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I. INTRODUCCION 

En la comunidad global, la palabra "calidad" se ha convertido no solo en la clave 

internacional de la excelencia, si no en algo de suma importancia para obtener mi continuo 

mejoramiento con cero defectos y la satisfacción del cliente. 

En el campo del cuidado de la salud, la calidad es un verdadero compromiso. Ante tal 

situación, aumenta cada día la necesidad de desarrollar mejores métodos de análisis 

garantizando su efectividad mediante una validación, y que de ésta, se obtenga información 

sobre la confiabilidad del método analítico y que se emplee en el análisis del principio activo 

de una forma farmacéutica. 

La validación debe cumplir con ciertos parámetros estadísticos, los cuales son establecidos 

por la Secretaria de Salud en nuestro pais, la cual da una serie de normas o especificaciones 

legales que respaldan al método analítico. 

En el presente trabajo se realizó el desarrollo y validación de un método analítico por 

cromatografia de líquidos de alta resolución en un jarabe, al cual se evaluaron los siguientes 

parámetros: linealidad, precisión, exactitud, reproducibilidad, especificidad y estabilidad de 

la muestra. 

Los resultados de la validación demuestran que el método desarrollado es lineal, preciso, 

exacto, especifico y estable por 24 hrs. 

Por lo que puede ser utilizado como un método de control dé calidad en la determinación de 

sulfato de efedrina y clorhidrato- de hidroxicina en jarabe con la seguridad de que los 

resultados obtenidos son confiables. 



II FUNDAMENTACION DEL TEMA. 

A. CROMAMGIRAFIA. 

I. Antecedentes históricos. 

La historia de la cromatografta se puede dividir en varios períodos que corresponden cada uno al desarrollo de un 

nuevo método cromatográfico: 

La cromatografia de líquidos en columna "clásica" aparece a principios de éste siglo con la publicación de los 

trabajos de Tsneet, quien separó una mezcla de colorantes en una columna empacada con silice utilizando como 

elucide un líquido. Sin embargo, éste método de separación presentaba algunas desventajas que limitaron su 

popularidad, básicamente las desventajas fueron las siguientew la falta de detectores y la lentitud de las 

separaciones. (1)(l8) 

F.n la dccada de los 30's, el método fué modificado permitiendo que los componemes salieran de la columna para 

recogerse en fracciones que posteriormente se evaluaba. En la decida del '40 Tisclius incorporó un monitor de 

medición continua (Indice de refracción). 

Hoy representa una de las herramientas más empleadas en el laboratorio analítico moderno. ya sea éste dedicado a 

la investigación básica o aplicada, industrial, farmacéutica, biológico o farmacéunco.(20) 

2. Definkión de la ertanalografla 

Cromalogralla cs un término general aplicado a una amplia gama de técnicas de separación que esencialmente se 

basan en la distribución de los componentes a separar entre dos fases; una de ellas es una fase móvil, la cuál puede 

ser un gas o un líquido, y la otra es una fase estacionaria, la cual a su vez puede ser un liquido o un sólido. El 

proceso cromatográfico tiene lugar como resultado de repetidas adsorciones o repartos durante el movimiento de 

los componentes de la muestra a lo largo del lecho estacionario, alcanzándose la separación gracias a las 

diferencias en los coeficientes de distribución de los distintos componentes de la muestra.(18) 
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Clasificación de la cromalagrafia 

Basándonos en la naunaleza de la fase móvil, la crommogralla se divide en cromatografia de gases y cromalografia 

de liquides, los cuales a su vez se dividen al tomar en cuenta la naturales de la faSe estacionaria, tal y como se 

muestra en la figura I (2) 

GAS-SOLIDO 

GASEOSA 

GAS -LIQUIDO 

LIQUIDO-SOLIDO 

LIQUIDO-LIQUIDO 

COLUMNA FASE LIGADA 

INTERCAMBIO ION ICO 

EXCLUSION MOLECULAR 

LIQUIDA. 

{PAPEL 
PLANA 

CAPA DELGADA 

Figura I. clasificación de la croinatogratia 
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4. Mecanismos de separación 

En la cromatogralla en columna o cromatogralla de liquidas de alta resolución lambido conocida corno CI.Alt o 

IIPLC (lligh Performance Liquid Cliromatography), existen seis mecanismos diferentes para la retención de las 

moléculas de la muestra por fase estacionaria, estos son: 

a) Crontatogralla líquido•liquido. 

b) Cromatografla liquido•sólido. 

c) Cromatogralla de intercambio jónico. 

d) Cromatogra(ia de permeación en gel 

e) Cromatogralla en fase nonal. 

Croniatograflit en fase inversa. 

a) Cromutografia liquido-liquido, 

ComMunente conocida como cromatografia de partición, involucra una fase estacionaria liquida cuya composición 

es diferente a la fase móvil liquida. Las moléculas de la muestra se distribuyen entre la fase móvil y la fase 

estacionaria, al igual que en una extracción liquido-liquido en un embudo de separación. La fase móvil y la fase 

estacionaria deben ser ininiscibles. 

Inicialmente la fase estacionaria liquida se encontraba unida químicamente a un soporte sólido, pero con 

frecuencia sufría el arrastre por parte de la fase móvil, para evitar este inconveniente se creó Ulla nueva técnica: 

cromatogralla de fase enlazada, eit la cual la fase estacionaria está permanentemente unida al soporte para obtener 

diferentes grados de polaridad en la fase estacionar-W.(4) 



Cromatografia liquido•sólido. 

También conocida como cromatografia de adsorción. En el empaque encontramos partículas con grandes arcas de 

contacto que retienen a las moléculas de la muestra por atracción (afinidad cromatográfica). Los materiales 

utilizados generalmente en la fase estacionaria son: alumina, carbón activado y carbonato de calcio. Normalmente 

la cromatogralla de adsorción separa los compuestos por grupos funcionales de acuerdo a la polaridad, a través de 

etapas de adsorción-desorción.(4) 

c) Cromatografia de intercambio Moteo. 

El lecho estacionario tiene una superficie cargada iónicameme con carga. coniraria a la de la muestra, ésta técnica 

se utiliza casi exclusivamente con muestra fónicas o ionizables. Cuanto mayor sea la carga de la muestra," más 

fuertemente será atraída hacía la superficie fónica y por tanto, más tiempo tardará en ser eluidal 18) 

d) Cromatografia de permearión en gel. 

En esta técnica denominada también como cromatogralia por exclusión, la separación de los componentes de la 

muestra se realiza de acuerdo al tamaño de las moléculas, las más pequeñas penetrarán en la :lumia de los poros 

de la fase estacionaria, por lo tanto, serán retenidas mayor tiempo que las moléculas grandes, las cuales pasarán 

libremente a ifIlVéS de la columna que por su tamaño no penetrarán en los poros. Los materiales utilizados como 

relleno en la fase estacionaria son geles polintéricos rígidos, con un tamaño de poro controlado. 

El tiempo de retención de cada compuesto estará en relación inversa a su peso molecular; menor tiempo de 

retención para compuestos con mayor peso molecular, 

La crornatogralla de Ilquidos también se clasifica según sea su polaridad relativa de las dos fases y la 

preponderancia de los fenómenos de adsorción o reparto, esto es: 

e) Cromatografia en fase normal. 

El lecho estacionario es de naturaleza fuertemente polar y la fase móvil es Nidal'. las muestra polares quedan 

retenidas en la columna durante tiempos mayores que los materiales menos polares o volares, 
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f) Cromalografla en fase inversa. 

Es el proceso inverso, en el cual, el lecho estacionario es de naturaleza almiar, mientras la fase móvil es un liquido 

polar, cuanto más apolar sea la muestra mayor será su retención. 

Donde la partícula base de silica gel se modifica qulmicamente para remplazar sus grupos funcionales activos, (los 

silanoles de características polares) por determinados grupos funcionales, entre ellos se encuentran: octadecilsilano 

(frecuentemente llamado ODS o C15), octilsilano (C1), fenilo, ciano (CN), amino, diol, ele, (20) 

5. Porinselns fundamentales en la croinalogralla de líquidos de alta resolución. 

El cromalograma comienza en el momento en que la solución en ensayo es inyectada (ver cromatograma tipo en 

la figura 2). A partir de ese punto, las señales encontradas en el cromatograma pueden clasificarse como: Volumen 

de elución (Vil): es el volumen de fase móvil entre la inyección y la elución de la concentración máxima del salmo. 

A flujo constante, el tiempo transcurrido entre dichos puntos corresponde al tiempo de retención. 

Tiempo de retención (tr): es el tiempo medido entre la inyección y la elución de la concentración máxima del 

solido enésimo (máxima señal). 

Linea base: es la proporción del cronuttograma donde sólo se aprecia la elación de la fase móvil, sin señal debida al 

soluto. (20) 

Resolución (R). 

Como se ha dicho, el objetivo primario de la cromatografia es la separación de los constituyentes de una muestra. 

Es natural, entonces, la necesidad de contar con una expresión cuantitativa de la calidad de la separación. Esta 

expresión es la resolución, donde la resolución es una medida de la capacidad que tiene una columna para separar 

dos picos y es definida como la distancia que existe entre el centro del pico dividida entre cl promedio de las 

anchuras de los mismos. Esta expresión se calcula de la siguiente manera: 

112 (W 2  — W 1  ) 

Tanto la selectividad (a ), como la eficiencia (N) y el factor de capacidad (k) están estrechamente ligados a la 

resolución, ocupando la siguiente fórmula: 

•)( N  112)(a 	I)(  kt  

a 	i• k') 

Eficiencia Selectividad Factor de capacidad 

R- 
(1 2 -11) 
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a -04 

Por lo tanto, para optimizar o poner u punto una separación se puede actuar sobre cualquiera de estos factores. (4, 

20) 

P 

a 

Tiempo 

Figuro 2, Crontatogronta tipo 

Eficiencia (N). 
La eficiencia de la columna se mide por los platos teóricos (N), estos miden el ensanchamiento de la banda del 

solido de la nuestra medida que pasa a través de la columna. Los platos teóricos se calculan directamente del 

crontatogranta (18) 

N es el valor útil para medir la habilidad relativa de la columna para proporcionar picos angostos, es decir, coa 

valores pequenos de ancho de pico y asá mejorar la resolución. Bidlingnicyer y Warren analizaron las modalidades 

empleadas para la determinación de N concluyendo que tanto el cálculo basado en la medida del ancho del pico en 

la base, como la tontada a media altura de pico son poco exactas cuando el gráfico se aleja de la nonindidad (ver 

figura 3 y tabla I). Sin embargo, como estos autores reconocen, el método debe elegirse de acuerdo ala necesidad 

del analista. (20) 

( ir) 
N =a — 

W 

Donde 

tr = tiempo de retención 

W ancho del pico 

a 	ecuación anterior 

6 



Tabla 1. Métodos para el cálculo de N. 

W a método exactitud 

W1  4 inflexión baja 

Wb  5.54 media onda baja 

W, 9 3 — 

4 16 	, 4 media 
1 

W, 25 5 alta 

Ww 16 tangente baja 

Altura de 
ideo 

100.0 

Wtan 

60.7 . 

50.0 

32.4 	 

13.4 
4.4 

Figura 3. Anchos de pico empleados para el cálculo de platos teoricos (N) 
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Selectividad ( cc ), 

Mide la capacidad de una columna para separa dos componentes debido a sus diferentes afinidades y por tatuo a su 

diferente retención. La separación de los componentes requiere que tengan diferentes coeficientes de punición entre la fase 

móvil y la fase estacionaria. Si no existe separación, cc es igual a la unidad y su valor aumenta cuando aumenta la 

separación. El cc de los picos I y 2 (ver figura 2) se calcula como: 

K; 

Factor de capacidad (le). 

Es el coeficiente de reparto común a todos los procedimientos distribución; por lo que es una constante tennedinimica 

y mide la solubilidad de la muestra en la fase estacionaria. Este valor nos indica el tiempo durante el cual puede menerse 

cada componente de una muestra en una columna. 

El factor de capacidad (k') para un componente dado, esti definido por la siguiente ecuación: 

concentración de la muestra en la fase estacionada 

concentración de la muestra en la fase móvil. 

fraude demostrase que k' es proporcional al tiempo de retención del soluto y se calcula para el pico endsimo como: 

k*= (tn•lo) / to 

(Vn•Vo) / Vo 

El valor de k' puede ajustarse modificando la fuerra de elación de la fase móvil. (20) 

8 
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6. Componentes de un cron►alogrrdo de liquidas y d proceso cron►atagrafico. 

Los componentes acenciales encontrados en un instntniento de CZAR incluye: bomba, inyector, memoria, columna, 

detector y registrador (Ver figura 4). 

La columna está considerada como el corazón del sistema, la cual se encuentra rellena de fase estacionaria que está 

compuesta por particulas, y para la cual es necesario una bomba de alta presión para transportar la fase móvil a través de 

la columna. El proceso cromatográfico empieza por la inyarión del soluto a través del inyector. La separación (=Re al 

bombear la fase móvil y el soluto a través de la columna, cada compuesto que cluye de la columna es detectado ya sea por 

un detector universal o selectivo, dependiendo de las propiedades de los componentes a medir. 

La respuesta del detector a la presencia de cada componente es manifestada en una carta graficadora como un 

cromatograma por medio de un integrador. Para colectar, guardar y analizar los datos cromatográfioos, esto siendo 

ocupados computadoras para procesamiento de datos. La sellal producida por el detector sera manifestada en forma de 

picos (Gausianos) representando la concentración de los componentes cluidos. la calidad de la separación crommográfica 

puede ser determinada matemáticamente obteniendo los valores de eficiencia, selectividad y resolución de los resultados 

cromalográficos. (20) 

Figura 4. Componente' de un►  erunialógralo de liquidar. 
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a) Contenedor de fase nihil. 

Su función será contener los disolventes que se emplean como fase móvil, la cual ayuda a la separación de los 

componentes de una mezcla en una columna. Algunos sistemas cromatográficos solo disponen de una cavidad de 

reservado, pero en la actualidad, los equipos suelen disponer de dos reservados e incluso de tres, capaces de 

suministrar los distintos solventes en ellos contenidos de forma variable y pasar al sistema de bombeo. Los 

disolventes empleados para croinatogralla de liquidas deben tener las siguientes características: 

• Ser puro sin contaminantes.(Grado cromalográfico). 

• No reaccionar con el empaque. 

• Ser compatible con el detector. 

• Disolver la muestra. 

• Tener baja viscosidad. 

• Estar comercialmente disponible a bajo precio. 

• Si es mezcla, ser compatible entre ellos.(18, 20) 

b) Sistema de bombeo. 

Las bombas para cromalogralla de liquidas, impulsan la fase móvil proveniente del reservarlo de solvente hacia el 

inyector y desde ahi hacia la columna. Su flujo de trabajo puede ser muy variable, según la escala de trabajo 

escogida. 

Básicamente existen dos tipos de bomba: las de pistón (bombas reciprocantes) y las de desplazamiento continuo 

(bombas jeringa). Las primeras son de uso más difundido; son muy versátiles y fáciles de adaptar a la rutina del 

laboratorio. Las segundas no emiten pulsos en la entrega del disolvente. (20) 

c) Sistema de inyección. 

El inyector es el dispositivo que permite introducir la muestra en solución sin interrumpir el caudal de solvente a 

través del sistema. Actualmente la totalidad de los inyectores de cromatogralia de líquidos son válvulas que 

orientan el caudal hacia la columna, pasando o no según su posición a través de un loop en el cual se introduce la 

solución a inyectar, las válvulas pueden accionarse manual o automáticamente. (20) 

10 



d) Columna. 

Se considera a la columna como la parte fundamental de la cromatografia ya que en esta es donde se va a llevar a 

cabo la separación. El material de empaque seleccionado dependerá básicathente de la separación que se desee 

hacer.(8) 

Existen dos tipos de columnas: 

i) Columnas en:Alineas 

ii) Columnas preparativas. 

1) Columnas analíticas. 

Normalmente son tubos cilíndricos de un material inerte, capaz de resistir altas presiones. El material más 

utilizado es el acero inoxidable, también se emplea el tubo de vidrio, pero las conexiones metal•vidrio a altas 

presiones no sellan herméticamente. El diámetro interno de las columnas varia entre 1 y 6 nuts, en la mayoría de 

los casos es de 3 a 4 nim. La longitud varia de 7 a 50 cm, en algunos casos, sobre todo en el maridé de perineación 

en gel suelen ser de mayor longitud. Este tipo de columnas se utilizan en los métodos analíticos. Generalmente las 

cotonas de mayor eficacia son de diámetro pequeño (3nun) y efectúan análisis muy rápidos. (9) 

II) Columnas preparativas. 

Empleadas para separar y recuperar los componentes de una muestra en cantidad suficiente para su uso posterior, 

estas columnas pueden tener más de 1 cm de diámetro interno. La separación se realiza en forma más lenta con 

una eficiencia menor que las columnas de diámetro menor. (9) 

e) Detector 

El detector es la parte del equipo cromatográlico que permite "ver" y ubicar en tiempo y espacio la posición de cada 

componente de una muestra a la salida de la columna cromatográfica. 

Los detectores deben reunir ciertas características, entre ellas. 

• Tener amplio rango dinámico de respuesta. 

• Poseer una respuesta lineal. 

• No contribuir al ensanchamiento de banda extraeolumnar. 

• Responder a los soltaos, 

• Tener la sensibilidad apropiada. 
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Poseer una buena relación señal/mido. 

Los detectores pueden clasificarse en generales y selectivos. Los detectores generales miden el cambio de alguna 

propiedad tísica de la fase móvil que contiene el amibo en comparación con la misma fase móvil pura, por 

ejemplo: detector de indice de refracción y el de conductividad. Los detectores selectivos son aquellos sensibles a 

alguna propiedad del soluto, por ejemplo el detector UV, que produce una sedal proporcional á la absorbancia del 

soluto a una longitud de onda dada .Otro ejemplo es el detector de fluorescencia. 

1) Detectores generales 

Detector de Indice de Refracción 

Este detector mide la diferencia de indice de refracción entre el solvente puro y el solvente que contiene la muestra. 

Es un detector universal (ya que es altamente improbable que el indice de refracción del soluto sea similar al del 

solvente) y no destructivo. Como contrapartida es muy poco sensible, lo cual 'india su campo de aplicación y es 

muy afectado por cambios de temperatura. 

0) Detectores selectivos. 

Detector UV 

Es el detector más empleado en IIPLC. Posee buena sensibilidad y rango lineal y permite detectar malitos en el 

orden de rianogramos. No es destructivo y puede emplearse con gradientes de solventes, con la 11111Ca limitación de 

que éstos sean transparentes en la longitud de onda de trabajo. En general permiten cambiar el volumen de su 

celda, típicamente con volatines de I a 12 microlítros, Es un detector muy poco sensible a los cambios de caudal 

y temperatura. El detector UV opera en un rango de I90 a 350 nm, y en algunos equipos se puede extender a la 

zona visible del espectro (350 a 700 nm) recibiendo asi el nombre de detector UY/visible. La concentración del 

amibo en la muestra se determina por aplicación de la Ley de Dem Mann, donde A es la absotbancia, a es la 

absortividad molar del rinanto, b es el camino óptico de la celda medido en cm y C es la concentración de arruino 

en la muestra expresada en moles/1. 

iii) Detector de fluorescencia 

El detector de fluorescencia se utiliza para el análisis de sustancias que presentan fluorescencia natural o conferida 

por derivalización con un reactivo fluortigenico. Su alta sensibilidad y selectividad lo convierte en un detector 

adecuado para el análisis de trazas. 
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IN Detector electroquindeo 

a un detector muy sensible, unas 1000 veces más sensible que el detector UV y altamente selectivo. La 

selectividad se debe, no solo a que detecta compuestos capaces de ser oxidados y reducidos, sino que puede 

reducirse el número de esos compuestos detectados por una cuidadosa elección del potencial aplicado. 

I) Registrador de señales. 

La salida de información de un detector de cromatogralla liquida es en ferina de una señal eléctrica. 

Esta señal puede ser manejada de diversas maneras. La manera mas simple de disponer de la información es tm 

cromatograma en papel, que se obtiene a partir de las separaciones en la columna bajo condiciones en las cuales los 

coeficientes de distribución de los diversos componentes de la muestra son constantes, en estas condiciones, los 

solutos migran a lo largo de una columna en forma de bandas simétricas, con una distribución normal de 

concentraciones, que al salir de la columna son detectadas y representadas gráficamente por picos gaussianos. De 

los cuales se citan los siguientes'. registrador gráfico, integrador y computadora. (10)(20) 
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DESCRIPCION DE LOS FARMACOS, PROPIEDADES FISICOQUIMICAS Y 
FARMACOLOGICAS DE LOS PRINCIPIOS ACTIVOS 

1. Clorhidrato de hidruxicina. (12) 

Nombre: 

Clorhidrato de hidroxicina es designado costo etanol, 212-14-1(4-clorofenilgenilmetill-1-piperazinilletoxil- 

diltidrocloruro.Los nombres comerciales son atarax, eanrax, enarax, ntarax y vistan'. 

Propiedades flsIcoquinaicas: 

Fórmula desarrollada: 

CH2CH2  OCH2CH2OH 

\ 

0—CH - 	-C1 

Peso molecular: 447.83 gimo' 

Fórmula condensada: (Crs 410  CI N2  02  ) 2 11CI 

El clorhidrato de Itidroxicina es un polvo cristalino blanco, inodoro, solubilidad 700 mg/ml de agua; 60 mg/ml de 

cloroformo; 2 ing/m1 de acetona y menos de 0.1 mg/ml de éter. Su punto de ebullición es de 196 A 204° C, con 

descomposición. Constante de ionización, pka. 2.0. Se extrae con solventes orgánicos con soluciones acuosas 

alcalinas, 

Propiedades farmacológicas: 

Es un agente ansiolitico, se utiliza en el tratamiento de los estados de malestar emocional leves o moderados, en 

tensiones nerviosas y cuando se necesita un relajante muscular. También es utilizado en el tratamiento de asma, 

útil en el tratamiento de la neurosis yen personas normales que reaccionan adversamente al estres ambiental. 
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2. Sulfato de efedrina. (13) 

Nombre 

Sulfato de efedrina. 

Propiedades fisieoquimiem: 

Fórmula desarrollada: 

.ami 'mei% 

Peso molecular: 428 g/ntol. 

Fórmula condensada: 

C20 H32 N2 06 S 

Cristales o polvo cristalino incoloro o blanco, con obscurecimiento a la luz. Es soluble I g en 2 ml de agita y I g en 

60 ml de etanol. Tiene un punto de ebullición 258° C, con descomposición. Puede ser eximido por disolventes 

orgánicos con soluciones alcalinas acuosas, es volátil y puede ser separada por destilación con soluciones alcalinas. 

Propiedades farmacológicas: 

Es un agente adrenórgico, utilizado en patología asmático (broncodilatador), para mantenimiento de la presión 

arterial en la anestesia raquidea, control de la hipotensión postural, descongestión nasal. (I I) 
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C. VALIDACION DE METODOS ANALITICOS. 

Una vez desarrollado un método de análisis por cromatografia de liquides de ala resolución, al igual que toda técnica 

analitica, deberá validarse, es decir, se debe continuar y documentar que los resultados por él producidos son confiables. 

En un métalo de validación deben considerarse los siguientes parámetros: especificidad, linadidad, precisión, exactitud, 

reproducibilidad y estabilidad de la muestra para un método de control de atildad. 

I. DEFINICION. 

La validación de métodos analíticos se define como el proceso por el cual queda establecido por estudios de 

laboratorio, que la capacidad del método satisface los requisitos para la aplicaciones nalllices deseadas. (15) 

2, PROCEDIMIENTO DE VALIDACION, PARAMETROS EWTADISTICOS V CRITERIOS DE 

ACEPTACION. 

u) Especificidad. 

Establece en qué grado la medición obtenida se debe exclusivamente a la sustancia a evaluar y no a otros 

componentes que puedan estar presentes en el material a ser analizado. 

Para determinar este parámetro, deberán realizarse las siguientes pruebas con el método propuesto: 

• Analizar el placebo del producto. 

• Identificar la(s) respuesta(s) del(los) activo(s), y si procede de los excipientes y/o de otras sustancias 

presentes. (15) 

Criterio: 

Confirmar que el método desarrollado es capaz de cuantificar la sustancia de interés sin que exista interferencia 

de otras sustancias presentes. 

h) LInedlid ad. 

Es la medida del grado en el cual la cuna de calibración del método se aproxima a la Enceldad, para asegurar que 

el resultado obtenido es proporcional a la concentración del principio activo a evaluar, dentro de un intervalo de 

concentraciones definido. (14, 15) 

1).1,) lineallded del sistema. 

Se determina construyendo una curva de calibración (concentración contra respuesta medida), utilizando cuando 

menos 5 diluciones preparadas a partir de una misma solución patrón y haciendo el análisis cuando menos por 

duplicado para cada dilución, normalmente entre el 50% y 150% del valor normal ensayado. (14, 15, 16) 
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Criterio: 

CV 5 1.5% para un método cromatográfico. 

r 1 	0.99 

r 2 1 0.98 

b.2.) Linealldad del método. 

Se delemana a partir de placebos adicionados de cuando menos 5 diferentes cantidades de la sustancia de interés 

(placebos cargados), cada uno de manera independiente, haciendo el análisis por triplicado, Normalmente entre el 

50% y el 150% del valor normal ensayado. 

Criterio: 

El método analitico se designará lineal, cuando la curva encontrada en el método, demuestre ser una linea recta a 

través de los siguientes parámetros: 

= 1 

b=0  

r 1 0.99 

r 2 2 0.98 

Donde: 

t cale in < t tab (n-1, 0,95) 

t cale b < I ab (n-1, 0.95) 	(14, 15, 16) 

El método de cuantificación cromatográfica debe tener un promedio de recobro de 98 al 11)2% y un CV 5 2% 

e) Exactitud. 

Es la concordancia entre un valor obtenido experimentalmente y el valor de referencia Se expresa corno el 

porcicnto de recobro obtenido del análisis de muestras, a las que se le ha adicionado cantidades conocidas de la 

sustancia. Se determina de cuando menos 6 placebos cargados de manera independiente con la cantidad necesaria 

de la sustancia de interés, para obtener la concentración del 100%. Utilizando el método propuesto. Haciendo el 

análisis en las mismas condiciones de operación y por el mismo analisIa. 

Criterio: 

Para un método cromatográfico el promedio de recobro debe oscilar entre el 98%y 102% y tener un coeficiente de 

variación menor o igual al 2%. (15) 

d) Precisión (Reproducibilidad). 

Es el grado de concordancia entre resultados analíticos individuales cuando el procedimiento se aplica 

repetidamente a diferentes muestreos de una ¡nuestra homogénea del producto. Usualmente se expresa en términos 

17 



de desviación estándar o del coeficiente de variación. Lá precisión es una medida del grado de reproducibilidad y 

repelibilidad del método analitico bajo las condiciones normales de operación. (14, 15) 

11.) Repelibilidad. 

Es la precisión de un método minio expresada como la concordancia entre determinaciones Independientes, 

realizadas por un mismo analista, utilizando el mismo equipo y métodos. Se determina utilizando 6 placebos 

cargados de manera independiente con la cantidad necesaria de la sustancia de interés para obtener la 

concentración del 100%, utilizando el método propuesto y haciendo el análisis en las mismas condiciones de 

operación y por el mismo analista,(15) 

Criterio: 

C.V. < 2 % para un método cromatográfico y un porciento de recobro del 911 al 102%. 

d.2.) Reproducibilidad. 

Es la precisión de un método de análisis expresado como la concordancia entre deterMinaciones realizadas por 

diferentes analistas, en distintos dias y/o laboratorios, utilizando los mismos y/o diferentes equipos. Debe trabajarse 

de manera independiente y con una muestra homogénea del producto. Se determina con una muestra del producto 

cercana al 100% de la concentración teórica, analizada cuando menos por dos analistas, en dos dias diferentel y 

por triplicado. (14, 15, 16) 

Criterio: 

C.V. 	2 % para un método cromatográfico 

Donde: 

Fcale < Ftab(0.95) 

e) Estabilidad de la muestra. 

Es la propiedad de una muestra preparada para su cuantificación, de conservar su integridad fisico-quImica y la 

concentración de la sustancia de interés. Se determina mediante la comparación de los resultados de los análisis 

iniciales de tres muestras con los obtenidos de las mismas muestras después de permanecer por un tiempo 

determinado en diferentes condiciones. (15) 

Criterio: 

media del La muestra es estable si el intervalo de confianza para la diferencia de la media de la muestra con 

respecto a la análisis inicial incluye el valor de cero y/O la magnitud del efecto no exceda el siguiente porcentaje 

para un método cromatográfico del +/- 2%. 
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III. Planteamiento del problema. 

Dentro de las enfermedades respiratorias se encuentra el asma, el cual suele agudizarse tanto en la temporada 

invernal como en las ciudades en donde es alta la contaminación, el padecimiento asmático se manifiesta a través 

de ataques de tos, espasmos y secreción, mismos que se originan por procesos inflamatorios de las vías 

respiratorias, éstos se acentúan ante diversos factores, COMO sustancias químicas, ejercicios (bicos, cambios de 

temperatura (periodos invernales), fármacos y crisis emocionales. La padecen personas de todas las edades en el 

mundo, con una incidencia que varia del 5 al 10% de la población general y dependiendo, en gran parte, de la 

situación geográfica y de la concentración urbana donde vivan. En cuanto a la edad, existe un predominio de 

aproximadamente un 70% en niños y el otro porcentaje se presenta en adolescentes y adultos. 

Para evitar este proceso, en los tratamientos asmáticos el médico preescribe entre otros medicamentos la Icofilina 

acompañada de sulfato de cfedrina y clorhidrato de hidroxicitta, cuyas acciones farmacológicas son el estimulo de 

la respiración, relajamiento de la musculatura lisa, incluyendo los bronquios y vasos sanguíneos. (17) 

Estos activos se encuentran en formulaciones farmacéuticas que deben de estar contenidos en una concentración 

específica a fin de que puedan tener su acción farmacológica efectiva, y para poder asegurar ésta concentración en 

las presentaciones farmacéuticas, se debe de contar con métodos analíticos sencillos, que nos permitan de manera 

precisa y exacta cuantificarlos. 

En el laboratorio donde se realizó la pape experimental se produce un jarabe que contiene sulfato de efedrina y 

clorhidrato de hidroxicina, para el cual no se cuenta con un método analítico, por lo que se tiene que enviar el 

producto a analizar en un laboratorio de tercena lo cual es costoso y tardado, es por ésto que se creyó conveniente 

desarrollar y validar un método analítico tomando en cuenta que las propiedades fisicoquimicas son las siguientes: 

son compuestos con peso molecular intermedio, esto es mayor de 300 y menor de 2000 gimo', tienen tamaño 

molecular semejante, son poco polares, tienen la capacidad de poder suprimir la ionización o ionizados, pueden 

absorber en la región ultravioleta y difieren en su cadena hidrocarbonada con tales características se puede ocupar 

la cromalogralla de líquidos de alta resolución por ser una herramienta que sirve mucho en el análisis de estos 

productos con multicomponentes, con un minimo de preparación de muestra, por ser rápido, tener bajo costo de 

análisis y buena reproducibilidad garantizando este método mediante una validación. 
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IV. OBJETIVOS. 

OBJETIVO GENERAL 

Desarrollar y validar un método analitico por cromatogralla de liquidas de alta resolución, para la cuantificación 

de sulfato de efedriaa y clorhidrato de hidroxicina en un jarabe, que sea tuilizado como método de rutina para 

control de calidad. 

OBJETIVOS ESPECIFICOS 

Seleccionar experimentalmente, la fase móvil y la fase estacionaria óptimas para la separación del sulfato de 

efedrina y clorhidrato de hidroxicina en el jarabe. 

Seleccionar las condiciones analíticas y operativas adecuadas por cromatografla de liquidas de alta resolución. 

Validar el melado analitico desarrollado, evaluando estadísticamente al sistema y método, cubriendo - los 

siguientes parámetros: especificidad, precisión, exactitud, linealidad y estabilidad de la muestra. 
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V. HIPOTESIS 

Si se toman en cuenta l►s propiedades fisicoquimicas del clorhidrato de hidroxicina y del sulfato de efairina contenidos en 

(tajarle, entonces se podni cuantificar la cantidad presente de los mismos con un métalo analítico por cromalogralla de 

líquidos de alta asolación, de una manera exacta, presisa, con costo y tiempo de análisis bajo. 
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VI. MATERIAL Y METODO. 

A) Material, Equipo, Reactivos y Preparación de Soluciones. 

A.I ,) MATERIAL 

Matraces volumétrico de baja transmitancia Kimas. 

Pipetas volumétricas y graduadas. 

Membranas Ifidrofilicas de 0.45 micras. 

Papel filtro del número 4. 

Embudos de filtración. 

A.2.) EQUIPO 

Crontatógrafo de liquides de alta resolución, Beekinan: 
wf 	

• Sistema de distribución de disolventes 13ecknian modelo 114m. 

• Inyector manual MC1(1114111. 

• Detector de longitud de onda variable, Deckinan, modelo 163, 

• Integrador Beckinan modelo 427, 

13afie ultrasónico Menta. 

Bomba de vacio watters. 

Columna cromatográfica ODS, 15 cm. X 4.6 aun, tamaño de partícula de 5 micras, SpberisOlb, 
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A.3.) MACH VOS 

Fosfáto monobásico de potasio grado reactivo Merck. 

Hidróxido de potasio grado reactivo Merck. 

Metanol grado IIPLC Merck. 

Acetonitrilo grado HPLC Merck. 

Sulfato de efedrina eslandar secundario. 

Clorhidrato de hidroxicina estándar secundario. 

Hidróxido de amonio concentrado Merck. 

Agua destilada. 

A.4.) PREPARACION DE SOLUCIONES 

Solución buffer de fosfato§ 

Se pesaron 680 mg de fosfato monobásico de potasio y transferieron u un matraz ‘nitirriétrico de 500 ml, se 

disolvieron y se aforaron con agua. Se ajustó el ¡i de la solución a 5.8 II- 0.1 con una solución de hidróxido de 

potasio 0.5 N. 

lolución de muno' al 50%  

Se preparará una solución 1:1 con metanollIPLC y 11$113. 

Preparación de la fase móvil 

Se midió volumétricantente: 20 ml de solución buffer de fosfatos pli 5.8 Y 15 ml de acetonitrilo 1111C. Se 

transfirió a un matraz volumétrico de 100 ml. Se aforó con 111C13110111PLC y se mezcló con barra magnética. 

Se filtró por membrana hidrofilica de 0.45 micras y se colocó en un baño ultrasónico por 5 minutos. 
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II) MÉTODO 

PREPARACION DEL ESTANDAR 

Se pesaron 125 mg de solían) de efcdrina estándar secundario y 50 mg de clorhidrato de hidroxicina escudar 

secundario, en un matraz volumétrico de 100 ml. Disolver con 40 ntl de agua. Llevar a un bailo ultrasónico por 3 

minutos. Llevar al aforo con agua y mezclar. Tomar una alícuota de 5 ml y transferir a un matraz volumétrico de 

50 ml.Agregar 1 ml de hidróxido de ;intorno concentrado. Colocar en un bailo ultrasónico por 15 minutos. Aforar 

con metano' 1IPLC y mezclar, Filtrar por papel filtro del No.4.Tontar una alícuota de 10 ml y transferirla a un 

matraz volumétrico de 25 ml. Aforar con la solución de inetanol id 50%. Filtrar por membrana ladrofilica 0.45 

micras e inyectar al sistema. 

PREPARCION DE LA MUESTRA 

llomogenizar el contenido de por lo menos 3 frascos de jarabe con barra magnétim. Tomar una alícuota de 5 oil de 

jarabe y transferir a un matraz volumétrico de 50 nil, dejar drenar la pipeta por 5 minutos. Adicionar 1 ml de 

hidróxido de amoldo concentrado. Mezclar y colocar en un bino ultrasónico por 15 minutos: Aforar con mehinol 

IIPLC y mezclar. Filtrar por papel filtro del No.4. Tomar una alícuota de 10 ml y transferir a un matraz 

volumétrico de 25 ml. Aforar con la solución de metano! al 50% y mezclar. Filtrar por membrana Iddrolllica de 

0.45 micras e inyectar al sistema. 

CONDICIONES CROMATOGRAFICAS 

Longitud de onda: 220 net 

" Velocidad de flujo: 1.2 nilintin. 

" Volumen de inyección: 40 microliiros. 

' Columna cromatográlica: SpherisOrb ODS de 15 cm. X 4,6 mm y tamaño de partícula de 5 micras. 

Cromatógraro de líquidos de alta resolución Beckman o equivalente. 

" Tiempos de retención aproximados 

Clorhidrato de ladroxiciiiii:4.60 'ahitaos 

Solían) de efedrina: 6.99 minutos 
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VII. RESULTADOS 

Se obtuvo la separación crontatográfica del sulfato de efedrina y clorhidrato de hidroxicina en un jarabe (ver figura 

5) 

a C «hidrato de 
1 idroxicion 

b Sulfato de etedrina 

Figura 5. Cromatogrania para &olfato de eferdrina y clorhidrato de hidroxicina en un 

jarabe. 

Condiciones cronuttográficas: 

Columna: 	SpherisOrb ODS (5 micras). 

Fase móvil: 	Acetonitrilo•ntelanol•buiTer de fosfatos 0.01 M pll 5.8 (15:64:21). 

Flujo: 	1,2 

Detector: 	UV 220 un. 

Tiempos de retención: 

Clorhidrato de hidroxicina 4,6min 

Sulfato de efedrina 6.99 minutos. 
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I. CLORHIDRATO DE HIDROXICINA. 

a) Especificidad 

El método está exento de interferencias en los principios activos de interés (ver figura 6). 

Placebo Adicionado 
Placebo 	 Estándar 

14.17 

6.99 

L 

6.99 

4,6 

e b) 

a)Clorhidrato de 
hldroxicina 

b) Sulfato de eledrina 

Figura 6. Especificidad para clorhidrato de hidrusicina en un jarabe. 
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b) Linealidad y precisión del :átenla para clorhidrato de hldrosiclim. 

Los resultados y los parámetros estadisticos evaluados se presentan en la tabla 2 y en la gráfica 1 para clorhidrato 

de hidroxicina, 

Parámetros estadísticos de la 'localidad del sistema para clorhidrato de hldrolicina en un jarabe. 

Intercepto (b): .433.2564 

Pendiente (ni); 13136.8154 

Coeficiente de relación (r): 0.9999 

Coeficiente de delenninación (r 2  ) 0,9998 

Error estándar de regresión (syx): 1062.1591 

Pendiente relativa (pr): 1.002(1 

Prueba de lapdtesis para etintercepto: 

exp, = -0.5312 	t tablas (16, 0.95) = 2.12 

Intervalo de cotd ',zapara el intercepto: 

-433.2564 +/- 1729.2470 -2162.50 a 1295 

Parámetros estadisticos de la precisión del sistema para clorhidrato de hidrosicina. 

No. de réplicas 	(n) = 6 

Media 	 ( )= 262766.1133 

Desviación estandar 	(DE) = 1238.182 

Coeficiente de variación (CV) = 0.47% 
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TABLA 2. Resultados de la linealidad y precisión del sistema para clorhidrato de hidrosieMa en un jarabe. 

CONCENTILACION 

nyind 

RESPUESTA 

ARRAS 

8 104812 

8 103160 

8 105932 

12 157429 

12 157213 

12 156312 

16 209877 

16 209638 

16 209534 

20 261117 

20 263697 

20 263732 

20 263712 

20 260931 

20 263412 

24 314612 

24 313214 

24 314918 
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LINEALIDAD DEL SISTEMA PARA CLORHIDRATO DE HIDROXICINA 
EN UN JARABE 

X: ~filial Y: oreas 

GRAFICA 1 

2.80E+01 

210E+01 

1.40E+01 

7.00E+00 

0.00E+00 
1.00E+00 	5.00E+00 	9.00E+00 	1.30E+01 	1.70E+01 
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e) Linealidad del método para el clorhidrato de Itidroxicima 

Los resultados y parámetros estadísticos evaluados se presentan en la tabla 3 y la gráfica 2. 

(11 Exactitud y repetibilidad al 1110% para clorhidrato de hidrolielna. 

Los resultados del tratamiento estadístico están incluidos en la tabla 3. 

Parámetros estadísticos de la linoilidad del método para clorhidrato de hidrosicina en un jarabe. 

(b) = -0,0010 

(m) = 0.9978 

r ) = 0.99% 

(f2 	0.999L 

(syxy= 0.0156 

bys!ab de Inollegn ntrn intereptoi 

cap.= -).0536 	1 teórica (16, 0.95)= 2.12 

Miami° de confianza para intercalo: 

-0.0010 	11- 	(1.0311270 

-0.0392 	A 
	

0.0373 

Prueba de lilinifesisporeLlswidiente• 

1 esp.= 4).2890 	t teórica (16, 0.95)= 2.12 

Hervido de colijan:~ pendiente:  

0,99780 	+/- 	 0,01610 

0,98170 	A 	 1.01391 
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Parámetros estadísticos para la exactitud y repetibilidad al 100% de clorhidrato de hidrosicina. 

n = 6 

= 99.81% 

DE = 0.72 

CV = 0.72% 

Prueba de hipótesis para la inedia: 

1 cxp 	= •1.65011 

1 teórica (17, 0.95)= 2,1100 

Inlervala de con/km:apara Ja media: 

99,74 	+/- 

99.40 	A 

0.3371 

100.07% 
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Tabla 3. Resultados para la 'localidad del método y exactitud al 100% de clorhidrato de 

Itidroxicina. 

mg 

ADICIONADOS 

nig 

RECUPERADOS 

'1'1, 

RECUPERADO 

1.512 1.484 98.15 

1.512 1.513 100.07 

1.512 1.523 100.73 

2,016 2.002 99.31 

2.016 2.019 100.15 

2.016 2.014 99.90 

2.520 2.503 99.33 

2.520 2.517 99,88 

2.520 2.519 99.96 

2.520 2.550 101.19 

2.520 2.491 98.85 

2.520 2.511 99.64 

2.772 2.748 99.13 

2.772 2.755 99.39 

2.772 2.778 100.22 

3.024 3.004 99.34 

3.024 3.031 100.23 

3.024 3.018 99.80 
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3.50E+00 

3.00E+00 

2.50E+00 

2.00E+00 

1.50E+00 

LINEALIDAD DEL METODO PARA CLORHIDRATO DE HIDROXICINA 
EN UN JARABE. 

X: mg ADICIONADOS 	Y: mg RECUPERADOS 

GRAFICA 2 

1.00E+00 

5.00E•O1 

0.00E+00 
1.00E+00 

  

4.00E+00 	7.00E+00 	1.00E+01 	1.30E+01 	1.60E+01 	1.90E+01 
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e) Reproducibilidad del método. 

Los resultados junio con el análisis de varianza, se presentan el la tabla 4 y 5, 

Tabla 4. Reproducibilidad del método para clorhidrato de hidroxicina en un jarabe 

DIA ANALISTA 1(%) ANALISTA 2 (%) 

I 100.23 100.89 

I 100.21 100.39 

I 100.22 100.03 

2 100.81 10(1.96 

2 100.97 100.48 

2 100.50 100.96 

Parámetros estadísticos para la reproducibilidad del clorhidrato de hidroxicina. 

(n) = 	12 

( 	= 	10056% 

(D11 ) = 	0.33 

(CV) = 	0.33% 
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Tabla 5. Análisis de varianza (ANADEVA) 

para clorhidrato de hidroxicina. 

Fuente de 

variación 

SUMA DE 

CUADRADOS g.I. M.C. F 

F (0.95) 

DIA 0.7624 2 0,3812 1.2664 4.41 

ANALISTA 0.4826 1 0.4826 1.6033 18.5 

INTERACCION 0.301 1 0301 0.6651 5.32 

ERROR 3.62 8 0.4525 

TOTAL 1.3249 I I 

I) Estabilidad de la muestra 

Los resultados se muestran en la tabla 6. 

Tabla 6. Estabilidad de la muestra para clorhidrato de hidrosicina en un jarabe. 

Muestra inicial(%) Muestra en refrigeración por 24 lirs. (%) 

99.83 99.33 

100.22 99.80 

¡00.34 99.88 

Intervalo de confianza', 

-0.21 	+1• 	1.4946 

&ciar Y: 

•1.7046 a 1.2846 

 

1001% 
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2. SULFATO DE EFIEDRINA. 

a) Especificidad. 

El método esta exento de interferencias. Ver figura 7 

Placebo Adicionado 
Placebo 	 Estándar 

14.17 

6.99 

	

4.6 
	

4.6 

	

a) 
	a 

8.11 

allorlddrato de 
hidroxicine 

b) Sulfato de eledrina 

Figura 7, Croniatogramas de placebo y placebo adicionado para sulfato de efedrina y clorhidrato de 

hidrosicina. 
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b) Linealidad y precisión del sistema para sulfato de efedrina. 

Los resultados y los parámetros cstadisticos evaluados se presentan en la tabla 7 y la gráfica 3 para sulfato de 

efedrina. 

Parámetros estadísticos de la !localidad del sistema para sulfato de efedrina. 

(b): 	-576.1026 

(m): 4565,1118 

(r): 	0,9998 

(r2  ): 	0.9995 

(syx): 1446.9331 

(pr): 	1.0030 

Prueba de hipótesis para el Intercepto:  

I exp.= -0.5185 	 t tablas (16, 0.95) = 2,12 

M'emir> de confianza para el intercepto:  

-576,1026 +1- 2355.6780 -2931,78 a 1779 

Parámetros estadísticos de la precisión del sistema para sulfato de efedrina. 

n = 6 

= 228157 

DE= 2180 

CV= 0.96% 
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Tabla 7. Resultados de la linealidad y precisión del sistema para sulfato de efedrina en un jarabe. 

CONCEN11ACION 

ingind 

RESPUESTA 

ÁREAS 

20 91124 

20 91031 

20 90932 

30 135457 

30 136501 

30 135272 

40 182314 

40 181435 

40 181938 

50 224865 

50 229736 

50 231488 

50 228951 

50 227477 

50 226427 

60 272632 

60 273000 

60 272884 
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LINEALIDAD DEL SISTEMA PARA SULFATO DE EFEDRINA. 

X: me.0/m1 	Y: AREAS 

GRAFICA 3 

3.00E+05 

2.40E+05 

1.80E+05 

1.20E+05 

8.00E+04 

0.00E+00 •tetotei•t•t•tel*t•tot•tot•tot•tet•t 	 
1,00E+00 4.00E+00 7.00E+00 1.00E+01 1,30E+01 1.80E+01 1,90E+01 

3 6 ' 



kA 

e) Linealidad del método para sulfato de efedrina.  

Los resultados y parámetros cstadlsticos evaluados se presentan en la tabla 8 y la gráfica 4. 

d) Exactitud y repetibilidad del método al 100% para sulfato de efedrina. 

Los resultados del tratamiento esiadistico están incluidos en la tabla 8. 

Parámetros e.studistieos empleados en la linealldad del ?m' oda analítico para solían) de efedrina. 

(b) 0.0651 

(ni) = 0.9868 

(r) = 0.9995 

(r2 ) = 0.9990 

(syx) = 0.0407 

Prueba de lapatesis para intercepto, 

cxp.= 1.3846 	t teórica (16, 0.95)= 2.12 

Intervalo de ~ama para intercepto: 

-0,0651 	+1- 	0.099665 

-0.0346 	A 
	

0.1648 

Prueba de hipótesis rara laxes:diente: 

cap.= -1.6548 	1 teórica (16, 0,95)= 2.12 

Intervalo de confs uiza mira la 'endiente: 

0.98682 	+1- 

0.96992 	A 

0,01689 

1.0371 
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Parámetros n'adiados empleadas para la exactitud y repetibilidad al 100% del huir») de efedrina. 

(n) = 6 

(51) = 99.49% 

(DE) = 0,73 

(CV) = 0.74% 

Prueba de hipaiesis para la media: 

t exp 	= -1.0061 

1 lcórica(17, 0.95)= 2.1100 

Intervalo de confianza para la pueda; 

99.114 
	

0.3380 

99.50 	A 
	

100.18% 
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Tabla 8. Resullados de la linealidad del método y esaciliud al 10(1% para Nutrido de efedrina en un jarabe. 

mg Adicionados mg Recuperados % Recuperado 

3.754 3.757 100.08 

3.754 3.759 100.13 

3.754 3.801 101.25 

5.005 5.003 99.96 

5.005 5.008 100.06 

5.005 5.012 100.14 

6.257 6.178 98.74 

6.257 6.196 99.03 

6.257 6.241 99.74 

6.257 6.173 98.66 

6.257 6.292 100.56 

6.257 6,271 100.22 

6.882 6.873 99.87 

6.882 6.886 100.06 

6.882 6.891 100.13 

7.508 7.411 98.71 

7.508 7.542 100.45 

7.508 7.456 99.31 
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LINEALIDAD DEL METODO PARA SULFATO DE EFEDRINA. 

X: mg ADICIONADOS 	Y: mg 
RECUPERADOS 

GRAFICA 4 

9.00E+00 

6.00E+00 

3.00E+00 

0.00E+00 	Iltlif 	1,11if 	4141 

1.00E+00 	4.00E+00 	7.00E+00 	1.00E+01 	1.30E+01 	1.60E+01 
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e)Reproducibilidad del método. 

Los resultados junio con cl análisis de rarianza, se presentan en la tabla 9 y 10. 

Tabla 9 

Reproducibilidad del método 

para sulfato de d'atina en un jarabe 

DIA ANALISTA 1 (%) ANALISTA 2 (%) 

1 1(11,82 102.77 

I 101.45 102.57 

1 101.13 102.67 

2 101.64 101.82 

2 101.73 101.99 

2 101.02 101.18 

Parámetros esiadisticos para la reproducibilidad del alifato de efedrina. 

(n) = 12 

(.17) = 101.65% 

(DE) = 	(1.44 

(CV) = 0.44% 
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Tabla 10. Análisis de varianza (ANADEVA) 

para sulfato de efedrina. 

Fuente de 

variación 

S.C. E.1. M.C. F (cal) 17 (0.95) 

DIA 0.088 2 0.044 0,517 4.41 

ANALISTA 0,407 I 0.407 4.788 18.5 

INTERACCION 0.085 1 0,085 0.380 5.32 

ERROR 1.789 8 0.224 

TOTAL 2.369291 	. II 

f) Estabilidad de la muestra. 

Los resultados se muestran en la tabla I I 

Tabla II. Estabilidad de la muestra 

Muestra inicial(%) Muestra en refrigeración 

por 24 hm(%) 

101.36 100.42 

101.12 100,54 

101.24 10.86 
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LQ111\1119 de ennfilna 

•1.2 +/• 	1.5136 	-2.7136 60.3136 

Factor Y: 

99.14% 
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VIII. ANALISIS DE RESULTADOS. 

Se desarrolló un :diodo para cuantificar clorhidrato de hidroxicina y sulfato de efedrina por cromaiografla de 

líquidos de alta resolución. 

Para la validación, los cálculos fueron realizados por medio de una inicrocomputadora, con un sencillo programa 

de Lotus 123. 

El método analitico se validó evaluando los siguientes parámetros: especificidad del método, linealidad del sistema, 

linealidad del método, reproducibilidad, exactitud y estabilidad de la muestra. 

Con respecto a la especificidad para un método de control de calidad se obtuvo que el método es capaz de 

cuantificar la sustancia de interés sin que exista interferencias de otras sustancias presentes (ver figuras 6 y 7) . 

En la evaluación de la linealidad y precisión del sistema se obtuvieron los siguientes resultados 

Principios 

activos 

C.V. r Pendiente 

relativa 

Clorhidrato de 

hidroxicina 

0.47 0.9999 0.9998 1.0020 

Sulfato de 

efedrina 

0.96 0.99911 0.9995 1.0030 

El sistema es lineal. 
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Para la evaluación de la lincalidad del método se obtuvo: 

Principios 

activos 

ni b r r2  Recobro 

(%) 

C.V. 

(%) 

Clorhidrato 

In droxicina 

0.997K 41.001 0.99% 0.9991 99.81 0.72 

Sulfato de 

efedrina 

1.9868 0.0651 0.9995 0,999 99.49 0.74 

Estos resultados demuestran que se tiene una pendiente cercana a uno y una ordenada al origen cercana a cero, con 

un coeficiente de deteminación y de correlación mayor de 0.99 y 0.98 respectivamente, por lo que el método es 

lineal en el rango de concentración de 8 a 24 meg/m1 para el clorhidrato de Iddroxicina, y de 20 a 60 mcg/nil para 

el sulfato de efedrina. 

En el caso de la eaaelitud y repetibilidad al NO% u obtuvo: 

Principios 

activos 

C.V. %Recuperado 

Clorhidrato de 

Indroxicina 

0.72 98.40 a 100.07 

Sulfato de 

efedriria 

(1.74 99.50 a 100.18 
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Donde el coeficiente de variación es menor al 2% y el porciento recuperado cae dentro del 98 al 102%, por lo que 

el método es exacto y repetible. 

Para la estabilidad de la muestra se obtuvo lo siguiente: 

Principios Intervalo de C011nallla Efecto 

activos (%) 

Clorhidrato de 

hidroxicina 

-1.7046 a 1.2846 100.91 

Sulfato de •2.7136 a 0.3136 99.14 

efedrina ' 

Por lo que los resultados cumplieron con los criterios, donde para el intervalo de confianza se concluye el valor de 

cero y el efecto para un método cromatogrifico entró en el intervalo de 98 a 102%, por lo que la muestra es estable 

por 24 horas. 

Para el caso de la Precisión (Reproducibilidad) se obtuvo: 

Principio activo Coeficiente de variación 

Clorhidrato de hidrosicina 0.33 

Sulfato de efedrina 0.44 

ANADEVA para Clorhidrato de hidrosicina. 

Fuente de variación 1 calculada 

,, 
F tablas (0.95) 

Dia 1.2664 4.4I 

Analista 1.6033 18.5 

Interacción 0.6651 5.32 
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ANADEVA para Sulfato de efedrina. 

Fuente de variación F calculada F tablas (0.95) 

Dia 0.517 4.41 

Analista 4.78 18.5 

Interacción 0.38 5.32 

Se cumple con el criterio utilizado, donde cl coeficiente de variación debe ser menor al 2% y F cal < F tab, por lo 

que el método analítico es reproducible. 
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IX. Conclusión. 

Al término del presente trabajo, se logró cumplir con los objetivos descritos originalmente. La hipótesis planteada 

se confirmó como verdadera. Por lo tanto se concluye que el método analitico desarrollado y validado para la 

cuantificación simultánea de clorhidrato de hidroxicina y sulfato de efedrina en un jarabe, cumple en forma 

satisfactoria con Iodos los parámetros establecidos, demostrando en los resultados de la validación que el método es 

lineal, preciso, exacto, especifico y estable por 24 horas en refrigeración; por lo que puede ser utilizado como un 

método de control de calidad, asegurando que los resultados obtenidos son confiables. 

X. Sugerencias. 

Se sugiere que se realicen las siguientes pruebas para la validación: límite de detección, limite de cuantificación, 

pniebas de estabilidad y tolerancia del sistema; a lin de comprobar si el método podría servir también COMO 

Indicativo de estabilidad. 
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ANEXO. 

A. CALCULAS ESTADISTICOS, 
A.I. LIMITE 1W DETECCION Y CUANTIFICACION. 
DESII/ICION MANDAR: 

1D- ,1n— I 

Donde: 
(DE) = Desviación Estándar. 
(x) = Cada una de las lecturas individuales. 
( 	= Promedio de las lecturas. 
(u) 	= Número de las lecturas. 

Ln= 3DE.c 	 Q 10DE.c 

Donde: 
(DE) = Desviación estándar. 
(t) 	= Concentración. 
ILD) = Limite de detección, 
(LQ) = Limite de cuantificación. 

A.2. LINEALIDAD DEL SISTEMA. 
Para proceder a los siguientes cálculos es necesario que el número de muestras por dilución sean 
equivalentes. 

E x = tr(x, 	+...+x,) 

4121+—+.1'2. 4%-+1'11 4112 

(E 	
2

2 
 
4-x-2 

I 	2 	I 

I. 

Ey2  = 	4.),212 4.—+y11. 	+,1'1:21...fy2 2,,1-...-1-y2 0+y212.1-....1-y2 n, 



xy = 	thl....+Yin)."2(Y2i 4122+,-+Y2R)i-•••"r(Yii+yr2+,..+ym) 

r= 11111xYHE xXEY )12  

[n:( x1)-( 

   

     

r 2  =H2  

Cálculos preliminares para el coeficiente de variación. 
Calcular para cada punto de la !nulidad del sistema el siguiente factor; 

Propiedad medida (y) 

Concentración de la dilución de la solución patrón (x) 

Yo 

= Yn 
re  

„ xa  

Calcular la suma de factores, la suma de cuadrados de factores 'y la inedia de factor: 

E F = 11,+ 1.1,+ h¡„+..,+4,+ h¡, +F. 

p_  EF 
— N 

N = Número de puntos de la lincalidad del sistema. 



Cálculos finales para el coeficiente de variación, 

; 	I ,: 

I F2 )--(Er )  DE= N
N(N -1) 

/)/.: 
C71' 

F 

01(E.9)-(2, 4224 

nt(Er')-(Ex) 

Ey-strIx) 
h. 	 

nr 

Criterio: 
CV < ó 1.5 % 
r > ó 	0.99 

2 	• r > o = 098 
m a 1.0 
h 

A,3. PRECISION DEL SISTEMA 
Cálculos preliminares: 

EY= Y,+ Y:+ 

Ey' =y +y'2 

y= 

N 
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DE.[ N(IY)-(E 1')  n
2 

N(N -1) 

Cálculos finales para el coeficiente de variación: 

DE 
CV = 	ioo 

CR/TER/O: 
CV<6=1.5% 

A.4. LINEALIDAD DEL METODO. 

= Número de cantidades adicionadas. 
n = Número de repeticiones (cantidad recuperada) por cantidad adicionada. 
Para proceder a los siguientes cálculos es necesario que el número de cantidades recuperadas de cada 
cantidad adicionada, sean equivalentes. 	• 

Calculas preliminares: 

Ex  = (1Xx,  I +x12 4....49C1n + x21 +X22 +..."2,1+—+I.i1 4-1.t2 

EY = 4112+-3 )'1. 4-Y21 4125+—+Y2.+-1-Ygi +Ya +—l'Yo, 

Er2  «tlxzit +x212 +...+x'w x2 2t 4-x2 22 	+...“211 +x 212 +...+x.) 

Ey2 =y2„ +y212  4.....112 11 
• 7 

_2 
21 412  22 +...+Y 	 i-yts2 f.„+},11. 

ErY= 	 +r:Iy21 +X12Y12 +...."C2nY2n +.—+XIIY11 	12 I-  Y12 	MY in 
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Cálculos finales:.  

PENDIENTE 

ESTA TESIS NO BEBE 
SAL M 9E LA DI/TECA 

III=
ni(ElY)-(ExXEY) 

ni(Ex2)-(E 

ORDENADA 

h=  "' 	 
yy-n(Ex) 

ini(ErYNErXEY)12  

r 	Ini(EX2  )_(EX)1111(E.Y2  )_(E1)2 ] 

r=lr 21" 

Calcular el porcienlo recuperado ( R) para cada cantidad recuperada, con la siguiente ecuación. 

R =(y / s) 100 

Tabular los resultados: 

Cálculos preliminares: 

ER=R,+R,+R,+...+R. 

=R2I+R:24S2 )+...+R2. 
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=(E1?)1 N 

„ I/2 

í DE =
ME n-1 kr  

Coeficiente de variación: 

= (DE/11)1 oo 

CRIT100: 

ha 0 
r')o =0.98 

R=97-103% 
CV (o = 3% 

Estadlgrafo de contraste para la pendiente: 

(m-mo) 5,(ts-1) 
= 

- 
[(EY1E4-114E xY) 

j
111  

N 

Error típico modificado: 

j N ri s. \ 
)"/ 

N(N-1) 



Estadigrafo de contraste para la ordenada: 

EA- 
fivE(x,-.1 

CR1Talp: 

Si 1..„,2 	(t,a  .se acepta 11, 

ORDENADA: 

b±1.,24,X 	E 	XI 	" 
NE(X1  —:92  [ 

PENDIENTE: 

SK (N— 

A.5 PRECISION (REPETITIBILIDAD) 
Tabular los resultados del poreienio recuperado. 

Cálculos preliminares: 

E R = R, + 

ER= 	+le + R 2  3+,..+ R2  » 
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11—  
N 

DESVIACION ES'TANDAR; 

í1 N(ER -E 2)(ny  
"" 	N(N-I) 

COEFICIENTE DE VARIACION: 

CV = (DEA) I(N) 

A,6 PRECISION ( REPRODUCIBILIDAD). 

El siguiente procedimiento únicamente es aplicable cuando se utilicen dos días, dos analistas y tres 
determinaciones. 

Cálculos preliminares: 

EY = Y111 +Y112 +Mit +Yin ±...41225 

Ey' =Ali +y2112 +Ali +y2121+...+y2  223 

.p-=— 
N 

EY 
 

DE
{N(EZ)N-(1r...)

I/1 

COEFICIENTE DE VARIACION: 

CV = (DE /Y) 100 

CV<6=3% 
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Una pnscba estadistica adicional para la pnicba de precisión especificamenie de la reproducibilidad es la 
siguiente: 

YI I = 5111 

Si: = Y121 +5122 +5123 

Y2I = Y221 +5212 +5m 

Calcular la suma para cada analista: 

=Sin +51 t: 411u +51:1 +51:: +51:s 

Y: = 5211 +Y212 +y213 +Y221 +5222 +5223 

Calcular la suma total de (y...): 

Y.- =YI +52 

Calcular la suma del cuadrado de cada analista en cada ella: 

EEY2ii-CY,2Y+(Y,,)2 +(h)1+0,22)2  

Calcular la sunut del cuadrado de cada analista en los dos dios: 

(Es, )2 ---(y,)2 4(.4 

Calcular la suma de cada dato elevado al cuadrado: 

ZEY 	=(y  i )2  +(j'in)21(,1'in )2 +(5221) 4.(hzz)2-i-cy22,y 

Calcular la suma de cuadrados del analista (Sca), creció del factor analista con la siguiente fórmula: 

2 
LYi y' 

S'C'a = 	— 
dr adr 
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CRITERIO: 

Si 	Fa < Fgla,g1d; 01)5 

Si 	Fa >/ Fgla,g1d;0 05 

Si 	Fd < Fgla,gle;0 0.5 

Si 	Fd >1 Fgld,gle;0 0.5 

A.7, EXACTITUD AL 100% 
Cálculos preliminares: 

E R= R„+R,+R,+...+R„ 

2 	2 
Ele =R-

I
+R

2
i+R-3-4-....t

2  

I_ E R 
N 

 

DESVIACION ESTÁNDAR 

DE=
N(E122 )-(Elr 

N(N-I) 

COEFICIENTE DE VARIACION 

CV= (DE/R) 100 

CRITERIO: 

71=97-103% 

CV< 6 = 396 

El método analitico es reproducible por los analistas. 

El método analitico no es reproducible por los analistas. 

El método analítico es reproducible en distintos días por un 
mismo analista. 

El método analitico no es reproducible en distintos días por un 
mismo analista. 
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ESTADIGRAFO DE CONTRASTE. 

INTERVALO DE CONFIANZA PARA LA MEDIA. 

DE 
R i(g./.n.-2,0•05)[ I/2 

CRITERIO: 

t., (o  = 	95 

A.8. ESTABILIDAD DE LA MUESTRA ANALITICA. 

f. 	Tabular los resultados con base al siguiente formato: 

Inicial Condición / Tiempo. 

1 	2 

Y 	 Y.. 	Y, 

Yi 	 Y, 	Y, 
Y.,  Y9 

2. Calcular preliminares para el intervalo de confianza: 

MEDIA 

S1i 
	 s22 	VARIANZA 
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VARIANZA PONDERADA: 

S¡2 2 t = 2S
2 0 +2S21 

2(e+ 

.5,p2 2  = 	4-2S2 2  

2(C+1) 

3. Intervalo de confianza, 

-Y0)-±friSp2 2(213),'12  

4. Calculos para el coeficiente de variación. 

it  =14-X100 
Yt 

12 = 21X100 
Y2 

13 = 2:1-x100 
.Y3 

El  !_— 

La media del factor Y debe tener un valor entre 97 -103%, para que la muestra sea estable. 

N 
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Tabla del análisis de varianza para reproducibilidad 

FUENTE DE 
VARIACION 

GRADOS DE 
LIBERTAD 

SUMA DE CUADRADOS MEDIA DE 
LCUADRADOS 

F. cal 

ANALISTA a-1 
.syi 	y SCa Mea 
dar "lar gla MCi 

DIA d-1(a) SYj 	Y SCd 
gld 

MCd 
dar 	aarad MCi 

INTERAC- 
CION 

(a-1)(d-1) SYij 	i 	SI 	y
r  

_S'Y SO 
gli 

MCI 
raa 	rad 	nadan Are' 

ERROR t(r-1) A'Yijk - Sl'ij S a 
gle 

a: número de analistas 

d: número de Bias 

r: número de replicaciones 
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