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INTRODUCCION:

En la actualidad, la calidad de los productos farmacéuticos debe ser asegurada por el
fabricante, desde el inicio del proceso de manufactura hasta la aprobacién y distribucion
del mismo. Parte importante de este ciclo es el analisis fisicoquimico del producto, el
cual, tiene como base métodos analiticos validados que comprueban que el producto
cumple con las especificaciones establecidas y asegura la efectividad del mismo.

La Validacién de los meétodos analiticos es de gran importancia en todos los
laboratorios de analisis ya que con esto se asegura que los resultados analiticos que se
obtengan al analizar el producto farmacéutico, son confiables, ademas de que dia con
dia se esta en la busqueda de la optimizacion de estos métodos y la disminucion en el

costo de los mismos.

Existen diferentes documentos o guias para la validacién de métodos analiticos,
algunos de estos son: la Guia de Validacién de Métodos Analiticos emitido por el
Colegio de QFB's y la guia del ICH Topic Q28 Validation of analytical Procedures
Methodology, de los cuales se tomaron los lineamientos para la realizacion del presente
trabajo, cuyo objetivo fue desarrollar y validar un meétodo analitico por Cromatografia de
liquidos de alta resolucion utilizando la técnica de disefo de experimentos.

OBJETIVO:

El objetivo del presente trabajo es el
CROMATOGRAFIA DE LIQUIDOS DE ALTA RESOLUCION (CLAR),
determinacién de un Analgésico y un Rubefaciente en un gel, con el que se disminuya
el coleo que se presenta en la respuesta cromatografica de Bencidamina, mediante

Diseno de Experimentos en la etapa de medicion del proceso analitico.

desarrolio de un método analitico por
para la
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Generalidades

GENERALIDADES

1.1. CROMATOGRAFIA DE LIQUIDOS DE ALTA RESOLUCION

La Cromatografia es un meétodo analitico empleado ampliamente en la separacion,
identificacién y determinacion de los componentes quimicos en mezclas complejas.
La cromatografia fue inventada por el britanico ruso Mikhail Tswett poco después del
inicio del siglo XX. Tswett hizo pasar soluciones que contenian pigmentos vegetales,
como clorofilas y xantofilas, a través de columnas de vidrio empacadas con carbonato
de calcio dividido finamente. Las especies separadas aparecian como bandas
coloridas sobre la columna, lo cual explica el nombre que se escogié para el método
(del griego chroma, que significa “color”, y graphein, que significa “describir”).

La cromatografia es una técnica en la cual los componentes de una mezcla son
separados con base en las velocidades a las cuales son pasados a través de una fase
estacionaria por el flujo de una fase moévil gaseosa o liquida (fig. 1)

Muestra
A+B

Columna

Detector Iﬁ

Sefial del
detector

tiempo
Fig. 1.Hustracion esquematica de la separacion de dos componentes (A y B).
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1.2. SELECCION DEL TIPO DE CRMATOGRAFIA EN EL DESARROLLO DE
METODOS ANALITICOS?

Fase inversa

Baja polaridad 1 Fase moévil
ACUNRA
I No idnico
Fase liquida,

. Polaridad Sdlida o
media alta - enlazada

PM<2000

Intercambio de
i Aniones/pares de
iones

>a40omce

Intercambio de
Cationes/pares
 de jones

i1 Exclusién estérica
"+ Fase mdévil acuosa

- Soluble en'agua -

PM> 2000
Exclusién estérica

Insoluble en agua ‘__ Fase movil no
acuosa

»Ad0mcz| -

Fig.2. Tipos de Cromatografia.

Si la muestra es insoluble en agua, posee caracter alifatico aromatico y tiene un peso
molecular de menos de 2000 daltons para todos los componentes, las posibilidades
son la cromatografia de adsorcion (liquido - sdlido) o la cromatografia liquido -
liquido. La cromatografia de adsorcién opera mejor en la separacion por clases o para
la separacién de compuestos isoméricos.

La técnica de cromatografia liquido - liquido es mejor para la separacion de
homoélogos. Los grupos funcionales que son capaces de formar enlaces hidrégeno
fuertes se retienen mucho en cromatografia de adsorcién. Sin embargo, la
cromatografia liquido - liquido proporciona una alternativa para la separacién de estos
compuestos. Estas seran las muestras que tienen una polaridad media y son solubles
en disolventes orgdnicos débiimente polares. En general la separacion de no

5




Generalidades

electrolitos en cromatografia liquido - liquido se logra igualando la polaridad de la fase
estacionaria con la de la muestra y utilizando una fase mévil con una polaridad

marcadamente diferente.

Los grupos i6nicos y los ionizables sugieren el uso de la cromatografia de intercambio
idnico o de pares de iones, cuando la muestra es soluble en agua y los pesos
moleculares son menores de 2000 faltones. Cuando se sabe o se sospecha que el
peso molecular excede aproximadamente de 2000 daltons para alguno o todos los
componentes de la muestra, entonces es indicado el uso de la cromatografia de
exclusion (permeacion en gel). Este método clasifica y separa muestras de mezclas
de acuerdo al tamafio y forma molecular.

Un método cromatografico adicional depende de la estructura de los solutos
considerada como un todo y no como funcién de grupos funcionales especificos o de
la carga o el tamafo. La cromatografia de afinidad utiliza especies bioquimicas
inmovilizadas como fase estacionaria para separar uno o algunos de entre cientos de
ellos que no se retienen. Las separaciones explotan el enlace de “cerradura y llave”
que prevalece en los sistemas biolégicos (fig. 2).

1.3. CROMATOGRAFIA DE FASE INVERSA. (REVERSA)?

La cromatografia de fase inversa utiliza un empaque enlazado hidrofébico,
usualmente con un grupo funcional octadecilo (C-18) u octilo (C-8) y una fase movil
polar, frecuentemente una fase moévil parcial o totalmente acuosa.

Las sustancias polares prefieren la fase moévil y eluyen primero. Conforme aumenta el
caracter hidrofébico de los solutos, la retencién aumenta. Generalmente, a menor
polaridad de la fase moévil, mayor es la fuerza de! eluyente. Los hidrocarburos son
retenidos mas fuertemente que los alcoholes.

Fambién la fuerza eluyente de los diversos disolventes en cromatografia de fase
inversa sigue el orden dado en la tabla 1, asi el agua es el eluyente mas débil. El
metanol y el acetonitrilo son disolventes populares porque tienen una baja viscosidad
y son faciles de conseguir con excelente pureza. En los eluyentes de fuerza
intermedia se obtienen normalmente preparando mezclas entre estos disolventes y el

agua.?
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Tabla 1.Parametros de fuerza de disolvente, y propiedades fisicas de disolventes.?

DISOLVENTE £° ° (Al1203) | Viscosidad 20°C Indice de
(SiO)2 (mN*seg*m) refraccién
20°C
Agua —— Grande 1.00 1.333
Metanol ——— 0.95 0.60 1.329
1-propanol — 0.82 2.00 (25°C) 1.380
Acetonitrilo 0.50 0.65 0.375 1.344
1-pentanol —— 1 4.1 1.410
Acetato de etilo .38 8 0.45 1.370
1.4-dioxano 0.49 6 1.54 1.422
Acetona 0.47 s 0.32 1.3589
Tetrahidrofurano P— .45 0.55 1.407
| Metil - isobutil cetona — 0.43 1.394
Dicloruro de metileno —— 0.42 0.44 1.425
Cioroformo —_— 0.40 0.57 1.443
Eter dietilico 0.38 0.38 0.23 1.353
Benceno 0.25 0.32 0.65 1.501.
2-cloropropano —— 0.29 0.335 1.37¢
Eter di isopropilico — 0.28 0.379 1.36
1-clorobutano e 0.26 0.47 1.402
Tetracioruro de carbono 0.14 0.18 0.965 1.460
Disulfuro de carbono 0.14 0.15 0.363 1.628
Ciclohexano -0.05 0.04 0.980 1.426
Hexano — 0.00 0.313 1.375
Pentano 0.00 0.00 0.230 1.358

1.4. CROMATOGRAFIA DE PAR IONICO.?

Puede considerarse un sub-conjunto de la cromatografia de fase inversa, puede tratar
con especies ionizadas o ionizables en columnas de fase inversa.

Con este método se pueden trabajar muestras muy polares, ionizadas y/o béasica. En
este tipo de cromatografia se afiade a la fase mdévil un reactivo par idnico (un contra-
i6n organico grande) en una concentracidn muy baja (normalmente de 0.005 M). EI
reactivo par ibnico se encuentra ionizado por si mismo. El ion del reactivo se retiene
en la fase estacionaria cargada por lo que puede retener y separar solutos de iones
inorganicos de carga opuesta, formando

complejos de par idnico reversibles con la muestra ionizada (una especie formada por
la asociacion coulombica entre 2 iones de carga i6nica opuesta), el equilibrio es el

siguiente:
RCOO + RuN" <£——— [R4«N*, "OOCR] ° Par idnico
R
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1.5. TERMINOS CROMATOGRAFICOS
FACTOR DE CAPACIDAD*®

Es un factor cromatografico que mide el grado de retencidén de los solutos e indica
donde esta localizado el pico de interés respecto al volumen muerto. Puede ser
calculado a partir de la siguiente ecuacion;

K'= (t-to) / to

donde:
t- = es el tiempo de retencién del pico de la muestra.

t, = es el tiempo de elucién de un compuesto no retenido.

Recomendaciones:
El pico debe presentar una buena resolucidn respecto a los otros picos y al volumen

muerto. Generaimente el valor de k' es >2.
PRECISION/ REPETIBILIDAD DE INYECCION (DER)*®

La precisién de la inyeccién expresada como la DER (desviacién estandar relativa),
indica el rendimiento de la cromatografia de liquidos de alta resolucion (HPLC),
incluyendo la tuberia, columna y condiciones ambientales, en el tiempo

que la muestra es analizada. Debe recordarse que la preparacion de la muestra y
variaciones en la manufactura no se consideran.

DER = Desv. Est. x 100
Promedio

Desv. Est.= Desviacion Estandar
Se recomienda obteneruna DER < 1.0 % paran>5

SELECTIVIDAD ( « )*®

Medida de la separacién relativa entre dos compuestos adyacentes, la selectividad
esta dada por el factor de capacidad de los picos adyacentes.

a=k'1/k"‘2
Conforme el valor de a se aproxima a la unidad, la selectividad disminuye.

RESOLUCION*®

Es la capacidad de la columna para separar los picos cromatograficos. La resolucion
puede ser calculada de dos maneras:
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1. Rs=_tr2 - trt = 2 AT
w2 + wi w2 + w1
2

donde:

t2 y t+= son los tiempos de retencion de los componentes retenidos,
medido como el maximo del pico

w2 y w1= ancho de la base del pico

AT= es la diferencia entre t2 y t1

R tr1 tr2
E | l
S
P At
-,
U
E
s
T
A w1 w2
)i
Tiempo

Fig. 3. Esquema de la Resclucion.

2. Rs = 1 (N»*% (a-1) 1
2 1+k’

El valor de la resolucién depende principalmente de dos factores: ancho del pico y ia
distancia entre los picos adyacentes (fig. 3.) La eficiencia de la columna y la
selectividad afectan la resoluciéon. La eficiencia de la columna esta en funcién del fiujo
de la fase movil, tamafio de particula del empaque de la columna y la viscosidad del
disolvente. La selectividad de la columna es resultado de la interaccién del soluto con

el disolvente y el empaque de la columna.

FACTOR DE COLEO:

El factor de coleo es un fenémeno en el cual el comportamiento Gaussiano normal del
pico tiene un factor de simetria >1 (fig. 4.). El coleo es causado por los sitios en el
empaque que tienen una retenciéon normal o fuerte por el soluto. Un ejemplo tipico de
un fenédmeno de coleo es la fuerte adsorcion de las aminas en los grupos silanoles
debido a un pobre recubrimiento o bajo porcentaje de los grupos

funcionales en cromatografia de fase reversa. El coleo causa problemas en la
cuantificacién del analito ya que no se puede integrar el pico con exactitud.

9
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5.0%h

><Homconma

tiempo
Fig. 4. Esquema del factor de coleo.
NUMERO DE PLATOS TEORICOS:

Puede ser calculado segun:

donde:

tr = es el tiempo de retencién

tw = ancho del pico en la linea base

L = Longitud de la columna

H = Altura equivalente a un plato teoérico
El nimero de platos tedricos es una medida de la eficiencia de la columna. El valor de
N es in dependiente del tiempo de retencion.

HETP:

Altura equivalente a un plato te6rico, mide la eficiencia de la columna por unidad de
fongitud (L) de la columna. Se prefiere esta medicién ya que permite comparar

columnas de diferente longitud.
H=HETP = L
N

Los parametros que afectan a N y H incluyen la posicion del pico, tamarfio de particula
en la columna, velocidad de flujo de la fase movil, temperatura de la columna,
viscosidad de la fase movil y peso molecular del analito.
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VALIDACION

1.6. VALIDACION. 45¢

Los procedimientos de prueba para la evaluacion de los niveles de calidad de los
productos farmaceéuticos estan sujetos a varios requisitos. De acuerdo a la seccién
501 de la Federal Food, Drug, and Cosmetic Act, los ensayos y especificaciones.en
fas monografias de la United States Pharmacopoeia (USP) y el National Formulary
constituyen estandares legales. El Current Good Manufacturing Practice requiere de
métodos de prueba, los cuales son usados para evaluar el cumplimiento de los
productos farmacéuticos con las especificaciones establecidas

La seleccidn de un método analitico es el primer paso para establecer una
metodologia analitica. La validacion del método desarrollado implica el demostrar a
través de estudios de laboratorio que las caracteristicas del método cumplen los
requerimientos para las aplicaciones analiticas del método.

El proceso de validaciéon de un meétodo analitico puede ser esquematizado de la
siguiente forma:

Desarrollo del
Meétodo

l

r Especificidad —l
r I i
, unealidadl , ‘ 'Precislénj L Exactitud l
‘ _ 1 -
Limite de . Limite de
deteccion .cuantificacion
I

Tolerancia
Estabilidad

Fig. 5. Estructura del proceso de validacion.
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1.6.1. PARAMETROS DE VALIDACION PARA METODOS DE HPLC PARA
PRODUCTOS FARMACEUTICOS Y SUSTANCIAS ACTIVAS.

Muchos tipos de cromatografia estan disponibiles, el mas comun es la cromatografia
de fase reversa con deteccion UV. El criterio de validacién para esta técnica puede
ser extrapolada a otros meétodos de deteccién y técnicas cromatograficas.

ESPECIFICIDAD / SELECTIVIDAD:

Es la capacidad del método analitico de que no se presenten interferencias de otros
componentes en la cuantificacién del analito. El método debera discernir entre el
compuesto de interés y las posibles interferencias derivadas de productos de
degradacion y / o excipientes de la formula. Para evaluar este parametro se
emplearon muestras de placebo cargado, entendiéndose por placebo aquellas
muestras que contienen todos los componentes de la férmula excepto el principio

activo.

LINEALIDAD:
El rango lineal de detectabilidad que cumple la ley de Beer depende del compuesto

analizado y el detector usado. La concentracion de la muestra a trabajar y las
muestras a evaluar para la exactitud deberan estar en un rango lineal.

La linealidad de un meétodo analitico es su capacidad para asegurar que los
resultados obtenidos directamente, o bien mediante una transformacion matematica
bien definida, son proporcionales a la concentracién de la sustancia dentro de un

intervalo.

PRECISION:

La precision es la medida de la cercania de los valores de cada una de las
mediciones realizadas a la misma muestra bajo las mismas condiciones analiticas.
La precision consta de tres componentes: Repetibilidad y reproducibilidad.

1. Repetibilidad. La determinacién, expresada como la DER, consiste en mediciones
miltiples de una muestra por el mismo analista bajo las mismas condiciones
analiticas. Para fines practicos, frecuentemente se combina con la prueba de
exactitud y es considerada como un estudio independiente.

2. Reproducibilidad: La Reproducibilidad expresa la precision entre diferentes
laboratorios.
EXACTITUD:

La exactitud es ia medida de la cercania del valor experimental con el valor
verdadero. Para evaluar este parametro se emplearon muestras de placebo cargado,
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entendiéndose por placebo aquellas muestras que contienen todos los componentes
de la formula excepto el principio activo.

LIMITE DE DETECCION:

Existen diferentes métodos para determinar el limite de deteccién dependiendo si el
método es instrumental o no - instrumental.

Basandose en una evaluacién visual: El limite de deteccion se determina por el
analisis de muestras de concentraciones conocidas del analito y que puedan
ser confiablemente detectadas. Se aplica para ambos tipos de métodos.

a)

b) Basandose en la sefial de ruido: Solo puede aplicarse a métodos analiticos que
presenten una linea base. La determinacién de la senal de ruido se realiza
comparando la medida de la sefal de muestras con baja concentracién del
analito con muestras blanco y estableciendo la minima concentracion a la cual
el analito puede ser confiablemente detectado. Una sefal de ruido en un radio
entre 3 o 2:1 es considerada aceptable para estimar el limite de deteccion.

Basandose en la desviacion estandar de la respuesta y la pendiente, la cual

c)
puede ser estimada a partir de la curva de calibracion del analito.

- Basandose en la Desviacidon estandar del blanco. Analizando un namero
adecuado de preparaciones blanco y calculando la desviacién estandar de esta

respuesta.
- Basandose en la curva de calibracion. Usando muestras que contengan e!

analito en el rango del limite de deteccién. La desviacion estandar residual de
{a linea de regresion o la desviacion estandar del intercepto de las lineas de
regresion puede ser usadas como la desviacion estandar.

Si el limite de deteccidn se realiza con una evaluacién visual o por ia sefial del ruido,
se requiere presentar un cromatograma para una justificaciéon aceptable.

En los casos donde el limite de deteccién es calculado por extrapolacidn, el estimado
debe ser validado con un analisis independiente de un numero adecuado de muestras
con una concentracion del analito cercana o igual al limite de deteccidon.

LIMITE DE CUANTIFICACION:

El limite de cuantificacion es la concentracién mas baja de un analito en una muestra

que puede ser determinado con una precision y exactitud aceptable bajo las

condiciones experimentales iniciales.

Puede ser determinado dependiendo si el método es instrumental o no instrumental.
13
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Basandose en una evaluacién visual: El limite de deteccién es determinado por
el andlisis de muestras con concentraciones conocidas del analito
estableciendo el nivel minimo al cual el analito puede ser cuantificado con
exactitud y precision. Se aplica para ambos tipos de métodos.

a)

b) Basandose en la sefial de ruido: Solo puede aplicarse a métodos analiticos que
presenten una linea base. La determinacién de la sefal de ruido se realiza
comparando la medida de la sefial de muestras con baja concentracién del
analito con muestras blanco y estableciendo la minima concentracién a la cual
el analito puede ser confiablemente cuantificado. Una sefnal de ruido en un
radio 10:1 es considerada aceptable para estimar éste limite.

c) Basandose en la desviacion estadndar de la respuesta y la pendiente, la cual
puede ser estimada a partir de la curva de calibracion del analito.

- Basandose en la Desviacion estandar del blanco. Analizando un numero
adecuado de preparaciones blanco y calculando la desviacion estandar de esta

respuesta.
- Basandose en la curva de calibracién. Usando muestras que contengan el

analito en el rango del limite de cuantificacidn. La desviacién estandar residual
de la linea de regresiéon o la desviacion estandar del intercepto de las lineas de
regresion puede ser usadas como la desviacion estandar.

El iimite debera ser validado con un andlisis independiente de un niumero adecuado
de muestras con una concentracién del analito. cercana o igual al limite de

cuantificacion determinado.

RANGO:

El rango es el intervalo entre el nivel mas alto y el mas bajo de concentracion del
analito bajo estudio, que puede cuantificarse en forma exacta y precisa con el método
desarrollado. Generalmente se encuentra implicito en las pruebas de linealidad.

RECUPERACION:

La recuperacién es expresada como la cantidad/peso del compuesto de interés
analizado como un porcentaje de la cantidad tedrica presente en el medio.

La recuperacion del compuesto de interés debera ser total. Durante el procedimiento
de preparacion de la muestra, el compuesto de interés es recuperado a partir de los
excipientes de la formulacién (como una solucibn acuosa simple hasta una
formulaciéon compleja en crema) y del contenedor.

El resuitado se reporta como el porciento recuperado (%).
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TOLERANCIA:

La tolerancia de un método analitico es el grado de reproducibilidad de los resultados
obtenidos por el andlisis de la misma muestra bajo diferentes condiciones de
operacién (temperaturas, laboratorios, columnas, lotes de reactivo, equipo, etc.)
La tolerancia generalmente se expresa como la carencia de influencia en
resultados por cambios en las condiciones de operacién. Es una medida de la
reproducibilidad de los resultados analiticos bajo las condiciones normales de
operacion de laboratorio a laboratorio y de analista a analista.

fos

ROBUSTEZ:

Es la medida de la capacidad que tiene el método de asegurar [a obtencién de
resultados reales, bajo pequefias variaciones en el método, es decir que no se
afecten los parametros cromatograficos.

Si las respuestas son susceptibles a variaciones en las condiciones analiticas, estas
deberan ser controladas adecuadamente o indicadas en la técnica, debe asegurarse
que las respuestas cumplen lo establecido durante el desarroflo del método y ia forma
de hacerlo es midiendo la adecuabilidad del sistema cada vez que el método sea

utilizado.
Las principales variaciones son:

- Estabilidad de las soluciones

- Tiempo de extracciéon

Influencia o variaciones del pH en la fase moévil

Influencia de las variaciones en la composicion de la fase maoévil
Uso de diferentes columnas cromatograficas (diferentes
proveedores)

- Temperatura

- Flujo

lotes y/o

ESTABILIDAD DE LA MUESTRA EN SOLUCION:

Es necesario evaluar la estabilidad de la solucidn de la sustancia activa o producto
farmacéutico, actualmente se cuenta con automuestreadores y las corridas pueden
hacerse durante todo el dia o la noche, la muestra debe estar en solucién por horas,
soportando los diferentes cambios en las condiciones ambientales del laboratorio.
Esto afecta principalmente a los farmacos que pueden experimentar degradaciéon por
hidrélisis, fotdlisis o adhesion en las paredes del contenedor de la muestra. Los datos
deben demostrar la estabilidad de la solucién de la muestra bajo las condiciones
normales del laboratorio durante el tiempo de analisis.
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ESPECIFICACIONES Y PRUEBAS PARA LA ADECUABILIDAD DEL SISTEMA:

La exactitud y la precision de los datos derivados del analisis cromatografico se
aseguran mediante la evaluacion de la adecuabilidad del sistema (System Suitability),
esta evaluacidon consta generalmente del andlisis estadistico de los resuitados de la
inyeccion de soluciones estandar a una concentracién equivalente al 100% de la

curva de calibracion.

Las respuestas analiticas que se evalitan en la adecuabilidad del sistema son:

factor de capacidad (k")

Area / altura de pico

selectividad

resolucion (Rs)

factor de coleo (T)

namero de platos tedricos (N)

altura equivalente a un plato teérico (HETF)

1.7. METODOS GENERALES PARA LA DETERMINACION DE SALICILATO DE
METILO Y BENCIDAMINA..

En la literatura se han descrito algunas formas de analizar Salicilato de metiio y
Bencidamina.

Los autores Oi-Wah Lau, Shiu-Fai Luk y Wai-Chu Wong® proponen un método
voltamétrico para la determinacién simultanea de Salicilato de metilo y timol en varias
formulaciones farmacéuticas usando un electrodo de carbén (glass carbon electrode).
En este método se utiliza un analizador polarografico modelo 174A, un electrodo de

Calomel saturado y un electrodo de Platino.

Las muestras se tratan con porciones de metanol, se colocan en un bafo de
uitrasonido y se lleva a un volumen de 100 mL. Una alicuota del electrolito de soporte
se coloca dentro de la celda seca y se adiciona 0.1 mL de la solucién de la muestra,
se agita la muestra con un agitador magnético. Se detiene la agitacion y se obtiene el

voitamograma.
El pico de Salicilato de metilo aparece a 0.68 v y el timol a +0.35V, se continua con

adiciones de la soluciéon estandar de Salicilato de metilo y timol hasta 0.3 mL de cada
uno, la cantidad de éstos en cada una de las muestras se determina por la adicion de

estandar, empleando la técnica de regresion lineal.
Este método es rapido, exacto y se basa en la oxidacion del salicilato de metilo

utilizando el electrodo de carbéon. El método es sensible y puede detectar muy
pequenas cantidades en un preparacién farmacéutica (cremas, aceites analgésicos

liquidos). El método es reproducible.
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Por otra parte Joseph P. Sapio y colaboradores®?, proponen una determinacién
simultanea de Salicilato de metilo y mentol en un analgésico tépico, la muestra se
destila con vapor y el destilado es tratado con cloroformo y en la ultima etapa se
condensa el vapor y las muestras son inyectadas en el sistema cromatografico, las
cantidades de alcanfor, mentol y Salicilato de metilo se cuantifican por la

normalizacién de areas de los picos.

El equipo utilizado es un Cromatégrafo de gases con detector de ionizacién de flama,
una columna de vidrio de 180 cm X 3 mm i.d. empacada con 20% de polietilenglicol y

como gas acarreador: Helio.

A la muestra se le adicionan 10 mlL de ia solucién del estandar interno y se lieva a un
volumen de 100 mL con una solucién de hexano-cloroformo-metanol (5§0:50:3), el

volumen de inyeccién es 1 pL.

El método es lineal, exacto y selectivo ( en presencia del acido salicilico y salicilato de
etilo)

El principal producto de hidroélisis del salicilato de metilo es el acido salicilico, y el etil
salicilato es el producto principal que se forma por la trans-esterificacion entre el
Salicilato de metilo y etanol (disolvente usado en la formulacién).

L.a temperatura de inyeccion es 200 © C , la temperatura de la columna es 1556 °C y el
flujo es de 55 ml/min.

No hay interferencia debida a los excipientes de la formulacién.

Saad S.M. Hassan y M.A. Hamada'®, mencionan los métodos descritos en la
Farmacopea de los Estados Unidos (USP) y en la Farmacopea Britanica ( BP), para la
determinacién del acido salicilico y salicilatos generados por la hidrélisis de la
aspirina, y se basan en la titulacion visual directa con un alcali, medicion
espectofotomeétrica a 5§25 nm después de una reaccidbn cromogénica con Fe (1),
reaccibn con bromo seguido de una titulacion yodomeétrica y separacion por
cromatografia de liquidos seguido por una medicién a 280 nm. Sin embargo, muchos
de estos métodos, involucran varios pasos de manipulacion y sufren interferencia
debida a Acidos aromaticos, fenoles y otros compuestos.

Las técnicas descritas para el analisis de salicilato de metilo incluyen: Cromatografia
de capa fina, cromatografia gas- liquido, Cromatografia de liquidos de alta resolucion,
colorimetria, espectrofotometria, espectrofluorometria e inmunoensayo.

Los autores proponen la determinacion selectiva de Salicilato de metilo en
preparaciones farmacéuticas con un electrodo de membrana liquida, el
tetraheptilamonic de Salicilato disperso en decan-1-ol o PVC (polivinil cloruro) y el
tetraoctilamonio de Salicilato disuelto en p-nitrocimeno, los cuales se utilizan como
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materiales de membrana. E! mycobactin se usa como componente activo del
electrodo de intercambio idnico liquido que responde al salicilato.

El mecanismo exacto de la extraccion iénica y transporte por las membranas no es

totalmente entendible, pero se cree que las porfirinas se comportan como un
intercambiador de iones o acarreador neutral.

Utilizan un sensor de didxido de carbono (gas) junto con la enzima salicilato hidrolasa

para la determinacion de sailicilato de metilo.
La enzima cataliza la formacion estequiométrica de catecol y didxido de carbono a

partir del salicilato y reduce el nucledtido de piridina en presencia de flavin adenina
dinucleotido como un co-factor especifico.

La cantidad de CO; (gas) detectado por el sensor es proporcional a la concentracion
de salicilato. El recobro promedio es de 98.9%

La BP 1998"!, describe una técnica espectrofotométrica para la determinacion de
Clorhidrato de Bencidamina en una crema, la muestra se trata con etanol al 96%, se
calienta hasta disolucién total de la crema, se enfria en un bafio de hielo hasta la

formacién de un precipitado blanco, se lleva la solucién a 20°C, se adiciona etanol al
86% y se filtra la solucién, se hace una dilucion con metanol al 96% y se lee a 308

nm.

También se describe una técnica por Cromatografia de gases para un enjuague bucal
y un spray oromucosal, que se trabaja con una columna de vidrio (2m x 2mm), con un
soporte de diatomeas cubierto con un 3% (peso/peso) de fenil metil silicon fluido (50%
fenil) (OV-17 es adecuado) y mantenida a 260° con un detector de ionizacion de

flama.

1.8. METODOS ANALITICOS *5:

Todos los métodos analiticos, descritos anteriormente como procedimientos
analiticos, tienen el mismo propésito. Estos se usan para determinar la identidad y/o

cantidades de un compuesto, elemento o ion.

Los procedimientos se diferencian por la forma en que se lleva a cabo Ila
determinacién de los compuestos en una muestra determinada.

Uno de los propdsitos mas comunes para el desarrollo y aplicacion de los métodos
analiticos, es encontrar solucidn a los problemas analiticos.

La Estructura general de los procesos analiticos esencialmente es la misma y se
puede resumir en cuatro puntos (fig. 6.):
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Preparacion
Muestreo de la Medicién Manejo de
muestra datos
1 2 3 4

Fig.6. Proceso Analitico

Una muestra representativa (1), se trata (2) y mide (3) de tal forma que se pueda
generar un resultado analitico significativo.

Cada una de las partes del procedimiento, o los cuatro juntos, deberan estar bajo
estrictos controles, como la calibracién del procedimiento, precision, asi como
mantener las condiciones de temperatura y presién cuando asi se requiera, para
obtener resultados analiticos de calidad.

La medicidn es un proceso analitico que puede ser considerado como la parte central,
su estudio se basa en hechos empiricos y consideraciones tedricas.

Sin embargo aunque existe gran variedad de instrumentos analiticos en el laboratorio,
todos ellos tienen un principio de medicién semejante, del mismo modo la
transformacion de las mediciones en resultados analiticos muestra un paralelismo

entre los diferentes procedimientos.

La senal de salida aparece como un espectro, una imagen de dos dimensiones con
picos y valles. Usualmente la posicién de los picos en el espectro indica la identidad
de los compuestos, elementos o iones presentes en la muestra, mientras que la altura
de los picos o dreas esta correlacionada con las cantidades de esos componentes en

la muestra tratada.

Los procedimientos analiticos de dos dimensiones pueden transformarse en procesos
analiticos de mas dimensiones o una sola dimensiéon.

Mientras que en un procedimiento analitico de dos dimensiones la senal de salida es
medida como una funcion de una variable (tiempo, longitud de onda, voltaje,), la
medicion de la senal como una funcion de dos (& mas) variables, conduce a un
modelo similar pero un tanto mas complejo.

EL PROCEDIMIENTO ANALITICO.

La caja negra.

Al referirse a un procedimiento analitico o un instrumento analitico como una caja
negra significa que nada se conoce sobre e! proceso y componentes fisicos,
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quimicos, mecénicos o eléctricos que puedan transformar la muestra de composicién
desconocida en una muestra con composicion conocida.

El procedimiento analitico como una caja negra puede ser descrito como se muestra
en la fig. 7:

Zy | 22 - Z\| Zq
X Y
_

Xz Y2 >

x Y.

~t—— —_—

X > Ym

U4 Uz Ui |Up

Fig.7. El procedimiento analitico como una caja negra.
Las variables X1, Xi,...... ,Xn representan la composicién ( concentracion, cantidades,

identidades) y las variables que representan las mediciones (voltaje, lecturas). La
relacidn de variables de entrada y salida X — Y es importante ya que influye en la
generacion de resultados analiticos a partir de las mediciones. ~

Las variables U, son las variables controlables y tienen gran influencia en la medicion
y por lo tanto en la relacion de las variables de entrada y salida X — Y.

Las variables que no pueden ser controladas se indican como Z y generalmente se
desconocen.

La figura anterior puede reducirse a un modelo con una sola variable X y una Y, en un
analisis de una dimension.

La informacién que se obtiene de la muestra, a partir del procedimiento analitico se ha
definido como la deferencia entre la composicion antes y después del analisis (fig.
8).
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El procedimiento analitico se puede representar como:

(=] de
Muestra con acuerdo a con
Medicion en funcién de la composicion
desconocida fisicas y quimicas calibracién conocida

Fig. 8. Estructura del procedimiento analitico.

La composicion se clasifica como una propiedad. Esta propiedad es medida y cierto
nivel de ruido se adiciona al proceso. La identificacién es posible cuando la relacién
entre X y Y es conocida y cuando la sefial no se oculta con el ruido.

1.9. DISENO Y ANALISIS DE EXPERIMENTOS '*:

E! presente trabajo se lleva a cabo por disefio de experimentos, que es el proceso de
planear un experimento para obtener datos apropiados, que puedan ser analizados

ediante métodos estadisticos, con la finalidad de generar conclusiones validas y

objetivas.

Para realizar un disefio de experimentos es necesario:

=]

La comprension y el planteamiento del problema: Un planteamiento claro del
problema contribuye a un mejor conocimiento del fendmeno y ia solucién del

problema.

Eleccién de factores y niveles: El experimentador debe elegir los factores que
varian durante el experimento, los intervalos de dicha variacién y los niveles
especificos a los cuales se realiza el experimento. Es importante investigar todos
los factores que pueden afectar la respuesta a evaluar.

Seleccién de la variable de respuesta: Al seleccionar la respuesta o variable
dependiente se debe tener la seguridad de que la respuesta a medir realmente
proporcione informacién Gtil sobre el proceso en estudio.

Eleccién del diseino experimental: Para elegir el disefio se debe considerar el
tamarno de la muestra (namero de replicas), seleccionar el orden adecuado de
cada ensayo.

Realizacién del experimento: Al realizar el experimento es importante vigilar el
proceso cuidadosamente para asegurar que todo se haga conforme a lo planeado
ya que los errores en el proceso anutan la validez experimental.
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a Analisis de datos: Para analizar los datos deben emplearse métodos estadisticos
de modo que los resultados y conclusiones sean objetivos

Conclusiones y recomendaciones: Al termino del andlisis de los datos se deben
obtener conclusiones validas, en esta fase del disefio de experimentos los

meétodos graficos son muy dtiles.
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Parte Experimental

2.1. SELECCION DE LOS FACTORES QUE MODIFICAN LA RESPUESTA
ANALITICA y PLANTEAMIENTO DEL DISENO EXPERIMENTAL.

Para mejorar la respuesta analitica y disminuir el factor de coleo a un valor menor de
1.5, se estudiaron los factores que pueden maodificar ia respuesta de los solutos en la

Cromatografia par-ibnico, los cuales fueron:

a) Concentracién del reactivo par idnico (mM)
b) lipofilicidad del reactivo par i6nico.

c) pH del medio (fase movil)

d) % B (polaridad de ia fase movil).

€e) Flujo (mL/min.)

REACTIVOS:

Bencidamina, clorhidrato (sustancia de referencia)*
Salicilato de metilo (sustancia de referencia)*
Trietilamina R.A. J.T. Baker

Acetonitrilo HPLC Omnisolv

Acido aceético glacial R.A. J.T. Baker

Indometacina (sustancia de referencia)*

*Donados por Laboratorios Farmacéuticos
EQUIPO Y CONDICIONES CROMATOGRAFICAS:

Cromatégrafo de liquidos Beckman System Gold

Inyector Automatico
Detector Beckman Gold 166 UV o equivalente a 305 nm
Bomba 126 o equivalente
Novapack C18, de 150 X 3.9 mm, y 5 pm de tamafo
Columna de particula
Flujo 1.0 mU/min
Fase movil Acetonitrilo (40)— agua (59) — ac. Acético (1)
Reactivo par — idnico Trietilamina (TEA) 60 mM
Vol. inyecciéon Spul

Concentracion:
40 pg/ml. de Analgésico (Bd), 80 ug/mL de Salicilato

Soluciéon de referencia:
de Metilo (SM) y 20 pg/ mbL de Indometacina (nd).

En el apéndice Il se indica la preparacién de las soluciones utilizadas en la validacion
del método analitico.
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PLANTEAMIENTO DEL DISENO EXPERIMENTAL.

De acuerdo a los factores antes descritos se propuso el disefio experimental 22, con el
cual se deseaba aobtener una adecuada separacién de los picos de interés, la
disminucién del coleo en la respuesta de la Bencidamina asi como un tiempo de

corrida aceptable.

El disefio experimental propuesto (tabla 2) tiene dos niveles que se codifican como —1
para el nivel bajo y +1 para el nivel alto y tres factores, A: %B O polaridad de la fase
movil, B: Concentracion del reactivo par-iénico (mM), y C: Flujo de la fase movil
(mL/min).

Tabla 2. Niveles y factores del disefio experimental.
8

A [+

% B (polaridad) | C on mM | Flujo mL/min
-1 45 10 1.0
+1 50 40 1.5

La tabla 3 muestra el disefio factorial 2° completo para este disefio, en la cual se
indican los 16 experimentos a realizar:

Tabla 3. Disefio experimental.

A 8 [+] Tr1 Rs1 Rs2 T
1 - (45) - (10) -(1.0)
2 + (50) -(10) -(1.0)
3 - (45) + (40) -(1.0)
Serie 4 + (50) + (40) -(1.0)
1 5 - (45) -(10) + (1.5)
[ + (50) - (10) + (1.5)
7 - (45) + (40) + (1.5)
8 + (50) + (40) + (1.5)
1 - (45) -(10) -(1.0)
2 + (50) -(10) - (1.0)
3 - (45) + (40) -(1.0)
Serie 4 + (50) + (40) -(1.0)
2 L - (45) -(10) + (1.5)
6 + (50) -(10) +(1.5)
7 - (45) + (40) + (1.5)
8 + (50) + (40) + (1.5)
Donde:

Tr1 = Tiempo de retencién Bencidamina (Pico del principio activo de interés)
Rs1 = Resolucién (pico de Bencidamina y Salicilato de metilo)

Rs2 = Resolucion (pico de Salicilato de metilo e iIndometacina)

T = Coleo del pico de Bencidamina
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Los datos que se obtuvieron del disefio 2° se analizaron mediante Statgraphics ® para
la obtencion de las condiciones analiticas optimas.

2.2. EVALUACION DEL EFECTO DE LA PROPORCION DE ACIDO ACETICO EN

LA FASE MOVIL.

El propésito de este disefio fue conocer el efecto en ia retencién de los solutos en la
fase estacionaria de la columna (cambios en el coleo) al modificar la proporcién de
acido acético en la fase movil, debido a la ionizacién de la Bencidamina en un medio

acido, trabajando bajo
experimental de la tabia 4:

las condiciones cromatograficas siguientes y el

disefio

Acetonitrilo — ac. Acético

Condicion 1.- (45:54:1)

agua -

Fase Movil:
Condicién 2.- (45:54.5:0.5)
Concentracion Reactivo par— idnico: TEA: 60 mM
Volumen de inyeccién: 5 ul
Flujo 1.0 mL / min
Tabla..4. Disefio experimental para evaluar la proporcidon de acido acético en la
Fase moévil
Nivel A
Vol. ac. Tr Rs T
Acético
A ~(0.5)
+1
2 + (1.0)
Donde:

Tr Tiempo de retencién
Rs = Resolucién
T= Coleo

Son las respuestas analiticas que se evaluaron.
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2.3. VALIDACION.

2.3.1. SELECTIVIDAD *°.

Para evaluar la Selectividad la sustancia de referencia de clorhidrato de Bencidamina
(BD), Salicilato de metilo (SM) y el placebo se sometieron a degradacion bajo las

condiciones que se muestran en la tabla 5:

Tabla 5. Preparacién de muestras y condiciones para la degradacién de los activos.

PRUEBA /
SUSTANCIA DE oxi ALC AC TEMP TEMP
REFERENCIA
BENCIDAMINA 10 mg 10 mg 10 mg 10 mg 10 mg
Li
SALICILATO DE 10 mg 10 mg 10 mg 10 mg 10 mg
- DEGRADAR 2mL 2mL 2mL s0°C 2mide
CON H;O: al 10 % | NaOH 2N HCI 2N, 47)°c
TIEMPO (Dias) 1 2 2 s 3
OXI = Oxidaciéon; ALC = Alcalinidad; AC = Acidez; T= Temperatura

Para evaluar la selectividad del método frente a los excipientes del producto, se
analizaron, ademas de las muestras derivadas de los estandares de referencia,
blancos de los solventes empleados en ia preparacién de las muestras, asi como
muestras de placebo empleando el método de analisis desarroilado.

La concentracién evaluada para los compuestos de interés fue de 40 pg/mL para

Bencidamina y 80 uyg/mL para Salicilato de metilo.

2.3.2. CURVA DE CALIBRACION SIN EXCIPIENTES
(LINEALIDAD DEL SISTEMA)

Se preparé una curva de calibracién con los siguientes niveles de concentracién:

50%, 75%. 100%, 125%. 150%; tomando como 100% una concentracién de 40ug/mi
de Bencidamina y 80 pg / mL de Salicilato de metilo (que son las concentraciones que
se obtienen de la técnica de extraccion).

Para ello se prepard una solucion stock de concentracion de 500ug/niL del estandar
de Bencidamina, una solucién stock de concentracion de 1000 ug/mL del estandar de
Salicilato de metilo y una solucion del estandar internc a una concentracion de 500 ug

/ mL, como se indica en el apéndice II.

A partir de estas soluciones se prepard la curva patréon de acuerdo a lo descrito en la
tabla 6:
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Tabla 6. Linealidad del Sistema. Preparaci6én de Soluciones.

NIVEL |Stock BD| Stock Stock Lievar Concentracién (ug/ mL)
(%) (mlL) SM (mL) | Ind (mL) [ a vol BD SM Tnd
50 3 3 ¥l 50 20 30 20
75 3 5 2 50 30 60 20
100 4 a 3 50 40 80 50
125 5 3 3 50 50 100 20
160 3 2 3 55 60 120 26

Se prepararon tres curvas de calibracidon. Las muestras se inyectaron por triplicado. El
volumen de inyeccion fue de 5 uL.

Criterio de aceptacién: Coeficiente de determinacién: r2 > 0.9800 y Coeficiente de
variacion de los factores C.V. < 1.50%

2.3.3. CURVA DE CALIBRACION CON EXCIPIENTES
(LINEALIDAD DEL METODO)

Se prepararon tres curvas de calibracién con los siguientes niveles de concentracion
cada una: 5§0%, 75%, 100%,125%,150%, tomando como el 100% una
formulacién de Bencidamina al 5.0% y de Salicilato de metilo al 10%.

Se pesaron las muestras de placebo y de sustancias de referencia para la
preparacion de ila curva de calibracién de acuerdo a la tabla 7 (por triplicado),
adicionando a cada una de las muestras 2 mL de la solucién stock del estandar
interno (conc. de 12.5 mg/mL):

Tabla 7. Linealidad del Método. Preparacion de Soluciones.

Nivel | Aforo Peso Peso Peso Concentracién final
(mL) |Bencidamin | Salicilato Placebo (ug/mL)
a(g) de Metilo (9)

(9) Bd SM Ind
50 % 25 0.0250 0.050 0.9250 20 40 20
75 % 25 0.0375 0.075 0.8875 30 60 20
100 % 25 0.0500 0.100 0.8500 40 80 20
125 % 25 0.0625 0.125 0.8125 50 100 20
150 % 25 0.075 0.150 0.7750 60 120 20

Cada muestra de gel se analizé de acuerdo a la fig. 9.
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Pesar en un matraz de 25 mL la cantidad de placebo, Clorhidrato de Bencidamina y
Salicilato de metilo correspondiente a cada nivel,
adicionar 2mL de la solucién del estandar interno (12.5 mg/mL)

Disolver con 5 mL de solucién de ACN: Agua (90:10)
Agitar 30 seg. en vortex

l

Llevar a volumen con la misma solucién.

|

Tomar una alicuota de 2 mL de la solucién anterior,
transferir a un matraz de 100 mL y
llevar a volumen con una solucion de ACN-Agua (60:40)

l

Inyectar 5§ pL al Cromatégrafo

Fig. 9. Esquema del tratamiento de la muestra en la Linealidad del Método.

De cada nivel se realizaron tres extracciones y cada extraccion se inyecté por
triplicado.

Criterio de aceptacion:
Los coeficientes de variacién de los factores de cada nivel deben de ser < 2.0 %

De la grafica: respuesta contra concentracion:
r2 > 0.9800
Pendiente (m) = aprox. 1.0000
Coeficiente de determinacién (r2) > 0.9800
ordenada al origen (b) = aprox 0.0000
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2.3.4. REPRODUCIBILIDAD (REPETIBILIDAD)

Se analizé una muestra homogénea del producto terminado cercana a un nivel de
concentracién del 100%, el anadlisis se realizé por un analista por triplicado en dos
dias diferentes y realizando tres lecturas de cada muestra.

El procedimiento se encuentra descrito en el apéndice .

Criterio de aceptacion:

Coeficiente de variacion < 2.0 %

2.3.5. PRECISION DEL SISTEMA

De los datos de la Linealidad del Sistema, se tomaron los datos del analisis al 100% y
se prepararon tres puntos mas al 100%, con el fin de contar con 6 determinaciones y
tener una muestra representativa para poder aplicar las pruebas de variacion. Se
calculd el C.V., el cual no deberia ser mayor al 1.50%

2.3.6. EXACTITUD

De los datos obtenidos en la Linealidad del método, se calculé el porciento
. recuperado tanto para Bencidamina como Salicilato de metilo.

Para el Salicilato de metilo:

%Recuperado= Aream SM/ind X PstdSM X 2 X 100 X 25 X 100

Area std SM/ind 25 100 2 PmSM
Para la Bencidamina:
Y% Recuperado= Aream Bd/ind X PstdBd X 2 X 100 X 25 X 100
Area std Ba/ind 25 100 2 PmBd

Criterio: La desviacion estandar debe ser < 2.0 %
El porciento de recuperacion: 98.0 % - 102.0 %
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2.3.7. TOLERANCIA DEL METODO

Con el fin de determinar la tolerancia del método se efectuaron las siguientes
modificaciones a la fase moévil, las que se describen en la Tabla 8:

Tabla 8. Cambios en la proporcidn de solventes en la fase mévil, para la evaluacién

de la tolerancia del método.
ACETONITRILO AGUA AC. ACETICO TRIETILAMINA
(% en la FM) (% en la FM) (% en la FM) {Conc. en FM)
44.0 §5.0 1.0 €60 mM
40.0 59.0 1.0 60 mM
36.0 63.0 1.0 60 mM

£l analisis se realizé por triplicado, empleando el mismo vial de inyeccién para evitar
error por cambio de muestra. La muestra contenia una concentracion de 40pug/mL. de
Anaigésico, 80ug/mL de Salicilato de metilo y 20ug/mL del estandar interno de

Indometacina.

Para evaluar el efecto de la proporcién de los componentes de la fase movil se
calcularon los siguientes parametros: forma de los picos (simetria), resolucion, y factor

de coleo.
2.3.8. ESTABILIDAD DE LA SOLUCION DE LA MUESTRA Y DE REFERENCIA

Para evaluar la estabilidad de la solucién de la muestra se siguid e! procedimiento
descrito en la fig. 10.
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Pesar 1.0 g del gel
(0.05 g de Bencidamina, 0.1 g de Salicilato de metilo)

l

Disolver en ACN: Agua (90:10) y adicionar 2 mL solucién del Estandar interno (12.5 mg/mL) y
Hevar a volumen de 25 mL
{Solucién A: 2,00 mg/ mL Bencidamina, 4 mg/mL Salicilato de metilo,
0.2 mg/mL Indometacina)

Transferir 2 mL de la solucion
A un matraz volumétrico de 100 mL,

Llevar a volumen con agua destilada
(40 ug/ mL Bencidamina, 80ug/ mL Salicilato de metilo, 20pg/ mL Indometacina) solucién B

Separar e‘wgal 18 mqu cada una

separar 9 muestras para separar 9 muestras para
andlisis a temperatura ambiente analisis en refrigeraciéon (4 © C)

Analizar tres muestras segtin la técnica cromatografica descrita para cada uno de los
siguientes tiempos de preparada la solucién: 0, 24 y 48 hr

Fig. 10. Esquema del procedimiento de estabilidad de la solucién de la muestra.
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Para la evaluacién de la estabilidad de la solucién de referencia se siguié el
procedimiento de la figura 11.

Pesar 50 mg de Bencidamina y 100 mg de Salicilato de metiio

2 mL de solucién del
estandar intermo

Disolver en un matraz y llevar al aforo de 25 mlL con ACN: Agua (90:10).
Solucion A,
(2 mg/mL Bencidamina, 4 mg/mL de Salicilato de metilo, 0.2 mg/mL Indometacina)

Almacenar en refrigeracién tomar una alicuota de 2 mL y pasar a un matraz aforado de 100
mL

Solucién B (40ug/mL Bencidamina, 80 ug/mL Salicilato de metilo
¥ 20 pg/mL Indometacina)

Separar en viales de cristal
18 muestras de 1 mL cada una

/\

separar 9 muestras para

separar 9 muestras para
analisis en refrigeracion (4 °C)

andlisis a temperatura ambiente

l

Analizar tres muestras segln la técnica cromatografica descrita,
a los siguientes tiempos de muestreo 0, 24 y 48 horas
Cada analisis se comparé con soluciones de referencia recién preparadas (40 pg/ mL
Bencidamina, 80ug/ mL Salicilato de metilo, 20ug/ mL indometacina

Figura 11. Esquema del procedimiento de estabilidad de |la solucion de referencia.

Criterio:
La diferencia entre los valores iniciales y la condicién ensayada deben ser menores al

2.0 %.

33




Parte Exparitmental

2.3.9. ESTABILIDAD DE LA FASE MOVIL

La estabilidad de la fase moévil se evalud a 24 horas y a una semana. Para ello se
preparo la fase movil y se almacené en refrigeracion (4°C) en matraces erlenmeyer de
500mL tapados con una capa de papel aluminio y con parafilm y se empled hasta el
momento de la evaluacion. Asi mismo se prepararon soluciones de estandar de
Bencidamina con una concentracién de 40 ug/mlL, Salicitato de metilo de 80ug/mL y
20ug/mL de Indometacina los dias de evaluacion. Estas muestras se analizaron bajo
la técnica de tratamiento descrita en el apéndice Il y bajo las condiciones
cromatograficas descritas para la validacién del método analitico, empleando para el
analisis tanto la fase movil almacenada en refrigeracion como una fase moévil recién
preparada. Finalmente se realiza una comparacion de los resultados obtenidos entre
aquellos obtenidos con la fase movil en refrigeracién y los obtenidos con fa fase maévil

recién preparada.

Criterio: La desviacion entre los valores debe ser menor a 2.0 %

2.3.10. LIMITE DE DETECCION.

a) Determinacion del nivel de ruido (NR):

Se peso 1.0 g de placebo en un matraz volumeétrico de 25 mL, se disolvié en 10 mL de
una mezcla ACN:Agua 90:10 y se llevé a volumen con {a misma solucién (solucion A).
Se transfirieron 2 mL de la soluciéon A a un matraz volumétrico de 100 mL y se llevo a
volumen con ACN:Agua (90:10)(solucién B). El procedimiento se realizd por
triplicado. El analisis de las muestras se realizé mediante la técnica de Cromatografia
de liquidos ya descrita, inyectando 5 pL de la muestra. Se midié la magnitud de Ila
respuesta del placebo (Nivel de ruido, NR).

b) Determinacion del Limite de deteccion:
Posteriormente se calculé el promedio de las respuestas obtenidas, el cual
multiplicado por un factor de 3 didé un estimado del limite de deteccién. Este valor se
interpolé en las curvas de calibracion del método y se obtuvo el valor teérico del limite
de deteccion Este valor se comprobé analizando muestras de placebo adicionadas de
la sustancias de referencia a las concentraciones cercanas al limite de deteccion.

2.3.11. LIMITE DE CUANTIFICACION

a) Determinacion del nivel de ruido (NR):

Se pesd 1.0 g de placebo en un matraz volumétrico de 25 mL., se disolvié en 10 mL de
una mezcla ACN:Agua 90:10 y se llevé a volumen con ia misma solucién (solucién A).
Se transfirieron 2 mL de la solucién A a un matraz volumétrico de 100 mL y se llevo a
volumen con ACN:Agua (90:10)(solucién B). El procedimiento se realizé por
triplicado. E! andlisis de las muestras se realizé mediante la técnica de




Parte Experimental

Cromatografia de liquidos ya descrita, inyectando 5 ubL de la muestra. Se midid la
magnitud de la respuesta del placebo (Nivel de ruido, NR).

b) Determinacién del limite de cuantificacion:

Posteriormente se calculéd el promedio de las respuestas obtenidas, el cual
multiplicado por un factor de 10 dié un estimado del limite de cuantificacion. Este valor
se interpolé en las curvas de calibracion del método y se obtuvo el valor tedrico del
limite de cuantificacion Este valor se comprobé analizando muestras de placebo
adicionadas de la sustancias de referencia a las concentraciones cercanas al limite de

cuantificacion.

Criterio: El coeficiente de variacion debe ser<x 10.0 %
Se comprobd este limite analizando muestras de placebo adicionadas de la

concentracion cercana al limite de cuantificacion.
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Resultados y Discusion de Resultados
3.1. RESULTADOS DEL DISENO EXPERIMENTAL:

En la tabla 9 se muestran los resultados de tiempo de retencion (Tr), resolucién de
pico (Rs) y coleo (T) obtenidos empleando el disefio experimental 2° descrito en la

seccion 2.1.:

Tabla 9. Resultados del Disefio experimental.
A B C Tr1 Rs1 Rs2 T
1 ~(a5) ~(10) ~(1.0) 174 0.69 0.92 208
2 +(50) ~(10) (1.0 4.48 1.44 6.00 1.65
seri 3 ~(45) +(40) ~(1.0) 3.05 1.58 3.74 1.50
b erie ) +(50) + (40) ~(1.0) Z.00 2.08 0.60 1.50
& ~(@5) ~(10) + (1.5) 111 1.02 0.66 3.00
6 + (50) —(i0) +(1.5) 3.07 0.78 5.076 Z.00
7 ~(45) + (40) + (1.5 1.35 7.80 7.51 2.25
8 + (50) + (40) +(1.5) 1.32 1.90 0.65 7.50
1 ~(45) ~(10) (1.0 1.64 17 0.69 .33
F3 + (50) ~(10) ~(1.0 4.63 7.55 6.30 2.0
Seric 3 ~(45) + (40) - (1.0 3.12 1.79 3.50 1.78
by a4 + (50) +(a0) (1.0 1.99 XK 0.83 1.50
5 ~(45) ~(10) + (1.5 12 7,08 0.74 1.81
€ +(50) - (10) +(1.5) 3.06 1.08 6.10 1.61
7 - {45) + (40) +(1.5) 1.35 1.62 7.51 7.60
8 + (50) + (40) + (1.5) 1.32 1.25 0.63 1.25
Donde:

Tr1= Tiempo de retencién Bencidamina (Pico del principio activo de interés)
Rs1 = Resolucién (pico de Bencidamina y Salicilato de metilo)

Rs2= Resolucién (pico de Salicilato de metilo e Indometacina)

T= Coleo del pico de Bencidamina

3.1.1. RESULTADOS PARA RS 1 (RESOLUCION ENTRE EL PICO DE
BENCIDAMINA Y SALICILATO DE METILO):

En la tabla 10 se muestran los datos de los efectos estimados para la respuesta Rs1,
obtenidos mediante el andlisis estadistico por Statgraphics®:

Tabla 10. Efectos estimados para Rs1

Promedio = 1.38375 +/- 0.412689

A: Acetonitrilo = 0.08 +/- 0.0825379

B: Concentracion = 0.565 +/- 0.0825379 |
C: Flujo = -0.335 +/- 0.082537

AB = -0.1425 +/- 0.082537

AC = -0.4075 +/- 0.0825379

BC = -0.1125 _+/- 0.082537
ABC = - 0.065 +/- 0.0825379
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ANALISIS DELL MODELO:

Para el calculo del analisis de varianza utilizamos los resultados obtenidos en la tabia
10, considerando como:

Hipoétesis alternativa

Hipotesis nula
Hi=E;=0

Ho=E.=0
Donde:
El efecto de los factores es cero y El efecto de los factores es diferente
de cero
Donde los factores experimentales que se evaluaron son:
A: %B ¢ polaridad de la fase moévil
B: Concentracion del reactivo par-idnico (mM)
C: Flujo de la fase moévil (mUL/min).

Las hipotesis se contrastan contra cero, ya que el objetivo es detectar los factores que
tienen un efecto significativo sobre la respuesta analitica, los resultados se muestran

en la tabla 11.

de varianza para Rs1

Tabla 11. Analisi

Fuente Suma de|[Grados de| Suma de Cuadrados|F
cuadrados libertad medio

A: ACN 0.0256 1 0.0256 0.94
8: Conc. 1.2769 1 1.2769 46.86
C: Flujo 0.4489 1 0.4489 16.47
AB 0.081225 1 0.081225 2.98
AC 0.664225 1 0.664225 24.38
BC 0.050625 1 0.050625 1.86
[ABC 0.0169 1 0.0169 0.62
Error total 0.218 [ 0.0273

Total (Corr.) | 2.768238 15

Al examinar la tabla de anadlisis de varianza encontramos que para el factor B
(Concentracion del reactivo par idnico) Fo = 46.86 valor mayor que F de tablas = 5.32,
por lo que Hy se rechaza y se acepta H,, lo mismo para el factor C (Flujo de la fase
movil) que presenta una Fp = 16.47 y con AC (interaccion del % ACN y Flujo) con una

Fo = 24.38.
De acuerdo a lo anterior se concluye que los efectos del factor Concentracion del
reactivo par ionico (B) y el factor Fiujo de la fase mévil (C), y la interaccion del % de

ACN y Flujo de la fase modvil (AC) son significativos para la respuesta de resolucion
(Rs1) entre el pico de la Bencidamina y el Salicilato de metilo con un nivel de

confianza del 95%.
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El coeficiente de regresion obtenido para Rs1 es mayor al 80%, o cual nos indica que
el modelo matematico y la concordancia entre la ecuacion y los datos experimentales

son aceptables (tabla 12).

r=96.0

Tabla 12. Coeficientes de regresién para Rs1
Constante = -15.945

A: ACN = 0.362667

B: Conc. = -0.078

C: Flujo = 11.0733

AB = 0.00243333

AC = -0.239333

BC = 0.149667

ABC = - 0.00346667

La ect ion de regresion para Rs1 es:

Rs1 = - 15,945 + 0.362667 * ACN — 0.078 " Concentracién + 11.0733 * Flujo +
0.00243333 * ACN * Concentracion — 0.239333 * ACN * Flujo + 0.149667 *
Concentracion * Flujo - 0.00346667 * ACN * Concentracidn * Flujo

Al sustituir diferentes valores en cada factor de la ecuacion, se encontré que:

Flujo:1.0 mL/min (Codificado = -1)
Concentracién:60 mM (Codificado = +1)
ACN: 40 % (Codificado = +1)

Rs1 = - 15.945 + 0.362667 * 40 ~ 0.078 * 60 + 11.0733 * 1+ 0.00243333 * 40 * 60 —
0.239333*40 " 1+ 0.149667 *60 * 1 - 0.00346667 “40* 60~ 1 = 1.88

La ecuacion presenta los valores reales que corresponden a los valores codificados
+1 y —1).

En ia tabla 13 se muestran diferentes valores de Rs1 y las condiciones a las cuales
se obtendran estas respuestas, al sustituir los valores en ia ecuacion del modelo.

Tabla 13. Proyecciones para Rs1

Rs1 Concentracion ACN Flujo
1.5 47.41 33.77 1.0
1.8 60.00 40.00 1.0
2.0 63.90 40.00 1.0
5.0 162.80 90.84 1.0

En la fig. 12 se muestra el posible comportamiento de la respuesta Rs1 (Resolucién

entre la respuesta de la Bencidamina y el Salicilato de Metilo) al variar cada uno de

los factores. En ella se observa que al aumentar la concentracién del reactivo par —
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i6nico y disminuir la polaridad de la fase mévil aumenta Rs1, sin embargo las mejores
respuestas se obtuvieron al emplear las condiciones descritas en la tabla 14.

1.71 1.175
1.5 1.05 0.93
F
L
Y 1.685 2.095
(o] 40
[+] 1.495
1 10 CONCENTRACION
45 50
POLARIDAD % ACETONITRILO

Fig. 12. Grafica de cubo para Rs1.

Tabla 14. Condiciones éptimas para Rs1

RESPUESTA 1.685 1.71 2.095

% ACETONITRILO 45 45 50

FLUJO 1.0 1.5 1.0

CONCENTRACION mM 40 40 40

Se puede observar que

las mejores

respuestas se obtienen con una mayor

concentraciéon de reactivo par ionico, factor que tiene un efecto significativo sobre ia
respuesta analitica como se mostré en el andlisis de varianza.

3.1.2. RESULTADOS PARA RS 2 (RESOLUCION ENTRE SALICILATO DE
METILO Y EL ESTANDAR INTERNO):

En la tabla 15 se muestran los datos de los efectos estimados para la respuesta Rs2,
obtenidos mediante el andlisis estadistico por Statgraphics ®:
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Tabla 15. Efectos estimados para Rs2.

Promedio = 2.4785 +/-  0.0700663
A: Acetonitrilo = 1.6395 +/-  0.140133
B: Concentraciéon = - 1.6645 +/- 0.140133
C: Flujo = -0.738 +/-  0.140133
AB = -3.477 +/- 0.140133
AC = 0.3695 +/- 0.140133
B8C = - 0.4045 +/- 0.140133
ABC = 0.598 - +/-  0.140133

Tomando en cuenta las mismas hipdtesis propuestas para Rs1 y considerando que F
tablas = 5.32, se encontré que todos los factores, descritos en la seccién 3.1.1, y sus
interacciones tienen una Fo mayor a la F de tablas, por lo que se acepta la hipétesis
alternativa H1 ya que todos los factores y sus interacciones tienen un efecto
significativo sobre Rs2, a un nivel de confianza de 95% (Tabla 16).

Tabla 16. Analisis de varianza para Rs2.

Fuente Suma de Grados de Suma de Cuadrados F
cuadrados libertad medio

A: ACN 10.7518 1 10.7518 136.88

B: Conc. 11.0822 1 11.0822 141.09

C: Flujo 2.17858 1 2.17858 27.74

AB 48.3581 1 48.3581 615.65

AC 0.546121 1 0.546121 6.95

BC 0.654481 1 0.654481 8.33

ABC 1.43042 1 1.43042 18.21

Error total 0.628388 8 0.0785485

Total (Corr.) [75.6302 15

El coeficiente de regresion obtenido para Rs2 es mayor al 80%, lo cual nos indica que
el modelo matematico y la concordancia entre la ecuacion y los datos expenmentales

son aceptables.
r=99.58 %

Tabla 17 Coeficientes de regresion para Rs2

Constante = -96.393
A: ACN = 2.11407
B: Conc. = 4.1077
C: Flujo = 23.7047
AB = -0.0862267
AC = -0.501733
B8C = - 1.56887
ABC = 0.0318933
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Ecuacién de regresion para Rs2:

Rs2 = - 96.393 + 2.11407 * ACN + 4.1077 * Concentracién + 23.7047 * Flujo -
0.0862267 * ACN * Concentraciébn — 0.501733 * ACN " Flujo — 1.56887 *
Concentracién * Flujo + 0.0318933 * ACN * Concentracién * Flujo

Al sustituir diferentes valores en cada factor, se encontré que:

Flujo:1.0 mL/min (Codificado = -1)
Concentracién:60 mM (Codificado = +1)
ACN: 40 % (Codificado = +1)

Rs2 = - 96.393 + 2.11407 * 40 + 4.1077 * 60 + 23.7047 * 1 - 0.0862267 * 40 * 60 —

0.501733*40* 1 - 1.56887 " 60" 1+ 0.0318933*40*60* 1= 13.73

La ecuacion presenta los valores reales que corresponden a los valores codificados
(+1 y —1).

En Ia tabla 18 se muestran diferentes valores de Rs2 y las condiciones a las cuales
se tendran estas respuestas, al sustituir los valores en al ecuacién del modelo.

Tabla 18. Proyecciones para Rs2.
Rs2 C 6 ACN Fiujo
1.5 26.82 40 1.0
2.0 27.89 40 1.0
13.73 60 40 1.0

De acuerdo a lo observado en la fig. 13 donde se muestra el posible comportamiento
de la respuesta Rs2 (Resolucién entre la respuesta de la del Salicilato de Metilo y el
estandar interno) al variar cada uno de los factores, tenemos que al disminuir la
concentracién del reactivo par — idnico y la polaridad de la fase mévil aumenta Rs2,
sin embargo, las mejores respuestas se obtuvieron al emplear las condiciones
descritas en la tabla 19, lo cual nos sirvi6 de referencia para determinar las
condiciones finales a las cuales se obtendria la mejor respuesta:
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4
1.51
1.5 0.07 5.588
F
L
] .
J
o 3.62 0.815
40
1 805 — 6.15_ | CONCENTRACION
45 50

POLARIDAD % ACETONITRILO

Fig. 13. Grafica de cubo para Rs2.

Tabla 19. Condiciones optimas para Rs2

RESPUESTA . 3.62 5.68 6.15
% ACETONITRILO 45 50 50
FLUJO 1.0 1.5 1.0
CONCENTRACION mM 40 10 10

3.1.3. RESULTADOS PARA T (COLEO):

En la tabla 20 se muestran los valores de los efectos estimados para la respuesta T,
obtenidos mediante el andlisis estadistico por Statgraphics ®:

Tabla 20. Efectos estimados para la respuesta de Coleo (T)
Promedio = 1.82813 +/-  0.0612532
A: A nitrilo = - 0.37875 +/-  0.12250¢
B: Concentracién = - 0.43625 +/- 0.1225

C: Flujo = - 0.00375 +/-  0.12250
AB = 0.0337 +/-  0.12250
AC = - 0.0837 +/-  0.122506
BC = 0.0837 +/-  0.122506
ABC = ~0.11125 +/-  0.122506

Tomando en cuenta las mismas hipétesis que se proponen para Rs1 y a los datos de
la tabla 25, de acuerdo a la F tablas = 5.32, se encontré que los factores A (% ACN) y
B (concentracion del reactivo par idnico) tienen una Fo= 9.56 y 12.68 respectivamente,
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estos valores son mayores a la F de tablas, por lo que Hp se rechaza y se acepta H,

(Tabla21),
Tabla 21. Andlisis de varianza para T (Coleo del pico de Bencidamina).
Fuente Suma de Grados de Suma de

cuadrados libertad Cuadrados di
A: AC| 0.573806 1 0.573806 9.56
B: Conc. 0.761256 1 0.761256 12.68
C: Flujo 0.00005625 1 0.00005625 0.00
AB 0.00455625° 1 0.00455625 0.08
AC 0.0351563 1 0.0351563 0.59
BC 0.0280563 1 0.0280563 0.47
ABC 0.0495062 1 0.0495062 0.82
Error total 0.48025 8 0.0600312
Total (Corr.) | 1.93264 15

De acuerdo a lo anterior se concluyd que los efectos de proporcion de ACN en la fase
moévil (A) y Concentracion del reactivo par idnico (B) son significativos con un nivel de

confianza de 95%.

El coeficiente de regresion obtenido para T fué mayor al 80%, lo cual indica que el
modelo matematico y la concordancia entre la ecuacion y los datos experimentales

son aceptables (tabla 22).
r=86.69%
Tabla 22. Coeficientes de regresion para T

Constante = 11.0367

A: ACN = -0.178667

B: Conc. = -0.402167

C: Flujo = -3.77

AB = 0.000786667
AC = 0.0733333
BC = 0.293

ABC = -0.00593333

Ecuacion de regresion para T:

T = 11.0367 - 0.178667 * ACN — 0.402167 * Concentracion — 3.77 * Flujo +
0.00786667 * ACN * Concentraciéon + 0.0733333 * ACN * Flujo + 0.293 *
Concentracién * Flujo — 0.00593333 * ACN * Concentracién * Flujo

Al sustituir diferentes valores en cada factor, se encontré que:
Flujo:1.0 mL/min (Codificado = -1)

Concentracién:60 mM (Codificado = +1)

ACN: 40 % (Codificado = +1)
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T = 11.0367 - 0.178667 * 40 — 0.402167 * 60 — 3.77 * 1 + 0.00786667 * 40 " 60 +
0.0733333"40* 1+ 0.293*60* 1-0.00593333 4060 " 1= 1.14

La ecuacion presenta los valores reales que corresponden a los valores codificados
+1 y —-1).

En la tabla 23 se muestran diferentes valores de T y las condiciones a las cuales se
tendran estas respuestas, al sustituir los valores en al ecuacién del modelo.

Tabla 23. Proyecciones para T.

Concer n ACN Flujo
1.14 50 40 1.0
1.3 o 40.. 1.0
1.5 0 41. 1.0
2.0 [o) 44. 1.0

De acuerdo a lo observado en la fig. 14 donde se muestra el comportamiento de la
respuesta T (Coleo del pico de Bencidamina) al variar cada uno de los factores, se
encontré que al aumentar la concentraciéon del reactivo par — idGnico y al disminuir

la polaridad de la fase movil aumenta Rs1, sin embargo las respuestas con el menor
coleo se obtuvieron al emplear las condiciones descritas en la tabla 24.

1.925 1.37

1.5 2.2 1.805

F

L

U

J

o | 1.64 1.51 4,

1 .305 1.874 10
45 50 CONCENTRACION

POLARIDAD % ACETONITRILO
Fig. 14. Grafica de cubo para T.

Tabla 24. Condiciones éptimas para T.
RESPUESTA 1.378 1.5 1.64
% ACETONITRILO 50 50 45
FLUJO 1.5 1 1
CONCENTRACION mM 10 40 40
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Las tres respuestas que se obtienen son menores a 2, valor considerado como limite
superior.

3.1.4. RESULTADOS PARA LA RESPUESTA TR (TIEMPO DE RETENCION DE
BENCIDAMINA):

En la tabla 25 se muestran los datos de los efectos estimados para la respuesta Tr,
obtenidos mediante el analisis estadistico por Statgraphics®:

Tabla 25. Efectos estimados para la respuesta de Coleo (Tr)
Promedio 2.27188 +/-  0.0121353
A: Acetonitrilo 0.92375 +/- 0.0242706
B: Concentracion - 0.66875 +/- 0.0242706
- 1.11875 +/- 0.0242706

C: Flujo

AB - 1.48375 +/-  0.0242706
AC 0.03625 +/-  0.0242706
8C - 0.08625 +/- 0.0242706
ABC 0.49375 +/-  0.0242706

Tomando en cuenta las mismas hipotesis que se proponen para Rs1, de acuerdo a la
F tablas = 5.32, tenemos que todos los factores, proporcidon de Acetonitrilo en la fase
maovil (A), Concentracion del reactivo par idnico (B), y Flujo de la fase mdvil (C), e
interacciones AB, BC; y ABC tienen una Fp con valores mayores a la F de tablas, por
lo que Hp se rechaza y se acepta H, (tabla 26).

Tabla 26. Analisis de varianza para Tr

Suma de Grados de Suma de Cuadrados
Fuente cuadrados libertad medio F
|A: ACN 3.14326 1 3.41326 14448.60
B: Conc. 1.78891 1 1.78891 759.22
C: Flujo 5.00641 1 5.00641 2124.73
AB 8.80606 1 8.80606 3737.32
AC 0.00525625 1 0.0525625 2.23
BC 0.0297562 1 0.0297562 12.63
ABC 0.975156 1 0.975156 413.86
Error total 0.01885 8 0.00235625
Total (Corr.) |20.0436 15

De acuerdo a lo anterior se concluyd que los efectos de A, B, C, interaccion AB, BC; y
ABC son significativos con un nivel de confianza de 95%.

El coeficiente de regresion obtenido para Tr fue mayor al 80%, lo cual indica que el
modelo matematico y la concordancia entre la ecuacion y los datos experimentales
son aceptables (tabla 27).
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r=99.95%

Tabla 27. Coeficientes de regresién para Tr
Constante = -64.3683

A: ACN = 1.466

B8: Conc. = 2.49533

C: Flujo = -0.0527

AB = -0.629333

[AC = -1.26233

BC = _0.0263333

ABC = - 0.00593333

Ecuacién de regresién para el tiempo de retencién:

Tr =-64.3683 -+ 1,466 * ACN + 2.49533 * Concentracién + 27.9433 * Flujo - 0.0527 *
ACN * Concentracién - 0.629333 * ACN * Flujo - 1.26233 * Concentracién * Flujo +
0.0263333 * ACN * Concentracion * Flujo

En la fig. 15 se muestra el posible comportamiento de la respuesta Tr (Tiempo de
retencion de Bencidamina) al variar cada uno de los factores, en ella se puede

observar que al aumentar el % de Acetonitrilo en la fase mévil y disminuir la
concentracién del reactivo par — idnico se aumenta el tiempo de retencion de la

Bencidamina (Bd).

1.35 1.32
1.5 1.115 3.065
F
L
u
J 3.085 1.99s
o
40
1 .69 4.4555 CONCENTRACION
10
45 POLARIDAD % ACETONITRILO 50

Fig. 15: Gréfica de cubo para Tr.
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3.1.5. Discusién final del disefio experimental:

El propésito de este estudio fué disminuir el coleo que presenta el pico de la
Bencidamina, por lo que basandonos en la tabla 28, el mejor resultado para la
respuesta de coleo es 1.375 y se obtuvo con un 50 % de Acetonitrilo en la fase moévil,
flujo de 1.5 y una concentracién de TEA de 40mM.

Bajo estas mismas condiciones las respuestas Rs1 y Rs2, dieron valores de 1.175 y
0.64, en la tabla 28 se presenta informacién de las graficas de cubo para cada

respuesta. La parte sombreada de la tabla muestra las condiciones a las cuales se
obtuvieron las mejores respuestas analiticas, valores de resolucién mayocres a 1.5y

coleo menor a 2.0.

Tabla 28. Comparativo de las Respuesta Analiticas

%B Hoact. 4 Flujo Rs1 Rs2 T
a5 70 70 0.930 0.805 57305
50 10 1.0 1.495 6.150 1.875
a5 - |- 40 [ A0: .| 16853620 | 1.640°
50 30 1.0 2.095 0.815 1.500
as 10 15 7.050 0.070 3.200
50 10 75 0.930 5.588 1.805
as a0 1.5 1.710 1.510 1.925
50 30 75 1175 0.640 1.375

Analizando estos datos se encontro que al disminuir la concentracién del reactivo par
ibnico de 40 mM a 10 mM y manteniendo el %B en 45 y el flujo a 1 mL/min aumenta
el coleo del pico de Bencidamina y disminuye Rs1 y Rs2, mientras que el aumentar el
filujo a 1.5 ml/min, manteniendo el %B en 45 y la concentracion del reactivo par idnico
en 40 mM, ia Rs1 aumenta ligeramente y Rs2 disminuye, mientras que el coleo de la

Bencidamina es menor a 2.0.

Al cambiar la %B a 50, mantener el flujo en 1.0 mL/min y la concentracion del reactivo
par ionico en 40 mM, la Rs1 aumenta, Rs2 disminuye y el coleo mejora ya que se

obtiene el valor de 1.5.
Con base en lo anteriormente descrito se tomaron como referencia las siguientes
condiciones: -

%B = 45 % ACN
Concentracién de TEA = 40 mM
Flujo = 1.0 mL/min
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3.2. RESULTADOS DE LA EVALUACION DEL EFECTO DE LA PROPORCION
DE ACIDO ACETICO EN LA FASE MOVIL:

En la tabla 29 se puede observar que la adicién de una mayor cantidad de acido
acético disminuye el coleo en el pico de Bencidamina, io cual aumenta la precisiéon en
la cuantificacion del activo. Por lo tanto se decido mantener en 1.0 mL la cantidad de
acido acético en la fase movil, que es la cantidad utilizada en el disefio experimental.

Tabla 29. Resultados de la evaluacidon de la proporcion de acido acético en al fase

Tr1= Tiempo de retencién de Bencidamina
Tr2= Tiempo de retencién Salicilato de metilo
Rs1= Resolucién entre BD y SM
Rs2= Resolucién entre SM e IND
T= Coleo del pico de Bencidamina
Tiempo de corrida = 10 minutos

movil.
Muestra Tr1 Tr2 Tr3 Rs1 Rs2 T
1 2.43 3.36 4.98 0.972 1.012 1.477
1 mL de 2 2.44 3.36 5.00 0.951 0.955 1.311
Acido 3 2.43 3.60 4.92 0.965 0.843 1.277
aceético 4 2.44 3.61 4.96 0.877 0.964 1.405
5 2.41 3.6 4.93 0.939 0.927 1.367
0.5 mL 1 2.89 4.3 5.18 1.083 0.613 1.510
Acido 2 2.85 4.27 5.15 1.027 0.593 1.533
acético 3 2.90 4.31 5.20 0.972 0.593 1.449
1 mL de | Total 12.15 17.53 24.79 4.70 4.70 6.84
Acido Promedio 2.43 3.51 4.96 0.94 0.94 1.37
Acético [DE 0.01 0.13 0.03 0.04 0.06 0.08
CcV 0.50 3.8 0.67 4.03 6.63 5.76
0.5 mL_ |[Total 8.64 12.88 15.53 3.08 1.80 4.49
Acido Promedio 2.88 4.29 5.18 1.03 0.60 1.50
aceético [DE 0.03 0.02 0.03 0.06 0.01 0.04
CcV 0.92 0.48 0.49 5.41 1.93 2.91
A Tr1 Tr2 Rs1 Rs2 T
[ 1 - (0.5) 2.88 4.29 1.03 0.60 1.50
[ 2 + (1.0) 2.43 3.51 0.94 0.94 1.37
Donde:
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3.3. Condiciones finales:

Antes de proceder a ia validacién de la metodologia desarrollada se realizaron
pruebas con muestras de producto terminado, observandose una disminucion en la
resolucion de los picos al trabajar con las condiciones descritas anteriormente, de
acuerdo a los resultados obtenidos sobre el comportamiento de las respuestas
analiticas en el disefio de experimentos descritos en las secciones 3.1.1, 3.1.2 y 3.1.3,
donde se observé que al aumentar la concentraciéon del reactivo par idnico y disminuir
la proporcidon de la fase organica en la fase movil se obtiene una disminucion del
coleo, se decidié trabajar bajo las condiciones cromatograficas siguientes:

Cromatégrafo de liquidos Beckman System Gold
Automatico

inyector
Detector Beckman Gold 166 UV o equivalente a 305 nm
Bomba 126 o equivalente

Novapack C18, de 150 X 3.9 mm, y 5§ ym de tamaiio
Columna de particula
%8B en la fase movil 40 % ACN
Concentracién de TEA 60 mM
Flujo 1.0 mL/min
Vol. Inyeccion 5uL
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3.4. VALIDACION

3.4.1. SELECTIVIDAD:

Bajo las condiciones descritas en la seccién 3.3. se obtuvo un método analitico
selectivo, no presentandose sefiales adicionales a las de interés.

A continuacion se presentan los cromatogramas tipicos de la selectividad y en el

apéndice Il se encuentra la serie completa.
-
=
i 2. 2. 4. 3 . 1
Figura 16
Fase moévil utilizada en el método.
]
&
- !
- 2 \
% A 3
° 1 2. 2 21 - s . 1

Figura 17
Solucién de referencia, la cual contiene Bencidamina (Tr = 2.645 min),
Salicilato de metilo (Tr = 4.209 min) e Indometacina (Tr = 6.432 min).

VWK Wibini g ath T
—-

3 3 1 ' Iy

]
Figura 18

Muestra Blanco de NaOH, se presentan dos sefiales
(Tr = 1.068 min y 1.307 min) que corresponden a la NaOH.
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Figura 19

Muestra Blanco de HCI, Se presenta una sefal
(Tr = 1.100 min) la cual corresponde al HCLI.

i R 1 H 21 r L1 ]

Figura 20
Muestra Blanco de HzO;, se presenta una sefal
(Tr=1.151 min) la cual corresponde al H20..

H 2. P H i H 3

Figura 21
Muestra Placebo en medio béasico (NaOH)
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3 M

Figura 22
Muestra Placebo en medio acido (HCI)

mu ]

Ets0

Figura 23
Muestra Placebo en medio oxidante (H.O2)
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3.4.2. LINEALIDAD DEL SISTEMA:

En la tabla 30 se presentan los resultados de Linealidad del Sistema para
Bencidamina y Salicilato de metilo, y en la figura 24 se muestra la grafica
correspondiente en la que se observa que existe relacién lineal entre la respuesta y la
concentracién en el intervalo de 0.0250 mg/mL a 0.0750 mg/mL (50.0 -150.0%), por
lo que el sistema es lineal para Bencidamina.

Tabla 30. Analisis estadistico para la Linealidad del sisterna.

BD/ind SM/ind

promedio 0,02 0.06

50 d.e. 1,53E-04 8.08E-04
C.V. 0,90 1,26
promedio 0,02 0,06

75 d.e. 1,86E-04 8.79E-04
C.V. 1,10 1,40
promedio 0,02 0.06

100 d.e. 2,34E-04 4,18E-04
C.V. 1.38 0,66
romedio 0.02 0.06

125 d.e. 1,34E-04 5,28E-04
Cc.V. 0,78 0,83
promedio 0,02 0,06

150 d.e. 2,21E-04 8,04E-04
C.V. 1,28 1,27

El coeficiente de variacion de los factores es < 1.5%.

LINEALIDAD DEL SISTEMA BENCIDAMINA

RESPUESTA
o = N
natNvow

o

25 50 75 100 125 150
CONCENTRACION

(=]

Fig. 24. Linealidad del Sistema para Bencidamina.
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m 0.0174

(e 0.9999

r 0.9999

b -0.0238
Ecuacion de la recta: Y=mx+b

Y= 00174 * X + 0.0238

En la figura 25 se puede observar que existe relacion lineal entre la respuesta y la
concentracion en el intervalo de 0.050 mg/mL a 0.150 mg/mL (50.0 - 150.0 %), por lo
que el sistema es lineal para el Salicilato de metilo.

LINEALIDAD DEL SISTEMA
SALICILATO DE METILO
12
10 -
<
£ 6.
g a-
2.
o — T T T —
o] 25 50 75 100 125 150
CONCENTRACION

Fig. 25. Linealidad del Sistema para Salicilato de Metilo.

m 0.0633
” 0.9999
r 1.0000
b 0.0126
Ecuacion de la recta: Y=mx+b
Y = 0.0633 * X + 0.0126

3.4.3. PRECISION DEL SISTEMA:

En la tabla 31 se presentan los resultados obtenidos en la prueba de precision del
sistema para Bencidamina y Salicilato de metilo.
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Tabla 31. Resultados de la evaluaciéon de precision del sistema.

MUESTRA/| BD/IND SM/IND BD/IND SM/IND BD/IND SM/IND
100-1 1.822608 | 6.436687 {1.851613| 6.508381 | 1.827665 | 6.476606
100-2 1.820477 | 6.510055 [1.831951| 6.503698 | 1.823463 | 6.480292
100-3 1.812667| 6.456369 | 1.816047| 6.491841 | 1.812363 | 6.467238
100-A 1.822627 | 6.404680 | 1.825217 ] 6.430697 | 1.817894 | 6.452411
100-8 1.813103 | 6.451986 |1.783168| 6.328453 | 1.807047 | 6.489761
100-C 1.863692 | 6.596979 | 1.864787| 6.645285 | 1.801616 | 6.421271

BD/IND SM/IND
promedio 1.82 6.48
d.e. 0.02 0.07
C.V. 1.11 1.07

Resultados y Discusion de Resultados

De acuerdo al criterio establecido el sistema es preciso a la concentracion de 0.0500
mg/mL (Nivel 100 %) para Bencidamina y de 0.100 mg/mL (Nivel 100 %) para

Salicilato de metilo.

3.4.4. LINEALIDAD DEL METODO:
En la tabla 32 se presentan los resultados obtenidos de Linealidad del Método para

Bencidamina y Salicilato de metilo y en
correspondiente. Se puede observar que existe relacién lineal entre la respuesta y la
concentracion en el intervalo de 0.0250mg/mL a 0.075 mg/mL (50.0 -150.0), por lo

que el método es lineal para Bencidamina.

Tabla 32. Andlisis estadistico para la Linealidad del método.
BD

la figura 26 se muestra

SM
Promedio 0.02 0.06

50 d.e. 1.93E-04 8.84E-04
c.V. 1.21 1.47
Promedio 0.02 0.06

75 d.e. 1.95E-04 8.13E-04
C.V. 1.24 1.32
Promedio 0.02 0.06

100 d.e. 1.46E-04 4.54E-04
C.V. 0.92 0.71
Promedio 0.02 0.06

125 d.e. 1.05E-04 8.26E-04
Cc.V. 0.67 1.35
 promedio 0.02 0.06

150 d.e. 1.14E-04 5.62E-04
C.V. 0.73 0.90

la grafica
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LINEALIDAD DEL METODO BENCIDAMINA

N

o

RESPUESTA
-
CUa NG

25 50

Q

75

100
CONCENTRACION

125 180

Fig. 26. Linealidad del Método para Bencidamina.

m
2
r
b

Ecuacion de la recta: Y =mx+b
Y =0.0154

0.0154
0.9996
0.9998
0.0328

X + 0.0329

En la figura 27 se puede observar que existe relacion lineal entre la respuesta y la
concentracién en el intervalo de 0.050 mg/mL a 0.150 mg/mL (50.0 - 150.0%), por lo

que el método e lineal par el Salicilato de metilo.

LINEALIDAD DEL METODO SALICILATO DE
METILO
10
8 -
-
g2 6.
=
& 4 .
&
2.
0 .
o 25 50 75 100 125 150
CONCENTRACION

Fig. 27. Linealidad del Método para Salicilato de Metilo.
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m 15.9445
s 0.9976
r 0.9988
b 1.0785
Ecuacion de la recta: Y =mx+b
Y =159446 * X + 1.0785

3.4.5. EXACTITUD DEL METODO:

Los resultados obtenidos para Bencidamina se muestran en la tabla 33, asi como el
porcentaje al cual corresponde, considerando la cantidad adicionada. En la figura 28
se muestra la grifica correspondiente, se puede observar que existe relacion lineal
entre la cantidad adicionada y cantidad recuperada en el intervalo de 0.0250mg/mL a
0.075 mg/mL (50.0 -150.0%), con lo que se determina que el método es exacto para

Bencidamina.

Tabla 33. Cantidad recuperada de Bencidamina

NIVEL CANTIDAD CANTIDAD
(%) ADICIONADA RECUPERADA BD (%)
(mg) (mg)
[+) 0 0 [e]
50 24.9 24.5 98.3328
75 37.1 37.0 98.3638
100 49.4 48.8 98.4564
125 61.6 60.8 98.6592
150 74.1 73.2 98.8433

EXACTITUD DEL METODO
PARA BENCIDAMINA

CANTIDAD RECUPERADA
oslBABBYB

10 o o 0 0 e 0 a0

(-]

Fig. 28. Exactitud del Método para Bencidamina.
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'

m 0,9874

~ 1,0000

r 1,0000

b 0,0588
Ecuacién de la recta: Y =mx+b

Y=09874 * X + 0.0588

Los resultados obtenidos para Salicilato de metilo se ‘'muestran en la tabla 34, asi
como el porcentaje al cual corresponde, considerando la cantidad adicionada: En la
figura 29 se muestra la gréafica correspondiente, se puede observar que existe

relacion lineal entre la cantidad adicionada y cantidad recuperada en el intervalo de
0.050 mg/mL a 0.150 mg/mL (50.0 -150.0%), por lo que el método es exacto para
Salicilato de metiio

Tabla 34. Cantidad recuperada de Salicilato de Metilo

NIVEL CANTIDAD CANTIDAD
(%) ADICIONADA RECUPERADA SM (%)
(mg) {mg)
[+] [+] 0 [s)
50 - 56.7 57.6 101.7635
75 76.2 77.3 100.9363
100 106.4 104.1 99.9604
125 136.8 138.2 100.8392
150 156.7 156.0 100.5348
EXACTITUD DEL METODO PARA
SALICILATO DE METILO
180
£ X0
i
]
3 10
£ g
[-] -
g e
E a0
3 =
o
o 20 © e @& 10 1™ 10 10 180
CANTIDAD ADOCINADA,

Fig. 29. Exactitud del Método para Salicilato de Metilo.
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m 0,9997

[ 0,9994

r 0,9962

b 0,4063
Ecuacidn de la recta: Y =mx+b

x
Y=098962 * X + 0.4063

Desviacion estandar:
Bencidamina: 1.56436% Salicilato de metilo: 0.0396%

En ambos casos se cumple con los criterios establecidos en los parametros de la
recta y porciento recuperado asi como en el porciento de desviacién entre la cantidad
adicionada y la recuperada.

Cantidad recuperada:

Del 98.33 - 98.84 para Bencidamina y 99.96 - 101.76 para Salicilato de metilo.

3.4.6. REPRODUCIBILIDAD

En las tablas 35, 36 y 37 se observan los resultados obtenidos para la prueba de
reproducibilidad para Bencidamina y Salicilato de metilo.

Analista 1, Dia 1.

Tabla 35. Relacion de areas para la reproducibilidad (dia 1)
M

Muestra Bd Bd 8d SMm S SM
Inyeccién 1 2 3 4 2 3
M11 103.22]| 102.21 103.28 101.46 99.70 100.50
Mi12 99.24 105.65 103.63 98.23 99.62 101.01
M2 100.82] 101.83 104.48 98.85 98.64 100.21
M22 103.45] 100.93 102.81 98.15 97.66 99.63
M31 101.17]| 103.92 100.08 98.36 100.66 97.45
M32 100.71] _ 103.02 100.64 97.34 . 97.32 98.16
BD SM
[Promedio 102.28 99.05
d.e. 1.71 1.33
lev 1.67 1.34
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Analista 1, Dia 2.

Tabla 36. Relacion de areas para la reproducibilidad (dia 2)
Muestra B8d Bd 8d SMm SM SM
Inyeccién 1 2 3 1 2 3
M11 101.03 98.52 98.72 98.46 95.94 9565.59
M12 99.52 98.14 100.23 96.34 96.12 98.23
M21 98.92 100.81 98.18 97.35 97.26 95.47
M22 103.30] . 99.02 99.26 97.09 96.43 96.18
M31 98.99 100.77 101.10 96.31 988.01 98.60
M32 100.14 102.26 102.54 97.62 99.05 99.10
BD SM
Promedio 100.08 97.17
d.e. 1.54 1.19
c.v 1.54 1.22
Tabla 37. Resultado global de la reproducibilidad.
80 SM
[Promedio 101.18 98.11
[d-e. 1.5 1.57

Se cumple con el criterio establecido para la reproducibilidad, ya que los coeficientes
de variacién para Bencidamina y Salicilato de metilo son menores al 2.0%

3.4.7. TOLERANCIA DEL METODO

En la tabla 38, 39 y 40, se muestran los resultados obtenidos en la prueba de
tolerancia del método para Bencidamina y Salicilato de Metilo, en las que se observa
que [a fase moévil con un porcentaje menor de fase organica (36 %) presenta una
mayor resolucién entre el pico del Salicilato de metilo e Indometacina pero mayor
coleo en el pico de Bencidamina, ademas de aumentar el tiempo de corrida hasta 12
minutos.

La fase moévil con el mayor porcentaje de fase organica (44 %) reduce el tiempo de
corrida hasta 6 minutos asi como la resolucién entre la sefial del Salicilato de metilo e
Indometacina.

Con la a fase moévil de 40 % de fase organica seleccionada en el estudio se obtiene
un tiempo de corrida de 8 minutos, la simetria y coleo del pico de Bencidamina no son
muy diferentes a los obtenidos con la fase de menor proporcion de fase organica
(resultados mas bajos) y la resolucién entre los tres picos es aceptable.

Por lo tanto, el cambio en la proporcién de la fase mdévil en un +/- 4.0% afecta
significativamente la respuesta cromatografica.
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Resolucion 1: Entre el pico de Bencidamina y Salicilato de metilo.

Resolucion 2: Entre el pico de Salicilato de metilo e Indometacina.

Tabla 38. Parametros cromatograficos obtenidos con la fase mévil al 36%.
Simetria Bd R lucién 1 R lucion 2 coleo Bd
0.40 1.87 4.68 1.34
0.07 0.06 0.19 0.20
17.56 3.43 4.17 15.33
TrBD Tr SM Trind Tiempo de corrida
3.71 min 5.69 min 11.40 min 12 minutos
Tabia 39. Parametros cromatograficos obtenidos con la fase mévil al 40%.
40% Simetria Bd R tucién 1 R lucién 2 coleo Bd
PROMEDIO 0.46 1.97 2.45 1.23
D.E. 0.04 0.06 0.05 0.10
C.V. 9.47 2.95 2.11 7.78
TrBD Tr SM Trind Tiempo de corrida
2.70 min 4.25 min 6.24 min 8 minutos
Tabla 40. Parametros cromatograficos obtenidos con la fase moévil al 44%.
44% Simetria Bd R lucién 1 |R lucién 2 coleo Bd
PROMEDIO 0.44 1.79 1.42 1.2¢
D.E. 0.03 0.05 0.04 0.12
C.V. 6.87 2.84 3.02 9.91
Tr BD TrSM Trind Tiempo de corrida
2.34 min 3.63 min 4.66 min 6 minutos
Donde:
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3.4.8. ESTABILIDAD DE LA SOLUCION DE LA MUESTRA Y DE REFERENCIA.

En |a tabla. 41 se presentan los resultados de
Bencidamina en la solucién de la muestra.

% de recobro obtenidos para

Tabla 41. Estabilidad de la solucién de la muestra de Bencidamina.

Condiciéon experimental m1 % m2 % m3 % Pror.:;edm
Analisis inicial 95.99 96.73 94.64 95.78
Soluciones almacenadas durante 24h a

Temperatura ambiente 93.42 94,17 95.32 94.31
Desviacién entre la condicién inicial y la ensayada | -2.56 -2.56 0.69 -1.48
Soluciones aimacenadas durante 24h en

refrigeracion 92.95 93.60 93.33 93.30
Desviacion entre la condicién inicial y la ensayada 3.04 3.12 1.30 2.49
Soluciones almacenadas durante 48h a

temperatura ambiente 94.06 93.43 93.56 93.68
Desviacion entre la condicidn inicial y la ensayada 1.92 3.29 1.08 2.10
Soluciones almacenadas durante 48h en

refrigeracion 87.44 89.08 89.21 88.58
Desviacion entre la condicién inicial y la ensayada B8.55 7.64 5.42 7.21

En la tabla. 42 se presentan los resultados de % de recobro

Bencidamina en la solucién de referencia.

Tabla 42. Estabilidad de la solucién de referencia para Bencidamina.

obtenidos para

[Condicién experimental sr1% | sr2% | sr3% Prorczedlo
Analisis inicial 96.52 94.40 93.89 94.93
Soluciones almacenadas durante 24h a 88.24 88.96 87.33 88.18
Temperatura ambiente

Desviacion entre la condicidn inicial y la ensayada | -8.28 -5.43 -6.56 -6.76
Solymone.s almacenadas durante 24h en 88.43 88.61 93.33 90.13
refrigeracion

Desviacién entre la condicion inicial y la_ ensayada 8.09 5.78 0.55 4.81
Soluciones almaqenadas durante 48h a 86.37 85.77 87.77 86.64
temperatura ambiente

Desviacion entre la condicién inicial y la ensayada | 10.15 8.63 6.11 8.30
Solycnone_s almacenadas durante 48h en 85.41 86.39 85.65 85.82
refrigeracion

Desviacion entre la condicion inicial y la ensayada | 11.10 8.01 8.23 9.12

En la tabla 43 se presentan los resultados de % de recobro obtenidos para Salicilato

de metilo en la solucién de la muestra.
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Tabla 43. Estabilidad de la solucién de la muestra de Salicilato de metilo.

Resultados y Discusion de Resultados”

Condicion experimental m1% | m2% | mae |Froqede
Analisis inicial 97.23 | 9840 | 99.06 | 9823
Soluciones almacenadas durante 24h a

Temperatura ambiente 91.19 91.52 92.83 91.85
Desviacién entre la condicion inicial y la ensayada | -6.03 -6.88 -6.23 -6.38
Soluciones almacenadas durante 24h en

refrigeracion 90.94 91.43 80.92 91.10
Desviacion entre la condicion inicial y la ensayada | 6.28 6.97 8.13 7.13
Soluciones almacenadas durante 48h a

Temperatura ambiente 92.64 90.92 91.22 91.60
Desviacién entre la condicién inicial y la ensayada 4.58 7.48 7.83 6.63
Soluciones almacenadas durante 48h en

refrigeracion 88.47 89.55 89.53 89.18
Desviacién entre la condicién inicial y la ensayada 8.76 8.85 9.52 9.04

£n Ia tabla. 44 se presentan los resultados de % de recobro obtenidos para Salicilato

de metilo en la solucién de referencia.

Tabla 44. Estabilidad de la solucion de referencia para Salicilato de metilo.

Condicion experimental sr1 % sr2 % sr3 % Pror;/:edio
Analisis inicial 105.71| 106.07 [103.29| 105.02
Soluciones almacenadas durante 24h a

Temperatura ambiente 986.93 97.51 95.64 96.69
Desviacion entre la condicion inicial y la ensayada | -8.78 -8.56 -7.65 -8.33 -
Soluciones almacenadas durante 24h en

refrigeracion 97.96 96.42 98.60 97.66
Desviacién entre la condicién inicial y la ensayada 7.75 9.65 4.68 7.36
Soluciones almacenadas durante 48h a

Temperatura ambiente 96.58 95.64 94.72 95.65
Desviacién_entre la condicion inicial y la ensayada 9.13 10.44 8.57 9.38
Soluciones almacenadas durante 48h en

refrigeracién 95.47 96.69 95.68 95.95
Desviacién entre la condicion inicial y la ensayada | 10.24 9.38 7.60 9.07

Con base en los resultados obtenidos se encontré que la desviacion entre la condicién
inicial y la condiciébn ensayada es mayor al 2.0%, tanto para la solucion de la muestra
y la solucién de referencia de Bencidamina y Salicilato de metilo a un tiempo de 24
horas, por lo que se recomienda analizar las muestras inmediatamente
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después de su preparacion ya que la concentracion de

considerablemente.

3.4.9. ESTABILIDAD DE LA MUESTRA EN LA FASE MOVIL.

Resultados y Discusion de Resultados

los activos disminuye

En la tabla 45 se presentan los resultados obtenidos de la evaluacion de la estabilidad
de los principios activos en la fase movil, en la que se observa que La desviacién
entre la condicidn inicial y final es menor al 2.0 % lo cual nos indica que la fase movil
es estable hasta una semana, en refrigeracion y en un recipiente perfectamente

cerrado.

Tabla 45. Estabilidad de a fase mavil.

Tiempo 0 horas 1 semana
Muestra BD SM BD SM
101,84 101,24 100,78 101,10
Sr1 102.81 102,67 101,16 101,65
103,32 102,73 100,24 99,73
99,80 101,20 100,76 100,21
Sr2 101,05 103.00 100,45 100,03
100,25 103,49 98.02 97.39
99,27 100,20 98.47 99,09
Sr3 101,25 100,47 98,98 99,04
99,05 98,94 99,25 101,08
PROMEDIO 100,97 101,55 99,79 99,93
tiempo BD SM
0 horas 100,97 101.55
1 Semana 99,79 99,93
Desviacién 1,18 1.62

3.4.10. LIMITE DE DETECCION:

De acuerdo a Ila magnitud de la respuesta del blanco (Placebo), se calculd el
promedio de las respuestas el cual multiplicado por un factor de 3 dio el estimado del

limite de cuantificacion.

Salicilato de metilo

Nivel de ruido: 0.3 AUFS

El método detecta hasta 0.54 ug/mL de Salicilato de metilo y 0.9 ug/mt. de

Bencidamina.

Bencidamina:
Nivel de ruido: 0.18 AUFS
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3.4.11. LIMITE DE CUANTIFICACION:

De acuerdo a la magnitud de la respuesta del blanco (Piacebo), se calculé el
promedio de las respuestas el cual multiplicado por un factor de 10 dio el estimado del
limite de cuantificacion.

Salicilato de metilo Bencidamina:
Nivel de ruido: 0.3 AUFS Nive! de ruido: 0.18 AUFS

El método cuantifica hasta 1.8 pg/mL. de Salicilato de metilo y 3.0 pg/mL de
Bencidamina.
El coeficiente de variacion es menor al 10.0%

3.5. RESULTADO FINAL DE LA VALIDACION DEL METODO ANALITICO

En la tabla 46 al comparar las condiciones y métodos analiticos del estudio anterior y
este método, se obtuvo lo siguiente:

Tabla 46. Condiciones cromatograficas de los tres métodos

METODO ANTERIOR
EQUIPO METODO ACTUAL
A B
Eég;'g:;égrafo de Beckman System Gold Beckman System Gold
Inyector Automatico Automatico
Detector Beckman Gold 166 UV o Beckman Gold 166 UV o
equivalente a 305 nm equivalente a 305 nm
Bomba 126 o equivalente 126 o equivaiente
Novapack C18, de 150 X 3.9
Novapack C18, de 150 X 3.9 mm,
Columna mm, y 5§ um de tamano de ?
* particula y 5 um de tamafio de particula
Flujo 1.0 mi/min 1.0 mL/min
N Acetonitrilo — agua — &c. Acético Acetonitrilo — agua — ac. Acético

Fase movil (50:49.5:0.5) (40 59:1)
Reactivo par — idnico Dodecilsulfato de sodio Trietilamina 60 mM
Vol. Inyeccién 5yl 5 ulL

40 pg/mL de Bencidamina (Bd),[40 pg/mL de Bencidamina (Bd),
Solucién de referencia: | 80 ug/mL de Salicilato de Metilo| 80 ug/mL de Salicilato de Metilo

(SM) y 20 Hg/ mL de|(SM)y 20 ug/ mL de Indometacina

Indometacina (ind). {Ind).
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Cromatogramas:
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Fig. 30. cromatograma obtenido con el método A
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. . \[
N g

Fig. 31. Cromatograma obtenido con el método B

En la tabla 47 se muestran las diferencias en los valores obtenidos para las
respuestas de Coleo BD, Resolucion 1, Resolucién 2 y tiempo de corrida, al emplear

el método anterior y el actual.

Tabla 47. Comparativo de las respuestas analiticas de los tres métodos.

RESPUESTAS METODO ANTERIOR METODO ACTUAL
ANALITICAS A B8

1.74
COLREO BD (Valor que se quiere disminuir) 1.55
RESOLUCION 1 1.29 (Ind y BD) 2.2 (BDy SM)
RESOLUCION 2 4.61 2.81
TIEMPO DE CORRIDA 8 8

De acuerdo a los resultados anteriores, se observa que con el método analitico

desarrollado se disminuye el coleo de la Bencidamina a 1.55, es decir se disminuye

0.19 en comparacién al método analitico inicial en el cual se tenia un valor de 1.74.
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Conclusiones

CONCLUSIONES

El metodo para determinar Bencidamina y Salicilato de metilo en un gel, es preciso,
exacto y lineal en el intervalo de concentracion de 20 a 60 pg/mL de Bencidamina y
de 40 a 120 pg/mL para Salicilato de metilo (50 - 150 %). Las muestras son estables a
un tiempo menor de 24 horas en refrigeracién o temperatura ambiente.

El método es selectivo ya que en los cromatogramas obtenidos, no se observa
interferencia debida a los productos de degradacion.

Ei método implementado es sencillo y rapido, ya que no requiere de un tratamiento
complicado de la muestra para poder extraer los principios activos.

Se logro la disminucién del coleo en el pico de Bencidamina donde el valor final es
menor que el obtenido al trabajar con el método descrito anteriormente, dandonos una

opcidon alterna de trabajo mas econdmica.
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Apéndices

APENDICE I: PRINCIPIOS ACTIVOS
APENDICE ll. REACTIVOS, EQUIPO Y PREPARACION DE SOLUCIONES

APENDICE litl. CROMATOGRAMAS

APENDICE

PRINCIPIOS ACTIVOS.'%"

BENCIDAMINA:
N.N, Dimetil-3-[{1-(fenilmetil)-1H-indazol-3-ilJoxy]-1-propanamina

1-bencil-3-[3-(dimetilamino) propoxi}- 1H-indazo!
1-bencil-1H- indazol-3-il 3-(dimetilamino) propil éter
Bencidamina.

/k N
@ | e~ /cu, . Hcl
o N

\cu,

C19H2aN30 ; PM : 309.41. C 73.76%, H 7.49%, N 13.58%, O 5.17%. P.ebgqs: 160

CLORHIDRATO DE BENCIDAMINA'®:

3-(1-Bencil-indazol-3iloxi) propildimetilamina clorhidrato. Contiene no menos de 99.0 %
y no mas de 101.0% de C19H23N2O,HCI, calculado en base seca.

PM: 345.9, CAS: 132-69-4

Caracteristicas: Polvo cristalino blanco Soiuble en agua; poco soluble en etanol y
cloroformo, practicamente insoluble en eter.’®
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P.f.:160". UV max: 306 nm (E "¥;cm 160). LDso en ratdn, rata (mg/kg): 110,100 ip.;515,
1050 oral.?

Disposicién en el cuerpo: Después de una administracién oral, cerca del 50% de la
dosis es excretada inalterada en orina.’

Concentracién terapéutica: Una dosis oral de 1 mg/kg produce una concentracion
aprox. De 0. 8 ug/ mL en 2 horas y una concentracion significativa se mantiene durante

varias horas.’

Unién a proteinas: Una fraccién de Bencidamina se une a proteinas en la sangre.
Dosis: 150 a 200 mg de clorhidrato de Bencidamina diariamente.
Uso terapéutico: Analgésico, anti-inflamatorio, antipirético.

Identificacion: Espectro de absorciéon infrarrojo (IR), el cual es similar al espectro IR de
la sustancia de referencia de clorhidrato de Bencidamina.

SALICILATO DE METILO''3;

Metil 2-hidroxibenzoato

OH

CO-~0O—CH:-3

CsHsOa, PM: 152.1, CAS: 119-36-8

Liquido ligeramente amarillo. Densidad relativa 1.180 a 1.186. p.eb: 221°, con poca

descomposicion. Indice de refraccion. 1.535 a 1.538.
Contiene no menos de 99.0% m/m y no mas de 100.5 % de metil 2-hidroxibenzoato.
ngeramente soluble en agua; miscible con etanol (90%) y con mas disolventes
orgénicos.'®

Identificacion: Una solucion saturada de salicilato de metilo en contacto con una
solucién de cloruro férrico desarrolla un color violeta.

Disposicion en el cuerpo: Pobremente absorbido por la piel intacta; absorbido después
de una ingestién oral. Es completamente hidrolizado a acido salicilico.
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Toxicidad: El salicilato de metilo es mas toxico que el acido salicilico. La muerte puede
ocurrir en nifios después de la ingestion de 4 mL, y dosis de 30 mL son usualmente

fatales en aduitos.”
Uso: En unguentos topicos y formas sin agua.

APENDICE (1.
REACTIVOS, EQUIPO Y PREPARACION DE SOLUCIONES

REACTIVOS:

Bencidamina, clorhidrato (sustancia de referencia)*
Salicilato de metilo (sustancia de referencia)*
Trietilamina R.A. J.T. Baker

Acetonitrilo HPLC Omnisolv

Acido acético glacial R.A. J.T. Baker

Indometacina (sustancia de referencia)*

*Donados por Laboratorios Farmacéuticos

EQUIPO Y CONDICIONES CROMATOGRAFICAS:
Cromatdografo de liquidos Beckman System Gold

Inyector Automatico
Beckman Gold 166 UV o equivalente a 305 nm

Detector
Bomba 126 o equivalente
Novapack C18, de 150 X 3.9 mm, y 5§ ym de tamarfio
Columna de particula
Flujo 1 mli/min
Fase movil Acetonitrilo — agua — ac. acético
Reactivo par — idnico Trietilamina (TEA) 60mM
Vol. Inyecciéon 5 uL

PREPARACION DE SOLUCIONES:
Solucién de acetonitrilo:agua (90:10 v/v) para extraccioén:

Mezclar por cada 100 mL de solucién, 90 mL de acetonitrilo y 10 mL de agua destilada.

Solucién de Acetonitrilo: agua (60:40 v/v) para extraccion:

Mezclar por cada 100 mL de solucién, 60 mL de acetonitrilo y 40 mL de agua destilada.

73




Apéndices

Fase movil. ACN:H20: HCOOH (40:59:1) TEA= 60 mM

En un matraz erlenmeyer de 100 mL, adicionar 400 mL de acetonitrilo HPLC, 590 mL
de agua destilada, 10 mL de acido acético glacial, y adicionar 6.072 g (4950ul) de
trietilamina, mezclar, filtrar a través de membrana de 0.45 um, desgasificar en bafio de

uitrasonido y vacio durante 15 minutos.

Solucién de referencia:

En un matraz volumétrico de 25 mL, pesar aproximadamente con exactitud 50 mg de
Bencidamina sustancia de referencia, adicionar 5 mL de ia solucién acetonitrilo: agua
(90:10) y disolver, pesar en el mismo matraz aproximadamente con exactitud 100 mg
de Salicilato de metilo sustancia de referencia, adicionar 2 mL de la solucién del
estandar interno, llevar a volumen con la misma soluciéon. Transferir una alicuota de 2
mlL a un matraz volumeétrico de 100 mL y lievar a volumen con solucién Acetonitrilo:
Agua (60:40). Preparar por duplicado. Concentracidn aproximada: 40 pg/mL de
Bencidamina, 80 pg/mL de Salicilato de metilo y 20 ug/ mL de indometacina.

Solucién del estandar interno.

En un matraz volumétrico de SO mL pesar 0.625 g de Indometacina y llevar a volumen
con solucidén Acetonitrilo: agua (90:10). Concentracién indometacina: 12.5 mg/mL.

Solucién de la muestra:

Pesar 1.0 g de gel (0.050g de Bencidamina y 0.100 g de Salicilato de metilo) en un
matraz volumétrico de 25 mL, disolver con la solucidn acetonitrilo: Agua (90:10),
adicionar 2 mL de la solucién de! estandar interno, llevar a volumen con la misma
soluciéon (sol. A). Agitar en vortex 30 segundos. Transferir una alicuota de 2 mL a un
matraz volumétrico de 100 mlL y llevar a volumen con solucién acetonitrilo: Agua
(60:40) (soll. B). Concentracién aproximada. 40 uyg/mL de Bencidamina, 80 pg/mL de
Salicilato de metilo y 20 pug/ mL de indometacina.

Solucion stock de Bencidamina (500 pg/mL):

Pesar 50 mg dei{ estandar de Bencidamina, transferirlos a un matraz volumeétrico de 100
mL y llevar al volumen con solucion de extraccion ACN:H2O (60:40).

Solucion stock de Salicilato de metilo (1000 ug/mL): °

Pesar 100 mg del estandar de Salicilato de metilo, transferir a un matraz volumeétrico de
100 mL y llevar al volumen con solucién de extraccion (60:40).

Solucion del estandar interno (500 ug /mL) :
Pesar 50 mg de indometacina, transferir y llevar a volumen en un matraz volumétrico

de 100 mL con fase de extraccidn ACN:HxO (60:40).
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APENDICE lil. CROMATOGRAMAS

SELECTIVIDAD

A continuacioén se muestran los cromatogramas obtenidos durante la evaluacion de la
selectividad del método:

- M SR P re F M

Cromatograma 1
Fase movil utilizada en el método.

I

Cromatograma 2 .
Solucidn de referencia, la cual contiene Bencidamina (Tr = 2.645 mm).
Sallicilato de metilo (Tr = 4.209 min) e Indometacina (Tr = 6.432 min).

-

e

Cromatograma 3
Muestra Blanco de NaOH, se presentan dos sefiales
(Tr=1.068 min y 1.307 min) que corresponden a la NaOH.
s

H 1 ry i -

Cr,omatog.rama 4.
Muestra Blanco de HCI, Se presenta una sefial
({Tr = 1.100 min) la cual corresponde al HCI.
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i
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® Cromatograma 5
Muestra Blanco de H2O,, se presenta una sefial
{Tr=1.151 min) la cual corresponde al H;O,.
P —
-
"
T 3 F 1 Y i s
Cromatograma 6
Muestra P en medio basico (NaOH)
— S M (WA T ket by

H 3 1 1 3. ry T

Cromatograma 7
Muestra Placebo en medio acido (HCI)

b

¥

3

,Croma.togran;a 8
Muestra Placebo en medio oxidante (H202)
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Cromatograma 9
Bencidamina en medio basico (NaOH), Tr = 2.627min.

A

Py P s

Cromatograma 10
Bencidamina en medio acido (HC!) Tr = 2.633 min.

4
H N

f SRR

Cromatograma 11
Bencidamina en medio oxidante (H,O;) Tr=2.586

-

Py 3

Cromatograma 12

Salicilato de metilo en medio basico (NaOH). Tr = 1.267 min.

Apéndices
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H ry 3 1 X e T

Cromatograma 13
Salicilato de metilo en medio acido (HCI) Tr=4.080 min

-

3 ry ra 3

Cromatograma 1
Salicilato de metilo en medio oxldante (H203z) Tr=4.095 min

2

Cromatograma 15
Bencidamina® Tr = 2.586 min, con Salicilato de metilo Tr = 4.097 min
e Indometacina Tr = 6.100 min en medio oxidante (H,O7)

y

im

I

—
Filem

Cromatograma 16
Bencidamina® Tr = 2.586 min, con Salicilato de metilo Tr = 4.097 min
e Indometacina Tr = 6.100 min en medio acido (HCI)
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Cromatograma 17
Bencidamina* Tr = 2,584 min, con Salicilato de metilo Tr = 4.086 min
e Indometacina Tr = 6.065 min en medio basico [NaOH)

A 3

T 3 1 ry Iy < 3

Cromatograma 18
Salicilato de metilo® Tr = 4.103 min, con Bencidamina Tr = 2.596 min
e Indometacina Tr = 6.103 min en medio acido (HC})

-

.
o
.
& !
. & T
= 3 Fy : 5 i 3

Cromatograma 19
Salicilato de metilo® Tr = 1.263 min, con Bencidamina Tr = 2.596 min
en medio basico (NaOH)

VWA L

-

Cromatograma 20
Salicilato de metilo® Tr = 4.109 min, con Bencidamina Tr = 2.602 min
e Indometacina Tr = 6.120 min en medio oxidante (H20;)
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Cromatograma 21
Placebo*, con Bencidamina Tr = 2.67 min, Salicilato de metilo Tr = 4.121 min
e Indometacina Tr = 6.153 min en medio &cido (HCI)

w1 )

i

Cromatograma 22
Placebo®, con Bencidamina Tr = 2.608 min, Salicilato de metilo Tr = 4.121 min
en medio basico (NaOH)

Cromatograma 23
Placebo®, con Bencidamina Tr = 2.11 min, Salicitato de metilo Tr = 4.121 min e Indometacina
Tr = 6.152 min en medio oxidante (H.03)

-

VAN

r 2
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I 3 1 3 ry

Cromatograma 24
Bencidamina*® a 40°C Tr = 2.755 min, con Salicilato de metilo Tr = 4.305 min
e Indometacina Tr = 6.284 min
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Salicilato de metilo® a 40°C Tr = 4.298 min, con Bencidamina Tr = 2.752 min

Cromatograma 25

e Indometacina Tr = 6.278

A

A

H I 1

Cromatograma 26

Placebo*® a 40°C con Bencidamina Tr=2.752 min, Salicilato

de metiloTr=4.297 min e Indometacina Tr=6.270 min

am

* éroma!::gmm; 27 -
Bencidamina® a 80°C con Salicilato
de metilo Tr=4.297 e indometacina Tr=6.268 min

m

z

A s

Cromatograma 28
Salicilato de metilo” a 80°C Tr=4.299 min. con

Bencidamina Tr=2.756 min. e Indometacina Tr=6.274 min

*Principio activo degradado

81




BioTarmacia

CAPITULO ViII
BIBLIOGRAFIA

B2



Bibliografia

10.

11.
12.
13.

14.

156.

16.

BIBLIOGRAFIA

Skoog. A. D., West M. D.; “Capitulo 26: Introduccidon a los métodos cromatogaficos”, en
Andélisis Instrumental. Nueva Editorial Interamericana, 1991.

Willard H., Merritt L. L., Dean A. J.; Métodos Instrumentales de andglisis. Compaiiia
Editorial Continental. México 1981.

Haddad R. P., Jackson E. P.; Jon Chromatography. Principles and applications. Journal of
Chromatography Library. Vol 46,1990.

Validation of Chromatographic Methods. Reviewer Guidance. Center for Drugs Evaluation
and Research (CDER). Nov.1994

Gufa de validacién de métodos analiticos. Comisién de Validacion de Métodos Analiticos
del Colegio Nacional de QF8's, A.C. 2002.

United States Pharmacopoeia XX/l/. NF 18, 1995

Mant T. C; High-Performance Liquid Chromatography of Peptides and proteins. CRC
Press; USA; 191

Oi-Wah L.; Shiu-Fai L., Wai-Chu W.; Simultaneous Determination of Methy! Salicylate and
Thymol in Various Pharmaceutical Formulations by Differential-pulse Voltammetry Using a
Glassy Carbon Electrode. Analyst,1988,113,p.856-868.

Sapio P. J., Sethachutkul K., Moody E. J.; Simultaneous GLC Determnination of Methyl!
Salicylate and Menthol in a Topical Analgesic Formulation. Journal of Pharmaceutical

Sciences Vol.68, no.4, April 1979.

Saad S. M. H.,, Hamada M.A.; Liquid Membrane Electrode for Selective Determination of
Salicylate in Pharmaceutical Preparations. Analyst, November 1988, Vol. 113.p.1709.
British Phanmacopoeia 1998, p. 1512.1511,160,161,874,875,514.

ICH Topic Q 2 B . Validation of Analytical Procedures methodology. 1996.

Montgomery C. D.; Disefio y anélisis de experimentos. Tercera Edicion. Grupo Editorial
Iberoamericana. México 1991.

. Swartz M. E., Kru!l i. S., Dekker M.l.; Analytical Method Development and Validation, Inc.
New York. Basel. Hong Kong 1997

The Index Merck and encyclopedia of Chemicals, Drugs, and Biologicals, 12™ Edition,
Merck&Co., Inc, 1996.

Massart L. D., Dijkstra A., Kaufman L.; Evaluation and Optimization of Laboratory Methods
and Analytical Procedures. Part V Systems Approach in Analytical Chemistry. Elsevier
Scientific Publishing Company.1978.

83




Bibliografia

17. Clarke E.G.C.; Isolation and Identification of Drugs in Pharmaceuticals, body fluids, and
post-mortem material. Second Edition. London Pharmaceutical p.1969.

18. .Herbert L. A., Rieger M. M., Banker S. G.; Pharmaceutical Dosage Forms. Disperse
Systems. Vol.2. Marcel Dekker, Inc. 1989.

19. Lachman L.,. Lieberman H. A., Kanig L. J.; The theory and Practice of Industrial Pharmacy.
Lea & Febiger 1986. Philadelphia 1986.

20. RodrlgueiS. R., Ramos M. C., Vertiz H. J., Romero N. L., Fuentes S. H., Gonzalez de la

P. M.; Enserianza del disefio factorial a través de experimentos sencillos de laboratorio.
Revista Mexicana de Ciencia Farmacéuticas. Vol. 30. No. 4 Oct - Dic 1999. P. 16-21.

21. Montgomery C.D.; [Introduccién al Disefio de expenmentos. Curso 102. Statical
Productivity Consultants. Arizona State University. 1992 SPC

22. Massart L. D., Dijkstra A., Kaufman L.; Systems Approach in Analytical Chemistry. Elseiver
Scientific Publishing Company. Amsterdam-Oxford-New York 1978.

23. Stevens H.M., Gill R.; High-Performance Liquid Chromatography systems for the Analysis
of Analgesic and Non-steroidal Anti-inflammatory Drugs in Forensic Toxicology. Journal of
Chromatography, 370 (1986) 39-47.

24.. Bartha A., Vigh G.; Basis of the Rational Selection of the Hydrophobicity and
Concentration of the lon-pairing Reagent in Reversed-phase ion-pair High-performance
Liquid Chromatography. Journal of Chromatography, 499 (1990) 423-434.

25. Mulhalland M., Waterhouse J.; Development and Evaluation of an Automated Procedure
for the Ruggedness Testing of Chromatographic Conditions in High-performance Liquid
Chromatography. Journat of Chromatography, 395 (1987) §39-551.

26. Reynolds J., Martindale: The Extra Pharmacopoeia. Royal Pharmaceutical Society 1996.

27. USP Dictionary of USAN and International Drug WNames 1996. United States

Pharmacopeial Convention, Inc

84




	Portada
	Índice
	Capítulo I. Introducción
	Capítulo II. Generalidades
	Capítulo III. Parte Experimental
	Capítulo IV. Resultados y Discusión de Resultados
	Capítulo V. Conclusiones
	Capítulo VI. Apéndices
	Capítulo VII. Bibliografía



