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ABREVIATURAS,

RSciom> Hsimetria del pico cromatografico tomada alt 10%
de su attura.

cLL Cromatografia de Liquido - Liquido.
CLS Cromatografia de Liquido - sé6lido.
c.ov. Coeficiente de variacion.

DBr Bromhidrato de dextrometorfan,

Fig. Figura.

gl Grados de Libertad.

Gu Guaifenesina.

HEPT Altura equivalente del plato teorico.
HPLC Cromatografia Liguida de alta resolucion.
Kk’ Factor de capacidad.

liq. Liquido.

N Numero de platos teoricos.

n.m. Nanometros.

MC Media de cuadrados.

PHCL Clorhidrato de Pseudoefedrina.

p.f. Punto de fusion.

PM Peso molecular,

ref. Referencia.
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sC Suma de cuadrados.

tn 1iempo de retencion.

.3 Factor de separacion.

pP.activo. Principio activo.
6.R, Grado reactivo.

conc. Concentracioén.



INTRODUCCTION.

La industria farmscéutica, al elaborar medicamentos, esta
comprometida a obtener productos eficaces que cumptan con rigurosas
normas de calidad y diversas condiciocnes requeridas por La ley, con
el objetivo fundamental de asegurar La salud y asi prevenir,
aliviar y curar enfermedades‘*’, Para cumplir con este compromiso
debe contar con procedimientos de fabricacion y meétodos de analisis

optimos.

Los ﬁetodns de analisis forman parte esencial del aseguramiento de
La calidad de Los productos; por eso, es necesario optimizar y
adecuar Los métodos analiticos a Las necesidades de cada
Laboratorio en particular. EL avance tecnolto6gico ha jugado un papel
muy importante en esta tarea, proporcionando gran diversidad en La
instrumentacion andlitica y favoreciendo, a su vez , el desarrollo
de técnicas altamente especificas, sensibles y conflables para, con
esto, mejorar La calidad de Los productos finales y obtener un

alto grado de seguridad para el paciente‘3’,

Los métodos analiticos en Los que se utitizan técnicas
cromatograficas, principalmente La cromatografia Liquida de alts
resolucion-fase reversa, han tenido en afos recientes. una mayor
aplticacién, debido a que La mayor parte de Las muestras son
soluciones acuosas de muy diverso origen -- medicamentos, fluidos
biolégicos, productos naturales -=, que incluyen farmacos,
metabolitos y/o productos de degradaciéon. Dichas sustancias suelen
ser complejas, termolébiles, no volatiles vy pueden. estar en muy

bajas concentraciones, por Lo que constituyen muestras



dificiles de analizar‘®*>, La cromatografia Lliquida de alta
resolucién ha demostrado ser una técnica simple y confiable, cuyo
costo de andlisis es competitivo con el de otros métodos

analiticos«=’,

Para determinar La confiabilidad de Los resultados de cualquier
método analitico, es necesario realizar La validaci6n del mismo.
Los datos obtenidos de La valtidacion proporcionan una base para
tomar decisiones correctas (aceptacion o rechazo) acerca de un
praoducto determinado‘*~’, Asi pues, La validaciéon de meétodos
analiticos tiene gran importancia en La industria farmacéutica, a
tal grado, que La Ley General de Salud menciona que el controt
aplicado a cuastquier preparado farmacéutico debe comprobarse y
debe ser valldada cualquier técnica empleadsa para ese fin. Con esta
regulacion, el Sector Salud y Las autoridades sanitarias exigen La

validacion de Los métodas analiticos*s?

tos parametros a estudiar en una validaclon dependen, usualmente,

de Llas aplicaciones especificas del método‘~>,

Dada Lla importancia que tiene para La industria farmacéutica contar
con metodos analiticos confiabltes, este trabajo se enfoc6, en
primera 1instancia, a La optimizacion de un método analitico para La
cuantificacion simultanea de guaifenesina, clorhidrato de
pseudoefedrina y bromhidrato de dextrometorfén por cromatografia de
tiquidos de alta resotucion en cépsulas comerciales;
posteriormente, al obtener el meétodo optimizado se realiz6 su

validacion.



Este trabajo se dividié en dos partes. En La primera (marco
teorico), se exponen conceptos generales importantes para La
comprensién del estudio realizado vy, en La segunhda parte
(desarrolio experimental), se presentan Los procedimientos de
optimizaci6on y validacion por separado con sus respectivos analisis
de resultados para, finalmente, cancluir conjuntamente con base en

Los objetivos propuestos.



1.0 0BJETIVOS.

Optimizar un método de analisis para cuantificar, mediante el
usov de cromatografia tiquida de alta resolucién, tres
principios activos: clorhidrato de pseudoefedrina,
guaifenesina y bromhidrato de dextrometorfan, contenidos en

cépsulas comerciales.

Identificar Las variables que afectan el desarrollo del método

por optimizar.
Reatizar La validacion del método optimizado.

Estimar el grado de confiabilidad mediante La validacién

del metodo.

Determinar (as ventajas que tiene el método optimizado sobre

el método primario.



2.0 MARCO TEORTICDO.

2.1 CARACTERISTICAS GENERALES DE LOS PRINCIPIOS ACTIVOS.

2.1.1 ClLorhidrato de pseudoefedrina.

EL clorhidrato de pseudoefedrina es un estereoisomero de La
efedrina¢”?’, con similar actividad farmacologica pero de menor
potencia, La efedrina existe en forma natural en varias plantas,
fue preparada sintéticamente en 1827 y desde entonces se ha usado
para el tratamiento de varios estados patolégicos en Los que se
necesitan Las acciones periféricas o centrales de Los fdrmacos

simpatomiméticos‘®’.

2.1.1.1 Propiedades fisicoquimicas¢”s¥-1°92>

Alcohol (+)-treo-[1-(metilamino)-etil)-bencil ctorhidrato.
CaoHasNO.HCL (Fig. 1). EL clorhidrato de pseudoefedrina se
presenta en forma de cristales blancos; tiene olor débil. Su pesa
molecutar es de 201.72; p.f. 182-185 °C; rotacién especifica (x)3*
en agua es de +61 a +62.5%. Muy solubte en agua (2 g/mt); sotuble
en etanol (0.278 g/ml), en clorofarma (0.011 g/mlL); practicamente
insoluble en éter (1.4 x 10~ g/mb).

EL espectro ultravioleta del clorhidrato de pseudoefedrina en
metanol exhibe bandas de méxima absorcion a 251, 257 y 263 nm
(Fig.2). EL coeficlente de particién de La pseudoefedrina HCL a
25°C en n-octanol/agua a pH 1.2 y en n-octancl/agua a pH 6 es de

0.010 y 0.049 respectivamente. Su pka (N-H) es de 9.8 ‘¥,



Fig. 1. Estructura molecutar del
clorhidrato de pseudoefedrina.

X I—
s 50 m 300 32 350

Fig. 2. Espectro ultravioleta del
clorhidrato de pseudoefedrina en
metanol (G.R.).

EL clorhidrato de pseudoefedrina puede considerarse como un
compuesto estable, ya gue después de & semanas bajo fluorescencia y

Ltuz ultravioleta no se observa cambio en coloracién o degradacion

&



quimica. EUL fadrmaco en granel es estable por Lo menos 6 meses a
37°C 'y 3 meses a 50°C. En formulaciones de tabletas y jarabes
almacenados a 'L5-30°C por 5 afios no se aprecia degradacion

considerabte<®’,

2.1.1.2 Propiedades farmacologicas<®.22>

EL clorhidrato de pseudoefedrina es un agente simpatomiméticoc con
efectos directos e indirectos en receptores adrenérgicos. Su accion
farmacologica es La relajacion de La musculLatura bronquial mediante
La estimulacion de Los receptores alfa y beta. Su accion periférica

se debe a la Liberacion de noradrenalina.

2.1.1.3 Métodos de analisis¢7-v.2=>

Existen diferentes métodos de andlisis para el clorhidrato de
pseudoefedrina. Entre ellos se encuentran: titulaciones no acuosas,
analisis espectrofotométricos, analisis colorimétricos y
cromatograficos (capa fina, gases, lLiquidos y en papel).

€n cuanto a Lla cromatagrafia Lliquida de alta resoluci6n, se han
utilizado, para anatizar el clorhidrato de pseudoefedrina en formas
farmaceuticas Q0. como materia prima, Los sistemas con Las

condiciones que se mencionan en La Tabla 1.



Columna Fase movil tr ref.
(min)
Corasil®/Cia 1.9
(Waters Assoc.) 0.1% carbonate de amonio:
acetonitrilo €1:9)
Corasil®/fenil pH=8.9 1.8
(Waters Rssoc.)
corasil®/Caia 2.1 9
(wWaters RAssoc.) 0.1% carbonato de amonio:
acetonitrilo (4:6)
Corasit®/fenil soln. pH=7.4 2.2
(wWaters Assoc.)
Z2impax™/SCR 0.02M fosfato de amonio 7.0
(DuPont} dibasico: dioxano (64:36)
acetonitrilo: agua: scido
p/Bondapak™/Caia acético (40:60:1) - 13
(Waters Assoc.) con 0.05 N KNO3 y 0.01 N
de 4c. octanosulfdénico
Nucleosii™/ metanol: &c. fosforico:
silicagel fosfato dihidrogenado de 6.0 9
tAlLLtech) sodio €195:2:50)
Spherisorb™/ etanaol: 0.4% de acetato de
siticagel amonio (85:15) 8.0 9
CE. Merck)
u/Bondapak™/C18 metanol: agua: &c. acético
(Waters RAssoc.) gtacial con 0.005 M de 9.4 14
ac. octanosulfonico
Spherosil™/CN metanol: agua: dietilamina 4.01 »
(Beckman) 0.03 M pH=2.5 (179:20:1)

% ver anexo 1.

Tabla 1.

de pseudogeferina

Diferentes

condiciones de analisis

por HPLC.

para clorhidrato




2.1.2 Bromhidrato de dextrometortan.

tL  bromhidrato de dextrometorfan es un derivado ;intetico no
apiaceo, no narcotico e disémero delL analogo codeinico del
tevorfanol . sin embargo, a diferencia del L-isémero, no es
analgésico ni tiene riesgo de adiccion. Se usa como agente

antitusivo¢®s.2%>,

2.1.2.1 Propiedades fisicoquimicastZ+2Ce223

Bromhidrato de 3-metoxi-17-metil-morfinan. CiaHaaNU*HBr- Ha0,
(Fig.3). EL bromhidrato de dextrometorfan se presenta como
cristales blancos o polvo cristatine que posee olor débil. Peso
molLecutar 370.3; p.f. 122-124¢C; rotacion especifica [al=e +27.6%
{c=1.5 en agua). Soluble en agua 1.5% a 25<C, 5% a 50%C y 25% a

85°C; Libremente soluble en alcohol y cloroformo.

tig.3. Estructura motecular del
bromhidrato de dextrometorfan,



EL espectro ultravioleta de wuna solucion de bromhidrate de
dextrometorfsn en metanol, exhibe un méximo Gnicamente a 278nm.
(Fig.4). Su coeficiente de particieon octanol/agua es 3.7; pka=B8.3.

La estabilidad del bromhidrato de dextrometorfan, en soluciones

acu0sas a pH 4-5.6 es muy alta.

" R
3
“ \\‘//////\\\N
. —i m

s N
225 50 75 300 5 ki

fig. 4. Espectro ultravioleta detl
bromhidrato de dextrometorfan en
metanol (G.R.).

2.1.2.2 Propiedades tarmacologicast®+22?

Su accion farmacoloégica es central. Eleva el wumbrat de La tos al
actuar sobre el centro de ésta en el bulbo vy suprimir La rama
eferente de La respuesta . Su eficiencia en pacientes con tos
.patotogica muestra ser, en estudios controlados, aproximadamente
igual a La de La codeina. AL contrario de La codeina, pacas veces
produce somnolencia o trastornos gastrointestinales. En dosis
terapéuticas no inhibe La actividad ciliar; a dosis muy altas

puede causar depresion del sistema nervioso central.

10



2.1.2.3

Métodos de anslisis<7.122

Entre Las métodos de analisis para el bromhidrato de
dextrometorfan, se cuentan ensayos espectrofotométricos,
valoraciones potenciometricas, métodos colorimétricos ¥
cromatogréficos (capa fina, gases, Liguida). En La tablLa 2 se
muestran alpunas de Las condiciones que han sido utilizadas para La
determinaciton del bromhidrato de dextrometorfan por HPLC.
Columna fase movil tr ref.
(min)
Bondapak®/Cia 55% metanol/agua con 1% de
(Waters Rssac.) ac.acético y 0.005 M de 6.5
sulfonato de pentano 12
Bandapak®/Csia cianopropil: agua caon 0.1 M
(Waters RAssoc.) de carbonato de amonia -
Zorbax®/CN agua: acetonitrilo (1:1)
(DuPant) ac. formico, ac. metanosul- 6.5 16
fonico pH= 3.5
acetonitrilo: &c. acético
p/Bondapak®/Caia agua (40:1:60> con 0.001 N -—— 13
(Waters Rssoc.) de &c. octanosulfonico de
sodio y 0.05 N KNO3
Zorbax®/fenil acetonitrilo: 0.1 M de
{DuPont) dihidrogenofosfato de pota- --- 15
sio (45:55 ) pH= 4.0
Ciano® 0.05 M de nitrato de potasio
(IBM en acetonitrilo: agua 9.0 17
instruments) (25:75) pH= 3.0
p-Bondapak®/ buffer acuoso pH 4.1
fenit 1% de buffer de amonio y 11 18
(Waters Rssoc.) 40% de metanol
Spherosil®/CN metanol: agua: dietilamina 4£.96 »
{Beckman) 0.03 M pH=2.5 (179:20:1)

# ver anexo 1.

Tabta 2. Diferentes condiciones de analisis para bromhidrato de
dextrometorfan por HPLC.
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2.1.3 Guaifenesina.

La guaifenesina aumenta el flujo de Las vias respiratorias y es mas
efectivo que el cloruro de amonio o que el hidrato de terpina en el
tratamiento de tos tuberculosa, pero en el tratamientoc de asma

bronquial es menos efectivo que Los yoduros¢*¥’,

Ademas de ser wusada para muchas preparaciones farmaceuticas La
.guaif2nesina ha sido nuy aceptada como expectorante en
anestesiologla para equinos, por su despreciable efecto en La

funcion respiratoria, cardiaca y parametros hematolégicos<=?,

2.1.3.1 Propledades fisicoquimicas¢”-2*°>,

Guaifenesina o guayacolato de glicerol; CioHiuOu (Fig. S) . La
guaifenesina se presenta como pequefios prismas rémblcos cuando son
sintetizados en éter; poseen débil olor caracteristice y sabor
tigeramente amargo; p.f. 78.5-79°C; peso molecutar 198.21., Muy
soluble en agua caliente; Libremente soluble en etanol; solublte en
cloroformo, glicerol y propilenglicol; insoluble en éter de

petroleo.
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r‘
0.CH,-CH CH,OH
0.CH,

Fig. S. Estructura molecular de
La guaifenesina.

Su espectro U.V. en un intervalo 225 a 350 nm, exhibe un maximo

Gnicamente a 273 nm (Fig.B).

Abs

N n + nm
s 250 s oo J2s 350

Fig. 6. Espectro ultravioleta de La
guaifenesina en metanol (G.R.).

2.1.3.2. Propledades farmacologicasa~v»=1»,

La guaifenesina es un expectorante. Los expectorantes favorecen la

eliminaci6én del material irritante del tracto respiratorio inferior

hacia La faringe aumentando el volumen y reduciendo La viscosidad
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de Llas secresiones respiratorias., Su modo de accion no esta
totalmente aclarado pero algunos expectorantes estimulan en forma
refleja Lla secrecion a traves de vias wvagales. Se sabe que \a
guaifenesina es un relajante muscular de accion central en dosis

altas.

1.3.3 Métodos de analisisc”.2a>,

Para ia determinacion de guaifenesina se cuenta con métodos
colorimetricos, espectrototométricos y cromatograficos. Los
sistemas utilizados en HPLC para ta determinacién de guaifenesina

se muestran en La Tabla 3.

Columna Fase movil tu ref.
(min)

p/Bondapak® /Cia metanol :agua: ac.acético
(Waters RAssoc.? 1 mL éac. férmico, ac.meta- 3.8 14
nosulfonico pH= 3.5

pw/Bondapak®/Cia 55% metanol/agua con &c.
{(Waters RAssoc.) acético y 0.005 M de sulfa- 3.0 12
nato pentano ’

Lichrasorb®/ metanol: buffer de citratos

RP-8 pHz= 6.5 {40:60) 2.8 20
{E.Merck) 40% de metanol

2orbax"/CN agua:acetonitrito (1:1)
{DuPont> ac.féormico, 4c.metanolsulfé- 3.7 186

nico pH= 3.5

spherosilR/CN metanol: agua: dietitamina 2.62 *

{Beckman) 0.03 M pH=2.5 (179:20:1)

#* ver anexo 1.

Tabta 3. Diferentes condiciones de andlisis para guaifenesina
por HPRLC.
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2.2 GENERALIDADES DE LA CROMATOGRAFIA.

ta palabra cromatografia fue introducida por Tswett, botanico ruso
quien desarroll6 un proceso cromatografico en el afla de 1905,
Tswett separ4 ciertos pigmentos vegetales, Los cuates eran
coloridos. Con el paso del tiempo se detect6 que esta técnica no
estaba restringida a sustancias coloridas, ya que también por
cromatografia otros tipas de compuestos podian ser

separados ‘22,23

Ast, La cromatografia est4 definida como un procedimiento por el
que pueden ser separados Los componentes de una mezcla, mediante un
proceso de migracién diferencial en un sistema consistente de dos
tases, una de tas cuales estd en movimiento continuo en una
direccion y en elLa Llas sustancias individuales presentan
diferentes movilidades en razon de Las diferencias de fenomenos de
absorcion, particisen, sclubilidad, presion de vapor, tamafio
motecular o densidad de carga iénica, mientras que La otra fase se
encuentra inmévil. Por Lo tanto, para efectuar La cromatografia, es
fundamental el uso de una fase fija o estacionaria (usualmente un
s6lido granular finamente dividido), una fase m6vil que puede ser
un  gas o un Liquido y la sustancia a separar, la cual tiene que ser

disuelta en un solvente apropiado o ser introducida como vapor <=%>,

Hasta hace aproximadamente dos décadas, La cromatografia lLiguida en

columna se reducta basicamente a &4 métodos:
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- Cromatografia de adsorcifon o lLiquido-s6lido (CLS), en La cual se
emplea una fase s6lida estacionaria, generalmente de silica gel o

alumina, de naturaleza polar y una fase movil Liquida no polar.

- Cromatografia de particion Liquido-liquido (CLL), en lLa cual el
sotuto se distribuye entre La fase estacionaria Liquida inmiscible
en ta fase movit y fijada mecaénicamente a un soporte inerte (tierra
de diatomeas, silica gel dirregular de poros grandes Yy baja

actividad, etc.).

- Cromatografia de intercambio i6nico, en la cual se usan resinas
caon grupos funclonales anionicos (sulfonicos, carboxilicos) o

catiénicos (amonios cuaternarios).

- Cromatografia de filtracién molecular, en La cual se emplean
geles (poliméricos entrecruzados, agarosa o dextranos: Sepharosa,

Sephadex) .

La cromatografia de particiéon (CLL) fue de gran importancia, sin
embargo, no estaba Libre de desventajas, provocadas especialmente
por Lla débit wuni6n de La fase estacionaria al soporte. Para evitar
La peérdida de La fase estacionaria, (a3 fase movil debia de estar
saturada de fase estacionaria, La muestra debia disolverse en esta
fase movil saturada y no podian efectuarse gradientes de elucién,
ni emplearse La temperatura como variablte de separacion. Este
problema Llevo al estudio de materiales alternativos, donde La fase
estacionaria estuviera quimicamente unida al soporte; asi, se logré
un aumento notable en La catidad del material de retteno.
Hctualmente, el método dominante es La cromatografia fase Lligada

que puede clasificarse en fase normalt y fase reversa, de acuerdo a
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Lta polaridad relativa de La fase movil y de Los grupos funclonales
quimicamente Ltigados al soporte. Cerca del 80% de Las separaciones
cromatograficas se efectuan con material de fase lLigada y mas del

Y0% corresponde a cromatografia fase reversat®s.es

2.2.1 PRINCIPALES PARAMETROS CROMATOGRAFICQS‘®®+=7.mas

2.2.1.1 EL cromatograma.

Las curvas gausianas que representan el nomero de moléculas eluidas
frente al tiempo, constituyen un cromataograma (Fig.7). La forma de
un pico cromatografico indica que no tocdas las moleculas eluyen en
el mismo tiempo exactamente. La razon reside en La consideracién
global de todos Los fenomenos que suceden en el interior de La
columna (procesas intracolumnales) vy fuera de La columna (procesos
extracolumnares). Los procesos intracolumnares son: La difusioén de
Eddy, La difusion Longitudinal y La transferencla de masa fuera del
equilibrio. Los procesos extracolumnares son producidos por
factores instrumentales y experimentales, por ejemplo: por el
volumen de inyeccion, Ltas tuberias, Las conexiones, el detector,

etc..
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Fig. 7. uUn cromatograma tipico.

2.2.1.2. Tiempo de retencion y tiempo de retencion relative.

Cada pico cromatogréfico eluye en un tiempo dado, Llamado tiempo de
retencién, que es .eL tiempo medido entre La inyeccion y La elucion
de La concentracitn méxima del soluto (mdxima sefial). EL tiempo de
retencién relativo (te’), es lLla diferencia entre et tiempo de
retencion y el tiempo de un solutc no retenido (tm). EL ta’
representa el tiempo que tas molécutas de sotuto permanecen en La

fase estacionaria.

2.2.1.3 Factor de capacidad (k°’).

ts impartante conocer cudntas veces es mayor el tiempo durante el
cual el soluto permanece en La fase estacionaria, gque el tiempo
invertido en La fase movil, ya que nos indica el tiempo durante el
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cual puede retenerse cada componente en La columna. A esto es a Lo

que Llamamos factor de capacidad. Este parametro es obtenido por

La relacion entre el tu’ y el tm.

K'z (tr=tm)/tm
donde:
te = tiempo de retencién.

tm = tiempo muerto.

kLl k' representa el nomero de moléculas, que en el equilibeio,

pasan a La fase estacicnaria, respecto a lLas existentes en La fase

movil.,

2.2.1.% Factor de separacion.

Et factor de separacion (ax) describe La posicion relativa de dos

picos adyacentes. Para su calculo se wutilizan Los factores

capacidad de cada uno de Los solutos.

donde:

ki’ = factor de capacidad delt pico 1.

Kz’ = factor de capacidad del pico 2.

19
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tms’ = tiempo de retencién relativo del pico 1.

tnz’ = tiempo de retencién relativo del pico 2.

Si no existe separacion, entre Los picos, el factor de separacion
es igual a Lla unidad y su valor aumenta cuando aumenta La

separacion real.

tlL factor de separaciton se obtiene con Los te’. S5in embargo, cuando
se usan Los modernos ordenadores de datos, generalmente se utilizan
factores de separacion obtenidos spartir de tiempos de retencién no
corregidos. Esto es aceptable solamente si los daios se uvtitizan en
un mismo instrumento y si se comprueba que Los datos son cqrrectos

mediante el anslisis de muestras patrén.

2.2.1.5 Resolucién,

La capacidad de una columna para separar dos solutos estéd definida
por una magnitud dencminada_resoLucian {Rs), que es La feLacian
entre La distancia a Los centros de Las zonas o maximo de Los picos
y el ancho de Los mismos‘2%’. La resolucién se obtiene mediante La

siguiente ecuacion:

tra - tms

172 W= ¢+ W,

donde:
Wi = ancho del pico 1 en La base.

Wa = ancho del pico 2 en La base.
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tn Lla separacion de dos picos X y Y, una resolucion de 1.5 indica
que La separacitn entre ambos picos es practicamente completa,
mientras que una resolucion de 0.75 indica una pobre separacion.
Cuando La resolucion es igual a 1, el compuesto X se encuentra
trastapado con el compuesto Y aproximadamente un &4%. R una
resolucién de 1.5, La superpogiciOn es de aproximadamente 0.3 %

(Fig. a)ema.aws,

La resotucion necesaria para un determinado procedimiento estéd en
funcién de Los objetivos que se persigan con ¢ste, Asl, por
ejemplo, en La determinacion de impurezas y trazas es necesaria una
resolucién elevada, Lo que sugiere que el requerimiento de
resolucién aumenta tanto como La concentracién del componente menor
de La mezcla disminuye‘®®’ ., Cuando La tarea analitica es La
determinacién del contenido de activo de una forma farmaceutica,
La resoluci6on de Los picos cromatogrdficos no es tan critica, ya
que el objetivo en La determinacion cromatografica no es obtener La
separacién aparentemente apropiada de Los picos, sino obtener La

Mayor confiabilidad posible en el sistema¢®:.a3)
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Senal del detecier

Tismpo, min

Fig. 8. Separacion de una muestras con tres
resoluciones diterentes<=v’,

2.2.1.8 Asimetria.

ldealmente, el pico cromatografico tiene distribucién normat
{gausiana), pero existen aLgunos fenotmenos que pueden provocar el
alejamiento de esta condici6n. Cuando esto acurre se dice que el
pico presenta asimetria (As). Es muy comiun encontrar picos
cromatograficos asimétricos por Lo cual su medicién es importante.

La asimetria puede Llevar, de acuerdo a su magnitud, a errores



considerables de cuantificacion, e incltuso a sobreponer -picos

adyacentes. Las formulas empleadas con mayor frecuencia son:

Ascion> = b/a AS(mn> = b’/a8"

Donde a y b son Las medidas entre La Linea que une el maximo detl
pico con La Linea base y los extremos anterior y posterior del
pico, tomados at 10% de su altura. Por su parte a‘ y b’ son Llos

mismos parametros al 5% de dicha altura (Fig. 9).

Fig.9.Representacitn de un pico asimetri-~
co y Las zonas de medicién de asimetria.

2.2.1.7 Plato te6rico y altura equivalente del plato teoérico.

Un plato te4rico puede considerarse como La regién en que La
concentracion de soluto en Las dos fases (movil y estacionaria), es

La misma que podria establecerse si el sotutoc estuviese en



equitibrio con tas dos fases en esa misma regién‘=”’, Esto queda

establecido por La siguiente férmula:

N = 16 (te/w)=
donde:

N = nomero de piatos teoricos.
tn = tiempo de retencion .

W = anchura de pico en su base.
Lta altura equivalente del plato te6rico HEPT es el grosor de cada
plato y estd en funcién de la Llongitud de lLa columna; entonces:
HEPT = L/N
donde:

L = Longitud de La columna.

N = numerc de platos te6ricos.

2.2.2.  TEORIAS DE ELUCION CROMATOGRAFICAC™®.a¥>

Existen dos teorias que explican La velocidad a La cuat migran Los
solutos y el ensanchamiento de La zona durante La migracién. Estas
teorias dan una retacion cuantitativa entre La eficlencia de Lla

columna y Los pardmetros experimentales.
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2.2.2.1 Yeoria termodinémica.

tsta teoria propuesta por Martin y Singe en 1941¢2+2%> considera
at sisteﬁa cromatografico como una serie de estrechas capas
horizontales y contiguas separadas, Llamadas platos teo6ricos y en
cada uno de Los cuates se establece un equilibrio del soluto entre
La fase movil y La fase estacionaria bajo Las siguientes

suposiciones:

a) Se establece un equilibrio real.

b) Toda La muestra se deposita en el primer plato.

c) Los volumenes de Las fases estacionaria y mavil son iguales
en cada plato y ademas permanecen constantes durante el procesc.

tsta teoria es capaz de describir Las velocidades de migracién en
forma cuantitativa, obteniéndose asi, Los parametros N y HEPT.
Estos parémetros se utitizan como una medida de La eficiencia de La

columna.

Los aspectos termodinadmicos son Los que rigen el equilibrio de
distribuclion o reparto de Los solutas entre Las dos fases y, por Lo
tanto, son responsables de caracteristicas tan importantes como la

retencién y setectividad.

2.2.2.2 Teoria cinética.

La teoriaicinetica de La cromatografia describe con éxito Los

efectos de Las variables que inftuyen en el ensanchamiento de Las
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bandas. Considera que lLos picos se ensanchan debido a tres procesos

bajo control cinético (Fig. 10):
I) Difusion de flujo multiple.

R este fenomeno se Le atribuye el ensanchamiento de La zona debido
a Lla gran cantidad de trayectorias gue puede encontrar una molécula

en sy camino a través del empaque de una columna .

Este fenomeno conocido también como difusiéon de Eddy o proceso
multipaso, se relaciona con el dismetro y geometris de la particule
y por una constante que depende del relleno y de La calidad de su

empaquetamiento en La columna‘@3
I1I) Difusion Longitudinal.

Este fentmeno se debe a La tendencia de Las moléculas a migrar
desde La porcién centratl concentrada de una banda, hacia Las
regiones mas diluidas en todas- direcciones hasta que su
concentracion sea wuniforme en todo el seno del Liquido. La
contribucién de este efecto al ensanchamiento de banda es una
funcion inversa de La velocidad de La fase mévil v directa respecto
del cociente de difusién del soluto en el solvente y de alguna
constante que evalue el espacio ocupado por ta fase maviL y su

geometria.
1II) Transferencia de masa fuera del equilibrio.
1. Resistencia a La transferencia de masa a La fase movil.

En el proceso real de transferencia , las moléculas del soluto que

interaccionan mas con La fase estacionaria, son Las mé&s cercanas a

26



ésta, mientras que Las mds alejadas demoran més tiempo para
interaccionar, Lo Qque resulta en una dispersion de La banda

inicial.

La contribucién de este efecto al ensanchamientoc de banda sera
mayor cuanto mayar sea Lla retencitn del soluto., As1, sera
directamente proporcionat a un factor dependiente de k' , a La
velocidad de La fase movil y al diametro de particula e
inversamente proporcional al coeficiente de difusioén del sotuto en

La fase movil.
1i. Resistencia a La transferencia de masa a La fase estacionaria.

Este efecto es semejante al fentmeno de resistencia a Lla

transferencia de masa en La fase movil y es mds pronunciado en CLL.

Las moléculas de saoluto proximas a La superficie serdn devueltas a
La fase movil mas rapidamente que Las moléculas que difundieron

profundamente, Lo que da Lugar a un ensanchamiento de lLa banda.

EL ensanchamiento seréd proporcional a una funcien del factor de
capacidad, al espesor de ta fase estacionaria en CLL o0 a wuna
profundidad del poro e inversamente proporcional al coeficiente de

difusién del soluto en La fase estacionaria.

Se han . obtenido wvarias ecuacliones que definen a estos tres

fenomenos. La que mas se utiliza es La de Van Deemtert3v’:

HEPT = A + B/u + Cu.
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donde:

A= constanté asociada con la difusion de Eddy.

constante asociada con la difusién Longitudinal.
C = constante asociada con lLa transferencia de masa fuera
del equilibrio.
u = velocidad Llineal de flujo.

ta rebresentacion grafica de estos fenomenos ( fig. 11), muestra La
contribucion de cada término en Lla ecuacion de Van Deemter en
funcion de La velocidad Lineal de La fase movilk, asi como su efecto
neto sobre HEPT.

EL factor R no depende de La velocidad Lineal, sino de La
separacion entre particulas {por ende, ta calidad del
empaquetamiento) y debe originar una recta paralela a Las abcisas.
La difusion Lineal (B/u), st6lo se observa a caudales muy bajos,
mientras que a valores altos no deberia ser perceptible. Por
altimo, Los fenomenos de resistencia a La transferencia de masa,
tanto 'respecto a Lla fase movilL como a La estacionaria (C.u), se
agravan a mayor velocidad Lineal de La fase méviL y no se aprecian
a caudal cero, ya que en este caso el tiempo para Llegar al
equilibrio es finito*®®’, La figura 11, permite aun Ltlegar a
atgunas conclusiones: puede deducirse que existe una velocidad
tineal (o caudal) a La cual Ls HEPT es minima, es decir, La
eficiencia es maxima. Caudales menores favorecen La difusi6n
longitudinal, mienfras que caudales mayores dificultan Los procesos

de transferencia de masa.
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Fig. 10. Procesos de ensanchamiento de banda intra-
columnareas?

HEPT

] 01 (L) 0.3 0.4 os (1]
velocidad lineal (cm/wag)
cavdel antimo

Fig. 11. Grafico de Van Deemter para una columna
hipotética. EL trazado gruesa corresponde a La suma
de Las contribuciones individuales al ensanchamiento
de banda‘=s’,
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2.2.3 FUERZRS CROMATOGRAFICAS DE RETENCION ¢2®:27.3.30.3ar

Las fuerzas que experimenta un soluto, tanto en La fase
estacionaria como en La fase movil, pueden ser electrostaticas,
t6nicas, Van der Waals y puentes de hidrogeno, dependiendo de Las

caracteristicas de Los compeonentes del sistema cromatografico.

a) Fuerzas electrostaticas.

Cuando La elucidn es funcion de La polaridad, La retencién depende
de La Localizaci6n de tas cargas de cada especie del sistema.

Las fuerzas dipolo-dipolo se presentan comUnmente cuando se
utitizan solventes polares como agua, metanol, acetonitrilo, etc..
S1 La motécuta es un soluto polar se verd atraida por Los dipolas
de La fase movil y se unird electrostédticamente. Si un dipolo
permanente es inherente a La fase movil, cuando ésta Liega a las
proximidades de La molécula de soluto pueden existir interacciones

de Los electrones entre ambos.

b) Fuerzas de Van der Waals.

Estas fuerzas son también de naturaleza eléctrica, perc no
provienen de una carga eléctrica neta o inducida. Las interacciones
con este tipo de fuerza estdn asociadas con cadenas de

hidrocarburos.

Los electrones de una molécula del soluto, por regla general, estan
dispuestos de modo que no generan dipolo, pero al moverse, en un

momento dado se situan de forma que La carga efectiva ya no es
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simétrica, formando un mamento dipolar con el cual se Lievan a

cabo interacciones con el sistema cromatografico.

c) Fuerzas ionicas.

Utra causa de fijacion de moléculas, se refiere a Las eventuales
interacciones eléctricas entre tlas moléculas ionizadas de sotuto
con Las motLéculas de Los solLventes altamente polares. Estas

interaccliones se LLevan a cabo con cargas eléctricas netas.

d) Puentes de hidroégeno.

lambién . existen interacciones por estabtecimiento de opuente de
hidrégeno entre moléculas dadoras de protones y aceptoras de
protones. La posibilidad de que surjan entaces puentes de hidrdgeno
serd mas considerable cuando Las moléculas dadoras sean sclidos y

Las aceptoras sean basicas<®”’,

2.2.4 ‘CROHRTOGRHFIR FASE LIGADA®=®>,

En cromatografia fase Ligada, La particula base de siticagel se
modifica quimicamente para reemplazar sus grupos funcionales
activos, Los siLanoles, de caracteristicas polares, por
determinados grupos funcionales: octadecitsitana, octitsilano,

fenito, ciano, diagl, etc.22>,
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La cromatografia puede ser normal o en fase reversa dependiendo de
La naturaleza del grupo funcional Ligado. En algunos casos, La
misma fase Ligada puede ser empleada en fase normal o reversa segin
el tipo de fase movit usada, por ejemplo: una fase Ligada con grupo
funcianat ciano, al tener polaridad intermedia, funcionara en fase
normal si La fase movil es hidrOfoba o como fase reversa cuando se

emplean mezclas hidroatcohflicas <F8.a%.00r

La fase estacionaria Ligada con base de silica es obtenida, después
de Lla modificacion quimica de Los grupos silanol de superficie, por
La wunién de un grupo funcional vie wun puente de siloxano a La
superficie de grupos hidroxilo*=®> La reacci6n es un ataque
nucleofilico del oxigeno del hidroxilo de La silica, al 4tomo de
silicio del silano. Este ataque se favorece por agregado de una
basse (piridina, imidazol) que sirve para tomar el &cido clorhidrico
tiberado y como catalizador por formacién de un intermediario

previo al sitoxanos's*?.

Durante Lla silanizacion, La polimerizaciéon puede ser Lineal o
entrecruzada y el proceso es dificit de contro}ar. Asi1, algunas
particulas pueden contener capas poliméricas de mayor espesor gue
otras; ademas, aproximadamente solo el 50% de ta superficie de
silica potencialmente activa reacciona, principalmente por efectos
estéricos. Todo esto resulta en diferencias de parémetros
cromatograficos de importancia como son velocidad de transferencia
de masa del soluto y capacidad de carga de la cotumpa. Inclusive,
dificilmente se consiguen Lotes de calidad reproducible, por Lo

tanto, Llos grupos silanoles Libres juegan un papel importante en
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Los mecanismos de retencion, principalmente en La  cromatografia

fase reversat@s.wa»

En La determinaci6tn de trazas, se ha visto que hay éambius
altamente significativos entre Lote y Lote de wun mismo tipo de
columna, por Lo cuatl se hace necesario realizar algunas pruebas
para evaluar las propledades de Las columnas (actividad silanot,
actividad metalica, tamafio de poro, tiempos de retencion, etc.) y

determinar su efectividad¢“=:,

2.2.4.1 Cromatografia fase reversa.

ta cromatografia Liquida de alta resoluciéon fase reversa es una
modalidad de tas técnicas cromatograficas en columna. En ella el
uso de instrumentacion automatizada, detectores sensibles y
selectivos, presiones elevadas, fases estacionarias no polares con
particulas de didmetro paquefio, sistemas de inyeccién de muestras
precisas, vy fases moviles de gran pureza han Logrado una eficiencia
elevada para La separacion y determinacién de Los componentes de

una mezcla.

En este tipo de cromatografia (a fase movilL estd compuesta de
sotventes polares tales como agua, metanol, acetonitrilo, etc. y La

fase estacionaria es no polar,

En La-crnmatografia fase reversa, dado que el material de La fase
movil es no polar, Llas Gnicas fuerzas de interaccion posibles
deberian ser Las de Van der Waals, descartandose otros tipos de

interacciones. Sin embargo, Las fuerzas de Van der Waals no bastan
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por 51 solas para justificar La retencion observada de solutos en
fase reversa. Por ello se han propuesto otras modelos de retencién
como la teoria solvofobica, La cual atribuye la retencitn a que la
interaccion entre molécutas de soluto y de solvente es mucha mas
débil que la interaccién entre moléculas de solvente entre si; como
consecuencia, el soluto es expulsado de La fase movil y forzado a
penetrar en La fase estacionaria que actua como receptor
pasivo'~®’, Por Lo tanto, puede asumirse que el grupo polar se
orienta hacia Lla fase movil acuosa, mientras que su porcitn

hidr6foba Lo hace hacia La superficie hidraocarbonada.

La magnitud de La interaccion soluto-fase enlazada sera mayor
cuanto mayor sea el tamafo del grupo apolar y consecuentemente Lla
superficie de contacto. Por el contrario, Las funciones polares del
soluto favarecerédn La interaccién con Llos solventes polares y
reduciran La retencion, Naturalmente Los grupos funcionales, su
posicién en Lla molécula y su accesibilidad, inftuyen en La
retenciont>»-“%? En La practica, sin embargo, el mecanismo de
retencion se complica por La presencia de silanoles residuales.
As1, el fenomeno de retencién se debe a dos mecanismos: et

silanofébico y el silLanofilico¢*™=’,

Las interacciones silanofiticas pueden potencialmente proveer
mayor selectividad a un sistema cromatogré&afico que Las
interacciones hidrofobicas, en los farmacos con caracteristicas
bdsicas, ya que Los grupos hidroxilo no enlazados pueden tormar
puentes de hidrogeno. Por esto, bajo condiciones experimentales, et
comportamiento cromatogradfico de solutos basicos es mas complejo

que el comportamiento de compuestos acidos y neutrassv’,
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Los. solutos con grupos funcionates amino, exhiben frecuentemente
pebre eficiencia cromatogréfica. Sin embargo, ésta puede ser
mejorada por La adicion de agentes modificadores de La fase movil,

generalmente alquilaminas ¥®.37.u7)

Los modificadores amino han sido ampliamente wusados en La
cromatografia ) fase reversa para inhibir Las interaccicnes
silanofilicas y se ha supuesto un mecanismo de interaccion ionica
para la retencion de solutes, en el cuat Los agentes modificadores,
al tener contacto cercano con la fase estacionaria, son adsorbidos

en La cadena altqullica formando una capa primaria activa.

ta retencion de Llos solutos puede ser incrementada o disminuida
dependiendo de La carga del saluto y de La del i6n de interaccion.
Por ejemplo, con modificadores cargados positivamente <(como La
dietilamina), una capa positiva sera formada en La fase
estacionaria reversa, ta cual tenderd a repeleer cualquier soluto
cargado simitlar bitoqueando Las interacciones puente de hidroégeno
que pudieran Llevarse a cabo con Los silanoles tibres de La matriz

(los cuales tienen caracteristicas acidas)t=7.ve’,

Los modificadores orgdnicos permiten et control de La forma de pico

y te €n compuestos basicos*“7’,
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2.3 OPTIMIZACION DE METODOS HPLC.

La optimizacion de un método analitico por cromatografia Liquida de
alta resolucion se ve reflejada en ta resotucion y separacion de
Ltos componentes, en el mejoramiento de La forma de Los picos y en

La disminucion del tiempo de analisis<-<’.,

Para optimizar un método es necesaric conocer Las caracteristicas
fisicoquimicas de La muestra que se desea anatizar, entre las que
se incluyen, por ejemplo, composicion quimica, polaridad,
solubilidad, etc.. También es dimportante conocer métodos ya
existentes para el anslisis de muestras similares a Llas del estudio
en cuestion, ya que esto nos proporciona informacion de su
comportamiento a diferentes condiciones de anédlisis para poder
elegir tas de trabajo adecuadas, tomando en cuenta, ademas, el
material y equipo que se tienen disponibles, tLa utilidad analitica
que se pretende dar al método, el intervalo de concentraciones a
utitizar, Lla sensibilidad, La selectividad, el tiempo y costo del
analisis, etc.t™°.31> ge deben conocer Las variables Qque. pueden

afectar al método*®%.-%2> por ejemplo:

- procedimiento de muestreo.

- preparacitn de La muestra.

tipo de cromatografia.

- fase mévil.

deteccion¢s2>
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EL primer paso en el proceso de optimizacion es el ajuste de
parametros cromatograficos: Rs, k’ y o, ¢=2%>,

La optimizaciétn se Lleva a caho mediante diferentes estrategias de
retencion y éstas se han clasificado en tres grupos: 1) empiricas
(ensayo vy error); 2) disefo estadistico (rutinas buscadas por
computadora); 3) desarrollo de una teoria total de retencién como
funcian de Las condiciones de separacion, Lo que permitird el
desarrolilo de esquemas de optimizacion basados en La preseleccion
de paradmetros independientes (condicicnes cromatograficas), para
realizar La interpolacion del sistema 6ptimo para una muestra dada
(AP ,.83 .80

Se ha encontrado que el cambio de fase estacionaria en fases
alquil-lLigadas para HPLC-fase reversa, no es muy significativo,
debido a que dichas fases tienen propiedades de selectividad
similares, aunque existen algunas diferencias debidas a La lLongitud
de La cadena y La marca comerciat ‘®®>, Por Lo tanto, La variable
independiente mas frecuentemente empleada en La optimizacion de Las
separaciones por HPLC, es La composicioén de La fase movii, por su
efecto significativo en Lla resclucitn de Los picos y en el factor
de capacidad. €s evidente que ciertos factores asociados con
caomponentes que estdn presentes en muy pequefas cantidades en La
fase movil, tales como modificadores orgénicos, asi como pH y

velocidad de ftujo, también influyen en Las separaciones ¢’

Para Lla primera eteccion de un sistema 6ptimo, puede ser de gran
ayuda conocer y tomar en cuenta Las siguientes caracteristicas:
peso molecular de La muestra; solubilidad; tipo de separacion,

basandose en La estructura molLecular de Los componentes a separar;
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ete.. En La Figura 12 se muestra una guia tipica de selecci6n de
columna y fase mévil, tomando en consideracién Las caracteristicas

anteriores‘®%’,

2.4 ANALISIS CURNTITATIVO POR HPLC¢ZB-Re.20.3a)

EL analisis cuantitativoe HPLC estsd intimamente Ligado a Los
detectores, ya que gracias a éstos La cromatografia es no solo una
técnica de separacion, sino también una técnica para La
identificacion y cuantificacién eficiente de Los componentes de una

mezcla.

Todos Los detectores de cromatografia Lliquida producen una sefiat
eléctrica que se wutiliza para imputsar el movimientc de un
dispositivo de medicié6n. Cuanto mayor sea La absorcién o defleccién
de La Luz por el material que atraviesa la cubeta del detector, mas
intensa ser&é La sefial. Por tanto, La amplitud del pico puede
relacionarse con La respuesta del detector a los compuestos que
pasan .8 través de la cubeta, pudiendo utilizarse La alturs o el
drea del pico como una indicacién de La cantidad de cada componente

presente en La muestra.
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PM SOLUBILIDAD TIPO DE FRSE  MOVIL
DE LA DE LA SEPRARACION TIPICA
MUESTRA MUESTRA
Lig-lig CHCLs
fase normal ETBRC
insoluble no polar
en agua
(i6nico) tiq-solido n-CaHe
adsorcion ————— CHCLa
polar
soluble Lig-tiq Ha0/MeOH
<1000 en agua particion Hz20/CHaCN
(no i6nicao? fase reversa
intercambia buffers
cationico (PO. ,B0a)
soluble (bssica) pH 2-9
en agua
(i6nice) intercambio modificadores
anionico (HOAC ,HNOx)
(acido)
saluble filtracién ROH
en agua en get H20
»1000
insoluble exclusion CHCL=
en agua molecular THF
tolueno
Fig. 12. Guia tipica de seleccién de columna y fase mavil®s’,
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La cuantificacién de Llos picos cromatograficos generalmente se
realiza midiendo su area, aunque se ha reportado una mejor
precision midiendo La altura‘®3’, siempre y cuando Los picos sean
simétricos y Llas condiciones de operacion se mantengan constantes.

ta concentracion del principio activo en La muestra se puede

calcular por diferentes métodos:

) Normatizacién interna.

b) Esténdar externo.
c) Estandar interno.

d) Estandar agregado.

La seleccion del método m&s adecuado depende del tipo de muestra,
nivel de precision requerido y La existencia o no de sustancia de

referenciat®*’,

a) Normalizacién interna.

£L método consiste en referir el contenido de principio activo at
total de sreas en el cromatograma. Para ello se suman Las areas de
todos Llos picos presentes y el contenide se calcula como

porcentaje, es decir:

AL
Aj

Pi = x 100

donde: P1 es el porcentaje del componente i en La mezcla; Ai es el

&rea del componente 1 y Aj es La sumatoria de todas lLas areas del
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cromatograma. €ste método no requiere estandar de referencia y es
poco usado en HPLC ya que se requiere que todos Los componentes
tengan el mismo factor de respuesta (fi), Es decir, que si se
trabaja con un detector U.V.,, todas Las sustancias deben tener el
mismo wvalor de absortividad a La Longitud de onda elegida. Este
caso suele darse pocas veces y habituslmente con familias de

compuestos o sustancias que estén muy retacionadas.

b) Esté&ndar externo.
Este método consiste en La preparacion de estadndares de
concentracion semejante aL principjo activo en La muestra y en el
ensayo cromatografico de ambos, muestra y estandar, en Las mismas
condiciones operativas,

La concentracion del principio activo en La mezcla se determina
comparando el &rea del pico en cuestion con el area delL pico

correspondiente al estandar de referencia, es decir:

Am Cs

x D x 100
fAs

donde:

P es el porcentaje de principio activo en La muestra; Am y Rs
son Llas Areas de La muestra y el estandar respectivamente; Cs es La

concentracion del estdndar y D es el factor de dilucibn.
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c) Esténdar agregado.

Este método consiste en inyectar dos muestras para realizar un
andlisis, wuna de ellas es La muestra tal cual, y La otra es muestra
a La que se Lle agrega una cantidad conocida de estandar de
referencia.

Esta segunda muestra se utiliza como esténdar. La concentracion del

principio activo en La muestra se calcula de La siguiente manera:

Am Cs
x D x 100

Ams - Am

donde:

P es el porcentaje de principio activo en La muestra; Am y
Ams son Las 4reas de La muestra tal cual y La muestra a La que se
Le ha agregado estéandar, respe:tivamenté; Cs es La concentracion
del estdndar y D es el factor de dilucién.
kste método results de eleccién cuando La matriz de La muestra es

muy compteja.

d) Estandar interno.

Este método consiste en agregar cantidades exactamente medidas de
una sustancia asi denominada, tanto a La muéstra coma a un estandar
con {La misma concentracién de La muestra. EL estédndar interno, se
adiciona a La muestra en el paso inmediato anterior al
andlisis=e’,

Para determinar La concentracion de principio activo en La muestra
se calcula Lla relacion de areas entre principio activo y esténdar
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interno, tanto en La muestra como en el estandar y se efectua el

cociente entre ambas, es decir:

Rm Cs
x D x 100

Rs

donde:

P es el porcentaje de principio activo en La muestra; Rm y Rs
son Las relaciones de areas de principio activo/estandar interno y
estandar/esténdar interno, respectivamente; Cs es La concentracién
del est&ndar y D es el factor de dilucion.

El estéandar interno debe cumplir algunos requisitos, como son‘®«?’:

No estar presente en La muestra.

- Presentar 8rea o attura similar a La del principio activo.
- Eluir a un valor de k' cercano al del principio activo'®=”’,
- Resolverse completamente,

- Ser estable y quimicamente inerte.

Responder en farma semejante a La del principio activo con el
detector seleccionado.

- Tener propiedades similares a lLas del principioc activo.

EL meétodo de estandar interno no es sensible a Llos errores de
inyeccitn debido a que éstos se compensan al utiLi;ar relaciones de
areas .y, en algunos casos, pueden compensarse Los errores generados
en La preparacion de La muestra, tales como: dilucion, extraccisn y

derivacion,
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La eteccion del estsndar interno es, generalmente, una tarea que
consume mucho tiempo, ya gue se realiza La mayoria de Las veces por
ensayo y error usando compuestos de La serie hom&loga det principio
activo. sin embargo, existen ya métodos por computadora que

facilitan esta tarea‘®s’,

2.5 VALIDACION DE METODOS HPLC.

La validacitn de un método analitico proporciona una medida de La
eficiencia del misma; por esto, después de su optimizacién, el
método debe ser vatidado*®~»’,

La validacion de un método analitico puede definirse como el
proceso por el cual queda estabtecido, por estudios de Laboratorio,
que La capacidad del método satisface Los requisitas para Las
aplicaciones analiticas deseadas. La capacidad se expresa, en este
caso, en términos de parametros analiticast¢“s®=°?,

La validaci6tn debe demostrar que el método estd Libre de errores
sistemséticos y que detecta la sustancia que se propone detectar¢-’.
Las caracteristicas de eficiencia son expresadas en términos de
variables analiticas. Las variables analiticas consideradas en
cualquier programa de validacion son £1p1camente; precision,
exactitud, Llineatidad, especificidad, (imite de cuantificaciéon vy
Limite de deteccién. Sin embargo, éstos dependen de la utilidad del
métodotteFL.e1>  (yer anexo 4). Asi, Lla validacion es unica para

cada matodo¢e=’,
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EL primer parametro a evaluar generalmente es La especificidad del
método. La especificidad se define como La capacidad de un método
analitico para determinar solamente el compuesto(s) de interés, en
presencia de compuestos potencialmente interferentes. En HPLC
significa que no exista otro pico con el mismo tiempc de retencion
que el pico del farmaco. La especificidad puede ser incorporada en
uno de Los pasos del trabajo desarrollado (por ejempla, extraccioén
selectiva, separacidn cromatografica o uso de detectores
especificos) o por medio de un cambio en Los parametros
experimentales (cambio en La fase movil o Longitud de onda de
deteccién)<+’, Ests prueba se Lleva a cabo comparando resultados de
el analisis de muestras que no contengan La sustancia de interés,
pero si, Los demas componentes (placebo).

En  HPLC usando deteccion ultravioleta, se puede detectar impurezas
en el compuesto, debido & que aparece un pico cromatogréfico
distorsionado el cual no debe presentarse cuando La muestra es

pura¢s=.ear

La Lineatidad del sistema y del metodo son parametros muy
importantes, y se deben evaluar después de conocer La
especificidad del método. ta Linealidad de un sistema o método
analitico es su habilidad para asegurar que Los resultados
analiticos, Los cualtes pueden ser obtenidos directamente o por
medio de una transformaci6tn matematica bien definida, son
proporcionales a lLa concentracion de La sustancia dentro de un
intervato determinado. La Linealidad del sistema se determina
construyéndo una curva de calibracién (concentracion vs respuesta

medida) wutilizando cuando menos 5 diluclones preparadas a partir de
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una misma sotucion patron y haciendo anadtisis cuando menos por

duplicado para cada dilucion.

La Linealidad del método se determina a partir de placebos
adicionados de cuando menos tres diferentes cantidades de La
sustancia de interés (placebos adicionadas), cada uno de manera
independiente, haciendo Los anatisis por triplicado¢es’,

€L tratamiento matemético es normalmente un calculo de regresion
tineal por el método de minimos cuadrados de Los resultados de
respuesta vs concentracion, y cantidad adicionada vs cantidad
determinada para La Linealidad del sistema vy del método
respectivamentet®®’, ta pendiente de La Linea de regresi6tn es una
medida de La sensibillidad del método mientras que el intercepto es

una medida de posib(es interferencias en el método*~?.

La precisién y La exactitud det método son dos pardmetros muy

importantes que estan definidos de La siguiente manera:

Exactitud.- Es La concordancia entre un valor obtenido
experimentalmente y el valor de referencia, Se expresa como
porciento de recobro obtenido delL andlisis de muestras a Lés que se
Les ha adicionado cantidades conocidas de La sustancia y se
determina de, cuando menos, & placebos ‘adicionados de manera
independiente con La cantidad necesaria de La sustancia de intereés
para obtener Lla concentracion del 100%, utilizando el método
propuesto. Haciendo el anatisis en Las mismas condiciones de

operaéion y por el mismo anatista<e=’.
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Precisién.- Es el grado de concordancia entre resultados analiticos
individuales cwuando el procedimiento se aplica repetidamente a
diferentes muestreos de una muestra homogénea del productao.
Usualmente se expresa en términos de desviacitn estandar o del
coeficiente de variacion y se determina por el analisis
sextupticado de wuna solucién estandar correspondiente al 100%
establecido en La Linealidad del sistema.

ta precision es una medida dei grado de reproducibilidad vy/o0
repetibilidad del método snalitico bajo Las condiciones normales de

aperacién.

a) Repetibilidad: es La precision de un método analitico expresada
como La concordancia obtenida entre determinaciones independientes
realizadas bajo tlas mismas condiciones (analista, aparato,

Laboratorio, etc.).

b) Reproducibilidad: es La precisién de un método analitico
expresada como La concordancias obtenida entre determinaciones
independientes realizadas bajo condiciones diferentes ( diferentes
analistas, en diferentes dias, en el mismo y/o0 en diferentes
Laboratorios, utilizando el mismo y/o diferentes equipos, etc.) y
se determina de una muestra homogénea del producto cercana at 100%
de Lta concentraci6on tebrica, analizada cuando menos por dos

analistas, en dos dias diferentes y por triplicado¢e®?’,
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3.0 . DESRRROLLO EXPERIMENTA AL.
La fase experimental de este trabajo se desarroll6 en dos etapas:

1a. Optimizacioén del método cromatografico para La cuantificacion
simutl ténea de guaifenesina, clorhidrato de pseudoefedrina y

bromhidrato de dextrometorfan.

28, Validacién del método optimizado.

3.1 MATERIAL Y EQUIPO.

3.1.1 Equipo.

- Cromatoégrafo de Liquidos de alta resolucién Hewlett Péckard,
modelo 1090 LC, con integrador modelo 3080 R.

~ Sistema de filtracion al vacio.

- Bafio de ultrasonido.

~ Balanza analitica.

3.1.2 Material.
~ Columna cyano ultrasphere, dp S pm, 4.6 mm x 25 cm de longitud.
-~ Material de uso comGn en el Laboratorio.

- Filtros millipore de 2 um.

3.1.3 Reactivos.
- Metanol HPLC. (Merck).

-~ Agua HPLC. (Merck).
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Metanol grado reactivo -G.R.- (Merck).
- Dietilamina (Baker).

~ Acldo fosférico concentrado (Merck).

Estandar secundario de clorhidrato de pseudoefedrina.
- Estandar secundario de bramhidrato de dextrometorfan.
- Estandar secundario de guaifenesina.

- Estandar secundario de isotipendilo.

~- Rgua destitada.

- Excipientes.

3.2 OPTIMIZACION.

La optimizacién de un método por HPLC se ve reflejada en La
resolucién y separacion de Los componentes, en el mejoramiento de
Lta forma de Los picos y en La disminucién del tiempo de

analisis«»®?,

3.2.1 Procedimiento de optimizacidn.

La obtimizacion del método cromatografico para La cuantificacion
simul tdnea de guaifenesina, clorhidrato de pseudoefedrina vy
bromhidrato de dextrometorfan (método primaria, ver anexo 2) se
" Llevé a cabo mediante ensayo y error, gue es una de las estrategias
m&s empleadas para Lograr el ajuste de parametros cromatogréficos
como son resotucién, factor de separacién y factor de

capacidad ‘3T u@. 8k
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AL analizar Los resultados obtenidoes del método primerio, se
evaluaron Las posibles variables a modificar. Tales modificaciones
se efectuaron controladamente y una a La vez, de La siguiente
manera:

a) se minimiz6 el volumen de inyeccion.

b) Se eligleron condiciones de integracion adecuadas y précticas.

c) Se seteccion6 diferente Longitud de onda.

d) Se disminuyé La concentraciétn de La muestra.

e) Se hicieron variaciones en La fase movil,

f) ‘Se propuso el uso de estandar interno.

3.2.2 Discusion,

Un problema inherente al método primario es Lla imposibilidad de
cuantificar adecuadamente y de forma simultéanea Los principies
activos contenidos en (a muestra, debido a La gran diferencia del
contenido de cada uno en Las cépsulas. La proporcion es §.66:2:1 de
guai fenesina (Gu), clorhidrato de pseudoefedrina (PHCL) y
bromhidrato de dextrometorfan (ﬁBr), respectivamente.

EL cromatograma obtenido del método primario (Fig.13)> mostré
claramente Las diferencias de concentracion de Los componentes de
La mezcla. La guaifenesina presenté un pico no simétrico y muy
ancho, debido a que su cancentracion . en La muestra analizada
es muy alta. Cuando se presentan picgs con estas caracteristicas
es recomendable disminuir su concentracion, ya que Las muestras muy

concentradas saturan La fase estacionaria, Lo cual provoca una
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deficiente resoluci6n; el detector también es menos sensible a
pequefios cambios, ya que se sobrecarga y puede presentarse el hecho
de que dos o m8s sustancias sean detectadas como un solo pico
cromatografico‘®:?, EL analisis de Los resultados (Tabla &) indic6
que existe separacion de Las sustancias presentes. Sin embargo, Lla
resotucién es mala, vya que Los picos correspondientes no se

resuelven en La tinea base (Resolucison ¢ 1,0) y presentan

asimetria.

282  Gu

r"_’1

Fig. 13. Cromatograms obteni-
do del método iniciatl.
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p. activo tn AScson 3

Gu 2.62 h.2

1.583
PHCL 4.01 2.3

1.24
DBr .96 2.2

Tabla 4. Resultados obtenidos del méto-
do inicial.

Con base en Los resultados anteriores, se realizé La modificacion
del volumen de inyeccién de 10 pl a 5 pl. La disminucion del
volumen de inyeccion no afectdé el valor del factor de separacitn,
sin embargec La asimetria disminuye de 4.2 a 3.8; de 2.3 a 2.1 y de
2.2 a 2.0 para Gu, PHCL y DBr , respectivamente. Los picos
continuaron teniendo una resolucion ¢ 1,0 (Fig. 14). Se intentd
disminuir ta concentracién de ta muestra inicial ya que el volumen
de inyeccion de 5 pt, es el minimo a inyectar, sin embargo, al
dismtyuir La concentracién de La muestra inyectada, Los picos
cromatograficos de Las sustancias de menor proporcién presentaban
probtemas en La precision, debidos a La deteccién, por Lo que se
cambi¢ La Longitud de onda a La que se estaba Llevando a cabo el

analisis (254 nm).
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Fig. 14. Cromatograma obteni-
do al disminuir el volumen de
inyeccién de 10 pl a 5 pt.

Por Las caracteristicas espectrofotométricas de Las sustancias a
separar, .no fue posible trabajar a ta Longitud de onda de mayor
absarcion del componente de menor proporcion en La formulacion de
Las céapsulas (bromhidrato de dextrometorfan). Primero, porque . 3
esta Llongitud de ‘onde el clorhidrato de. pseudoefedrina no exhibe
absorcion. Segundo, porgue La guaifenesina (componente en mayor
proporcion) tiene una curva espectral similar a La del bromhidrato
de  dextrometorfan. Se eligi6 trabajar a una Longitud de onda de

263nm, donde el clorhidrato de pseudoefedrina tiene un maximo de
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absorbancia y el bromhidrétu de dextrometorfan incrementa su
absorcion. Por motivos practicos se decidi6 cambiar la velocidad de
parametros cromatograficos. EL

ta carta, Lo cual no afecta Los

resultante (Fig.15), muestra La variacién en Los picos

cromatograma
debida & La Longitud de onda. La deteccion a 263 nm hizo posible La
reduccitn de La concentracién de La muestra inyectada a La mitad de

La concentracion iniciat.

2,51 Gu
Dar

4.91

HCY

ST

Fig. 15. Cromatograma obte-
nido con La variacion de La
Longitud de onda de 254 nm a
263 nm.
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La composicién de La fase movil tiene efecto significativo en La
resolucién de Los picos y en et factor de capacidad, paor esto es
La principal variabte a modificar para Lograr La optimizacién de un
método por HPLC¢®e.=3>  por Lo cual se realizaron cambios en La
fase movil utilizade en el método primario. En esta fase en
particular, se modifico La proporciotn de dietitamina y agua.

En primer Lugar, se estudio el efecto de ta dietilamina en ta
separacion vy resolucion de Los componentes de La muestra. En la
Fig. 16 se muestra el cromatograma de una muestra para La cual se
aument6é La proporcion de dietitamina de 0.5% a 0.6% v/v en La fase
movil, tos resultados indicaron: reduccion de Los factores de
separacion; reduccién en Llos tiempos de retencion y picos mas
estrechos (Tabta S). Sin embargo, La resotucion no fue buena adan
(Rs ¢ 1.0). Cuando se disminuy6 La proporcién de dietilamina a 0.3%
Los tiempos de retenciton y el factor de separacién aumentaron
(Tabta 6). Se resalizé6 un ensayo eliminando La dietilamina de La
fase movil, con Lo que se obtuvieron tiempos de retenciéon del
clorhidrato de pseudoefedrina y bromhidrate de dextrometorfan
elevados, causando gue se tuviera un tiempo de analisis muy Largo

(superior a 20 minutos).

p. activa tr AScroms o
Gu 2.87 3.0
.33
PHCL 3.63 1.5
1.10
DBr 4.20 1.9

Tabta 5. Resuttados obtenidos al aume-
ntar La dietilamina a 0.6 %
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p. activo tr RSciows 3
Gu 2.89 1.6
1.53
PHCL 4.45 1.2
1.13
DBr 5.03 1.4
Tabla 6. Resultados obtenidos al dismi-
nuir La dietitamina a 0.3 %

287 Gu

0B«

PHCI

4,20

3. 6]

rr?r 5T

Fig. 16. Cromatograma obteni-
do por el aumento de La pro-
porcitn de dietitamina , de
.0.5% a 0.6% v/v,
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Posteriormente, se estudio el efecto que tenia el agua en La
separacion cromatografica. RL aumentar La proporcion de agua en Lla
fase movit en incrementos de 1% v/v no se ohservaron cambios en
Ltos cromatogramas obtenidos antes de un 15% v/v, ya que cuando se
atcanz6 dicha proporcion se aprecité un ensanchamiento inadecuado de
Los pilcos (Fig.17). RL disminuir La proporcién de agua en La fase
mavit hasta 5% v/v no se aprecid diferencila significativa; pero por
debajo de esta concentracion La Linea base presentd deriva y ruido

altos.

Gy

257

PHDI

DB,

4.9

3.87

/;A'J st

Fig. 17. Cromatograma obteni-
do at aumentar La proporcion
de agua a 15% v/v.
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Con base en Los ensayos anteriores ée etigieron condiciones
cromatograficas mas favorables, Ltas cuales se obtuviercn
reduciendo La proporcioén de agua de 10 % a 5 % v/v y disminuyenda
La proporcion de dietilamina en La fase movil de 0.5% a 0.2% v/v .
At aplicar dichas condiciones para observar si se Lograban
caracteristicas cromatograficas adecuadas, se obtuvieron valores
satisfactorios de resotucién (Rs ¥ 1.0) y de asimetria (Tabla 7 y
Flg. 18). tos resultados muestran el efectr altamente significativo
que tiene La concentracién de modificador orgdnico (dietilamina) en
el tiempo de retencion, La resoluciodn, el factor de separacion y La
asimetria de Los picos cromatograficos, encontréndose que un
aumento en La dietilamina, disminuye Los valores de dichos
parametros, Lo cual d{ndica una relaci6n inversamente proporcionatl.
Por otra parte, La concentracién de agua en Le fase mavil influye
principalmente sobre La asimetria de Los picos, obteniéndose una
relacion directamente proporcional, ya que al aumentar La
concentracion de agua, La asimetria aumenta también. Sin embargo,
concentraciones muy bajas de agua o La ausencia de ésta en La fase
movil, provoca probtemas de ruido y deriva en La Linea base. Los
resultados también muestran La importancia de La correcta eleccion
de Lla Longitud de onda, ya que si se cuenta con La mas adecuads,
puede disminuirse La concentraclon de La muestra para evitar La
saturacién del detector y ta columna.

Con Llos cambios realizados se supusoc La obtencién de método optimo,
por lo cual se procedi¢ a analizar soluciones de estandar que
contenian guaifenesina, clorhidrato de pseudoefedrina y bromhidrato

de dextrometorfan por dicho método, con et objeto de conocer et
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comportamiento del sistema (linealidad y precisioén). Para ello, se
efectuaron 15 corridas cromatograficas <(cinco niveles de

concentracion por triplicada). EL tratamiento estadistico
» indicd La existencia de una dispersién de datos elevada, con
resultados de coeficientes de variacién y correlaciones mostrados
en La Tabla 8. AL analizar los resultados obtenidos se establecio

La necesidad de utilizar un estandar interno.

p. activo tn ASciomr o
Gu 2.61 1.10
2.03
PHCL 5.32 1.03
1.1
DBr 6.08 1.00

Tabla 7. Resultados obtenidos aplicande
al método todas Las modificacicnes
propuestas,

p. activa c.v. r=
Gu 2.89 0.947
PHCL 4.4S 0.988
DBr 5.03 0.984

- Tabta 8. Resultados de coefici--
entes de variacien y correlacion.
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Gu

2.6

PHCI
608 0Br

5.32

ST

fig. 18. Cromatograma obteni-
do aplicando al método todas
Las modificaciones propuestas

EL' estandar interno es a menudo utilizado como parte del método
analitico para \a cuantificacion de un principio activo
determinado. Su uso presenta Las ventajas de Lograr una mejor
precisioén y puede, a su vez, minimizar errores aleatorios<®:’,

La eleccion del estandar interno se hizo de entre varias sustancias
disponiblLes en el Laboratorio, cuyas caracteristicas fisicoquiﬁicas

~son similares a Las de uno 6 mas de Llos principios activos en
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estudia. Las sustancias propuestas fueron: metoclopramida,
isotipendilo, maleato de clorfeniramina, doxopram y dimetoxanato.
Se someti¢ cada una de Llas sustancias a analisis cromatografico y
se determinod su te en el sistema en cuestién (Tabla 9). Por sus
caracteristicas fisicoquimicas y cromatograficas se decidi6 que et
isotipendilo era La sustancia idénea para ser usada como estandar

interno.

Finalmente se realizaron analisis cromatograficos a soluciones que
contenian Los esténdares de referencia (a diferentes niveles de
concentracion, tomando como 100% La concentraci6tn real) y al
estandar interno (a wuna concentracién constante), con lLa finalidad
de probar La capacidad det sisteme para resolver favorablemente a
todos Los componentes de La mezcla y verificar La utilidad del
estandar interno como tal. Con Los resultados obtenidos se
determinaron Las condiciones finales, con Las cuales qued6

establecido el método optimizado (Tabla 10 y Fig. 19). Ver Anexo 2.
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P. activo Estructura Sotubilidad tr®
quimica
o CONH =N N
No—
Metaoclopramida sotubte en agua |6.58
I ocH, metanol y etanol
s
-~
N
(\( \
N
7NN
Isotipendilo K soluble en agua [7.10
& etanol.
s/ i’
N,
Maleato de l ~ =N saluble en agua |6.59
clorfeniramina y/ y etanol.
Lg%
Doxapram N soluble en agua, |&4.12
' NCH @ Ligeramente sol.
AN / en alcohot y
@ cloroformo.
0
E-—o*\a‘\.aN
Dimetoxanato soluble en agua [6.71
@ND y. metanol.
5
Tabla 9. Caracteristicas generales de algunas sustancias pro-

puestas para ser utilizadas como estandar interno.

# Tiempos de retencion obtenidos al someter
cromatografico

p. activos at
finales.

analisis

&2

cada

uno de Los
con Las condiciocnes



p. activo ta Ascion: 3
Gu 2.81 1.1
1.98
PHCL 5.55% 1.0
1.16
DBr 6.44 1.0

Tabla 10. Resultados del método opti-
mizadao,

2.81 Gu

PHLI o8r
129 |

.55
6-44

B

Fig. 19. Cromatograma ocbteni-
do aplicando et métado opti-
mizado,
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3.3 Validacion.

ta validaciéon de un método anatitico proporciona una medida de La
eficiencia del mismo, por Lo cual, después de su optimizacion un

metodo debe ser validado‘=-%=>,

3.3.1 Procedimiento de validacion.

- Especificidad.
Para determinar La especificidad del método se analizaron en dos
dias diferentes sels muestras placebo, al igual que cada uno de Los

excipientes por separado, a un nivel de concentracion de 120% .

- Linealidad del sistema.

Después del estudio de especificidad, se determindé en un dia La

Linealidad del sistema. Se copstruydé una curva de calibracion
" (concentracién vs altura) con muestras preparadas a partir de una

salucion stock que contenia guaifenesina, clorhidrato de

pseudoefedrina y bromhidrato de dextrometorfén y se analizaron a 5

diferentes nivetes de concentracién (30, 96, 100, 105, y 112%),

por triplicado.
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-~ Precision del sistema.

La precision del sistema se determiné mediante el an4lisis
estadistico de Los resultados obtenidos para La Linealidad del
sistema. AL conocer Lla relacién existente entre La concentracion y
La respuesta obtenida, se realiz6 en un dia la Llineatidad del
método, Se construyé una curva de calibracion (cantidad adicionada
vs cantidad determinada), se utilizaron plLacebos adicionados con 5
concentraciones diferentes (990, 96, 100, 105 y 112%), por

triplicado.

- Precision y exactitud del método.
Estas caracteristicas del método se determinaron en un dia por el
an4lisis sextuplicado de placebos adicionados, utilizando 3 niveles

de concentraciéen (80, 100 y 112%).

- Repetibilidad.

La repetibilidad entre dias se realiz6, ademés de Los analisis
anteriormente efectuados, el analisis quintupticado de placebos
adicionados, utilizando 3 nivetes de concentracién (90, 1400 vy

112%) .

- Reproducibilidad.
Para La reproducibilidad entre analistas se analizaron en dos dias
diferentes muestras de placebo adicionado por un 20. analista, bajo

et siguilente esquema:
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- 20. analista, 1ter. dia.
S5e efectud el andlisis a muestras de placebos adicionados, por
duplticado a S niveles de concentracion diferentes (80, 96, 100,

108 ¥ 112%).

- 20. analista, 20, dia.
EL andtisis se Lle realizo a 5 muestras de placebos adicionados con

5 niveles de concentracion (90, 86, 100, 105 y 112%),

3.3.2 Resultados y discusion.

- Especificidad.

Los pLécebos sometidos al analisis cromatogré&fico, con La finalidad
de conocer la especificidad del método optimizado, no presentaron
respuesta, quedando establecido que Lla respuesta obtenida fue

debida onicamente a Los principios activos (Gu, PHCL y DBr).

~ Linealidad del sistema

Para conocer Lla relaci6n que existe entre La respuesta (cociente

entre La altura del pico cromatografico de-La muestra y La altura

del pico cromatografico del estandar interno) y La concentracion,

se Llevaron a cabo diferentes tratamientos estadisticos (ver anexo

3). Los datos sometidos a este tratamiento fueron Los que se
- obtuvieron en Los ensayos realizados para conocer La Linealidad del

sistema (Tablas 11, 12 y 13).
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Nivel de Respuesta
conc. Chin 7/ hwi)
(%)
S0 66.490 86.042 66.241
96 70.334 70.532 70.009
100 74.253 74.051 76.241
105 77.450 78.736 78.269
112 82.674 82.612 81.460

Tabla 11. Resultados para La determinacion de

La Llinealidad

attura del pico

del sistema de guaifenesina (hm
cromatografico
hae: altura del pico cromatogrédfico del estdndar

de La muestra,

interno).
Nivel de Respuesta
conc. (hm 7/ has)
(%)
a0 0.929 0.838 0,935
96 1.001 0.990 1.006
100 1.031 1.041 1.043
105 1.0886 1.085 1.089
112 1.180 1.185 1.186

Tabla 12. Resuttados para La determinacion de ta

tinealidad del
pseudoefedrina.

sistema del clarhidrato
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Nivel de Respuesta
conc., (hm / had)
(%)
90 1.638 1.633 1.637
96 1.7465 1.740 1.750
100 1.821 1.832 4.828
105 1.9828% 1.92% 1.920
112 2.072 2.069 2.065

Tabla 13, Resultados para La determinacién de La
Linealidad del sistema del bromhidrato de
dextrometorfan.

€L anélisis estadistico de regresi6n vy correlacion para Los datos
de Lineatidad de cada uno de Los principios activos <(tabla 14},
indicaron La relacion entre Las variables es altamente
significativa y que presentaban un comportamiento descrito por Las

siguientes ecuaciones:

y = 0.746x - 0.840 para guaifenesina.
¥ = 0.011x - 0,090 para clorhidrato de pseudcefedrina.

y = 0.020x - 0.14% para bromhidrato de dextrometorfan.

P.activo Parametros

r r2 m b
Gu 0.995 0.989 0.746 -0.840
PHCL 0.996 0.992 0.011 -0.090
DBr 0.999 0.999 0.020 =0. 144

Tabla. 14. Paraémetros de regresién (r), correlacion
{(r2), pendiente (m) y ordenada al origen (b), para
ta Lineatidad delL sistema.
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Se realizé una prueba de hipé6tesis (Cuadro 1) para determinar,
mediante un analisis de variancia, si La relacion existente entre
las dos variables (respuesta y concentracion) era Lineat. Este

anilisis se realiz6 para cada uno de Los principios activas.

Cuadro 1.

Pba de Hipotesis:

Ho: Existe Linealidad entre Las variables
Hi: No existe lLineslidad entre Las variables

Criterio de aceptacién:

51 Fzews { Feaw NO se rechaza Ho y existe
retacion lineal entre las variabtes

Los resultados del andlisis de variancia se muestran en lLas Tablas
15, 16 y 17. €En todos los casos se obtuvo Que Faews ( Feas, por Lo
tanto no se rechaza Ho y se determina finalmente con un 98% de
confianza que existe una relacion lineal entre Las variables de Los

tres sistemas que se ensayaron.

Fuente de gl sc MC Fanp .
variacion

Desviacion de
medias debida 3 3.193 1.064
a La regresion

5.195
Desviacion
debida a 10 2.0s48 0.205
La media

Fio.99, @. 1015 B6.55

Tabla 45. Analisis de variancia para La determinacién de La Li-
nealidad del sistema de guaifenesina.
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Fuente de gt sC MC Fune .

variacion
Desviaciéon de
medias debida 3 3.460 1.820
a La regresion x 10”™% x 10~
2.700
Desviacion
debida a 10 6.730 §.730
La media x 10 x 10-%=

Feco.»», =, 105 6.55

Tabla 16. Analisis de variancia para La determinacioén de la
tinealidad del sistema del clorhidrato de pseudoefedrina.

Fuente de gt sC MC Fanp -
variacien
Desviacion de
medias debida 3 1.950 6.500
a ta regrestion x 10" x 10-%
3.385
Desviacien
debida a 10 6.730 6.730
La media x 107 x 10-%

Feo.w»., @, 105= 6.55

Tabta 17. Analisis de varilancia para La determinacién de La
Linealidad del sistema del bromhidrato de dextrometorfan.

Se determiné si el intercepto era estadisticamente igual a cero.
Para ello se realiz6 el tratamiento estadistico "de la prueba del
intercepto (Ver Rnexo 3) y se propusa una prueba de hip6tesis para

ser comprobada por medio de t de student (Cuadra 2).
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Cuadro 2.,

Pba de Hipotesis:

Ho: b igual a cero
Hi: b diferente de cero

Criterio de aceptacitn:
Si teus ¢ tean NO se rechaza Ho y el

intercepto es estadisticamente igual
a cero. .

EL anslisis de resuttados del tratamiento estadistico se muestran
en La Tabla 18. En todos Los casos L8 tewes fue menor a La tees, por
Lo tanto, no se rechaza Ho y se acepta estadisticamente con un 95%
de confianza que Los interceptos para cada una de Las curvas se

pueden considerar caomo cera.

P.activo Parametros

b Sb t ane I, cC.
Gu ~0.840 8.512 -0.099 -19.226, +17.546
P.HCL -0.090 0.11% ~-0.792 - 0.336, + 0.156
D.Br =0.144% 0.073 ~-1.873 - 0.302, + 0.01%
teento.®ru,2m>3 2,160

Tabla 48. Resultados del tratamiento estadistico para La de-
terminaci6tn del intercepto para guaifenesina, clorhidrato de

- pseudoefedrina y bromhidrato de dextrometorfan (b = ordenads
al origen,Sb = desviaciébn estdndar de La ordenada al origen,
I.C. = intervalo de confianza). ’
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En el andlisis de resultados para determinar Lla precision del
sistema se obtuvieron coeficientes de variacién de 0.97 %, 0.72 %,
y 1.46 X para clorhidrato de pseudoefedrina, bromhidrato de
dextrometorfan y gualfenesina, respectivamente con Lo cual se

demostré que el método era preciso.

~Linealidad del método.

tos resultados obtenidos de La Linealidad del método (Tablas 18, 20
y 21) fueron sometidos a un andlisis de regresitn y correlacion.
Este anitisis indico que existe una relacion altamente
significativa entre Lla cantidad adicionada y La cantidad

determinada para cada uno de Los activos (Tabla 22).

o
Nivel de{ Centidad Cantidad determinada
conc. adicionada (mg)
(%) {mg) ensayo 1 ensayo 2 ensayo 3
90 90.0% 89.85 90.04 a9.80
96 85.60 95.53 95.48 85.70
100 100.97 101.13 101.00 100.90
105 104.00 105.00 105.00 104.76
112 112.70 112.62 112.62 112.37

Tabla 19. Resultados para La determinacién de La Linea-
Lidad del metodo para guaifenesina.
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Nivel de| Cantidad Cantidad determinada
conc. adicionada {(mg)
(%) (mg) ensaya 1 ensayo 2 ensaya 3
90 27.53 27.43 _27.%7 27. 44
96 28.71 28.74 28.869 28.78
100 30.29 30.12 30.23 30.19
105 31. 64 31.40 31.45 31.33
112 31.19 33.21 33.12 33.10

TabLa 20. Resultados para La determinacién de La Linea-
Lidad del meétodo para ctorhidrato de pseudoefedrina.

Nivel de| Cantidad Cantidad determinada

conc. adicionada (mg) .
(%) {mg) ensayo 1 ensayo 2 ensayo 3
90 13.58 13.57 13.68 13.61
96 14.39 14 .50 14.33 16,01
100 15.26 15.11 15.00 14.93
105 15.94 15.70 15.70 15.88
112 16.93 16.75 16.83 16.88

Tabla 21. Resultados para La determinacion de ta tinea-
Lidad del método para bromhidrato de dextrometorfén.

P.activo Parametros
[ ra m b
Gu 0.998 0.987 1.007 ~0.568
PHCL 0.989 0.999 0.997 0.027
DBr 0.985 0.990 0.989 0.826

Tabla 22. Paraémetros de regresion (r), correlacion
(r2), pendiente (m) y ordenada al origen (b), para
Lineatidad del método.
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Se propuso una prueba de hipdtesis (Cuadro 1) para La Llineatidad
del meétodo de cada uno de Los principlios activos. Para conocer si
La hipo6tesis nuta era aceptada o rechazada se realiz6 un analisis

de variancia. Los resultados se muestran en Las Tablas 23, 24 y 25.

Fuente de gt sC MC Fawp .
variacién

Desviacion de
medias debida 3 0.200 0.066
a La regresion

1.300
Desviacion
debida a 10 0.495 0.049
La media

fean (0.9%.3.10156.55

TabLa 23. Rnalisis de wvariancia para La determinacién de La
tineatidad del método para guailfenesina,

Fuente de gl sC MC Fawup -
variacion

Desviacion de
medias debida 3 0,035 0.012
a La regresién

5.220
Desviacion
debida a 10 0.022 . 2.295
La media x10~®

Fean (0.9%,3,10>%6.55

Tabla 24. Analisis de variancia para La determinacitn de La Linea-
Lidad del método para clorhidrato de pseudoefedrina.
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Fuente de gl % MC
variacion

Faue .

Desviacian de
medias debida 3 0.102 0.034%
a La regresion

0.415
Desviacion

debida a 10 0.829 0.082
La media

Feab (o.w~,»,10>36,55

Tabla 25. AnAlisis de variancia para La determinacién de la Linea-
Lidad del método para bramhidrato de dextrometorfan.

En todos Los casos se obtuvo que Fewp ¢ Fean, por Lo tanto, no se
rechaza Ho y se determina, con un 98 % de confianza, que existe una
relacién Lineal entre Llas variables estudiadas en La determinacion
de cada uno de Los tres principios activos que se ensayaron.

se determind si Los interceptos de Llas rectas obtenidas eran
estadisticamente iguales a cero, para Lo cual se realiz6 La prueba
del 1intercepto y se propuso una prueba de hipatesis (Cuadro 2). Los
resultados de La prueba del intercepto son mostrados en La Tabla

26.

P.activo Parametros
b Sb t ene I.¢C.
Gu ~0.568 5.997 -0,095 -13.521, +12.386
PHCL 0.027 0.975 0.028 - 2.079, + 2.133
DBr 0.826 1.542 0.536 - 2.836, + 0.538
teabim.o7s,amr = 2,160

Tabla 26. Resultados del tratamiento estadistico para La de-
terminacién del intercepto para guaifenesina, clorhidrato de
pseudoefedrina y bromhidrato de dextrometorfan .
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En todos Los casos tean ! tewm, por Lo tanto, no se rechaza Ho y
tos interceptos para cada una de tLas curvas de la linealidad del
método son con un 85 % de confianza, estadisticamente iguales a
cerg. La relaclon que existe entre La cantidad adicionada y La
cantidad determinada indica tener un comportamieto descrito por La

ecuacion:

y = 1,007x - 0.568 para guaifenesina.
y = 0.997x + 0.027 para clorhidrato de pseudoefedrina,

y = 0,989x + 0.826 para bromhidrato de dextrometorfén.

- Exactitud y precisién.

La exactitud del método fue evaluada a 3 niveles de concentracién.
Los datos para La determinacion de exactitud se muestran en La
Tabla 27. Se evalu6 La exactitud dél método haciendo uso del
tratamiento estadistico de comparacién de muestras con un valor
estandar. Se propuso una prueba de hipotesis (Cuadro 3) y se

determino el valor de te.o (Tabla 28).

Cuadra 3,

Pba de Hipo6tesis:

Ho: EL meétodo es exacto.
Hi: EL método no es exacto.

Criterio de aceptacion:

Si tewn ! tean se acepta Ho y
entonces el método es exacto.
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P.activo Nivel de concentracion (%)
a0 . . 112
99.37 99,73 100.27
989.75 99.85 100.02
Gu 99.93 $9.00 100,00
98.76 99.01 99.75
100.00 100,19 99,21
100. 14 100.32 89.15
99.96 100.00 99.97
99.60 99.90 898.73
PHCL . 99.64 99.97 99.86
99.56 100.10 99.88
100,15 89.73 100.086
100.00 89.63 99,87
$8.87 100.07 100.42
98.84 99.74 99.9¢4
Dor 99,85 99.54 98.85
99.92 89,21 99.53
99.49 98.64 100.00
100.00 100.20 998.94

TablLa 27. Porcentajes de recobro para
cién de La precision y exactitud del método.

La determina-

P.activo| Nivel de Parametros I. ¢C.
conc. %
x S tann
a0 99.66 0.514 1.628 99.118 - 100.198
Gu 100 99.68 0.568 1.368% 99,08k ~ 100.276
112 99.73 0.460 1.4622 89.247 - 100.213
90 99.82 0.249 1.789 89.557 - 100,079
PHCL 100 99.89 0.477 1.549 899.703 - 100.074%
112 99.75 0.502 1.243 99.212 -~ 100.272
80 99.51 0,503 2.378 98.984 - 100.040
DBr 100 998.57 0.578 1.8386 98.960 - 100.173
112 99.80 0.502 0.964 99,270 - 100,323
teanco.w7n,8>= 2.571

Tabla 28. Datos obtenidos det

tratamiento estadistico para La

determinacion de La exactitud del método (x

viacion estandar, I.C. = intervalo de confianza).
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€L meétodo resulté ser, con un 95 % de confianza, exacto a Los
niveles de concentracion de 90%, 100% y 112% para cada uno de Los
principios activos, ya que en todos Los casos te.. fue menor que
teas .

La precision del métode se evalud con Los datos obtenidos para La
exactitud (Tabla 27). EL tratamiento estadistico realizado a estos
datos fue La determinacien del coeficiente de variacion, el cual se
determiné para cada wuno de los principios activos en cada nivel de

concentracién. Los resultados se muestran en La Tabla 29,

P.activo| Nivel de c.v.
canc. % (%).

80 0.516

Gu 100 0.570
112 0.461

a0 0.249

PHCL 100 0.177
112 0.503

90 0.505

DBr 100 0.581
112 0.503

Table 29. Resultados para La
determinacion de La precisién
del método (C.V. = coeficiente
de variacion).

Para determinar gque existe precisiotn en un método cromatografico,
el coeficiente de variacion debe ser menor a 1.5 %. En este caso el
método optimizado es preciso, ya que todos l&s valores obtenidos

son menores al valor establecido.
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- Reproducibilidad entre dias.
Los resultados de Los analisis efectuados para conocer La precisioén

entre dias se presentan en Las Tablas 30, 31 y 32.

Nivel de Dia 1 Dia 2
conc. (%)
90 99,37 99.75 99.93 99.9% 99.73 89.25
98.76 100.00 100.14 400.19 100.00 —
100 99.73 99.85 99.00 100.34 99.71 98.23
99.01 100.19 100,32 100.00 99.46 —
112 100.27 100.02 100.00 99.94 88.99 99.52

99,75 99.21 99.15 100.39 89.37 [

Tabla 30. Porcentajes de recobro de guaifenesina para dos dias
diferentes a 3 niveles de concentracion.

Nivel de Dia 1 Dia 2
conc. (%)

a0 99.96 99.60 95.646 99.63 100.00 98.75
99.56 100.15 100.00 899.70 101.03 —
100 100.00 88.90 98.97 98.24 89.53 98.71
100.10 99.73 99,63 100.00 89.70 P——
112 98.97 98.73 99.86 99.9¢4 99.64 98.68
99.88 100.06 89.97 98.00 99.70 [

Tabla 31. Porcentsjes de recobro del ctorhidrato de pseudoefe-
drina para dos dias diferentes a 3 niveles de concentracion,




Nivel de Dia 1 Dia 2
conc . (%)

so 98.97 98.84 99.85 100.00 100.67 99.05
99.92 99,45 100.00 100.00 99.92

100 100.07 99.74 99,54 101.35 99.34%4 99.53
99.21 98.64 100.20 99.41 968.42 S

112 100.42 99.94 98.95 99,52 99.71 99.94
98.53 100.00 99.94 99.00 99.39 —_—

Tabla 32, Porcentajes de recobro del bromhidrato de dextrometor-
fan para dos dias diferentes a 3 niveles de concentracién,

EL tratamiento estadistico realizé por el método de comparacion de
dos conjuntos de datos (Ver PRnexo 3) y se propuso una prueba de

hipbtesis (Cuadro &).

Cuadrao &.

Pba de Hipotesis:

Ho: No existe diferencia entre dias
Hi: Existe diferencia entre dias

Criterio de aceptacion:
Si tewp ¢ teas se acepta Ho y

por Lo tanto no existe diferencia
significativa entre dias.

Se determind el promedio aritmético, et coeficlente de variacién y’
La desviacion estandar para.cada concentracion y cade principio
activo, para obtener Los dataos de La Tabla 33, con lLos cuales se
establece, con un 95 % de confianza, que no existe diferencia entre
dias para ningon principio activo en ninguna de Las concentracicnes
evaluadas, ya que en todos Los Casos teen fue Mayor a te.s, por Lo

cual no se rechaz6 Ho en ningin caso.
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P.activo| Nivel de Parametros
conc. %
x S c.v. teun
80 99.82 0.360 0.360 -0.562
Gu 100 99.75 0.438 0.439 0.22¢
112 99.64 0.539 0.541 0.238
90 100.02 0.581 0.580 -0.612
PHCL 100 99 .46tk 0.490 0.493 1.679
112 99.39 -0.529 0.532 0.920
S0 99.93 0.577 0.577 -1.027
DBr 100 99.61 1.068 1.072 -0.063
112 99,51 0.353 0.355 0.662
teantw.orm, 9= 2,282,

labla J3. Resultados obtenidos del tratamiento estadistico
etectuado para conocer La repetibilidad del método (x = pro-
medio,S = desviacioén esténdar, L.C. = intervalo de confianza)

- Reproducibilidad entre analistas.

Para determinar 51 existia diferencia significativa entre .los
resultados del meétodo optimizado obtenidos por ‘dos analistas
(lablas 34, 35 y 36), se realizoé un analisis de variancia con un

disefo desbalanceado planteando una prueba de hipotesis (Cuadro 5).
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JI pia 1 Dla 2
% Conc. 90 100 ] 112 90 100 112
Analista
99.95 100.34 99,94 89.79 100.13 | 99.93
99.73 99.71 98.99 100.00 100.00 99.75
1 99.25 99.23 99.52 98.73 899.89 89.71
100.18 100.00 100.38 — B —
100.00 99.46 99.37 — —_— —_—
2 100.64 100.21 100.00 89.75 101.31 89.70
96.99 99,97 99.97 —_— R —_—
fabla 34. Porcentajes de recobro de guaifenesina de lLos dos ana-

Listas,

en dos dias diterentes a 3 niveles de concentracion.

" Dia 1 pia 2

% Canc. 30 100 | 112 30 100 I 112
Anatista

99.63 89.24 | 99.9% 99.66 $9.44 | 100.06

100.00 | 99.53 99.64 99.78 99.80 | 99.79

1 99.75 | 98.71 38.68 | 99.68 99.67 89.73

33.70 | 100.00 99.00 | — _—

101,03 | 99.70 99.70 | — N

2 100.00 | 100.30 | 98.90 99,37 99.52 | 99.64

99.23 | 99.68 98.18 | —

labla 35. Porcentajes de recobro del clorhidrato de psudoefedri-
en dos dias diferentes a 3 niveles de

na de Los dos
concentracion.

analistas,
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" Dia 1 pia 2
% Conc. 20 ] 100 l 112 30 I 100" | 112
Analista
100.00 | 104.35 { 99.52 | 99.893 | §9.02 | 98.36
100.67 | 99.3% | 99.71 | 100.74 98.30 | 99.41
1 99.05 | 99.53 | s89.s4 | 100.22 s7.84 | 99.70
100.00 | 99.41 | ss.o0 | — - -
99.92 | 98.42 | 99.38 | —— —
2 99,32 | 99.83 | 89.46 | 100.15 | 100.27 | 99.u6
99.53 | 100.45 | 88.58 | —0n -

iabls 36. Porcentajes de recobro del bromhidrato de dextrometor-
fan de Los dos analistas, en dos dias diferentes, a 3 niveles de
concentracion.

Cuadro 5.

Pba de Hipotesis:

Ho: No existe difencia entre analistas
Hi: £xiste diferencia entre analistas

Criterio de aceptacian:

Si faun t Feas 5e€ acepta Ho y entonces
no existe diferencia entre analistas.

Los resultados obtenidos de Los analisis de variancia se muestran

en Las Tablas 3/, 38 y 39.
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fuente de gt Nivel de scC MC.
variacion conc. %
Desviacion a0 2.6x 107=|2.6x LO~™®
entre analistas 1 100 0.926 0.92 6
112 0.079 0.079
Desviacion 90 4,0 102 |5.714x10™"
de dias dentro 7 100 0.824 0.118
de analistas 112 0.101 0.09%
Desviacioén [0 1.820 0.960
de repticaciones 2 100 1.118 0.559
dentro de dias 112 1.188 0. 594

(90%)
€100%)
(112%)

Fean

Fawptr,7>2 4.55
Fawpcr,7r= 7.84
Faupcr.7r3 5.49
o.wru,a.7ra B.07

Fauper,ar= 5.95 x 107
Fawper ,zr= 0.211
Fawper,zr3 0.024
Feaoco.w7s,7,a>= 39,36

Tabla 37. Analisis de variancie para la determinacién de reprodu-
cibitidad entre analistas en el ensayo de guaifenesina, a tres
niveles de concentracion.
Fuente de gL nivel de sc MC,
variacion conc. %
Desviaclon a0 0.281 0.281
entre analistas 4 100 0.214 0.214
112 0.9%43 0.943
Desviacion 90 0.256 0.037
de dias dentro 7 100 0.223 0.032
de analistas 112 1.233 0.176
Desviacion 90 1.6832 0.816
de replicaciones 2 100 1.246 0.623
dentro de dias 112 1.402 0.701
(80%) Faupci,>r= 7.60 Fauper,z3= 0.045
€100%) Fawpca,>>= 6.72 Fape¢r,a>= 0.051
€112%) Fmupci,7>= 5.36 Faxpcr,2>= 0.251
Feas (o.®7m,1,7>3 8,07 Feabco.»7s,7,2>= 39,36
Tabla 38. Andlisis de variancia para ta determinacion de reprodu-

cibilidad entre

analistas

en

el ensayo de clorhidrato de pseu-
doefedrina, a tres niveles de concentracion.
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Fuente de gt nivel de sC MC.
variacion conc. %
Desviacion 90 0.167 0.167
entre analistas 1 100 2.572 2.572
112 3 x 10-3 |3 x 10-3
Desviacion s0 0.460 0.066
de dias dentro 7 100 2.781 0.397
de analistas 112 0.051 7.286x10-3
Desviacion so 2.060 1.030
de replicaciones 2 100 5.263 2.632
dentro de dias 112 0.799 0..00
(90%) Faupci,r>= 2.53 Fawpcr,z:= 0,064
{100%) Faxpca,7>= 6.48 Fawm¢r, a1z 0.151
(112%) Faupcr,7y= 0,412 Fuuper,23= 0.018
Fran to.o7n,1,7>= 8.07 Frabto.o2rn,> 222 39.36

Tabla 39. Analisis de variancia para lLa determinaci6n de reprodu~
cibilidad entre analistas ‘en el ensayo de bromhidrato de dextro-
metorfan, a tres niveles de concentracion.

En todos Los cas0S Faup €5 menor que Feam, por Lo tanto, se rechezé
Ho Lo que indica, con un 895% de confianza, que no existe diferéncia
significativa entre Los resultados obtenidos por el analista 1 y el
analista 2 para ninguno de Los principios activos en Llos tres

niveles de concentracidn que se estudiaron.
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CONCLUSIONES.

1. Mediante La modificaciéon de Los valores de las variables que
afectan significativamente al método primario, se obtuvoc un método
notoriamente mas adecuado, el cual cuenta con mejor resolucién,
mayar coeficiente de separacién y menor asimetria en Llos picos

cromatogr4éficos; cumpliéndose asi el objetivo de optimizacién.

2. EL método optimizado es, da acuerdo con el estudioc de
vatidacion realizade, Llineal, preciso, exacto, repetible y

reproducible, en un intervalo de concentracion de 80 % a 112 %.

3. tas ventajas del método optimizado con respecto al wmétodo
primario son:
a) Mayor confiabilidad.
b) Minimizacion de errores aleatorios por el usc de
estandar interno,
c) Rapidez en La obtencidn de resultados gracias al aumento
de La precisioén.
d) Disminucion del ruido y La deriva en La linea base de
Los cromatogramas debido a La modificacién de La

proporcién de agua en Lla fase movil.
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ANEXO 1.

Determinacisén simulténea de guaifenesina,
pseudoefedrine y bromhidrato de dextrometorfan,
Laboratorio de control de calidad ( método primario).

clorhidrato
Método

2. Descripcion del método primario.
-Preparacién de La muestra.

a. Mezclar el contenido de 20 cépsulas,

b. Pesar 3g del mezclado anterior y transferir a un matraz
volumétrico de 100 mL,

c. Adicionar 30 mlL de agua destilada.

d. Calentar en baho de agua por 10 minutos.

e, Llevar a volumen con agua destilada.

f. Filtrar La solucioén a través de un filtro millipore,

g. Tomar una alicuota de
matraz volumétrico de 100 mt.

h. Ltevar a volumen con metanol gradec reactivo.

i, Filtrar La soluci6n a través de un filtro de 0.45 um y
transferir La solucitn filtrada a un bial.

de
del

10 mL det filtrado y transferirla a un

j. Someter Lla muestra a La separacion cromatogrsfica con Las
siguientes condicianes:
fase movil: Metanol: agua: Dietilamina pH=2.5

(178 : 20 : 1).

velocidad ae flujo:
deteccion U.V.:
volumen de inyecci6n:

atenuacién:

- Preparacion del esténdar.

1.0 mb/min,

254 nm.
10 ul.
2,

a. Pesar 240 mg de clorhidrato de pseudoefedrina y 120 mg de
bromhidrato de dextrometorfan y transferirtos a un matraz

volumétrico de 100 mL.

b. Adicionar 50 mlL de agua y agitar hasta completa

disotucion.
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c. Llevar a volumen con agua (solucién R).

d. Pesar 80 mg de guaifenesina.

e, Transferirlos a un matraz volumétricao de 100 miL.

f. Adicionar 50 miL de metanol grado reactivo.

. Agitar hasta disolLucion.

. ARdicionar 10 mL de ta solucidn R.

. Llevar a volumen con metanol grado reactivo.

Filtrar y transferir La sotucion a un bial.

. Someter ia muestra a La separacion cromatografica con Las
siguientes condiciones:

fase movil: Metanol: agua: Dietilamina pH=2.5

€179 : 20 : 1),

velocidad de flujo: 1.0 mL/min.
deteccion U.V.: 254 nm,
volLumen de inyeccion: 10 pL.
atenuacitn: 2.

La cuantificacion cromatografica se efectué por el método de
estdndar externo, utilizando como repuesta analitica et area de los
picos.
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ANEXD 2.

Descripcion del método optimizado.

-Preparacion de La muestra.

a.
b.

c.
d.

e.
f.

a.
h.

i.

Mezclar el contenido de 20 cépsulas.

Transferir 3g del mezclado anterior a un matraz votumétrico de
100 mt.

Adicionar 30 mlL de agua destilada.

Calentar en bafo de agua durante 10 minutos.

Lievar a volumen con agua destilada.

FiLtrar La solucién a traveés de un filtro millipore (solucion
Pesar 50 mg de isotipendilo y transferirlo a wun matraz
volumeétrico de 50 mlL.

Adicionar 25 mL de agua y agitar hasta completa disolucién;
Ltevar a volumen con agua.

Tomar una alicuota de S mt y transferirta a un matraz
velumétrico de 25 mL; LlLevar a volumen con agua destilada
(sotucion B).

Tomar una alicuota de 5 mL de La solucién R y una alicuota de
4 mL de ta soluci6tn B;transferirlas a un matraz volumétrico de
100 mt .

tlevar a volumen con metanol grado reactivo.

Filtrar ta solucion a través de wun filtro de 0.45 um y
transferirta a un bial.

Someter La muestra a La separacion cromatografica con Las
siguientes condiclones:

fase movil: Metanol: agua: Dietilamina pH=2.5

(4784 : 25 : 1).

velocidad de flujo: 1.0 mL/min.
detecci6on U.V.: 263 nm.
votumen de inyeccioén: 5 L.
atenuacion: 1.

- Preparacion del estandar.

Pesar 120 mg de clorhidrato de pseudoefedrina y 60 mg de
bromhidrato de dextrometorfan vy transferirlos a un matraz
volumétrico de 100 ml.
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o

La

estandar interno,

Adicionar SO0 mL de agua y agitar hasta completa disotucieén.
Ltlevar a volumen con aqua (solucién R).

Pesar 50 mg de isotipendilo y transferir a un matraz
votumétrico de 50 mL.

Adicionar 25 mL de agua y agitar hasta completa disolucién;
LLevar a volumen con agua.

Tomar una aticuota de 5 mlL y transferirla a un matraz
volumétrico de 25 mL; Lievar a volumen con agua destilada
{solucién B).

Pesar 40 mg de guaifenesina.

Transferirlos a un matraz valumétrico de 100 mL.,

Rdicionar 50 mL de metanol grado reactivo.

Agitar hasta disolucién.

Adiclonar 10 mL de ta soluci6on A y & miL de La solucion B.
Llevar a volumen con metanol grado reactivo.

Filttrar y transferir La solucién a un bial,

Someter La muestra a la separacién cromatografica con Las
siguientes condiciones:

fase movil: Metanol: agua: Dietilemina pH=2.5
(474 ¢ 25 @ 1).

vetocidad de flujo: 1.0 ml/min.

deteccién U.V,: | 263 nm.

volumen de inyeccion: 5 pL.

atenuacion: 1.

cuantificaclién cromatografica se efectud . por el método

Los picos.

91

de

utilizando como respuesta analitica La altura de



ANEX O 3.

uUtitizacién de métodos estadisticos para conocer La confiabilidad
de Los resultados obtenidost¢e-eS.aa.a7)

1. . Regresién Llineal.

Las técnicas estadisticas usadas para estudiar Las relaciones entre
Las variables se clasifican como técnicas de regresion vy

correlacion,

La regresi6n se usa para determinar La "mejor” relacion funcional
entre Las variables, mientras que La correlacion se utiliza para
medir el gradc de asociaci6n de las distintas variables. Si Las
variables X y Y estdn retacionadas de tal manera que una de ellas
puede predecirse mejor si se conoce La otra, se dice que estan
correlacionadas, s5i no Lo estan, decimos que son funcionalmente

independientes.
La ecuacion con La que se describe el coeficiente de regresion es:

n E (xy) - £ (x)(y)
Fadin -3
fpex -] [pEy2 -« y)&]

donde:

r = coeficiente de regresion.

n = namero de parejas ordenadas.
L = sumatoria

x = variable independiente.

y = variable dependiente.
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Y el coeficiente de correlaci6on es el cuadredo del coeficiente de
regresion,

r® = coeficiente de correlacidn.

La determinacién de Los parémetros de Lla recta (pendiente y
ordenada al origen, se realiza mediante el método estadistico
LLamado minimos cuadrados. Este método establece un criterio
estandarizado para definir La ecuacién de La recta, y se basa en
supaner que ta mejor recta de regresion es minima, Lo cual queda

establecido por Les siguientes ecuaciones:

nE (xy) - L (x) £ (y)
m=

nE x® - (Ex)=

Ey-mEx

donde:
m = pendiente de La recta.
b = ordenada al origen.
L = sumatoria
x = variable independiente.

y = variable dependiente.
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EL estudio de Las variaciones en La recta se realiza mediante un
analisis de variancia. EL analisis de variancia divide La variacion
total de Los resultados de acuerdo a Las diferentes fuentes de

variacién, presentandose de la siguiente manera:

variacion variacieén variacion
total no explicada explicada
L (Yy - V)=a E (Y, - Y*O= + L ny (Y, - V)=
donde:

Y+ = Respuesta promedio.
Y*: = Respuesta estimada.
Y:s = Respuesta individual.

n = Numero de parejas ordenadas.

Se construye una Tabla de analisis de variancia.

fuente de gt sC MC Fans -
variaciéen

Desviacion de
medias debida r-2 Qs Qs/r-2
a La regresion Qa/r-=2

Desviacion Ga/n-r
debida a n-r qa Qz/n-r
La media

Desviacién
totat n -2 q

daonde:
gL = grados‘de tibertad.

sC = Suma de cuadrados.
u



MC = Media de cuadrados.

Fenwm = F experimentat.

n = Numero total de parejas de datos.
r = Numero de concentraciones.

i = Concentracion.

b ] = Replicacion.

Qa = Desviaciones de Los puntes con respecto a La recta.

gi= E e (¥ - ve0@

qa = Desviaciones de cada punto con respecto a su propia
media. -
Qas LEL (Yy4 = Ya)2

Desviaciones totales al cuadrado. -

o
[}

Q= LL (Yuy - Y*)2

Y = Respuesta

¥ = Respuesta promedio.

Y* = Respuesta estimada.

n = Vator estimado de La lLinea de regresion.

Para evaluar la proporcionalidad de La funcién anatitica, es decir,
que La recta pase por el origen y que cualquier desviacién pueda
adjudicarse al error aleatorio se realiza una prueba de hipotesis

para el intercepto con Las siguientes ecuaciones:
q = (52y - m*5%x)(n -1)
Sy/x = ( g/n-2)"*/=

sb = sy/x [T x2/ (n-1)s2x] —a-=
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tann=

sb L
I.C. = b¥ teas (Sh).

donde:

Sx

desviacién esténdar de x.

Sy desviacion estandar de y.
Ic = Intervalo de confianza.
tews = t experimental.

teman = t tablas

m = pendiente.

x = variable independiente.
y = variable dependiente.

b = ordenada al origen.

2. Exactitud y precision de un método analitico.

EL andlisis que se realiza para conocer La exactitud de un método
es el tratamiento de comparacion de datos con un vator estandar y
se realiza calculando el promedia aritmético y La desviacion

estandar, para obtener:

x*~ X
tonp T
S/n'—&/?
Tx2 - (Ex)2
S =
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I.C.2 %2 tear ——
n-i-a

donde:

x* = Valor de x estandar.

Variable independiente.

x
"

X = Valor promedio.

wn
"

Desviacion estandar.

n = NOomero total de datos.

Para evaluar la precisién se determina el coeficiente de variacion,
el cual permite comparar diversas muestras entre si, a pesar de
tener diferentes valores de media aritmética. ta formutLa es La

siguiente:

s
C.Vv.= — x 100
X

3. Reproducibilidad entre dias.

Este estudio se determin0 mediante el tratamiento estadistico de
comparaciéen de dos conjuntos de datos, para conocer si existe
diferencia entre Los resultados obtenidos cada dia, mediante el 'uso

de Las siguientes ecuaciones:
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(Ni-1) 5, & + (na-1) 5§, =
Se =

Ns ¢+ D2 -~ 2

tone =

Se ]1/n; + 1/na’

donde:
n = NGmero de datos.
x = Valor promedio.

§ = Desviacién estadar.

4. Reproducibilidad entre analistas<®e’,

EL estudio se reali26 mediante un anatisis de wvariancia para
diseflos desbalanceados de 3 componentes.

Generalmente se espera realizar todas Las pruebas de un disefio
experimental correctamente y sin que ocurran accidentes, para
obtener una coleccién balanceada de resultados. En La ﬁréctica
ocurren accidentes y el desbalance de Los resultados es trivial. La
eliminacion ‘de Los datos no concordantes es La mejor manera de
tratar estos datos. A veces, sin embargo, el desbalance estéd tan

difundido y La peéerdida potencial de informaci6n es tan grande, que
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debemos tratar La totalidad de Los datos desbalanceados de La mejor
manera posible.
La Tabla de analisis de variancia se constituye de La siguiente

manera:

Fuente de gl sC MC Fexp
variacién

Desviacion
entre analistas p -1 A D

o

m| ™

Desviacién
de dias dentro R -p B E
de analistas F

Desviscion
de replicaciones N - R c F
dentro de dias

donde:

x
"

Respuesta.

N = Numero total de datos.

o
[}

Nomero de dias entre analistas.
p = Numero de analistas.
n.= Numero de datos por analista.

ny= NOmero de datos por dia.

L = Analista.
j = Dia.
D = A/(p - 1)

E = B/(R -~ p)

,
"

C/(N - R)
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R=N-np

A = Suma de cuadrados por analista.

T= (E To)™
A = -
ne N

B = Suma de cuadrados por dia entre analistas.

E 1,2 T
B = -
ny ne

€ = Suma de cuadrados por repeticiones.

€= ZCET xa® - (T Ts2/ny)
Ty = Xag/ Dy
Te = Exus

Ty = E X4
Ejemplo:

cal;ulos para guaifenesina para el 100 %,

" Dia 1 pia 2
Anatista ! T s Recobro T !
100.34 8g8.71 99.23 100.13 100.00 99.88
1 100.00 99.46 — —_—
2 100.21 99.97 —_— 101.31 —_— —
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Tratamiento de Los datos

ExP? Ta

N

Ta

ETs2/n,

79753.113 1 498.74
30299.761 200.18

N w

300.02
101.31

79752.318
30299.732

798.76
301.49

E 110052.874 | 698.92

404.33

110052.05¢

4400.25

Ne TL=/n0

79752.192
30298.740

woe

L 11 410050.932

B: 110052.050 - 110050.932
A= 110050.932 - 110050.006

C= 110052.874 - 110052.050

Analisis de variancia.

1.118

0.926

0.824

Fuente de
variacien

gL

sC

MC

Fexp

Desviaciotn
entre analistas

0

.926

0.926

Desviacion
de dias dentro
de analistas

0

.824

0.118

0.211

Desviacion
de replicaciones
dentro de dias

4

118

0.558

fear ¢o.o7a,1,7>= B.07

Feanco.vres, 7,202 39,36
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ANE XD &

CARACTERIZACION DE LRS TAREARS ANALITICAS MAS IMPORTANTES EN

ANALISIS FARMACEUTICO.

Tarea Rnalitica Simbolo Caracteristicas
Resolucién |pico|objetivo
recomendada de

analisis
Rsb |Rsa|Rsm

Analisis de materias primas: 2]

Extractos de plantas. A-1 1.5{1.8[1.0} L T
Extractos de 6rganos animales. A-2 1.5|1.811.04 L T
Mezcla de fermentacion. A-3 1.211.5|1.03 L T
Analisis de intermediarios

y productos crudos: B

Intermediarios y productos

crudos. B-1 1.3]1.5|0.8] € T
Mezcla de reaccién. B-2 1.211.5]0.8] E A
Aguas madres y productos

secundarios. B-3 1.3(1.8(0.8§ L T
Anatisis de principios activos: [

Prueba de pureze. c-1 1.8|2.0(1.2 T
Ensayo. €c-2 1.2]1.2(0.7| L A
Separacion de compuestos

relacionados. c-3 1.511.8]1.0] E T
Prueba de estabilidad. C-& 2.0)2.511.2] E A+T
Analisis de productos

formul ados: D

Ensayo. D-1 1.2)1.2|0.8]| L A
Pureza. D-2 1.7]2.0{1.¢| E T
Uniformidad de contenido. D-3 1.2|4.2|1.0] L A
Disatucion. D-& 1.2]1.2]1.0] ¢ A
Estabilidad. D-5 2.513.011.2] E A+T
Estudios de farmacocinética
y metabolismo. E 1.5)11.811.0] L T

Rsb = resoluciéon recomendada para el pico anterior det componente

principal. Rsa = resolucién recomendada para el pico posterior det
componente principal. Rsm = resolucién minima. L = numero Limitado
de picos de interés. E = importancia equivalente de picos. T =

analisis de trazas. A = ensayo.
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Parametros anatiticos Categoria I Categoria II|Categoria IXX
LN EN
a b
Exactitud ++ + + ‘e ++
Precision + ++ + e +e
Lineatidad + + + 4+ ++
Rango + + + + +4+
Cantidad minima

detectable (LQD) t ++ ++ (+) a4
‘Recobro ‘et (+)] (+) (+) {+)
Robustez ++ ++ ++ 4 ++
Rsm e ++ ++ - 4+
Rsb - - +4+ - +44
Rsa - - +4 - e
SR - - ++ - e
S5 - - ++ - e

Categoria I = andlisis de trazas: LN, numero Limitado de picos de
interés; a, en presencia de materiales desconocidos (R-1, A-2, A-3,
E); b, nuomero conocido de componentes conocidos (B-3, D-2); EN,
todos Los picos son de igual importancia (B-1, B-2, C-1), Categoria
II = métodos de ensayo (B-2, C-2, D-1, D-3, D-4), Categoria III =
separacion de compuestos relacionados (C-3, C-4, D-5), Simbolos: '+,
recomendada (La importancia es expresada por el numero de signos
+); (+), dependiendo de La tarea analitica; -, La determinacién no
es necesaria.
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CRITERIOS PRARA METODOS HPLC.

simbolo[SR [S5= Preparacian R.5.D.®| NOmero |Recobro| LDQ*
de La muestra %) deseado %)
de picos
A-1 2.0|nd Problemdtica «5 2-3 Min. 95f1-5 ng
R-2 2.0|nd Problematica «5 2-3 Min, 95)1-5 ng
A-3 2.0|ni Problematica (-1 2-3 Min. 95|1-5 ng
B-1 1.8] + Facil «5 2-5 100 0.1 %
B-2 1.8|ni Facit < 2 2-3 100 ni
B-3 1.8} + Facit (98- 2-5 100 0.1 %
C-1 2.2] + Facit « 2 2-10 100 0.01%
c-2 1.7[ni Facil « 1.5 2-3 100 nd
c-3 2.0} + Facit « 2 2-5 100 0.01%
c-4 2.2) ¢+ Facil « 2 2-10 100 0.01%
D-1 1.81n1 Puede ser « 2 1-2 Min. 99|nd
probteméatica
D-2 2.0 + No problematica <5 2-5 Min. 98]0.01%
D-3 1.81ni Problematica ¢ 2 2-3 Min. 98|nd
D-& 1.8)n1 nd t 5 2-3 nd 1-5 ng
D-5 2.2( + No problematica ¢« 2 5-15 Min. 99/0.1 %
E 2.0)nd Problematica ¢ 5 2-10 Min. 80100 pg

and, no definido; ni, no importante; +, el orden de elucién es
importante.
b desviacién esténdar relLativa.

104



ANEXO S.

Coteccién de datos obtenidos para La validacitn del método.

- Lipealidad del meétodo.

Nivel de Cantidad Cantidad Recobro
conc. adicionada determinada

(%) (mg? {(mg) (%)

89.85 89.79

80 90.04 90.04 100.00

89.80 89.73

85.53 99,93

86 95.860 85.48 99.87

95.70 100.10

101.13 100.13

100 100.97 101.00 100.00

100.80 99.89

105.00 100,96

105 104.00 105.00 100.96

104 .76 100.73

. 112.62 99.93

112 112.70 112,42 88.75

112,37 99.71

Tabla. 40 Datos de Guaifenesina
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Nivel de Cantidad Cantidad Recabro
conc, adicionada determinada
%) (mg? {mg) {%)
27.43 99.64
a0 27.53 27 .47 99.78
27 .44 93.66
28,74 100.45
96 28.71 28.69 99,93
28.78 100,24
30.12 98. 44
100 30.29 30.23 99.80
30.19 89.67
31.40 99.87
108 31.44 31.35 99.71
31.33 99.65
33.21 100.06
112 33.19 33.12 99.79
33.10 99.73

TablLa. &1, Datos de clorhidrato de pseudoefedrina.
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Nivel de Cantidad Cantidad Recobro
conc. adicionada determinada
(%) (mg) <mg? %)
13.57 99.83
30 13.58 13.68 100.74
13.61 100,22
14.50 100.76
86 14.39 o 14,33 898.58
14 .41 100. 14
15.11 98.02
100 15.26 15.00 88.30
14.93 97.84
15.70 98.43
105 15.94 15.70 88.49
15.88 99.62
16.75 98.94
112 16.93 16.83 99.41
16.88 99.70

Tabla. 42. Datos de bromhidrato de dextrometorfan.
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- Precision y exactitud.

Nivel de Cantidad Cantidad Recobro
conc. adicionada determinada

(%) (mg) (mg) (%)

91.45 90.87 89.37

81.61 91.38 99.75

so 91.54 80.56 98.93

91.37 90.24 88.76

80.5¢4 90.54 100.00

80.35 890.48 100.14

100.31 100.04 898.73

100.38 100.23 99.85

160 101.45 100.44 89.00

100.10 100.29 100.19

99.87 100,19 100.32

112.18 112.49 100.27

112.50 112.52 100.02

112 112.03 112.03 100.00

111.53 111.25 99.75

142.11 111.22 88.21

413.12 112.16 99.15

Tabla. 44 Datos de guaifenesina.

108




Nivel de Cantidad Cantidad Recobro

conc. adicionada determinada
(%) (mg) <{mg? (%)

26.99 26.98 99.96

27.23 27.12 99.60

90 27.85 27.75 99.64

27.18 27.086 99.56

27.39 27.43 100.15

27.47 27.47 100.00

30.21 30.21 100.00

30.22 30.19 99.90

100 30.42 30.41 99.97

30.12 30.15 100.10

30.15 30.07 98.73

30.00 29.89 99.63

33.62 33.61 99.97

33.78 33.35 98.73

112 34.86 34.91 99.86

33.82 33.78 99.88

33.71 33.73 100.086

33.84 33.83 99.97

Tabia 45. Datos de clorhidrato de pseudoefedrina.
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Nivel de Cantidad Cantidad Recobro

conc. adicionada determinada
(%) (mg) {mg? (%)

13.65 13.51 98.97

13.80 13.64 98.84

a0 13.53 13.51 99.85

13.59 13.58 89.92

13.60 13.52 99.48

13.54 13.54 100.00

15.04 15.05 100.07

15.10 15.086 99,74

100 15.27 15.20 99.54

15.31 15.19 99.21

15.42 15.21 98.64

14.95 . 14.98 100.20

16.74 16.81 100.42

16.80 16.79 99.94

112 17.21 17.03 98.95

16.95 16.87 99.53

16.75 16.75 100.00

16. 4t 16.43 99.94

Tabla 46. Datos de bromhidrato de dextrometorfan.
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- Repetibilidad

Nivel de Cantidad Cantidad Recobro
conc. adicionada determinada
%) tng) (mg) %)
90.37 80.33 89.95
80.27 90.03 99.73
90 90.83 80.18 99.25
89.83 80.00 400.19
89.99 89.99 100.00
99.66 100.00 100.34
100.26 98.97 98.71
100 100.76 99.98 99.23
100.2¢4 100.24 100.00
100.27 99.73 99,46
112.18 112.11 99,94
113.35 112.21 98,89
112 112.63 112.09 99.52
111.45 111.89 100.38
112.66 141.95 89.37

Tabla 47. Datos de guaifenesina .

111




Nivel de Cantidad Cantidad Recabro
conc. adicionada determinada
(%) {mg) <(mg) (%)
27.08 26.98 99.63
26.80 26.90 100.00
90 27.43 27.42 99.75
26.99 26.91 998.70
26.43 26.70 101.03
30.23 30.00 99.24
30.09 29.95 99.53
100 30.23 29,84 88.71
30.15 30.15 100.00
30.31 30.22 89s8.70
33.62 33.60 99.94
33.63 33.51 99.64
112 34.13 33.68 98.68
33.84 33.50 99.00
33.75 33.65 89.70

Tabla 48. Datos del clorhidrato de pseudoefedrina.
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Nivel de Cantidad Cantidad Recobro
conc. adicionada determinada
(%) {mg? {mg) (%)
13.50 13.50 100.00
43.42 13.51 100.67
90 13.64 13.51 99.05
13.48 13.48 100.00
13.60 12.60 99.92
14 .84 15.04 101.35
15.08 14.99 899.34
100 14.80 14.73 99.53
45.30 15.21 99.41
15.18 14.95 96.42
16.98 16.81 98.00
. 16.50 16.42 99.52
112 16.96 16.91 99.71
16.81 16.80 99.94
16.41 16.31 99.38

Tabla 48, Datos del bromhidrato de dextrometorfan.
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- Reproducibitidad entre analistas

Analista 2

Nivel de Cantidad Cantidad Recobro
conc. Dia adicionada determinada

(%) (mg) (mg) (%)

1 $0.33 90.91 100.64

80 90.85 89,93 98.99

2 90.57 90.34 98.75

1 86.41 96.34 99.83

96 96.45 96.21 98.75

2 96.41 96.38 958.98

1 99.98 100.19 100.21

100 100.2%4 100.21 99.97

2 100.01 101.32 101.31

1 106 .21 104 .69 98.57

105 105.01 104.79 99.79

2 105.31 104 .92 99.63

1 112.63 112.63 100.00

112 112.13 112.10 99.97

2 112.13 111.78 99.70

Tabla 50. Datos de guaifenesina.
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Nivel de Cantidad Cantidad Recobro
conc. Dta adicionada determinada

(%) (mg) (mg) (%)

1 26.79 26.79 100.00

0 27.22 27.01 99.24

2 27.15 26.98 99.37

1 29.00 29.04 100.14

a6 29.00 28.88 998.59

2 28.9¢4 28.91 99.89

1 30.20 30.29 100.30

100 31.23 31.13 99.68

2 30.97 30.82 89.52

1 31.50 31.46 99.87

108 31.69 31.67 99. 94

2 . 31.50 31.85 100.186

1 34.50 36.12 98.70

112 32.41 31.82 98.18

2 33.27 33.15 98.64
Tabta SL. Datos para clorhidrato de psudoefedrina.
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Nivel de Cantidad Cantidad Recobro
conc. dia adicionada determinada

(%) . (mg) (mg) (%)

4 13.22 13.13 99,32

20 13.40 13.39 99.93

2 13.34 13.36 100.15

1 16.32 14.33 100.07

96 16,28 14.27 99.93

2 14 .29 14.28 99.83

1 14.93 14.92 99.893

100 14.98 15.00 100.49

2 14.95 14.89 100.27

1 15.63 15.58 99.68

105 15.88 15.80 100.13

2 15.79 15.77 99.87

1 16.76 16.67 99.46

112 16.85 16.78 99.58

2 16.80 16.71 99.46

Tabta 52, Dataos del bromhidrato de dextrometorféan.
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