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1e- INTRODUCCION

EL Salbutamol es un tarisaco simpatomimético que desde el
punto de vista farmacoldgico ha sido ampliamente estudiado y -
cuyo uso terap€utico como broncodilatador es muy extendido.

Barger y Date evn 1910 estudiaron la actividad farmacoldgy
ca de una serie de aminas sintéticas relacionadas con la adre-
nalina, en las cuales encontraron que sus efectos simulan las
las respuestas a un estimulo de los nervios adrendrgicos, pero
en detalles e intensidad de su accidn hay diferencias. Varios
de ellos actian profundamente en el Sistema Nervioso Central -
¥ fueron clasificados como agentes simpatomimeticose.

Las acciones de los agentes simpatomimé€ticos se agrupan -
en 5 grandes clases:

1.= Accidn Excitadora Perifeérica.- La accidn se produce
en ciertos misculcs lisos, como vasos sanguineos de las muco -
sas, y en la secrecidn de las gldndulas salivales,

2¢= nccibén Inhibidora Periférica.~ La accidn se produce
en otras formas de misculo liso, como el Arbol bronquial e in-
testino,

3e= Accidn Excitadora Cardfaca.~ Esta accidn consiste en
un aumento en la frecuencia cardfaca y la fuerza con la que se
contrae el miocardio, .

Le= Accidn Metabdlicae.~- Se explica como un aumento de la
glucogenolisls en el higado,

5.~ Accidn Excitadora del Sistema Nervioso Central.- Se
explica como un efecto en la estimulacidn respiratoriae

No cbstante la clasificacidn anterior se debe considerar
que no todos los fdrmacos simpatomiméticos ejercen su accidn -
en el mismo grado y en el mismo sitio. (1,2)

Por lo que la importancia del Salbutamol se basa princi -
palmente en su accidn directa sobre los bronquios y conductos
respiratorios y muy poca accidn sobre los receptores cardfacos;
a8 absorbido fdacilmente del tubo gastrointestinal cuando es ad
ministrado por via oral a diferencia de la isoprenalina la cual
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-~ es5 absorbida en forma irregular por sufrir el efecto del prl
mer paso en el nfgado y pared intestinal y de la terbutalina -
que solo es parcialmente absorbida. (1,2)

’
Presenta una accion mds prolongada y selectiva, con una -

menor potencia para la estimulacién card{aca en comparacidn =-
con la isoprenalinae (3)

E1l salbutamol es utilizado en forma de base y sulfato pa=-
ra el tratamiento del asma, la bronquitis crdnica, el enfisema
vy otros desdrdenes broncopulmonares, en diferentes formas far-

maceuticas como son: aerosoles, jarabes, tabletas y soluciones
inyectables, (1,4)

Por lo cual se hace necesario el desarrollo de técnicas -
andliticas que rednan las condiciones adecuadas para competir
en costo y confiabilidad con otras técnicas establecidas para
el Salbutamol, pero que sean mds rapidas y econdmicas.




2.~ _FUNDAMENTACION DEL TEMA

Alquist, en 1948, observé que uno de los factores impor
tantes que determinan los efectos de un fdrmaco simpatomimé-
tico son los 2 sitios receptores con los que puede reaccio -~
nar para despertar una respuesta en las células efectoras =—-
simpdticas, que se denominan <« y 8 . Debido a las diferen -
cias en sensibilidad de los receptores £ , en funcion de la
estructura quimica de los fdarmacos se clasifican en B, Y Lo
Los primeros tienen su accidn farmacoldgica en especial so -~
bre el corazdén y el intestino delgado; los segundos en los -
bronquios y lechos vasculares, (1,2,5)

2ele= Relacidn Estructura Actividad.

La @ =~fenil etil amina puede considerarse como el com-
puesto origen de las aminas simpatomiméticas; su estructura
permite efectuar sustituciones en el anillo aromdtico, en =—-
los Zdtomos de carbonool » B Y en el grupo amino terminal,

Su estructura quimica es la siguiente:
3 2

CHZ-' CHZ "‘NHZ

5 6

£~ fenil etil aming
Los compuestos de mayor actividad simpatomimética son -
aquéllos en los que el nicleo bencénico y el grupo amino es-
tén separados por 2 dtomos de carbonoe La consecuencia de e
una substitucidn en el grupo amino es, que al aumentar el ta
mano del grupo alquilo, aumenta la actividad sobre los recep
tores & , y disminuye sobre los receptorese< .

La actividad mdxima « y /@ depende de que haya grupos -
OH en las posiciones 3 y 4 del nicleo bencénico; cuando fale
ta uno o ambos grupos la potencia global disminuye y se redy
ce la actividad en los receptores g , pero faltando el grupo
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-~ 3=0H aumenta la eficacia por via oral y la duracidn de la
accidn es prolongada,

La substitucidn en el ftomo de carbono ot , bloquea la ~
oxidacidn por la monooxidasa, lo que da como consecuencia la

prolongada accidn de las aminas, pero tienen una toxicidad -
aumentada,

La substitucién en el Atomo de carbono g , con un grupo
OH, generalmente disminuye su toxicidad y su accidn estimu -
lante en el sistema nervioso central y aumenta la actividad

ol yﬂ o Si este alcohol se convierte en cetona el compuesto
pierde actividad,

Por tanto los compuestos fendlicos tienen mayor interés
que los no fendlicos, S1 son monofenoles, la posicidn del —
oxidrilo influye en la actividad, en mayor grado si estd en
meta, y en menor grado cuando estd en orto.

La calidad y cantidad de substituyentes en el ftomo de
nitrdgeno influyen en la actividad de los compuestos:

Las aminas primarias son mas activas y tienen mejor ac-
cidn terapéutica,

Las aminas secundarias tienen actividad ligeramente dig
minuida con respecto 2 las primarias y en cambio menor toxi-
cidad. .

Las aminas terciarias presentan una actividad muy dismi
nuida con la ventaja de que también disminuye su toxicidad,
son compuestos poco activos, pero con una alto indice tera =~
peltico y son fitiles medicinalmente,

El reemplazo del anillo benceénico por otro grupo provo-
ca disminucidn de la actividad estimulante del sistema ner -
vioso central, sin disminuir la actividade< y @ , aunque con
mayor actividad & que actividad @ .(2,5)

Por lo que al analizar la molécula del Salbutamol, este
es un compuesto con actividad simpatominética debido a la sg
paracidn del grupo amino y del micleo benzeénico por 2 Atomos
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-~ de carbono y con una actividad sobre los receptores @ , dg
bido al terbutilo que se encuentra unido al grupo amino y cg
mo es una amina secundaria es un compuesto menos tdxicoe.

Fl Salbutamol es un estimulante selectivo de los recep<
tores g,, aunque tiene un substituyente ~CH20H en posicidn =
3, lo que provocar{a una actividad @ -baja, por lo que se -
considera una excepcion importante de la regla general por -
tener un substituyente OH en el carbono B , esto proporciona
una disminucidén de la accidn estimulante sobre el sistema =~
nervioso central,

la estructura quimica del Salbutamol se presenta .a con-
tinuacidn,.

CH, OH
CHy
HO CH—CHp—NH — c'l: —~CHj
OH CHy

2420~ Viss de Administracidne

Se ha encontrado que la via de administracidér mds ade -
cuada para obtener efectos mdximos y ripidosy para tratamien
tos largos es la de inhalacidn, pero esta via tiene varios -
inconvenientes como son: para ancianos y nifios es inadecuada
por los problemas naturales que implica enseflarles una buena
técnica de inhalacidén, por lo que se elige la via de adminig

tracidén oral, por su fdcil administracidén y por una distribu
cidn sisteémica mds amplia, (5)




2e3em Propiedades del Salbutamol y del Sulfato de Salbuta

moly (6,7,8)

Salbutamql Base

Nombres Comunes:
Ventolin, Albuterol, Aerolin
y Sultamol,

Formula Condensada:
C13H21NO3

Masa Molecular:

- 239e3

HO

Férmula Desarrollada:

CHZOH
o
CH—CH2 —NH~C~CH3
{
OH Hy

Nombres Quimicos:
.~ (ter-butilamino)-metil]
~h=hidroxi-m=xilenom o« 4 =
diol,

1=(4~=hidroxi=3=hidroximetil
~fenil)=2-ter~butil~amino -~
etanol,

4=hidroxi-3=hidroximetiles
- [(ter-butilamino)-metil]
bencil alcohol.

1,3 Bencen dimeténol,o(' [(‘I,
1 dimetil-etil amino)metil]
~4=hidroxi,

Sul fatp de Salbutamol

Ventolin, Albuterol, Aero -
1in y Sultamol,

C13H21N03. % S0y

288.4
CH,OH
T
H |FrCHz—NH—C ~CHz 550,
OH Hy

Hemisulfato de =x( - [ (ter~by
tilamino)-metill-4-hidroxi-n
~Xileno=o< 4 «* diole

Hemisulfato de 1~(4=hidroxi
=3=hidroximetil=fenil)=Pw
ter=butil-amino etanol,

Hemisulfato de L=hidroxi=3-
hidroximetile« -[(ter-butil
amino)-meti]] bencil alcohol.
Hemisulfato de 1,3 bencen -

dimetanol,= (1,1 dimetil-
etil amino)metil =L4~hidroxi.




Descripecidn:
Polvo cristalino blanco o ca
si blancoy inoloro e insipi-
doe

Solubilidad:

Soluble 1 en 70 partes de =
agua, 1 en 25 partes de al-
cohol etflico,poco soluble
en dter y cloroformo, muy =
soluble en metanol, ligera-
mente soluble en solucidn .-
S.R de hidréxido de amonio,
muy poco soluble en acetato
de etilo.

Absorcidn Infrarroja:
Picos mayores a: 1038-1036,
1076-1075,1219,1232-1228, -
1268-1263, 1337-1333 cm~1,

Absorcidn Ultravioleta:
En solucidén de dcido clorhi-
drico O.1N mdximo a 227 nm -
Eq9 1cm = 323) y 278 nm (E1%
1cm = 71)e En solucicn de hi
dréxido de sodio O.1N maximo
a 246 nm (E1% 1cm = 469) y -
297 nm (E1% lcm = 126).

Polvo blanco o casli blan=-
Coy, inoloro, de sabor =w-
amargo,

Soluble 1 en 4 partes de
agua, poco soluble en al-
cohol etflico, éter y clg
loformo, muy soluble en =
solucion S.R. de hidréxi-
do de amonio,muy poco so~
luble en acetato de etilo
insoluble en acetona, s0-
luble en metanol.

Picos mayores a: 837, 976
1027, 1076, 1111 y 1245 =~
cm“ °

En solucidén de acido clor
hidrico O.1N méximo a 225
nm (E19 1cg = 213) y 278
nm (E1% 1cm = 60)e * 8O-
lucidén de hidréxido de sg
dio 0. 1N mdximo a 245 nm
(E1% lem = 317) y 296 nm
(E]% tem = 111).

2eltom Métodos de Andlisis Encontrados,

Mediante una extensa bilsqueda bibliogréf;ca se encontrg
ron los sigulentes métodos analf{ticos para el Sulfato de Sal
butamol como materia prima y producto terminado.
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El método de Intercambio Idnico (9,11) es el mds conoci
do y frecuentemente empleado para el andlisis de tabletas de
Sulfato de Salbutamole Otro metodo encontrado es un anilisis
colorimétrico con Cobaltinitrito de Sodio (15), utilizado pa
ra analizar tabletas de Sulfato de Salbutamol; estos dos mé-
todos se utilizan para producto a granel o terminado,

Se encuentra otro método de andlisis colorimétrico con
N-N dimetil p-fenil diamina (17), utilizado para la valora =
cidn de Sulfato de Salbutamol en solucidn acuosae

También existe un m€todo de andlisis que es por medio -
de valoracidn no acuosa(9) utilizado principalmente para la
valoracidn de Sulfato de Salbutamol como materia prima.

El método de anilisis por medio de cromatografia de 1i-
quidos a alta presidn (23), utilizado principalmente para de
tectar y cuantificar productos de degradacidn en estudios de
estabilidad en soluciones acuosas de Sulfato de Salbutamol,

Tales métodos se explicardn a continuacidn:

2elie1e- Método de Intercambio Ignico,
Fundamehfg:

Se basa en el atrapamiento del Sulfato por el grupo ac-
tivo de amonio cuaternario de la resina anidnica fuertemente
basica, Anmterlita I.R.A. 410,

Esta resina se encuentra en forma de cloruro, unido a =
un grupo amonio cuaternario; por lo que se somete a un tratg
miento de lavado para que el grupo activo se libere y pueda

atrapar el sulfato de la molécula de Sulfato de Salbutamol ¥
quede libre su base, (11,12)

Reaccion Propuesta:

RNHz * €1* + OH® ——-~—-3 RNH3 TOH~ + C1™

2RNHz*OH~ + HpSOy -3 2rnHz' outHY +  sou”

H0




[o)
7

2RNHz* + R'S04"

CH,0H

UH

SALBUTAMOL

Desventajas:

-» (BNH3)p" soy~ + 2R

s

CH—CHz—NH— C—CHs

Ehy

El tratamiento de regeneracidn de la resina es largo; =
existen posibles interferencias de los excipientes, ademds -
de que la resina tiene un costo elevado y es de importacidn.

Por las desventajas antes mencionadas la resina Amberlj
ta I.R.A. 410, puede sustituirse por la Amberlita I.R.A. 402,
que tiene caracteristicas similares a la anterior y ademds -

- « 7
no es de importaciocne.

Caracteristicas de las Resinas de Intercambio Idnico,(13,14)

Amberlita L,R,A 410
Resina de intercambio anid
nico tipo II, base fuerte,
derivada de la funcionali-
dad del amonio cuaternario,
pero un poco mds débil que
las del tipo I. Su estruc-

tura esta basada en un co- -

polimero de estireno divi-~
nil benceno,
Alta capacidad de cambio -

anidnico y un aumento de -
1a sficiencia de regenora-

Amberlita I ,R,A 402

Resina de inercambio anid-
nica tipo I, fuertemente ~
bdsica, derivada de la fup
cionalidad de amonio cua -
ternario. Exhibe alta basj
cidad, su estructura esta

basada en un copolimero de
estireno divinil benceno.

La estructura porosa de la
Amberlita I.RsA 402, faci-
lita la eliminacidén de con
taminantes orgdnicos y la
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-cidn caidstica sobre el ti - separacidn de esos conta
po I. Forma iénica suminig minantes, con la técnica -
trada en " Cloruro', de regeneracion comunmente

usada, Forma ionica sumi -
nistrada en "Cloruro'.

2elta2e~ MStodo Colorimétrico de Cobaltinitritg de Sgdio,

Fundamento:

Este método se basa en la nitracidn del anillo bencéni-
co, en posicidn orto al grupo OH, produciendo un derivado o-

nitroso, en forma de oxima tautdmera y quelado con los iones
cobaltoe.

Solo los compuestos que contienen un grupo fendlico sug

tituido en para, son los que pueden reaccionar; como la molé
cula del Salbutamole (16).

Reaccign Propuesta:
CH20H

H3
\ 8
1
HO gn——cn —NH-—-(li-CH3.§-S 04+ NagCo(NOp), + CHCO0H +Hy0 =

CH,OH

O
HO . )C / >N’
/R

NO,

OH

(%)

CH,0H
CHa

]
R":-CH-CHZ'NH-(E'CH:;
CH,
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Se explica porque el grupo OH fendlico es un orientador
a las posiciones orto y para del nucleo bencénico y debido a
que la posicidn para se encuentra ocupada, solo puede orien-
tar a la posicién orto, Aunque existen otros grupos OH en la
molécula estos no estdn insertados directamente al nicleo —-
bencénico por lo que no tienen efecto orientador,

La nitracidén se lleva a cabo en compuestos activos como
aminas y fenoles con acido nitrico solo o con agua, acido ==
ac€tico o anhidrido acé€tico con un catalizador protdnico o -
un dcido de Lewis,

Ventaias:

La reaccicn es especifica para un grupo y una posicidn,
no hay interferencia de excipientes comunes tales como la ~-
lactosa, almiddn, estearato de magnesio, glicerina, avicel -
v grenetina y su tiempo de andlisis es corto.

Desventajas:

La reaccidn es muy sensible por lo que si las coundicio-
nes no son sdecuadas, la reaccidn o no se lleva a cabo o es
incompleta, (16)

2. lhe3.- MEtodg Colorimeétrico con N-N Dimetil p-Fenil Diami
na-

Fundamerto:

Este metodo se basa en la copulacidn de fenoles susti -
tuidos en para con N-N dimetil p-fenil diamina, para produ -
cir un colorante indofendlico de coloracidn intensamente a-—-
zul. Estos grupos de fenoles sustituidos en para no han de -
mostrado una tendencia a sufrir copulacidn en la posicidn or
to, debido a que la activacion de esta posicidn es insuficien
te para permitir la reaccidn de copulaci6h, lo cual da como
consecuencia la oliminacidn del grupo en para y poderse efeg
tuar la reaccidn en esta posicidn,




12

Esta reaccidn es muy inestable; su preparacidn’ general
€8 Ppor una oxidacidn en solucidén alcalina de N-N dimetil P~
fenil diamina y un fenol libre o sustituido en parae

(CH3)2N NHp + OH + 2(0)—(CHy, NT _

El espectro de absorcidn del color se ve afectado por -—
el tipo de disolvente, ademds se tienen efectos sobre la ab-
sorcién de los sustituyentes encontrados en el niicleo bencé-—
nico y esto se explica en términos de sus efectos en el sis-
tema de resonancia, (18,19,20)

Reaccion Propuesta;

CH, OH
, CHa
(CHg)N NH, +HO CH=CH,~H-C-CHy *KgFe(CN); HaiC R,

CHs

o T CHy __

N N(CHglp+ CH3— C-——NH—CH,  COOH
——— —
CH
3
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Desventajas:

Las desventajas que se presentan son la inestabilidad -
del compuesto colorido, también es importante la concentra -
cidn usada para poder segulr la ley de Lambert y Beer (17);
existe una posible interferencia de los excipientes en la ==
reaccién, y los tiempos de reaccidn son largos, 1o que da cg
mo consecuencia una falta de reproducibilidad del método.

Ventajas:

La reaccion es especifica para una posicidn y es utilie
zada para la deteccidn de'degradaciéh dentro de la forma fag
macéutica en especial de las soluciones acuosase

2eltelte= Metodo Volum€trico (no acuoso).

Fundagénto:

Este metodo se basa principalmente en la valoracion no
acuosa del grupo amino secundario que contiene la molécula -
de Sulfato de Salbutamol, este grupo se considera como una -
base débil., (21,22)

Ventajas:

Es un metodo rapido y sencillo, para la valoracidn del
Sulfatoc y de la base del Salbutamol como materia prima,

Desventajas™

Su principal desventaja es que solamente se puede utili
zar para la valoracion de la base y del Sulfato de Salbuta -
mol como materia prima y no como producto terminado por la -
interferencia de los excipientes,

20’-}. 50" m Crgmatggréf;’ COe
Fundamento:

La cromatogrdfia se basa principalmente en la separa -
cidn de dos o mas componentes, debido a las diferentes velo-
cidades de migracidn, causadas por diferencias en afinidades
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- relativas por dos fases. La cromatograf{a de liquidos a al
ta presidn se considera como una cromatografia de particidn
debido a que la fase estacionariaes una capa muy delgada de
1{quido, mantenido como un adsorbente cubriendo las particu~
las de un soporte en polvo, (22)

Ventajas:

Es un método rdpido y adecuado para determinar cuantitg
tivamente productos de degradacidén en el medicamento sin la
interferencia de los excipientes,

Desventajas:

Su principal desventaja es el equipo utilizado ya que =-
€ste es de costo elevado y no se encuentra al alcance de la
mayoria de los laboratorios del pafse

2ehebe~ Meétodo Esvectrofotométrico,
Fundggentg:

Este'método se basa en la medida de absorcidn ultravio-
leta de la muestra a una determinada-longitud de onda, es un
método directo, simple y preciso, se usa cuando la muestra -

no contiene substancias que por absorber a la misma longitud
de onda puedan interferir en la determinacidn.

Venta as:
Es un metodo rdpido, sencillo y de bajo costos

Desventajas:

Una de sus desventajas es que este método solo se utili
Za para materia prima, ya que para producto terminado se en-
contrarian interferencias ocasionadas por los excipientes —-

que sean solubles en el disolvente, lo cual provocaria error
en su cuantificacidn.




15

204070" ﬂ__gét ...Q.d m.ﬂ_ﬂd ’t CQOe
Fundamento:

Este método se basa en que la molé€cula de Sulfato de ==
Salbutamol posee un grupo OH fenéiico el cual proporciona,cg '
racteristicas apropiadas para que se lleve a cabo la reaccidn
con bromo en posiciones orto y para a este grupo. Esta molé-
cula reacciona formando un derivado monobromado porque las =
posiciones 2 y 4 estan ocupadas, Ia peaccién.consiste en ha-
cer reaccionar bromuro y bremato de potasio en medio dcido - |
para liberar el bromo, el cual reacciona con la moleécula del
Salbutamol, y el exceso de’ bromo se hace reaccionar con yody
ro de potasio, que libera yodo el cual es titulado con tio =
sulfato de sodio, (21,22)

Reacgion'Eggggesfgz

KBrO,+ 5KBr 4 6H ———— 68r)s 3H,0

3
HyOH
3 ?“3
3 Ho (':H-Clrjz—-NH-—C-CHa + 6(Bf) —
6. 5 OH -éHa
H,OH
Hs
3 Ho H—CH,——NH—C —CHg+ 3HBr
L Eri

Br
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Desventajas;

Su desventaja princival es que esta reaccidn no es espe
cifica para fenoleey, si no qué tambien la presentan las ami-
nas aromaticas; otras moleculas que pueden interferir son --
los compuestos insaturados, razon por la cual pueden causar
interferencias los excipientes,

2elte8e=  Metodo Cglgrigétriég con Cloruro Ferrico.
Fundamentg:
Se basa en que la molécula del Salbutamol posee un gru-

po OH fendlico, que da una coloracién caracteristica al reag
cionar con clorurc férrico. (21,22)

Vehtgjag;

Este método se puede utilizar como prueba de identidad,

9. .
Desventajas: |

Esta reaccidn no es especifica de esta moleécula, por lo
que podrian haber interferencias con los excipientes.

2elte9e~ Método de Cromatografifa en Capa Fina,
Fundamento:

El uso de la cromatografia en capa fina para la separa-—
cidn e identificacidn de fdrmacos y otros compuestos se ha =
desarrollado ampliamente por su rapidez, sensibilidad y gran
capacidad de resolucidn y el uso de pequefias cantidades de .~
muestra,.

Este procedimiento se funda en el fendmeno de adsorcidn
y particidén y reacciones de intercambio de iones., Este méto-
dotiene vasta aplicacidn y en la actualidad nos proporciona
facilidad para la cuantificacidn de compuestos.
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El principio del método es la utilizacidn dv una fase -
fija o adsorbente y una fase mdvil o eluyente,

Para la eleccidn del adsorbente y disolvente se tienen
que tomar en cuenta diversos factores, El adsorbente debe .
tener cierta afinidad por los solutos, ni demasiado fuerte -
que los retenga mucho ni tan débil que no haya retencidn.

Para la eleccidn Ce los disolventes se toma en cuenta =
principalmente la polaridad de la sustancia problema, Para =
sustancias polares se usan disolventes polares y para los no
polar~es, los disolventes no polares o de polaridad bajae

Para la eleccidn del‘adsorbente es necesario tomar en -
cuenta las caracter{sticas de los compuestos por separar; en
principlo se considera la solubilidad de la sustancia, puede
ser hidrofilica,o lipofilica, tambien es necesario saber si
la sustancia tiene cardcter Acido, neutro, bdsico o anfdtero,
finalmente se debe conocer si el compuesto o los aditivos =
pueden reaccionar con el adsorbente.

Tomando en cuenta lo anterior se ha encontrado que la «
celulosa microcristalina es dtil para cromatograffa en capa
fina de sustancias solubles en agua, y encontramos que en ge
neral da separaciones mds efectivas que en gel de silice.

La ventaja sobre la gel de silice, es el matcrial que -
no tiende a romperse ni a maltratarse y su costo &5 menor.

Como el Salbutamol es una sustancia soluble en agua se
puede utilizar como adsorbente la celulosa microcristalina -
(24), ¥ como disolvente butanol, dcido acdtico, agua (4:1:5)
v/v y para su deteccidn se puede utilizar fluoresceina, per—
manganato de potasio, ninhidrina en butanol o acetoha, ferri
cianuro de potasio al 0.5% en hidroxido de sodio w/v.(22,24,
25,26)

2olto10e~ Métodg de Fxtraccidn
— 2.

El Sulfato de Salbutamol se puede extraer con acetato

de metilo de soluciones amoniacales saturadas con cloruro de
501106 (8)
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Se= ELANTEAMIENTQ DEL PROBLEMA

El uso de agentes simpatomiméticos ha aumentado en los
dltimos afios, por lo que la sintesis de nuevos fdrmacos se -
ha desarrollado para la obtencidn de agentes terapéuticamen—
te eficaces y con menos reacciones secundarias.

El crecimiento urbano que tiene como consecuencia pro -
blemas de contaminacion del medio ambiente y trastornos emo=-
cionales puede ser la causa de que haya aumentad) el uso de

los agentes simpatomiméticos.para tratamientos de las vias =
regpiratorias,

En nuestro pais en los dltimos afios se ha notado el au-
mento de ectos agentes en diferentes formas farmacéuticas cQ
mo son: tabletas, jarabes, soluciones inyectables y aeroso -
les, en especial del Sulfato de Salbutamol, Por lo cual se -
hace necesaria la implementacidn de técnicas analiticas que
revnan las condiciones adecuadas para competir en costo y --
confiabilidad con otras técnicas establecidzs,

La técnica analftica oficial usada para el andlisis de
tabletas de Sulfato de Salbutamol utiliza la resina Amberli-
ta I.R;A. 410, la cual tiene varias desventajas como son:

Este tipo de resina es de importacidn, por lo tanto di~
f{cil de adquirir y de costo elevado, por esta razdn se tra-
tard de sustituir por una de propiedades similares, pero que
no sea de importacidn, de mas ficil acceso y de menor costo.
Una desventaja de este metodo, es el tratamiento de la resi-
na e> cual es tardado y largo, ademds de que puede haber ine

terferenciag debidas a los excipientes presentes en la tablg
tae

Por lo antes mencionado y con la técnica descrita en el
parrafo anterior, surge la idea de comparar la técnica anali
tica oficial con una tdcnica analftica no oficial como la ==
del cobaltinitrito de sodio, la cual se considera mds adecug
da por ser un mdétodo sencillo, do tiempo de andlisis corto -
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- en relacidn con otras técnicas analfticas descritas en la
bibliograffa.

Para poder comparar estos métodos es necesario contar =
con la ayuda de un método de identificacidén adecuado, como -
es el caso de la cromatograff{a en capa fina,
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OBJETIVOS
Comparacidén de técnicas analiticas, La técnica ofi -
cial (9), con la técnica no oficial de cobaltinitri-
to de sodio para tabletas de Sulfato de Salbutamol,

Realizacidn de un estudio estad{stico de ambas tdc-
nicas para elegi- la mejor,.

Sustituir la resina establecida por otra de caracte-
risticas y propiedades similares,

Tmplementacidn del método analfitico de cromatografia
en capa fina como un método de identificacidn para -
tabletas de Sulfato de Salbutamol,
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Se= HIPQTESTS

Dado que se encontraron varias técnicas analfiticas y se
eligid la del cobaltinitrito de sodio por ser un método sen—
cillo, con tiempo de analisis corto, suponemos que reunirsg -
las condiciones necesarias para competir o igualar a la a la
técnica descrita en la Farmacopea Britdnica 1973, en costo,
tiempo de andlisis y confiabilidad.
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6.~  MATERIALES ¥ METODOS

6ele~ Materiales,

Capacidad
Vasos de precipitados de 100,600 y 800 ml.
Matraces aforados 10, 25, 50, 100, y 200 ml,
Matraces erlenmeyer 125 y 250 ml,

Morteros de porcelana de 11,5 cm de didmetro.

Embudos de filtracidn rdpida de tallo corto de 5 y 6.5 cm de

didmetro,

Probetas de 100 ml,

Tubos de ensaye de 18 x 150 mm

Pipetas volumétricas 2, 3, 4y 5, 10 y 20 ml,
Pipetas graduadas 10 ml,

Embudos de Separacidn 250 ml,

Agitadores de vidrio

Barras magnéticas de 3.6 ¥y 1 cm,

Columnas de Cromatografia 19 x 300 mme

Gradilla de metal 40 tubos,

Soportes universales

Pinzas de 3 dedos con nueze

Tubos de centrifuga de 15 mle

Papel filtro de poro mediano,

Papel filtro whatman # L2

Piseta,

Placasparacromatografia en capa fina de 20 x20 cm.
Espdtulas de diferentes ta .afios,

Equipo de preparacidn de placas de cromatografia en capa
na Camage

Tanque para correr placase

Microjeringa de 200 y 100 mcl, Socorex,

Relog despertador con intervalos de tiempo,
Termdmetro de -10 a 1000 C,

Papel tornasol neutro Merck.

fi=-
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Papel indicador de pH de 0 = 10
6olole~  Egquipo:

Parrilla de calentamiento Caning
Parrilla de agitacicn Magnestir
Vortex super mixer Craft
Homogenizador Virtis

Estufa Napsa modelo HDP=-334

Centr{fuga clinica salvat con cabezal de 16 compartimentos -
con control de tiempo integrado de 5000 ro.pems

Lampara ultravioleta
Balanza analitica
Espectrofotdmetro U,V. Visible

bele2e~ Reactivos:

Acido Sulfurico R.A.

Acido clorhfdrico R.A. .
Hojuelas de hidrdxido de sodio R.A.
Cobaltinitrito de Sodio R.A.

Acido Acético Glacial R.A.

Camag
Metler H 35 AR
Beckman modelo 25

JeT. Baker
11]

Merck

JeTe Ba ker

Celulosa Microcristalina para placas de cromatograffa en ca—-

pa fina,

n- Butanol R.A.

Fluoresceina indicador F 254
Permanganato de potasio R.A,
Ninhidrina R.A.

Acetona R.A,

Ferricianuro de potasio R.A.
Gel de sflice G F 254,

Gel de silice G 60

Agua deionizada

Sulfato de Salbutamol
Metanol R.A.

Cloroformo R.A.

JeTs Bazker
Merck
J.T. Ba :ker

J.T. Backer

1"

JdeTee Ba ker

"
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Hidrdxido de amonio Re.A. J.T. Baker
Formaldehido R.A. "
Alcohol isopropilico R.A. "
Acetato de etilo R.A. "

602e~ METODOS-

6e2ele=~ Valoracidn con la resina Amverlita I,R.A, 410 o 402,
Iratamiento ds lavado de la Resjina:

Se tratan aproximadamente 100 ml de la resina Amberlita
I.R.A 410 0 I.ReA 402, en 500 ml de una solucion al 5% p/v -
de hidréxido de sodio, agitando la mezcla mecdnicamente du =
rante 30 minutos; una vez sedimentada se elimina el 1fquido
sobrenadante, y se lavan con porciones sucesivas de agua deipg
nizada, hasta que los lavados sean neutros al papel tornasol.
Enseguida se agregan 250 ml de ura solucion al 5% p/v de dci
do sulfurico, agitando la mezcla mecdnicamente durante 30 mi
nutos; se elimina el 1lfquido sobrenadante y el sedimento se
lava con porciones sucesivas de agua delonizada hasta que el
pH de los lavados no sean menor de 5.0,

Preparacidn de la muestra:

Se pulverizan no menos de 20 tabletas y se pesa el equi
valente a 5 mg de Salbutamol base, se transfieren cuantitatji
vamente a un vaso de precipitados de 100 ml, se agregan 10 -~
ml de una solucidn O.1N de dcido clorhfdrico ¥y 30 ml de agua
destilada, la muestra se agita mecdnicamente durante 30 miny
tos; transcurrido el tiempo, se filtrz por papel whatman # =
42, y se lava el filtro con una porcidn de 20 ml de agua deig
nizada, combinando los filtrados con los lavados,

Solucién Patrdn:
Se pesa el equivalente a 12,5 mg de Salbutamol bage, y
se transfiere cuantitativamente a un matraz aforado de 25 ml,

50 agregan 12,5 ml de una solucidn 0,1N de dcido clorhfdrico
y se afora con agua destilada, se agita para homogeneizarla,
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Procedimiento:

Se llenan las columnas de 19 x300 mm con la resina Am -
berlita I.RoAe 410 0 I.R.A 402 a una altura de 4 cm, se depg
sitan enuna columna la muestra filtrada y en otra 10 ml de -
la solucién patrdn, Los lfquidosefluyentes se recogen, a una
velocidad de flujo de 30 a 40 gotas por minuto, en un matraz
aforado de 100 ml, se lavan las columnas con porciones suce=
sivas de agua deionizada hasta el aforo y se mezclan, Se mi-
de la absorbancia de estas soluciones a una longitud de onda
de 276 nm en un espectrofotdmetro; se utiliza como blanco =-
una mezcla al 10% de una solucidén 0.1N de dcido clorhidrico
eén agua destilada,

Cdlculos:
- Abm 164
% = Abp * Cp ¥ 100
Abp = Absorbancia de la muestra.
Abp = Absorbancia del patrohn.
Cp = Concentracidn del patrdn,
Cm = Concentracidn de la muestra,

€e2e2¢~  Valoracidn colorimétrica con Cobaltinitrito de So-
dige

Preparacidn de la muestra:

Se pulverizan no menos de 20 tabletas, y se pesa el e =~
quivalente a 12,5 mg de Sulfato de Salbutamol, se transfie -
ren cuantitativamente a un matraz aforado de 25 ml, ee dilu-
Ye con agua destilada hasta el aforo, se agita mecdnicamente

durante 20 minutosy; transcurrido el tiempo se filtran por gg
pel whatman # L2,




26

Solucidn Reactivo;

Se prepara una solucidn al 5% de cobaltinitrito de so -
dio R.A. en agua destilada (esta solucidn deberd ser prevara
da recientemente),

Solucidn Patrdn:

Se pesan aproximadamente 12,5 mg de Sulfato de Salbuta-
mol, y se transfiere cuantitativamente a un matraz aforado -
de 25 ml, se diluye con agua destilada hasta el aforo y se -
mezcla,

Procedimiento;

2 porciones de 2 ml de la solucidn patrdn, 2 porciones
de 2 ml de la muestra y 2 ml del blanco (agua), se transfie-
ren a tubos de ensaye de 18 x 150 mm y se afladen 2 ml de &ci
do acético glacial R.A a cada uno de los tubos, y se agitan
de inmediato: se adicionan 2 ml de'.la eolucidn reactivo de -
cobaltinitrito de sodio y se mezclan por agitacidn; se colo-
can los tubos dentro de un bafio de agua hirviendo (mantenien
do este bano en ebullicidn) durante 15 minutos, transcurrido
el tiempo los tubos se enfrian en agua corriente y se trans-
fieren cuantitativamente a matraces aforados de 50 mly, com ~=
pletando el volumen con agua destilada, se mezclan por agita
cidn y se miden las absorbancias de estas soluciones en un -
espectrotfotdémetro a una longitud de onda de 320 nm.

Cdlculos:
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Te= DESARROLLO

7.1e- Consideraciones previas;

Para la realizacidn de este trabajo se emplearon table-
tas de Sulfato de Salbutamol de una marca comercial, por lo
que fue necesario elaborar lotes piloto de tabletas de Sulfg
to de Salbutamol con los excipientes usados en la forma co -
mercial, para eliminar la posibilidad de interferencias oca-—
sionadas por ellos.

Se empled la técnica de fabricacidn de la marca comer -
cial cuya fdrmula esta constituida por:

Sulfato de Salbutamol, Almiddén, Lactosa, Avicel pH-102,
Grenetina, Glicerina y Estearato de Magnesio.

Como algunas de las tabletas de la marca comercial cone
tenian lactosa amarilla, se elaborardn lotes piloto con lace
tosa amarilla.

Equivalencia del Salbutamol,

Cada 2 mg de Salbutamol base equivalen a 2,41 mg de Sul
fato de Salbutamol,

Se prepararon cinco lotes piloto, cada uno de los cua -
les se analizaronpof los dos métodos de andlisis elegidos y
como una comprobacidn de la pureza de las muestras se disefio
el método de cromatografia en capa fina.

Se prepararon los lotes piloto para tener seguridad de
tener cantidades conocidas de Sulfato de Salbutamol conteni-
das en las muestras, tambidn se prepararon lotes de mezcla -
de excipientes.

El método de cromatograffa en capa fina se realizd en -
soportes de gel de silice (8) y celulosa microcristalina, =—
comparando los resultados para determinar el soporte mds ade
cuado para ¢l Sulfato de Salbutamol,

Identificacion del Sulfato de Salbutamol.

En la figura No., 1 se indica el espectro infrarrojo el
cual se compara con un estandar bibliogrdfico, ¢l cual nos =
muestra 1os mismos picos que la del Sulfato de Salbutamol e




Figura Nog 1.

Comparaclon de los Especiros _Infrarroios
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- utilizado para los andlisis,

7 elo= Desarrgllo del Trabajo,

En la figura No. 2 se describe la secuencia de trabajo
propuesta en el presente proyecto, para cubrir los objetivos
propuestos,

En la adaptacion de los metodos de analisis se probaron
las condiciones establecidas en la bibliografia de ambos me-
todos, comprobando si estas son adecuadas o si no adaptarlas
a nuestras utilidades, detallando mas estos procedimientos.

En el paso en donde se refiere a estudios de interferen
cia de excipientes se realizd con lotes de mezcla de excipien
tes y con los excipientes por separado, comprobando la posi-
bilidad de interferencia por medio de cromatografia en capa
fina, principalmente en el método de resina de intercambio =~
ionico.

La comparacidn de los dos tipos de resina de intercam =
bio idnico se llevd a cabo utilizando un solo lote para el -
andlisis con ambas resinas, y poder realizar la comparacidn
de los resultados y determinar estad{sticamente si scn equi-
valentes 0 noe

La linearidad del método colorimétrico se realizd a di-
ferentes concentraciones de Sulfato de Salbutamol para poder
determinar si el método obedece la ley de Lambert y Beery, ==
obteniendo el factor de correlacidn lineal para poder rela =
cionar la absorbancia con la concentracién de la solucidn y
determinar su coeficiente de extincidn, .

Del desarrollo de la cromatograffa en capa fina, se deg
cribe a continuacidn,

En el estudio estadfstico se utilizd el an4lisis de va-
rianza para determinar la diferencia de Zmbos métodos, y si
esta era debida a la variacidn entre los lotes utilizadose =
También se utilizd la prueba "t" para comparar exactitud en
dmbos métodos, Calculandose leos pérémetros mas ccomunes utili
zados para saber la variabilidad de los meétodos como son:
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Figura No, 2

Realizacion de
Lotes Piloto,

Adaptacion de los
Metodos de Analisis,

Comparacion de los 2 tipos de
resinas de intercambio ionico.

Estudio de Interferencia
de exciplentes en los Mg
todos de Analisis,

Desarrollo del Metodo de
Cromatografia en capa fi

na, en gel de silice y -
celulosa microcristalina

en forma cuantitativa y
cualitativa,

Estudio de reveladg
res apropiados para
la cromatografia,

Linearidad del Metodo
colorimetrico,

Realizacion de los anali-
gls por los dos metodos -

de 5 lotes piloto,

Estudio Estadistico
de ambos metodoue,

Isquems _General de Trabajo,
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Media, desviacién estdndar, varianza y error estdndar,

2

7e2e1e~  Desarrollo del Metodo de Cromatografia en Capa Fi=-
na en soporte de Gel de Silice,

=

Se pueden desarrollar varias técnicas de cromatografia
en capa fina, debido a que es una de las técnicas de anili -
sis mas adecuadas para detectar productos de degradacidn o =
impurezas dentro de una muestra.

Material:

Cromatofolios de gel de s{lice 60 Fps5y de 5x 20 cu y =
O.2 mm de espesoTe

Preparacidn de la muestra:

Tabletas: Se pesan y se pulverizan no menos de 20 table
tas de Sulfato de Salbutamol, Se pesa el equivalente a 25 mg
de Sulfato de Salbutamol, y se transfieren cuantitativamente
a un matraz aforado de 25 ml, se diluye con agua destilada -
hasta el aforo, se agita ia mezcla mecinicamente durante 30
minutos (el tiempo se obtuvo practicamente, utilizando la -
mezcla a diferentes tiempos de agitacion y eligiendo donde -
se obtuvo el mismo resultado), transcurrido el tiempo se fil
tra por papel filtro whatman # L1,

Lote piloto; placebo y excipientes: De los lotes prepa-
rados y de los excipientes se pesa el equivalente a 25 mg de
Sulfato de Salbutamol y se transfieren cuantitativamente a -
un matraz aforado de 25 ml, se diluye con agua destilada hag
ta el aforg, se agita la mezcla mecdnicamente durante 30 mi-
nutos, transcurrido el tiempo se filtra por papel whatman #
41,

Sulucidn Patrdn de Sulfato de Salbutamol y Salbutamol -
Base,

Se pesa el equivalente a2 2% mg de Sulfato de Salbutamol
y transfiere cuantitativamente a un matraz aforado de 25 ml,
se diluye con agua destilada hasta el aforo, se agita la meg
cla para homogeneizarla.
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Procedimientog:

Se dividen los cromatofolios de gel de s{lice en dog ==
partes y se aplican 10 mcl de cada una de las soluciones pre
paradas anteriormente, terminada la aplicacidn se introducen
en la camara previamente saturada con las diferentes mezclas
de eluyentes (8,26), dejandolas correr hasta una altura de -
15 cm, transcurrido este tiempo se sacan y dejan secar a tem
peratura ambiente y se revelan,

Mezcla de Eluyentes:

Hidréxido de amonio~ agua~ alcohoi isopropf{lico~ aceta-
to de etilo. (4:16:30:50),

NKetanol- hidrdxido de amonio (5:1).

Acetona~ Acido acético- agua (70:10:20),

Cloroformo~ metanol (90:10).

Metanol~ hidrdxido de amonioc (100:1.5).

Butanol- formaldehido- agua (12:1:7).

Acetona- hidrdvido de amonio (99:1).

Tanbién se utilizaron las muestras de tabletas, lotes -
pilotc, excipientes y mezcla de excipientes diluidos en solu

cidn de dcido acético 2N (8), siguiendo el mismo desarrollo
descrito anteriormente,

Mezcla de Eluyentes:
Metanol- hidrdéxido de amonio (5:1).
Reveladorec:

Tuz ultravioleta,
Vapor de yodoe

7eelem esarrollo del M€todo de Cromstografia en Capa Fi-
na en Sororte de Ce ulosa Microcristalina,

Preparacidn de las Placas:
3e lavan y desengrasan placas de cromatograffa de 20 x

20 cm., Se prepara una dispersidn que contenga 27 g de celulg
sa microcristalina y 2 g de flucresceina en 100 ml de agua -~
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- destilada, 'se agita la mezcla en un homogeneizador duran -
te 1 minuto a 30 re.pem., se separa el vaso y se deja reposar
la mezcla durante 2 minutos en el vaso, transcurrido el tiep
po se transfiere al equipo de cromatograffa con un espesor -
de 500 milimicras y se corren rdpidamente las placas, se se-
can a 60°C durante 1 hora; transcurrido el tiempo se sacan y

se guardan; estas placas no necesitan ser activadas nuevamen
te,

Preparacidn de la mezcla de eluyentes:

Se meaclanlos sigulentes disolventes butanol-dcido acé-
tico~agua, en una proporcidn de (4:1:5), dejando reposar es-
ta mezcla durante la noche (24), al dia siguiente se separa
la fase orgdnica y se transfiere a la camara de elucidn, de-
jdndola saturar durante 24 horas.

« ¢
Preparacion de la Muestra:

Tabletas: Se pesan y pulverizan no mpenos de 20 tabletas
de Sulfato de Salbutamol, se pesa una cantidad equivalente a
12,5 mg de Sulfato de Salbutamol y se transfiere cuantitati-
vamente a un matraz aforado de 25 ml, se diluyen con agua =
destilada hasta el aforo, la mezcla resultante se agita mecd
nicamente durante 30 min, transcurrido el tiempo se filtra ~
por papel filtro whatman # 41,

Lote piloto, mezcla de excipientes y excipientes: De ==
los lotes preparados y de los excipientes se pesa una canti-
dad equivalente a 12,5 mg de Sulfato de Salbutamol y se trar
fieren a matraces aforados de 25 ml, se diluye con agua des-
tilada hasta el aforo, la mezcla resultante se agita mecdni-
camente durante 30 min. transcurrido el tiempo se filtra por
papel filtro whatman #41,

Solucidn Patrdn:

Se pesa el equivalente a 12.5 mg de Sulfato de Salbuta-
mol y se transfiere cuantitativamente a un matraz aforado de
25 ml, se diluye con agua destilada hasta el aforo, se agita
la mezcla para homogeneizarla,

~
o
-
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Solucidn Blanco; Agua destilada,

Procedimientos:

Se divide 1la placa previamentepreparada en 4 partes, =
aplicando 200 mcl, de las soluciones preparadas anteriormen-
te, en forma de banda, secando en cada una de las aplicacio-
nes, terminadas éstas, ge introduce la placa dentro de la ci
mara de elucion, dejdndolas correr hasta una altura de 15 cm,
Transcurrido este tiempo se sacan y se dejan secar a temperg
tura ambiente, se revela con una lampara de luz ultravioleta;
se enmarca el srea de cada una de las muestras aplicadas, se
cortan las manchas en porciones iguales para cada una de las
muestras, se raspan de la placa (en pesadas iguales) y 56 ==
transfieren cuantitativamente a matraces aforados de 10 ml.-
A cada uno de los matraces se le anaden una solucidn de dci-
do clorhidrico 0.1N, hasta aforarlo, se agita la mezcla meci
nicamente durante 30 minutos, transcurrido el tiempo, se de-
cantan las soluciones y se mide la absorbanciz de cada una =
de ellas a una longitud de onda de 276 nm, utilizando como =-
blanco una solucidn de dcido clorhidrico 0.1N.

Calculos:

o =-Am y Ln ¢ 100

Abp Cn
Aby = Absorbancia de la muestra,
Abp = Absorbancis del patron,
Cp = Concentracidén del patron.

Cm = Concentracidn de la muestra,




35

7eSe= RESULTADQS

Para la adaptacion del metodo por resina de intercambio

idnico, para el tratamiento de lavado se utilizd agua deioni
Zada,

En el metodo colorimétrico se adaptd la cantidad utili-
zada para la preparacion de la muestra y la longitud de onda
de la lectura al espectrofotémetro, ya que como se observa -
en la figura Noe. 3 no concuerdan las grdficas, la de referen
cia y la obtenida en el laboratorio.

En la comparacion de los 2 tipos de resina de intercam-
bio idnico, la Amberlita I.R.A 410 y Amberlita I.R.A 402, se
obtuvieron resultados aproximados al utilizar los 2 tipos de
resina para un mismo lote, Tabla No, 1,

Amberlita I.R.A 410 Amberlita I.R.A LO2
102.8 % 10346 %
10440 % 10342 %
104e1 % 103.5 %
10442 % 103.6 %
X =103.77 X = 103.47
8 = 0,655 8 = 0,189
X = Media
s = Desviacidn Estandar

Tabla No, 1
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El estudio de interferencia de excipientes se realizd -
con ambos tipos de resina de intercambio iénico, los resulta
dos obtenidos son los siguientes:

El excipiente que interfiere principalmente es la lactg
sa, en la figura No. 4 la mayor interferencia se otservo al
utilizar lactosa amarilla que es parte de las tabletas de la
marca comercial, en comparacidn con la lactosa blanca la ~-—-
cual provoca una interferencia menor. Esto da como consecuen

cia resultados altos en la cuantificacidn de las tabletas de
Sulfato de Salbutamol,

En la figura No., 4 se observan las lecturas obtenidas -
de los dos fipos de lactosa despu€s de haberse pasado por la
resina de intercamtio idnico.

En el método colorimétrico no se observa ninglin tipo de
interferencia debida a los excipientes que se encuentran en
las tabletas; en la figura No. 5 se observan las grdficas ob
tenidas para el estdndar y la muestra.
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7e3elo= Método Cromatogrifico en Gel de Sflice,

Figura No. 6

le= Mezcla de eluyentes: hidréxido de amonio- agua- alcohol
isopropilico~ acetato de etilo (4:
16:30:50),

Reveladores: Vapores de yodo y luz ultravioleta, con -~
esta luz no se observan las manchas de ==
loeg excipientes,

Resultados:

Tiempo aproximado de elucidn: 2 horas,.

Rf. Salbutamol base = 0,745

Rf, Sulfato de Salbutamol = 0,73

Rf, Muestra de tabletas = 0,744

Salbutamol Blanco Muestra Sulfato de
Base Salbutamol

>

S

R

FIG°

6




b1

Figura No. 7

2~ Mezcla de eluyentes: hidr6xido de amonio~ metanol (1:
5)e

Reveladores: Vapores de yodo y luz ultravioleta.

Resultados:

Tiempo aproximmdo de elucidn: 1 hora
Rfe Muestra de tabletas = 0,80
Rf, Saltutamol base = 0,81
Rf, Sulfato de Salbutamol u 04,801

Rfe Mezcla de Salbutamol base

y Sulfato de Salbutamol. 0.803

Sulfato de| Muestra [Salbutamol|{Exipientes |Sulfato de| Blanco

Salbutamol Base Salbutamol
*Salbutamo

Base

o (T | o S—

FiG, 7
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Flgura No, 8
354= Mezcla de eluyentes: Acetona- acido acetico- agua (70:
10:20).
Reveladores: Vapor de yodo y luz ultravioleta,
Resultados:
Tiempo aproximado de elucion: 2:30 horas.,
Rf, Muestra de tabletas = 0,769 = 0,766
Rf, Salbutamol Base = 0477

0.788

]

Rf, 'Sulfato_de Salbutamol

?albummol Muestra [Sulfato de|Excipientes|Blanco |Muestra
Base Salbutamot

o | & O

FlGo §
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Se-

Mezcla de eluyentes: Croroformo- metanol (90:105.
Reveladores: Vapor de yodo y luz ultravioleta,
Resultados:
Ninguna de las muestras corrid en esta mezcla de eluyen
tes.

Figura No. 9

Mezcla de eluyentes: hidrdxido de amonio- metanol (1:
5).
Muestras: Excipientes sepzrados y mezclados diluidos -
en agua destilada.
Reveladores: Vapores de yodo.

GrenetinalAvicel [Estearato|Excipiente| Lactosa |Almiddn Blanco
pH-102 |Magnesio

FlGe 9
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En la cromatografi{a en gel de s{lice F 254 aparecio una

mancha sobre la del Salbutamol, como no se debia a ningun ti
po de impurezas dentro de las muestras, se dedujo que era dg
bida a la gel de s{lice con fluorescencia; se cambio por una
gel de silice que no contenia fluoreécencia, con lo cual ya

no aparecieron estas manchas al ser reveladas con permahgang
to de potasio al 1%,

6c"‘

70"’

80"

Mezcla de eluyentes: Butanol~ formaldehfdo- agua (12:1
:7)e

Reveladores: Permanganato de potasio al 1 % en agua ~=
destiladae

Resultados:

Tiempo de elucidn aproximado: 4 horas
En esta mezcla de eluyentes las muestras no corrieron,

Mezcla de eluyentes: Acetona- hidrdéxido de amonio (99:
1)

‘Reveladors: Permanganatd de potasio al 1% en agua destj

lada,
Resultados:

Tiempo de elucidn aproximado: 1 hora.
En esta mezcla de eluyentes las muestras no se separa =
ron ni de los excipientes ni del origen,

Figura No., 10

Mezcla de eluyentes: Hidrdxido de amonio- metanol (1:
5)e

Muestras: Las muestras de excipientes, tabletas,,Sulfg
to de Salbutamol y Salbutamol base se diluye
ron en solucidn de dcido acético 2N,

Reveladores: Vapores de yodo y luz ultravioleta,




Resultados:

Tiempo de elucion aproximado:

45

1:30 horas,

Rf, Muestra de tabletas = 0e52 =~ 0,51
Rf, Salbutamol Basge = 0,54
Rfe Sulfatc de Salbutamol = 0,56
Blanco |[Muestra [Excipientes|Sulfato de Muyestra |Salbutamol
Satbutamol Base

Fl1Gg 10

ll
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7e3e2e= MEtodo Cromatogrifico en Celulosa Microcristalina,

Reveladores comprobados:

Ninhidrina en butanole~ No se observo ningun tipo de =

mancha.,

Ninhidrina en acetona.~ No se observo ningun tipo de =
manchae

Ferricianuro de potasio en solucidén S.R de hidroxido de

sodioe=- No se observo ningun tipo de =
manchae

Permanganato de potasio al 1% en agua destiladae~
"Se revelaron las muestras de =
Sulfato de Salbutamol y de los
excipientes,

Figura No, 11

1= Mezcla de eluyentes: butanol- dcido acético- agua (4:1:

5)e

Muestras: 2 muestras de Sulfato de Salbutamol de dife~
rentes laboratorios usados como referencia.

Revelador: Permanganato de potasio al 1% en agua des=-

tilada,
Resultados:
Rfe Estandar 1 = 0,775
Rf, Estandar 2 = 0,78
Rf, Muestra = 0475

Figura No, 12

2.- Mezcla de eluyentes: Butanol- ‘acido acético= agua (4:
1:5).

Muestras; Excipientes separados y mezclados,.

Revelador: Permanganato de potasio al 1% en agua destj
lada,
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Debido a la aparicién de manchas extranas en las nmues -
tras de tabletas, se realizardén pruebas adicionales para sa=-
ber a que se debian. Como otro de los excipientes es la gli-
cerina, se considero que fuera la responsable de esas man -~
chass: Se adicionaron pequenas cantidades de ella y se obtuvo
lo sigulente, Figura No, 12! .

Blanco Estdndar 1 {Muestra Estdndar 2 |Excipientes

_ 3 - ]

FlGoe 11



Laclosa |AlmidonlAvicel [Blanco Grenetincxlﬁsteurnto Muestra [Estindar |Tablelas |Tabletas
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> ==
FlGo 12
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Se tratd de cuantificar el Salbutamol por medio de ex =
traccion de la placa, una vez revelada con fluoresceina, que
al 2% forma parte del soporte de la placa; se extrajeron con
10 ml de una solucion de sdcido clorhfdrico 0.1N; se agito 1la
mezcla mecenicamente durante 30 minutos, transcurrido el ~--~
tiempo se centrifugd a 3500 ropo.m durante 30 minutos, y se -
obtuvo una concentracidn final de 10 mcg/ml.

Se obtuvieron los sigulentes resultados,

Primera prueba, Segunda prueba.

Lectura a 276 nm, Lectura a 276 nm,
Estandar 1.- 0,050 ’ 0,097
Estandar 2e= 00039 O. 098
Muestra 1 o™ OeoLl-lI- 00126
Muestra 2e= 0,044 D.121

El estudio de la interferencia de los excipientes en el
método de la resina de intercamblo idnico se realizd por me-
dio de cromatografia en capa fina, a continuacidn se demues-
tran los resultados,

Figura No, 13

Mezcla de eluyentes: Butanol- dcldo acético- agua (4:1
:5)e

Revelador: Permanganato de potasio al 1 % en agua des-
tiladae.

7e3¢3e= Linearidad del mdtodo colorimetrico.

Para saber si este me&todo cumplia la ley de Lambert y -
Beer se realizd el andlisis del estdndar de Sulfato de Salbu
tamol a diferentes concentraciones tales como: 8, 20, 40, 60,
80,100 mcg/ml. Se obtuvieron los sigulentes resultados.
Tabla No, 2. ¥y tabla No. 3.

v la figura Nce. 14 se trazo una grdfica para mostrar -
la linearidad del mdtodo colorimétrico.
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IABIA Noe.. o

....

Muestra Muestra 2 Muestra 3 Muestra 4
bsorbancia
Concentraci
mcg/ mle
8 0,072 0,091 0,079 0.088
20 0e232 0.255 0.229 0.221
40 0,505 04504 0e493 0.456
60 0,791 0,795 0,760 0,781
80 1,084 1,074 1,073 1,073
100 16372 1342 1e321 o342

114



Resultadgs Estadisticos de la Linearidad del Metodo Colorimetrico,

IABLA No. 2

ariables,

Valor Medio Intervalo de Confilanza, g%
Concentracio de "y". 95% 90%
mcg/ml.

8 0,068 + 06,013 + 0,01 0.,00866
20 0e234 0,011 0,009 00,0146
L0 0,511 0,008 0,007 0.0229
60 0.788 04008 0,007 0,0156
80 1,065 0,011 0.009 0,0023%5

100 1e342 0,014 0,012 0.,0209
* = Desviaclion Estandar
m = 0,013841 ré = 0,9983418

b m

- 00426746

L]
il

049991706

ws
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7eSelte~ _Resultados de los dos Metodos de Analisis y su =
Estudio Estadistico,

Los resultados obtenidos en los dos tipos de analisis
tanto el colorimetrico como el de resina de intercambio io-
nico, para cada uno de los cinco lotes se muestran en la tg
bla Noe /;e

En la tabla No, 5 se‘muestra la evaluacion estadisti-
ca de cada uno de los lotes analizados por los dos metodos
de analisis,

La comparacion de los dos metodos se muestran en lag-
tablas No. 6, 79 8 ¥ 9, para encontrar si los dos metodos -
son estadisticamente equivalentes en la determinacion cuan=
titativa del Sulfato de Salbutamol en tabletas,



Resultados dé los Mdtodos, de Resina de Intercambio Idnico v Colorimétrico,

IABIA Noo 4

-
Método Colorimétrico, M&todo de Resina de Intercambio Ignico.
No, de
ote, 1 2 3 L 5 1 2 3 L 5

% d

Muestra,
10065 [ 100,9 | 9959 | 101.3 | 99434 | 102,6 | 102,8 | 101,9 | 102,8 | 101.9
99416{ 10041 | 99459 | 10241 | 100463 | 1029 | 1028 | 10242 | 103.6 | 103.9
99416|101,2 | 100,5 100, 4 99459 | 102,5 | 102,8 | 103.5 | 10242 | 10346
100.8 |101,2 | 100,5 100,8 9913 | 103,17 | 10245 | 103¢5 | 102.2 | 101,41
99k 10048 | 99¢24 | 1004 | 100,86 | 10242 | 1034 | 10242 | 10245 | 10243
10004 [10249 | 10044 10240 | 1014511 101,4 | 10346 | 103,6 | 103,0 | 10345

9g



TABLA No. 5

Evaluacion Estadfstica de log Datos por Lote y por Método,

L

M&ﬁhdg Color métrico

o de Lote.. h'; |‘ g
1 2 3 L 5 1 2 3 (. 5
¥ariable t
& 3
5 99¢9% | 10142%] 99e97% | 101,16% | 100,24%| 102,45%|102,98%| 10281% %5@2.7%. 102 7%
_ - ] ¥' N S
p* 0u7lils | 04933 | 0456 | 0.76 10,922 0,602 [0.421 0e705 [0.538 |1.11
* = Medla
A

=

Desviacidn Estdndar,

A




TABIA No, 6

Comparacidn de los Resultados Estadisticos de Ambos Mdtodos,.

ariables®
N b s Es LC#» Ic¥* r ICHwx To##x
Mdtodo
M€todo Colg o
rime'tricO' 30 100.494 009379 00 1712 100. 14% 0035 00999 1000022‘}‘ 0.472
100,844 ) £100,966
Método de ~ _ ,
Resina, 30 | 102,728 | 047058 | 0,1288 | 102,465 04263 - 102,373 | 04355
21024991 <103,083 .
= N = Numero de datos ¥ p= Coeficiente de Correlacidn Lineal,
X = Media # = Media Poblacional
s = Desviacich Estdndar

Es= Error Estdndar
ILC= Limite de Control
Ic= Intervalo de Confianza

*# Con nivel de probabilidad de 0,99
#%¥% Con nivel de probabilidad de 0,95,

85




JARIA Noa 2

Andligia de Varianza de Ambes Mdtodoa,
v e Bel F Fo.99 ¥o.999 | Fo.975 | Fo.gs
Metodo hH528,8 1 85,168 21.20 The 14
Lote 105,375 4 2,98 12,22 7471
Metodo x 534175 4 1.5
lote
Error 35,268 50
* FV = Fuente de variacicn.
MC = Media cuadrdtica,

B¢l = Grados de llbertad,

S1F > F‘I .ot 80 concidera que hay una diferencla significativa,

65




TABLA No, §

Andlisis Estadfstico de la Presicidn do Ambos Métodos,

Ho Hy Estadigrafo de F FO.95 F0.975
Contraste,
] 3 2
ﬁr' '/ - S
s 1 A1 F = 1076 1,85 2,09
v, @ °F -

g1

& F1 86

Ll

concidera que los metodos son lgual.de precisos,

09



Anélisls Estadistico de la Exactitud de Ambos Mégggggl

TABLA No. 2

Ho Hq Estadligrafo de t t0.95 t0.999
Contraste,
/(l,-/(/‘_z 0 M-ﬂ# 0 t = X1l = X2 10.‘}2 1.67 301{'
sp -..l-. + -1—-
ny na
S1 t<£ ty | se acepta que los metodos son lgual de exactos,

19
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8o~ DISCUSION
8c1e~ Comparacidn de los dos tipos de Resina,

De acuerdo a los resultados obtenidos al analizar un =
lote con los dos tipos de resina, se observa que sus medias
son muy cercahas, por lo cual se sustituyo la resina de in-
tercambio idnico Amberlita I.R.A 410 establecida oficialmen
te, por la resina de intercambio idnico Amberlita I.R.A 402
la cual no es oficial, no es de importacidn y su costo es =
menor, por lo que para el andlisis de los lotes se utilizd
la resina de intercambio idnico Amberlita I.R.A 402,

802~ Estudio de Interferencia de Excipientes,

Se encontrd que el Unico excipiente gue interfiere de
los que constituyen las tabletas de Sulfato de Salbutamol -
de la marca comercial es la lactosa, ya sea blanca o amari-
1la figura Noe 4, detectando esta interferencia principal -
mente en el método de resina de intercambio ionico, compro-
bindose por cromatografia en capa fina figura No, 13, ya =-
sea en soporte de gel de sf{lice o celulosa microcristalina,

En el mdtodo ‘colorimetrico se encontrd que ninguno de
los exciplentes que forman parte de la tableta interfieren
en la cuantificacidn del Salbutamol, por lo que este método
es mds selectivo que el de resina de intercambioc idnico.

8e3e= Desarrollo de la Cromatografia en Capa fina en Gel
de Silice,

De acuerdo a los resultados obtenidos, se determing «-
que el soporte de gel de silice es adecuado para la detec =
cidn del. Salbutamol, pero inadecuado para la deteccidn de -
ciertos oxciplentes, en este caso la glicerina, otro incon-
veniente del soporte de gel de s{lice es la mancha que apa-=
recfa hasta en el blancoy, ¥y que se podria deber a la fluo -
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-rescencia que contenfan las placas ya que en las que no ==
contenian fluorescencia no aparecf{an estas manchas al ser =
reveladas con permanganato de potasio al 1%.

La mezcla de eluyentes que fueron adecuados para la se
paracion del Sulfato de Salbutamol de los excipientes son -
los siguientes;

Hidrdxido de amonio=- agua= alcohol isopropflico- aceta
to de etilo (4:16:30:50), (9) Figura No.6.
Hidréxido de amonio- metanol (1:5), con las muestras -
diluidas en agua destilada, Figura No, 7
Con la mezcla de acetona- dcido dcético- agua (70:10:
20), se observa que la separacidn no es muy adecuada =
Ya que las manchas de los excipientes se encuentran =-
muy cerca de las del Salbutamol, ademds de que su tiem
po de elucidn es wayor que los anteriores, figura No, 8.
Con la mezcla de eluyentes de hidrdxido de amonio- me=
tanol (1:5), pero con las muestras diluidas en solu -~
cién de dcido acético 2N su corrimiento no fue adecuaw
doy figura No,10,
Como reveladores se pueden utilizar vapores de yodo, =
con los cuales se detectan los excipientes, con luz ul
travioleta si la placa contiene fluorescencia con €sto
sélo se detectan las manchas del Salbutamol, o tambien
utilizando permanganato de potasio al 1% en agua desti

lada con lo cual se observan los excipientes y las man
chas del Salbutamol,

8elte= Desarrollo de la Cromatografia en Capa fina en Celu-

losa Microcristalina,

Este soporte para la cromatografia en capa fina del --
Sulfato de Salbutamol es adecuada para la separacidn de es-
te de los excipientes, tales como la lactosa y la glicerina
detectdndose facilmente al revelarse con permanganato de PO
tasio al 1%. Su corrimiento fue a una altura adecuada para
su deteccidn,
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Por lo que respecta a la cuantificacidn de la cromato-
grafia por extraccidn, se obtuvieron datos no muy confiables
ya que la diferencia entre una prueba y otra fue muy grande,
pero para determinar si funcionaba o no faltaron pruebas y
anflisis cuantitativos de ésta.

8.5+~ Comparacion Estadfstica de Ambos Métodos,

De acuerdo al analisis de resultados de la tabla No. 4
se deduce que el método colorimétrico es mds exacto que el
método de resina de intercambio idnico.

En el estudio comparativo de métodos, mediante el ana-
sis de varianza tabla No, 7, se puede observar que la dife-
rencia entre métodos es altamente significativa, de donde -
se puede concluir que los métodos son diferentes para la -
cuantificacidn de Sulfato de Salbutamol en tabletas.

La variacidn entre lotes, no fue significativa por lo
cual se deduce gque no hay variacidn entre lotes, de aqui =
que estos no influyen en el metodo.

Con respecto a la exactitud, el andlisis de la tabla -
Nos« 9 nos muestra que los datos son altamente significati-

vVos, por lo que no presentan la misma exactitud los dos mé-
todos de andlisis,

En la presicidn el andlisis de los datos de la tabla -
No. 8, se deduce gue los valores no son significativos de -

lo cual se concluye que ambos métodos prcsentan la misma ==
presicidn,.

8e6e~ Linearidad del Método Colorimdtrico,

La figura No 14 nos demuestra que el método colorimé -
trico se comporta linealmente entre los limites de concen -
traciones utilizadas lo cual nos indica que sigue la ley de
Lambert y Beer,
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Qo= CONCLUSTONES

De acuerdo a los cbjetivos planteados es claro ectable
cer que se cumplierdn, lLos doc métodos desarrollados, el de
Resina de intercambio idnico y el colorimétrico con cobaltji
nitrito de sodio, para la cuantificacién del Sulfato de Sal
butamol en tabletas, son estadisticamente diferentes; el me
todo de resina de intercambio idnico da resultados diferen-
tes con respecto a los datos esperados, debido a la interfe
rencia que esta provocando la lactosa,.

Se comprobd que ambos métodos son precisos pero preseqn
tan diferentes exactitudes por lo que se conciderd que solo
el método colorimétrico es especifico, comportandose lineal
mente en el nivel de concentraciones probadase

Se concluye que se puede utilizar el método colorim€ -
trico (cobaltinitrito de sodio) para la cuantificacidn del
Sulfato de Salbtutamol en tabletas por sencillo y de corto -
tiempo de anéligis, en comparacidn con la tecnica oficial.

La sustitucidn de la Resina Amberlita I.R.A 410 por =
otra de caracteristicas similares, se llevo a cato con la-
Amberlita I.R.A 402, que funciona en la misma forma que la
Amterlita T,R.A 410 en la cuantificacioch del Sulfato de .-
Salbutzamol en tabletas, con la ventaja de que esta es de =
menor costo y ne es de importacidn.

Por lo que se concluye que esta resina es la adecuadz
para sustituir 1o resina descrita oficialmente en la cuan-
tificacion del Sulfato de Salbutamol en tabletas, conside-
randose la interferencia de los excipientes.

Se legrd la implementacidn del mdtodo de cromatografia
en capz fina para la determinacidr cualitativa de las table
tas de Sulfato de Salbutamol.

En estos metodos se utilizd como soportes, celuiosa —
microcriztalina y gel de silice y como medios reveladores -
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luz ultravioleta y solucién acuosa de permanganato de pota-
sio al 1%,

De los resultados se concluye que el método adecuado -

es el que usa la celulosa microcristalina POr ObServarse e=—-
mejor la separacidn de las muestras,
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PROPUESTAS Y/0 RECOMENDACIQONES

Optimizacidén del método de cromatografia en capa fina
para la deteccidn de productos de degradacidn en estu
dios de estabilidad para diferentes formas farmacéuti
cas del Sulfato de Salbutamol,

Disefio de un método de cromatograffa de gases para el
andlisis del, Sulfato de Salbutamol y de sus productos
de degradaciéh, en cualesquiera de las formas farma -
cduticas utilizadas en el mercado,

Implementaciéh del método de resina de intercambio -~
idnico con la Amberlita I.R.A 402 para la cuantifica-
cidn de Sulfato de Salbutamol en jarabe,
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