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I. INTRODUCCION 

Los jarabes antitusivos son formulaciones complejas que contienen varios ingredientes activos y 

una amplia gama de excipientes como colorantes, saborizantes, edulcorantes y conservadores. Muchos de 

éstos productos están diseñados como preparaciones para varios usos terapéuticos, conteniendo una 

variedad de compuestos amino que actuán como antihistaminicos, descongestionantes o antitusivos.(I). 

La cuantificación de los principios activos en esta forma farmacéutica ea un paso importante en el 

control de proceso, producto terminado y estudios de estabilidad, para esto se requiere de un método que 

los cuantifique de manera selectiva, precisa y exacta. 

Este trabajo consistió en desarrollar un método analítico para cuantificar simultaneamente citrato 

de oxeladina y clorhidrato de bromhexina en jarabe, utilizando la cromatografla de líquidos de alta 

resolución (CLAR), ya que esta técnica ofrece versatilidad, precisión y sensibilidad; logrando con esto 

que el análisis sea práctico y confiable. 

La validación del método análitico se realizo siguiendo los parámetros requeridos en la USP 23 

para métodos de categoria 1, que son métodos analiticos para cuantificar el mayor componente en materias 

primas o producto a granel o ingredientes activos (incluyendo conservadores) en productos fannactuticos 

terminados. Estos parámetros son: exactitud, precisión, linealidad en el intervalo de trabajo, especificidad, 

estabilidad de la muestra y tolerancia. 

De los resultados obtenidos se concluye que el método cumple satisfactoriamente todos los 

parámetros estudiados y que es útil para la cuantificación de citrato de oxeladina y clorhidrato de 

bromhexina, en jarabe por lo tanto puede emplearse como método de rutina para control de calidad y 

como indicador de estabilidad. 



2. GENERALIDADES 

2.1. ANTITUSIVOS O ANTITUSIGENOS (2). 

Son sustancias que inhiben o suprimen especificamente la tos. Esta inhibición puede ser inducida 

de diferentes maneras: 

a) Opresión del centro bulbar o de los centros superiores. 

b) Aumento del umbral de las zonas reflexógenas periféricas. 

Los antitusigenos pueden ser clasificados de diferentes maneras: 

a) Los de acción central: los cuales deprimen el sistema nervioso central e inhiben el centro 

stusigeno" en el bulbo, o elevan el umbral de los estímulos centrales nocivos y disminuyen el reflejo 

tusigeno. 

b) Los de acción periférica: los cuales actuán principalmente sobre los receptores del tracto 

respiratorio. 

Por otra parte estas sustancias pueden ser clasificadas como antitusigenos narcóticos como los 

alcaloides del opio, los fenuitrénicos naturales y semisintéticos como la codeina, etilmorfina 

antitusigenos no narcóticos como los fenilbutanoles, derivados del ácido dietilfenilacético, 

difenilpropanoles etc. 

El citrato de oxeladina pertenece al grupo de los derivados ácido dietilfenilacetico (agentes 

antitusivos sintéticos) 



2.2. ESPECTORANTES Y MUCOLITICOS (2).  

Son fármacos que se emplean para promover la eliminación de las secreciones o exudados de la 

tráquea, bronquios o pulmones y por lo tanto se emplean en el tratamiento de la tos. Estos agentes afectan 

el tracto respiratorio de dos maneras: 

a) Disminuyendo la viscosidad de la secreciones bronquiales y facilitando su eliminación de modo 

que suprimen los irritantes locales y se alivia la tos seca. 

b) Aumentando la cantidad de liquido del tracto respiratorio lo que constituye una acción 

emoliente sobre la superficie de la mucosa seca, aliviando la tos improductiva. 

Afines a los espectorantes son los mucoliticos que son fármacos que tienen la propiedad de 

disminuir la viscosidad de la secreción bronquial cuando está anormalmente elevada. Cabe señalar sin 

embargo que existen fármacos como la Bromhexina que poseen ambas propiedades. 

Los espectorantes se clasifican en dos grupos: 

a) Expectorantes reflejos. 

b) Expectorantes de acción directa; incluyendo algunos mucoliticos. 

Dentro de los espectorantes de acción directa. Está a la bromhexina la cual es un producto 

semisintético preparado a partir del alcaloide vasicina, se utiliza como clorhidrato. 

Body (1958) clasificó la forma de acción de los farmacos expectorantes en grupos: (3). 

- Los que incrementan la secreción bronquial por mecanismo reflejo derivado de la estimulación 

de la membrana de la mucosa gástrica. 

- Los que activan la misma secreción por estimulación directa del centro vagal de la médula 

oblongada. 



- Los que estimulan periféricamente la secreción por receptores colinérgicos en las glándulas 

bronquiales, 

- Los que activan directamente la secreción bioquímica en las glándulas, 

Gondonoff (1932) dividió los farmacos expectorantes dentro de dos clases: (3). 

- El secretomotor, los cuales incrementa la secreción mucosa. 

- El secretolítico, los, cuales licúan la secreción mucosa, No importa la naturaleza del mecanismo 

de expectoración, el principal requisito para valorar clínicamente un expectorante etl considerando ser 

potente en su efecto secretolitico con mínima toxicidad o acción secundaria. 

2.3. CITRATO DE OXELADINA. (4,5,6,7,8). 

2.3,1. MONOGRAFIA 

- ESTRUCTURA QUIMICA 

H2CH3 	 C H 07  

CH3CH2— C — 000 CH2CH2OCH2CH2NCH2OH3 

¿H2CH3  

• FORMULA CONDENSADA 

Czoli3 NO3.C611107 

• NOMBRE GENERICO 

Citrato de oxeladina 
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- NOMBRES QUIMICOS 

Citrato del ácido alfa,alfa-dietil-a-fenilacético dietilaminoetoxietil éster.  

Citrato del ácido -2•etil-2-fenilbutirato-2 (2-dietilaminoetoxi)etil éster. 

Citrato de 2-(2-dietilamino etoxi)etil,-2 etil-2-fenilbutirato. 

- SINONIMOS 

Anturel, Pectamol, Tusimol, Paxeladine. 

- PESO MOLECULAR. 

527.6 g. 

- DESCRIPCION 

Polvo blanco, cristalino Moro de sabor amargo y olor picante 

- SOLUBILIDAD 

Soluble en agua y alcohol diluido, insoluble en eter. 

- PUNTO DE FUSION 

90-91 °C sin descomposición 
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- ESPECTRO ULTRAVIOLETA ( UV ). 

Longitud de máxima absorción 250 nm en solución ácida, junto con picos subsidiarios a 252 y 264 

nm, en el intervalo de 200 a 320 nm. Figura 1. 

Figura 1, Espectro UV de citrato de oxeladina obtenido en una concentración de 1.6 mg/m1 en 

ácido sulfúrico 0.1 N y una celda de un centímetro de longitud. En un espectrofotbmetro de arreglo de 

diodos HP 8452A 
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- ESPECTRO INFRARROJO ( IR ). 

El espectro de absorción en el infrarrojo del citrato de oxeladina en pastilla de bromuro de potasio 

presenta señales a 1731, 1128, 1221, 1100, 700, 1080 cm-1. Figura 2, 
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Figura 2. Espectro en el IR de citrato de oxeladina, obtenido en un espectrómetro Nicolet FT-IR 205, 



2.3.2. FARMACODINAMIA Y FARMACOCINETICA (2). 

- MECANISMO DE ACCION: 

El modo de acción antitusivo es central, por depresión del centro de la tos situado en el bulbo; no 

áctua sobre los centros superiores y no tiene efecto hipnótico en dósis terapéuticas. Tiene propiedades 

anestésicas locales, tal que podría ser posible un efecto combinado depresivo local y central. 

- ABSORCION 

El citrato de oxeladina se absorbe bien en el tracto digestivo 

- BIOTRANSFORMACION 

No se conoce bien la biotransformación de los antitusivos sintéticos. 

- ELIMINACION 

El fármaco libre y sus metabolitos se excretan especialmente por el riñón. 

2,3.3. TOXICIDAD 

Se trata de un fármaco poco tóxico. Lo que constituye una ventaja frente a los 

alcaloides fenantrénicos del opio empleados corno antitusivos y no provoca 

farmacodependencia. Produce algunos trastornos gastrointestinales, como sequedad de boca, 

náuseas y disminución del apetito, asi corno trastornos nerviosos los cuales se manifiestan en a 

la aparición de mareos o somnolencia. 

Todas esas manifestaciones ceden al disminuir la dósis o suprimir la administración del preparado. 



2.3.4. USOS TERAPEUTICOS 

Se emplea en la tos improductiva, inútil o seca, sin expectoración o con espectoración escasa, 

como en el caso de la faringitis traqueltis, bronquitis aguda en periodo inicial, tosferina, pleuritis, 

exacerbaciones agudas leves de la bronquitis crónica. 



2.4. CLORHIDRATO DE BROMHEXINA (4,5,10,11,12,13). 

2.4.1. MONOGRAFIA 

- ESTRUCTURA QUIMICA 

• FORMULA CONDENSADA 

Ci4H2oBnN2. HCI 

• NOMBRE GENERICO 

Clorhidrato de bromhertina 

- NOMBRES QUIMICOS 

- 2-amino-3,5•dibrontobencil(ciclohexil) metil amino clorhidrato 

- Cloruro de N-ciclohexil•N•metil{2- amino•3,5) dibromobencilamonio 

- 2•amino-3,5•dibromo•N-ciclohexil•N•metilbencilamino clorhidrato. 
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- SINONIMOS 

Bisolvón, Bisolvomycin, Broncokin. 

• PESO MOLECULAR 

416.2 g. 

DESCRIPCION 

Polvo cristalino blanco o casi blanco,inodoro o casi inodoro. 

- SOLUBILIDAD 

Ligeramente soluble en agua, en alcohol al 96% y dicloro metano, soluble en ácido acético 

glacial. 

- PUNTO DE FUSION 

237 °C sin descomposición 
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- ESPECTRO ULTRAVIOLETA ( UV ). 

En el intervalo de 280 a 360 nm de una solución de 0.01 % PN en HCI 0,1 M en metano' exibe 

máximos solamente a 317 nm. Figura 3. 

Figura 3. Espectro UV de clorhidrato de bromhexina obtenido en una concentración de 0.1 mg/m1 

ea HCI 0.1 M en metanol y una celda de un centímetro de longitud. En un espectrofotómetro de arreglo 

de diodos HP 8452A, 
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- ESPECTRO INFRARROJO ( IR ) 

El espectro de absorción en el infrarrojo del clorhidrato de bromhexina en pastilla de bromuro de 

potasio presenta señales a 1602, 1031, 1074, 1548, 1122, 857 cm-I. Figura 4. 
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Figura 4. Espectro en el IR de clorhidrato de bromhexina; obtenido en un tepectrómetro Nicolet TF-IR 

205. 
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2.4.2 FARMACODINAMIA Y FARMACOCINETICA (2,3,12,14,15). 

- MECANISMO DE ACCION 

En los casos de bronquitis crónica y aguda, la bromhexina administrada por vía bucal produce un 

aumento de la cantidad y una disminución de la viscosidad (fluidificación) de las secreciones, debiéndose 

ésta última a la hidrólisis de las fibras de mucopolisacáridos unidos a las proteínas, demostrado por 

tinción de extendidos del esputo, que son los que producen una secreción mucosa viscosa, Esta acción 

mucclItica de la bromhexina la acerca a loe fármacos mucollticos, es también activa por vis bucal; por el 

hecho aumentar las secreciones bronquiales, se ha colocado en la clase de fármacos espectorantes. 

Bromhexina clorhidrato tiene una actividad mucolitica expectorante sistémica, se ha mostrado la 

fragmentación de la red de fibras de la glucoproteina ácida en el moco del esputo, decreciendo la 

viscosidad del mismo e incrementando el volumen del esputo. 

Estudios de la mucosa nasal y bronquial con microscopio electrónico sugieren que la bromhexina 

aumenta la actividad lisosómica, y ésto incrementa la secreción de enzimas capaces de hidrolizar la 

estructura fibrilar mucopolisacárida del moco. 

• ABSORCION 

La bromhexina se absorbe bien en el tracto gastrointestinal, la concentración plasmática máxima 

puede ocurrir después de una hora. 

BIOTRANSFORMACION 

En el organismo a nivel del higado el fármaco sufre una biotranformación compleja por 

hidroxilación, desmetilación y ciclización. El ambroxol es un metabolito de la bromhexina. 



1.5 

ELIMINACION 

La mayor parte de la dósis de bromhexina es excretada en la orina en muchos metabolitos; solo 

una pequeña cantidad es excretada en las heces. 

2.4,3. TOXICIDAD 

Se trata de un fármaco poco tóxico, pueden ocurrir ocasionalmente efectos gastrointestinales como 

anorexia, náuseas, vómito, gastritis y elevar en el suero los valores de aminotrasferasa. 

2.4.5:  USOS TERAPEUTICOS 

Las indicaciones de este espectorante y mucolítico son en la traqueobronquitis y bronquitis aguda 

y crónica incluyendo los procesos broncopulmonares obstructivos u obstrución crónica de las vías aéreas 

con tos o secreción bronquial viscosa o adherente, con el fin de aumentar su volumen y producir su 

fluidificación. 
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2.5. CROMATOGRAFIA DE LIQUIDOS (16,17,18,19,20). 

Cromatografla es un término general aplicado a una amplia gama de técnicas de separación que 

esencialmente se basan en la distribución de la muestra entre dos fases, una estacionaria y otra móvil. 

La cromatografia es un proceso dinámico de migración diferencial en un sistema, por el cual, los 

solutos son separados; consiste fundamentalmente de dos fases, una de las cuales se mueve continuamente 

en una dirección determinada (fase móvil) y en la cual las sustancias individuales exhiben diferentes 

movimientos debido a la diferencia en adsorción, solubilidad, tamaño molecular etc. La otra está 

comprendida como un lecho fijo de gran área superficial (fase estacionaria) en la cual los distintos 

componentes de la muestra interactúan con ella de manera selectiva durante su paso a través de ésta. 

La cromatografla de liquidos es una técnica versátil, ya que por medio de ésta es posible realizar 

separaciones de mezclas basándose en diversas características tales como polaridad de los solutos, 

coeficientes de partición, peso molecular, naturaleza jónica, o su capacidad para formar complejos de 

afinidad. Esta técnica acoplada a sistemas electrónicos y mecánicos permite separar, aislar y cuantificar 

loa componentes de una mezcla de sustancias químicas. 

En la cromatografia de líquidos la separación tiene lugar en una columna empacada. La fase 

estacionaria puede ser un sólido con capacidad adsortiva o un soporte inerte revestido de una capa liquida, 

mientras que la fase móvil es un liquido puro o una mezcla de ellos, o una mezcla de soluciones 

amortiguadoras. 

En la cromatografla en columna, la fase móvil fluye a través de relleno de la columna, arrastrando 

los componentes de la mezcla que son selectivamente retenidos por la fase estacionaria. 

El flujo de la fase móvil se mantiene constante a través de todo el proceso y de esta manera se 

logra que cada componente de la mezcla sea eluldo de la columna como un compuesto puro, disuelto en la 

fase móvil. 
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El proceso cromatográfico tiene lugar como resultado de repetidos 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. 

La cromatografla de líquidos de alta resolución ha venido a ser una de las técnicas más 

importantes en el desarrollo de métodos para análisis de fármacos en diversas formas farmacéuticas y en 

fluidos biológicos, por su alta selectividad y amplio intervalo de sensitividad. 

Existen varias maneras de clasificar a la cromatografla de líquidos, basándose en la naturaleza de 

la fase estacionaria y la fase móvil: 

1).Cromatografla Líquido-Liquido (partición).- Se basa en la distinta solubilidad que presentan las 

moléculas de la muestra en la fase móvil y en la fase estacionaria. De ahí que los compuestos más solubles 

en la fase estacionaria sean selectivamente retenidos por ella, en tanto que los menos solubles son 

transportados más rápidamente por la fue móvil. 

2) Cromatografla Líquido-Sólido.- (adsorción).-En este proceso se presenta un fenómeno de 

adsorción-desorción, en el cual la fase estacionaria es un adsorbente y se basa en la competencia que 

existe entre las moléculas de la muestra y las de la fase móvil o disolvente por ocupar los sitios activos en 

la superficie de un sólido o fase estacionaria. 

3). Cromatografla de Exclusión.- El relleno de la columna ea de un material que posee poros de 

dimensiones comprendidas entre ciertos limites con los que la muestra es retenida o filtrada según su 

tamaño molecular. Las moléculas pequellu pueden penetrar dichos poros y quedan retenidas en tanto que 

las grandes no. 

4). Cromatografla de Intercambio tónico.- El lecho estacionario tiene una superficie cargada 

iónicamente con carga contraria a la de la muestra. Esta técnica se usa con muestras iónicas o ionizables, 

se basa en la competencia entre la fase móvil y la muestra jónica por los sitios o grupos activos de una 

resina cambiadora de iones. 



La cromatografla de líquidos también se clasifica según sea la polaridad relativa de las dos fases. 

I). Cromatografia en Fase Normal • El lecho estacionario es de naturaleza fuertemente polar 

(sílice) y la fase móvil es no polar (n-hexano). Las muestras polares quedan retenidas en la columna 

durante tiempos mayores que los materiales menos polares o apolares. 

2). Cromatografia en Fase Inversa o Fase Reversa.- Es el proceso inverso en el cual el lecho 

estacionario es de naturaleza no polar (hidrocarburo) mientras que la fase móvil es un liquido polar, 

normalmente agua o metano!. En cuanto más no polar sea la muestra mayor será su retención .  

2.5. I. CROMATOGRAFIA DE PAR IONICO EN FASE REVERSA (22). 

En la cromatografla de par iónico, el contraión se transporta en la fase móvil. La fase estacionaria 

en un solvente adecuado se puede aplicar mecanicamente como un recubrimiento sobre un soporte 

adecuado. En la práctica, la mayoría de las aplicaciones utilizan empaques para columnas caracterizadas 

por una fase estacionaria que esta enlazada químicamente al soporte el cual es usualmente sílice. Este tipo 

de empaque de la columna evita completamente los problemas de inestabilidad asociados con recubrir 

mecanicamente las fase estacionaria. 

La técnica de la cromatografla de par iónico introduce una manipulación extra en un análisis 

cromatográfico por lo que generalmente debería utilizarle en donde se tiene una pobre resolución, 

retención, y prolongación del pico máximo son inevitables. Otras razones validas para aplicar la 

cromatografla de par iónico se encuentran cuando se requiere aumentar la sensibilidad del detector o se 

requiere mejorar la resolución de una mezcla tanto de compuestos ionizables como no ionizables. En este 

último caso la cromatografla de par iónico introduce una selectividad mayor en el sistema cromatográfico. 

El éxito de la cromatografla de par iónico depende del control del factor de capacidad (K, de cada 

soluto en la muestra de prueba; IC depende grandemente de tres características principales del sistema 

cromatográfico: la fase estacionaria, la fase móvil y el contraión. 

18 
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- SELECCION DEL CONTRAION. 

El tipo de contraión, su tamaño y su concentración son importantes para la separación. Este 

depende del tipo de sustancia por analizar y su clasificación como base fuerte (pka mayor 8) ó débil (pka 

menor 8). 

En la cromatografla de par iónico de fase inversa es posible seleccionar un contraión de cualquiera 

de muchos compuestos similares, las diferencias son generalmente el tamaño de la porción hidrofóbica del 

contraión. La hidrofobicidad de este es importante para optimización de una separación, mientras más alta 

es la hidrofobicidad del contraión más alta será el factor de capacidad de la sustancia. 

El efecto útil de la hidrofobicidad debe de aplicarse con precaución dado que la cadena lateral 

puede dominar el comportamiento de retención del par jónico. Esto es particularmente importante donde 

se requiere la separación de sustancias por analizar con características estructurales similares. 

- CONCENTRACION DEL CONTRAION. 

La concentración óptima de un contraión depende de varios factores que operan durante una 

separación. La formación de racimos o agrupamientos de las móleculas del contraión comienza hacer 

significativa a medida que la concentración de esté aumenta más allá de cierto nivel; por lo cual reduce la 

eficiencia de la formación de par iónico al presentarse menos móleculas del contraión que puden formar 

complejos con la sustancia por analizar. 

Generalmente los contraiones con grupos alquilo grandes deberían utilizarse aproximadamente a 

una concentración de 0.005 M por ejemplo como las sales de lauril. Los contraiones más pequeños tales 

como el sulfonato de heptano no forman agrupamientos en forma significativa y de ésta forma se pueden 

utilizar a concentraciones mas elevadas como 0,01 M ó mayores. En el último caso la solubilidad del 

contraión en la fase móvil es la consideración principal. 
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- EFECTO DEL pH 

Muchos solutos y reactivos de contraión pueden dar lugar a pares de iones que se distribuirán entre 

las fases móvil y estacionaria, debido al equilibrio de ionización del hidrógeno, del pH de la fase acuosa. 

Para solutos ácidos con pka menor al pH de la fase acuosa el soluto se repartirá como pares de iones .  

Donde el pka es mayor al pH los solutos ácidos se dividirán como los ácidos libres; lo inverso procedera 

para solutos basicos. Ramificaciones importantes de esto son que la formación de pares iónicos no puede 

ser completa y puede causar picos doblados o ensanchados debido a que el pH varia por tener mal 

amortiguamiento además de que los tiempos de retención puden variar de una corrida cromatográfica a 

otra. 

- EFECTO DE LA TEMPERATURA. 

La temperatura en la cromatografia de par jónico influye en el comportamiento de un soluto que se 

divide entre dos fases miscibles. Un incremento en la temperatura de la columna estará, generalmente, 

asociado con una disminución en los volores de K' de los pares jónicos. Una amplia variación de la 

temperatura ambiente dara posiblemente como resultado mala reproducibilidad de los valores de K'. La 

temperatura se puede utilizar para ayudar a optimizar una separación, la consideración práctica limitara un 

intervalo de temperatura hasta un perfil más bajo que sea mayor que el limite superior ambiental y un 

perfil más alto que no amenace la estabilidad de la fase estacionaria. La combinación de temperaturas más 

altas y de minas terciarias y cuaternarias puede reducir la vida de un empaque del tipo de hidrocarburo 

unido a sílice. Un limite superior seguro con esa combinación seria de 60 °C. 
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2.5,2. CONCEPTOS BÁSICOS DE LA CROMATOGRAFIA LIQUIDA (17,20,21). 

TIEMPO DE RETENCION ( 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 punto máximo de la señal o pico. 

TIEMPO MUERTO ( to o ta ): Es el tiempo requerido para eluir un compuesto no retenido en la 

columna y se determina midiendo el tiempo comprendido entre el punto de inyección y el maximo 

del pico cromatográfico, correspondiente al compuesto no retenido. 

TIEMPO DE RETENCION CORREGIDO ( Cr ): Es la diferencia entre tr y to, es decir, durante el 

recorrido de un compuesto a lo largo de la columna lesa moléculas del compuesto invierten parte del 

tiempo en la fase móvil y parte en la fase estacionaria. Mientras están en la fase móvil se desplazan a su 

misma velocidad, en tanto que mientras permanecen en la fase estacionaria están estáticas, 

interaccionando con ésta y de esta forma se retrasan. Por esta razón t'r representa el tiempo que el 

compuesto permanece en la fase estacionaria y se define de la siguiente forma: 

	

Cr = 	to 

PLATOS TEORICOS: Son etapas de partición o distribución que sufren las moléculas de los 

compuestos durante su recorrido a lo largo de la columna cromatográfica. 

NUMERO DE PLATOS TEORICOS ( N ): Es una medida de la eficiencia de la columna, cuanto 

mayor sea N, más eficiente será la columna se mide de acuerdo a la siguiente expresión: 

tres 

N = 16 	 

Wb 
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O bien cuando se determina la anchura del pico cromatográfico al 50% se utiliza la siguiente expresión: 

ir' 

N = 5.54 ---- 

Wb 

ANCHURA DE LA BASE DEL PICO CROMATOGRAFICO ( Wb ); Ea la porción de bel base 

interceptada por tangentes trazadas a ambos lados de una señal cromatogrifica Este valor de anchura se 

emplea en el calculo de la resolución y eficiencia de los sistemas cromatográficos. Figura 5. 

tr(b) 
1 

  

 

tr (ª).  

  

1 

toi t'r(a)  j T—   

_A,  ) I \  

W(a) 

I 	' 	
1 

Punto de 
Inyección 

TIEMPO (ab) 

Figura 5. Representación de un cromatograma típico. 
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ALTURA EQUIVALENTE DE UN PLATO TEORICO ( AEPT ): Es la longitud de columna 

requerida para obtener un equilibrio de la muestra entre la fase móvil y la fase estacionaria se representa 

por: 

L 

AETP 

N 

Donde L es la longitud de la columna, expresada habitualmente en milímetros 

FACTOR DE CAPACIDAD ( K' ): Es una constante termodinámica y mide la solubilidad de la 

muestra en la fase estacionaria. Este indica el tiempo durante el cual un compuesto puede ser retenido en 

la columna. Se define de la siguiente manera: 

t'r tr - to 

K= 

to 

RESOLUCION ( R ): Es una medida cuantitativa del grado de separación obtenido entre dos 

conpuestos. Se determina con la siguiente expresión: 

2(tr2-trl) 

R= 

Wa + Wb 

Generalmente, un valor de "R" igual a 1,5 o mayor significa que los picos están separados 

totalmente. 
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SELECTIVIDAD (4 Es la relación del tiempo que dos picos permanecen en la fue estacionaria. 

Valores elevados, significa mejores separaciones y se le determina con la siguiente expresión: 

t'r2 

t'r I 
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15.3, INTRUMENTOS PARA CROMATOGRAFIA DE LIQUIDOS DE ALTA RESOLUCION 

(CLAR) (19,20). 

Actualmente los instrumentos requeridos para CLAR, incluyen gran versatilidad y 

complejidad y continuan en proceso de avance y modernización. Los componentes básicos de 

un cromatógrafo de líquidos son: Bomba, inyector, columna, detector y registrador. 

La columna se encuentra empacada de materiales especiales de partículas muy pequeñas, lo cual 

hace que la resistencia al flujo de la fase móvil sea muy elevada. Por esta razón, se requiere de un sistema 

de bombeo que haga fluir la fase móvil. 

El proceso cromatográfico empieza por la inyección de la muestra al sistema. La separación 

ocurre al bombear la fase móvil y la muestra disuelta en ésta a través de la columna, cada compuesto que 

eluye de la columna es detectado ya sea por un detector universal o por un selectivo, dependiendo de las 

propiedades de los compuestos a analizar. 

La respuesta del detector a la presencia de cada componente es registrada como un cromatograma.  

Esta señal producida por el detector se manifestará en forma de picos gausianos representando la 

concentración de los componentes eluidos. 

Figura 6. Diagrama esquemático de un cromatógrafo de de líquidos de alta resolución. 

DEPOSITO DI 
PASE MOVIL.  

INYECTOR 

COLIMA 

Drr tan it 	FPROCESO DE Dy:OS  

COLECTO: DI 
PRACOIONIS. 

MIS/SIDO. 



2.6. VALIDACION DE METODOS ANALITICOS (21,23,24,25.) 

En los últimos años, se han venido realizando muchos cambios significativos en la fono►  de 

apreciar y conseguir que un método analítico desarrollado sea evaluado o validado para comprobar su 

confiabilidad o funcionalidad.  

Existen muchas formas de validar un método analítico, ya que hay una gran variedad de 

experimentos que pueden ser utilizados para este fin. 

El seleccionar cuales serán los puntos a validar en un método analitico, depende generalmente de 

la aplicación que tenga el método, de las necesidades particulares de cada laboratorio, de los 

requerimentos oficiales y algunas veces del criterio de la persona que lo realiza.  

La validación de un método analítico, se define como el proceso por el cual queda establecido por 

estudios de laboratorio que la capacidad del método satisface los requisitos para las aplicaciones analiticas 

deseadas. La capacidad se expresa en términos de parámetros analiticos. 

El proceso de validación de un método en particular esta basado en principios cientificos 

adecuados y ha sido optimizado para propósitos prácticos de medición. 

2.6.1. LINEALIDAD. 

La linealidad de un sistema o método analitico es su habilidad para asegurar que los resultados 

analíticos, los cuales pueden ser obtenidos directamente o por medio de una transformación matemática 

bien definida, son proporcionales a la concentración de la sustancia dentro de un intervalo de 

concentración determinado. 

La linealidad del método se evalúa por un análisis de regresión lineal por mínimos cuadrados, para 

la relación concentración adicionada contra concentración cuantificada, obteniéndose los parámetros tales 

26 
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como pendiente (m), ordenada al origen (b); donde m y b no deben ser estadísticamente diferentes de 1 y 

O respectivamente y coeficiente de determinación mayor o igual 0.98. La evaluación de la pendiente y 

la ordenada al origen se realiza por contraste de hipótesis para la relación critica bilateral con un nivel de 

signa-manda (.0 igual a 0.05 a través de un estadigrafo "t de student". 

2.6.2. EXACTITUD. 

La exactitud de un método analítico es la concordancia entre un valor obtenido experimentalmente 

y el valor de referencia. Se expresa como el porciento de recobro obtenido del análisis de muestras a las 

que se ha adicionado cantidades conocidas de la sustancia. 

Se determina que la media no sea diferente del 100%, por medio de una pnieba de hipótesis, con 

un nivel de signifícancia (.0 igual 0.050 a través de un estadigrafo "t de student". 

2.6,3. PRECISION. 

La precisión de un método analítico es el grado de concordancia entre los resultados analíticos 

individuales cuando el procedimiento se aplica repetidamente a diferentes muestreos de una muestra 

homogénea del producto. 

Usualmente se expresa en términos de desviación estándar o de coeficiente de variación. La 

precisión es una medida del grado de reproducibilidad y repetibilidad del método analítico bajo las 

condiciona normales de operación. 

- Repetibilidad.- Ea la precisión de un método analítico expresado como la concordancia entre 

determinaciones independientes realizadas bajo las mismas condiciones (analista, aparato, laboratorio, 

etc.) 
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- Reproducibilidad.- Es la precisión de un método analítico expresado como la concordancia entre 

determinaciones independientes realizadas bajo condiciones diferentes (analistas, en diferentes días, en el 

mismo y/o diferentes laboratorios, utilizando el mismo y/o diferentes equipos).  

2.6.4. ESPECIFICIDAD. 

Es la habilidad de un método analítico para obtener una respuesta debida únicamente a la sustancia 

de interés y no a otros componentes que estén presentes en la muestra (excipientes, impurezas, 

compuestos de degradación etc.). 

La especificidad de un método analítico se demuestra al comparar los resultados del análisis de 

muestras que contienen impurezas, excipientes, o productos de degradación o de formación, con muestras 

que carecen de estos. Cuando las impurezas o productos de degradación o de formación no son conocidas, 

la especificidad se demuestra degradando entre 10 y 30 % de la molécula de interes, obteniendo así los 

productos de degradación a través de reacciones simuladas y controladas de degradación. Para esto se 

someten a degradación, por las vías más comunes hidrólisis ácida y básica, oxidación y fotólisis a: 

- Principios Activos 

- Placebo 

- Fosmulación 

2.6.5. TOLERANCIA. 

Es la determinación de los factores que afectan al sistema de medición. Se lleva a cabo 

cuantificando una muestra homogénea por triplicado y por la evaluación de los parámetros 

cromatográficos de seis inyecciones de la solución de referencia, modificando las condiciones 
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normales de operación, tales como proporciones de los disolventes, concentración de par Mico, pH, etc. 

y observando de qué manera se alteran los resultados, ésto con el fin de determinar los puntos críticos del 

sistema de análisis. 

2.6.6. ESTABILIDAD DE LA MUESTRA. 

Es el tiempo mediante el cual una muestra lista para su análisis conserva su integridad 

fisicoquímica y la concentración de la sustancia de interés, después de almacenarse durante un tiempo 

determinado bajo condiciones especificas. 

2.6.7. LIMITE DE CUANTIFICACION. 

Es aquella concentración del compuesto de interés en una muestra que puede ser determinada con 

precisión y exactitud bajo las condiciones experimentales establecidas; es un parámetro para valoraciones 

atantitativas para niveles bajos de compuestos en muestras, tales como impurezas en materias primas y 

productos de degradación en productos terminados (método de categoria II y III) Según USP 23. (26). 

2.6.8. LIMITE DE DETECCION. 

Es la concentración más baja del compuesto de interes en una muestra que puede ser detectado pero 

no necesariamente cuantificado bajo las condiciones experimentales establecidas. El limite de detección es 

un parámetro para pruebas limites. (determinaciones de la categoria II). 
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3. PLANtEAMIENTO DEL PROBLEMA: 

Actualmente se considera que una parte integral del desarrollo o implementación de un método 

analítico es la validación del mismo, principalmente porque es un requisito ante la secretaria de salud y 

debe probarse para establecer de manera clara y objetiva, que el método de estudio reúne los requisitos 

para las aplicaciones analíticas deseadas. 

Debido a que actualmente no se cuenta con un método analítico adecuado para la determinación de 

citrato de oxeladina y clorhidrato de bromhexina, presentes en jarabe, se requiere entonces de un método 

versátil, rápido y confiable para el análisis, por lo que la cromatografia de líquidos de alta resolución 

(CLAR), es una alternativa para separar ambos principios activos en el menor, tiempo posible, con gran 

confiabilidad en los resultados. 

Debido a que se cuenta con la infraestructura y a las ventajas que ofrece la cromatografia de 

líquidos de alta resolución, se deaca desarrollar un método analítico que nos permita la cuantificación 

simultánea de los principios activos antes mencionados, asegurando completamente la especificidad para 

ambos fármacos. Una vez obtenido, se llevará a cabo la validación del mismo para poder utilizarlo como 

método de rutina para control de calidad y como método indicador de estabilidad. 
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4. OBJETIVOS: 

OBJETIVO GENERAL: 

Obtener un método analítico por cromatografia de líquidos de alta resolución (CLAR) para 

cuantificar citrato de oxeladina y clorhidrato de bromhexina en jarabe para utilizarlo como control de 

producto terminado y estudios de estabilidad. 

OBJETIVOS PARTICULARES: 

1). Caracterizar las materias primas para emplearlas como sustancias patrón de referencia 

secundario. 

2). Reproducir las condiciones experimentales del sistema cromatografico de un método analítico 

reportado para compuestos aminos por CLAR para emplearlas en la separación y cuantificación de citrato 

de oxeladina y clorhidrato de bromhexina en jarabe. 

3). Establecer el procesamiento de las muestra. 

4). Evaluación del sistema propuesto, para emplearlo en estudios de estabilidad, a través de 

reacciones simuladas de degradación de las materias primas y demostrando su especificidad de estas, por 

medio de un análisis espectral de los picos eluidos y cuantificando a diferentes longitudes de onda en un 

sistema de cromatografla de líquidos de alta resolución equipado con un detector de arreglo de fotodiodos. 

5). Proponer el método de análisis. 

6). Validar el método propuesto.  



5. HIPOTESIS: 

En base a las características estructurales de chato de oxeladina y clorhidrato de bromhexina, se 

podra obtener un método analítico que separe y cuantifique ambos compuestos por cromatografía de 

líquidos de alta resolución; el cual nos permitirá el empleo de éste como método analítico para control de 

calidad y para estudios de estabilidad, mediante la comprobación de la especificidad del método a través 

de la degradación de las materias primas, formulación y placebo y cuantificando a diferentes longitudes 

de onda, realizando un anatisis espectral U.V. de los picos eluidos con un detector de arreglo de 

fotodiodos. Demostrando su confiabilidad a través de su validación. 
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6. DESARROLLO EXPERIMENTAL 

6.1. EQUIPO E INTRUMENTOS. 

-Bomba Waters modelo 510 y 610 para cromatógrafo de líquidos 

-Inyector manual Beckman con loop de 20µ1. 

-Inyector manual Waters modelo U6K para cromatógrafo de líquidos. 

-Inyector automático WISP modelo 712 Waters. 

-Inyector automático WISP modelo 700 Waters. 

-Detector Waters 490 de longitud de onda variable para cromatógrafo de líquidos. 

-Detector Waters 480 de longitud de onda variable para cromatógrafo de líquidos. 

-Detector Waters 990 de arreglo de fotodiodos para cromatógrafo de líquidos 

-Integrador Waters modelo 745. 

-Integrador HP modelo 3390A y 3396A. 

-Waters 600E System Controller. 

-Printer Plotter Waters modelo 5200. 

-Prinwriter NEC CP6. 

-Balanza analítica Mettler AE 260 Delta Range. 

-Baño de Ultrasonido Cole-Palmer modelo 8851. 

-Potenciómetro Beckman Modelo 1)45 pH meter. 

-Agitador magnético. Thermolyne, Nuova 

-Agitador vortex, Thermolyne Tipe 37600 Mixer. 
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6.2. MATERIAL. 

-Mícrojeringa de 25,50 y 100 µI Hamílton. 

-Equipo de filtración Millipore. 

-Membranas de filtración Millipore tipo GVWP de 0.22 pm. 

-Pipetas Eppendorf de descarga múltiple. 

-Matraz volumétrico de 25 y 50 ml. 

-Vaso de precipitado de 1000 ml. 

-Pipetas volumétricas de 2 y 10 ml. 

6.3. REACTIVOS: 

-Agua grado HPLC. 

-Metano) grado HPLC. 

-Metano) grado reactivo. 

-Hidróxido de amonio grado reactivo. 

-Acido fosfórico grado reactivo. 

-1- Octanosulfonato de sodio grado reactivo 

-Materias Primas: citrato de oxeladina. 

clorhidrato de bromhexina. 
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6,4. METODO 

6.4.1. CARACTERIZACION DE LAS MATERIAS PRIMAS: 

Con el objeto de obtener sustancias de referencia de trabajo de una pureza óptima; se procedio a la 

certificación de las materias primas chuto de oxeladina y clorhidrato de bromhexina. 

El citrato de oxeladina es un compuesto que no lo describe la farmacopea por lo que para su 

caracterización y la obtención de la sustancia de referencia se realizó una revisión bibliográfica, que 

conjuntamente con la información de provedores se establecierón pruebas de identificación, de pureza y 

valoración, las cuales se ensayaron en el laboratorio con diferentes lotes de varios provedores; previo a la 

certificación de uno de ellos. 

El clorhidrato de bromhexina, se certificó de acuerdo a las pruebas que indica la farmacopea 

británica (B.P.) (10). 

6,4.2. DESARROLLO DEL METODO: 

Basandose en un artículo para antihistarnInicos, descongestionantes y supresivos de la tos, en el 

cual se utiliza la cromatografia de líquidos de alta resolución; se establecio lo siguiente:(I). 

- Uso de cromatografia de pares de iones. 

• Uso de modificadores orgánicos. 

- Crornatografla en fue reversa con una columna C18. 

Basandose en los principios antes descritos y utilizando el material, equipos y reactivos del 

libratorio se propuso el siguiente sistema cromatográfico: 

Fase Móvil I : Octanosulfonato de sodio 0.018 M en Metanol (solucion A):Agua:THF: 

Ac.Fosfórico 85%; (68:29:04:0.1) pH ajustado a 3.8 . 
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Columna; Beckman C 18 ODS de 25 cm de longitud por 4 mm de diámetro interno y un 

tamaño de particula de 5 

Longitud de onda : 220 nm. 

Velocidad de flujo: 1.3 inlAnin. 

Volumen de inyección: 25 µI 

Para seleccionar la longitud de onda de trabajo para los compuestos de interés se realizó un barrido 

espectrofotométrico en un instrumento de arreglo de diodos, donde se encontró que a 220 nm ambos 

compuestos presentaban una adecuada absorbancia; ya establecida la longitud de onda, se prepararon 

soluciones de citrato de oxeladina y clorhidrato de bromhexina sustancias patrón de referencia secundario 

en metanol grado reactivo a diferentes concentraciones, inyectandose al sistema antes descrito. 

Los resultados a los que se llegaron se muestran en la figura 7. 

A) 	 C) 

Figura 7. Cromatogramas representativos de: A) citrato de oxeladina; B) clorhidrato de 

bromhexina; C) mezcla de ambos fármacos, obtenidos con la fase móvil 1, 

Como se observa en la figura 7 se obtuvo respuesta adecuada a la concentración de 240 mcg/ml 

para citrato de oxeladina y 120 mcg/ml para clorhidrato de bromhexina, pero al mezclar ambos 

compuestos no se resolvieron, 



Con estos resultados se realizaron modificaciones a la fase móvil 1, con el objeto de encontrar 

condiciones cromatográficas con los cuales se lograra separar ambos principios activos; dichos cambios 

consistieron en lo siguiente: 

- Eliminación del THF y ajuste de la fuerza de elución con metanol. 

- Aumento y disminución de pH. 

Las fases móviles probadas en esta etapa fueron: 

- Fase Móvil 2: solución A:Agua:Ac.fosfórico al 85 %(70:30:0.1) pH ajustado a 3.8. 

-Fase Móvil 3: solución A:Agua:Ac.fosfórico al 85 %(70:30:0.1) pH ajustado a 3.0. 

-Fase Móvil 4: solución A:Agua:Ac.fosfórico al 85 %(70:30:0.1) pH ajustado a 5.0 

Los resultados generales a los que se llegaron se muestran en la figura 8. 
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A) 
	

B) 	 C) 

Figura 8, Incisos A, II y C cromatogramas representativos de la mezcla de ambos fármacos 

obtenidos al evaluar las fases móviles 2, 3 y 4 respectivamente, como se observa en los cromatogramas A 

y B no se obtuvo una resolución adecuada entre los compuestos de interes con las fases móviles 2 y 3.  

Con lo que respecta a la fase móvil 4 se obtuvo una resolución mayor a 1.5 ademas de un tiempo de 

análisis no mayor de 15 min. 
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Con base en estos resultados, se realizaron pruebas para evaluar la especificidad a productos de 

degradación de materias primas, formulación y placebos, Sometidos a degradación ácida, basica y 

oxidación utilizando la fase móvil 4 

Los resultados obtenidos mostraron que este sistema es inespecífico para productos de degradación 

obtenidos en medio ácido para las materias primas. Con respecto a la degradación basica y la oxidación 

los productos de degradación no interfieren con los compuestos de interes. Figura 9. 

A) 
	

B) 
	

C) 

Figura 9. Cromalogramu representativos de la degradación en medio ácido; A) citrato de 

oxeladina y clorhidrato de bromhexina (sustancia patron de referencia SPR), 0) citrato de oxeladina en 

HCI IN, C) clorhidrato de bromhexina en NCI IN obtenidos con la fase móvil 4. 
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Para obtener un sistema especifico se, procedió a modificar la fue móvil 4, dichas modificaciones 

consistieron: 

- Aumento de pH (en 0.1 unidades), ya que se tenia el antecedente experimental de que 

aumentando este, aumentaba la resolución de los compuestos de interés . 

- Aumento de la concentración molar (en 0.004 M) del par iónico, para buscar un factor de 

capacidad mayor en los compuestos de interés. 

- Cambios en la proporción del solvente orgánico y el agua, para ajustar la elución de los 

compuestos. 

Las fases móviles probadas en esta etapa fueron: 

- Fase Móvil 5: Octanosulfonato de sodio 0.022 M en Metanol (solución B):Agua:Ac. 

Fosfórico al 85% (70:3111) pH ajustado a 5.5. 

- Fase Móvil 6: Solución B:Agua:Ac.Fosfórico al 85% (65:35:0.1) pH ajustado a S.S. 

- Fase Móvil 7: Solución B:Agua:Ac.Fosfórico al 85'14(68:32:0,1) pH ajustado a 5.6. 

-Fase Móvil 8: Octanosulfonato de sodio 0.018 M en Metano! (solución C):Agua:Ac. 

Fosfórico al 85% (68:32:0.1) pH ajustado a 5.5. 

Los resultados generales a los que se llegaron se muestran en la figura 10, 11, 12 y 13 

respectivamente. 
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SPR 	MUESTRA; AMBOS FARMACOS EN HC1 IN 

Figura 10. Cromatograma representativo de la degradación ácida de las materias primas obtenido 

al evaluar la fase móvil 5. 



SPR 	MUESTRA; AMBOS FÁRMACOS EN HCI IN 

Figura I I. Cromatograma representativo de la degradación ácida de las materias primas obtenido 

al evaluar la fase móvil 6. 
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SPR 	MUESTRA; AMBOS FÁRMACOS EN HCI IN 

Figura 12. Cromatogrania representativo de la degradación ácida de las materias primas obtenido 

al evaluar la fase móvil 7. Con ésta se obtuvo una separación mayor entre los degradantes y los principios 

activos de interes, con respecto a la obtenida con las fases móviles 5 y 6 respectivamente. Los tiempos de 

retención obtenidos fueron de 8.70 y 13.42 respectivamente lo cual se considero adecuado a tiempo de 

análisis. 
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SPR 	MUESTRA; AMBOS FARMACOS EN HCI IN 

Figura 13. Cromatograma representativo de la degradación ácida de las materias primas obtenido 

al evaluar la fase móvil 8. Con esta no se tuvo separación entre los degradantes y el citrino de oxeladina 

(principio activo de interes). 
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Ya resuelto el problema de la especificidad se procedió a elegir el estándar interno, a probar la 

linealidad del sistema y establecer el procesamiento de las muestras 

Se probaron diferentes sustancias; de estas la sustancia que presentó un tiempo de retención 

cercano y que se resolvia do los compuestos de interés fué el dipropionato de beclometasona. Despues de 

realizar algunas pruebas, se observó que el sistema es altamente afectado por variaciones de temperatura, 

siendo el dipropionato de beclometasona ( estandar interno) el que era el afectado llegando incluso a no 

resolverse con el clorhidrato de bromhexina; por tal motivo se decídío mantener constante la temperatura 

de la columna, eligiéndose la temperatura de 47.5 °C, (figura 14), a esta temperatura, se obtuvo resolución 

entre principios activos y estandar interno e inversión de tiempos de retención entre clorhidrato de 

brombexina y dipropionáto de beclornetasona además, se presentaban tiempos de retención mas 

reproducibles. 

I 	W 

A) 
	

B) 

Figura 14. Cromatogramas representativos de : A) sustancia patron de referencia a temperatura 

ambiente, B) muestra de la formulación a temperatura ambiente. 
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A) 

Figura 15. Cromatogramas representativos de: A) sustancia patron de referencia a temperatura de 

47.5 °C, B) muestra de la formulación a tempetratura de 47.5°C. 

En cuanto a la linealidad del sistema para citrato de oxeladina se probaron soluciones en fase 

móvil de 48 a 144 mcg/ml y de 12 a 72 mcWm1 para clorhidrato de bromhexina; se les realizó un análisis 

de regresion lineal, se evaluó carencia de ajuste y la ordenada al origen por prueba t de atudent. Ambos 

principios activos demostraron ser lineales en los intervalos probados; pero el citrato de oxeladina mostro 

que la ordenada era estadisticamente diferente de cero. Por lo cual se decidio emplear una curva de 

calibración a tres puntos en lugar de calibración a un solo nivel; para ambos principios activos. 

Con respecto al procesamiento de la muestra esta se realizó por dilución directa en fase móvil, 

considerando el 100% para ambos principios activos de la cantidad etiquetada. 
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EL DESARROLLO LLEVO A LO SIGUIENTE: 

- SISTEMA CROMATOGRAFICO: 

Columna ultrasphere C18 Beckman de 4,6 mm de diámetro interno y 25 cm de longitud, con 

particulas de 5 micras de diámetro, 

Temperatura de la columna: 47,5°C t 0.5°C. 

Velocidad de flujo: 	2.0 ml/min. 

Detector : 	 U.V. 

Longitud de onda: 	220 nm. 

Volumen de inyección: 	25 µI. 

Modo de integración: 	Alturas. 

Fase Móvil: Octanosulfonato de sodio 0.022 M en Metanol:Agua:Ac.fosfóric,o al 85%; (68:32:0.1) 

pH ajustado a 5.6 ± 0.05. 

• CURVA DE CALIBRACION: 

Preparar en fase móvil las siguientes soluciones: citrato de oxeladina (cit. oxeladina), clorhidrato 

de bromhexina (HC1. bromhexina) y dipropionato de beclometasona (estandar interno ). Como se indica 

en la siguiente tabla: 

—111W1—~TRACION FINAL EN pgirriL 

estandar ctt. ~ladina HCI. bromhezIna estandar Interno 

80.0 % 78.8 38.4 100 

100.0% 98,0 48.0 100 

120.0% 115.2 57.6 11$ 
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Con los datos obtenidos de la curva de calibración realizar un análisis de regresión lineal por 

minimos cuadrados, considerando la concentración en (µg/m1) como "x" y la altura relativa como "y" y 

obtener la ecuación de la recta para cada uno de los principios activos 

• METODO. 

Determinar la densidad de la muestra. 

Pesar 2.0 g de la muestra en un matraz volumetrico de 25 ml, agregar 1.0 ml de estandar interno, 

llevar a volumen con fase móvil y mezclar. 

Inyectar 25 µ1 al cromatografo e interpolar la altura relativa de cada uno de los compuestos en su 

respectiva curva patron y obtener la concentración de los principios activos en la solución. 

Hacer corrección por densidad y peso utilizado de la muestra para conocer la concentración en 

gramos de cada principio activo por cada 100 ml de jarabe. 
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6.5. VALIDACION DEL METODO: 

6.5.1, LINEALIDAD: 

La linealidad del método fue determinada preparando soluciones de placebos adicionados a cinco 

diferentes concentraciones, correspondientes al 80, 90, 100, 110, y 120 % de lo etiquetado para citrato de 

oxeladina y clorhidrato de bromhexina respectivamente. Cada principio activo se evaluó por separado, 

manteniendo al 100 % el otro principio activo; cada nivel se preparó por triplicado. 

De los resultados concentración adicionada-concentración cuantificada se determinó el coeficiente 

de correlación y determinación, la ordenada al origen y la pendiente y la evaluacion de la no diferencia de 

estas a cero y uno respe9tivamente por contrate de hipótesis, através de una pnieba t de student al 95% de 

confianza, y n-2 grados de libertadad, 

6.5.2. EXACTITUD: 

La exactitud del método se determinó expresando los resultados de linealidad en porcentaje 

cuantificado, ademas con seis placebos adicionados de citrato de oxeladina y clorhidrato de bromhexina 

ambos a la concentración de 100%. Se evaluó que el promedio de porcentaje cuantificado no fuera 

significativamente diferente al 100 %, sus limites de confianza, todo esto a un nivel de significancia al 

0,05. 

6.5.3. PRECISION: 

Repetibilidad: Se determinó con las muestras en las cuales evaluó la exactitud al 100% y en el 

intervalo de trabajo. Para ambos principios activos respectivamente. Se determinó la repetibilidad, 

calculandose como coeficiente de variación (CV%), 
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Reproducibilidad: Se hizo un estudio de reproducibilidad utilizando un lote de jarabe de citrato de 

oxeladina y clorhidrato de bromhexina de 0.0120/0.060 g/100 ml, el cual fué analizado por triplicado de 

manera independiente por 2 analistas en 2 días. Se determinó el coeficiente de variación global para los 2 

analistas, 

6.5.4, ESPECIFICIDAD: 

Se determinó la especificidad del método degradando las materias primas ( MP) citrato 

de oxeladina y clorhidrato de bromhexina, formulación (F), y placebo (P), bajo las condiciones 

descritas en la siguiente tabla: 

rf  A d' 	rGRAD •`.C• 

PAP,P o rico 1N 21T, Mr. 
Autoclave 

A "o 	̂ 	. rico •C, 20 hr. 
50 % H.R. 

WaiiKtod 1 121 •C, 	hr 
Autocine 

o (3  , 2 	r 
50 % H.R. 

Las muestras se cuantificaron por duplicado y en forma independiente. Se valoró el citrato de 

oxeladina y el clorhidrato de bromhexina a través del método propuesto empleando para ello dos 

longitudes de onda distintas incluyendo la longitud de onda de trabajo (220 nm), para citrato de oxeladina; 

para clorhidrato de bromhexina se empleó cuatro longitudes de onda, incluyendo la longitud de trabajo. 

Se determinó pureza cromatogréfica e identificación de los picos eluidos a través de un análisis 

espectral, esto se realizó para cada una de las condiciones de degradación antes descrita. 
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6.5.5. ESTABILIDAD: 

La estabilidad se realizó analizando tres muestras independientes almacenadas estas durante 12 

horas bajo las siguientes condiciones: Temperatura ambiente en ciclos normales de luz y obscuridad, 

Temperatura de refrigeración a 5°. 

6.5.6. TOLERANCIA: 

Para evaluar la tolerancia se realizarón diferentes modificaciones a variaciones de temperatura de 

la columna y pH de la fase móvil, las cuales se muestran en la siguiente tabla: 

MODIFICACION TIP-O—CrE MODIFICACION 

Condiciones Normales 
47.5%, pH 5.80 

1 Temperatura a47% 

2 Temperatura a 48*C 

3 01415.55 

4 pH a 5.80 

Se preparó una solución de referencia de ambos principios activos y se determinaron los 

parámetros cromatográficos, además se verificó que la cuantificación de los principios activos no variaran 

con cada una de las modificaciones. 

La validación del método se realizó en un cromatógrafo de líquidos de alta resolución Waters constituido 

por: bomba modelo 510, inyector automatice wisp modelo 712, detector UV de longitud de onda variable 

modelo 484, integrador(registrador) modelo 745. 

La especificidad se realizó empleando un detector Waters 990 de arreglo de fotodiodos para 

cromatógrafo de liquidos, acoplado a una impresora printer plotter Waters modelo 5200. 
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7.RESULTADOS Y DISCUSION DE RESULTADOS. 

7.1. PARA CITRATO DE OXELADINA: 

TABLA 1. Resultados obtenidos al cuantificar citrato de oxeladina para,determinar la linealidad, 

exactitud repetibilidad del método en el intervalo de trabajo. 

NIVELI%) CONCENTRACION) 
ADICIONADA lyg/mL) 

CONCENTRACION 
CUANTIFICADA (pg/mL) 

PORCENTAJE 
CUANTIFICADO 

76.93 100.17 
80 76.80 77.30 100.65 

77.45 100.85 
87.14 100.88 

90 88.40 87.37 101.12 
87.19 100.91 
98.11 102.20 

100 98.00 98.53 100.55 
97.22 101.27 
108.00 100.38 

110 105.80 105.71 100.10 
105.48 99.89 
115.90 100.61 

120 115.20 114.20 99.13 
115.61 100.36 

La tabla 1. Muestra los resultados obtenidos al cuantificar citrato de oxeladina de los placebos 

adicionados, realizando recobros a diferentes concentraciones de la cantidad etiquetada. Posteriormente se 

muestra la evaluación estadística para dichos resultados al determinar los parámetros antes citados. 

7.1.1. EVALUACION DE LA LINEALIDAD DEL METODO: 

Evaluando la relación entre la variable independiente (concentración adicionada) y la 

variable dependiente (concentración recuperada), utilizando los valores de la tabla 1. 

FUNCION LINEAL: 	y = mx + b 

DONDE: 	b = Ordenada al origen 

m = Pendiente 

x = Concentración adicionada (pg/m1) 

y = Concentración cuantificada (pg/m1) 
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n = 15 

x = 96.00 

y = 96.54 

7.1.1.1. COEFICIENTE DE CORRELACION Y COEFICIENTE DE DETERMINACION. 

r = 0.998921 

r' 0,997844 

Al ser mayor a 0.98 significa que más del 98 % de la variabilidad total obtenida es explicada por 

la recta ajustada por lo que la relación entre la concentración adicionada y la concentración cuantificada 

es explicada adecuadamente por la función de la linea recta propuesta. 

7.1,1.2. EVALUACION DE LA ORDENADA AL ORIGEN 

Inferencia de la ordenada al origen, a través de una prueba t de student al 95% de confianza, y n-2 

grados de libertad. 

Ordenada al origen = 2,0264 

Hipótesis de contraste: Ho: a = O 

HL a # O 

t exp, = 1.646 

t 0.95,13 gl a  1.771 

Debido a que la "t exp," es menor t 0.95% nos indica que la ordenada al origen no es 

significativamente diferente.de cero. 

Intervalo de confianza al 95% para la ordenada al origen. 

Limite superior = 4.6850 

Limite inferior = -0.6323 
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7.1.1.3. EVALUACION DE LA PENDIENTE. 

Inferencia de la pendiente, a través de una prueba t de student al 95% de confianza, y n•2 grados 

de libertad. 

Pendiente = 0.984549 

Prueba de hipótesis: Ho: b =1 

Ha: b # 1 

t exp. -1.218 

t 0.95, 13 g1=1.771 

Debido a que " t exp." es menor t 0.95% nos indica que la pendiente no es estadIsdcamente 

diferente de uno. 

Intervalo de confianza al 95% para la pendiente 

Limite superior = 1.0120 

Limite inferior = 0.9571 

Debido a que en los intervalos de confianza para la ordenada al origen y para la pendiente se 

incluyen el O y el 1 respectivamente, se demuestra que no existe un sesgo de error proporcional. 



LINEALIDAD DEL METODO 
CITRATO DE OXELADINA 

CONCENTRACION CUANTIFICADA mcg/mL 

80 86 90 98 100 108 110 118 120 
OONCENTRACION ADICIONADA ma0/ml. 

Replica 1 	+ Replica 2 	* Replica 3 • AJUSTADA 

y • 2.0284 4. 0484849 x 

Gráfica de la relación de la concentración adicionada (pg/inL) contra concentración cuantificado 

(ug/mL) de citrato de oxeladina de los datos presentes en la tabla 1. 
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7.1.2. EXACTITUD DEL METODO. 

7.1.2. I. EXACTITUD DEL METODO EN EL INTERVALO ESTUDIADO. 

Evaluación de la exactitud del método en el intervalo estudiado, utilizando los valores de 

porcentaje recuperado de la tabla 1. 

n = 15 
	

s = 0.6926 

x = 100.60 
	

cv = 0.69% 

Inferencia de la media aritmética, a través de una prueba t de student al 95% de confianza y n-I 

grado de libertad. 

Prueba de hipótesis: Ho: = 100 % 

Ha: f 100 % 

t exp. = 3.380 	t 0.95, 14 gI = 2.145 

Intervalo de confianza : 

Limite superior del intervalo de confianza =100.99 

Limite inferior del intervalo de confianza =100.22 

Como se observa, la "t exp." es mayor que la t 0.95 % 14 gI, con lo cual se concluye que la media 

es estadísticamente diferente del 100 % sin embargo la media se encuentra en el intervalo de 98 al 102 % 

y el intervalo de confianza al 95 % nos indica que la inexactitud del método va de 100.22 a 100.99, lo 

cual se considera como una adecuada exactitud para los fines de cuantificación. 
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7.1.2.2. EXACTITUD AL 100 % 

TABLA 2. Resultados obtenidos al cuantificar citrato de oxeladina para determinar la exactitud al 100 % 

WISTEINIT—C"ONCÉNTFIACION) 
ADICIONADA (pa/mi.) 

PORCENTÁJ5—
CUANTIFICADO % 

100.42 
99,53 

100 96.00 100.96 
99.90 

101.90 
100.57 

La tabla 2. Muestra los resultados obtenidos al cuantificar citrato de oxeladina, de los placebos 

adicionados, para determinar la exactitud al 100 %. 

n=6 	 5=0.8216 

x = 100.56 	cv = 182 % 

Inferencia de la media aritmética, a través de una prueba t de student al 95 % de confianza y n-1 gI. 

Prueba de hipótesis: 	Ho = 100 

Ha # 100 

t exp. = 1.669 	 t 0.95, 5 gl= 2.571 

Intervalo de confianza: 

Limite superior del intervalo de confianza = 101.4223 

Limite inferior de intervalo de confianza = 99.70 

Debido a que "t exp." es menor t 95 % y que el 100 % está incluido dentro del intervalo de 

confianza decimos que el metodo es exacto al 100 %. 
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7.1.3. PRECISION DEL METODO 

7.1.3,1. REPETIBILIDAD, 

Con los resultados obtenidos de porcentaje recuperado en los cuales se evaluó la exactitud al 100 

% y en el intevalo de trabajo, se determino la repetibilidad calculandose corno coeficiente de variación 

(CV%). 

CV% para exactitud al 100% = 0.82% 

CV% para exactitud en el intervalo de trabajo = 0.69% 

Corno en ambos casos el CV% es menor al 2%, se concluye que el método es repetible. 

7,1,3.2. REPRODUCIBILIDAD. 

TABLA 3. Resultados obtenidos al cuantificar citrato de oxeladina, para determinar la reproducibilidad 

del método analítico. 

n 42 	s=0.9199 
x4013.74 cv 3.87% 

La tabla 3, Muestra los resultados obtenidos al realizar recobros de la cantidad de citrato de 

oxeladina etiqueda, bajo diferentes condiciones de trabajo, es decir, en dos días diferentes y con dos 

analistas diferentes, 

De acuerdo a que el coeficiente de variación global para los 2 analistas, el cual es menor al 2% se 

considera que el método es reproducible por cualquier analista en cualquier dia. 



7.1.4. ESPECIFICIDAD DEL METODO. 

TABLA 4. Resultados obtenidos al cuantificar citrato de oxeladina, para detenninar la especificidad del 

método.  

r-- 
MUESTRA AGENTE 

DEGRADANTE 
PORCIENTO DE DE GRADACIO N 

DE CITRATO DE O XELADINA 
LONGITUD DE ONDA Inm) 

DIFERENCIA 
MAXIMA DE 

PORCENTAJE 

F 

• ii t. xl-d-o-Te-  
Sodio 

210 2T15.  
14.67 
11.61 

13.33 
10.71 

1.24 
0.90 

AcTio 
Clorhídrico 

—11731--  
14.26 

—113-9 
11.83 2.42 

• eróxsdo de 
Hidrógeno 

~VD a-GRAD A cf. 1  

MP 

'1 	.fdlX. 
de Sodio 

19.611—  
15.83 

19.68 
15.72 

0:0-----
0.11 

--o.o-r--- 
1.87 

Acido 
Clorhídrico 4.77 

.13 
2.90 

Hidrógeno 
eróxu.o •e 9.3 

10.20 9.02 1.18 

P 

.róx .o 
de Sodio 

` ~5~0 RE SPU 

c.o 
Clorhídrico 

'• 	. : SE RITO RESPUESTA 

• e ró xt. o •e 
Hidrógeno 

"É ` . Sre18 	V-0-11-E-SFU STA 

La tabla 4. Muestra los resultados obtenidos de porciento de degradación de citrato de oxeladina 

en las muestras de formulación (F), materia prima (MP) y placebo (P) sometidas a diferentes condiciones 

de degradación. 

Como se observa en la tabla 4, las diferencias entre el porciento de degradación observado a las 

diferentes longitudes, son menores a 2 a excepción de la formulación degradada con ácido clorbidrico 

donde es de 3.78 diferencia adjudicable a las condiciones extremas de degradación y a la poca 

degradación. Los resultados obtenidos indican que existe una alta probabilidad de que la cuantificación 

del principio activo sea selectivo. 

5B 
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No se extremaron las condiciones para obtener degradación con peróxido de hidrógeno para el 

caso de la formulación, ni para incrementar la degradación de materia con ácido clorhidrico y peróxido de 

hidrógeno, puesto que estas en si resultan drásticas. 

Con el objeto de demostrar la pureza del pico cromatográfico eluído, correspondiente a citrato de 

oxeladina se realizó un análisis espectral que consiste en: Análisis de contorno, sobreposición espectral y 

comparación contra el espectro de la sustancia de referencia. 

Como ejemplo se muestra la degradación de citrato de oxeladina materia prima sometida a 

degradación con peróxido de hidrógeno. 

A continuación se presenta el análisis espectral de la muestra sometida a degradación. El cual 

consiste en un cromatograma a longitud de onda de trabajo (220 nm), un contorno espectral, donde en el 

eje de las "x" se presenta el tiempo de elución, en el eje de las "z" el intervalo de longitudes de onda de 

200 a 300 nm y la absorbancia en el eje de las "y". Presenta además, la selección de los diferentes tiempos 

de elución del pico de interes. Figura 16. 

En la figura 17 y 18. Respectivamente se muestra la sobreposición espectral de los tiempos de 

elucción seleccionados y la comparación del espectro de citrato de oxeladina sustancia de referencia, 

contra el de la muestra degradada. 
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PUREZA CROMATOGRAFICA: 

ANÁLISIS DE CONTORNO ESPECTRAL. 
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Figura 16. Análisis de contorno espectral de citrato de oxeladina materia prima, sometida 

degradación con peróxido de hidrógeno. 

- SOBREPOSICION ESPECTRAL. 

., '":'•,. 

0...'1,:. 

.. Ve 

Figura 17. Sobreposición de los espectros de citrato de oxeladina materia prima, correspondientes 

a cada uno de los tiempos de elución seleccionados en el cromatograma anterior. 
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- COMPARACION DE ESPECTROS.  

Figura 18. Comparación de espectros de citrato de oxeladina sustancia patrón de referencia y 

citrato de oxeladina materia prima sometida a degradación con peróxido de hidrógeno. 

Como se observa no hay señales atribuibles a la presencia de otros compuestos en los mismos 

tiempos de elución que los de la señal de interés. Existe una identidad espectral muy alta entre citrato de 

oxeladina materia prima sometida a degradación con peróxido de hidrógeno y el citrato de oxeladina 

sustancia de referencia, lo que constituye evidencia suficiente para decir que en la respuesta no hay 

interferencia ocasionada por algun producto de degradación, y la impureza y que el pico obtenido 

corresponde a citrato de oxeladina. Ademas la cuantificacción de citrato de oxeladina a las distintas 

longitudes de onda estudiadas fueron similares, por lo que se dice que este método es especifico para la 

cuantificación de citrato de oxeladina en jarabe. 

De igual manera se procedio con todas las muestras degradadas obteniéndose resultados similares 

en todas las muestras. 



62 
7.1.5. ESTABILIDAD DE LA MUESTRA. 

TABLA 5. Resultados obtenidos al cuantificar citrato de oxeladina para determinar la estabilidad. 

ATbaal-  (CONTROL) - 
-Miestra C0167 

Miestra 2 108.83 
Miestra 3 109.08 
Rorro& 108. 86 % 

r 	12—horas 
AMIE OSCURIDAD-  EFRIGEFrACI• 

Miestra 1 109.00 107.33 10033 
Mesita 2 108.33 107.25 107.58 
Miestra 3 107.56 106.75 107.17 
Prorradio 108.33 % 107.11 % 107.03% 

La tabla 5. Muestra los resultados obtenidos de las muestras almacenadas durante 12 horas a 

diferentes condiciones de temperatura ambiente y refrigeración. 

TABLA 6. Promedio de los porcentajes cuantificados de citrato de oxeladina a las diferentes condiciones 

de almacenamiento (* ), y porcentaje de las diferencias con respecto al control (**) 

—00NDICIONES-DE~ENAMENTO— 
TIEMPO +R 161 IGE 

-93.0013P1- 
12 hatea 

094%1**1 3.11 % 2.38% 

Al cuantificar las muestras a las condiciones de almacenamiento propuestas, se obtiene una 

diferencia menor al 2 % respecto a la cuantificación original se considera que el citrato de oxeladina en la 

muestra es estable en condiciones ambiente, obcuridad y refrigeración hasta 12 horas. 



MDDIFICACION 
No. 

COA/PUESTO 	PLATOS 
TEORICOS 

IFOXEIMINA - -1;97135 

  

  

BECLONETASONA 2,374.05 
---0>ECADINA---- -1;82202-  
BECLONETASONA 1,755.94 

OXELMINA--- -T,631:1T 
BECLONETASONA 1,67226 

IN • 	1;660. 
I3ECLONETASONA 1,771.96 

IMINA - -1,72056 
BECLONETASONA 1,746.71 

1 
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7.1.6. TOLERANCIA DEL SISTEMA. 

TABLA 7. Promedio de los parámetros cromatográficos del sistema realizando diferentes modificaciones. 

RETENCION 
RELATIVA 

1/0--  
204 

—1:00----  

FACTOR DE 
CAPACIDAD 

*T31-  
6.75 

FACTOR DE 
COLEO 
099--
0.92 

--1:08--- 

RESOLUCION 

2.06 7.46 097 — 
ti e —3.27 Esa 
206 6.75 0.97 — 
U» 3:41 1.08 
2.06 7.03 0.97 

-IDO ---3.43--  —TM —UO3 
2.06 7.08 0.96 

** Oxeladina = Citrato de Oxeladina ( compuesto de interes ) 

Beclometasona = Dipropionato de beclometasona ( estandar interno) 

TABLA 8. Resultados de porcentaje cuantificado de citrato de oxeladina y sus diferencias con respecto a 

las condiciones normales. 

MDDIFICADON 
No 

%CUANTIFICADO DIFERENCIA 

-• • 11214 -.- 
1 110.59 -1.55 
2 111.17 -0.97 
3 111.00 -1.14 
4 11(108 -1.06 

Debido a que las diferencias de los porcentajes cuantificados de citrato de oxeladina son menores 

al 2 %, se considera que estas modificaciones al sistema cromatográfico son tolerables y que el sistema es 

adecuado cuando los valores de los parámetros cromatográficos se encuentran entre los valores reportados 

en la tabla 7. 
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7.2, PARA CLORHIDRATO DE BROMIIEXINA. 

TABLA 1. Resultados obtenidos al cuantificar clorhidrato de bromhexina para, determinar la linealidad, 

exactitud y repelibilidad del método en el intervalo de trabajo. 

NIVEL(%) CONCENTRACION) 
ADICIONADA yistimL) 

CONCENTRACION 
CUANTIFICADA_W/mLI 

38.00 

PORCENTAJE 
CUANTIFICADO 

101.56 
80 38.40 38.61 100.29 

_ 38.86 101.20 
43.28 ^^ 100.19 

90 43,20 43.33 100.30 
44.17 102.26 
48.01 100.02 

100 48.00 47.85 99.89 
47.76 99.50 _ 

- 
	
101.34 

110 	 62.80 	 53.26 100.87 
53.00 100.38 
68.07 100.82 

120 57.60 	 57.79 100.33 
I, 	57.70 100.17 __.__j 

La tabla 1. Muestra los resultados obtenidos al cuantificar clorhidrato de bromhexina de los 

placebos adicionados, realizando recobros a diferentes concentraciones de la cantidad etiquetada. 

Posteriomiente se llevó acabo la evaluación estadística para dichos resultados al determinar los 

parámetros antes citados, 

7.2.1. EVALUACION DE LA LINEALIDAD DEL METODO: 

Evaluando la relación entre la variable independiente (concentración adicionada) y la variable 

dependiente (concentración recuperada), utilizando los valores de la tabla I. 

FUNCION LINEAL: 	Y = mx+b 

DONDE: 	b = Ordenada al origen 

m = Pendiente 

x = Concentración adicionada (ug/m1) 

y = Concentración cuantificada (µg/ml) 
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n= 15 

x= 48.00 

y = 48.27 

7.2.1.1. COEFICIENTE DE CORRELACION Y COEFICIENTE DE DETERMINACION. 

r = 0.995625 

= 0.997791 

Al ser r' mayor a 0.98 significa que más del 98 % de la variabilidad total obtenida es explicada por 

la recta ajustada por lo que la relación entre la concentración adicionada y la concentración cuantificada 

es explicada adecuadamente por la función de la linea recta propuesta. 

7.2.1.2. EVALUACION DE LA ORDENADA AL ORIGEN. 

Inferencia de la ordenada al origen a través de una prueba t de student al 95% de confianza, y n-2 

grados de libertad. 

Ordenada al origen = 0.4833 

Hipótesis de contraste: 	Ho: a = O 

Ha: a#0 

t exp. = 0.768 

t 0.95, 13 gl = 1.771 

Debido a que la "t exp." es menor t 0.95% nos indica que la ordenada al origen no es 

significativamente diferente de cero. 

Intervalo de confianza al 95% para la ordenada al origen.  

Limite superior =1.8444 

Limite inferior = -0 8771 
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7.2.1.3. EVALIJACION DE LA PENDIENTE. 

Inferencia de la pendiente a través de una prueba t de student al 95% de cantianza, y n-2 grados de 

libertad. 

Pendiente = 0.995625 

Prueba de hipótesis: Ho: b = I 

Ha: b # 1 

t exp = - 0.337 

t 0.95, 13 gl = 1.771 

Debido a que "t exp" es menor t 0.95% nos indica que la pendiente no es estadísticamente 

diferente de uno. 

Intervalo de confianza al 95% para la pendiente: 

Limite superior = 1.0237 

Limite inferior = 0.9675 

Debido a que en los intervalos de confianza para la ordenada al origen y para la pendiente se 

incluyen el O y el 1 respectivamente, se demuestra que no existe un sesgo de error proporcional 



LINEALIDAD DEL METODO 
CLORHIDRATO DE BROMHEANA 

CONCENTRACION CUANTIFICADA mcg/mL 

68 

63 

48 

43 

38 
38 40 42 44 48 48 60 62 64 68 

CONCENTRACION ADICIONADA mcg/mL 

• Replica 1 	+ Replica 2 	Replica 3 —41—  AJUSTADA 

y ■ 0.4838 + 0.096817 x 

Gráfica de la relación de la concentración adicionada (pg/mL) contra concentración cuantificada 

(pg/mL) de clorhidrato de bromhexina de los datos presentes en la tabla I. 
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7.2,2. EXACTITUD DEI. METODO. 

7.2.2.1. EXACTITUD DEL METODO EN EL INTERVALO ESTUDIADO. 

Evaluación de la exactitud del método en el intervalo estudiado, utilizando los valores de 

porcentaje recuperado de la tabla I. 

n = 15 	s = 0.7420 

x = 100,59 cv = 0.74 % 

Inferencia acerca de la media aritmética a través de una prueba t de student al 95% de confianza y 

n-1 grado de libertad. 

Prueba de hipótesis: Ho: = 100 % 

Ha:* 100 % 

t exp. = 3.092 t 0.95, 14 g1= 2.145 

Intervalo de confianza : 

Limite superior del intervalo de confianza = 101.00 

Limite inferior del intervalo de confianza =100.18 

Como se observa, la "t exp." es mayor que la t 0.95 % 14 gl, con lo cual se concluye que la media 

es estadlsticamente diferente del 100 % sin embargo la inedia se encuentra en el intervalo de 98 al 102 % 

y el intervalo de confianza al 95 % nos indica que la inexactitud del método va del 100.18 a 101,00, lo 

cual se considera como una adecuada exactitud para los fines de cuantificación. 



7,2.3,2. EXACTITUD AL 100 %. 

TABLA 2. Resultados obtenidos al cuantificar clorhidrato de bromhexina para determinar la exactitud al 

100 %. 
v Ut t511—etifferITY R A eltfif i 

ADICIONADA (pa/ml) 
e (BU Je 

CUANTIFICADO % 
10742 
99.63 

100 48.00 101.58 
99.90 
98.31 

101.02 

La tabla 2. Muestra los resultados obtenidos al cuantificar clorhidrato de bromhexina, de los 

placebos adicionados, para determinar la exactitud al 100 %. 

n = 6 	s = 1,148368 

x=100.14 cv= 1.15% 

Inferencia acerca de la media aritmética a través de una prueba t de student al 95 % de confianza y 

n-1 gl. 

Prueba de hipótesis 
	

Ho = 100 

Ha + 100 

t exp. = 0.306 
	

t 0.95, 5 gl = 2.571 
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Intervalo de confianza; 

Limite superior del intervalo de confianza = 101.35 

Limite inferior de intervalo de confianza = 98.94 

Debido a que "t exp." es menor t 95 % y que el 100 % está incluido dentro del intervalo de 

confianza decimos que el método eá cueto al 100 %. 



9323 
lom 

90.17 
9317 
93.93 

---9183-10:13r-
100.00 
1000) 
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2 
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1 

70 

7.2.3. PRECISION DEL METODO 

7.2.3.1.REPETIBILIDAD. 

Con los resultados obtenidos de porcentaje recuperado en los cuales se evaluó la exactitud al 100 

% y en el intevalo de trabajo, se determinó la repetibilidad calculandose como coeficiente de variación 

(CV%). 

CV% para exactitud al 100% = 1.15% 

CV% para exactitud en el intervalo de trabajo = 0.74 % 

Como en ambos casos el CV% es menor al 2%, se concluye que el método es repetible. 

7.2.3.2.REPRODUCIBILIDAD. 

TABLA 3. Resultados obtenidos al cuantificar clorhidrato de bromhexina, para determinar la 

reproducibilidad del método analítico. 

n42 	34.5877 
x49.51 cv 4.6936 

La tabla 3. Muestra los resultados obtenidos al realizar recobros de la cantidad de clorhidrato de 

bromhexina etiquetada, bajo diferentes condiciones de trabajo, es decir, en dos (Has diferentes y con dos a 

analistas diferentes. 

De acuerdo a que el coeficiente de variación global para los 2 analistas, el cual es menor al 2% se 

considera que el método es reproducible por cualquier analista en cualquier día. 
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7.2.4. ESPECIFICIDAD DEL METODO. 

TABLA 4. Resultados obtenidos al cuantificar clorhidrato de bromhexina, para determinar la 

especificidad del método. 

NUESTRA 
AGENTE 

DEGRADANTE 
PORCIENTO DE DEGRADPC1ON 

DE CLORHIDRATO DE BRONYIEXINA 
LONGITUD DE ONDA (nrri 

DIFERENCIA 
MAXIMA DE 
PORCENTAJE 

249—  
—17102213 13EG 	Olsr —Rába& - - - 

de Sodio -- - 
...... OT b. /b ''S -'3.02-- 

F Clorhídrico 683 9.72 8.51 289 
-erólklb----  -71:88--  ET1 3--  0.85— 
Hidrógeno 4.55 3.13 3.76 1.86 

:10`" ---fiando tur 17.67 V 
de Sodio 18.40 16.67 16.73 1.73 

aeo---- ...«. 11.33-  1:17 11.21 
M P Go* hico 9.90 9.17 9.83 1.00 

-:., 	...: .17 547--  f. 
Hidrógeno 5.20 4.17 437 1.03 
1-fidrOodo 
de Socio 

NOSFOOS RGUTIE - 1 Si A 

AW----  -NOSE-0111570-RESPOJSTA-----  
P clamada, 

0-SE-085JRWRESPOEISTA 
- • • 

11-6>WW---  - - - 
Hidrógeno _I 	l__ - - • 

La tabla 4. Muestra los resultados obtenidos de porciento de degradación de clorhidrato de 

bromhexina en las muestras sometidas a diferentes condiciones de degradación.  

Como se observa en la tabla 4, las diferencias entre el porciento de degradación observado a las 

diferentes longitudes, son menores a 2 a excepción de la formulación degradada con ácido clorhidrico 

donde es de 3.02 diferencia adjudicable a las condiciones extremas de degradación y a la poca 

degradación. Los resultados obtenidos indican que existe una alta probabilidad de que la cuantificación 

del principio activo sea selectivo. 
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No se extremaron las condiciones para obtener degradación con hidróxido de sodio en la 

formulación, tampoco para obtener mayor degradación con ácido clorhidrico y peróxido de hidrógeno en 

formulación y materia prima puesto que estas en si resultan drásticas. 

Con el objeto de demostrar la pureza del pico cromatográfico eluido, correspondiente a clorhidrato 

de bromhexina se realizó un análisis espectral que consiste en; Análisis de contorno, sobreposición 

espectral y comparación contra el espectro de la sustancia de referencia. 

Como ejemplo se muestra la degradación de clorhidrato de bromhexina materia prima sometida a 

degradación con hidróxido de sodio. 

A continuación se presenta el análisis espectral de la muestra sometida a degradación. El cual 

consiste en un cromatograma a longitud de onda de trabajo (220 nm), un contorno espectral, donde en el 

eje de las "x" se presenta el tiempo de elución, en el eje de las "z" el intervalo de longitudes de onda de 

200 a 300 nm y la absorbancia en el eje de las "y". Presenta además, la selección de los diferentes tiempos 

de elución del pico de interes. Figura 19. 

En la figura 20 y 21 Respectivamente se muestra la sobreposición espectral de los tiempos de 

elucción seleccionados y la comparación del espectro de clorhidrato de bromhexina sustancia de 

referencia, contra el de la muestra degradada.  
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- ANALISIS DE CONTORNO ESPECTRAL. 

Figura 19. Análisis de contorno espectral de clorhidrato de bromhexina materia prima, sometida a 

degradaciór, con hidróxido de sodio. 

- SOBREPOSICION ESPECTRAL. 

Figura 20. Sobreposición de los espectros de clorhidrato de bromhexina materia prima, 

correspondientes a cada uno de los tiempos de elución seleccionados en el crotnatograma anterior. 



- COMPARACION DE ESPECTROS. 
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t• 

Figura 21. Comparación de espectros de clorhidrato de bromhexina sustancia de referencia y 

clorhidrato de bromhexina materia prima sometida a degradación con hidróxido de sodio. 

Como se observa no hay señales atribuibles a la presencia de otros compuestos en los mismos 

tiempos de elución que los de la señal de interés. Existe una alta identidad espectral entre clorhidrato de 

bromhexina materia prima sometida a degradación con hidróxido de sodio y el clorhidrato de bromhexina 

sustancia de referencia, lo que constituye evidencia suficiente para decir que en la respuesta no hay 

interferencia ocasionada por algún producto de degradación y/o impureza y que el pico obtenido 

corresponde a clorhidrato de bromhexina. Además la cuantiticacción de clorhidrato de bromhexina a las 

distintas longitudes de onda estudiadas fueron similares, por lo que se dice que este método es especifico 

para la cuantificación de clorhidrato de bromhexina en jarabe 

De igual manera se procedio con todas las muestras degradadas obteniendose resultados similares 

en todas las muestras. 
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7,2.5 ESTABILIDAD DE LA MUESTRA. 

TABLA 5. Resultados obtenidos al cuantificar clorhidrato de bromhexina para determinar la estabilidad. 

---AT—Tnrciar(CONTROLY—  -- 
MresVa 1 9915 -- 
Manea 2 10300 
Miestra 3 103.00 
Promedio 99.94% 

—BI-12—horas 
AME' • •:-.• I • IDAD • EFREGER700/4 

M.iesrra 1 93.67 97.17 9117 
Mosta 2 9&67 9E83 97.50 
M'esta 3 98.67 9E50 97.00 
Piormdio 99.00 % 9E63% 97.56 % 

La tabla 5. Muestra los resultados obtenidos de las muestras almacenadas durante 12 horas a 

diferentes condiciones de temperatura ambiente y refrigeración, 

TABLA 6. Promedio de los porcentajes cuantificados de clorhidrato de bromhexina a las diferentes 

condiciones de almacenamiento (* ), y porcentaje de las diferencias con respecto al control (") 

99 ' 9' 9 19 ' TrltIVINCERAVIENTO 
TIENDOgriáijog .:.§ - . 	,i, • •I 

•.: g7.55131"— 
12horas 

0.94%1'9 3.11 % 2.38 % 

Al cuantificar las muestras a las condiciones de almacenamiento propuestas, solamente, a 

condiciones ambiente, se obtiene una diferencia menor al 2 % respecto a la cuantificación original, se 

considera que el clorhidrato de bromhexina en la muestra, es estable hasta 12 horass condiciones 

ambiente. 
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7.2.6. TOLERANCIA DEL SISTEMA. 

TABLA 7. Promedio de los parámetros cromatográficos del sistema realizando diferentes modificaciones.  

MODIFICACION 
No. 

CONPUESTO PLATOS 
TEORICOS 

RETENCION 
RELATIVA 

FACTOR DE 
CAPACIDAD 

FACTOR DE 
COLEO RESOLUCION 

— 113ROWHEXINA 4,5(188 a20 10357 0.66 5.78—I 
— BECLONETASONA 2374.06 2.04 6.75 0.92 
1 aXECADINA—  —VETAD 3:20—  116 1.01 5-.16— 

BECLONETASONA 1,7E6.94 206 7.45 0.97 - 
-3 —OXECAD1N 26 —10. . 

BECLOWETASONA 1,67226 2.06 6.75 0.97 — 
—OXECAD1NA 375216 —296—  MIT" ti? 4:18 

BECLOIVETASONA 1,771.96 206 7.03 (197 — 
• —OXECAD1NA a97.155 3:35 . 0.139—  503 

BECLOWETASONA 1,746.71 2.06 7.07 0.96 — 

** BROMHEXINA = Clorhidrato de bromhexina ( compuesto de interés ) 

BECLOMETASONA = Dipropionato de Beclometasona ( estandar interno) 

* La retención relativa se obtuvo en relación al citrato de oxeladina, el cual se le adjudico el valor de I. 

TABLA 8. Resultados de porcentaje cuantificado de clorhidrato de bromhexina y sus diferencias con 

respecto a las condiciones normales. 

MDDIFICACION 
No 

%CUPNTIFIC6D0 DIFERENCIA 

--- —101733 --- 
1 maco 1.17 	' 
2 102.11 0.28 
3 102.17 0.34 
4 100.14 <189 

Debido a que las diferencias de los porcentajes cuantificados de clorhidrato de bromhexina son 

menores al 2 %, se considera que estas modificaciones al sistema cromatográfico son tolerables y que el 

sistema es adecuado cuando los valores de los parámetros cromatográficos se encuentran entre los valores 

reportados en la tabla 7. 



8. CONCLUSIONES 

- Los resultados que se obtuvieron en cuanto al desarrollo del método condujeron a un método 

analítico práctico. Así tenemos un método sencillo y rápido capaz de lograr combinar la cuantificación de 

ambos principios activos en una misma corrida cromatográfica. 

- En cuanto a la validación el método cumple satisfactoriamente con los parámetros estudiados: 

El método es lineal para citrato de oxeladina en el intervalo de concentraciones de 76.8 a 115 2 

pg/ml. Para clorhidrato de bromhexina de 38.40 a 57.60 pg/ml. 

- Debido a que en los intervalos de confianza para la ordenada al origen y para la pendiente se 

incluye el O y 1 respectivamente se demuestra que no hay error proporcional consistente y constante. Esto 

para ambos principios activos. 

• La exactitud del método es 100,60 % con un intervalo de confianza al 95 % entre 100.99 y 

100.22 en todo el intervalo estudiado y de 100.56 con un intervalo de confianza al 95 % entre 101.42 y 

99.70 al 100 %, para citrato de oxeladina. 

• Para clorhidrato de bromhexina la exactitud del método es 100.59 % con un intervalo de 

confianza al 95 % entre 101.00 y 100.28 en todo el intervalo estudiado y de 100.14 con un intervalo de 

confianza al 95 % entre 101.35 y 98.94 al 100 %. 

• El método es selectivo para cuantificar citrato de oxeladina y clorhidrato de bromhexina en 

presencia de los demás componentes de la formulación y sus posibles productos de degradación y es 

adecuado para realizar estudios de estabilidad.  
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- El método es repetible y reproducible para ambos principios activos. 



78 

- Las muestras ya procesadas listas para su análisis son estables a temperatura ambiente hasta 12 

horas después de preparadas. Para ambos principios activos. 

El sistema es tolerante a las variaciones de pH de la fase móvil entre 5.55 y 5.65 y a variaciones en 

la temperatura de la columna entre 47° y 48°C. 

- El método analítico para la cuantificación de citrato de oxeladina y clorhidrato de bromhexina 

respectivamente, es adecuado para ser aplicado al producto en proceso y terminado, así como para realizar 

estudios de estabilidad en jarabe. 
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ANEXO A 

FORMULAS PARA EVALUR LA LINEALIDAD DEL METODO: 

• EVALUACION DE LA ORDENADA AL ORIGEN 

Prueba do hipotosis Ho: a = O 
Ha: a / 0 

Estadígrafo de contraste : 

a •0 
t cal, r 	  

x = 	
1 

n 	xi • x 1 ' 

Decision estadística : 
si t cal. g t 10.976, n• 2 gl I 
y tcal.3 t 10.025, n - 2 g II 

Puedo considerarse que estadísticamente a = O 

Intervalo do confianza al 95 % : 

a t ti•••c / 2 	4/x 
n nIx1 - x ' 

• EVALUACION DE LA PENDIENTE : 

Prueba de hipotesisHo: b = 1 
Ha: b# 1 

Estadigralo de contraste : 

lb-11 IsylxI4T17-1/  
t cal. = 

Decision estadística : 
el t cal. g t 0.975, n • 2 gl I 
y 	t cal. 	t 10.025, n • 2 gl 1 

Puede considerarse que estadísticamente b =1 



Intervalo de confianza al 95 % 

4/x 
b ± 

   

   

ex r\f-711  

Si ambas hipótesis, tanto para a como para b son 
aceptadas, el método se considero como lineal. 
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ANEXO ti 

FORMULAS PARA EVALUAR LA EXACTITUD DEL METODO: 

Media: 	xi 

n 

Desviación Estandar 

n•1 

Coeficiente de variación: 

c.v. = 	• 100 
x 

Prueba de hipotesie Ho: = 100 % 
Ha: # 100 % 

EatedIgrafo de contraste : 

t Cal. = 
- 100 % 

sisó 

DecIslon estadística : 
si t cal. < 1 ( 0,976, n - 1 al) 
y t cal. > t ( 0.025, n •1 p11 

El método se considera exacto 

Intervalo de confianza al 96 % : 

t 11-«/ 2 (stsrrT1 
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ANEXO C 

FORMULAS PARA EVALUAR LA PRECISION DEL METODO ANALITICO: 

Media: 
— 

xi 

n 

Desviación Estender : 

= 
n-1 

Coeficiente de variación: 

e 
C.V. = 	 100 
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