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CAPITULO I

I NTRODUCCTION



INTRODUCCION

Uno de los principales objetivos de la Industria Farmacéutica es
proporcionar medicamentos gue logian mantener s5u integridad y que
cumplan con el fin terapéutico para el que fueron disefados, para lo
cual debe asegurar un adecuado control de calidad.

Debido a ésto, se® requiere de métodos anaiiticos capaces de
cunntlficarlen forma selectiva al farmaco, aln en presencia de bus
productos de degradacldn, excipientes o impurezas.

Para conocer si el método es el adacuado es necesario validarlo.
La valldacidén es la comprobacidn documentada de una serie de estudios
de laboratorio, que demuestran la reproducibilidad del método para
proporcionar resul tados analiticos confiables.

El objetivo de este trabajo es desarrollar un m#*todo anaiitico
para cuantificar difenilhidantoina sédica en Elhlltl; por
cromatografia de l{quidos de alta resolucidn, utilizande esténdar
interno. Una vez terminado se procederid a validarlo para io cual se
determinara: Linearidad, Exactitud, Procisidn, KReproducibilidad,
Especificidad, Tolerancia.

Para determinar su especificidad se someteran muaestras de
principlo activo, placebo ¥y producto terminado a diferentes
condiclones de degradacién y se analizarin bajo el m€todo propuesto,
éste debe ser capaz de cuantificar al principio activo sin

interferencias de exciplentes y/o productos de degradacién.



El presente trabajo consta de los siguientes capitulos
1. Introduccién.
2. Generalidades.
a) Monograftfa del principio activo.
b) Cromatografia de liquidos de alta resolucidn.
c) Validacién de métodos analiticos
3.- Desarrollo y validacién del método analitico.
4,- Anadlisis de resultados y conclusiones. .

5.- Bibliografia.

El método desarrclladc presenta grandes ventajas sobre los
métodos reportados en la bibliografia debido a que se cambi® un
método gravimétrico o por titulaci®n por un aétodo instrumental.
Ademds hay gran disminuci®n en el tiempo de andlisis, amenor
complejidad en la preparaci®n de las muestras y como es especifico
puede utilizarse tantc para control de calidad como para el
seguimiento en la estabilidad de difenilhidantoina sddica wen

tabletas.




CAPITULD II

GENERALIDADES

A) MONOGRAFIA DEL PRINCIPIO ACTIVO

B) CROMATOGRAFIA DE LIQUIDOS DE RLTA
RESOLUCION

C) VALIDACION DE METODOS ANALITICOS



MONOGRAFIA DE DIFENILHIDANTOINA SODICA

FORMULA QUIMICA DESARROLLADA : (7,20,8,4)

0 No
V4
/“Tl
c
N
# H

FORMULA CONDENMSADA 3 CggqHs3NaNaD2 ¢

PESO MOLECULAR 3 274.25

NOMBRE QUIMICO 1@

5,5 - Difeni) - 2,4-imidazolidindiona, sal sédica.

5,5 - Difenilhidantoina sédica. ’

SINONIMOS 1 Fenitoina sédica, Dantoin, Difetin, Divulsan, Novodifenil,
Dilantil, Fenantoin, Difida&n, Pyoredol, Z2entropil.

DESCRIPCION : Polvo blanco inodoro, sabor‘amargu. algo higroscépioco,
expuesto al aire absorbe gradualmente bidxido de carbono.

Contiene no menos del 95% y no més del 100.5% caigulado con

referencia a la sustancia seca..



PROPIEDADES FISICAS :

SbLUBILIDAD 3 Facilmente scluble sn agua, generalmente la wsolucidn
acuosa es algo turbia, debido a una hidrélisis parcial y absorciédn de
bidxido de ;:arbonu. soluble en alcohol, prédcticamente insoluble en
éter y cloroformo.

_CONSTANTE DE DISOCIACION : E! pka de la fenitoina determinado
espsctrofotométricamente es de B8.31 y por titulacidn potenciométrica

es de 8,3, Schwartz reporta un valor de 8.0.

ESPECTRO INFRARROJO 3.

‘Disnlvar 0.1 g de difenilhidantoina s¢dica en 20 m! de agua,
acidificar con solucidén 0,2 M de 4cido clorhidrico, extraer tres
veces con 30 ml de cloroformo, juntar los extractos cloroférmicos,
lavarios- con agua, evaporar, secar el residuo de 100 a 105°C. El
espectro de abwsorcidn en la regidn infrarroja d;r una dispersién de
bromuro de potasio del residuo obtenido exhibe maximos principales a

las siguientes longlitudes de onda. Figura 1.

Principales bandas de absorcidn:
-1

Ltongitud de onda (cm ) Grupo funcional

3275, 3205 ’ Amina secundaria

3064 C-H aromatico

1774, 1740, 1719 Grupo carboniloc
1719, 1589, 1486, 1450 Grupo fenilo
1403 Enlaces C-N



51 68 es
N N -

X TRANSNITTANCE
3t

17

4000 3600 3200 2600 2¥00 2000 1600 1300  S0D 400
° . HWAVENUMBERS

Figura 1 Espectro de absorcidén IR de difenilhidantoina.

ESPECTRO ULTRAVIOLETA :

E!l espectro de absorcidn ultravioleta de difenilhidantofina

sédica en metanol exhibe maximos a 254 y 258 nm. Figura 2.

Figura 2 Espectro UV de difenflhidantoina.



ESPECTRO DE RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR :

El espectro de resonancia magnética nuclear en dimetilsulfdxido

presenta las sigulentes asignacliones:

Resonancia (ppm) Multiplicidad integracidn Asignacién
7.3 Stmpie 10 Fenilos
9.2 . Simple 1 Protones
10.8 Simple (muy ancho!} 1 Amina protonada

El espectro de resonancia magnética se muestra en la flgura 3.
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Figura 3 Espectro de RMN de difenilhidanteina



ESPECTRO DE MASAS :

El espectro de masas muestra los sligulentes tones.

m/c Fragmentos
253 M-CHQ
209 M-HNCO
180 M-HNCO-CHO
178 M-Calis
165 Casiie
147 M-Celis~-CO
104 CatisCN
7 Cealin
- - =
-

Figura 4 Espectro de masas de difenilhidantoina.



PUNTO DE FUSION :

En 10 ml de agua disolver cerca de 500 mg de difenilhidantoina
sdédica y agregar 5 m! de &cido clorhidrico dilufido. Debera formarse
un p;acipltado de difenilhidantoina, separarl'u en un filtro, lavar
con agua fria y secar a 105°C durante 4 horas. La difenilhidantoina
as{ obtenida deberd fundir entre 298°C y 296°C con descomposicidn

parcial.

IDENTIFICACION DE SODIO 3
El residuo obtenido de la incineraci®n de 300 mg de !a muestra
de difenilhidantoina s&dica, deberd producir efervescencia con lows

4clidos y dar positivas las reacciones para sodio.

PERDIDA AL SECADO 3

Secar a 105°% por 4 horas. No pierde mds de 2.5% de su peso.

FENITOINA LIBRE

Disolver 0.3 g en 10 ml de una mezcla piridina - agua (50:501),
adicionar 0.5 m! de solucidn dilulida de fenolftaleina y 3 ml de
reactivo de nitrato de plata en piridina. No mds de 1.0 ml de
salucién 0.1 M de hidréxido de sodio se requiere para cambiar el

color de la solucién a rosa,

SUSTANCIAS RELACIONADAS &

Soporte: S{lica gel 60 activada a 120°C durante 30 minutos.
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Fase mavil: Cloroformo, isopropanol, hidréxido de amonio 13.5 M
(451453101, '

P‘roccdlmlentox Aplicar en carriles separados 10 kmcl' de las
siguientes soluciones en metanol.

al 4 X p/v de difenilhidantoina sddica.

b} 0.04 X p/v de difentlhidantoina sédica,

c) 0.020 X p/v de benzofenona.

d) 0.020 X p/v de benzilo.

Dejar correr la cromatoplaca, sacaria de la cimara, evaporar el
disclvente y secar a 80°C por 5 minutos. Revelar bajo luz ultraviocleta
(254 nm).

En el cromatograma obtenido con la soluci®n (a) ninguna mancha
correspondiente a benzofenona debe ser mks intensa que la mancha
obtenida en el cromatograma con la solucidén (o). La mancha
correspondiente al benzilo no es m&s intensa que l;‘uhtan(dav con la
solucidén (d). Otra mancha obtenida en el cromatograma nc debe ser mas
intensa que en el cromatogr;ma con la soluc_lén {b).

COLOR Y CLARIDAD DE LA SOLUCION :

En 20 m! de agua libre de biSxido de carbono disolver 1 gramo de la
muestra de difenil!hidantoina sddica y agregar solucidn 0.1 N de
hidréxido de sodio; para obtener una solucién clara e incolora. No
debe utilizarse mAs de 4 ml de la solucidn de hldréxld; de sodio.
METALES PESADOS 3

Método 11, No mas de 0.002 por cienta.

11



METODOS DE ANALISIS :

t.- En un embudo de ssparacién disolver en 50 ml de agua, cerca de
300 ' mg de la muaestra, agregar 10 ml de acido clorhidrico diluldo vy
extraer con tres porciones sucesivas de 100 ml, 60 mi y 30 ml
respect{vamente de una mezcla 1 a 2 de éter y cloroformo. Evaporar
los extractos combinados, secar el residuoc a 105°C durante 4 horas y
pesar. Ei peso de! residuo de difenilhidantoina asf obtenido,
mul‘tlpllc_:ado por 1.087 corresponds al peso de la difenilhidantolna

sédica.

11.- Suspender 0.18 g en 2 ml de agua adicionar 8 ml de soclucién 5 N
de acido sulfdrico y calentar suavemente pbr 1 minuto. Adicionar 30
ml de metancl, enfriar y titular potenciom®tricamente con solucidn
0.1 M de hidrOxido de sodio. Después del primer punto de {nflexi®n,
adicionar 5 ml de solucién reactivo de nitrato de plata en piridina,
mezclar y compietar la titulacién. Anotar el volumen de soluciodn de
hidréxido de sodio adicionado entre el primer y el segundo punto de
inflexién. Cada mililitro de solucidén 0.1 M de hidréxido de sodio es

equivalente a 0.02743 g de difenilhidantoina.

CONSERVACION 1 Preservar en contenedores cerrados.

12



SINTESIS :
La difenithidantoina puede ser sintetizada por varios caminost
H.R. Henze, Parke Davis y Co. la obtuv® a partir de benzofenona,
cianuro de potasio y carbonato de amonioc en etanol al 60 % .
También puede sar preparada por la reaccioén de
henzof‘enuna. cianuro de sodio y bicarbonato de amonio de acuerdo al

esquema 1 :

C=0 + NaCN + NHGHCO3 ~——
N~ ©

Esquema 1 : Sintesis de difenilhidantoina (Henze)

Biltz prepard difenilhidantoina calentando urea con una solucién
de bencilc en alcohol alcalino. Sikdar y Ghosh estudiaron 1a técnica
de Biltz y han mostrado 1a reacci®n que tiene lugar como se muasi’.r§

en el esquema 2 ¢

13



. , do 9 ©
. /@_g_?ﬁ.@_’?ﬁ‘@_é‘_g_@ Nia-C-ntz @_2_3@ H® .
oH

NHCONHy

Esquema & : Sintesis de difeniihidantoina (Biltz)

H

° -
l“i—— ¢ - _ = &~ Nty
pupdiyha oy

2
SN : Go
& . o

NH2

C-6 + €O + NHa
o

Esquema 3 : Hidrélisis de difenilhidantofna.
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ESTABILIDAD Y DEGRADACION :
. La difenilhidantoina es muy estable aln bajo condiciones extremas.
Después de someteria a reflujo en solucién 2.5 N de HCl durante 7

horas, s@ obtuve un recobro practicamente completo.

Al somoteria a 170 - 180 °C durante 24 horas @n solucién 5 N de NaOH

52 obtiene un 82 % de difanilglicina.

Al someteria a reflujo a 105 °C én golucién 2 N de NaOH por 5 dias se

obtiene un 75 % de difenilglicina.

Al someterla a 105 °C en solucién 0.2 N de hidréxido de sodio

contenida en una ampolleta se encontrd bencidrol a los 75 dias.

Al disolveria en tetraglicol -~ trimetilamina — agua, se produce acido

difenilhidantéico y difenilglicina.

Con solucitn amortiguadora de fosfatos 0.1 M a pH de 11 y 12 y a 70,
80 y 90 °c se presentd descomposicidn de pseudoprimer orden segun la
lay de Arrhenius a 25°C el 10 % del fArmaco se descompondria en 61

aNos a pH de 11 y 35 aNos a pH de 12.

Una degradacién alcalina de difenilhidantoina produce via hidrél)isis
reversible Acido difenilhidantéico, el que con una hidréliais
irreversible da difenilglicina.

En la oxidacién con kMnOs se obtiene benzofenona.

15



FARMACOLOGIA

La difenilhidantoina sddica, (fenitofina) es un farmaco primario
para todos los tipos de epilepsia excepto en las crisis de ausencia.
El término epilepsia designa en conjunto a un grupoc de transtornos
erdnicos de! Sistema Nervioso Central (SNC) que tienen en comGn la
existencia de opisodios repentinos y transitorios. (orisis)., de
fendmenos anormales de origen motor, {convulsién}, sensitivo,

autonédmico o psiquico.

Este farmaco es de origen sintético y deriva de la hidantolina,
nacleoc que adquiere propiedades anticonvulsivantes potentes por los

dos grupos fenilo en la posicidn cineco. (191}

FARMACODINAMIA

La fenitolna ejerce su actividad antiepiléptica sin causar
depresién genaral del .SNC, suprime las convulsiones tonicoclénicas
por electroshock en forma mucho mds potente que los blrb‘itﬁrioas
antiepilépticos.

La fenitoina es capaz de impedir la epilepsia jacksoniana o
crisis focales motoras sespecialmente, también actua en la aepilepsia
psicomotora o automatismo aungue en menor grado. Existe un sinergismo
con el fenobarbitai y 1a primidona, 1o que permite utilizar menor

dosis de cada uno de los fArmacos cuando se emplean juntos,

16



La fenitoina no wejerce ‘acci®n sedante ni hipntieca; es un
depresar central muy Ee]ectivo'en la'apilepsla; muy pocas veces las
dosis elevadas provocan. un estado de apatia y somnolencia; tampoco

modifica el electroencefalograma normal en reposo. (13}

MECANISMO DE ACCION

Un efecto establlizador de la. fenitoina es evidente en todas las
membranas neuronales, incluso de los nervios periféricos y
probablemente en todas las membranas excitables y no excitables. Hay
pruebas de que este efecto, como los ejercldos sobre el PTP ¥y
transmisién sinAptica, son 8l resultade directo o indirecto de los
efectos sobre el movimiento de iones a través de las membranas
calulares.

En diferentes sistemas se ha observado gque la fenitolna
disminuye el flujo en reposo de los iones sodio y de las dorrientes
de sodio que fluyen durante 1los potenciales de accién o la
despolarizacién quimicamente inducida. Ademas, !a entrada del ién
calcio durante Ia despolarizacidn esta disminulda en forma
independiente o a consecuencia de la menor concentracidén intracelular
de sodio. La fenitoina también pusde demorar 1a activacién de la
corriente hacia e! exterior dé potasio durante un potencial! de accidn
aumentando as!{ el periodo refractar}o y disminuyendo ias descargas

repaetidas. (9)



ABSORCION. DISTRIBUCION, BIOTRANSFORMACION Y EXCRECION

La fenftoina es un Acido débil cuyo pKa es aproximadamente B8.3;
su hidrosolubilidad es 1imitada, incluso an el intestino. Por
inyeccion in;ramuscular a! principio activo precipita en el sitioc de
» inyeccién y se absorbe ientamente.

La absorcién de la fenitoina después de su ingestidn oral es
lenta, a veces variable y ocasionalmente incompleta. La concentracidn
maxima después de una sola dosis se aicanza en el plasma entre las 2
y 6 horas.

La fenitoina se une en gran parte, (alrededor del 50%) a las
proteinas plasmadticas, principalmente a !a albUmina. El principio
activo se distribuye ampliamente en todos los tejidos. La unioén
fraccionada en ios tejidos, incluso en el encéfalo, s
aproximadamente la miema que en el plasma. De este modo, su volumen
aparente de distribucién es del 84% del peso corporal. La
concentracién en el liquido cefalorraquidec es igual a la frauai.én
plasmitica iibre.

Aproximadamente el 2 X de 1a fenitofna se excreta sin cambios en
la orina. El resto se metaboliza principalmente por accidn de las
enzimas microsomaies hepaticas. El principal metaboiito, es el
derivado parahjdroxifenilico, inactivo, el cual representa del 60 al
70 % de una unica dosts del principio activo.

Se excreta inicialmente por la bilis y luego por la orina. en
gran parte como glucurénido. Otros metabolitos aparentemente

inactivos son el dihidroxicatecol y su derivado 3-metoxi, y el

18



dihidrodiol. La vida media plasmatica es en promedio de unas 24 h
pero varia por o menos en cuatro veces. La vida media plasmitica
aumanta con la eohcentracién, quizév porqué ta raaceidn de
hidroxilacién se aproxima a la saturacién o es inhibida por los

metabolitos., (9)

TOXICIDAD

Loe efoctos toxicos dependen de la via de adliniltrnulén..
exposicién y duracidn de la dosis.

La -fenitoina es capaz de producir mareos, excitacién psiquica,
{nﬂounlo. visién borrosa, disartria, diplopia a veces somnolencia,
apatia , cefalea, y en raras ocasiones 1ilusiones y alucinaciones
hasta llegar a una franca psicosis semejante a la esquizofrentia.

. La alcalinidad de 1la fenitoina sédica provoca molestias
aplgtst}ican. nauseas ,.vomito Yy hanﬁtennsis;

También puede presentarse gingivitis hiperplasica. Los
trantornos hematicos consls;en en anemla megaloblistica.

Accioén teratogénica.- Se ha observado la aparicién ‘de
mal formaciones congénitas en niNos de madres que recibieron fenitoina

durante el embarazo. (13)
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PREPARADOS., VIAS DE ADMINISTRACION Y DOSIS

Difenilhidantoinato sédico 50 mg por tableta.
Dosis: Adultos - 1 a 4 tabletas repartidas en 24 hs.
Niflos - De 2z a 2 tabletas repartidos en 24 hs.

Difenilhi{dantoina suspensién 750 mg en 100 ml.
Dosis: En al primer affo de vida, de 1,2 a una cucharadita.

De uno a tres afos, 1 1/2 cucharaditas al dia.

De tres a seis affos, 2 cucharaditas al dia.

Mas de 6 affos, 3 cucharaditas al dia.
Difeniihidantoina séddica ampolleta inyectable 250 mg por ampollista.
Dosiss Una dosis tUnica (5 mg/Kg de paso corporall, pusde
administrarse intravenosamente.
Difenilh{dantoina sédica 100 mg por tableta.

Dosis: De 1z a 1 tableta, dos o tres veces al dia. (5)
INTERACCIONES MEDICAMENTOSAS

El alcohol por induceién enzimitica a nivel de los microsomas
hepaticos es capaz de acelerar el metabolismo de 1a fenitoina vy
disminuir su accién antiepiléptica.

Las benzotiazinas y las benzodiazepinas §l inhibir ta
biotransformacién de 1a fenitolna pueden elevar sus niveles
sanguineos.

El fencbarbital, por induccidén enzimitica es capaz de aumentar

el metabolismo de la fenitolna, con disminuciOn de sus niveles

20



sanguineos y de su accldn.

Hay una disminucién de Jla accién de la levodopa por la
fenitotina.

Los antidepresives triciclicos pueden provocar convulsiones
eplieptiformes lo que obliga a aumentar la dosis de la fenitoina.

Por induccidn enzimatica la fenitoina puede acelerar el
metabolismo de la digitoxina con disminucién de su accion.

La fenlitofna es capaz de inhibir la absorciédn gastrointestinal
de la furosemida, con disminucidn de su accidn diurética.

Se sabe que 1a anemia megaloblastica provocada por Ila
fenitoina se debe a deficiencias de acido félico, peroc éste aumenta

el metabolismo de la fenitoina. (13)

21



CROMATOGRAFIA DE LIQUIDOS DE ALTA RESOLUCION

La cromatografia de liquidos se puede definir como un mé€todo
figico de separacidn basado en la distribucidn de )a muestra entre
dos fages, una fase mévil liguida ¥ una fase estacionaria cuya
naturaleza puede variar.

La ventaja de la cromatografia de liguidos de alta resoclucidn
(CLAR) frente a otros métodos analiticos, es que se trata de una
técnica dq separacién selectiva que permite la identificacidén y la
cuantificacién de varios compuestos a la vez. Tiene una alta
especifi{cidad as{ como un amplio intervalo de sensibilidad que hace
ideal el ani4lisis de muchos activos tanto en formas farmacéuticas
como en fluidos biolégicos. Con el avance tecnoldgico de equipo,
materisles, técnicas y aplicaciédn de la teoria es posible realizar
separaciones dificfles con gran exactitud y velocidad en e! analisis.

Para lievar a cabo una separacidn el primer pasc es disolver la
muestra en un disolvente, el cual idealmente deberia ser el mismo que
la fase movil. A continuacidén la muestra se introduce por medio de un
inyector y as transportada por la fase mévil! hacia 1a columna en
donde se !leva a cabo la separacién, los componentes que t{enen mayor
afinidad por la fase estacionaria van a eluir mads lentamante que los
que tienen menor afinidad por esta. A la salida de la columna los
compuestos pasan a un detector, que transmite seNales a un integrador
que las transforma en una grafica !lamada cromatograma el cual
proporciona {nformacién tanto cualitativa como cuantitativa de los

compuestos encontrados en ta mezcla., (3,17)
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Actualmente se cuanta con una amplia gama de equipo en cuanto a
costo, complejidad y tipo de lnstrumental, pero deben cumplir con una
serie de caracteristicas esenciales de acuerdo a las necesidades y a
ta utilidad que puedan prestar. Dichas caracteristlc;s son

VERSATILIDAD : El ({nstrumento debe ser adecuado para trabajar
con muestras de diferents tipo, debe adaptarse a las diferentes
técnicas cromatograficas y debe reatizar el maximo de operaciones.

REPRODUCIBILIDAD Y ESTABILIDAD : E! instrumento debes proveer un
contro! adecuado sobre los parametros de operacid¢n, tales ocomo sl
flujo de 1a fase mévil, la temperatura, presién, composicidn de la
fase mdvil etc. para obtener un funcionamiento efectivec a largo
plazo.

SENSIBILIDAD : Ademds de trabajar con pequefias cantidades de

muestra, d

@ genarar weflales de intensidad apreciables. La
-cn-lh!lldaq'da todo cromatdgrafo de liquidos dependes del sistema de
detscciédn, con los detectores mds recientes es posible cuantificar

componentes de la muestra en el intervalo de nanogramos. (6)

Las partes fundamentales que forman un sistema para CLAR son:
A. Reservario (recipiente donde se coloca la fase mévil}
B. Sistema de bombeo de alta presién-
C. Inyector
D. Columna
E. Detector

F. Registrador
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Partes opclonales :
Inyectores automaticos, programadores de gradiente, controtes de
temperatura para la columna y el detector, sistema para recoclectar

fracciones, atc.

MEDIDOR Dt PRESION

VAtVULA
WNYECIORA
-

COLUMNA
1]

}‘N\A _ﬂ DETECTOR

FIGURA 9 Partes fundamentales de un cromatdgrafo de liquidos de
alta resolucidn.

EQUIPO : (4,6,8,10,14,19,20)

Dentro de los equipos cromatogrificos de 1iquidos de alta resojuci®n
se han éaguidu dos tendencias. Una es el equipo por modulos que da
gran versatilidad en el cambio de accescrios para mantenimiento

preventivo o reparacidén, la desventaja de estos equipos es la
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‘lungitud de las tuberias e interfases que se requieren. Por otro lado
los equipos en gabinete, tienen la ventaja de que cada parte esta en
un lugar predisefado, optimizando la longitud de las tuberias pero es
dificil de manipular cada componente para darie servicio.

A. RESERVORIO :

Se pueden utiiizar recipientes de vidrio, acerc inoxidable o
plasticos inertes, de capacidad entre 1 y 3 iitros, suficiente para
todo un dia de operacidén. La toma del disolvente se hace a través de
un filtro, esto tiene por objeto retener pequeflas particulas que

puedan obstruir o daffar al sistema de bombeo o a 1a columna.

B. SISTEMA DE BOMBEO :

Las columnas utilizadas en CLAR estan rellenas de materiales
especiales de tamaffo de particula muy pequefia, lo cpal hace que la
rasls.tancla al flujo de la fase mévil mea muy elsvada. Por esta
razén, se requiere un sistema de bombgn que haga fluir la fase amdvil
a un flujo razonable, pues de lo contrario los anklisis lu.rian
excesivamente lentos.

Las caracteristicas mads importantes en todo sistema de bombeo son:

- Presién maxima de operacién (usualmente 5000 psi)

- Intervalo de flujo entre 0.5 y 10 ml por minuto.

- Reproducibllidad y constancia de flujo (aproximadamente 1 %)

- Caracteristicas de flujo continuo y libre de pulsaciones.

- Resistente a liquidos corrnslvos;

- Facilidad para el cambio de fases mdviles.

- Faclilidad de limpleza del sistema.
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Existen dos. tipog de bombaa:

Bombas reciprocas

i.- Bombas mecanicas

Bumb;ﬁ de desplazamiento continuo

2.~ Bombas nesumaticas

Las caracteristicas de cada una se presenta en Ila gsiguiente tabla

constante

TIPO DE BOMBA |PRESION VENTAJAS DESVENTAUAS
MAX IMA
Reciproca 8820 Se cambia facii y Flujo en pulsos en
PS1 rapido de fase moévil forma continua uni-
Facil! mantenimiento forme
Desplazamiento 4998 Flujo uniforme y con- Costo elevado
continuo PS) tinuo, libre de pulsa- Dificultad para
ciones cambiar de fase
médv il
Tiempo de anklisis
limitado
Neum&ticas 5880 Flujo libre de puisa- Capacidad 1limitada
PsS1 cionaes y de presién del volumen que

puade bombear

C. INYECTORES 13

La obtencién de picos adecuadamente resueltos es reflejo entre

otras cosas-de una introducciédn adecuada de la muestra en el sisteoa.

La mejor manera de introducirla es en forma de paguete pequeflo ya gue

ayuda a obtensr picos angostos y simétricos.
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Esta_ parte del instrumento sxige cuidadoso diseflo pussto que
debe resistir altas presiones, tener un voluman pequefioc y sus
cavidades deben ser facilmente barridas por la fase mévil,

INYECTORES MANUALES.

La muestra se introduce con una jeringa. Por medio de un abrir y
cerrar de valvulas manualmente se desvia el flujo mientra se aplica
la muestra en la cAmara de carga (loop) y luego se reanuda a través
de é1 cémplaténdnse la inyeceidn.

INYECTOR AUTOMATICO.

Actualmente la inyeccidn de la musstra se puede hacer en forma
-automatica por medio de wuna v-‘tlv\.;la que inyecta por si{ solo las
muestras disminuyendo el error en la medicién del volumen a inyectar,
aumenta la reproducibilidad de las inyecciones y cuanta con un
control electrédnico que maneja funciones tales como: tiempos de
inyeccidn, tiempos de corrida, velocidad de )lenado, nimero de
inyecciones por muestra, voltmenes de iﬁyacclén. identificacién de la

muustra: lavaddg de valvulas y jeringas asi como programar gradientes.

D. COLUMNA 3

En todo sistema cromatogrdfico la columna es el ®corazén® del
sistema. Es un tubo de material inerte, de diidmetro uniforme vy
capaz de resistir altas presiones, sl acero inoxidable es el material
mas utllizado. Contiene a la fasa estacionaria en donde 56 lievan a
cabo las separaciones de los componentes de la nuestra.

La capacidad de la columna depende de la longitud, dilmétro y

material de empaque.. La longitud de ia columna es entre 10 y 50 om,
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con un diametro entre 3 y 4 mm aunque en columnas de tipo preparativo
pueden ser de mas de 1 cm. El empaque de la columna es de

tamafo de particula pequefo (3 a 10 uml.

El material de empaque consiste en particulas de tamafo mnuy
reducido y de diimetro constante. En CLAR se dispone de gel de silice
en forma de particulas completamente porosas o de bolas de vidrio
esféricas que estan recubiertas por una delgada capa de gel de silice
distribuida irregularmente. La superficie de gel de silice de
cuatquier tipo esti recubierta por grupos Si-0OH y Si-0-5i que pueden
interaccionar con I;s moléculas de la muestra. Los grupos hidroxilo
son los mas importantes, de los cuales, existen dos tipos: los |ibres
y los reactivo; estos Ultimos constituyen agentes eonlazantes muy
fuertes que pueden adsorber permanentemente los compuestos Eollrol (1]
la muestra y que adsorben el agua en el gel. Esta actividad suele ser
responsable del ensanchamiento de los picos, Asi{ como de la falta de
reproducibilidad de los resultados. Los hidroxilos reactivos pueden
dasactivarse por adicién de agua o de un alcohol o por medio de

reacciones quimicas.

FIGURA 8 Géupos hidroxilo libres y reactivos sobre la
superficie del gel de silice.
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El relleno idealmente debe producir ta mlxima resolucidn an el
menar tiempo, debe tener {a maxima capacidad de muestra, ser
facilmente empacable, producir pequeffas caidas de presidn y ser
barato. Las particulas son de materiaies porosos que sirven
proplamente como fases e@stacionarias, o bien de soportes para las
mismas. La variedad y la naturaleza de fases estaclionarias os amplia
y su utilidad esta en funcidn de la‘separacibn a 1la que se pretenda
aplicar.

En general las columnas para CLAR tisnen una gran duraci®n y
cabe esperar una larga vida de servicio Gtil, a menos que se utilicen
en condiciones intrinsecamente destructivas, como por ejemplo, con
eluyentes extremadamente Aacidos o basicos o. bien con inyecciones
contiinuas de muestras crudas o bi‘légicas *sucias®.,

Después de usar una columna durante periodos largos, puede
aparecer una deriva de la 1inea base, cuya causa puede ser la gradual
elucidn de compuestos retenidos fuertemente que procedan de
inyeccliones  anteriores, estos pueden eliminarse de la columna pasando
una fase movil suficientemente fuerte para eiiminar cualquier

compuesto. oy

@

FIGURA 7 Diverscos tipos de empaque (A) cuerpo poroso, (B}
pelicular, {C} microparticula de cuerpo poroso. Los
cromatogramas muestran las respectivas anchuras de los
picos.

Ml
&
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Cuando no se utilice una coiumna y estando daesconsctada, ss
prudente colocar tapones en los extremos para evitar que se seque.
L_as columnas deben guardarse alejadas de las fuentes de calor y de
vibracién. Si 1a columna se utiliza a temperaturas elevadas os
aconsejable enfriarita hasta temperatura embiente antes de

desconectarla.

MECANISHOS DE SEPARACION

En CLAR existen diferentes mecanismos de separaci®n de acuerdo a la
fase sstaclonaria estos son: (1S5, 12}

1. Cromatografia Liquido - Liquideo (CLL)

2. Cromatografia Liquido - Sd&lido (CLS)

3. Cromatografia de Intercambio lénico

4. Cromatografia de Exclusién Molecular

1. CROMATOGRAFIA LIQUIDO -~ LIQUIDO .-~ Liamada también
cromatografia de particidén, en 1a cual, se involucra una fase
estacionaria lfiquida la cual recubre un soporte s¢lido inerte. Las
moléculas de la muestra se distribuyen de acuerdo a sus afinidades
entre Ja fase mévil y 1a fase estacionaria 1levandose asi la
separacién, La fase estacionaria puede ser polar o no polar, cuando
la fase estacionaria es polar y la fase mévil es no polar es |lamada
cromatografia de particidén en fase normal. Si se tiene @1 caso

contrario se ilama cromatografia de particidn en fase inversa.
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CROMATOGRAFIA LIQUIDO — LIGUIDO

®

) i [13]

Fase normal Fase reversa

FIGURA 8 Se muestra el mecanismo de separacién por cromatografia
Liquide - Liquido

2. CROMATOGRAFIA LIQUIDO - SOLIDO .- Es |lamada también cromatografia
de adsorcién, como fase estacionaria e omplean particulas con una
gran Area superficial que adsorbe moléculas de soluto. La separacidn
se basa en repetidas etapas de adsorcién y desorcién de la muestra,
normaimente se utilizan sdlidos polares como silica gel, altUmina o
vidrio poroso. La fase mévil es no polar, como cloroformo, heptano u

octano,
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CROMATOGRAFIA LIQUIDO — SOLWDO

o
o
sl Je
i l'JA
)

FIGURA 8 ¢ En la figura se muestra el mecanismo de separaci®n de
cromataografia liquide ~ sélido. En donde ® representa un compuesto
muy polar, X a un compuesto moderadamente polar y 4 a un compuesto
poco potar.

3. CROMATOGRAFIA DE INTERCAMBIO IONICO .- Se usa una fase
»-:tnclonlun que pueda intercambiar cationes © aniones con la fase
advil, esta fase debe tener una carga contraria a la de la muestra.
Cuanto mayor sea Jla carga de la muestra, mas fuertemente estard
atraida hacia la superficie iSnica y por lo tanto tardard mas tiempo
en ser eluida, para controiar el tiempo de elucidn se ajusta el pH vy
la polaridad de la fase mévil. Generalmente son resinas poliméricas

las cuales se clasifican en aniénicas y catidnicas.

Cada tipo de materia! puesde subdividirse en intercambiadares
fuertes o débiles. Los grupos Acidos sulfdnicos (R-508 W'} y &cidos
carboxilicos (R-CO0 H'* son usados como intercambiadores catidnicos

’
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débiles. Las resinas de intercambio ani®nico fuertes contienen como
sitios activos grupos cuaternarios de amonio R-N‘(CHI)ICI: RsNH C1°™
Las resinas de intercambio anidnico débiles tienen como sitios
actlvns?nminan_terclarlas.

4. éRONATOGRAFIA DE EXCLUSION .- Las moléculas se ssparan de acuerdo
a su tamafio, la fase westacionaria poses poros de diferentes
dil.pllnnls. en donde la muestra es retenida o filtrada. Las
moléculas pequeflas son retenidas en los poros, mientras que ias
moléculas de mayor tamalo pornanedan en la fase mévil y por lo tanto

son elufdas primero.

E. DEYECTORES : (86,12}

-La funcién de un detector es evaluar la composicién de la fase
asvil al gnllr de la columna durante todo el tiempo de anailisis.

El detector idwa! seria aquel gque reuniera los siguientes
requisitos:

# Alta sensibilidad.

Respuesta a todos los componentes de la muestra.

Amplio intervalco de linearidad.

Respuesta no modificada por cambios en la velocidad de flujo o

de temperatura.

Respuesta independlente a la fase mévil.

Que no destruya la muestra.

De respuesta rapida.

Bajo nivel de ruido.

De facil operacidn y adquisicitn.
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Para resclver un determinado problema la sieccién dal detector
dependerd de las caractarlsgicas del soluto, la sensiblidad y la
selectividad, ademis de ta conveniencia econdmica y practica de su
uso. ‘

Los detectores se pueden clasificar dentro de dos grandes grupos:

1) Detactor de tipo universal, que mide @l cambio que sufra la
fase mévil y la muestra en alguna propiedad fisica, por ejemplo el
detector de indice de refraccidn,

2) Detectores de tipo selectivo, sensibles Unicamente a una
propledad especifica del soluto, por ejemplo, al detector de

absorcidn en U.V.

Los detectores mas utilizados en CLAR son :
Espectrofotémetro U.V,/Visible
Detector de indice de refraccidn.
Detector de fluorescencila,

Detector electrogquimico.
Egpectrofotdémetro de infrarrcjo.
Detector de arreglo de fotodiodos.
Detector conductimétrico.

Detector de radicactividad.

DETECTORES ULTRAVIOLETA.
Son los detectores de mayor uso en CLAR, debido a que muchos
compupstos tisnen uno o mas enlaces dobles o con electrones no

enlazados y no compartidos que absorben 1Jluz ultravioleta. Lasg
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ventajas son'su costo relativamente bajo, la alta sensibilidad (nivel
de nanogramos}, asi como la insensibilidad & los cambios de
temperatura, velocidad de flujo, y composicidn de la fase mévil,

Eatos detectores operan sobre el "principio de 1la ley de
Lambert-Beer. Dentro de éstos existen tanto de longitud de onda fija
como de longitud de onda variable. ,

Los detectores de onda fija tienen como fuente de luz una
lampara de nercurio, de zinc o de cadmio, y se pueden obt.n-r.lll
siguientes longitudes de onda: 254, 280, 313 nm entre atras. Tienen la
ventaja de una fuente de luz muy intensa y niveles ds ruido muy
bajos, aun cuando las longitudes de onda no coincidan con el méximo
de absorcidén de los solutos.

Los espectrofotémetros de longitud de onda variable won los mis
utilizados, permiten la selecci¢n de una longitud de onda de 150 a
600 nm, usa una lampara de deuterio cuyas lineas de emisién estan a
254 am, 260 na, 313 nm, 334 nm, y 365 nm., La luz de origen se enfoca
en la entrada de ta abertura de un monocromador, por lentes
apropiados esta luz blanca inciden 1a rejiltla eon donde se dispersa
en varias longitudes de onda. Por la posicién de esta rejilla se
‘elige la longitud que pasa a través de las celdas de la muestra y
referencia por medio de un haz de luz dividido. Con osto se producen
dos haces separados de igual intensidad, gque se enfocan sobre las
cel.das de flujo duales por medio de un lente de cuarzo. La ventaja de
astos espectrofotémetros es un amplio intervalo de vaiores de
longlt_ud de onda. la capacidad de variar tales lungitudnvs_sin

cambiar Jos filtros de las l&mparas y la posibilidad de operar a
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longitudes de-onda‘ inferiores a 254:nm. ‘Aunque igs niveles de ruido

" mon 'mlyon‘rs que en los de ,lon‘x’ltud qund‘i fta,

S o 180800 mm
J 0SUTERIUM LAMP N

MIRRORS

——
—D
QUARTZ ACD
PHOYO DIOOE
ANALYTICAL FLOWCELL

FIGURA 10 : Partes fundamentales de un detector de UV - VIS.

DETECTOR DE INDICE DE REFRACCIDN,

Es un detector de respuesta universal, mide la diferencia entre
los indices de refraccidén del disoclvente puro y de la solucién de la
muestra, es5 moderadamente sensible en el orden de Mg o ppm Yy no
dol(‘;ruya'l la muestra. Su sstabi}idad e5 buena, es a-nvnlblc a los
cambios de temperatura y de filujo y la seffal gque genaera puede ser
positiva o negativa dependiendo de 'si e] indice de refraccidn de la
scolucién que contiens la muestra es mayor o menor que sl indice de

refraccién del disolvente.

¢
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DETECTOR DE FLUORESCENCIA.

Es uno de los detectores mnis sensibles ya que os posible
detectar cantidades del orden de picogramos. Existen dos disefMos: los
fluorémetros de filtros que emplean filtros para seleccionar Ia
radiacién de exitacidén y la de enluiéﬁ. y los sespectrofluorémetros
que emplean monocromadores. Su mayor ventaja es su alta selectividad
de respuesta y su sensibilidad.

En algunos c¢asos cuando la wmuestra no tiene propiedades
fluorescentes sa pueden formar derivados que si tengan ésta

propiedad.

DETECTOR ELECTROQUIHICO.

La deteccidn electroguimica se basa en que muchas nﬁleculu-
orgdnicas e inorgdnicas incluyendo muchos firmacos pueden ser
electroquimicamente oxidados o reducidos por un electrodo adecuado.
Si las condiciones cromatograficas 5@ controlan cuidadosamente, Ia
deteccién electroquimica es muy precisa y sensible hasta el orden de
picomoles.

DETECTOR DE INFRAROJO.

Los compuestos organicos absorben energia a diversas longitudes
de onda del espectro infrarrojo debido a la presencia de grupos
funcionales especificos, #ste detector se fija a esa longitud de onda
y responde a ese grupo funcional. Estus detectores resultan Gtiles
cuando el compuesto no &s detectado en uv/vis o por los detectores de
indice de refraccidn o bien, cuando el analista desea determinar la

distribucidn de los grupos funcionales.
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DETECTOR DE ARREGLO DE FOTODIODOS. (DAF) (1,22)

El DAF es un sistema fotométrico uv/vis, que se basa en un
arreglo lineal de fotodiodos, en el cual se transmite iuz blanca de
una lAmpara de deuterio, ésta luz pasa a través de un lente y un
obturador hacia ia celda de flujo. La tuz transmitida se enfoca a una
rejilla de difraccidén donde se separa en el espectro de 190 a 600 am
e incide en el arregio de fotodiodos, La relacién entre la cantidad
de energia a una longitud de onda particular que iiega al fotodiodo,
y la concentracién de la muestra, esta descrita por la ley de Lambert
- Beer.

Este instrumento permite ver los espectros ripidamente y ademds
almacenarlos. Los beneficios que aporta son: determinar la pureza del
pico y ver los espectros a diferentes tiempos de elucién asi como

leger de una sola vez a seis longitudes de onda.

COMPONENTES DEL DAF

- Fuente de luz: Lampara de deuterio con un filtro de banda de
paso que reduce las lineas de‘emlslﬁn de deuterio, y un filtro de
sagundo orden que atenua los efectos de la reljilla.

- Celda de muestra: Tiene un longitud de recorrido de 10 mm,
un volumen de 5 p! y resiste una presién maxima de 1000 psi,

- Obturador: Permite el paso de la luz durante la adquisicién de
datos, y cierra para provocar |la obscuridad en 1a prueba de
correccidn de 1a selal de recarga por efecto del propio sistema. Abre

y cierra an.un tiempo especifico.

- Rejilla de difraccifn: Separa e! haz de luz eon longitudes de
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onda que van de 150 a 600 nm. La rejilla concava holografica
enpleada, minimiza la generacién de luz extraviada,

- Arreglo de fotodiodos: 512 fotodlodos reciben la sefNal
provenlente de la rejilla de difracciédn. Cada fotodiodo produce una
sefal anadloga proporcional a la cantidad de energia recibida. Durante
el tiempo de analisis, 10s canales so abren en secusncia permitiendo
que las sefiales del DAF sean recibidas, para posterior procesamiento
de datos. El Ultimo canal se cierra al final del tiempo de andlisis,
terminando el barrido espectral. .

- Circuito ampiificador: La dascapga de ocada fotodiodo se
convierte en una seflal diferencial de potencial, a través de wun
ampl ificador. Un circuito mantiene 1os datos hasta que estos son
enviados a través de un convertidor analogo-digital, a Ia mesoria de
la computadora como una sefial digital.

Cnmput;dorax Recibe la sefal de salida por recarga de los
fotodiodos y calcula la absorbancia a cada longitud de onda de -
acuerdo con la sigulente ecuacién:

A = - log (P/Po) = ~ log {Sn - Dn)/(Rn - Dn}

Donde:

P = Luz transmitida
Po = Luz incidente
§ = Sefal obtenida durante el analisis

D = Seflal obtenida durante la prueba de recarga por
efocto del sistema :

R s Seffal obtenida durante la prueba con la fase
mévil

n = Canal o nUmero de fotodiodo (1,2,3.....512)
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P/Pg =T, ttraﬁsmltancla)
S - D =P (D, sefial obtenida en la obacuridad}
R - D = Po (R, luz transmitida por @l disoclvente)

Los datos cromatograficos y espectrales se adquisren 'y colocan en ia

memoria de la computadora.

PROCESADOR: Los datos se envian a la computadora para ser

procesados y colocados en 1a pantalla. E! resuitado de * ia prueba an

la obscuridad * {(seffal medida en la obscuridad), y la prueba de

referencia (luz transmitida por el disclvente en la celda de
muastrn). son almacenados en la memoria de la computadora. Después de

1a inyeccién de la muestra las seMales del DAF son empleadas para

calcular la absorbancia a cada longitud de onda.

. REJILLA DE
PLACA CONCA DIFKACCION
YA M * FLUJDF OBTURADOR .
’ “6'“ %02 )umu og
- - O’H DEUTERID -
¥re ‘_dL'nmm:- BE PODER

LENTE
L

ESPECTRO
190-600 na.

FILTRD
ARREGLO DE DIDDOS

FIGURA 11 : Representacidn esquemiAtica de los componsntes dpticos del
DAF. .
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FIGURA 12 : Espectros UV con detector de fotodiodos.
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'F. Reglstradores.

La seffal que es transmitida por el detector es recibida por un
ragistrador y/o integrador el cual transforma €sta en picos
cromatograficos y calcula las 4reas o las alturas de éstos.

Dependiendo de la marca y modelo ofrecen diversas perspectivas,

FASE MOVIL (6,18,19)
Aunque la fase mOvil no es parte del instrumental propiamente
dicho, el control de la presidn, ol flujo y la composicién de la

misma son muy importantes.

Las caracteristicas que debe presentar toda fase mévil son
- Disolver a la muestra
- No degradar o disclver la fase estacionaria
- Tener baja viscosidad
- Sar compatible con el tipo de detector utlllzaﬁn
~Tener la polaridad adecuada para permitir wuna rotencidn
conveniente de la muestra en ta columna

- Exenta de particulas extraffas y de burbujas de aire

Eg esencial que la muestra gsea compatibie con la fase mdévil para
que pueda ser transportada a través de la columna evitando que se
precipite dentro de la camara de Inyeccién o dentro de la columna, ya
qug puede tapar al sistema. daffar la columpa y en algunos casos se
puede propiciar la pérdida de resclucidn en la separacidn.

" .Es indispensable filtrar la fase mévil a través de una membrana

de por los menos 2 Hm de porosidad y ademd®s hay que eliminar los



gases disueltos que provocan la formacion de burbujas. Esto se hace
mediante sonicacidén, aplicaci®dn de vacio con ligero calentamiento o
por desplazamiento de los gases con nitrogeno o algin otro gas
inerte. La baja viscosidad de la fase mévil es muy importante en la
eficiencia de la separacién, puesto que la viscosidad influye en el
efecto de transferencia de masa entre la fasa movil y la fase
estacionaria. Loe disclventes maAs comunmente empleados son: agua,
metanol, acetonitrilo, isopropancl, tetrahidrofurano, oclorure de
metileno, cloroformo, cloruro de butilo, hexano. Dichos disclventes
deben ser de alta puraza.. usualmente grado espectroscépico o bien
grado cromatografico 1o cual es muy importante cuando se© desea

realizar andlisis de alta sensibilidad.
ADITIVOS Y MODIFICADORES ORGANICOS

La composicidn de ila fase mdévil Juega un papel importante en la
retancidén y la selectividad tanto para los grupos hidrofébicos como
para los grupos polares de los compuestos a separar. Con las fases
méviles se trata de minimizar la accidén de los grupos Si-OH
residuales, cuya interaccidn con las moléculas de la muestra afectan
la resolucién de los picos. (19)

Las soluciones reguladoras son tos aditivos mas utilizados en

sistemas de fase inversa, actdan controlando la fuerza idénica y el pH

de] sistema de acuerdo a las propi de los P tos a separar.
Las sales mi3s utilizadas son las de fosfato, acetato, formiato y

trifluoroacetato, de sodio o de potasio. De las anteriores las de
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foafatos son la mis comunes, ya que sus soluciones son muy eatables a
temperatura ambiente y presentan un amplio intervalo de control de
PH,

Los modificadores amino son utilizados en fase inversa con el
propdsito de mejorar la simetria de los picos cromatograficos, la
trietilamina se wutiliza en oconcentraciones cercanas a 5 mM. EI
carbonato de amonio al 0O.1% EQ usa para obtener el ‘mismo efecto,
asl como las sales de tetraalquilamonio y varios anionws organicos
como el formiato de amonio. Las amlnas y otros compuestos de car&cter
basico adicicnados a 1a fase mdvii, se asocian con los grupos
silanoles (Si-OH} libres de la fase eastacionaria, dieminuyendo la

interaccién de estos con los compuestos de la muestra.

FUERZA IONICA Y pH

Hasta la focha no ha pido posible predecir cuantitativamente la
influencia de los cambios en la fuerza idnica sobre los procescs de
seperacién cromatografica, ni{. en parametros como el factor de
capacidad. Esto gse debe en parte a la diversidad de las interacciones
entre las especies iénicas a concentracién elevada de las sales en la
fase mévil. Probablemente el factor mas {mportante a considerar es la
constante de jionizacién del soluto, ya que, en el caso de un acido
débil, a1 aumentar la fuerza iénjca l1a disociacién es mayor, siendo
mas pronunciado @l efecto cuando el pH de la fase mdvil estd cercanc
al pKa del aocido débil. (10,11}

Al aumentar la fuerza idnica, 1a solubilidad de los compuestos

se ve afectada por.c\ fendmeno de competencia de la sal por la fase
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acuosa, se da también una disminucién de la repulsién electrostatica
entre tas moléculas ionfzadas y un aumento en la tensién superficial
de la fase acucsa. Asi, se esperarfia que al aumentar sustancialmente
la fuerza idénica en CLAR fase inversa, la retencidén de los compuestos
seria mayor, sin embargo este efecto no siempre occurre.

Ei pH es un factor importante para establecer el equilibrio de
fonizacién de los compuestos {dnicos. Por |as ecuaciones que
representan la disocliacién de Acidos y bases se han determinado
valores de pH, estos valores han sido referidos a solucionss acuosas,
mientras que en cromatografia Jiquida, y en particular de fase
inversa, la mezcla de disolventes es Io mas comln, estas mezclas de
disolventes orgaAnicos con agua no provesn un valor de pH que sea
evaluado con exactitud, sin embargoe se hace una aproximacién al valor
deseado. La dependencia del tiempo de retencién con el valor de pH se
hace mas evidante cuando la fase mévil es una mezcla de disolventes
orgAnicos y acuoso, ya que cambios en la proporcién de disolvente
organico influyen en el grado de fonizacién del compuesto. Cuando el
pH de la fase mévil es cercanc al pKa de la sustancia a analizar, los
cambios en la retencién y la selectividad por efecto del pH son mis
drésticos.

Como la forma ionizada es menos retenida en CLAR on fase inversa
que la forma nsutra, ol sfecto del equilibrio de protonacién en ol
proceso de retencidn puede controlarse mejor manteniendo el pH de la
fase movil en cierto valor, utilizando sclucién reguladora, por

efacto de supresisén de la ionizacidn del compuesto.
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TERMINOLOGIA EN CLAR

Tlempo de retencidn (tr) (9,20,21)

Es el tismpu'qua 1a muestra permanece dentro de la columna, se
mide desde el momento en que la muestra se introduce en el sistema
hasta que se obtlene el puntoc maximo de la seffal o pico. E! tiempo de
retencidén es caracteristico de la fase mévil de la columna y la

temperatura.

Volumen de retencidin (Vr)

Es el volumen total de fase mévil requerida para que el
compuesto se sluya al maximo.
Cuando el flujo (Fo) de la fase mévil es constante se tiene lo
siguiente:

Vr
tr =

Fc

EL Vr y el tr se tienen que corregir para conocer exactamente el
volumen o el tiempo que se ocupa para la elucién del compuesto:
t*R = tr ~ to

V'R = ¥r - VM

Donde: 'R y V'R son ol tiempo y el volumen de retencidn
corregidos, to es el tiewpo muerto, que es el tiempo requerido para
eluir un compuesto no retenido en 1a columna y YM o3 el volumen de

fase mévil que se requiere para llenar la columna, volumen muerto.
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’ FIGURA 13 : Cromatograma

Factor de capacidad (K) :

El factor de capacidad - indica el tiempo que el compuesto
es retenido por la columna y depende de la naturalesza qulllel b4
temperatura de las fases liquidas que conforman al sistema, se define

comos

tR - to t'R

to to

Normalmente se debe tener K en un intervalo de 1 a 10 para
asegurar la separacién del compuestoc con las posibles impurezas del
disolvente, si K es mayor de 10 se tienen problemas con el tiempo de

analists.

Numero de platos tedricos (N)

El nUmero de platas teCricos fndica la eficiencia de la columna
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cromatogrif ica. Un plato tedrico . es.. el . equilibrio de

distribucidn de la - muestra. entra.la ‘fa‘iska mévil .y 1a fase

estacianaria .

N se puede definir matemiticament

NUatle (tesvit

Donde

a = una constante que depende del método utilizado par

determinar N.

tr = el tiempo de retencidn del soluto.

¥ = el ancho del pico cromatogrifico extrapolando los lados

del pico a la iinea base.

N = @] nUmero de platos tedricos y depends de la longitud de

la célumna y del tamaffo de particula.

Existen varios mé&todos para datsrminar sl nimero de platos
tesricos, el método mads utilizado es el § ©, debido a gque tienae
mayor sensibilidad, ya que toma en cuenta la asimetria de los picos
cromatograficos, por lo tanto, da mayor informaci®n sobre la

eficlencia de la columna. Esto se muestra en la siguiente flgura:
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FIGURA 14 : Alternativas para el calculo del nimero de platos tedricos.

Selectividad {a}
El factor de selectividad proporciona informacidén scbre la

posicidén relativa de dos picos adyacentes y se define como:

t'R (B) Si{ « = 1 no hay separacién

t'R (A)
Resolucién (Rs)
El factor de resoluci®n es una medida cuantitativa del grado de
separacién obtenido entre dos compuestos. Se define la resolucidn
como e} cociente entre la distancia de los m&ximos de dos picos y el

vator medio de la anchura del pico en la base:

tR (B) - tR (A)

Rs = oA v )

49



Sf{ Rs es.igual a 1.5 se. tiene una resolucidn idéal. es decir una
resolucidn -hasta linea base.

La ecuacidén general para la resclucién es

R =N Tla -1 17al (K /U K ¥ 221741
En esta ecuacidn se observa que la resolucién es funcidn de la
gflclencia de la columna, gue depende de la selectividad y de la

capacld?d del sistema cromatogradfico.

Altura equivalente a un plato teﬁricc (AEPT) :

Es la longitud de la columna requerida para obtener un
equilibrio de la muestra entre la fase mévil y la fase estacionaria.
Se calqula como:

L
AEPT =——
N

Donde: L = longitud de la columna.

N = ntmero de platos tedricos.

Coaficiente de distribucién o reparto (K} :
Es la relacién de la cantidad de masa del soluto en la fase

mévil y la fase estacionaria. Se representa por:

Cantidad de muestra / mililitros de fase estacionaria

Cantidad de muestra / mililitros de fase mdvil

Es una propiedad fisica caracterlstica de cada muestra y dsl

sistema cromatografico.
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Factor de simetria (T). H

Es |a medida de la simetria del plico cromatografico, y se defines
comot
" v. 0.05

2f

Donde ¥ 0.05 es el ancho del pico al 5 % de su altura, medida desdse
la base y f o5 @l ancho de! pico medido desde la linea que divide el
pico pasando por el vértice y la linea tangente. Para que la forma
del pico sea considerada aceptable, el valor de T no deber& excsder

a t.4

——-t:c

FIGURA 15 : Parametros par e! cilcuio de T.
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CRITERIOS DE VALIDACION

La validacién de un método analitico se define como el proceso
vpor el cual qJeda establecido, por estudios de laboratorioc, que la
capacidad del método satisface los requisitos para las aplicaciones
analiticas deseadas. »
La validacién incluye dos partes :
1) Sistema
- Linearidad
- Precisién
2) Método

- Linearidad

Exactitud

Especificidad

- Estabilidad de 1a muestra

- Tolerancla del sistema

DEFINICIONES :

LINEARIDAD DEL SISTEMA. La linearidad de un sistema o método
.nnnliticu es su  habilidad para asegurar que los resul tados
analiticos, los cuales pueden ser obtenidos directamente o por medio
de una transformaci®n matematica bien definida, son proporcionales a
la concentracidnde 1a  sustancia dentro de un intervalo bien
determinado,

INTERVALO. El intervalo de un método anaiitico son las
concentraclones comprendidas entre los niveles de concentracidn
superior 8 inferior de la sustancia (incluyendo estos niveles), en el

cual se ha demostrado que el método es precisao, exacto y lineal.
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EXACTITUD. La exactitud de un método analitico es la concordancia
aentre un valor obtenido experimentalmente y el valor de referencia.
Se expresa comoe o) porciento de recobro obtsnido del apalisis de
muastras a las que se les ha adiciconado cantidades conocidas de la
sustancia.

PRECISION. Lla precisidn de un método analitico es el grado de
concordancia entre resuitados analiticos individuales cuando el
procedimiento se aplica repetidamente a diferentes muestrecs de una
muestra homogénea del producto. Usualmente se expresa en términos de
desviacidén estandar o del coeficiente de variacidén. La precisidén es
una medida del grado de repetibilidad y/o reproducibilidad del métado
analitico bajo las condiciones normales de operacién. .

a) REPETIBILIDAD .- Es l|a precisién de un método analitica
expresado como la concordancia obtenida entre determinaciones
independiantes realizadas bajo las mismas condiciones, (analista,
tieypo. equipo, laboratorio, otc.).

b) REPRODUCIBILIDPAD .- Es la precisién de un método analitico
expresado cowmo la concordancia entre determinaciones indepandientes
realizadas bajo condiciones diferentes, {(diferentes analistas, en
diferentes dias, y/o en difereentes laboratorios, utilizando el mismo
y/0 diferente equipo, etc.). .

ESPECIFICIDAD. Es la habilidad de un método analitico para obtener
una respuaesta debida Unicamente a la sustancia de {interés y no a
otros componentes de ia muestra.

TOLERANCIA. La tolerancia de un méteds analitico es al grada de

reproducibilidad de 1os resultados analiticos obtenidos por‘ el
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an&lisis. de 1la muestra bajo modificacioneas de las condiciones
Jnormala’ﬂ de operaci®n, tales como diferentes temperaturas, lotes de
reactivo, colunnas, sistemas de alucidn, tipos de empague,
condiciones ambientales, etc.

ESTABILIDAD DE LA MUESTRA. Es la propiedad de la muestra, preparada
para su cuantificacién, de mantener su integridad fisicoquimica y la
concentracién de !a sustancia de interés, daspuea' de mantenerse

durante un tiempo determinado bajo condiciones espacificas.

DETERMINACIONES :
LINEARIDAD DEL SISTEMA.~ Se determina construyendo una curva de
calibracién entre la concentracidn y la respuesta obtenida, con 5
diferentes concentraciones partiendo de una misma solucidn patrén.
Los anAlisis se hacen por triplicado de muestras independientes
incluyendo la concentracién seleccionada como el 100 X . Se concidera
al 100 % como la concentracion de la muestra en la solucidn final a
analizar que proporciona una respuesta adecuada dependiendo del
método de cu-nt’lfﬂcacién.
CRITERIO DE ACEPTACION
£ 2 0.99 r* > 0.98 C.v. £ 1.5 %
Hbtcd;:‘l microbiolégicos r* 2 0.98
PRESICION DEL SISTEMA.- Se determina del analisis por sextuplicado de
una misma solucidn estindar correspondiente al 100 % establecido en la

linearidad del sistema.
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CRITERIO DE ACEPTACLON
c.v. ¢ 1.5 %

Métodos microblolégicos - C.v. £ 3 %

ESPECIFICIDAD, - Especificidad para métodos de control de calidad.

Con el método propuesto @

1.~ Analizar placebos del producto.

2.- [dentificar las respuestas del (los) activois}), y i ‘prucndc de
los excipinetes y/o de otras sustancias presentes.

CRITERIO DE ACEPTACION

Confirmar que el método desarrollado es capaz de cuantificar las

sustancias de interes 8in que exista ) interferencia de otras

sustancias presentes.

ESPECIFICIDAD PARA METODOS INDICADORES DE ESTABILIDAD.- En caso de
contar con los posibles productos de degradacidén, preparar musstras
de placebo *adicionado® de estos y la sustancia de interés y
analizar con el método propuesto. Si no se cuenta con los productos
de degradacién, es necesario degradar la muestra bajo diferentes
condiciones. La degradacién debe ser tal que la concentracién de la
sustancia en estudio esté disminuida de ser posible en un 25 %
" con respecto a la original.

Se sugieren los siguientes mé€todos para degradar la sustancia; la
persona que reallce @l estudio deberiA escoger aquel que de acuerdo a
las "pl‘Oplldld.! fisicoquimicas del compues“tn. sea el mas adecuadoa:

1. Colocar la sustancia de ﬁrgtarés. e1 placebo y muestras del lote
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de! producto, en un horno a 70 - 120 0c o a 20 °C por debajo del
punto de fusién de 1a sustancia de interés durante un apropiado
naimero de dias (2 a 4 semanas).

2. Exponer la sustancia de interé¢s, el placebo y muestras del lote
del productoc a la luz U.V. o a la luz fluorescente y/o humedad.

3. Si es necesario, hacer soluciones de la sustancia de interés
ajustando el pH a 1-2 y/o0 10-14 y colocarias a 60 - 80 °C durante 2 a
4 gsemanas.

4. Las muestras pusden degradarse por oxidaci®n, (con per®xido de

hidrégeno) y permanecer de 2 a 4 semanas a temperatura ambiente.

CRITERIO DE ACEPTACION
Verificar que los productos de degradacién o sustancias relacionadas
no interfieren con la cuantificacién de la sustancia de interés

utilizando e! método desarrollado.

LINEARIDAD DEL METODO.- Se determina a partir de placebas adicionados
de 5 diferentes cantidades del principio activo, (placebos cargados),
cada uno de manera independients, hacisndo los an&lisis por
triplicado. Las onncsntra;ional de los placebos cargados deben ser
las nd.c‘unda- para quuv utilizando el método propuestao, las
concentraciones de l!a scluciones finales a analizar, esten dentro de!l
intervalo de 1a linearidad del sistema, incluyendo sieapre la

correspondients al 100 % .
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CRITERIO DE ACEPTACION
1.~ Con respecto a la cantidad adicionada contra la cantidad
recuperada ¢
m =1 b=o r* 2 o0.98
2 -~ Con respecto al por ciento recuperado :
Promedio = 100 %
Los coeficientes de variacién a cada nivel y el global de todo el

intervalo deben estar .de acuerdo a la siguiente tabla.

METODOS PROMEDIO DE RECOBRO C. V.
Cromatograficos 88 - 102 % < 2%
Titrimétricos 88 - 102 % ) < 2%
Quimicos y espectro- 97 -103 % < 3%
fotométricos
Microbiolégicos 95 - 105 % <5 %

NOTA :- Para suspensiones y semisdiidos se acepta un incremento de t %
en el intervalo para los recobros y un C.V. de < 3% .

EXACTITUD AL 100 X .- Se determina de cuando menos 6 placebos
cargados con la cantidad del primcipio active considerado como 100 %
en la linearidad de! método, haciendo los anilisis en las mismas

condiciones de operacidén y por e! mismo analista.
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CRITERIO DE ACEPTACION
Promedio = 100 %
El C.V.. y el % recuperado deberd cumpiir con fusi@r}@efiuérdg’la

tabla anterior.

REPRODUCIBILIDAD. - Se determina de una muestra homogénea del producto
final! cercana al 100 % de la concentracidén tedrica, analizada cuando
menos por dos analistas en dos dias diferentes y por triplicada. '
CRITERIO DE ACEPTACION 1

El1 C.V¥. total debe cumplir con los sigulentes criterios :

Cromatografico < 2%
METODO Quimico y espectrofotédmetrico <3 %
Microbloldégico <5 %

ESTABILIDAD DE LA MUESTRA ANALITICA.~ Se determina mediante la
comparacién de los resultadeos de los anallisis iniciales de 3 muestras
con los obtenidos de las muestras después de permanecer por un tiempo
determinado en diferentes condiciones

Almacenar las muestras a diferentes condiciones (ejemplo: Temperatura
ambiente, refrigeracién, protegidos de ia iuz, etc.), durante un
tiempo preestablecido por el analista N dependiendo de las
propiedades fisicoquimicas de 1a sustancia. Reanalizar bajo las
mismas condiciones, utilizando un esténdaf recién preparado para cada
tiempo. La determinacién debe ser efectuada por un mismo analista.
CRITERIO DE ACEPTACION

Las muestra es estable si el 1.C. para la diferencia de la media de
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la muestra con respecto a la media del. an&lisis inicial incluye el

valor de cere, y/o la magnitud del efects no debe exceder los

siguientes porcentajes.

Cromatograficos:

Titrimétricos
Quimlicos y espectrofotométricos +3
Microbloldgicos *
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DESARROLLO DEL METODO

EQUIPO, MATERIAL Y REACTIVOS.

EQUIPO:

- Balanza analitica metiler AJ150

- BafMo ultrasonido Fisher Scientific

- Bomba WUaters 600 PF

- Columna HPLC uBondapak Cqq :25 A 10 um 3.9 mm x 300 mm

- Detector de longitud de onda variable Waters 4864

Detector Waters 990 de arreglo de fotodiodos
- Integrador y registrador Waters 745 B

- Inyector automatico VISP modelo 712

Inyector manual Waters UEK

Siastema controlador Waters 600 E

MATERIAL :
~ Equipo de filtracién HMillipore
- Membranas de filtracién Millipore tipo GVWF de 0.22 um

~ Microjeringa Hamilton de 25 ul

REACTIVOS 3
-~ Agua destilada
- Metanc! HPLC

- Metanol RA
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- Solucidén 0.05 M de acido fosférico.

- Sustancia patrén de referencia Sigma de difenilhidantoina sédica

- ﬂatorias primas de difenilhidantoina sddica

SELECCION DE LAS CONDICIONES CROMATOGRAFICAS

Las etapas importantes que se consideraron para desarrolliar el
método analitico descrito en este trabaje fueron las siguientes:
Revisién biblicgrafica, Desarrollo del método y Validacién de la
técnica desarrol ada.

Se hizo una revisidén bibliografica exhaustiva, can la finalidad
de conocer las propiedades fisicoquimicas, estabilidad, interacciones
del principio activo, asi como métodos para la cuantificacidn de
difenilhidantoina sédica principalmente por HPLC.

Para contar con un patrén de referencia plenamente identificado
y de pureza conocida fué necesario cartificar una materia prima. Esto
68 llevé a cabo realizando ias pruebas para difenilhidantoina sédica
como materia prima de acuerdo a las referencias 7, 2 y 20.

En e8] desarrollo del método analitico por CLAR se consideraron
las propiedades fisicoquimicas de este farmaco como su solubilidad,
pka, polaridad, etc. Ademads de que se revisaron los métodos
cromatograficos reportados aen la literatura 8 y 20.

Por ser la difenilhidantoina sédica un acido débil, poco polar y
muy soluble en alcoholes, ha sido analizada por cromatografia lfiquida

en fase inversa.
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De los métodos reportados se probd el siguiente:

Fase modvil: Metanol - Agua - Acido acético (40:59.5:0.5)
Columna : pBondapak €18 10 micras 300 mm x 3.9 mm.

Longitud de onda : 254 nm.

Bajo estas csndtclnnes se inyectaron 20 ul de una soluclién de 20
mcg/ml de difenilhlidantoina sédica. Se obtuvo un pico simétrico., bien
1nta¢rad9 aunque el tiempo de rotencidn fué¢ largo de aproximadamente
14 minutos.

CROMATOORAMA 1

13.87

Con el fin da saber si el area era directamente proporcional a la
concentracién se determin®d ia linearidad del sistema de 100 5 500
mcg/ml. El coeficiente de detarminaciden fuée de 0.996 y el coeficlente

de variacién de 1.91 %. muy alto, por lo que fue necesario optimizar
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las condiciones cromatograficas, Con esta i{inearidad se aobservd que a
mayor concentracidn el coefleiente de variacidn disminuia.

Se siguieron haciendo pruebas modificando las proporciones de
agua y metanol y aumentando la concentracién del principic activo hasta
que finalmente la linearidad quedd de 300 a 700 mcg/mi. Ademds se
cambié e! aAcido acético por Acido fosfédrico 0.05 M, porque se obtuvo un
pico con forma muy aceptable y con un tiempo de retencidn de 5 minutos
aproximadamente.

CROMATOORAMA 2

®
~
.
w
-
~
* @«
- -«
b -

El sistema cromatogradfico finalmente quedd :
Fase m&vil : Metancl - Agua - Acido fosférico 0.05 M ( 55:45:0.6)
Columna : pBondapak C18 10 micras 300 mm x 3.8 mm.
Longitud de onda: 254 nm.
Volumen de inyeccién: 20 ul.
Flujo ': 1.5 ml/min,

Velocidad de carta : 0.25 cm/min.
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Las muestras al 100 % quedaron con una concentraci®n. de 500
mcg/ml en metanol.

Bajo estas condiciones se determin® otra vez la lineridad del
sistema obteni¢ndeose un coeficisnte de determinacion de 0.998 y un
coefi{ciente de variacitn de 1 %, los cuales estan dsntrq de los

iimites establecidos.

ESPECIFICIDAD DEL SISTENA CROMATOGRAFICO

Para evaluar la especificidad del sistema propuesto, se
sometieron a degradacieon muestras de placébo. materia prima y
producto terminado en condiciones extremas, verificando la aparicién
de productos de degradacién en los cromatogramas obtenidos. .

Sg prepararon soiuciones acuosas a pH 10 - 12 con hidréxido de
sodio y soluciones a pH 1 - 2 enn acido clorhidrico disolviendo las
muestras previamente en la minima cantidad de metancol. También se
prepararon otras soiuciones adicionadas con perdxido de hidrédgeno al
40 X y se coiocaron muestras en polvo bajo luz ultravioleta y a una
teaperatura de 80 °C.

Las muestras se sometieron a degradar de acuerdo a las

condiciones y tlempos indicados en la tabla 1.
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TABLA 1

CONDICION DE DEGRADACION TIEMPO DE EXPOSICION
Luz Uv Aprox. 336 h
Temperatura 80 % Aprox. 336 h
Acida en reflujo Aprox. 18 h
Basica en reflujo Aprox. 18 h N
Oxidacién en reflujo Aprox. 6 h

Se anatizaron los resultados bajo el sistema propuesto y se .,
ancontré en el producto terminade y en !a materia prima en
condiciones oxidativas dos pequeffos picos que eluyen antes del pico

de interés, éstos podrian ser posibles productos de degradacidn.

Una vez que han sido fijadas las condiciones de degradaci®n se
procedié a repetirias, para cuantificarias y poder decir que el
porcentaje obtenido corresponde a la molécuia de interés exclusivamente
y no a compuestos ds degradaci¢n, ademis para verificar que los

resul tados no son obra de la casuaiidad o del azar.
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Las ‘muestras nuevamente se degradaron de acuerdo a la siguientes

condiciones™

TABLA 2
MUESTRAS TIPO DE DEGRADACION TIEMPO
Acidas pH = L en reflujo 15 h
Placebo Basicas pH & .14 an reflujo 15 h
Oxidativas tH202) en refliujo 6 h
Luz ultravioleta 338 h
Temperatura 80 ¢ 336 h
hcidas pH = 1 en reflujo ~ 15 h
Materia Basicas pH = 14 en refiujo 15 h
Prima Oxidativas (Hz0z) en reflujo 6 h
Luz ultravicieta 336 h
Temperatura 80° ¢ 336 h
Acldas pH =~ 1 en reflujo 15 h
Producto Basicas pH 2 14 en refiujo 15 h
Terminado Oxidativas (H202) en reflujo 6 h
. Luz uitravioleta 336 h
Temperatura 8a0° ¢ 336 h
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Se analizaron las muestras vutilizande un detector de arreglo
de fotodiodos, haciéndase un analisis espectral de 220 a 320 nm, de tal
forma que se pudiera analizar el pico cromatografico de cada muestra
en tres dimensiones : absorbancia, tiempo, longitud de onda. Con esto
se podra asegurar que detras de! pico de interés no se encuentra ocultec
algdn producto de degradacién, lo cua! no seria posible detectar a una
sola longitud de onda, ya que la absorbancia de algin producto de
degradacién a ta longitud de onda de trabajo serta aditiva al
compuesto que se cuantifica, grave problema para estudios de
estabilidad.

El detector de arreglo de fotodiocdos acoplado a una computadora
es capaz de obtener datos espectrales UV — VIS de 190 - BOO nm. As{,
de esta manera, pueden ser adquiridos datos de los cromatogramas Yy
espectros simultianeamente.

Se puede obtener en pantalia casi instantineamente toda la
informacién tareas, tiempos de retencidén, porcientos de recobro) y ver
desde varios Angulos espectros y cromatogramas (perfiles topograficos)
de cada corrida cromatografica.

Los topogramas que se pueden ver se muestran en las siguientes

figuras.

Y |[C ABSORBANCI A

Los ejes en los que se trabaja son :

CTIEMPO)

2°CLONGITUD DE ONDAY
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Cromatograma : El cromatograma es una gr&fica de absorbancia en
en ol eje Y contra tiempo en el eje KX a una

longitud de onda espacifica.

ABSORBANCIA

LONGITUD DE ONDA

Es’pe:tra : El espectro es una grafica de absorbancia en el eje Y
‘eontra longitud de onda en el eje Z a un tiempo

espacif ico.

LONGITUD DE ONDA
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Se pueden obtener de otra forma los topogramas como se muestra

en la figura 16.

s, S Sttt aioweioore )

SR S YT
Sme. 1o o Fhrees) [0
Saveiine ® o

[ TR )

FIGURA 16 Este topograma se divide en dos partes, en la parte
superior se observan los picos cromatograficos vistos desde arriba,
En el eje Z se grafica la loangitud de onda, en el eje X el tiempo y
en el eje Y la absorbancia (hacia arriba), de tal ft?rma que en la
parte donde el color es mas ocbscurc la absorbancia es mayor, en la

parte inferior se muestran los picos que eluyen en esa corrida.

Para comprobar la pureza del pico s hizo un andlisis espectral
de 220 a 320 nm, se realizaron cortes al pico cromatografico de
interés en el intervalo de tiempo en el cual el pico comienza y
termina de eluir como sa muestra en el siguiente perfil

topografico, figura 7.
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FIGURA 17 Se muestra el topograma de difenilhidantoina materia prima

degradada en wmadio basico.

Luego,‘ se obtuvieron los espectros para cada corte que se
realizé en el intervalo de longitudes de onda al cual se hace el
barrido. Por medio del sofware implantado en la computadora se igualan
las concentracicones, a la longitud de onda de maxima absorbancia, en
este caso 254 nm.

s1 el pico corresponde a un compuesto puro ia sobreposicion d-‘

los espectros es completa, (figura 18}, si esta acnmpa-'fadu de otro
compuesto, su espectro UV es aditivo al del compuesto de interes y la
sobreposicion de los espectros no es completa debido a que los
espectros no son iguales ya que corresponden a compuestos diferentes

(figura 24).
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FIGURA 18 Esqectrns sobrepuestos de la materia prima degradada en

medlo basico,

Posteriormente se comparéd el espectre del pico de interés contra

el espectro del patrdon de referencia para definir la identidad del
pico. Flgura 19.
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FIGURA 19 Espectros sobrepuestos de difenilhidantoina, materla prima,

degradada en medio basico y de difeniihidantolina sustancia

de referencia.
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Se analf{zaron de eosta forma todas las muestras degradadas
indicadas en la tabla 4, para determinar la pureza del pico y para
‘ver en donde aparacén otros picos correspondientes a productos de
degradacién. Ademas se-calcularnn los por cilentos de recobro, los
resul tados se reportan en la tabla § an la parte de validacion en la
pagina B6G.
Al llevar a cabo este astudic se sncontré® qua sclamente en la
materia prima y en el producto terminado degradados en condiciones
oxidativas, aparecieron dos picos de degradacidn. Los perfiles

topograficos se muestran en las flguras 20 y 2%.

FIGURA 20 Materia prima degraﬁnaa en condiciones oxidativas
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FIGURA 21 Producto terminado degradado en condiciones oxidativas.

i1/ 71
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Placebo degradadec en condiciones oxidativas,

Como se observa en el topograma del placebo (figura 22) no hay

ningun pico por lo que se deduce que los dos picos presentes en los

otros dos topogramas (figura 20 y 21) corresponden a productos de

degradacion de la difenilhidantoina.
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Debido 'a que solo se encontraron degradantes en condiciones
oxidativasksc consigui® un producto dae sintesis la benzofencna que
puede ser también producto. de degradacién como se indica en la
monografia del principlo active an el capitulo 1.

Este cnmpuesto‘se inyect?® junto con la sustancia de referencia,

el. topograma obtenido se muestra en la sigutente figura.

AL
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vy e
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FIGURA 23 Topograma de difenilhidantoina y benzofenona.

En el topograma se observa que ia difeniihidantoina tiene un
tiempo de retencién de 3.6 y la benzofenona de B8.4. por lo que si la
difenilhidantoina se llegara 3 degradar pgr una ruta diferente a la
que se encontrd® y se produjera benzofenona, ©sta nc interferiria en

su cuantificacién.
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FIGURA 24 - se muestran los espectros de difenilhidantoina y de
benzofenona, y se observa que no hay sobreposicion debido a que son

compuestos diferentes.
SELECCION DE LA SUSTANCIA PATRON DE REFERENCIA INTERNA CSPRID

Daspués de haber determinado el sistema cromatogrifico y que se
ha demostrado su especificidad se buscé una SPRI que tuviera un
tiempo de retanci;n mayor que la difenilhidantoina sédica y menor que
la benzofenona, "debido a‘qué en condiciones oxidativas, antes del
pico de intere¢s, se ocbtuviercn picos de degradacidn. Ademids de que
las muestras se prepararon en metanol y en los primeros minutos salen

pequefios picos correspondiente a este disolvente.
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Para elegir la SPRl se debe probar compuastos que no reaccionen
con el compuesto de interés, Qgque no interfiera ni se presente en
tiempos de retencidn correspondientes @ productos de degradacidn.
Dado que existe una gran variedad deo compuestos que se pueden probar
de acuerdo a las caracterlsticas anteriores se consideraron los

siguientea criterios :

a) Sustancias similares en estructura al compuesto de interés,

b) Sustancias que absorban significativamente a 254 nm.

c) Sustanclias que se tenga la referencia de que se analizan bajo

condiciones cromatograficas similares.

Las sustancias que se probarén fueron : Azatioprina, fenilbutazona,

ibuprofen, metilparabeno, naproxeno, pliroxicam.

El cromatograma en donde se obtuvo mejor rescluci®n y un tlonﬁa
de retencién adecuado fué el da difenilhidantoina y naproxen, ademis
el naproxen cumple con las caracteristicas mencionadas anteriormente
por lo que esta sustancia se eligi¢ como SPRI. Cromatograma 3.

Con objeto de disminuir el tiempo de analisis, 5@ modificd 1a
polaridad de la fase movil variando la proporcién de metanol y agua.
Al aumentar la proporcion de metanol disminuye la polaridad de la
fase mévil, entonces la difenilhidantoina y e! naproxen gque son
moiéculas poco polares son mas afines a la fase mévil por lo que
eluyen mas rapidamente,

A continuacidn se presentan los cromatogramas obtenidos.
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12.9%¢

t FASE MOVIL A

4 Metanol : Agua

CROMATOGRAMA 3

FASE MOVIL B

Metanol : Agua : Solucidn Q.05 M de HaPDe
{70 : 30 : 0.6}

Resolucidn : 6

78

Solucién 0.05 M de HsPOe
1 45 1 0.6)

Resolucidn : 19

2.8

CROMATOGRAMA 4



ETA TESIS MO DB
SN BE LA BIBLIOTEGA

3.5

FASE MOVIL C

Metanol : Agua : Solucién 0.05 M de HiPOe
(64 : 36 : 0.6)

phe.

Resotucisén : 8

CROMATOGRAMA 3

FASE MOVIL D

Metanol : Agua t Solucidn 0.05 M de HaPODe

(68 : 42 31 0.6)

Resolucion : 14

CROMATOOGRAMA o

Se decldid que la mejor fase mdvii para control de calidad es la

fase mévil B, pérqua se obtuvo una buena resolucién y el tiempo en que
eluyen los componentes es corto. Para estudios de estabilidad se
propone utilizar la fase movit D porque e) tiempo no es muy largo y se
pueden apreciar con mayor facilidad picos correspondientes a productos

de degradacid¢n ademAs hay buena resolucidn.
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METODO ANALITICO

El método analftico que se validd, para cuantificar
difenithidantoina séddica en tabletas gqueds de la siguiente forma ¢
CONDICIONES CROMATOGRAFICAS = '

FASE MOVIL : Metanol : Agua : HaPO, 0.05 M (58 : 42 : 0.6)
COLUMNA : wBondapak C,q 3.9 mm x 300 mm,

VDLUMEN DE INYECCION : 15 ul.

FLUJO 1 1.5 ml/min,

ATENUACION : 256

LONGITUD DE ONDA : 254 nm.

VELOCIDAD DE CARTA : 0.25 cm/min.

SOLUCION PATRON DE REFERENCIA [NTERNA
Pesar aproximadamente con exactitud 30.0 mg de naproxen transferirlos
a un matraz volumétrico de 100 ml, adicionar S0 ml de metanol,

gsonicar durante 5 minutos, llevar a volumen con metanol y mezc¢lar.

SGLUCION PATRON DE REFERENCIA

Pesar aproximadamente con exactitud 62.5 mg de sustancia de
referencia do difenilhidantoina sddica, transferirlos a un matraz
volumétrico de 25 ml, adicionar 15 ml de metanol R.A. sonicar durante
5 minutos, llevar a volumen con metanol R.A. y mezclar., Tomar una
alicuota de 5 ml y transferir a un matraz volum®trico de 25 ml,
adicionar 5 ml de la soluci®n patrén de refsrencia interna, llevar a

volumen con metanol RA y mezclar.
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SOLUCION PROBLEMA

Moler no menos de 20 tabletas, pesar el equivalente a 62.5 mg de
difenilhidantoina sédica y transferirios a un matraz volumétrico de
25 ml, adicionar 15 ml de metanol RA, sonicar durante 5 minutos y
agitar mecAnicamente durante 15 minutos, llevar a v;luman con metanol
RA y mezclar. Filtrar desechando los primeros mililitros, tomar una
alicuota de 5 ml del filtrado, transferiria a un matraz volumétrico
de 25 wm!, adicionar 5 ml de solucién patron de referencia interna,

tlevar a volumen con metanol RA ¥y mezclar.

Una vez desarrc) lado el método se continud con la validacién.
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VALIDACION DEL METODO ANALITICO

Para valid;é ﬁl método se evaluardn los siguientes parametros

'~ Linearidad del sistema

- Precisidn de! sistema

- Especificidad

« Linearidad de! método

-~ Exactitud del método al 100 %

- Reproducibilidad

- Estabilidad de la solucidén de la muestra

~ Tolerancia del sistema.

LINEARIDAD DEL SISTEMA (Tabla No. 3)

Se llev® a cabo preparando una soluci®n de difenilhidantolina
s6dica en metanvl y s tomaron alicuctas para obtener soluciones da
300, 400, 500. 600, 700 mcgs/mi que corresponden al 80, 80, 100, 120,
140 por ciesnto de la concentraci®n elegida como 100 % (500 mcg/mil.
Cada solucién se prepard por triplicado. Se anaiizaron las muestras
bajo el método propuesto y se dJdetermind la linearidad del sistema
graf icando concentracidn de las muestras vs area de

difenilhidantofna. (Grafica No. 1).
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LINEARIDAD DEL. SISTEMA

{TABLA No. 3

CONCENTRACION €C> AREA €AY FACTOR
mcg/ml #D H S AT
300 2025084 6750. 280000
300 2012398 6707.993333
300 2012575 6708.583333
400 2687907 6744.,767500
400 2657867 6644, 667500
400 2793467 6758, 667500
500 3340046 . 6688. 992000
500 3395773 6791.546000
500 3336938 6673.876000
600 4016062 6693403333
600 ) 4006147 6676.911667
600 4016264 6693.773333
700 4656859 6652.655714
700 4628767 6612.524286
700 4556406 6508. 151429
RESULTADOS CRITERIO

COEFICENTE DE s o
DETERMINACION (r?) = 0.9988 v - 98
COEFICIENTE DE

VARIACION (CVv.) = 1.00 % Cv. = 1.9x
* DHS = Difenilhidantoina Sddica
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GRAFICA 1

LINEARIDAD DEL SISTEMA

DIFENILHIDANTOINA SODICA TABLETAS
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PRECISION DEL SISTEMA (Tabla No. 4}
Se determind de la respuesta obtenida de seis muestras
preparadas de una solucidn concentrada y haciendo una dilucién para

obtener la concentracidn correspondiente al 100 %

PRECISION DEL SISTEMA

{TABLA No. &)

RESULTADOS

AREA #D H S

COEFICIENTE DE

3689720 VARIACION (Cv.) = 0.80 %X
3738625

3684122 CRITERIO

3852078 -

3672770 cV. L 1.8 %

3847774

ESPECIFICIDAD DEL METODQ (Tabla No. 5)

Para demostrar que el método @s indicador de estabi)idad fué

nacesario poner a degradar al placebo, materia prima, y producto

terminado de difenilhidantoina sédica en condiciones @

i.- Acldas
2.- Basicas
3.- Oxidativas

4.- Luz ultravioteta
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En la sigui\ente tabla se muestran los porcentajes obtenidos a la

fongitud de onda de interés 254 nm por medio del detector de ai‘regln

de fotodiodos.

(TABLA No. ™

MUESTRA (‘:ONDICION % OBTENIDO % DEGRADADO
Acida — —_—
Basica —_—
PLACEBO Qxidacién —_— —
Luz Uv —_— —_—
Temperatura _— _—
Acida 88.0 —_—
MATERIA Basica 86.0
PRIMA Oxidacién 68.0 30.0
Luz UV 88.0
Temperatura 85.0 —_—
Acida 89.0 —
PRODUCTO Basica 85.0
TERMINADO Gxidacién 72.0 20.0
Luz UV 86.0
Tamparatura 100.0 —
NOTA : LOS T v DE DEGRADACION SKE ENCUENTRAN EN LA

FARTE DE DESARROLLO DEL METODO EN LA PAGINA o7,
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LINEARIDAD DEL METODO (Tabla No. 6)

Dado que ya se contaba con un sistema cromatogrifico adecuado,
se utilizd sl mftodo propuesto con estlandar internoc para evaluar su
linearidad se analizaron placebas cargados independientemente a
cuatro niveles correspondientes al 52, 80, 100 y 120 %, cada nivel se

analizé por triplicado. (Grafica No. 2).

LINEARIDAD DEL METODO

(TARLA No. &

x coNe. CANTIDAD CANTIDAD POR CIENTO
Cmcgsmid | ADICIONADA € mg > | RECUPERADA Cmgd> | RECUPERADO
280 2.5 33.07 101.76
s2 260 32.5 3z.85 101.07
260 32.5 32.01 101.26
400 50.0 50.56 101.13
ao 400 50.0 50.62 101.24
400 50.1 50.57 100.04¢
500 62.5 62.67 100. 30
100 500 oz2.5 63,08 100.03
500 62.5 62.99 '100.78
600 75.0 74.04 Q9. 02
120 600 75.0 75.14 100.19
600 75.0 75.75 101.01
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GRAFICA 2

LINEARIDAD DEL METODO
DIFENILHIDANTOINA SODICA TABLETAS

CANTIDAD RECUPERADA (mg)
) /
60 -

" ~ A 0.6487

. / m = 0.9958
20 r2= 09998 |
o . -
20 40 60
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RESULTADO CRITERIO

A) Cant. adiciona ¥S Cant. recuperada.

Pendiente C(m> = 0,9958 m 2 1

Intercepto C(b) = 0,6487 b 2o

Coef. de deter. ¢r®> = 0.9998 * 2 0.98
B) Con respecto al porciente recuperado.

RESULTADO CRITERIO
Promedio % X = 98 - 102 %
recuperado (X) » 100.88 X
Coeficiente de El C.V. para cada
variacién global C.V.) = 0.50 % nivel y el global < 2 %

NIVEL C. V.

52 % 0.35 %X
80 % 0.15 %
100 % 0.33 %
120 % 0.56 %

(TASLA No, 7
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EXACTITUD DEL METODO AL 100 % (Tabla No. 8)

Se daetermind dal por ciento recuperado
saxtupl icado placebos cargados indepandientemente

correspondientes al 100 % .

EXACTITUD DEL METODO AL 100 %

(TABLA No. ®

anal izando por

con cantidades

CONC. CANTIDAD CANTIDAD POR CIENTO
Cmcgsmld ADICIONADA € mg D RECUPERADA Cmg) RECUPERADO
500 62.5 a3, 32 101,.3t
500 62.5 a2.82 100.51
500 az2.5 62.74 100.38
500 82.5 63, 49 101.58
500 e2.5 63.60 101.90
500 e2.5 63. 86 102.18
RESULTADO CRITERIO
Promedic Cx> = 101.31 % X w98 - 102 %X
Coef. de variacién (C. VD) = 0.72 X% C.¥V. < 2%
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REPRODUCIBILIDAD (Tabla 91

Se 1lleve a cabo por dos analistas en dos dias diferentes
analizando una misma muestra homogénea de producto terminado de

difenilhidantotna sddica tabletas.

REPRODUCIBILIDAD DEL METODO

LOTE: 920185

ANALISTA

1 2 Resul tado:

99, 07 98. 42 Media Cx> = 90.34 %
D ) 99, 07 98. 43 Coefictente de

100. 09 98, 40 variacién €C.V.) = 0.83 %
'

99, 85 99.09 Criterio:
A 2 100.83 99.04

100.57 99. 26 c.v. <2 %

(TABLA No.9)
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. ESTABILIDAD DE LA SOLUCION DE LA MUESTRA (Tablas No. 10 y 111}

Se determind haciendo el anilisis inicial de tres muestras,
listas para inyectar y se volvierén a analizar a las 24 y a las 48 h
sometiéndolas a las siguientes condiciones :

1.~ Temperatura ambiente

‘2.~ Temperatura ambiente protejidas de ta luz

3.- Refrigeracion

ESTABILIDAD DE LA MUESTRA A LAS 24 h

(TABLA No.

10y

ANALISIS INICIAL TA724 b OBSC./24 h REFRIG, »24 h
98,06 99.09 88.72 98,91
98.13 98. 16 88.00 98.36
98.61 98.80 08.94 101.18

I.C (-34 a 1.17) {-0.49 a 1.06} (-0.84 a 3.28)
I 100.42 100.28 10t.24
RESULTADO

Las muestras

son estables

en condiciones

ambientailes, en la

obscuridad en condiciones ambientales y en refrigeraci¢n por 24 h ya

que el intervalo de confianza

media para el factor

se encuentra entre 98 -

92

(1.c.)

inciuye @l valor de cero y Iia

102 % .




ESTABILIDAD DE LA MUESTRA A LAS 48 h

(TABLA No. 1)

Mas INICIAL TA/48 h OBSC, 748 h REFRIG. 748 h
98.06 99.00 99,54 101.04
98.13 99.12 95.62 98.05
98.61 88.85 100.08 100.41
I.C. {0.34 a 1.18) |C¢-3.16 a 3.45) {-0.59 a 3.73)

I 100.77 100. 15 101.58
RESVULTADO
—————

Las muestras son estables en condicicnes ambientales, en la
obscuridad en condiciones ambientales y en refrigeracién durante 48
h. ya que el intervalo de confianza incluye el valor de cero y la

media para el factor | esta entre el 98 a 102 % .
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CRITERIO

La muestra es estable s{ &l 1.C., para la diferencia de la media

de la muestra con respacto a la media del an&lisis inicial incluye el

valor de cero y/o

a 102 %.

TOLERANCIA DEL SISTEMA

Se realizé comparando

‘cnn los obtenidos después de variar

al

b)

1a magnitud del efecto {!) se encuentra entre el 88

el pH de la fase

la proporcién de

(Tablas No. 12 y 13)

los resultados iniciales de

mévil (+ 1 U de pH}

fase mévil (£ 17 %)

dos muestras,

COMPONENTE F. M. ORIGINAL -17 X F. M. 417 %X FoM.
AGUA 35.8 29.4 41.8
METANOL 63.5 70.0 57.5
HaPOy 0.7 0.6 0.7
{0, 08 M)
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YARIANDC EL pH

tTABLA No. 12

ANALISIS 1 UNIDAD DE pH 1 UNIDAD DE pH
INICIAL ABAJO ARRIBA

pH = 3.38 pH = 2.38 pH = 4.38
98. 40 98. 48 98,49
968.57 100.52 68,39

X = 98.48 % X = 99,5 % X = 98.44 %

RESULTADO

Coef. de variacidén (C.V) = 0,85 X

CRITERIO

C.V. < 2%

VARIANDO LAS PROPORCIONES DE FASE MOVIL

(TABLA No, 13)

ANALISIS EN + 17 % EN - 17 %
INICIAL

98.32 87.12 97.90
98.58 97.28 97.48

X = 98.45 %

X = 97.89 %

RESULTADO

Coef. de variacién (C.V) = 0.60 X
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CAPITULUO IV

ANARLISTIS
DE RESULTADUOS

CONCLUSIONES



ANALISIS DE RESULTADOS

- El método analitico desarrollado en este trabajo presenta grandes
ventajas sobre los reportados ya que es un método instrumental,
ademis con e! uso de una SPRI para la cuantificacién del principio
activo permite obtener mayor precisién y disminuir al miximo los

arrores de manipulacién que pudieran cometerse durante el anAlisis.

i .Al llevar a cabo la técnica analitica se obtienen picos
cromatograficos de difenilhidantoina y naproxen, bien definidos

simétricos y con buena resolucién.

- El método puede ser empleado en el seguimiento de la estabilidad
del producto ya que se abtiene una respuesta debida Unicamente a la
sustancia de interés. Este estudio do eapecificidad se llevé a cabo a
través de un andtisis espectral con un detector de arreglo de
fotodiodos, que proporciona un altq grado de confiabilidad por Ila
facitidad y rapidez con que se determina si un método e@s selectivo o

no hacia el compuestc que interesa cuantitficar.
- La difenilhidantoina sd&dica es una moldcula muy estable ya que de

todas las condiciones experimentales para degradarla Unicamente en

condiciones oxidativas se encontraron productos de degradacidn.
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-~ La téonica analitica es muy sencilla de realizar, no presenta
problemas en cuanto a manejo excesivo de muestras, 65 econdmica
puesto que se utilizan pocos reactivos, ademds el tiempo de analisis

es muy-corto.

~ Se determind® que las muestras !istas para inyectar son estables
hasta las 48 horas on condiciones ambientales., en la obscuridad y en
refrigeracidn y que ai cambiar @l pH de la fase mOvil entre 2 y 4 el
sistema cromatografico no se ve afectado, ademas al modificar las
proporciones de agua y metanol se alteran los tiempos de rentencién
pero los porcentajes de recobro no varlan por lo tanto o1 sistema es

tolerante a estos cambios.
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CONCLUSIONES

- Se desarrolild un mé&todo por CLAR para cuantificar difenilhlidantoina

sédica en tabletas utilizando naproxen como estindar interno.

- El método desarrollado en el intervalo analizado es lineal exacto,
preciso y reproducible por lo que se cunsidera validado, ya que los

resultados estan dentro de los limites establacidos.

- La técnica analitica puede ser utilizada tanto para control de
calidad por ser sencilla, rapida y @econdmica, como para el

seguimliento de la estabilidad ya que es especifica.

- Las muestras listas para inyectar son estables hasta 46 horas en

condiciones ambientales en la obscuridad y en refrigeraciodn, .

- El método es tolerante a ciertos cambjos de pH y polaridad de la

fase movii.

- Cabe mencionar que 1a cromatografla de liquidos de alta resclucion
tiene grandes ventajas entre ellas versatilidad y sensibilidad., Sin
embargo se considera una gran desventaja el elevado costo para la

adquisicién y mantenimiento de los equipos.
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