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l. INTRODUCCION

En /as formas farmacéuticas la cuantificacion de los principios activos no
delimita la importancia que tiene la wvaloracidn de algunos excipientes que
compiletan el efecto ferapéutico de los mismos.

El &cido cltrico es el dcido orgénico mas usado en el campo de los productos
‘farmacéuticos y alimenticios. Su buen sabor y Ia facifidad con que es asimilado
favorecen su ufifizacién como ingrediente &cido para mantener el pH o para
mantener un pH conveniente y hacer resaltar el sabor de una extensa variedad de
productos, se asocia al bicarbonato de sodic en muchos polvos y tablefas
efervescentes, se emplea también en la mezcla otros agentes medicinales, como
cifrato de sodio y citrato de potasio.

Las tabletas de tipo efervescentes son una forma farmacéutica usada con
frecuencia para acelerar la disolucion de los activos en agua y de esta forma se
encuentren disponibles inmediatamente para activar su funcion terapéutica. La
mayoria de estas formas contiene en su formulacion al acido citrico el cual al
reaccionar con una sal de carbonato produce dioxido de carbono que se
desprende como gas permitiendo la facil disgregacion de la tableta y por lo mismo
acelerar la disolucién. Por lo tanto su concentracién en las formulaciones que lo
contienen debe estar perfectamente evaluada, para permitir una funcién de
disgregacién total.

Existen diversas formas de cuantificar el &cido citrico ya que su naturaleza
como dcido tricarboxilico lo hace susceptible de ser valorado por medio de una
titulacion en medio no acuoso. El método empleado actualmente para cuantificar
acido citrico en tabletas efervescentes de aspirina consiste en hacerlo reaccionar
con una mezcla 1. 5 de piridina / anhidrido acético para formar un complejo
colorido que posteriormente se lee al espectrofotometro, dicho complejo es
inestable a la Iluz , la reaccion se lleva a cabo en una hora y en un bario de
temperatura controlada. ( 5). Por estas razones el propésito del presente trabajo
fue desarrollar y validar un mélodo por cromatografia de liquidos de alfa
resolucion para la cuantificacion de acido cilico en materia prima y producto
terminado, debido a que los métodos de analisis para cuantificar dicho compuesto
son poco exactos, reproducibles y precisos y / o requieren de cierto tiempo de
analisis para poder dar un resultado final, la cromatografia de liquidos ademas de



ser més exacta y reproducible que estos métodos es también versétil debido a la
rapidez de analisis para realizarios .



{l. FUNDAMENTACION DEL TEMA

A. CROMATOGRAFIA

1. ANTECEDENTES HISTORICOS.

El antecedente més remofo de la cromatografia es el analisis capilar. En
1850, Runge analizé pigmentos vegetales depositando la muestra sobre papel
filtro, observando que estos se separaban en anillos concéntricos de varios
colores. (12)

En 1861 Schnoenbeim cambio este método circular por el unidimensional
sumergiendo un extremo de tira de papel en la disolucién. A esta técnica se le
conoce en la actualidad como cromatografia en papel y se le ha utilizado también
para separar proteinas e incluso bacterias. (12)

La cromatografia como fécnica de separacion fue descubierta por el boténico y
quimico ruso Miail S. Tswett quien en el afio de 1903 publica un trabajo en el cual
se incluye la primera descripcion del método, posteriormente, en 1906 publica otro
que proporciona un informe detallado del método y sus aplicaciones. El propio
Tswett eligio el nombre de "cromatografia” que significa "escritura de color”,
refiriéndose a las bandas de las diferentes sustancias coloreadas que logro
separar sobre una columna de vidro rellena de carbonato de calcio, en la cual
introdujo el exiracto vegetal disuelto en éter de petroleo; a continuacién agrego
mas éler de petréleo y observo que a medida que el solvente pasaba a través de
la columna se separaban bandas de diferentes colores que correspondian a los
carotenos, las clorofifas y las xantofilas. Después de Tswelt, transcurrié un
periodo refativamente largo durante el cual no tuvo lugar ningin avance esta
técnica. (11)

En 1938 el bioquimico polaco Tadeus Reichstein obtuvo el cromatograma
de flujo a partir de los volimenes por unidad de tiempo que se requerian para que
eluyeran las diferentes sustancias. Por sus trabajos sobre las hormonas de la
corfeza suprarrenal y la cortisona, obtuvo el premio Nobel de Medicina en 1850
(junto con E. Kendall y P. Hench). (12)

En 1941 Martin y Synge introducen la cromatografia de reparto y sugirieron Ia
posibilidad de utilizar un gas en la fase movil del cromatografo. (12)

En 1944 Condsen, Gordon y Martin descubrieron un nuevo método para aplicar
la técnica de reparto, con hojas de papel fifro. Este método fue llamado
cromatografia de reparto sobre papel.



Al poco tiempo en 1947 en Estados Unidos de Norte América la comisién de
energia alémica dio a conocer informacién sobre el uso de la cromatografia de
intercambio iénico para Ia separacién de productos de fision nuclear

En 1952 Martin y James obtienen un logro particularmente imporfante en el
desarrollo de la cromatografia de reparto gas-liquido utilizando una bureta
automdtica para detectar y determinar los acidos y bases; asi el primer
cromatogrifo de gases cubrio las necesidades de cuando menos dos grupos
funcionales (12). En este mismo afio, Alm , efectia la elucién por gradiente de
polaridad del solvente. (12)

En 1953 Wheaton y Bauman observan el principio de exclusion. (12)

En 1954 Ray obtiene un cromatograma empleando un detector de
conduclividad termica en cromatografia de gases. (12)

En 1959, Porath y Flodin desarrolfan ia cromatografia de exclusién en geles
suaves de polidextranos, técnica que recibe el nombre de cromatografia de
filtracion en gel. (11)

En 19862, el quimico norteamericano Mocre efectiia separaciones en geles
rigidos de poliestireno, técnica que recibe en nombre de permeacion en gel. (11)

Hasta fines de los 60°s la cromatografia de gases era mas popular que la de
liquidos debido a que esta ultima se requeria una inversién mayor de tiempo ya
que se efectuaba en columnas abiertas a presion atmosférica , pero a fines de los
60’s , gracias al avance en la instrumentacion y en los empaques de las columnas
se logro la cromatografia de liquidos de alta resolucion. (12).

2. CONSIDERACIONES GENERALES

La cromatografia comprende un grupo de méfodos para separar mezclas
moleculares que dependen de las diferentes afinidades de los solutos entre dos
fases inmiscibles. Una de las fases es un lecho fijo de gran drea superficial (fase
estacionaria) mientras que olra puede ser liquida o gaseosa (fase movil} y se
mueve a través de la superficie de la fase fija o sobre ella. La afinidad relativa de
los solutos para cada una de las fases, debe ser reversible para asegurar que
haya transferencia de masa durante la separacién cromatogréfica (13).

La fase estacionaria puede ser un sélido poroso o finamente dividido, o un
liquido que puede ser puesto en capa delgada sobre un soporte inerte.



La fase estacionaria debe estar formada por particulas finamente divididas para
que exista una superficie tan grande que permita que el fenémeno de adsorcion-
desorcion de los solutos sea frecuente . La fase movil puede ser un liquido puro ,
una mezcla de estos , una mezcia de soluciones (amortiguadoras) o puede ser un
gas (puro o una mezcla homogénea) (13).

Los métodos cromatograficos se clasifican de acuerdo a la naluraleza de Ia
fase estacionaria y la fase movil . Cuando la fase estacionaria es un liquido el
proceso se llama cromalografia de particion, mientras que cuando la fase
estacionaria es un sélido el proceso se llama cromatografia de adsorcion. En la
cromatografia de particion la fase estacionaria es un liquido, frecuentemente
agua, mantenida en un soporte inerte tal como gel de silice o tierra de diatomeas,
la fase mévil puede ser un gas (cromalografia gas-liquido: CGL) o bien un liquido
(cromatografia liquido-liquido: CLL). En la cromatografia de adsorcion la fase
movil que contiene al soluto pasa Sobre la superficie de la fase estacionaria, la
separacion tiene lugar cuando algunos de los componentes de la mezcla son mas
fuerfemente adsorbidos por el sélido que otros. Dado que la adsorcién es
esencialmente un fenomeno de superficie, el grado de separacién alcanzado
depende de la superficie adsorbente que se disponga. (13).

3. CLASIFICACION

Como se menciono, la cromatografia es un término general aplicado a una
amplia gama de técnicas de separacion que esencialmente se basan en la
distribucion de los componentes a separar entre las dos fases; una de eflas es la
fase movil, la cual puede ser un liquido o un gas y la olra es una fase estacionaria,
fa cual a su vez, puede ser un liquido o un sélido. El proceso cromatogréfico tiene
lugar como resultado de repetidas diferencias entre fa adsorcién o reparfos
durante el movimiento de los componentes de la muestra a lo fargo del lecho
estacionario, alcanzandose la separacién gracias a las diferencias entre los
coeficientes de distribucién de los distintos componentes de la muestra . (12)

Tomando en cuenta varias consideraciones, la cromatografia se puede
clasificar de cuatro formas basicas:



a. Basandose en la naturaleza de Ia fase movil se divide en:

LAS-SOUDO
GASES
GAS-LIQUIDO
CROMATOGRAFIA PAPEL
lpLana
CAPA FINA
LIQUIDOS
LIQUIDO-SOLIDO
LIQUIDO-LIQUIDO
COLUMNA  {DE FASE QUIMICAMENTE UNIDA

DE INTERCAMBIO IONICO
DE EXCLUSION

b. Considerando los procesos de separacion se divide en:

CROMATOGRAFIA DE ADSORCION. La fase estacionaria es un solido
que funge como adscrbente y la fase movil puede ser un liquido o un gas; la
separacion se basa en repetidas etapas de adsorcion y desorcion, una particula
se fija a otra superficialmente sin penetrar en ella a través de puentes de
hidrégeno y fuerzas de Van Der Walls.

El grado de separacién depende por lo tanto notablemente de la superficie
activa del sélido y en consecuencia, el tamafio de particula séiida que se emplea
debe serlo mas pequefia posible para tener mayor superficie activa en relacién al
volumen del empaque.(1).

CROMATOGRAFIA DE PARTICION. Lafase estacionaria es un liquido que
se mantiene fijo por adsorcion sobre un sélido poroso e inerte, en tanto que la fase
movil es un gas o un liquido. En este tipo de cromatografia la fase estacionaria
esta saturada por la fase movil, de tal manera que /a separacion se efectia entre
dos fases debido a las diferencias de afinidad de fos componentes por cada una
de las dos fases, esfo es, a sus diferencias en sus coeficientes de reparto. (1)

CROMATOGRAFIA DE INTERCAMBIO IONICO. El lecho estacionario tiene
una superficie cargada idnicamente, con carga contraria a la de la muestra. Esta
técnica se usa casi exclusivamente con muestras idnicas o ionizables.

Cuanto mayor sea la carga de la muestra, mas fuertemente serd atraida hacia

la superficie idnica y, por lo tanto, més tiempo tardara en ser eluida. La fase
movil generalmente es una solucién amortiguadora, en la que el pH y la polaridad
se utilizan para controlar el tiempo de elucion . El relleno de la columna es un
material que posee poro de dimensiones comprendidas entre ciertos iimites, con
lo que la muestra es retenida o filtrada segun su tamafio molecular. (1)
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Si el material estacionario eslun gel reticulado se le denomina filtracién en gei,
y si es un polimero rigido se le denomina permeacién en gel: pero en ambos el
proceso de separacion se efectua por la diferencia de peses moleculares.(1).

c.__Segiin la polaridad relariva“ de las dos fases v la preponderancia_de los

fenémenos de adsorcion o repartp, ja cromatografia se puede clasificar en:

1) Cromatografia en fase normal. El lecho estacionario es de naturaleza
fuertemente polar (p.e. gel de sifice) y la fase movil es no polar (p.e. n-hexano o
tetrahidrofurano ). Las muestras polares quedan retenidas en la columna durante
mayores tiempos que los materiales menos polares.(15)

2} Cromatografia en fase reversa. Es el proceso inverso, en el cual, el
lecho estacionario es de naturaleza no polar (por ejem. hidrocarburos), mientras
que la fase mévil es un liquido po!ar cuanto mas polar es la muestra, mayor sera
su retencion. (15). ‘

4. CROMATOGRAFIA LIQUIDA.

La cromatografia de quuidqs es una de las técnicas cromatograficas mas
versatiles con las que cuenta el analista, ya que por medio de ésta es posible
realizar separaciones de mezclas basdndose en diversas caracteristicas, tales
como la polaridad de los solutds, coeficiente de particién, peso molecular,
naturaleza ionica, o su capacidad para formar complejos de afinidad.

En 1a cromatografia de liquidos la separacion tiene Jugar en una columna
empacada. La fase esfacionaria puede ser un solido con capacidad adsortiva
o0 un soporte inerte revestido de una capa liquida, mientras que la fase movif es
un liquido.(13)

El proceso de la cromatografia de liquidos puede ser realizado usando uno de
los métodos siguientes:

i
a. Cromatografia de liquidos cldsica. Durante muchos afios se practicé la
cromatografia de liquidos en ut“:a forma llamada cidsica y que consiste
basicamente en fo siguiente, una columna de vidno cuyo diamefro vara entre 2 a
10 cm, rellena de alfgin material, como gel de silice, alimina, azticar, etc., cuyas
particulas son por lo general de un l‘amano cercano a las 200 micras, se introduce
la muestra disuelta en Ia fase movil  disolvente por medio de un cuentagolas o de
una pipeta, luego se agrega el disolvente, con el cual se eluye la muestra a fraves
de /a columna. Los tamafios de Ias“ muestras varian entre 0.1 y 1.0 g 0o mas. E/
disolvente o fase movil fluye a travgs de la columna por efecto de la gravedad,
produciéndose apenas una debil pr(;sio'n ejercida por el volumen de a fase movil
que se agrega a la columna. El disc?/vente se recolecta en la pase de la columna
! 7



en fracciones de determinado volumen. Uno de los inconvenientes de esta
técnica es el largo tiempo de analisis requerido, que mucha veces puede ser de
horas e incluso dias; otra desventaja es que el material de relleno se utiliza por lo
general una sola vez debido a que parte de la muestra usualmente se adsorbe en
forma ireversible. (16)

El problema principal de este tipo de cromatografia es la identificacién y
cuantificacion de los componentes que eluyen de la columna disueltos en la fase
movil. En general se usa una técnica auxiliar, como por ejemplo,
espectrofotometria, andlisis quimico o simplemente un registro gravimétrico, para
evaluar el contenido de cada uno de los componentes de la mezela en las
fracciones recolentadas. (16)

b. Cromatografia de liquida de alta presién (CLAP). En esta técnica se

utiliza instrumental muy distinto con venfajas significativas. En este méfodo se
utilizan cofumnas de didgmetro muy reducido, por ejfemplo 2 mm, rellenas de
materiales especiales pulvenizados, cuyas particulas tienen un tamaifio no mayor
de 30 a 40 micras y con frecuencia hasta de 3 a 10 micras, generalmente con una
distribucién de tamarios no mayor de 2 micras. Este tipo de columnas es muy
eficaz, pero ofrece una gran resistencia al flujo de la fase movil, o sea una gran
caida de presién, por esta razén es necesario emplear sistemas de bombeo de
alfa presion (hasta 400 atm) que hagan fluir la fase movil a una velocidad
razonable a través de la columna. La cantidad de la fase estacionaria dentro de la
columna es pequefia pero se requiere que la muestra también sea pequefia enfre
0.7y 10 mg. (16)

Sila presién de entrada a la columna no es muy elevada (100 atm o menos), ia
muestra se introduce en la camara de inyeccion mediante una jeringa de alta
presion; a presiones mas elevadas, se utilizan las valvulas de inyeccion. (16)

Debido a la eficiencia demasiado alta se obtienen unos 50000 plafos por mefro,
en este método de cromatografia las presiones que se alcanzan oscilan entre
1000 y 3500 psi.

Aligual que toda técnica analitica la CLAP tiene algunas limitaciones:

VENTAJAS DESVENTAJAS
- Velocidad de anélisis. - Equipo costoso
- Alta resolucién - No existe detector universal
- Resultados cuantitativos - Elevado costo de operacion
-Buena sensibilidad y - Experiencia indispensable
automatizacion

-Amplio espectro de aplicaciones



Con esta tecnica es usual obtener separaciones en término de minutos e
inclusive, en algunos casos en segundos. (16).

6. DEFINICIONES

El lenguaje comun empleado en cromatografia ulifiza algunos términos
caracteristicos de esta técnica instrumental, a continuacion se mencionan los mds
utilizados, indicando ademas en los casos pertinentes su importancia operacional
y la forma en que son evaluados.(13)

a. Tiempo de refencién { TR ) ._ Es el tiempo que la muestra permanece dentro
de la columna y se mide desde el momento en que la muestra se introduce en el
sistema hasta el momento en que se obtiene el méaximo de la sefial o pico. El
tiempo de retencién es caracteristico de la muestra, la columna, la fase mévil y la
temperatura. Por lo general se emplea como medida de tipo cualitativo y se
expresa en unidades de tiempo.

b. Tiempo muerto { TM ). Es el tiempo requerido para eluir una muestra no
retenida en la columna y se determina midiendo el tiempo de retencién de la fase
movil misma, o bien de una muestra similar.

¢. Tiempo de retencion corregido o relativo. (TR'). Es el tiempo de retencion
absoluto menos el tiempo muerto, (20). Se muestra deacuerdo con la fig. 1.

TR'= TR-TM

TR®

TR

o B

INYECCION

RESPULSTA DEL DETICTOR

Fig. 1 Cromatograma tipo, en donde TR es el tiempo de retencién, TM es el
tiempo muerto TR es el tiempo de retencion corregido.
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d._Numero de platos tedricos (N). Un plato tedrico es el equilibrio de ia

distribucién de la muesira entre la fase movil y la fase estacionarnia.

N se determina de acuerdo a la siguiente formula:
N =16 ( TRIWD)

El numero de platos tedricos es una medida de la eficiencia de la columna y
sistemmas asociados; y es asi que cuanfo mayor sea N, mas eficienfe serd la

columna.

Existen varios metodos para cuantificarlo de pendiendo de la alfura a la que se
tome la anchura del pico. Sin embargo, el mas utilizado es el método de las
tangentes, en el cual se trazan dos tangentes por los puntos de infleccién y se
mide Ia longitud de la linea base donde cortan las tangentes (12). deacuerdo con

lafig. 2.

o =
N 2 ]
{
H H .
t
E .
H )
2 |
3
P ' )
Ml 1 '
5 i /
INYECCION !
= I /\ b
e Wy
PSS AP
TIEMPO

Fig. 2 Método de las tangentes para calcular el nimero de platos tedricos.



e. Anchura de la base del pico {(Wb). Es la porcién de la linea basal
interceptada por tangentes trazadas a ambos lados de un pico, asumiendo que la
forma del pico es gaussiana, esta anchura es aproximadamente igual a cuatro
veces el valor de la desviacion estandar de una distribucién gaussiana.

f. Alturs equivalente a un plato tedrico (HEPT}. Retomando la definicién de
plato teérico referente al proceso de destilacion, se deduce que HEPT es Ia
longitud de la columna requerida para obtener un equilibrio de la muestra entre la
fase movil y la fase estacionaria (12). Si el valor de HEPT es pequefio, significa
que hay un mayor nimero de platos teénicos por unidad de longitud, y por lo
tanto, la columna sera mas eficiente. La HEPT se puede calcular con la
siguiente férmula :

HEPT = Longitud de la columna / No. de platos tedricos

g. Factor de capacidad (k). También conocido como coeficiente de
distribucién o reparfo, es una propiedad fisica fundamental de cada sustancia que
mide la solubifidad de Ja muestra en la fase estfacionaria. Este valor nos indica ef
tiempo durante el cual puede refenerse cada componente de una muestra en la
columna. (20)

En este caso k esta controlada por la fuerza ionica del soivente, debiéndose
encontrar el mas adecuado para la separacion; dependiendo de que fan rapido
sale el primer componente de la muestra, los valores dptimos sonde 2 a 6 y en
muestra con mas de dos componentes el rango es de 1 a 10. El factor de
capacidad se calcula con la siguiente formula:

k= TR7/TM=(TR-TM) /TM

h. Facfor de selectividad {a ). Esla medida de la solubilidad diferencial de
dos componentes en la fase estacionaria. De acuerdo a la interaccién que haya
con un compueslto y otro se realizard una seleccion de que pico sale primero y
cual al final (20) Siel valorde a = 1, los dos picos tienen solubilidades iguales
con respecto a la fase estacionaria y no se realizara la separacion, asi, entre mas
elevados sean los valores de a , habra una mayor selectividad de la fase
estacionaria y una mejor separacién. El factor de selectividad (a puede ser <1)
se calcula de acuerdo a la siguiente formula, yalafig. 3.
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Fig. 3 Cromatograma que muestra las varlables para calculo de la
selectividad.

La selectividad puede mejorarse por:
" 1. Cambio de la fase mévil. Aumentando la polaridad, el pH y/o la fuerza ionica.

2. Cambio de la fase estacionaria. Cambiando de columna o variando el tamario
de esta.

3. Variacibn de la temperatura. Se puede aumentar o disminuir la temperatura
utifizando un horno para columnas o una circulacién de agua. Al controlar
correctamente la temperatura se mejora la reproducibilidad de la separacion.
(16)

i. Ecugcion de resolucion. La resolucion es una medida de la capacidad que
tiene una columna para separar dos picos, y se define como la distancia que hay
entre el centro de dos picos divida entre el promedio de la anchura de los mismos
(11) Para el célculo de Ia resolucién se utilizan los picos mas dificiles (los mas
Juntos) , y si estos se pueden separar con éxito, todos los demds que estan
contenidos en la muestra lo haran.



Una resolucién igual a uno se considera como una separacion complefa,
aunque en realidad es del 98%. Cuando la resolucién es de 1.5 ia sobreposicion
de dos picos solo es del 0.3% (12)

Tanto Ia selectividad { a ) como la eficiencia (N} y el factor de capacidad (k)
estdn estrechamente ligadas a /a resolucién al utilizar la siguiente formula:

R=1/4 (a-1/ a) { N) (k/ T+k)

Selectividad Eficlencia Capacidad

6. COMPONENTES DE UN CROMATOGRAFO DE LIQUIDOS

Puesto que la cromatografia de liquidos es una técnica analitica de gran
precision, se requiere de un un tipo de intrumental con ciertas caracteristicas de
indole general como fo son;

VERSATILIDAD. El instrumento debera tener la capacidad para trabajar con
muestras de diferente tipo, adaptarse a /as diferentes técnicas cromatogréficas y
realizar el maximo de operaciones, fales como programacion de fase mdévi,
recoleccién de fracciones a la salida de la columna. Para ello debera estar
equipado con los siquientes aditamentos :

- Sistema de operacion de alta presion

- Diversos detectores

- Sistemas para recolectar fracciones a /a safida de /la columna

- Programadores de fase mévil o disolvente ( también llamados
generadores de gradientes.

- Controles de temperatura para columna y el detector

- Controles de flujo.

RAPIDEZ. Para obtener rapidez en el analisis es necesario confar con
materiales de relleno de columna de alta eficiencia y que el instrumento posea
sistemas de bombeo de alta presion para la fase movil . (16)

REPRODUCIBILIDAD Y ESTABILIDAD . Son caracteristicas esenciales si se
quiere obtener un funcionamiento efectivo a largo plazo. El instrumento debe
proveer un conlrol adecuado sobre los parametros de operacién, tales como flujo
y composicidn constante de la fase mévil, la temperatura, la presion, efc., (16)
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SENSIBILIDAD. Un buen instrumento, ademds de trabajar con pequeiias
cantidades de muestra, debe generar sefiales de intensidad apreciables. La
sensibilidad de todo cromatogréfo de liquidos depende sobre todo del sistema de
deteccion que utiliza . (16)

£l siguiente diagrama muestra los componentes esenciales de un cromatogréfo
de liquidos de alta presion.

Reservorio
(Fase mowil}
Bomba
- Programadolr de gradiente
Inyector
* Precolumna

Columna

* Colector de fracciones Registrador

Detector

* Partes que son opcionales ya sea en las formas de gradiente o en sistema
isocratico.

a. Reservorios. Los reservorios de la fase movil pueden ser de acero
inoxidable o vidrio con capacidad hasta de 1litro. La fase a emplear puede ser
orgénica o inorgénica (soluciones acuosas de sales o soluciones amortiguadoras).
Los constituyentes de esta mezcla deben tener una alta pureza (grado HPLC o
CLAP ) ya que pequefias frazas de contaminantes interfieren en el estudio. Es
importante que la fase mévil sea degasificada por uitrasonido o por vacio y
agitacién, ademds de ser filtrada por particulas extrafias que puedan obturar el
sisterna.(16)

Fase movil. Aunque la fase movil no es parte del instrumental propiamente
dicho, el control de la presion, el flujo y la composicion de la misma son
importantes; de ahi que se traten los aspectos generales y las caracleristicas de la
fase movil.



En lo que respecta a fas caracferisticas que debe presentar toda fase mévil
para ser util en cromatografia de liquidos, cabe citar;

- Disolver la muestra.

- No degradar o disolver Ia fase estacionaria.

- Tener baja viscosidad.

- Ser compatible con el tipo de detector utilizado.

-Tener la polaridad adecuada para permitir una refencién conveniente
de la muestra en la columna.

- Un valorde k'entre 2 y 10 es deseable en general.

Es esencial que la muestra sea soluble en la fase mévil para que pueda ser
transportada a fravés de la columna. Cuando se introducen muestras en
disolucién, puede ocurtir precipitacién de la muestra dentro de la cdmara de
inyeccién o en la columna si el disolvente de la muestra y la fase mévil son muy
diferentes en polaridad. Esto causaria pérdida de resolucion en la separacién y
por lo tanto ambos se deben seleccionar con cuidado.

Cuando se lleva a cabo la cromatografia liquido-liquido (CLL), la fase mdwil
puede disolver la fase estacionaria, ya sea con anterioridad a su introduccion al
instrumento o mediante el uso de una precolumna que, por lo general, consiste en
una seccion corfa de tubo, rellena de algdn soporte solido poroso, de los utilizados
en cromafografia de gases ( CG ), que contienen un alto porcentaje de fase
estacionaria. A fravés de esta precolumna se hace pasar la fase movil antes de
que entre a la columna y asi se evita la pérdida de fase estacionaria.(16)}

La baja viscosidad de la fase mévil es muy importante en la eficiencia de la
separacion, ya que la viscosidad influye en el efecto de transferencia de masa
entre la fase mévil y Ia fase estacionaria. (16)

La fase moévil debe de ser compatible con el detector empleado, lo cual es
particularmente importante en el caso de [a programacion de €sta puede afectar el
funcionamiento de! detector.

La fase mévil o disolvente, como también se le lama, debe de ser de alta
pureza, usualmente grado cromatografico, o en el ditimo de los casos grado
espectro; esto es importante cuando se desea realizar analisis de alta sensibilidad
con detectores como el de luz ultravioleta o el de fluorescencia . Los disolventes
empleados en cromatografia liquida ( CL ) son los mismos que se emplean en
cromatografia de capa fina y que se muestran con respecto a su valor eluotropico.
(16)

b. Bomba Dado que las columnas que se emplean en CLAP estén
rellenas de materiales especiales de particulas muy pequefias, lo cual hace que la
resistencia al flujo de la fase movil sea muy elevada. Para, lo cual requiere un
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sistema de bombeo que haga fiuir la fase movil a un flujo razonable, pues de lo
contrario los andlisis serian demasiado lentos.

Los aspectos mas importantes de todo sistema de bombeo son:

- Presion méxima de operacién (usualmente hasta 4000 psi).
- Intervalo de voliimenes obtenidos.

- Reproducibilidad y constancia de flujo.

- Caracteristicas de flujo (continuo o pausado ).

También son importantes la resistencia a liquidos corrosivos, la facilidad para
efectuar el cambio de fases moviles y la limpieza del sistema. (16)

De acuerdo con las caracteristicas de funcionamiento y disefio, se pueden
considerar basicamente de dos tipos:

a. Bombas mecénicas:

1) Reciprocas ( de piston o diafragma ).
?) De desplazamiento continuo.

b. Bombas neumaéticas.

1) Bombas Reciprocas . Son bombas que desplazan flujos de volumen
constante en forma no continua, si no mas bien pulsante. La maxima presion
que se puede obtener varia segun el disefio, pero en general es de
aproximadamente 600 atm. Estas bombas operan mediante el movimiento de un
piston o diafragma, y a través de un sistema de vélvulas que alternadamente se
abren y se cierran, se llena y se vacia, de modo alfernativo una pequena camara
(16) . La principal desventaja es que el flujo que se obtiene en forma de pulsos y
no en forma continua y uniforme lo cual puede causar pérdida de eficiencia en la
columna e inestabifidad en el defector, debido a lo anterior, es necesario eliminar
dichas pulsaciones mediante un sistema amortiguador. Una forma sencilla de
logrario es colocando una seccion larga de tubo capilar entre la bomba y la
camara de inyeccion , este tubo capilar se deja flotar libremente y asi absorbe las
pulsaciones producidas por la bomba. Por ofra parte la ventaja principal de este
tipo de bombas es el flujo de voiumen constante.

Un avance mas reciente en el disefio de este tipo de bombas lo constituye la
bomba de doble pistén, accionado de tal forma que mientras un piston succiona el
disolvente, el otro lo expulsa de la columna. el flujo de ambos pistones, ya libre de
pulsaciones, es encausado por una via coman. (16)



2 ) Bombas de desplazamiento continuc . Llamadas también bombas de
émbolo 0 bombas de tipo jeringa, son aquelias en que un émbolo o pistén es
desplazado en forma continua y uniforme por un molor de precisién,
comprimiendo el liquido contenido en una cdmara de un cierfo volumen, el liquido
fluye luego a través de una abertura en la misma cdmara y se obtiene asi un flujo
de volumen constante que puede variar segun se desplace el émbolo a mayor o
menor velocidad. (16). El flujo desplazado por estas bombas es uniforme y
continuo, o sea libre de pulsaciones, pero la capacidad de la bomba es limitada y
para llenar la camara es necesario suspender momentaneamente su operacion.

Cabe mencionar que los flujos desplazados por estas bombas varian entre
0.5 a 10 m! / hora a presiones de hasta 340 atm. Su costo relativo es elevado y
siempre existe cierta dificultad al llenar la bomba con una nueva fase méwil.

Bombas Neumdtlicas . En este sistema de bombeo el liquido es desplazado
mediante la presion ejercida por un gas inerle a altas presion, ya sea en forma
directa sobre el liguido o bien sobre el recipiente comprimible que lo contiene. (16)

La presién maxima obtenida esta limitada en el volumen total que pueden
bombear y la difusion que presenta el gas en el liquido. Este dltimo problema se
puede resolver utilizando algun tipo de interfase entre el liquido y el gas, evitando
el contacto directo entre ellos, o bien més facil aun, desechando las ultimas
porciones de liquido que ha sido saturado por el gas.

Sea cual sea el tipo de bomba empleado, conviene colocar un filfro entre la
bomba y la camara de inyeccion para evitar que particulas extrafias bloqueen el
sistema, este tipo de filfro debe de tener la capacidad de retener particulas
extrafias sin producir una caida de presion excesiva.

c. Programadores de gradientes. Los programadores de grandiente
pueden o no ser utiizados, dependiendo de las caracteristicas de la muestra a
separar. Cuando la muestra en estudio es muy compleja, la elucién con gradiente
o programacion con gradientes puede ser ventajosa y en ocasiones esencial.
Algunas de las ventajas de la elucion con gradiente son los tiempos menores de
analisis, mejor formacion del pico, mejor fimpieza de la columna y mejor
reconocimiento de las condicione® isocraticas. Los aparatos programadores de
gradientes se dividen en dos grandes grupos: baja presion y alta presion.

Los aparafos de baja presion constan normalmente de una bomba y el
mezclado se realiza en la entrada de la misma. En general, vélvulas de
intercambio se usan para medir los diferenfes porcentajes de las fases méviles
que entran a la bomba con cada golpe.



Los sistemas de gradiente de alta presion son sistemas de bombas binarios o
ternarios, donde cada bomba impulsa una fase movil diferente. A su vez cada
bomba aporta una fraccion de la velocidad lineal del flujo, dependiendo de la
composicién deseada.

Los sistemas de alta presién son més flexibles, mas reproducibles y permiten
un mayor rango en ia composicion y seleccion de la forma del gradiente. Con
cualquier forma de gradiente que se use es necesario siempre asegurar una
mezcla adecuada de los solventes. Esto lleva a usar aigun tipo de camara de
mezclado. (12)

d. Dispositivos de Inyeccién. Los métodos principales por los que se
introduce la muestra en una camara de CLAP son dos: éstos pueden ser por
medio de una valvula de inyeccion o por métodos de detencion del flujo. Los
métodos de detencion del flujo requieren que se inferrumpa el flujo de la fase
movil hacia la columna mientras se introduce la muestra a la columna. Luego se
reinicia el flujo y el proceso de separacién comienza. Generalmente el método
mas usado para la introduccion de la muestra en la columna es por medio de una
valvula de inyeccion.

La vélivula de paso ( loop } de la muestra se saca del flujo cambiando la vaivula
a la posicién de carga. En esta posicion el flujo de la fase movil pasa a través de
1a véivula directamente a la columna. Ahora es cuando se introduce la muestra al
"loop" de la valvula con ayuda de una jeninga. Cuando se cambia la véalvula con la
muestra a la posicién de inyeccion, la fase movil viaja por el “loop" y lleva Ia
muestra hacia la entrada de la columna. (12)

Actualmente la inyeccion de la muestra puede hacerse en forma automélica.
Los inyectores automdticos consisten principaimente, de una vaivula de inyeccién
automatica, un sistema de llenado de la vaivula y un control electrénico que sirve
para controlar funciones fales como tiempos de inyeccién, tiempos de elucion,
velocidades de llenado, numero de inyecciones por muestra, volumen de
inyeccion, identificacion de la muestra, lavado de valvulas y jeringa, inicio de
inyeccion para el registro asi como la operacion de programadores de gradientes
o confroles de sistema.

Existen principalmente tres métodos por medio de los cuales los inyectores
automaticos llenan la vaivula de inyeccion, estos métodos son : desplazamiento
positivo, por succion y con jeringa.

Los inyectores automaticos permiten una inyeccion sin atencion, ademas de
que eliminan algunos errores que se presentan en el analisis cuantitativo,
ocasionado por técnicas de inyeccion manual.



f. Precolumnas. Consisten por lo general en una seccion corta de tubo,
rellena de algiun soporte sdlido poroso, de preferencia igual que el de la columna
pero con un tamafio de particula mayor, a través de fa cual se hace pasar la fase
movil y la muestra antes de que se introduzcan en la columna. Sirven para
proteger y alargar la vida de la columna. (12)

g. Columnas. En todo proceso cromatografico , la columna es la parte
esencial del sistema CLAP , puesto que en ella se lleva acabo la separacion de
los componentes de la mezcla de interés. Basicamente consiste en un fragmento
de tubo de algin material inerte, de didmetro uniforme, capaz de resistir altas
presiones, el mas ampliamenle utilizado es el acero inoxidable. La Jongitud de fa
columna varia entre 7 y 30 cm y su diametro interno es de alrededor de 3 - 4 mm,
aunque en las columnas de tipo preparativo puede ser hasta de mas de 1 cm. (15)

La capacidad de la columna depende por lo tanto de su longitud, diametro y
material de reffeno. En general las columnas mas eficaces son las de diametro
pequefio (3 mm) que efectuan analisis mas rapidos; su capacidad en cambio es
muy limitada y la muestra debe ser enfonces de tamaio muy reducido , fo que
exige un detector muy sensible.

En la actualidad las columnas empleadas para CLAP ha alcanzado un
desarrollo sorprendente, siendo comiin obtener eficiencias del orden de 50 000
plalos tedricos por metro de columna, lo cual es en general superior a las
obtenidas en la cromatografia de gases. (16)

h. Fases Estacionarias . Los materiales que se utifizan en cromatografia
liquida “clasica” , tales como gel de silice, alumina. zeolifas, celulosa, efc., se
utifizan poco en CLAP por que sus particuias suelen ser muy grandes, de forma
irreqular y en muchas ocasiones sus propiedades son dificiles de reproducir.

En CLAP el tamario de particula es importante por que controla el proceso de
difusién de las moléculas de fa muestra hacia dentro y hacia afuera de los poros
de dicha particula. A medida que el tamafno de ésta aumenta, el proceso de
difusion se hace mas lento, es decir, la transferencia de masa entre la fase movil y
la estacionaria es lenta. Al mismo tiempo hay que considerar que si aumenta el
flujo de la fase movil para obtener analisis mas rapidcs, el proceso de difusién,
que es lento, hace que la columna pierda eficiencia y por lo tanto, resolucion.

Conforme disminuye el tamafio de la particula, la profundidad de los poros
también disminuyen el proceso de transferencia de masa se hace mas rapido,
permitiendo obtener andlisis mas rapidos sin pérdidas de resolucion.  Estas
razones explican el porqué solo se utilizan maleriales porosos cuyo tamario de
particula es menor a 50 u. (16)



Ofros tipos de maleriales utilizados son los llamados adsorbentes peliculares,
"adsorbentes de capa porosa ", " de porosidad superficial’ o de “centro sdlido ",
consisten en particulas esféricas, generalmente vilreas, no porosas, recubiertas
de una capa fina de adsorbente poroso, como gel de silice o alimina. Los dos
tipos de adsorbentes aunque difieren en muchas de sus propiedades, tienen
mucho en comin; ambos pueden introducirse en la columna con cierta facilidad
dando lugar a altas eficiencias; pueden utilizarse en cromatografia liquido-sélido,
dependiendo de la actividad de su superficie, o bien pueden recubrirse de alguna
fase liquida y utilizarse en cromatografia liquido-liquido.

Asi mismo se pueden unir quimicamente en su superficie a alguna fase liquida y
crear un nuevo tipo de cromatografia, ya que el proceso efectuado con estos
rellenos de columna no son exactamente liquido-liquido o liquido-sélido.(15)

Por ofra parte los materiales porosos tienen una gran superficie especifica (50
- 500 m%/ gr ) y pueden aceptar muestras de famario considerable, del orden de
mg/gr de relleno, sin perder eficacia. En contraste los materiales pelicuiares son
de superficies especificas menores (entre 1y 12 m /gr ), aceptan menos muestra,
de 10 a 20 veces menos que los materiales porosos , y su costo es
considerablemente mas elevado. (20).

1. Detectores. E! fin de un detector de CLAP es el de monitorear la
composicion del liquido que eluye de una columna de cromaftografia y por lo tanto
hacer posible un registro de cémo la composicion varia con el tiempo. El detector
ideal seria aquel que satisfaciera los siguientes requisitos:

- Altamente sensible.

- Estable

- De lectura continua

- De respuesta universal.

Hoy en dia no existe este detector y los que hay disponibles solo son
adecuados para ciertas aplicaciones en particular. (16)  El problema de disefiar
y conslruir detectores para cromatografia liquida no ha sido tarea facil y ha
requerido de una tecnologia avanzada.

El problema de deteccion en cromatografia de liquidos ( CL ) , se entiende
mejor si se piensa en el proceso que se debe de llevar a efecto. Hace falta un
cierto dispositivo que mida en forma continua alguna propiedad fisicoquimica de
los componentes de la muestra o de la solucion que los contiene y que genere
una sefial proporcional a la conceniracion de la muestra, a medida que esta sale
de la columna, por desgracia la mayoria de las propiedades de la muestra que
pudieran medirse son muy similares en magnitud y caracteristicas a las del
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disolvente (fase mévil), y eso dificulta el proceso de deteccion. Para resolver este
problema se sugieren dos caminos que consisten: uno, en eliminar el disolvente
con anterioridad al proceso de deteccion, y el ofro, en medir alguna propiedad de
la solucion que contiene la muestra y de alguna manera compensar o sustraer de
la propiedad medida aquella fraccion que s6lo corresponde al disolvente. Por
supuesto que esto no es facil de hacer, porque para lograr una alta sensibilidad se
deben de controlar ademds de parametro de operacién susceptibles de infiuenciar
dichas propiedades de la solucion y del disolvente. Por lo general este segundo
método requiere un control cuidadoso del flujo y de la temperatura.(15)

Detectores de absorcién (U.VAVis).  Eslos detectares son los de mas
uso en CLAP y responden a aquelias sustancias que absorben luz visible o
ultravioleta. La muestra no resulta alterada por el proceso de deteccion y el
intervalo lineal es muy ampiio.

A la salida de Ia columna el haz de luz es enfocado a través de /a celda de flujo
hacia el sistema de folodeteccion. Cuando los solutos que absorben luz se
encueniran en la fase movil, la intensidad de luz que ilega a la fotocelda se
reduce al ser absorbida por éstos, ocasionando un cambio en /a sefal eléctrica, la
cual puede ser amplificada e introducida a un registro o sistema de datos.

Hay dos tipos de detectores de luz ultravioleta: el de longitud de onda variable
y el de longitud de onda fija o fotémetro que utiliza fitros para fifar la longitud de
onda a 250 nm.

El fotometro de luz ultravioleta es relativarnente insensible a cambios de fiufo y
temperatura, y siempre y cuando el disolvente no absorba en grado apreciable en
la longitud de onda que opera el fotometro, es muy facil efectuar programaciones
de fase mévil.

Los defectores de longitud de onda variable permiten una gran flexibilidad para
optimizar la longitud de onda.  Ulilizan un monocromador para seleccionar la
longitud de onda como un espectrofotometro. Algunos detectores de longitud de
onda variable permiten obtener los espectros de absorcién para seleccionar la
longitud de onda optima.

Detectores de indice de refraccién.  Este detector también es conocido
como refractémetro diferencial. Mide la diferencia entre los indices de refraccion
del disolvente puro y de la solucion de la muestra que sale de la columna. El
detector de indice de refraccion puede considerarse como universal, pero es poco
utilizado en CLAP por las siguientes razones:



- Es menos sensible que los detectores de fluorescencia o ultravioleta.

- Es sensible a variaciones de temperatura, debido a que el indice de
refraccion cambia con la temperatura.

- Tendencia a romperse y sensible a Ia presion. También la celda de flujo
del detector es muy fragil.

- No puede usarse normailmente para gradientes. Sila composicion de
la fase mdovil cambia, el indice de refraccicn también cambia.

Detectores de fluorescencia. Estos detectores se basan en que cuando
una molécula absorbe energia, los electrones ocupan un estado de energia
excitado. Esta energia debe disiparse cuando la molécula regresa a su estado
normal o basal. Sila molécula cae instantéaneamente a su nivel basal con la
emisién de energia en forma de luz se dice que fluoresce. La luz emitida es
generalmente de baja energia (mayor longitud de onda ) que la radiacion de
excitacion.

La cantidad de fluorescencia o eficiencia (F) se puede definir como la relacion
entre el numero de fotones emitidos con el nimero de fotones absorbidos. De tal
manera que la eficiencia F tiene un valor maximo de 1.

Las ventajas mas grandes de la fluorescencia son la Sensibilidad y la
selectividad. Se trata de una técnica muy poderosa cuando se realizan analisis de
sustancia que existen en muy pequefia cantidad (trazas ).

En la actualidad, el detector mas sensible de que se dispone es el de
fluorescencia. Existen dos disefios basicos de éstos, los llamados fluorémetros
de filfros, que emplean filtros para seleccionar la radiacién de excitacion y la de
emision, y los espectrofiuorémetros que emplean monocromadores. Ambos
equipos rinden buenos resultados. (12)



B. VALIDACION DE METODOS ANALITICOS

Durante todo el proceso de fabricacidn, los productos farmacéuticos deben
contar con un alto grado de calidad, de manera tal que al final posea las
caracteristicas  fisicas, quimicas y analiticas especificadas. Ante fales
requerimientos aumenta cada dia la necesidad de desarrollar mejores méfodos de
anédlisis que permitan verificar dicha calidad.

Una parte integral del desarrollo de un método analitico es la validacién del
mismo, principalmente por que es un requisifo ante la Secretaria de Salud y por
ofra parte por que debe probar que funciona para las apiicaciones analiticas
deseadas. (4)

1. VALIDACION. La validacion se define como el proceso por el cudl
queda establecido, por estudios de laboratorio, que la capacidad del método
satisface los requisitos para las aplicaciones analilicas deseadas. La capacidad
se expresa, en este caso, en términos de parametros analiticos. (18)

Para que una técnica se considere valida estadisticamente, se deben
establecer paramelros estadisticos para evaluar linealidad y precision del sistema,
linealidad, exactitud, precisién, tolerancia y especificidad del método que esta
siendo evaluado.(28)

Por ofra parte, cualquier proceso de medicion esta sujeto a error. Es de
esperarse que el error de un método analitico, deba Ser evaluado para determinar
su exactitud y establecer su precisién. El error de un método analitico se divide
por eror sistemaético y emor aleatorio, los cuales son independientes y
aditivos.(28,28).

El Error Sistematico, es aquel que da lugar a medidas incorrectas y por lo
tanto Ia exactitud se ve afectada por este error. Se divide en emror constante o
absoluto, el cual es independiente de la concentracién del farmaco en el
medicamento y en eror proporcional o relativo el cual depende de la
concentracién del farmaco en el medicamento. Se clasifican en:

- Error instrumental, debido a la mala calibracion de equipos o instrumentos.

- Error de método, debido a reacciones incompletas o no cuantitativas.

- Error operativo, debido a la falta de experiencia del analista con el método
analitico y que por ello, omite o realiza defectuosamente la técnica
correspondiente

- Error personal, debido a la mala apreciacién de un resultado, un mal
cdlculo o una lectura errénea,(29)
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El Error Aleatorio. es aquel error que permanece aun cuanda se ha eliminado el
error sistematico por lo que da lugar a medidas imprecisas y por lo tanto la
precision dal método esta determinada por esta clase de error.

Considerando /a variedad de métodos, existen diferentes esquemas de
validacion (21} . Las categorias més comunes que requieren vafidarse son;

a. _Calegoria | Métodos analiticos para cuantificar los componentes
principales de sustancias a granel o ingredientes activos en productos
farmacéuticos terminados (incluyendo conservadiores).

b. __Cateqoria Il . Métodos analiticos para determinar impurezas en
sustancias a granel o compuestos de degradacion en productos farmacéuticos
terminados.

c._ Categoria ili. Mélodos analiticos para delerminar caracteristicas
fisicas (p. &/, : disolucién, liberacion del principio activo, efc.)

En base a lo anterior, {os pardmetros que deberan considerarse en la
validacion de métodos analificos, se enlistan en la tabla No. 1 (ver anexo I}

El proceso de validacion de un método en particular estd basadc en
principios cientificos adecuados y ha sido opfimizado para propdsitos practicos de
medicidn. Los pardmelras a evaluar en general en un proceso de vafidacién son
los que a continuacidn se definen.

2. LINEALIDAD. La linealidad de un sistema o método analilico es su
habitidad para asegurar que los resultados analificos, los cuafes pueden ser
obtenidos directamente o por medio de una transformacién matematica bien
definida, sean directamente proporcionales a fa concentracion de la susfancia
dentro de un intervalo determinado.

Este paramefro se divide en linealidad del sistema y linealidad del método.

Linealidad del Sistema. La linealidad de! sistema se determina construyendao
una curva de calibracion (concentracién vs. respuesta medida) de una misma
solucién estandar ulilizando cuando menos cinco niveles de concenfracion y
haciendo anélisis por triplicado para cada uno de los niveles establecides; el nive!
central debe carresponder al 100% de fa concenfracion esperada. ( 23 ).

Con los resultados abtenidos se debera elaborar una curva y calcular los
siguientes pardmelros:
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Media ( X ), desviacion estdndar ( DE ), coeficiente de variacion ( CV ),
coeficiente de correlacién lineal (r) y error estdndar de comrelacién (r?). ( 23)

1 ) Criterio
CV<15%
r>0.99%
r2>0.98%

Nota ; Para métodos microbiologicos r> 0.98 %

Lineatidad del Método. Se defermina con placebos adicionados al principio
activo (placebos cargados), cada uno de manera independiente, se realiza con
cinco niveles de concentracién haciendo analisis por triplicado para cada uno de
fos niveles establecidos. '

Las concentraciones de los placebos cargados deben ser adecuadas para que
utilizando el método propuesto, las concentraciones de las soluciones finales a
analizar estén dentro del intervalo de la linealidad del sistema, incluyendo siempre
el nivel central correspondiente al 100%.

La amplitud del estudio dependerd del usos y aplicaciones del método
{ control de calidad y/o indicativo de estabilidad, efc. ) y deberd llevarse a cabo
por un mismo analista en las mismas condiciones de operacion. (23 ).

Con fos datos obtenidos calcular :

Media, desviacién estandar, coeficiente de variacion, pendiente { m ), ordenada
al origen ( b ), coeficiente de correlacién lineal, error experimental de regresién y
sensibilidad, también construir una curva (cantidad adicionada vs canlidad
recuperada) y calcular la ecuacién de la recta que indique un modelo lineal.

1) Criterio
B=0.0
m=1.0

r>0.99%

rr>0.98%

El coeficiente de variacion y el por ciento recuperado depende del tipo de
método, .que se utilice y deberan estar deacuerdo a la tabla |.
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METODO PROMEDIO DE cv
RECOBRO

Cromatogréficos 98- 102% < 2%
Titnmétricos 98 - 102% <2%
Quimicos y 97 - 103% <3%
Espectrofotomé-

tricos

Microbioldgicos 95- 105% <5%

TABLA 1 Valores de CV y por ciento de recobro a considerar para la finealidad del
método {23, 24 ).

Notas: - En métados de cuantificacién de farmacos en fluidos biologicos. fa
amplitud def estudio dependera de fas cantidades minima y maxima esperadas.
- Para suspensiones semisélidos se acepta una ampliacion del 1 %

3. PRECISION. Es el grado de concordancia enfre resultados analiticos
individuales cuando el procedimienfo se aplica repetidamente a diferentes
muestreos de un muestra homogénea def producto.

Usualmente se expresa en términos de Desviacion Estandar o del Coeficiente
de Variacion. La precisién es una medida de! grade de reproducibilidad y/o
repetibilidad de! método analitico bajo condiciones normales de operacion.

Repetibitidad. Es la precision de un método analitico expresada como
{a concordancia entre determinaciones independientes realizadas bajo las mismas
condiciones (analista, aparato, laboralorio, elc.). (7,18, 22}

Reproducibilidad. Es [a precision de un méltodo analitico expresada
como la concordancia entre delerminaciones independientes realizadas bajo
condiciones diferentes ( diferentes analistas, en diferentes dias, en el mismo y/o
en diferente faboratorio, utilizando el mismo y/o diferentes equipos, efc.). Se
determina cuando menos por dos analistas, en dos dias diferentes y por triplicado .
cada muestra ( placebos cargados con el 100% de! principio activo).
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a. Precision del sistema. Se determina por el anélisis sextuplicado de una misma
solucién estdndar correspondiente al 100% establecido en la linealidad del
sistema con los datos obfenidos calcular media, desviacion estandar y coeficiente
de variacién.

1) Criterio
cv>15%

Nota : Para métodos microbiologicos CV < 3%

b. Precisién del método ( reproducibilidad ). Este estudio se debe llevar a
cabo cuando menos por dos analistas los cuales deben realizar en un dia el
analisis por triplicado al 100% de la concentracion y en otro dfa repetir el analisis
de la muestra por triplicado. Se deberd trabajar de manera independiente
partiendo de una mezcla homogénea del producto cercano al 100% de la
concentracién teérica.

La evaluacién de la reproducibifidad se hace con respecto a una tabla de
andlisis de varianza ( ANADEVA ), la cual nos indica la fuenle de variacién que
influye en /a obtencion de los resultados.

1) Criterio

El coeficiente de variacion total debe cumplir con los fines para los cuales el
mélodo serd utilizado. Los valores de CV se muestran en la tabla Il

METODO cv
Cromatografico <2%
Titrimétrico <3%
Quimicos y <3%
Espectrofotométricos
Microbiolégicos <5%

TABLA Il Valores de CV para evaluar la precisién del método ( 13, 14 ).

4. ESPECIFICIDAD. Es la habilidad de un método analitico para
obtener una respuesta unicamente a la sustancia de interés y no a otros
componentes de la muestra. Indica el grado de interferencia ( o ausencia de
esta ) en el andlisis de mezclas. (22,28 ).

Se determina confrontando el método, por separado, al placebo, placebo
cargado (excipientes + estandar ) y al estandar y los productos de degradacion.
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El paramelro de especificidad se realiza dependiendo del tipo de método
{control de calidad o indicativo de estabilidad }

1) Métodos de control de calidad. Con el método propuesto:
- Anafizar placebos del producto.

- Identificar la respuesta del ( los ) aclivo { s ), excipientes en caso de tenerias,
y de ofras sustancias auxiliares.

- Confirmar que el méfodo desarrollado sea capaz de separar la sustancia de
interés de cualquier interferencia presente.

2) Métodos indicativos de estabilidad. Se sugieren los siguientes métodos para
degradar la sustancia . El analista que realice el estudio deberd escoger ague! de
acuerdo a las propiedades fisicoquimicas del compuesto sea el mas adecuado u
ofro si asi lo considera pertinente.

- Colocar la sustancia de interés, el placebo y muestras del lote del producto en
un horno a 70°C, 120°C ¢ a 20°C menos que el punto de fusion de la sustancia de
interés durante un apropiado ntmero de dfas ( 2 a 4 semanas ).

- Exponer la sustancia de interés , el placebo y muestras de lote del producto a
fa luz U.V o la luz fluorescente y /o humedad.

- Si es necesario hacer soluciones de fa sustancia de interés ajustando el pH a
1-2y/’oa 10 - 12 y colocarfas a 60°C - 80°C duranfe 2 - 4 semanas.

- Si se trata de formas farmacéuticas liquidas o semisdlidas pueden
degradarse por oxidacion ( con semisdlidos pueden degradarse por oxidacién
{ con peréxido de hidrégeno ) y permanecer de 2 - 4 semanas a temperatura
ambiente y/o por hidrolisis (pH 1- 2 y 10 - 12 ), colocando fas muestras a 60°C
- 80°C durante 2 -4 semanas (24,8 ).

- Checar la aparicion de sustancias relacionadas (productos de degradacion)
utiizando cuando menos cualquiera de Ias técnicas cromatograficas siguientes:

Cromatografia de liquidos de afta presion, cromalografia de gases y/o
cromatografia en capa fina.

Notas: * Se sugiere que la degradacion sea fal que Ja concentracion de la
sustancia en estudio sea disminuida de 10 a 25 % con respecto a {a original.



* Cuando el pH de las muestras es cambiado, éste debe ser ajustado
siempre al pH normal de las muestras antes del analisis a menos gue se
demuestre que el analisis no es dependiente del pH.

3) Criterio

Verificar que Ios productos de degradacion pueden ser separados de la
sustancia de interés utilizando el método desarrollado ( interferencia no mayor del
2%).

- Ajustar las condiciones de operacion para obtener la méxima resolucion.
- De no ser asi optimizar el método o desarrollar otro.

5 EXACTITUD. Es la concordancia entre un valor obtenido
experimentalmente y el valor de referencia. Se expresa como el por ciento de
recobro obfenido del andlisis de muestras a las que se les ha adicionado
cantidades conocidas del principio activo (placebos cargados ) .(29)

Se determina analizando de manera independiente y como minimo seis
placebos cargados con el 100% del principio activo . (7, 18)

Con los resuitados obfenidos calcular :

Media, desviacidn esténdar, coeficiente de variacion e intervalo de confianza (
ic).

1) Criterio

El IC para la media debe incluir el 100%
Ei por ciento recuperado y el CV deberan cumplir con los criterio establecidos
en la linealidad del método (tabl).

6. ESTABILIDAD DE LA MUESTRA. Es Ia propiedad de una muestra
preparada para su cuantificacion . de conservar su integridad fisicoquimica y la
concentracion de la sustancia de interés, después de almacenarse durante un
tiempo determinado bajo condiciones especificas.

Estabilidad de la muestra analitica. Se determina mediante la comparacién de los

resultados de los andlisis iniciales de tres muestras con los obtenidos de las
mismas muestras después de permanecer en un kiempo determinado en
diferentes condiciones.



Almacenar las muestras analizadas bajo diferentes condiciones (temperatura
ambiente, refrigeracion, luz, efc.} durante un tiempo preestablecido por el analista,
dependiendo de las propiedades fisicoquimicas de fa susfancia. Reanalizarias bajo
las mismas condiciones de operacion ufilizando una solucién de referencia
recientemente preparada, para cada tiempo, de acuerdo a lo establecido para
cada método analitico.

La determinacion debe ser efectuada por un mismo analista.
1) Criterio
La muestra es estable si el intervalo de conflanza para ia diferencia de la media

can respecto a la media del analisis inicial incluye el valor de cero y/o la magnitud
del efecto no excede los porcentajes establecidos en la tabla V.

METODO PORCENTAJE
Cromatogréfico +2%
Titriméltrico +2%
Quimicos y +3%
Espectrofotométricos
Microbiglégicos + 5%

TABLA il Valores del coeficiente de variacion para evaluar la estabilidad de la
muestra analitica ( 23 ).

7. TOLERANCIA DEL SISTEMA. Es el grado de reproducibifidad de
los resultados analiticos obtenidos por ef andlisis de la misma muestra bajo
modificaciones de las condiciones normales de operacion, tales como diferentes
temperaturas, lotes de reaclivos, columnas, sistemas de elucidn, tipos de
empaque (soporte, fase estacionaria, etc.), condiciones ambientales. (22, 18,7).

8. LIMITE DE DETECCION. Es Ja minima concentracion de una

sustancia en una muestra, la cual puede ser detectada, pero nc necesariamente
cuantificada, bajo condiciones de operacidn establecidas.
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9. LIMITE DE CUANTIFICACION. Es la menor concentracion de una
sustancia en una muestra que puede ser determinada con precision y exactitud
aceptables bajo las condiciones de operacion establecidas.(22)

10. PLACEBO. Es la mezcla de todos los componentes que contiene
una formulacion, exceptuando el o los principios activos.

11. PLACEBO CARGADO. Son muestras de piacebos a los que se les
ha adicicnado cantidades conocidas del principio activo
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C. ACIDO CITRICO

1. NOMBRES QUIMICOS.
a. Acido-2-hidroxi-1,2,3- propanotricarboxilico.
b. Acido b- Hidroxitricarboxilico.

2. FORMULAS : CONDENSADA Y DESARROLLADA

CHp- COOH
i
HO- C - COOH CeHgO7 PM=192.12
]
CHy- COOH

3. PROPIEDADES FISICOQUIMICAS.

Cristales translucidos incoloros o polvo eristalino fino o granular blanco, inodoro
y de infenso sabor dcido, es insoluble en cloroformo, benceno, bisulfuro de
carbono, tetracloruro de carbono y folueno. Soluble en agua: 54% w/iw a 10° 59%
a 20°; 64.3% a 30° 84% a 100°. Punto de fusion 153°.(25)
Cristaliza de soluciones acuosas concentradas y calientes., es un dcido
orgénico fuerte. A 25°C pK13.128; pKp 4.761; pK3 6,396 .(5)

4. PROPIEDADES FARMACOLOGICAS.

Es importante para el metabolismo energético;, ademds participa en la
utilizacion del calcio de los alimentos, especialmente en la absorcion del calcio; en
pr.mer lugar reduce el pH en la porcién superfor del intestino y luego forma
complejos calcicos que pueden atravesar la pared intestinal en el medio alcalino.

El acido citrico es también de utilidad para el transporte e incorporacion de
calcio al tejido oseo.

1) Toxicidad. Su toxicidad es muy baja y es facil de asimilar.

2) Presentacién. En sales efervescentes, jarabes, elixires, polvos y tabletas
efervescentes , con dosis que varian desde 80 a 500 mg. (3).
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lll. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Dentro de las buenas practicas de manufactura de fa industria farmacéutica el
aspecto mds importante es el control de calidad de materia primas y producto
terminado para el cual generalmente se requiere de métodos analiticos con
caracteristicas de exactitud, precision y reproducibilidad aceptables para que
permitan una adecuada cuantificacion del principio aclivo en una forma
farmacéutica, de ahi la necesidad de desarrollar y optimizar métodos analiticos
eficientes y confiables que satisfagan éslas cualidades.

El acido citrico es un excipiente muy usado en muchas formas farmacéuticas
tales como las tabletas efervescentes, su cuanlificacion es importante desde el
punto de vista de fa funcion que se desea obtener del producto con el cual se
formula (efecto de efervescencia, el acido citrico junto con el bicarbonato de sodio
efectoan la disgregacion de la tableta y en consecuencia la liberacion del principio
activo). El acido citrico se cuantifica mediante diversos métodos tales como
titulaciéh  &cido-base, espectrofotometria UV-Vis, andlisis microvolumétrico de
Puche, anadlisis micracolorimétrico de Pucher, Sherman y Vickery, efc. El método
oficial Farmacopeico es el espectrofotométrico UV-Vis por desarrolfo de color, Ia
reaccion se lleva acabo enfre el &cido citrico , piridina , anhidrido acético en
medio no acuoso , la cual requiere del control de temperatura de reaccion y la
ausencia de luz , confrolar el tiempo en que inicie la reaccién, cuidado en el
manejo de los reactivos usados, ademas de alfos tiempos de realizacion (
requiere de 2 a 3 hrs para efectuarse ), y alto coslo de realizacién: tanto en costo
de reactivos por fote asi como el frabajo horas / hombre ; por ser un método
manual que lo hace poco preciso y sujeto a muchas variables. Anfe estas
circunstancias se hace necesano implementar un método de analisis el cual sea
mas practico, eficiente, confiable y versati, tal como la Cromatografia de Liquidos
en fablefas efervecentes.

Debido a la necesidad de un control de medicamentos mas riguroso en nuestro
pais, la validacion es ahora un requisito cuya finalidad es tener un medicamento
seguro en todo aquello que pueda afectario en su fabricacion .

De Io anterior se desprende la necesidad de desarroliar un método de analisis
para el Acido Citrico que pueda ser empleado como método de rutina y como
indicativo de estabilidad, y asf asegurar que el producto final esta de acuerdo al
disefio establecido.
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IV. OBJETIVOS

A. Desarrollar un método analitico para la cuantificacion de &cido citrico en
fabletas efervecentes por medio de cromatografia de liquidos de alfa resolucién.

B. Objetivos Especificos.

1. Probar experimentalmente, la fase mévil y la fase estacionana Optimas
para la adecuada separacién del principio activo y excipientes en la formulacién.

2. Seleccionar las condiciones analiticas y operativas adecuadas para la
cuantificacidn de &cido citrico.

3. Validar el mélodo analitico propuesto evaluando el sistema y el método a

través de los pardmetros de exactitud y precision la concentracidn de dcido citrico
en las formulaciones que lo contienen.
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V. HIPOTESIS

De acuerdo a las propiedades fisicoquimicas de ser un compuesto faciimente
ionizable  serg posible desarrollar el método para su cuantificacién por
cromatografia de liquidos de afta resolucibn en fase reversa en tabietas
efervecentes.,, asi mismo se plantea que el método se utilice como método de
rutina al cumplir con las caracteristicas de especificidad, linealidad , exactitud y
reproducibilidad.
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V1. METODOLOGIA

A MATERIAL Y EQUIFO.

1.Maferial:

Matraz volumétrico de 100 ml, marca Pyrex

Vasos de precipitado de 000 ml, marca Pyrex
Embudo de filtracion, marca Pyrex

Pipeta volumétricade 10ml, marca Kimax

Matraz volumétrico de 1000 m! marca Pyrex

Probeta graduada de 500 mi marca Pyrex
Membranas de Nylon 66, 0.22 py y 47 mm de diamefro
Kit de filtraci6n para sofventes, marca Millipore

Kit de filtracion para membranas, marca Millipore
Papel Whatman No. 1

2. Reactivo:

Acido Citrico estindar de referencia

Acido Fosforico al 85% , marca Mallinckrot

Acetonitrilo grado HPLC, marca Mallinckrot

Low UV PIC A (tetrabutilamonio hidrogeno sulfato ). marca Millipore

3. Equipo:

Baiio de ultrasonido, marca Meltler, modelo ME-11

Cromatégrafo de liquidos, marca Waters, equipado con:

Bomba, Waters 600E.

Auto inyector automadtico Waters 717.

Detector Espectrofolometrico UV / Vis Waters 991 con amreglo de diodos.
CPU modelo sistemna personal NEC power MATE SX/ 16.

Monitor VGA color

Plotter Waters 5200
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1. Preparacién de soluciones :

a. Solvente A. Transferir a un aforado de 1000 ml, una alfcuota de 10 mi de!
frasco reactivo Law UV PIC A , adicionar 900 ml de agua grado HPLC, ajustar el
pH a 2.5 con écido fosforico concentrado, diluir y aforar con agua grado HPLC
(concentracon final 0.025 M ) . Filtrar a través de equipo de clarificacién de
solventes y desgasificar por 15 min en bario de ultrasonido.

b. Soivente B. Fiftrar 500 mi de acetonitrilo grado HPLC a través del
equipo de clarificacion de solventes y desgasificar por 15 min en baiio de
ultrasonido.

¢c. Agua acidificada. A 150 ml de agua grado HPLC ajustar el pH a 2.5
con acido fosfdrico concentrado.

d.  Acido Fosféricoal 1% . Tomar una alicuota de 10 de &cido fosférico al
85% y transferirlo a un malraz volumétrico de 1000 mi, llevar al aforo con agua
grado HPLC y mezclar.

e.  Solucién de Referencia. (SR} Pesar 80 mg de Acido Citrico estandar de
Referencia USP en un volumétrico de 100 mi y adicionar 50 ml de agua
acidificada pH 2.5 agitar y llevar al volumen con el mismo solvente. {solucién R)

f. Solucién Muestra. (SM) Pesar en un matraz volumétrico de 100 mi, una
cantidad de muestra equivalente de 80 mg de dcido citrico, exactamente
pesados, agregar 50 ml de acido fosforico al 1% , sonicar por 10 minutos, diluir al
volumen con el mismo solvente. Filtrar en papel Whatman No. 1 o equivalente,
desechando los primeros 10 mililitros del fitrado. Pasar el filtrado a través de un
filtro Miillex de 0.45 micras o equivalente. (conc. final 800 pg/ mi).

2. Sistema Cromatografico:

Columna: Nova-Pak C 18, 3.9 x 150 mm, 5um
Detector: UV a 220 nm

Fiujo: 1.3 mV/ min.

Vol. Inyeccion: 20 ul.
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Fase Movil. Iniciar con 100% del solvente A después de 2.5 minutos,
aumentar en un minuto la composicién hasta 80% de! solvente B utilizando una
curva lineal, mantener composicién del fiujo durante 2 minutos, regresar a las
condiciones iniciales de composicion y flujo en un minuto y utilizando una curva
lineal, mantener dichas condiciones durante 5 minutos.

3. Procedimiento:

Inyectar al cromatdgrafo, por separado y como minimo seis voltimenes iguales
de 20 p! de la solucién de referencia, registrar el area de los picos y calcular
el coeficiente de variacidn (CV < 1.5%) y el factor de coleo

(As < 2% ). Una vez cumplidas estas especificaciones, inyectar al cromatégrafo
20 yl de la soluciébn muestra. Obtener su correspondiente cromatograma y medir
el drea del pico.

B. CONDICIONES A PROBAR

Para el desarrollo del método para Acido Citrico se consideraron las
propiedades fisicoquimicas lales como la solubilidad y su pKa. De esta manera
dada su estructura quimica, pKa de 3.1, y la solubilidad del mismo ( 73.75 % en
agua). Se procedio a trabajar el compuesto de la siguiente forma: Puesto que se
trata de una especie ionica es posible de desarrollar un método por cromatografia
de liquidos en fase reversa, partiendo de que el pKa que el compuesto posee se
probo controlando la ionizacion de esle disolviendo al compuesto en un medio
acuoso a pH de 2.5, Posteriormente se probo una columna C18 Novapack de 15
cm la cual posee mejor resolucion que una ufondapack para este tipo de
especies ionicas. En cuanfo a la eleccion de la fase movil se probo primero con un
buffer de fosfatos:acetonitrilo en la cual se observa una buena separacion del
gcido citrico, pero los excipientes de dicha formulacion tardan demasiado en salir,
obteniendose que el tiempo de corrida fue de 25 minutos. Se procedio a realizar
un gradiente de tal manera que el compuesto de interes saliera en un tiempo
relativamente corto y los excipientes salieran mas tarde para que el tiempo de la
corrida fuese menor., por lo que se utilizd un gradiente variando la composicidn
de la fase mévil 2 un flujo de 1.3 mi/min de 100% de solvente Pic A LOW UV pH
2.5 por un liempo de 2.5 min y posteriormente aumentando en un minuto la
composicion hasta un 80% de  Acelonitrilo ulifizando una curva lineal,
manteniendo esta durante 2 minulos, de donde después se regresa a las
condiciones iniciales de composicion y flujo en un minuto ufilizando una curva
iineal, manteniendo dichas condiciones durante 5 minutos., para obtenerse un
tiempo final de corrida de 11.0 minutos . La fongitud de onda fue seleccionada
realizando un barrido a 6 distintas longitudes de onda de la cual la mds adecuada
fue de 220 nm.

38



Posteriormente se realizaron pruebas con una muestra real disolviendola en
el mismo sistema acuoso a pH 2.5, para esta se presento el inconveniente de
que al ser inyectado al cromatografo no se obtuvo una buena resolucion del pico,
debido a que en la formulacion uno de los excipientes ( el carbonato de calcio )
provoco que el pH de la muestra se modificara a 3.5 con lo cual la resolucion se
vio afectada. Para resolver este problema se empleo dcido fosférico al 1%; con el
cual se logro obtener una buena resolucion de la muestra, la cual es muy similar
al estandar.

C. EVALUACION DEL SISTEMA

1. Linealidad del sistema. Para evaluar este pardmetro Sse preparo una
selucién "stock de la solucion patron, como se indica en la preparacion de la
solucién de referencia, hasta donde se obtiene la solucion ( SR ) posteriormente
para los cinco niveles, se realizé el siguiente procedimiento.

a. Procedimiento. En matraces volumétricos de 100 ml se vertieron los
siguientes mi 10,15,20,25 y 30 de Ia solucién SR de dcido citrico para los niveles
de 50, 75, 100, 125y 150 % respectivamente, con ayuda de pipetas volumétricas
, posteriormente se mezciaron y se llevo al aforo con agua acidificada a pH 2.5,
se filtro y se inyectaron 20 microlitros al cromatografo de liquidos con la ayuda del
inyector automético (automuestreador).

2. Precision del sistema. Para evaluar este parametro se prepararon seis
muestras como se hizo para el nivel del 100% de la linealidad del sistema.

D. EVALUACIQN DEL METODO ANALITICO.

1. Linealidad del méfodo. Para la determinacion de la linealidad del método
se prepararon placebos cargados a cinco niveles de concentracin y por triplicado
cada nivel, para adicionar una cantidad exacta de Acido Citrico se preparé una
solucién patron con materia prima valorada de la siguiente manera:

a Procedimiento. En matraces volumétricos de 100 mi se peso de manera
independiente 1.25 gramos de placebo, y se adicionaron 40, 60, 80 100 y 120 mg
de acido citrico respecfivamente para cada nivel 50, 75, 100, 125 y 150 % ,
posteriormente se agita en el bafio de ultrasonido por 10 minutos, se diluyeron
hasta el aforo con el mismo solvente. Se filtré por papel Whatman No. 1 o
equivalente, desechando los primeros 10 ml del filtrado , esta solucién se filtré a
fravés de un filtro membrana de 0.2 micras y se inyectaron 20 microlitros con fa
ayuda del automuestreador al cromatdgrafo de liquidos, se registraron los
resultados de las dreas de los picos obtenidos.
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2. Exactitud del método. Para la determinacion de la exactitud al 100% , se
prepararon diez placebos cargados, las muestras se prepararon de la siguiente
manera.

En un matraz volumétrico de 100 ml se pesardn 1.25 gramos de placebo y de
manera independiente se cargaron los placebos con 80 mg de dcido citrico patron,
se agitarén por 10 minutos en el bario de ulirasonido, despues se diluyeron hasta
el aforo con el mismo solvente. Filtrando en papel Whatman No. 1 o equivalente,
desechando los primeros 10 ml del filtrado esta solucién se fillrd a través de un
filtro membrana de 0.2 micras y se inyectaron 20 microlifros con la ayuda del
automuestreador al cromatégrafo de liquidos, se registraron los resultado de las
dreas de los picos obtenidos.

3. Estabilidad de la muestra. Para determinar la estabilidad de la muestra, se
prepararon 9 placebos cargados a concentracién de 100% , estas muestras se
prepararon de la misma manera que la exactitud.

Al evaluar las muestras para su estabilidad, éstas son sometidas a fiferentes
condiciones de almacenamiento { luz, obscundad y refrigeracion ), las muestras
deben ser analizadas antes y después de almacenarse a un tiempo determinado (
24, 48, 72 hrs.) , dependiendo de las condiciones que se fijen para su operacion.

4. Especificidad. Para la determinacion de la especificidad del método se
comparé un placebo solo contra un placebo cargado, y el estandar, cada uno por
triplicado, asi como de los productos de degradacion .

5. Tolerancia. Para la determinacién de la tolerancia del método se modifico ef
pH de la fase movil, las variaciones realizadas fueron las siguientes:

Se realizaron cambios hacia abajo y hacia armiba del pH que marca la técnica
{ 2.3 y 2.8 ) para no afeclar la estabilidad de la columna.

6. Rango. Se hizo en base a los resultados obtenidos para la linealidad del
método tormando en cuenta los limites que son de 90 a 110 % de la concentracion
establecida.

7._Precision (reproducibilidad ) Para la determinacion de la reproducibilidad
del método se realizé con dos analistas de la siguiente manera:

a. En el primer dia cada analista prepara tres muesitras de manera
independiente de las tabletas de Acido Citrico como producto terminado y las
anaiiza con el método propuesto.
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b. En el segundo dia se preparan ofras fres muesiras de manera
independiente de las tabletas con el método propuesto
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Vil. RESULTADOS

A. LINEALIDAD DEL SISTEMA

Cantidad adicionada Respuesta
mag/mi ABC
0.40 0.22918
0.40 0.22856
0.40 0.22969
0.60 0.34367
0.60 0.34337
0.60 0.34305
0.80 0.45805
0.80 0.45827
0.80 0.45851
1.00 0.57321
1.00 0.57244
1.00 0.57323
1.20 0.68774
1.20 0.67696
1.20 0.68615

TABLA IV . Resultados de la linealidad del sistema para Acido Citrico

ECUACION DE LA RECTA

Y =0.5692 X +0.0021

A=0.0021

B =0.5692
r=20.9998
r:=0.9997
CV=0.1206 %
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1. Evaluacién de fa ordenada al origen.

Hipdtesis planteada.
Ho:A=0
Ha:A+0
Sy/x = 0.7284
S(xi-x)*= 1.2
tcal =0.0037

ttab. = to.975(39.1) = 2.1604

Area de Aceptacién

to2 < teal <tia2
CRITERIO

tcal < ttap.
-2.1604 < 0.0037 < 2.1604

Por lo tanto se considera que el méltodo posee una ordenada al origen cercano
a "cero".

2. Evaluacién de la pendiente

Hipétesis planteada
Ho: B=1
Ha: B#1
fcal =-0.6478
ttab. = 2.1604

Area de Aceptacion

taf2 = teal S t1-o2
CRITERIO:

leal < ttab.
-2.1604 < -0.6478 < 2.1604

Por lo tanto se considera que el meétodo posee una pendiente que se puede
consideras aproximadaa "uno”.
Ver grdfica 1 linealidad de sistema para acido citrico
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B. PRECISION DEL SISTEMA.

Cantidad adi. Respuesta
mg/mi ABC
0.80 0.4579
0.80 0.4589
0.80 0.4584
0.80 0.4545
0.80 0.4577
0.80 0.4581

TABLA VI Resultados de la precisién del sistema para el Acido
Citrico.

Y= 0.4576
DE =0.0015
CV =0.3445%

1. Criterio

Puesto que el CV < 1.5% , el sistema se considera preciso
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C. LINEALIDAD DEL METODO

Cantidad adicionada Cantidad recuperada % Recuperado
mg/m! mg/mi
0.40002 0.405946 101.48
0.40002 0.399634 99.90
0.40002 0.405641 101.40
0.60003 0.607425 101.23
0.60003 0.607321 101.21
0.60003 0.609836 101.63
0.80004 0.810019 101.24
0.80004 0.808306 101.03
0.80004 0.810997 101.36
1.00005 1.011250 101.11
1.00605 1.005600 100.55
1.00005 1.034700 100.45
1.20006 1.209736 100.80
1.20006 1.215039 101.24
1.20006 1.209249 100.76

. TABLA Vi Resultados de linealidad del método para dcido citrico.
ECUACION DE LA RECTA
Y =-0.0029 X + 1.0203
A=-0.0029
B=1.0203
r=0.9979

rt=0,9959
cv=0.4530 %

1. Evaluacion de Ia ordenada al origen.

Ho: A=0
Ha: A<>0
Sy = 1.3133
S(xi - x )2 = 1.2001
’ tca[ =0.0027

trap, = £(0.975, 13 g.1) =2.1604



Area de Aceptacion

t o2 2 gl £ a2

CRITERIO

tcal < Hab.
-2.1604 < 0.0027 <  2.1604

Por lo tanto se considera que el método posee una ordenada al origen igual a

cern.

2. Evaluacién de Ia pendiente.

Hipétesis planteada.
Ho:B=1
Ha: B <>1
Calculando con Ia formula 3 del anexo i, tenemos:
t cal = 0.0169
tiap. = 2.1604
Area de Aceptacién

te2 € ftealc € t1-a2
CRITERIO:

fcal < b
-2.1604 < 0.0169 < 2.1604

3.Coeficiente de variacitn

CV =0.4577 x 100 = 0.4530%
101.02

CRITERIO
El coeficiente de variacién debe ser menor al 2%.

Por lo tanto se considera que el método posee una pendiente cercanoa "uno”.

Ver gréfico 2 linealidad de método de acido citrico.
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D. EXACTITUD Y REPETIBILIDAD AL 100%

X% Y%
Adicionado Recuperado

100 100.7598
100 100.1953
100 98.4585
100 101.2375
100 98.3282
100 98,1980
100 101.6283
100 100.3690
100 101.6934
100 100.8467

TABLA Viil Resultados de exactitud del méfodo al 100 %
1. Con el coeficiente de variacién { CV )
CV=S/x *100

CRITERIO DE ACEPTACION CV < 1.5%
CV=1.3575%

2. Con el estadigrafo de contraste t de student.

Ho: m = 100%
Ha: m <> 100%

tcal = 0.3985

ftab=t(0.975, 9)=2262

CRITERIO:

1.CV 1.5

2. tcal < ttab.

1.3575 < 2,262

Comot(0.975 > tcal. > t (0.025 ), podemos considerar al método como exacto.
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E. PRECISION.
(Reproducibilidad )
Modelo estadistico.
Yik=M+Ai+Dj(i)+ek (i)

Hipétesis planteada.

Analista Dia
Ho: M1=M2 Ho:M1=M2
Ha: M1<> M2 Ha: M1 <> M2
ANALISTA
I ]
100.32 101.46
i 99.86 100.47
D 99.91 98.69
/
A 99.36 99.18
i 100.96 99.47
100.71 97.35

TABLA VIll. Muestra los resultados obtenidos en la evaluacién de la
reproducibilidad del método.

Con los resultados anteriores se calcularon los parametros que se muestran en
la tabla IX wveranexc il tabla 2.

ANALISTA

i i}
D | ]300.09 | 30062 | 600.71

-

A Il | 301.03 296 597.03

601.12 | 596.62 | 1197.74

TABLA IX Muestra los totales de Ia tabla VIII.
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TABLA DE ANALISIS DE VARIANZA

Fv

gl sC MC Fcal, Fiab,
Analista i 1.6875 1.6875 0.9110 38.51
Dia 2 3.7047 1.8523 1.8089 6.06

' _Error 8 8.1920 1.0240

TABLA X Muestra los resultados obfenidos para el analisis de varianza en la
evaluacion de fa reproducibilidad del método.

CRITERIO:
Se compara e/ valor de Fgla, gid: 0.05 y Fgld gle; 0.05 contra los valores
calcufados de Fa y Fd, respectivamente:
Sf el valor de Fa < Fagla,gld; 0.05 el método analitico es reproducibfe por jos
analistas. :

0.9110 < 38.51 Por lo fanto el método analitico es reproducible por los
analistas.

Si el valor de Fd es menor que Fgld, gle; 0.05 el método analitico es
reproducible en distintos dias por un mismo analista.
1.808% < 6.06 Por lo que el método analitico es reproducible en distinfos dias
por un mismo analista.

El coeficiente de variacion fue calculado como sigue:

CV¥=1.1112 x 100 = 1.1130%
99.81

Como CV < 2% se cumple con el criterio para métodos cromatogréficos
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E. ESTABILIDAD DE LA MUESTRA.

CONDICION - TIEMPO

{0/luz  |t0/obsc |t0/ef. |luz/24 |luz/48 |obs/24 |obs/48 |ref/24 |ref/48

. h h h h h h
101.23 | 101.62 | 100.75 | 101.32 | 100.43 | 101.35 | 100.47 | 100.12 | 100.53
98.32 |100.36 | 100.19 199.41 |88.37 [101.27 | 100.66 |99.47 |100.32
98.79 [101.69 [98.45 |98.47 [98.66 |100.49 |{100.12 | 100.23 |98.10
x=998.2 [101.22 199.680 [99.73 [99.15 |101.04 | 100.42 [99.94 [99.65

TABLA Xl Resultados de la estabilidad de la muestra analitica

1. Intervalo de confianza para cada condicion por tiempo

Condicion/ Tiempo 1C
LUZ /24 hrs -1.99- 2.96
LUZ/48 hrs -2,35 - 2.16
OBSC./24 hrs -1.16 - 0.79
OBSC. /48 hrs -1.68 - 0.07
REF /24 hrs -1.25 - 1.54
REF /48 hrs -2.13 - 1.84

TABLA Xl Tabla de intervalo de confianza condicion / tiempo.
CRITERIO:

Las muestras son estables a luz, obscuridad, y refngeracton por 48 horas ya
que el intervalo de confianza incluye el valor de "cero”.
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2. Coeficiente de variacidn para el analisis de las muestras por Condicién / Tiempo

(.

Condicion / Tiempo 1{%)
Luz/24 hrs 100.48
Luz /48 hrs. 99.90

Obsc. /24 hrs. 99.81

Obsc. /48 hrs. ~99.20
Ref. /24 hrs. 100.15
Ref. /48 hrs. 99.84

TABLA Xilt Valores de coeficiente de variacion de muestras de Acido Citrico por
condicién / tiempo.

CRITERIO:

La muestra es esfable a luz, obscuridad y refrigeracion y por 48 horas, ya que |
se encuentra entre los valores de 98 a 102%.

G. ESPECIFICIDAD

Los resulfados obtenidos para la especificidad se muestran en el
cromatograma 1 placebo solo en el cual se observé que no existe interferencia
de ningun otro pico que pueda sumarse al pico del Acido Citrico.

H.TOLERANCIA DEL METODO

La tolerancia del método, se comprobd modificando fas condiciones de la fase
mévil (pH).

A pH de 2.3 y de 2.8, el método no dio respuesta por lo tanto el método no es
tolerable a los cambios de pH a los que fue sometido, por lo que se debera cuidar
de no trabajar bajo estas condicicnes.
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ESPECIFICIDAD FRENTE A EXCIPIENTES

aro

Cromatograma 1 Nos muestra la respuesta de un placebo solo observandose

que no aparece otro pico que pueda sumarse al del activo en estudio.
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Cromatograma 2. Nos muestra la respuesta del Estandar de referencia de Acido
Citrico pico No 3 el cual se presenta en mismo fiempo de retencién del placebo
cargado
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Cromafograma 3. Nos muestra la respuesta de un Placebo Cargado de Acido
Citrico donde podemos observar el pico No. 3 comresponde al compuesto de
interes.
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- Cromatograrma 4. Nos muestra fos Productos de degradacion ( Acido salicilico
pico No. 5 ) en la formulacion de las tablefas Acido Clirico las cuales fueron
somelidas a humedad . De donde se observo gue el pico de interes ( pico No. 3)
no se ve modificado.
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Vil. ANALISIS DE RESULTADOS

La validacién del método analitico para la determinacion del acido citrico se
realizé tomando en cuenta los parameltros minimos establecidos por el laboratorio
(knealidad y precision del sistema, linealidad precision, exactitud del método asi
como la estabilidad de la muestra y Ia tolerancia y especificidad de! método).

Al evaluar la linealidad del sistema como se puede observar en los resultados
obtenidos en la grafica 1, se encontré que el sistema es lineal ya que existe una
relacion lineal enfre la cantidad adicionada y la respuesta obtenida por el equipo,
resultando una ordenada al origen y una pendiente salisfactorias para un modelo
lineal simple.

Para la precisién del sistema, considerando los resultados experimentales,
se enconfré que el sistema es precisc ya que se obtuvo un coeficiente de
variacién menor de 1.5 ( 0.3445), en las condiciones de operacién a las que fue
somefido.

Para la linealidad del mélodo , tomando en cuenta los resultados
experimentales de la grafica 2, se observd que existe una refacién lineal, entre la
cantidad adicionada ( X ) y la cantidad recuperada ( Y ), siguiendo un modelo de
regresion lineal simple.

Para la exactifud al 100% , como se aprecia en los resultados obtenidos en la
tabla Vi, se deduce que el méfodo es exacto, ya que el CV resulto ser menor a
1.5 porlo que puede ser empleado para la cuantificacién del &cido citrico.

Para la reproducibilidad del método, como lo demuestran los resultados
obtenidos experimentalmente no existe una diferencia significativa entre analista, y
fampoco en el dia, por lo tanto puede ser realizado por cualquier analista y en
cualquier dia.

Los resultados de estabilidad de la muestra demuestran que esta es estable a
temperatura ambiente por 24 y 48 horas, después de preparada, ya sea que se
almacene a temperatura ambiente o en refrigeracion.

Para la especificidad del método como se aprecia en el cromatograma No 4 no
existe interferencia con los productos de degradacion, en este caso uno de estos
productos de degradacion es el &cido salicilico asi como de ninguno de los
excipientes de la formulacion de la tableta por lo que puede ser utilizado en
pruebas de rutina y como indicativo de estabilidad.

Los resultados de tolerancia del método demostraron que no es tolerable a
los cambios de pH (2.3 y 2.8 ), debido a que se elimina la supresién de la
ionizacién para el &cido citrico.
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Finalmente con respecto al desarrollo del método podemos mencionar que
dicho método se trale que fuese sencillo, rapido y barato.
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IX. CONCLUSIONES

Una vez finalizado este trabajo podemos decir que el método propuesto para
cuantificar Acido Citrico en tabletas solubles como producto terminado es
adecuado de acuerdo a tedos los parémefros evaluados.

La respuesta obtenida por el sistema es lineal y preciso.

El método es lineal, exacto, preciso y reproducible, bajo las condiciones de
operacién normal,

El método propuesto es especifico para pruebas de rutina (control de calidad)
ya que no existe interferencia con ios productfos de degradacién( ver
cromatograma 4 ).

Las muestras son estables por o menos 24 horas.

Por todo lo anterior podemos concluir que el método analitico propuesto
cumple con los requisitos analiticos deseados y por o tanto puede emplearse
como méfodo rutinario en la cuantificacion de &cido Citrico en tabietas solubles
como producto terminado.
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ANEXO |

—
—
=
=
=

PARAMETRO A- B
Linealidad y precisién X X X X
Exactitud X * X .

Limite de deteccién * : X
Limite de cuantificacién . X
Reproducibilidad X X X X
Especificidad_(interferencia) X ‘ X X
Especificidad ( en estabilidad * X X
Estabilidad de la muestra X X X X

TABLA 1 Parametros minimos para validar mélodos analiticos (23,24).

* Puede ser requerida, depende de la nafuraleza de las especificaciones de la
prueba.

Donde:

I:  Control de calidad. )
II: Métodos analiticos en pruebas de biodisponibilidad , como ejemplo disolucion
, fArmacos de liberacion controlada, elc.
Ill: Métodos analiticos indicalivos de estabilidad.

A = Mélodos analiticos cuantitalivos.

B = Métodos analiticos para pruebas limite.



ANEXO U

1. Linealidad.
Sy = Yi-ay -bxy e 1
n-2
a. Evaluacidnde A(a ).

teal = a-A e, 2
Sy ( x*/n (xi-x)* )

* Criterio de Aceptacion. Si t (0.975, n-2 > feal > t(0.25 n-2} e método se
acepfa y podemos decir que tiene una ordenaca al origen considerada como
"cero ",

b. Evaluacién de B (b ).

teal= (b - B}*Syse-n)t2 . 3
Sy,

* Criterio de Aceptacién. Si(ta2 < fal < t1-aR ), el método se acepta y
podemos decir que liene una pendiente considerada comao "uno”.
2. Exactitud.
teal = (x-m)/ (DE /n} v 4
* Criterio de acepfacion. t (0.975, n-1) > tcal > t (0.25 n-1)

* Si se acepta consideramos al método como exacto.
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3. Reproducibliidad.

Modeio Matematico:

Yik=p+ o + §(i) + sk(})

Yijk = el enseyo de la sustancla de interés de la késlima muestra analizada
por el iésimo analista en el fésimo dfa.

. ¢ = media poblacional del ensayo de la sustancia de interes en la muestra.
af = efecto del analista en el ensayo (dondei=1.. a).

8] (1) = efecto del dfa anidado en el analista (donde j=1... d).

k(1) = emur del método anaglitico (dondek=1...r).

a = ndmero de analistas (donde &8 =2)

d = ndmero de dfas. (donded =2)

r = namero da replicaciones (donde r =3)

Calotrlar
Y11. = Y111 + Y112+ Y113 Y21. = Y211 +Y212 + Y213
SN Y121 Y122 +Y123 Y22 =Y221 +Y222 + Y223

Yi. = Y111 +Y112+Y113 + Y121 +Y122 +Y123"
Y2, = Y211 +Y212 +Y213 +Y221 + Y222 + Y223

Y.. =Y. +Y2.
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Suma de cuadrados de cada analista en cada dfa;

sy = (y11)2 4 (y12.)2 + (y21.)2 & (y22.)2

Suma da cuadrados de cada analista en los dos dfas ;

(syi. B=(yt. 2+ (p2.)2

Suma de cada dafo elevado &l cuadrado:
E5syifk = (y111)2 + (y112)2 + (y113)2 +.. +(y221) +
(2222 + (y223)2

Suma de cuadrados dol analista ( SCa ), efecto del factor analista, con la
formula:

Sca = zy& - v2.
or adr

Suma de cuadrados del dila anidado en ef analista { SCd ), con la formula:
scd = zylj2. - £4.2
r dr

Suma de cuedrados del error ( SCe ) con la tdrmula :
SCe =12k - zspy
r
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TABLA DE ANALISIS DE VARIANZA

Fv gl SC MC Feal Ftab
Anaksta a-1 SCa MCa=SC«/ | Fa=MCa/ | Fglafgld
gla MCd
Dia (d-1)a SCd |MCd=SCd’/| Fd=MCd | Fgidtle
gid MCe
Enmor (r-1)ad SCe MCe=
. SCeAlle

TABLA No. 2 Muestra fos céiculos para la evaluacitn ds la reproducibliided del
método.

F p.05¢* = Los valores de FO.05 se obtienen de Ia tabla de F, localizando el
cruce del valor de los grados da libertad ( gl ) del numerador horizontalmente y
of valor de los grados de libertad del denominador verticaimente, para un
a=0.005

interpretacién de resultados :
SI Fa < Fgla,gid; 0.05 Ei método analltico es reproducible por los analistas.,

SI Faz Fgla,gid; 0.05 El método analitico no es reproducible por los analistas.

Si Fd< Fgld,gle; 0.05 El método snalltico es reproducible en distintos dfas por
un mismo anallsta.

8! Fd > Fgid gle; 0.05 El método anailtico no es reproducible en distintas dfas
por un mismo anglista.

4. Establlidad de la muestra.

Yift = (Ya1)? + (Ya2)? + ... +(Yd5)? +(Yd6)!
Yir = (Ya)' + (Yb)* + (Yg)* + (Yd)*

SCE = Yi? - Yi*A

MCE = SCE/t(r-1}

tD= Yn-{Yna /2MCE X}
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