de la fase médvil u otra
variable, para incrementar la resolucién entre ellos. Dicha
sugerenéia esta encaminada a implementar un métode indicador de
estabiljdad.

Como UGltimo punto, es necesario sugerir que la columna
empleada para el método cromatografico debe ser wutilizada
exclusivamente para este fin, de lo contraric estarfia expuesta a
sufrir alguna contaminacién y a una posible modificacién en la

respuesta.

131



X. REF 1AS

1% ; “Mainy* ©J,R. “The Nitrofurans-A New Type of

Antibacterial™'Agent”. J. Am. Pharm. Assoc. 36, Cssnd, 317-320

2. Clarke’s. Isolation and Identification of Drugs.

2th ed. The Pharmaceutical Press. London C1986).

3. Guia Profesional de Medicamentos. Manual Moderno,

2% ed. México, D.F. pp 707,718. C1887).

4. Beckman, H. Drugs Their Nature, Action and Use. W, B.

Saunders Company. Philadelphia. pp 998 (1980).

5. Voigt, R. H., Bornschein M. Tratadeo de Tecnologia

Farmacéutica. Acribia. Zaragoza, Espaffa. pp130-133. (19833,

B. Gold, M. Suppository Development and Production.
In Lieberman. H. A. et al Cdedits). ‘“Pharmaceutical
Dosage Forms: Disperse Systems”. Vol. 2. Marcial Dekker. Inc

NY.New York. pp 533-561. €1989.

7. Helman,J. Farmacotecnia Teoria Y Practica.

Continental. Tomo VII. pp 2017-2022. México. <1984),

132



Formas * Farmacéuticas’ Jy -'su .

Aplicaciédn .B:ats"i].a»a;, Sﬁiza (1984)

Duchene’ D. ,,“Leé .Compr imés Gynécologi queé W Pro

Pharm:. 21, C7). 209-310 €19866).

10, Plaxco, James. Suppositories.
In Hoover, J.E. Ceditd. "Dispensing of Medication".
8%d, Mack Publishing Company. Pennsylvania, USA pp 163-177

C1976d.

11, United States Pharmacopoeia. Twenty second Rev. Harck

Publishing Company, Easton., Pa. (1990).

12. Moes, A."Biodisponibilité dos formes

d’'administration rectale”. Sci. Techniques Pharm, 9, C6).

263-288 (1980).

13, Belman, P.F. Curso de Introduccién a la

Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucidn. Perkin Elmer de

México, S.A. C1988).

14. Manual de Cromatografia de Liguidos de Alta

Resolucidn, Instituto de Analisis Instrumental. México, D.F.

C19915.

133



"La " Cromatografia Liquida . de’  Alta
21, 1esa1 c19ed, ’

| Sotvent. Selection = For SeparaLién‘

Beckman 11 sL’ru@nCs de México. (19912~

and Schenk, H.G. Quimica _ Analitica

‘Cuantitativ. 3 :edl Limusa. México, D.F. €1989).

18." Guia Oficial de Validacion de Métodos Analiticos de
la Direccion General de Control de Insumos para la Salud, SSA",

PP 1-73, (19912,

19. Curso de Estadistica Aplicada a la Validacién de

Métodos Analiticos. Instituto de Capacitacién de la Industria

Farmacéutica y Quimico Farmacéutica . C18987).

20. Carvajal, G., Rivas, A. y Méndez, A. "Métodos para

la Determinacién de los Nitrofuranos®. Anales de la Escuela

Macicnal de Ciencias Bioldgicas. 8, (s/nd, 131-138. C1973).

21. Deod, C.M. et al. "“The Relationship of Structure and
Antibacterial Activity in the Nitrofurans®”. J. Am. Pharm.

Assoc. 158, (s/nd, 313-318 (1966).

134



. ‘zei . Farmacopea Ufficiale ‘della Repubblica  Italiana:
Vo1.11, 8%ed. Roma. pp 735-736 19723 i )

: 23. ~ Thorpe,  A.V, “Sample Preparation . of ' Carbadox.

Fhréz@lidone, Nitrofurazone and Ethopabate in Medicated Feeds

fér High Pressure Liquid Chromatography'. J. Assoc. Off, Anal.

| Chem. 63, ¢5) @81-984, (19803,

24. Sugden, E. A et al. "ngh' Pressure Liquid
Chromatographic Determination of Nitrofurazone and
Furazolidone in Chicken and Pork Tissues®. J. Assoc. Off.

Anal. Chem. 66, C4), B74-880. (1983,

25. British Pharmacoposia. Vol.I. London Her Majesty's

Stationery Office, 307, (1980).

26, Martin Dale. The Extra Pharmacopoeia . 27th ed.

Pharm Press. London, 448, (1978).

27. The Merck Index. 10th ed. Merck & Co., Inc. Rahway,

N.J. USA, pp 8449, C1983).

28, Banker,G.S. and Rhodes, C.T. Modern Pharmaceutics.

Marcel Dekker, Inc. New York, €1979).

135



-1~ I Mar'un.,AL Swarbrick, J. and Cammarata, A.. Physical

“Pharmacy.  3th ed. Lea & Ferger. Philadelphia, €19833.

136



	Portada
	Contenido
	Introducción
	I. Antecedentes Teóricos
	II. Planteamiento del Problema
	III. Objetivos
	IV. Hipótesis
	V. Desarrollo Experimental
	VI. Resultados
	VII. Análisis de Resultados
	VIII. Conclusiones
	IX. Sugerencias
	X. Referencias



