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1., INTRODUCCION

desarr’:’l lo de nuevos

_uné}derable . 1mpnrtancia el

poblac :én

en el-desarrollo de

. mediéaa\en os Heben presentar una tdtal

‘a largn plazo y también antes 'y después de ser administrado a un

or ganisma.

-Enla 'ac\:u'alidad, axiste para cada férmace or un medicamento
un métndc analitico que lc determina exclusiv)emente: SN 1)
desar rmlar\ nueves métodos mds completos para los férma:ns que aan

no tienen wno especifico para su esvaluacion.



El P esente trab ja Esta enfm:adn hacia una pequeﬁa parte de

co'de medicamentos; ‘se estudia el LISXNDPRIL en-upa

'Furmu_lﬁacidn de tade avaluar este farmaco -Gon.una

,tecnbiog'ia mas mstente, s’ decir, se madif-i:nré

.:e'xpie‘r’ibmel;‘éalme nal{tu:u para su deéermina:;ﬂn

Be comprobard la validez por

opril en tabletas por CLAR, se

‘,‘réa;li' 3 primer ‘término ~algunas modificaciones al

an “la USP XXI1. Una vez que se hubo
l;o:siguio con ia valldg:ibn del mismo; 1la

/. precisidén del sistema, y para el

exactitud, especificidad Y

a.vzalidacion demoaﬁfaron que el
espe:xFi:o y 1a'mu:stra es

‘_as{" que‘ :



2. FUNDAMENTAFIDN DEL TEMA
2.1, LIS‘INDPRIL :
2'1'1f Prnpiedade; éu(ﬁicas,
Forhu§§.éoédeﬁéada:.F;: Ha: Ns Ow + 2 HaD
H H a

RRA

CHaCHz=m~L—m-N-=-C-~~C~N *2 HaQ

l

CORH  (CHala H GOOH

" Férmula desarrolladas

NH2

Figura 1; Férmula desarrollada del lisinopril.

€l iisinopril contiene no menos de 98.0% y no mds de 102.04 de

“Cas Has Nz Om, calculade en base seca.
Pasc maolecular: 44X.52 g/mal

Nomtvres quimicos:

= L-Prolina,1=(Na-(1-carbori~3~fenilprapil) -L-1isil)~diht drato, (5)

~  1~(Na-1(S) ~1-carboxi-3~Feni lgrof siiifL;pralinadihidratn.



2;1.2'Prop§edaaes_Fisigasf"‘

s un pbivn‘blano’aVcasi,blahéa.

JEl lisnnqpril

gqa,rlescasahente‘ soluble en metanol vy

prdcticamente ‘insoluble en etéhni.

‘ldentificicidn: |E




2.1.4. Lisinopril,'tablétas - R

Lag tabletas de lisinnpril cnntie

n no menos del 90.0% y N0 mas

del 110 DL d Czn Hs. N=: 0

.2
{nhibidor de
;-de -accién

el

no ‘sufre ninguna

.y. es. excretado

2.1.4.17 Indl:aciane

e ia hipértEﬁSidn'

insuficiencia’ cardiaca i congestiva

adecuadaméﬁte‘b tra émiénté:éd_

Via de administracién O



Posologia: Como 1a absorcién de lisinopril nn' se afecta por 1a

presencia de qlimentﬁs 'én él est'm’naga. las tabletas se pueden

administrar "antes, duranta o despues de las cumidas.

Se éugier;én dnsis de 25 ‘mg in\: almente, ‘in:r’Ementanan

gradualmente hasta mantenar una usu 1 de 10 a 20 mg por d{a.

Es también usada en el tratamienta de' Fallas cardia:as, la

dusiﬁ:a:idn efica. usua ‘& de 5 a 20" mg. aiarms. adm:mstradns en

una sola desis.

.* Contraindicacianes

2.1.4.2

cireulante debida, Tprevio . ¢on

d.xurétiﬁo.s, restru:::dn de 1='\ ingestid ’ié_lis'is. ‘dian"re.a,ov
,vomxéa.' En 1\:5 pacaentgs i‘a't:‘a's :ohi;eséiva. con
o sin insu’FiciEr’u:i;‘ r:ena ¥ i se’ ha nbservadc hipotensxdn
sintom&tica, la :ual E e En aquellos pacientes con

nsqucien:la l:ardiaca, que reciben dosig altas

mayores: gradus tjle;'

de di‘urétxcu‘sw del LEE de Henle y tienen hiponatremia o

deter:mo de la Funcién reriél. SE debe vigilar cuidadosamente a

estos pacxantes tanto al micxar el tratamiento como cada vezr gue



se ajuste la duax-Fica:mn de lxsinupril y/u del dxurética. Se deben
ha:er cnnsideraciunes similares en pa:ientas conﬂ cardiapat{a
lsquémxca o aenfermedad cerebruvas:ular, en los que una disminucién
excesiva de la presndn podria acasionar ‘un tn-Farto al miocardio o
un accidente cerebrovascular, : »

En ‘aigunos pacientes con lnsuFicien:la cardiaca cangestiva y
prasién arterial normal o baja, ocasiona el llsinaprﬂ un descenso
adicinnaf de_ la presién. Este efecto ez previsible y generalmente
no obliga a interrumpir el tratamiento. 61 aparecen sintomas de
Vhipctensmn, puede ser  necesario disminuir. la dosificacién a
suspender. la administraciﬁp devylrisinar:n'il.‘

No se iha'determinado la’SEQUEidad:ni'_ la. éFicacia de lisinopril

en ninus.

Ne se. han hechn estudiu bien ".cdhtnruladns con

‘lisinopril en mujere mBa ga; - hay  datos - que

indican que Iavaﬂnﬁr\'istr'a; ] idores da la E.C.A. ‘durante

mnrtalidﬂd Fetal y nenn;\tal-

por 1lo tantn,_ ru:n sa re:cmienda

o de l:slnnpri.l durante el
embarazo, a menqs qu pcesario p;irque no se puedan emplear o

sean ineFi:a:e's "'dtr‘;‘us medi:amentns. 'Si se usa lisinopril se debe

informar a la pa:iente scbrs el r’xesgo potencial para el feto.

El lxs:nnpril pasa a través de la placenta., Se debe vigilar
estrechamente a 165 r-eclén nacides cuyas madres recibieron
1isinopru 'durante al emharaza; estd contraindicado en mujeres

embarazadas.. ¢ 4 >



‘se deben vx"ila

1uretlcn al tratamiento can lisinoprfl
actn antlhxpertansxvo es aditsVD.
los pac:entes que ya estdn tomando diuréticos,

: hace poca - tiempo que empezaron a tnmarlns,

~pueden exper:mentar una d:sminucidn excesiva de  1la presion él

ﬁadir lisxnoprll a su tratamiento. La aparicidn de sintomas de
hxpctansldn es manos probable si se interrumpe la administracion

del diurétxcn antes ‘de iniciar la de lisinopril.

La administracién. concomitante de indometacina puede disminuir

la eFi:acia'antihiper@:nsiva del lisinopril.

Cmmu sucede ccn utvos medicamentus que aumentan la eliminacidn

uede disminuir la excrecién de litio.
litin,

cuidadusamente las concentraciones de:litio en

algunns casos se
de potasio,
,51 a Qustitutos de la sal que
qnnsideri\blemente el potasio
sgfitq;‘_ ‘ ‘ de la funcidn

renal,



2,t. 4.4, Rekccibheé‘iécﬁhdééiqs ‘éavérséq

En 1 4 el lisinopril fue
_ generalmente de ﬂlos efectas
E.:alaterales Dbsarvaqns leves 'y pasajerns, byesrtos fueron:
ﬁareos.‘ :efalea, diarrea, Fatiqa, tns Yy néuseas. Dtrﬁs efectos
'cnlateralas menos Gre:uentes son efecto€ ortdstéticns, incluyendo
hipotensidn, erupcidn cutdnea y astenia.
Ha habido raros casos de edema angineurstico de la cara, las
extremidades, tos labios, la lengua, la glaotis y/o la laringe.
También se han encontrado reacciones como infarto al miocardio
o accidente cerebrovascular, posiblemente secundarios a hipotensidn
excesiva en pacientes de alto riesgo; palpitaciones; taquicardia.
Alteraciones en el estado de animo, canfusidén meptal, dolor

abdominal,sequedad de boca, hepatitis hepatocelular o colestdtica,

fetericia, disfuncidén renal, insuficiencia renal aguda y uremia.

2.1.4.5. Farmacologia clinica
Mecanismo de accidn:
Se ha comprobado que el lisinopril inhibe & !a enzima

convertidora " de  1a angiotensina (E.C.A.) en  seres humanos vy

animales. La E.C.A. Es’;gna ipep idaaa.’que cataliza la

conversion  de 1a - angictensina ngiotensina 11, sustancia

vasnconstri:tora Y der aldnsternna por

da por resultado
al plasma vy, por

La




terapéhticb .del.

“1isinopril
Anhibicidn. del

i°'los" casos de

as es!‘{lr.\'di‘ad.as, el promedio

i1 s0lo fue menor en los

" concentraciones serigas de

x:.ma seis ;& ocho horas después de

,desp es de dxsmlnu:r prasentaron

una Fase terminal prn ongada qua nn :nntrihuyﬁ a la acumulacidgn. del

med:camento fase termtnal representa probablemente‘ una




11

saturacidén de la Flja:idn ;a la‘£ C A A

dosis. Al parecer,- el 1151n opril no se'una 8
plasmdtica.’ quante

lisinopril tuyo_una

lés'_]oveneé; y aun

'<:indeiciencia

tienen dxsmlnuxda la rela: masa corporal/grasa;

ademds, 1a depuracidn renal de lisinupril Estaha dlsminuida en ‘las
persuﬁas de ‘edad avanzada, particularmente en Ias que pade:aan

‘:nsuFicxencxa cardiaca :ongestha.
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: ‘la elimina:idn de
R 1os pacxentES cun fun:xén renal.
. maycr de 30 ml/min.
llmin ‘o mer\os, "aumentaron las

-Hsinopr“, ,el" tiempo

~ el 1isinopril disminuyé la presicn
:nmo de pie, sin causar taquicardia
hipotensién

postural, aunqu disminucidén

del volumen circ

el efecto
1 lisinopril se ha mantenido

adminis(:ra:i’dn,_v' ) : r erial no ha aumentado con rapidez ni

ha ' sobrepasado sagmﬁ::atwamente sus valores anteriores al
tratamiento. 3 :
s pacientes estudiados, el efecto

se inicié una a dos horas después de

ta admii‘li ﬁra usis' individual por via aral, y se llegé

& axima ‘de/’ lq presidn en seis horas. La reduccidn
6ptimab‘dev s}lﬁn,arﬁeéiél puede requerir dos a cuatro semanas

" de tratamienta,



. El eFacta antxhipe ensivo dE usinupril se ha mantenido

ralongados.' Al suspender bruscamente su

iones Usuales de 20 a 80 mg diarios, el
a ‘en pacientes hipertensos de edad
ue.ilen"pa:ientes mds jévenes. En los

las pacientes no influyd en las

presidn arterial en pacxenten con hipertensién renovascular,

El eFe:tu’antxhipertensivo del lisinopril se ha mantenido
. dur;aﬁf:e los -tratamientos prolongados. Al suspender bruscamente su
administracidn, la presidn arterial no ha aumentado con rapidez ni
ha sobrepasado significativamente sus valaores anteriores el
tratamiento.

‘En los estudios hEmndiném:cns realizados en pa:inntas con
hipertensisén esenclal.'la disminucisén de la presién arterlal se

acompafo de una rjedu'cciazn de la resistencia arterial periférica,

gas};n‘n de la frecuencia cardiaca. En

iperténébs,"‘ tras. la - .administracién de

uineo renal y ho varié el indice de

tratamientu 'chnn “y dz.urétt:as, la administracién de

) lisinnpr“ se. asm:iﬁ con d:sminuc1cnes de la reslstencxa pariférica
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y della p}esian é"terfill. Aumentaron la fraccion de eyeccién y el
gasto c»ar’b‘dx’a_‘co éiﬁ‘éuﬁento concomitante de la frecuencia cardiaca,
dismlnuyﬁ_ v.léz'.bjfésvi‘ﬂn capilar pulmonar en cuia, y mejoraron la
t‘c:l.ke:‘r'an:i_af cabl és#ﬁér:o y la intensidad de 1la insuficiencia
éardiac;.j Tndds.esus efectos se mantuvieron durante el tratamiento

‘prolongado; -t 4 33 43 47, am, A%

2.bl.4.6.vTen‘r{a del Sistema Renina-Angiotensina

B La angiotensina es una sustancia que ocasiona aumento en 1la
prasién arterial, y estd presente en la carriente sanguinea; se
produce por mediacién de una enzima renal llamada renina. Existen
algunos datos que sugieren que la hipertensina presente en el
enceéfalo forma parte del mecanismo de este altimo para la
regulacién de su propia presidn arterial.

Cada gléndula suprarrenal se localiza en el plano superior de
cada rifidn y se divide estructural y funcionalmente, en dos partes:
1a corteza, externa, que compone la mayor parte de la glandula, y
la medula, interna; la primera se deriva del mesodermo y la segunda
del ectodermo.

Desde el punto de vista histoldgico, se subdivide la corteza
en tres zonas. Cada zona presenta las ceélulas dispuestas de manera
diferente, y secreta grupos también diversos de hormonas. La mds
superficial de las tres, situada inmediatamente por debajo de la
cubierta de tejido conectivo, recibe el nombre de zona glomerulosa;
las calulas de esta zona estdn dispuestas en gJrupos que forman
esferas o asas y secretan principalmente un grupo de hormonas

1lamadas mineralocorticoides. La zona intermedia, Q zana
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fasciculada, constituye la mayor parte de la corteza y consiste en
células dispuestas en largos cordones; secreta principalmente las
hormonas del grupo de glucocorticoides. La zona reticulada interna,
cuyas células estdn dispuestas en una red anastomosada, sintetiza
sobre todo hormonas  sexuales {gonadocorticoides), de. mode
particular los andrdégenos, que son las hormonas sexuales
masculinas.

El grupo de mineralocorticoides participa en la regulacidn del
metabolismo de agua y electrélitos, de medo particular las
copcentraciones de sodio y potasio. La corteza suprarrenal secreta
por lo menos tres hormonas diferentes que forman parte de este
grupo, pero una de ellas lleva a cabo casi 954 de la actividad
mineralocorticoider la aldosterona. Esta hormona actua en las
células de logs tdabulos renales y ocasiona que las mismas
incrementen la "reabsorcién” de sodio y agua. Como resultado de
dicho fendmeno, 1los iones sodio son extraidos de la orina vy
regresan al torrente sanguineo, con lo cual se evita la ripida
disminucién de las cantidades de sodio y agua presentes en el
cuerpe. Por otra parte, la aldesterona origina disminucidn en la
ruabsorcidn de potasio, con lo cual se eliminan grandes cantidades
de dicho ion a través de la orina.

Estas dos funciones bisicas, es decir, 1a retencidn de sodia 1Y
el agua y la eliminacidn del potasio, originan diversos efectos
secundarios. Paor ejemplo, gran parﬁe de la reabsorcidén de sodio se
lleva a cabo por medio de un; reaccidn de intercambioc en la que
iones hidrégeno (positivaos) pasan ;a la oripa y sustituyeh a los

iones wodio (también positivos). Gracias a este mecanismo disminuye



de enn. h:s icmes bicarhnnatn 'y clnruro

Pur uktim’ ) o1 aument

de la nrina a la sangre.

renina.. \' ¢ ngre’ et ransForma
angiate»ﬁiéiﬁlojéenq_ qﬂjg es un Qu;ida por‘ el.
© higado, . en ar tea " en’
angiotensima Il par
angiotensina i1 estimula la pr_’qn-iu'c:

aldosterona per parte de  la corteéza. suprarren cl:u'-n"el-lcn,"j )

aumento en la reabsnr:idﬁ devNa"' l umenta el

volumen de liquidos exﬁra:eluiér_ééj y.-ae 'réétaﬁra‘ la ppesldn
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arterial ‘nnrmal; >P‘El sequndu me:anzsmn de _regula:xdn de ‘).a

‘aldosterona guarda relscién :un la { n:entra::dn de iunes pohasio.

El aumento de ESta ultima en el l{quidu eutra:elular est:mula de

manera dlre:ta la secre:ion de '1" aldusteruna por parte ‘de’ 1a

,curte.a y Drigxna la. eliminacldn por lns rifiones, de los iones

potasw em:esivns. Sl la cnn:entr'a:!én de los iones sefalados en el

l{quidn‘vextracelular:dismxnuye ,més alld de lo normal, también 1lo

ha;‘é' la prnduc én - qétérona y los rifones eliminardn

cantxdades 'potas:in,v'mennres que las usuales. Las
hemorragias 8an que estinula la produccidn de

aldnsteruna en la :urteza suprarrenal. €« 183

2.1.4.7. lnhibxdnres del Sistema Renlna—ﬁngmtensina

Derivados de la Prolina

Un enfoque nuevo.en la EEFIE'dE fairmacus antihipertensivos es

la iphibicidén de- la enzima‘cunvertidar‘a de la angiotensina I en

angiataensina ”"II. “ Recue dese -;que . la. renina es una enzima

prntecl{ti:a que a:tda lirangintensinﬁgeno. sustrato de la

renina,; : dandu '- ‘i‘a:‘a.ngiortensina 1, péptido practicamente
1nact1vn que, par\ac:Aihvh, ﬁe. la enzima convertidora origina la
‘anglnte lpéptid'o de ~ potente accidn vasoconstrictora
arter;ular ,pr'eép»ra‘.”Si se inhibe la enzima convertidora, se

'prnduciré ‘una: ra&uc:idn consecutiva de la presidn arterial por

dismxnucidn “de la r'esistencia periférica debido a vascdilatacidn.
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Uno de las prxmeros #Arma:os inh“:n.dor'es del axstema renina-

angmtenslna sustan::a fde' o igén;

sir\_tétl:o

derlvada del a

En el hnmbre. pin‘l’ "aiﬁ‘traguniza
la n;:idmr prsspr :
angirntenéin;ai-‘ :

:unverndara

-produce a la semana, que se mantiene

ac:idn untth:pertens!va del captuprxl. ¢ re

o Ahura, Euh_ 1 ‘nstudin de inhibidores mds recientes de la

enzima :onvertidura. la complejidad aparente del sistema y -sua
xnteracciones‘Fisxnlogicas aumentan, se han encontrado otros
farmacos antihipertensivos que aun se encuentran en preceso de
diversos estudios como son el maleato de enalapril  (MK-421), el
éster ,manneti]; de MK—-422 y el lisinopril (MK-821). El epalapril se
absorbe mis rapidamente . en el hnmbré que la” forma ae inhibidor

activo MK-422, las estimaciones de la absorcién minima de enalapril

son del &0-70%, en base a la recuperacidn urinaria, la em:rec!dn de. .

enalapril y de MK-422 es principalmente renal. ¢ *3-‘ 1% s
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2.2. CROMATOGRAFIA

El gedlogo norteamericano Day, casi al mismo tiempo que el
bioguimico ruso Tswett, efectuvaba separaciones parciales de
petréleo sin refinar mediante su paso a través de las columnas
adsorbentes. (Cuadro 1}

Tswett {ded una nueva técnica de separacidn gque obligaba a la
mezcla que se habia de separar a atravesar una columna de
adsorbente reducido a polvae fino. La mezcla se depositaba en la
parte superior de la columna despu@s gse lavaba la columna can un
solvente organico. A medida que se desarrcllaba el proceso de
lavada, los diversos componentes de la mezcla eran eluidos de la
columna a diferentes velocidades; finalmente se separaban por
completo y se podian recobrar por lavado eluyéndolas fuera de la
columna y recogiéndolos en fracciones separadas, o haciendo salir
la columna del tubo en donde estaba contenida y cortidndola aparte
entre las zonas de los compuestos separados. La mayoria de las
muestras de Tswett eran pigmentos de plantas, por lo que las bandas
coloareadas que formaban los compuestos en la c¢olumna etan
facilmente visibles Y, de hecho, estas bandas coloreadaga
Justificaron el nombre dado de cromatografia a este metodo de
separacidn. Tswett advirtid 11la separacién y propuso que las
moléculas da soluto eran adsorbidas en la superficie del material
reducido a polvo de la columna. Estas sustancias, que el s8lido
adsorbia muy fuertemente, no las desadsorbia facilimente el
solvepte, y estos compuestos descendian muy lentamente por la

columna. tos solutos menas fuertemente adsorbidos eran
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transportados en la columna a mayorés_valn:idédes; as{ se lograba
una separacién a causa de las af-‘in‘{’dades variables de los solutos
por el solvente y el sdlido adsarbenté. B

Ahora existen muchas formas de cromatografia, pero todas se
basan en este sencillo principio: ger produce la separacidén gracias
a las distintas velocidades de migracidén de zona causadas pu.:n-
diferencias en las afinidades relativas por las dos fases.

Obviamente, éste es el mismo principio puesto de manifiesto en
el método de separacidn por extraccién a contracorriente. La
cromatografia e&s un  proceso para la separacidn de mezclas
moleculares por distribucidn de los solutos entre dos fases, las
cuales estdn en contacto de una forma parecida a una

contracorriente continda, (Cuadro 2)

Andlisis de aminodcidos (1951)

Stein y Moore

t

C. ligquida (1951) +— Cromatagrafia (1903) — C en papel (1950’s)

Stein y Moore Tswett y Day . Kirchaer
i ) L !
CLAR (19&8) C. gases (19407s) - C. en capa fina
Kirkland Martin y Synget Stahl

Cuadro 1. Desarrollo de la cromatografia, ¢ 7» 2 32 231
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2.2.1, Tmos de Evoma\:agraﬂa Ltquida :

La naturale*a ‘ t:va’r-iigmn‘s de toma de
cnntacto entre ellas .
(Tabla 1)

técnica, se llama

r;:lp iamente la

el método es

cromatogra#{a de adsuncidn o :rnmatu raF{a élido-1i{quido (CSL).
Existen también 1la :rumatogra_F;a de'xntér:ambiu iénico y

cromatografia de exclusidn molecular. '

TIFO FASE FASE CROMATOGRAFIA METODO
ESTACIONARIA MOVIL

ADSORCION sdlido ligquide sélide-liquido €. colum.
€. C. F,
I. iénico
CLAR
sélido gas gas-liquida C. gases
PARTICION 1fquida. ‘liquido-liquide C. colum,
liquido ’,gas-l {quidu C. gases
C. colum.
C. capil,

>

Tabla 1. Tipos 'ae:'drdmétngrﬁfia. ¢ 2o, =21
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"‘en. pape

“por la’ l.ir‘\era}l.d
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Par la ' forma exp:rimentall En ‘la :olu(nnarb_:rnmatograﬂca (el

*lecho") .se halla ’en"vunu,.t\.‘n‘:b:c'il{ndrido, ‘de ‘Vidrio "4 metal  par

1o general.. L4 cromat énina superficie

plana. Las formas son:’ cromatografia

-'un  mecanismo de

CCF),..que suele ser una

s ‘En la cromatografia lineal,
el :deFicignteﬂ hftﬁ@ipp_‘ o-coeficiente de distribucién es

independiéﬁ£e4 dé“ la ‘concentracidén, es decir, la isoterma de

" particidn ‘eé lingal sobre &l margen de contentracidn encontrado

en la zona. En la cromatografia no lineal, 1a isoterma es no
lineal. La cromatografia de particién acostumbra ser lineal y la

cromatografia de adsorcidn, a menudo no lineal,

De manera que los métodos de separacién por craomatografia liquida

sont

a.

Cromatografia de adsorcidn

La fase estacionaria es un sdlido que funge como adsorbente vy
la fase movil puede ser un liquido © un gasi la separacidn se
basa en repetidas etapas de adsorcidn-desorcién. E1 grado de
separacién depende por 1o tanto notablemente de la superficie
activa del sélido, asi que, el tamafo de particula sdlida que se
emplea debe ser lo menor posible para tener una mayor sruperﬁ:ie

activa en relacidn al volumen del empaque.
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El _léﬁhn festa:

‘Fasa ;ﬁdvi;

-la
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Crnmatugfa#{a de ?ase_re;érsax:_‘

'#naturéxg:a.‘apular, mientras la

sun J{qqiqp-appiér,_:uantu mds apolar sea la

muestra. mayor serd su

CruﬁatquaFig defpartic dnfliduiao;lfquido

La.fase as?a:isﬁ;r{a*éﬁ ﬁn liguido gue se mantiene Fijo por
adsorcion sobre un sdlido inerte y poroso, en tanto que la fase
mévil es un gasyn uﬁ'iiquida. En este tipo de cromatografia 1la
fase estaclunaria‘esta saturada por la fase mdévil y viceversa,
de tal manera que la separacién se efectla entre dos fases
debido a las d}Fereﬁcias de afinidad de los componentes por cada
una de las dos +Fases, esto es, a sus diferencias en sus

coeficientes de reparte.

CrbmatugraFia de fase normal

El lecho estacionarin es de naturaleza fuertemente polar vy la

U fase ‘mévil es apolar. Las muestras polares quedan retenidas en

blumna_duﬂante tiempos mayores que los materiales menos

‘polares o apolares

CrumatograF{a de intercambio iénico

El lecho estacionario tiene wuna superficie cargada
idnicamente, con carga contraria a la de 1la muestra. Esta
técnica se usa casi exclusivamente con muestras idnicas o
ionizables., Cuanto mayor sea la carga de 1la muestra, mds

fuertemente serd atraida hacia la superficie idnica y, por



tanto,. mis tiempo tardari en ser eluida. La #ése‘mdvil es‘uﬁ
tampon a:ubso,,en el que el pH.y la pnlaridad"sq utiliian para

controlar el (iempu de elucidn

Cromatografia de exclusién molecular

-El relleno de la columna es un material que posea poras ée
dimensiones comprendidas entre ciertas limites, con lo que la
muestra es retenpida © filtrada segiun sea su tamafio molecular.

8i el material estacionaric es un gel reticulado se le
denomina filtracién en gel y si es un polimero rigide se le
denomina permeacidn en gel; pero en s{ el proceso de separacidn

se efectia por lo mismo, la diferencia de pescs moleculares.

¢ 7, @
Cromatografia
A
]
Ga;és Liquidos
gas—sélido qas—lkquida . columna - plana
zapa fina papel
liq&?gu- lfauidn— Fé;e - intelcambio eu:iusiﬁn
solado liquido quimica- idnico
mente
unida
N X 1
permeacién en gel filtracién en gel

Cuadro 2, Clasificacidén de la cromatografia.
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2.2.2. Cromatografia Liquida de Alta Reasiucidn .

2.2.2.i. ani:epi:c;si Generales : ;

Para Jllevar: a caSo 1a sép‘aracié’n de’ u;\na muestra problema par
Dromgtngraﬂa Liguida de’ Alta Resolucidn, el primer paso a seguir
as disnlver -dicha .muestra en un solvente apropiada, el cual en
forma ideal deberia ser idéntico a la fase mévil. A continuacidn la
muestra se introduce por medio de wun mecanismn inyector en la parte
sJuperior de la columpa., La nuestra se mueve dentro de 1la columna
por un fluje continuae de Fase mdvil que es impulsado por una bomba.

Algunos componentes de la muestra viajan por la columna méds
tentamente que aotres; los companentes que tienen mds afinidad por
la columna, tardan mds en salir de la misma. Comunmente un detector

. UV)V[S monitorea a los componentes cuands salen de la columna. For
‘Ctl'timp} el detector transmite sefales a un mecanismo de registro
qua /_ é}‘afica los datos, El cromataograma obtenido pueade
.b bfc;pdr::i_nnarnaé informacidén tanta cualitativa como cuantitativa en
; rjélac.:iér“\' a la muestra,

- En realidad, 1la separacién de los componentes ocurre,

Fiél:émente en 1a columna, la cual estd empacada con peguafas
particulas sélidas llamadas material de empaque o resinas.
Actualmente llama mucho la atencidn la tecnolegia en los
materiaies de empagque, ya sea gpgara diversificar los tipas
moleculares con afinidad, come para aumentar la estabilidad de las
particulas en la columna. (Tabla 2)
E1 mayor potencial de la cromatagrafia liquida en comparacién

con la cromatografia de gases =1:) debe a dag factores
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TiPD DE MECANISMD MOLECULAS QUE SOLVENTES

SEPARACION SE SEPARAN UTILIZADOS

€. Exclusién Separa moléculas Desde proteinas y Toluena,
por tamafnps., Las carbohidratos Diaxano,
més grandes elu— hasta metacrila~ Acetona, Ha0
yen primera,. tos y nespreno.

£, liquido- Adsarciénisegara Hidrocarburos v Orgdnicos no
adliido en base a pola~ aromaticos. ionirzables’
Fase ridad. La menos Isémaras y com— {hexana}
normal polar eluye puestos no

primero. potares.

C. liguido- Particidn del Moposacsarides, Polar~-no
liquido splutg entre 2 Catecolaminas y palar (Agua—
Fase solventes inmis— aromiticos. stetonitrilo)
normal ribles. "Fase

estacicharia mas
polar®,

€. ligquido- Particién del Herbicidas, Agua con me-—
liguido soluto entre 2 dcidos grasos. dificadores
Fase solventes inmis— arganicos
reversa cibles. "Fase {(Metanol)

mévil mds polar®

C. inter- Iones de la Aminoacidos, Diversos

cambic muestra se in- Nuciedtidas, buffers or-

ignico. tercambian con ganicos.
un contra-ién.
Tabla 2. Tipos de cromatagrafia liquida de alta resolucién, ¢ =21 »

primordialmente. El primero es que mds moléculas pueden disolverse,
a diferencia de las que pueden ser volatilizadas y adn retensr su

estructura molacular original. EBs decir, la cromatografia liquida

es una técnica mids suave que la cromatagrafia de gases y menos

factible de dafdar las moléculas delicadas.,

fa segunda gran ventaja de la crcmétuqraf-ia liquida es que

puede manejar una grap variedad de moléculas; ionizadas y np

ionizadas, de muy alto peso molecular, bigldégizamente activas

{enzimas). entre atras.
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Una gran - yeélventéja es’ el alt‘d ;nstd de - este tipo de

en CLAR.

TlEHPd DE é‘éTENfION;{ Es‘ ei.‘.tieﬁapo qué transcurre desde la inyeccidn
hasta el épi’ce" del"‘:’ic;:, este valor siempre serd igual en la misma
columna y béjovlas;' mismas condiciones de trabajo. En cromatografia
de l{quidus el tiempo de retencidn estd dado por el flujo de la
fase mévil, su interaccidn con la muestra y la fase estacionaria
dependiendo del tipo de separacidn, por ejenplo; adsorcidn,
intercambio idnico, etc. Es caracteristico para cada nuestra, se

usa como ayuda para la identificacién de los componentes. Se denota

tr. (Figura 2.)

TIEMPO MUERTO: Cuando se inyecta wuna muestra a la corriente de la
fase mévil, esta saldrda de la columna de acuerdo a la interaccidn
que haya con la fase estacionaria, si un compuesto noc es retenido y
sale a la misma velocidad de la fase mévil se le llama tiempo
muerto (ts 6 tm), pues es ©! tiempo cn que la fase mévil se

translada de un lado a atro de la columna,

TIEMPO DE RETENCION ABSOLUTO: Es el tiempo que permanece la muestra
interaccionando con la fase estacionaria mds el tiempo que
permanece en la fase mdévil (tiempo muerto). Se denota Tr.

Tr = tm + T°r
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TIEMPO DE RETENCION CORREGIDD: Es’ el. tiefnpa de retencidn absoluto

menos el tiempo muerto. ~Tfk uTr- ém.r

VOLUMEN DE RETENCION: E! tiempo de retencidn puede cambiar a
volumen de retencidn al multiplicar el tiempo por el caudal de la

fase mdvil. Se denota Vr = fluijo ml/min x te.

COEFICIENTE DE DISTRIBUCION: Es el coeficiente de reparto comin a
todos los procedimientos de distribucidén, ' también 1lamado
coeficiente de particidn, es una propiedad fisica fundamental, es
una constante termodindmica y mide la solubilidad de la muestra en
la fase estacionaria. Este valor nos indica el tiempo durante el
cual puede retenerse cada componente de una muestra en la columna y
es constante para una temperatura dada,

£ = (Cantidad de muestra/ml de fase estacionaria)/(Cantidad de

huestra/ml de fase mévil)

En cromatografia de liquidos K esta controlada por la polaridad
del solvente, debiéndose encontrar el mds adecuado para una
separacidn utilizando desde un solvente de débil polaridad hasta
uno de mayor polaridad: dependiends de que tan rdpido sale el
primer componente de la muestra, los valores dptimps son de 2 a & y
en muestras con mds de 2 componentes el rangoe dptimo es 1 < 6 = K <
6 = 10,

K=Tr/tm = ( te ~ tm )/ ta.
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RELACION DE FASE: Se denota por la letra griega heta ¢ ﬂ H
f = (m]l de fase mévil)/(ml de fase estacionaria)
Es deciry que por cada seccidn de columna, equivale a la poarcidn
del volumen de dicha seccién ocupado por la fase mévil y la @as
estacionaria.
ANCHO DE LA BASE DEL PICO: Se denota U. y es la parte de la linea
de base intersectada por las lineas tangentes del pico. Es igual a
4 de un pico de forma gaussiana y es necesario para calcular la
cantidad de platos tedricos y la resolucién. El ancho del pico

medido a la mitad de la altura es Wi/2H.

NUMERD DE PLATOS TEORICOS: La eficiencia de la columna se mide por
los platos teéricc;s, denotados por N, éstos miden el ensanchamiento
de la banda del soluto de la muestra a medida que pasa & través de
la columpna. Los platos tedricos se calculan directamente del
cromatograma. Un plato tedrico es un daterminado equilibrio entre
la fase mévil y la fase estacionaria.

€1 namero de platas depende de la longitud de la columna, a
mayor longitud de la columna mayer niumero de platos, asi al haber
una menor altura de plato y mayor numero de estos habrd una mayaor
eficiencia en la columna.

Existen varios factores que afectan el nGmero de platos
tedéricos, como son el tiempo de retencién, la longitud de 1la
columna, el soluto de la muestra, ’el caudal, tamafo de muestra, la
técnica de inyeccidn, etc.

N = 16 ( ta/W, 12 5
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en  donde te .y Wy

las- mismas umdades de volumen, tiempo o

distancia en” Los platns teérxcns dati - a ‘cofipter la

.:a_tlidz'ld”de“ b ena’ :Dlumna tendré ‘mavor némerc de

TE'DRI'CCH Se denata como AEPT.
‘AEPT = L/N

donde L es. l‘a' lon ‘columna, expresada normalmente en mm;

es el larga: de : alumna necesario para un plato tedrico, es
decir, es 'la lungitud de 1a columna requerida para obtener un
equilibrio de lé_: mpestr entre la fase moévil y la fase

estacionaria. Un menor valor de AEPT significa un mayor namerao de
platos tedéricos por wnidad de longitud y por 1o tanto mayor

eficiencia da la columpa.

PROMEDIO LINEAL DE LA VELOCIDAD DE LA FASE MOVIL: Se denota u, es
usado cuando se presenta esquemdticamente AEPT en funcidn de u para

estudios de la eficiencia de la columna (Ecuacién de Van Deemter).

FACTOR DE SELECTIVIDAD: €1 factor de selectividad es la relacién

del tiempo que dos picos bermanécen en 1a’ Fase estaéionaria- Enila .
fase estacionaria se realiza la separa:mn y de' a:ugrq«:”fa 'la_ :
tnteraccién gue haya con un> compuesto ! Cur

seleccion de que pico .sale primero.y. cual:

se denota por.la letra griAega alfé-( a )3’

dos picos tienen solubilidades iguales‘ con .respe:tn a la v'Fise

mienh as més

estacionaria y no. se realiza  la separac;ﬂn,, R
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elevados sean 165 valcres >dev‘ :(-x, mayor ia selecfividad de la fase

estaqiu;\avia, mas FA:ll la separaclén y me_mr' resolucidn.

=:Tm )/ ¢ Tn (a) = Tm ) = T’r {b) )/(T’r (a))

« = CTagyy

el

variar

c. Puede camhiarsg“

temperatura, utiliigndu ,nq'p'a"r'a calumnas o una’ circulacidn

de agua.

FACTOR DE CAF'ACIDAD Se 'enota par: k’ Es la. i-eia:ion del ‘tiempo

que el soluto ucupa ‘an la Fase estac:onar ia y “la -Fase mdvil.

‘tamb‘i’én por ! K= KB

EFICKENCIA”DE:LA* COLUMNA: - Al mtruducir ‘ima muestra en la calumna

'n'restrechn perfil de concentracion (Tm), a

esta 'se"pres'e'néa como

medida que la muestr'a. se reparta entre la fase estacionaria y mévil
-Vy es arrastrada por la ultima ‘a través de la columna, se extiende
en una cnncentra:xﬁn de perFil gaussianu o normal (Ti). Mientras
mas taempu permanezca al | picn en la columna mds se ensancha,
volviendose - mas curtn Yy mas_' ancho pero sin perder su Forma

gaussiana (Tz)."’ A la :apa:idad de una columna de proporcionar picos
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[N

'e llama alta eﬁciencxa de da calumna ¥

altos vy picns delgadus 5e

. se mide calculanda'el numer e de platns teéricns :

La resnlu:idn Esta r laciunada con la eficiencia ya que al
‘utuxzar en la Fﬂrﬁ\ula :Dmo dennminadnr el promedio de las anchuras
de pi:o se manega la velncidad de ensan:hamlentn de ta banda en 1la
columna y puede medirﬁe como namero de platos teédricos.

Una reaolﬁcién iggalv a"l se  considera como una separacidn
tompleta aunque en rsand-adAe/s 8%, Cuando R = 1.5 la resqlucidn
es completa y hay solo una‘sgbrepos;ic:itn de 0.3%. '

Una forma de ,exbligar k}a Vreénlucidn es nbser\)ar; que R. = ‘1—25 el
nimero de picos ﬁqué_ _,‘puedenfl ‘acomodarse entre les - dos ;:i:qs de

intereés.

Ta‘nto'-la‘ ;éieétfvidad, come la eficiencia N y' al Factur de

capacida'dAk"eé‘:t‘énﬁ-ast'rechamente ligados a la resolucidn al

utilizar’: 1a ‘sriguie'nte' ‘fdrmula:

R= & (& =1/ & ) { JIN ) (. L+k?)
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~Pico’ del solvents’

«—Pits da aire

RESPUESTA DEL DETECTOR

Figur 1a
pu.-,o; Wh/2 es el
am:ho del picn ‘a la mitad de la altura; N. v Nn son los

2 respectivamente.

2.2.3. Componentes basicos de un, natografico

Un sistema“ crnmatugréﬂc esta- ‘_:i;nstituidu por la fase
mévil,r bumba,» 1nyec{;gr ; _eteétnr" yr un - integrador de
resultados. (Figura 3

‘Tndo slstama ;_lro t'dgr'éFica estd integrado por dos

componentes, unu llamad Fase eatacionaria y otro fase mévitl,

La Fasé esta:ionaria o fija, es donde tendrd lugar la
separacidn, y e,s;tamhien‘ 1lamada soporte o adsarbente. FPuede ser

sélida o liquida.
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La fase mﬁvil o eluyente, “es’ la élue EF:e:ttla la .separacién de

la me-:la al d sp azarse

r iiqhiﬁg e

gaseosa.

'FASE MCNIL:

que 1nFl uznc:an

haJo‘ prec iu_. .

estacionaria.
" k. Tener lpél;a_, permitir la retencién

columna.

1. V_é.lan%e ! ] ,pulé idad del solvente debe ser

el

k"entr.'e 2y 10, k' es

6v 1. Los valores de k° menores
‘no es retenida por la fase

fy da como resultado separaciones muy
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pnbres. Lns valores de k? mayores de 10 indican que la muéétva
s8 retiene excesxvamente par la fase estacxonarla de la :ulumna

y daré c mo resultadn un tiempo de andlisis.muy lar Pnr,estas

raznnes,, es necesar:n ajustar el valor . de’ kf en ese rango,

mezclanﬂé alventes de diferentes pularidades.

‘La Filtracién del solvente antes de que entre a’'la. bomba: as’una

' etapa impurtante, ya que 1la cuntaminaclﬁn de lﬁA bumba por

'_ ascurrimientn o;:escape de fase mﬂvil

O

-deﬁ Fluju ‘y

particulas;:daﬁé el func1unamiento de la vé vulas c:aslnnandc

Estn cambia la velocidad

redu:a rla> raprnducibilidad de 'los  tiempos de

reten:ién Y de las areas de las picas. Ademés, las particulas

pueden': rayar ‘la* superficia

Ygel  pistén de la  bomba

permanentemente.

La’ Filtra:iﬁn de la muestra, yal que las part:culas no disueltas
o suspendidas darén resultadus pucus 5atis¥actnr:as y dafarian
tambien 1a culumna.- :

En muchas, o:asiones, @n especial con fases polares. existe una

" marcada tenden@ié»del axigeno y otros gases a disolverse en el

liquido, =i estos-gases se degasifican 'denﬁrb del instrumento y
Furmah:burbujas; pueden afectar seriamente el funcionamiento del

deée:tufry la eficacia de la columna por lo que es necesario

_remover estos gases disueltos antes de comenzar el andlisis.,

Los sistemas de solventes mids comunes son::

a.

Fara cromatografia de adsorcidén: hexano, cloruro de metileno,

cloroforme, metanol y acetonitrileo, comdnmente se usan mezclas
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‘solventes : para

binarias de  éstos obtener un valor  de k’

favorable.

" b, Para los ‘empaques de:

- solventes. mds’ usados

c. Para intercambie idnicoize1¥salvanta

ca Controlada.
usa cominmente
acompafiada de un programa .

pa‘ra el "Eamb"ié dniv:i:g del solvente durante el

anélisis‘.} : 3
d. Para ,gramal':ugﬂr'a'Fi:a_r.da : pery’m_evéci;b'n en gelts la yprimera

cansidera\:iﬁn és . s‘ale(:c.innar" él . solvente que disuelva

los polimeros de alto peso mnlééular. El tetrahidrofurano

vy el tolueno son los solventes mds usados.

Loé solventes usados en este tipo de cromatografia. debardn sar

giempre grado HPLC., ¢ 2o, 2i, =@, 27 7

PRECOLUMNAS

Ayudan a la mejor separacidén de mezclas de dificil resolucidn,
éstas al igual que las columnas pueden tener diferentes fases
estacionarias para brindar una mayor versatilidad de la técnica de
CLAR, por lo que, las precalumnas pueden separar compuestos en base
a su peso molecular, en base a: cargas eléctrigas, en base a su
coeficiente de distribucidn entrEK dos' liquidos, "de esta manera se
puede obtener una mayor eFi:ienéia en’ la ecolumna analitica. tLas

precolumnas también se utilizan con frecusncia en cromatografia de
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fase ,inv'érr-srar, . :iisl;{;vlv;""a -i_r‘a‘ faéé
estacionar i_é f' ila 5
esta, . empacad
analxtx:a

Fase mévi 1

. columna anal{tic

COLUMNAS, -

La‘-columna’ es la parte’.mds ‘impo_rt:ante de tod;: el sistema

crumatugré#i:u, ya'qu | el'l‘a ocurre la separacion de los

componentes de la mezclafen astudm- La columna estd constituida

par un segmentu de tubo de miter:al lnerte, que cominmente es acero
inoxidable el mds utilizadn, ‘de didmetro  uniforme, resistente a
altas presu:mes,_ eon unn lungitud de 10 a S0 cm en promedio. Las
columnas mds éFica;es son ,de didmetro pequefo de 3 um,

tiliiai;las en el sistema de alta velocidad se

Las colum

tudios  tedricos sobre las ventajas de las

basan en estenso
partfgt{]:a’s;mé __.c:li:nréstn— se ha establecido que los
n_\encn'es‘_.' A!.:'.Ff - particulas muy pequeRas e
ame u:_u;rgo 'dé la longitud de la
‘ J.a_. :‘Dllumna‘y del tamaio de
el vnluv;nén‘muav"to lo que supone

ntas y tiempos de retencién

permiten:una éFi:aEia mayar por unidad
columnas de alta velncxdad

iguales a' superinres a las de los
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de la res:s enciaa l

‘columnas

:Las cdiumﬁas de;alta

por tantu un FluJD superior. La alta eFx:aci

al peqqeﬁa velumen muerto producen un'resultado‘:adi

anchura c‘191 pico se reduce signiﬁbativamente, estn supone que la
altura correspondiente  a la  misma :antidad ",de_,-ml,le_stra,'i‘es,
incrementada o, dicho de otra manera, ,menm‘esk ca‘ntidé‘aes :d'araﬁ

lugar a picos de la misma altuv‘a.que los que se abtendl'kan a partir



de cantxdades superior s ‘en un slstema ‘canv ﬁinn l'éun;una columna

nicamponente . de ‘una

lﬂga1 en cinco o

maJnra Smpartante, por

minutos’ o un.

SISTEMAS DE_BOMBEQ

En: tnda sistema :roma gréficc la homba es muy xmportante. ya -

qﬁe ésta realu.a la Fuﬁ:idn de prnpnccxnnar la Fuerza necesarxa
para 1mpulsar el lnquido a elevadas presiones.

Las cara:teristicas de una bnmba son

a. Debe . sor qu{micamente inerte y capaz de haﬁéjafffosidiFerenpés

tipos de salventes.

b. E1 sistema de bombeo no debe generar puilsos que se;tfadﬁzcan‘én

un gran ruido por el detector.



dia™ & idia

bomba

calumna para 1ncrementar la rasnluctén

. Capacldad para’ poder cambiar de un sistema de tég a‘otro.

¢ 20, 31 >

TIPDS DE BOMBEQ
Les sistemas de bombeoc se pueden diyidir én dos grupos; de
presién constante ¥ de flujo éonétaﬁée (o desplazamiento

‘canstante), ¢ 2. 21, I3 2

a. Bombas de presidn constante
La - forma ! Ra-: bomba de presién' :cﬁstante
coﬁsis:e:gh orma’ de espiral an

fase movi : se le:; culnca

pres 6n cnnstante en donde el’ giﬁtdn

gaé‘,yi 1a fase mévil, En géne?al; las

se ' encuentra

bombaéw ‘constante tienen . las siguientes
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caracter;sticas. BES

1,

Bnmbas de Flujn :nnstante

1.

- pr‘esidn v de o

sem:il las e

Estas se pueden suhdividlr an: das ttpusx !

De cédmara reducx.da o’ tipo . Jeringa' V, Mantienen constante
1a’ velm:‘idad de'#lu]o, la Fnrma mas simplé cansiste en un

pistdn a::innadu .. por un tnrnilluy si el tornillo se

mueve ‘a una velacmad constante el dasplazamientn del pistdn

sera constante y ‘una : \ que el sxstema ha alcanzado la

veln:idad de flujo serd

constante, ‘y'dan también -Flujos libres de pulsaciones debido

“‘una desventaj: tienen

interrumpir el flujo de
a llenar la céamara v
s volumen de fase movilg
3. -‘ de bombas se utiliza para
'eﬁl‘uc’ién, permitiendo una buena

gradientes . de

r’eproducibilidad "E‘n.'_: la elucidén de muestras, y ademés
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. son relativamente cps}:asas.“ :

2. Con iannH:u " txpn recfpr'd:mi

n t es :émaras,,

es decir, un

‘ter"r‘ump’ir‘ ig deteccién de la muestra,

.qxempre ocurre, debido a que el crumntdgr
'Vliquidos es - ‘equipado con aditabentos ;’,qu‘e f cnrrigen

7’»estns pulsus, Y pnr otro lade, al pasar . la fase mdvn por

particulas de - adsorbente, por la misma
‘ Flujo ! que ofrecen, van atenuando las
‘. de “la columna, de tal manera gue se

1a misma, un flujo mds contindo.

°“:"v.t,‘cv'= y la de gradiente. ¢ o
6da'» la cromatografia. La fase mévil

volucra un cambio en la composicién

del’ sbl'iiénte t‘ietvnpn' que se lleva a cabo la

:romatngra*F 'Gene_falmente s usa - un programador para controlar

las veln::dades de FluJo de ‘dos ‘0 més solventes para llevar a cabo
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es permﬂ:en el lavado

ir:la muestra en
vu/na- \)élvula de
Lns métodos de
ase mdvil hacia la
1a mdestfa»es introducida

el proceso de

de’ la :pldhna. Ahora es
de’ la valvula, usando una

areial o' totalmente, pers si se

ecomienda llenarlo 'tntalmente. Cuando se

lle?a'ia muestra hacia la entrada

" V).»a “columna sdlo se interrumpié

mument&neamente pur el :ambiu de pnsicion de 1a valvula.
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En la acéua’l'idaﬂ " la muestra se puede hacer en
forma = automati l‘i:ls', “inyectores automdticos
consisten deiiina. va1viil (tomdtica, ‘un sistema de

ctrdnico’ que. sirve para

ciones por muestra,

yeccidn-para; el'; reg.istru,

2guja doble pasa a traves del sello

Y e’l:‘f"a‘i s.conductos de la aguja. Este

alre " prest

‘nga para ECLAR. La jeringa

ede " ajustarse 'para'v dar . varias

‘volumenes; ‘sin cambia ‘“sea 14’ jeringa o el "loop” de la
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vélvula.‘ ‘Los’ 'vi'a_le's' de 1a " muestra pueden estar selladas o

..;b‘ieritus‘;‘ p;ara' _este mét’nallz_ “de . introduccién. La ‘aguja de la
¢ Al d ‘vla muastra ¥ saca el volumen
jola jerlnga carga la muestra en la
a mismav manera::omo gi ‘la vdlvula se

e lla‘_'.vélvu.la es accianada y la

unos -de  los errores que se

presentan en el anél:sx‘.s _uantitativc, gcasignpados par el manejo

¢ 2a, 313

manual de las té:ni:as de 1nye:|:i6

DETECTORES
En CLAR, un detector es esencial y debe ser sensitivo para un

monitoreo :nntimﬁlo de los efluentes de 1a columna.

Desafortunadamente, la sensibilidad a las bandas efluentes puede

ser dificil, dado que las prapiedades fisicas de la fase mévil y

les ;olutos a menudo son bastante similares. Varias consideraciones

han sido persequidas en el desarrolio de la moderna cromatografia

de liquidos en sus detectores. ¢ @« 2o

1. Medida diferencial de una propiedad de cantidad de soluto en
volumen o general de la muestra y del solvente.

2. Medicidn de una propiedad de la muestra, que no posea la fase
mavil, ’

3. »Dete::ién pnsternar a la elxminacidn de la fase mdvil.

rumatngraha de liquidos seria uno con

a.. Taner una alta f-1=1 sxbilldad Y- la misma respuesta predecible.
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b. Responder a_ todos ‘los- solutos, o de-otro.mods,”especificidad

predecible.

c. Tener un amplio ranga _dé_ finealidad.

“d. Ne ser afectado por canb

la - fase movil. .

g.

h. Tener ‘una “res)

soluto.

i. No ser destruc

j« Proveet ‘informé‘cidn‘ dqaligat_iya ‘del pica ‘dete:ﬁédn.‘~ ‘_

h,  Tener una . ;'e"suu'e‘s-i:ia

: liguidos,

50" -dﬁtimn de’

fluctuacior

iﬁsti‘dm‘ent

bamba, tam/l;n.e":puéae‘ haber. desplazamientos’ de .la linea base hacia
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“arriba o hacia abajo debido a cambies ‘en la respuesta del vdetec‘tcrr .
por un uso iy prolengado. .. ’ : ;

'El ruidu del detectnr no

o aparentemente ) su'_n

a del . detector . son " fu

dela del ruido.

Para un detector que se utilizard para andlisis ciantitativo,
la seffial de salida deberd ser lineal con'-la concentracidén .{(g/ml)
para un detector sensible a bajas concentraciones .y con la masa

para un detector sensible a la cantidad de materia (g/seg). (®-20)

tos detectores mds utilizados en crﬁmatqgraﬁa de liquidos

son:

a. Detector Espe:trofotnmétri:q (UU/VIS)

Estus detectore sun I.us de més uso an CLAR y responden a

aquellas sustan que absorben luz" visible o ultravmleta. .
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és enfocado a través -

e otodeteccisn. Cuando

" amplificada e inty
relacién ‘entr
concentracion

donde: 6’; A£;orban

Lé’sen;i il
valo;'aél,’
?LQLEAQo;i
y-vsfianren

Existen 3 de datectores

espectrafotnmEtricn’

Usan una ldmpara

t. Detactores de- lnhgitﬁ a fja:

mercurio

de cuya linea de emisién
.us0 . de filtros permite

-aislar las ;lineas de Emlsidn Fenen eé;ﬁ 254 nm.

2 de ‘nnda variable.kUsan una. ldmpara

Dete:tnres de: lnngitudf

de ' deuterie icome: fuentd . o de 11Uz, ‘cuyas lineas de



Detectores” da.

pero. tisnen ©up deté:ciﬁn “que permite
os- inng‘itud‘e‘s de onda, con
1o cual  me lé relacidn entre ambas
lungit‘udes. Esta.rela{éién“es ,'ﬁtil para identificar picos y
ccmFirm;r su purecza. »

Detectores de barrido (UVY/VIS): - La caracteristica principal
da este datectur. es que puede barrer rdpidamente por

varias longitudes de onda, durante la elucidn de

un ° piezo de «romatografia. Esto permite acbtener un

espectre de absorcidn para identificar la longitud de onda
6ptima, Con los detectores de barrido se pueden
realizar varias funciones en forma simultdnea tales como
cromatogramas a dos o mds longitudes de onda, grdficas de
relacidn v barridos rdpidos. También es posible
programar cambios en la longitud de onda mientras se
realiza una corrida, lo cual gpermite optimizar aan mas

la longitud de onda,




5¢

b. Detector de lIndice'de. Refraécisn

J@dno:idb “como " rafractometro -

Este - detector -

ﬁif#feniiai.u}sél ha;ﬁ ‘en 1él>:hecﬁa :dé' que ia hé*nr{éiﬂe‘lns
lﬁqu;dogﬁti;niﬁ diFe;en{e indice de reFracEgﬁn. El dété;tor mide
la dif;rané;l~;ﬁ£}é’ia’fasg’mﬂvil pura y el soluto que eluye de
ia columna. El»kdetector de indice de refraccidn as casi un
detector  universal, pero es poco popular en cromatagrafia
liquida por las siguientes razones:

1. Tiene menos sensibilidad que los detectores  por
fluorescencia o ultravioleta.

2, Es soensible a vartaciones de temperatura. Esto se debe a que
el indice de refraccidn cambia con la temperatura. Por
otro lado los elementos dpticos del sistema estdn disedados
para detectar cambios pequefios en el dngulo de la luz y por
lo tanto cambios en la temperatura ocasionan variaciaones
dépticas.

3. Tendencia a romperse y sensible a 1la presidn, también la
celda de fluje del detector es muy fragil.

4. No puede usarse normalmente para gradientes. Si la
composicidén de la +fase mdvil cambia, al ({ndice también
cambia. La elucidén con gradiente s6lo se puede hacer
dividiendo el flujo de la fase mdévil usando dos columnas,

una para la muestra vy otra de referencia,

€. Detector de Fluorescencia
Las ventajas mas grandes de la fluorescencia son la

selectividad y la sensibilidad. Se trata de una técnica muy
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pnderasévcﬁa3¢o sekrealgﬁanrapalisls de sustancias que existen
eﬁ muy pquéﬁéicgétiagd (tf;:as).:‘ ‘ '

Cuaﬁdu‘uﬁérmulé:ﬁla absorbe enargia ocupa un estado de energia
excitadq; esta energfa debe disiparse antes de que la molécula

vfegresé a su estada normal o nivel de energia basal., Si la

molécula cae instantdneamente a su nivel basal con la emisidn
de energia en forma de luz se dice que fluoresce. La luz
emitida es generalmente de baja energia (mayor longitud de
onda) que la radiacidn de excitacién. Es importante bacer notar
que la fluorescencia no se presenta a menos de que haya primero
absorcién de energia.

La cantidad de fluorescencia o eficiencia se puede definir
gencillamente como la relacidn entre el nlimero de fotones
gnitidos con el numero de fotones absorbidos. De tal manera que
la eficiencia tiene un valor mdximo de 1. Las moléculas con un
valor de eficiencia mayor de 0.5 son altamente fluorescentes
mientras que las compuestos que tienen un valor de eficiencia

ménur a 0.1 tienen muy poca fluorescencia.

d. Detector de arreglo de diodos

€s un detectar que presenta mayor retolucién y sensitividad
en un sistema de longitud de anda variable, Este detector de alta
resolucién ofrece un mapa espectral con monitoreo continio de la
muestra, pudiéndoseg trabajar en regign UV/Vis, y presenta la
ventaja de upa mayor  sensitividad. cromatogrdfica y espectral y

reporta las graficas en tercera dimensién. ¢ 20. =1 )
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Existen también‘dété&ﬁbreé‘e}é:((oqﬁ{@{dné iVFFQPrnﬁés; dé

cnnductividad, &é}?adldact%&iﬁéd yvpnr'éSEEEtﬁqfntnmé‘ﬁii de masas.

€ 7, m, =231 3

FASE WOVIL

r
)
: COLUMNA: SITIO DR SEPARACION
.
[]
: COLECTOR
J'—l
GRAFICADOR
bE RESULTADOS

figura 3. Componentes basicos de un sistema cromatogréficao.
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2.3. VALIDACION DE METODOS ANALITICOS

En general, los métodos analiticos que se  llevan .a cabo
pueden comprender identificacidn, determinacidn de impurezas vy
valoracidn cuantitativa, Las caracteri{sticas fundamentales que
deben poseer los métodos analiticos son especificidad,
sensibilidad, exactitud y precisién. Estas caracteristicas deberdn
comprobarse empleando las técnicas estadisticas adecuadas.

t.os métodos cnal{ticos pueden dividirse por su origen en los
siguientes grupos:

1. Métodos Ffarmacopéicos: Son aquellos que aparecen en la
Farmacopea de los Estados Unidos Mexicanos. Si por alguna razén
éstos no pudieran aplicarse, se utilizan los métodos consignados
en las farmacopeas de otros paises.

Cuando estos métodos se utilizan para el andlisis de materias
primas, no es indispensable comprobarlos estadisticamente. Sin
embargo, cuando se trata de Farmas farmacéuticas se debe tenar
presente que debido a la gran variedad de formulaciones
existentes, los resultados pueden no ser satisfactorios vy
entonces es deseable comprobar la validez del método en el caso
particular que se esta analizando.

2. Métodos oficiales: Se considerdn métodos oficiales a aquellos
que aparecen consignados en textos como Cddex, etc.

Como estos meétodos generales son sometidos a estudios
estadisticos antes de ser incluidos en estos tesitos, no es
indispensable comprobarlos antes de su empleo para el andlisic

de materias primas. Para productos terminados valen las mismas
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considerécinnes'que para los métodos farmacopéicos.

Métudns ‘no aficiales. Son ‘aquel las que aparecen.en la literatura

'te:nxca. algunas veces como métodos tentativos o propuestas para

~su \n:lusxén en Farmacopeas y demds textos oficiales.

Tanto para su empleu en el anilisis de materias primas como en

el de productos terminados, estos métodos deberidn sér
comprobadas previamente a su utilizacieén varificando su
especificidad, sensibilidad, exactitud y precisidn, aplicando en
cada caso los métodos estadisticos necesarios.
Metodos Desarrollados Internamente paor el Laboratorio para
Materias Frimas, Productos Intermedios y Terminados: Cuando no
existan meétodos analitices correspondientes & las categorias
descritas en los incisos anteriores, o bien cuando por alguna
razdn particular éstos no puedan utilizarse, se desea mejorarlos
o bien se hayan obtenido resultados dudosos al aplicarlos, el
labaratorio podréd desarrullar sus propios métodos.

En ese casq,. slempra deberd ser comprobada estadisticamente la
validez del metndu, }u?' lo que se refiere a especificidad,
sensibilidad, exagtigud yvprecisian.

Matodos Ana}it{:éé ib9§ar;p}1adus por el Solicitante del
Analisis: En aléuﬁus‘b césﬁs, el solicitante del andlisis
prnpnr:ionara.su_ﬁropia métoda apalitice (como en el caso de un
método parti:uiér epviado con la solicitud del registro del
medicamento aﬁte la Secretaria de Salud). En estos casos el
método se considerard como ya comprobado, el laboratorio lo
aplicara al anAlisis de la muestra y se limitara a reportar los

resultados obtenidos caon dicho métoda, ¢ =4
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La validacidn de métodas.anaifﬁiCerse -define como, el
'prm:esc por el cual queda estable:idnv'pnr 'é%t.udias de laboratorio,
que ‘la capacidad del método satisface los requisitos para las
apl;cacipnes anal{ticas deseadas. (Tabla 3)

En la validacién de métodos analfiticos se debe validar tanto el
sistema como el método: ®1 sistema es con el cual se estudia el
problema de interés (por ejemplo, cromatégrafo de liguidos de alta
presién, espectrofotdmetro); y el método es el procedimiento gue a
través de técnicas nos permite conocer o determinar las sustancias

de interés.
2.3.1. Definiciones y Determinaciones

2.3.1.1; tinealidad: l.a Linealidad de un sistema o método analitico
es s hahilidad para asegurar que los resultados analiticos, los
cuales j;aueden ser obtenidos directamente o por medio de una
.traﬁéfd?ha:idn matematica bien definida, =on proporcionales a la

concentracién de la sustancia dentro de un intervalo determinado-

a. Linealidad del Sistema
Se determina construyendo una curva de calibracién
{eoncentracidm vs respuesta medida) utilirando cuandoe menos S
diluciones preparadas a partir de una misma solucidn patrén vy
ha:iénda andlisis cuando menos por duplicado para cada dilucidén,
El intervalo entre las concentraciones a analizar dependerd
del propdésito del metodo: para contrel de calidad vy de

seguimiento de la estabilidad de una forma farmaceutica, debera
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astar 1n:lu1da la :nncentracidn sele::iunada :nma 100&.‘

NOTA: - Se’ cnnsid 'concentracxon de la- muestra an
ia 'spluci g i ¢ qgetlprnporc:ona una respuesta
adecuada’ de.-cuantificacidn. e utiliza

estinda

“CRITERTOS:

b, |

lacebos adicionados de cuando menos

vrde’la sustancia de interés, (placebos

na ‘égcia de éxclpientes mas una cantidad

“los placebos cargados deben ser las

ut‘lﬁiando el métado propuesto, las

cﬁntént?éciqﬁés l;s, soluciones finales a analizar esten
dentru fdei intervalo de la tinealidad del sistema, incluyendo
siempre la :urrespnndxente al 10%%,

La amplitud del estudio dependerd del uso y aplicaciones del
método. {(Control de Calidad, Estudios de Estabilidad, ete.) vy
deberé& llevarse a cabo por un mismo apalista en lag mismas
condiciones de operacidn.

CRITERIO: Cantidad adicionada vs cantidad recuperada: m = 1. b = 0,
r2 : 0,98

Para método cromatogrdfico e1 promedio de recobro deberd
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'ser de 95—102/ ¥ los CV deberé ser 2% para :ada nival Y

lug globales d tuda e!'

ntervalo de . la Linealtdad.

aid_-dg'ihh .método analitico est4

-exacta:

La axactitud de un método analitico es' la

Exactitud

23.:.3.-

concordan:ia entra un valor abtenido experimentalmente y el valor
de referencxa. Se expresa como el porciento de recabro abtenido del
‘?ndlisis ‘de muestras a las que se les ha adicionado cantidades
conpcidas de la sustancia.

Se determina de, cuando menos, & placebos cargados de manera
independiente con la cantidad necesaria de la sustancia de interés
para agabtener la concentracidn del 1004, wutilizanda el método
propuesto. Haciendo . el andlisis en las mismas condiciones de
aperacidn y por el mismo analista.

CRITERIO: PROMEDIO DE % DE RECOBRO entre 98-102%

2,3.1.4, Precisidns La precisién de un método analitico es el grado
de concordancia entre resultadas analiticos individuales cuando el
procedimiento se aplicta repetidamente a diferentes muestreos de una
muestra homogénea del producto. Usuvalmente se expresa en términos

de Desviacién Estandar o del Coeficiente de Variacidén.
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La pre:isxdn es una medlda del grado de reprnducxhilidad y/o

repet:bilidad del metado analxtxco ha:u las candicinnes nermales de

nperacxﬂ

,z.Sfl.g;l{’Rapetihilida&: Es ‘la precisi6én de un método analitico
exﬁreséda’,ﬁumu la Euncurdan:ia obtenida entre determinaciones
independientes realizadas bajo las mismas condiciones (analista,

tiempa, aﬁaratn. laboratorio, etc.).

2.3.1;4,2. Reproducibilidad: Es la precisién de un método amal{tico
expresada como la concordancia gntre determinaciones independientes
realizadas bajo condiciones déierentes (diferentes analistas. en
diferentes dias, en el misma y/0. en diferentes laboratorios,

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

a. Precisién del Sistema
Se ' determita por el andlisis sextuplicado de una misma
solucidén estdndar correspondiente al 100% establecido en la

Linealidad del sistema.

CRITERXO: CV £ 1.5%

o

Precisién del Método )

Reproducibilidad:  Se determina de una muestra homogénea del
producta cercapa al 100% de la concentracidn tedrica, analizada
cuando menos por dos analistas, en dos dias diferentes y por

triplicado.
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CRITER1O: GY TOTAL & 2%
Repetibilidad al ° 100%1 Se determina . de  cuando menos, 6

placebos cargados (placebos adicionados del prineiﬁiolgétivn),UH

de manera independiente con la cantidéd;‘necéééfié »ﬁé

sustancia de interés para obtener la cnn:enﬁraéio déla(dﬂ p b

utilizando el método propuesto. Haciendo el andlisis eﬁ'}ésbr

mismas condiciones de operacién y por el mismo. analista,
CRITERIO:s CV £ 2%, el método es preciso.

2.3.1.5. Especificidad: Es la habilidad de un método analitico para
obtaner una respuesta debida dnicamente a la sustancia de interés vy
no a otros componentes de la muestra.

Con el método propuesto:

1. Analizar placebos del producto.

2. Identificar la respuesta del activo, y si procede, de los

excipientes y/o de otras sustancias presentes.

CRITERIOQ: Canfirmar que el método desarrolladoc es capaz de
cuantificar la sustancia de interés sin que exista interferencia

de otras sustancias presentes.

2.3.1.46. Estabilidad de la muestra: Es la propiedad de una muestra
preparada para su cuantificacidn, de conservar su integridad

fisicoquimica y la concentracidén de la sustancia de interes,
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después = de almacenarse durante un tiempo determinado - bajo
condicianes especificas,

Se determina mediante la comparacidn de los resultados de los
anéiisis iniciales de 3 muestras con los obtenidos de las mismas
muestras después de permanecer por un tiempo determinado en
diferentes condiciones. :

Almacenar las muestras analizadas bajo distintas condiciones
(temperatura ambiente., refrigeracién, protegidas de la 1luz, etec.),
durante un tiempo preestablecido por el analista dependiendo de las
propiedades fisicoquimicas de la sustancia.

Reanalizarlas bajo las mismas condiciones de operacidn,
utilizando una solucién de referencia recientemente preparada, para
cada tiempo, de acuerdo a lo establecido en el métode analitico.

La determinacién debe ser efectuada por un mismo analista.

CRITERIO: La muestra es estable si el IC para la diferencia de la
media de la muegstt-a con respecto a la media del andlisis inicial
incluye el valor de cero y/o la magnitud del efecto no exceda para

matodos cromatogrdficos el mds o menos 2%. ¢ B. &

CV: Coeficiente de Variacidn
IC: Intervalo de Confianza al *95%. Un intervalo de confianza es una

estimacién del parémetro por un intervalo al azar,

2,3.1.7. Limite de deteccidms Es la minima concentracién de una

sus_t'an:‘ia'reh Una. muestra la cual puede ser detectada, pero no
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necesariamente cuantificada, bajo’ las condiciones  de operacidn

establecidas.

2:3.1.8, Limite de cuantlFicaci Es la menor :on:entracxﬁn de una .

exactitud aceptables

condicianes de opera::dn

establecidas. ;' O

2.3.1.9. Td}e‘raﬁqial La »t.c:lyéram:ia de un‘métndo analitico es el
grado de reproducib;lidad de los resultados analiticos obtenidos
por el analisis de 1a miama muestra b;jo modificaciones de las
condiciones normales de operacién, talés como diferentes
temperalturas, lotes de reactivos, columnaé, sistemas de elucidn,
tipos de' empaque {spporte, Fase estacinnaria,_ etc.), condiciones

ambientales, etc. ¢ B. ®. 10, 11, t4
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PARAMETRO CONTROL DE INDICADDRES DE BIODISPO~
CALIDAD ESTABILIDAD NIBILIDAD

LINEALIDAD Y

* PRECISION DEL x * ¥
SISTEMA

" LIMITE DE
DETECCION . ¥ ¥
LIMITE DE
CUANTIF ICACION * *
EXACTITUD Y
REPETIBILIDAD ¥ * x
AL 100%
LINEAL IDAD
DEL. METODO * ¥ x
PRECISION - _
(REPRODUCIEIL IDAD) & ¥ %
ESPECIFICIDAD
(CONTROL, DE CALIDAD) % 13 ¥
ESPECIFICIDAD
(ESTABILIDAD) 3 ¥
TOLERANGIA
DEL SISTEMA « ¥
ESTABIL1DAD
DE LA MUESTRA t 3 ¥

Tabla 3. Parametros que se deben evaluar considerando para que

ser4d utilizado el método analitico.

+in
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3. PLANTEAMIENTO -DEL PROBLENA

VL;a v‘Aalida::i‘ﬁn de métodos analiticos es una parte fundamental
ciei deéa}*rolio dé toda nueva formulacid6n y también lo es de la
técnica . de andlisis de control de calidad de wuna Fur'ma
farmaceucxca, ya gue serd aqui donde se notard si el estudio que se
estd evaluando sistemdticamente, cumple con los propdsitos para los

cuales ha sido disedado.

Actualmente, la mayoria de las formulaciones farmacéuticas,
centienen ademds del principio activo, unpa gran variedad de
materias inertes con las cuales se debe asegurar la calidad vy
estabilidad del producto final. Para realizar un analisis del
principio activo se debe seguir un tratamiento previo como medida
de eliminacién de los excipientes y cuwantificar sole el pripncipio

activo.

Para 1la determinacidén de LISINOPRIL en tabletas se hard un
estudio previo de modificacion del método analitico reportado en
farmacopea, ya que en éste, se habla de un sistema cromatografico
en =1 cual se deberfa utilizar una columpa de 4.6 mm % 25 cm
empacada con particulas de S um de L7 (octilsilane) y la cual
deberia ser mantenida a S50° Celecius; esto ultimo no se tiene al
alcance en el laboratario. es decir no se puede mantener la columpa
a 5S0* Celcius, por 1o que s buscan algunas madificaciones al

meétodo analitico, que sean igualmente eficaces y una wve:z
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encontradas las . nuevas 'cdndic;uhes'; sefbodéé proseguir con la
validacidn del método analitico para’fn:unt‘frnl"_ de calidad.

‘Los parametros tentativos éerﬁntl;\l Bﬁsqugvﬂ'a‘qe una nueva fase

- movil, un ﬁiempn de retencion mds’ corte ‘vevljucidad de flujo, vy
medio de disolucidn; son princiﬁaljment‘e ‘las! modificacicnes para

proceder a evaluar el método anal(tiéﬁ_n.* :
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A. OBJETIVOS

OBIETIVO GENERAL

Madificar y wvalidar un metadu'éﬁaliticofpara control  de

calidad para la determinacién vy cuantifica:ibn de lisinopril

mediante cromatografia de liquidos de alta prasian,'_a:orde a las

necesidades del laboratorio.

OBJETIVOS PARTICULARES

a.

4

Realizar una investigacidn bibliogréfica amplia y detallada

del principio active (lisinopril). -

Realizar las wmodificaciones necesarias al método analitico
aplicables al equipo y al método, de acuerdo a las

necesidades, instalaciores y posibilidades del laboratorio.

validar el método modificado para establecer la capacidad del

mismo de satisfacer los requisitos para lo que fue disefado.
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S. HIPOTESIS

Mediante la aplicacidn correcta de la metodologia de trabajo,
se obtendrad un metodo analitico validado para la cuantificacidén de
Lisinopril, con resuitados confiables y reproducibles basados en
un método estadistice que demuestren que esté satisface 1log

requisitos para 1o que fue creado, con lo cual se contribuye al

desarrollo de normas de calidad de nuevos productos farmacéuticos.
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6. METOROLOGIA

. El ‘desarrello —exbm{imeﬁia’l “se llevé ‘a .cabo pediante ‘la

siguiente secuencia:’

nvestigacién: ’do:umentaﬂ

- Dasarrollo experimental. para 1a
Cmadificacidn ‘del método analftice

|

l_VaHdac'ian‘. del ‘métoda analitico modificado l

l Evaluacién del sistemal [ Evaluacién del métudn]

l Andlisis de reaultadosJ

Diagrama 1. Metodologia general para el desarrollo experimental.

&.1. MATERIAL
- Matraces voluméiricos de 10, 25, 50, 100 y 1000 ml : Mar'&a
KIMAX.

- Jeringa de aplicacién de 100 ul_Univmetrrvicrs'Cor vnr'-a'tiyp‘ﬁsv-

TP5100R

- Pipetas volumétricas de 1, 2. 3, 4, 5y 10° :trgl Marca  KIMAX
= Jeringa con vdlvula para Fgltracidn ﬁar;;a BD E
- Microespdtula Marca Stainless ’ ; ' ‘

- Perilla de succioén

— Espdtula Marca Stainless

— Matraces Erlenmeyer de 125, 250, S00 y 1000 ml Mar:'a P\IREX

- Embudos de talle corto de plastico



Para.fase.
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Papel. filtro Whatman Noi i

Frascos viales dmbar con tapén y capacidad para 10 ml, MARCA

Fapel Parafil
Membranas
‘rc> an” Sciencesr de nylon de .2 um

de porasid_aéi Y 47 nm de didmetrao, no.

talogo 66602

Para filt'rél: aguas- Marca Millipore tybe GS de 0.22 um
' de. porosidad y 47 mm de diametro, no.

. catdlogo HIJM?I477.

Para filtrar la muestra a inyectar: Marca Gelman Sciences de
nylon de 0.2 um de porosidad y 13 mm de
didmetro, no. catdlogo 66400,

Probeta graduada 100 y 1000 -m1 Marca P.K.

FPipeta Pasteur

Vasos de precipitados Marca PYREX 200 ml,

EQUIPO

Sistema de filtracidn a vacio HMarca PYREX

Balanza analitica ER-180A, Marca AND Comp. Capacidad mdx, O-—
180_ g, d=0.1 mg

Fotenciémetro Beekman Zeromatico 68-3

Bafio de hltfa_sﬁnidu Cole Parmer B8850. Instrument Company
Cromatégrafo de liquidos Perkin Elmer MODELO LC 250

Bomba Tip;:: lsn.crética LC 250 con interfase mod. 900 series

interface



_- Columna Cli
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25 em . de longitud, de
lmek'r;

] ‘n:m de longitud, de acerw

inoxidable; Marca Perkin Elmer
- Cnl_umha €1\ . Na. 1230 de 5 um »x 15 cm de langitud, de acera
ino'uldable.,-marca Parkin Elmer

- Computadora Printafarm modelo 63551

REARCTIVOS

= Acetonitrilo grado HPLC Marca Mallinckrodt, ChromAR HPLC
(ACS), Lote: LOT 2856KHAM, No. Catdlogo NAl448

= Agua grado HPLC, Marca Baxter, Lotet: BC320, No. Catilogo
365-4

- Metanol absoluto grado HPLC, Marca Mallinckrodt ChromAR
HPLC, tote: 3041 KJAL, No. Catdlogo UNLZ230

- Fosfato de Sadio Dibdsico Dodecahidratado, Cristalesy R.A.3

Marca J. T. Baker, No. Catdlogo 3822, Lote: F14452

Foafato de Sodio Dibdsico Anhidro, polve; R.A.3 J. T. Baker,

No. Catdlogo 3828-20, Lote: E41453

Lisinoptril estandar primario grade USP, Lote: F. F=100% B.S.

tisinopril estidndar secundario, H=B.Bb&Y K.F., P=91.12% B.H.

P=59,98% B.S.

- Placebo para tabletas de Lisinopril, Lote: 004013

— Acido Perclérico concentrado, Marca J. 7. Baker grado R.A.,
tote: 39343, No. Catdlogo 9652.—20—1

- Tabletas de Lisinopril de S mg‘ .Lote: 021045, P=95.12% B.H.
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&.4. METODOS

bed.d. nudi{cicacianﬁ:de’i nétodo analitica

WndiFtca:idn del, metoda analiti:u des:ritu en la United States

Phavmacnpena l; para 1a. cual se requiere de lo siguiente:

DSsnlver 2,76 g de fosfato de sodio

Squchn

monobdsi matraz

Preparar una mezcla de soluecién de fosfatos vy

,acetnnitrilu 76!4 filtrada y degasificada.

Preparacion del estdndar: Disolver una cantidad exactamente pesada

bde:Lisithril USP en agua y diluir cuantitativamente hasta obtener

una solu:idn con una concentracidn de 0.3 mg/ml.

Prepara:aon de la muestra: Transferir 30 mg de Lisinopril

euactamente pesado a un matraz volumétrico de 100 ml disolver y

diluit a volumen con agua y mezclar,

" Skstema cromatagrafico: Se equipa el cromatégrafo con un detector a

2!6 nm, una columna de 4.6 om % 25 cm que contenga un empaque de S
um de octilsilano ¥ que se mantenga a una temperatuta de soac' can
velocidad de flujo de aproximadamente 1 ml/min.

Tiempo de retencién espergdn: 3.200 a 3.60 minutos.

En donde se eXperimentéd hasta encontrar las condiciones adecuadas.
que sustituyeron principalmente el empleo del calentamiento de la

«olumna. (Diagrama 2)
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Para modificar el método se estudiaron experimentalmente los
siguientes pardmetros:
B —.Fasa mévil (conceptracién de los componentes de estd)
- Velocidad de flujo '
- Medio de dilucién

- Columna cromatogrifica

- Preparar fase mévil
(medio de dilucion)

|

Preparar STD 2= Lisinapril
(muestra)

Aplicar por triplicado
al cromatdgrafo
maodificando pardmetros

Validacién: método analitico
con paré&metros establecidos

Diagrama 2. Metodolog{a general para la modificacién del meétado.
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Para la modificacién dei método sé realizaron los siguientes

ensayos por triplicado para encdntrar los parametros mas adecuados:

FASE MOVIL COLUMNA/ TAMARD VELOCIDAD CONCENTRACION
DE PARTICULA DE FLUJO (ug/ml)
(¥73] (mi/min}

NazHPO4 .Hz0-NaaHPO«-MelH €18, 10 1.2 S0
Acet-NazHPOL, 4196 ci8, § 1.0 50
Acet-NazHPDL 4:96 ci8, § i.8 S0
Acet~Ha0 &0: 40 © €18y 'S 1.5 50
Acet-Ha0 pH 2 45:55 . c18. § 1.5 50
Acet-Ha0 pH 2  45:55 cig, 5 1.0 50
Acet-H=0 pH 2 45:55 CiB, 5 0.4 80
Acet-Ha0 pH 2 45:5S €18, 5. _ 0.6 50
Acet-Hz0 pH 2 45:55 C18, 5 . 0.5 50
Acet-H=0 pH 2 45155 Ct8, 5 0.5 20
Acet-Hz0 pH 2  45:55 €18,°5° a.5 10
Acet-Ha0 45:55 c18,. .5 - 0.9 50
Acet-H=z0 45:55 €18, 5. 0.2 50
Acet-Ha0 49:69 c18, . 5. N3] S50
Acet-Hz0 pH 2 45:5% cig,. 5 BN FY ] S0
Acet-Hz0 45:55 C18, 5 . 0.5 - S0
Acet-H=0 45:55 pH 4 c18, 5 0.5 . 50
Acet-Ha0 S5:45 pH 3 Ci89, 5 0.5 50
Acet-Ha0 pH 2 50:5Q €18, &. 0.8 S0
Acet~H=0 pH 2 55:45 CiB, § 1.0 S0
Acet-Ha0 pH 2 55:45 c:8, 5 1.5 50
Acet-Ha0 40: 40 Cif, 5 1.5 30
Acaet-Ha0 pH 2 5S:45 cia, 5 0.6 50
Acet-HzO pH 2 55:4% ci8, 5 0.8 S0
Acet-Ha0 pH 2 45:55 cig, 10 1.2 30
Acet~Hz0 40:60 pH 2 cs, 1o 1.0 50
Acet-Ha0 45:55 pH 2 ce, 10 1.0 50
Acet-H=0 40:40 pH 2 cg, 10 1.0 30
Acet-Had 45:95 pH 2 CB, 10 0.8 20
Acet-H=0 pH 2 45:55 c8. 190 1.0 30

Tabla 4. Ensayos para establecer pardmetros del método analitico.

a, Se prepard cada fase mavil de manera independiente y se
utiliza también como medio de dilucidn.

b. Para las muestras con concentracidén de SO ul, se pesd 25 mg de
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Lis!nnprll S0 2’. sa‘.‘aford a:25. ml, . de ‘estya' . solucién’ se tomé

una al(:unta da 1 "de esta dltima solucién
se tomﬁ una«al c : '_ :" Furé a 10 ml con la misma fase
mévil EI'I estudu:. E '

,Para las muestras con con:entracidn de 30 ul, se pesé 30 mg de

‘ LiSiﬂDP“ﬂ, 87D 28 y se aford a 100.ml, de esta solucién se tomd

una-alicuota ‘de 1 ml y s& aforé 10 ml con la misma fase en
estudio.

Para ambas concentraciones, S0 pl y 30 uil, las soluciones se
agitaron y se golocaron en el bafio de ultrasonide durante 30
segundos, se llevaron a su aforo y aplicaron al cromatégrafo.
Cada fase mévil se estudié con aplicaciones por triplicado
para observar su repetibilidad.

Una ver encontradas las condiciones en las Que el método
respondié adecuadamgnte, observindose esto mediante el tiempo de
retencidn detectado en CLAR, se procedié a validar el método

analitico para Cantrol de Calidad.
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6.4.2. Validacidn del Método Analitice

6.4.2.1. Evaluacien del Sistema

. »:["cv'avlidacidn ‘del métado analitico l

Saluciédn patrén Solucidén patrén
{30 mg/100m1) {30 mg/100ml)
Preparar S niveles Dilucién
de concentracidén por (30 ug/ml)
triplicado por sextuplicado

[

[ Aplicar al cromatdgrafo J

Diagrama 3. Evaluacién del sistema.

6.4.2.1.1. Llnsavlidad del Sistema

ae:Se se!e:':iénar:an cinco niveles de concentracidn: 40, &0, 8Q, 100
y 120%.

b. Se prepard suficiente fase mévil de acetonitrilo-agua pH 2 45:55
de la manera siguiente:s la fase movil se prepard con agua grado
HPLC filtrada por membrana y se 1llevd a pH 2 con dcido
percldrico, en seguida se filtrd por separadoc el acetonitrile
grado HFLC en membrana para solventes, una vez hecho esto se
mezcla el agua y el acetonitrilo en una proparcidén de 45 ml a

55 ml respectivamente.
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c. Se pesé 30 mg. de Lisiﬁopril”eéténdav‘ﬁtgmérjb'y‘afurOv;a 10¢ ‘ml

con medio de dilucién

bafio de u]tr;snnid
patrén.
d. vael 40/.
raz vulumétrico.de 25 ml cun medio de
asta d:snlucxoﬁ cumpleta Y :nlncn en el bafio
nutns. (agitar y colocar en el bafo de

dérlAbﬁisma manera para cada nivel y cada

" Be toms una alicuota de 3 ml de la

f.

4 KSOfug/ml): Se tomd de la solucidn patrén una
“ml:'y se _aforé a 10 ml con medio de dilucidn.
3§:uglml):, Se tomé de la solucién patrén una

$‘m§,y~se aforé a 25 ml con medio de dilucién.

'i.‘Parva"r‘:a:l’af, nivel " se tomaron las alicuotas respectivas por
triplicado.’
i. SE;?iltid‘qéda solucién en membrana y aplicd 20 pl. con jeringa

: al‘crnmétografﬁ.

&.4,2.1.2. Precisién del Sistems
Sé esqdeméti:a en el Diagrama 3.
a. Se peso 30 mg de Lisinopril estdndar primario, se colocé en "un

matraz vulumﬁtrx:n de 100 ml y se aford con medio de dilucién.
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De la solucidn anterinfyée tomé una alicunta de 1 ml'y lleva a‘

‘_10 ml en matra. valumétri:n para tener una can:entractdn de 30

ug/ml carrespundxante al nivel del 1004. se agité y colv:
bafle de ultrasonido cinco minutos. -Se rgpe@}é'
operacién & veces, menos la pesada.
Se filtré en membrana para solventes y ;plicd ZOQM

al cramatégrafo.
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6.4.2.2. Evaluacién del Métods

Validaci6n del métoda analitico |

Métoda

<
Lineralidad Especificidad| |[Exactitud |Reprodu- Lstabi“—
(Placebo cargada) y repeti- |kibilidad dad de la
l Nivel 100% bilidad _I muestra
Preparar 8 niveled|(Lisinopril J i200mg polvolfanalitica
de concentracidn [|STD 12 por 1% mg STD |ftab. Lis., I
Lisinopril STD 2= j|triplicado 2= Lisino- [[aforar, Muestra y
por triplicade pril + 285 ||diluir STD igual
285 mg mg placebo ] a repro-—
placebo par sextu- ||10.9 mg ducibi-
Lisinopril plicado risin. lidad
par [ETD 2= por tri-
triplicado STD 1° Lisi plicado
nopril,Nivell l
100%. Dividir
muestras
. T.A v REF
—[-Apllcal' al cromatdgrafo l———‘ —l
l Aplicar 0, 3,
&, 12 y 24hrs

Diagrama 4. Evaluatidn del método analitico,
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Lx'néa'n‘dad del’ e

6.4.2.241,°

a ' 40, eo. 89, ‘100

b. ~agua pH 2,
c. stdndar secundarioc més

en sequida se

' égregar S ml de medio

filtrd’ por membrana ‘para sulvantes, aplicé 2041 al cromatdgrafo.

B d.'N;vel éOA. Be pesﬂ 9 mg de Lisinopril est&ndar secundario mds
285 md de placebo para Lisiﬁcpril, tabletass se colocé en un
matraz volumétrica de 10 ml y se prosiguid de igual forma como
en el nivel del 40%Z.

e. Nivel B0%: Se pesé 12 mg de Lisinopril estandar secundario mas
285 mg de placebo  para ’Lisinnpril, tabletas; se colocd en un
matraz wvolumétrico de }0 ml y se prosiguié de igual forma como
en el nivel del 40%.

Nivel (Q00%: Se pesé 1S mg de Lisinopril estdandar secundario més

Fo
285 mg de placebo parar Lisinopril, tabletas; se colocd en un
matraz volumétrico de 10 ml y se prosiguié de igual forma como
en el nivel del 40%Z.

g. Nivel §1207: Se pesé 1B mg de Lisinopril estdndar 5eFundaria mas

285 mg de placebo para Lisinopril, tabletas; se colocéd en un

matraz volumétrica de 10 ml y se prosiguid de igual forma como
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en el nivel del 40%,
Para cada  nivel se repetid 1la pesada por triplicado vy -1

vapllicﬁ por triplicado al cromatégrafo.

b4, 2. 2.2_ Espe:ifi:idad del Método

de Lisxnoprxl esténdar' primario (Nivel 1.06'4),

cidn, se. culucd en el bafo de -

ali:upéa’x".’ ; F‘iyltrﬂn 'éqri " membrana
para -’ol'vefit'es : r :_;raLFo.‘

Se pes; 285 g "da ’p ¥
de me&io “de. dilucxo en’e biaﬁfn: de ultrasonido S
minutos, se .Futr’ ‘r'\n‘ alicuota del
filtrado dgfl m tomd una segunda alicuata
de 2 mly a.yFl.:rr

1a repetiéim‘-{ d n-por: tr:i.’pl‘icadn.

6.4.2.2.3. Exactitud y Repet 007" dal Método

Ae

fe pesd 15 mg de Llsxnop 'secundariu mas 285 mg de

placebo, se colocd en un matraz v umetru:o de 10ml, ge agreg6 S

nl  de medie de dilu:ig e olcCé_Er_\ el bafio de ultrasonido 5

minutos, se aforé a 10 ml se Q‘::nmd una alicucta de 1 ml y

se aforé a 10ml, se tumd da esta ‘Ultima solucidén una alicunta de

2ml y se aford a 10 ml, se agitﬂ, se filtrd y aplicd 20 yl al
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cvumatourasu‘ ‘f

Se hx"d tuda la operacién por seituplicado para exactitud y,ﬁira_

renetlbllida

:nrrespondien

prepararon

forma

Se aplx:o el esténdar Y las muestrasi(zo ul) al :xomatﬂgrafu-
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" protegidal.

‘en.su respect

e.'Déépuésvde"rntfénstvz;rvridabs tt}esl Hclnyrals'v, ksa apliéé .al cr'c-matégrafo
‘cada ri\uestrg, in;iuidn el estdndar y se dejé reposar las mismas
muesfras hasta las 24 horas en su respectiva condicién—tiempo,.

" f. Después de trans:urn’idas las 24 horas, se aplicé cada muestra

nuevamente al cromatégrafo de la misma manera como ge hizo

inicialmente: incluido también el estdndar.




-B2

7. RESULTADDS

7.1. MODIFICACION DEL
-t

encontrar’

25 cm de

Tiempo de :nrr1da.

e Tiempo dE reten:idm

Figura 4. Crun\atugrama ubtenidn cnmu resul ‘. de‘-v los  parametros

arriba men::nnadus para la mud:Fi:acidn ‘del métudu.
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DE manera ejumpliFir_'atxva y :omparatwa se. prasentan algunns

crumatogramas de log ensayns para encuntv'av 1a Fase mdvll, que se

descartarnn para establecer el métuda anahtu:n.

Sl -t.mmurn |. Procosoud: 12-03~1992 19130110, segment T, cycle 7
fird DATA GAVED M FILE GiNDP7.PTS

AR HMR AREA PERCENT FREFORT s wm e o

. o rewprann $2-03-199T 19130436 Verslon {1

* Gample Hases LISHKPRIL Data File CXNI"‘I .

" Uatas 12-07-1792 14147312 tethods LD 3

* tnterfacat 16 Gyciufs 7 Operator NOA Bhaunci ds O Viald: Hih, .
A < Wit 4 Threshaldr A%0 .
v res [ 140 LTI AT R P PP PPITT T I Y

v inatruaent YVL‘V| UCTCCTOR 1LCam Coluan T.pus l"u '\ullul @ 10, Tum e

» s L Bu’crlp!lnﬂl ACETONETRILO ARG 4G .

v Gurditlonet n 2 ol = Los calusna 1230 '

. Vet e tur ('x 210 on Rerechme 41 LrYL *

. + Infacestipns LUTE .

' L T T P O T S T P TR T P ST P e

Starting bolays 0.0 fun Times 13,00

PR bt Cuai fres B Feak n.-) sed proas

ta.  Time frun L e, Weyght

1 7w TALEZL 100,0000 1 AGTIE {000 08
ToLal #roat 951031 Area Regecty © o samplo per 1,500 sec.

Araas, Limew, and hniyhto stored ins CINOPT.ATD

Dato Flle = C1HOP7.CT8  Printud on 13-03-1992 st 15:30493

ftart tlmei 0.00 min.  Stop tlewr  13.00 min, Of fwwls 0 mve
i Low Valum Shba v High Valuns  BA00% uv Girale Fangorr 1.0

Figura 5.
Hz0 45-55, i
mi/min,_ concieyn@.r'ayc‘iidv 'tié;\pd“de retencién de

7 65'min,' ltimu' parémetro ‘por lo que se

des:artan estas cnndi:iones.
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Figura &, Cromatograma ohtenido':nn-una fase mévil de acetonitrilo-
Hz0 45 55 pH 3, columna.C18; 'S um, velocidad de flujo €.5
ml/min, concentracién de 30 pg/mi, tiempo de retencién de
2.4625 min, Ei cual se encontrd por abajo del tiempo

esperado.
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Figura 7. Cromatograma obtenido con una fase mévil de acetonitriio-
H20 40:60 pH 2, columna CH, 10 um, velocidad de flujo de
1.¢ ml/min, concentracicn de S¢ wg/ml. con un tiempo de
retencién de 3,475, pero en estas condiciones el

resultado no fue repetible.
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4196 pH 5.0, columna C19 de 5 um, velocidad de flujo de

1.0 ml/min,. concentracién de DE 0.3 mg/ml.
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7.2, UAL!DACION DEL METODO ANALITICO-
7.2.1, Evaluacidn del Sistema

7.2.1.1. Linealidad del sistema

Madelo estadistica: Yas o o 4 n,x; - T

Cantidad adicionada R Resgpussta abtenida
X (ug) : ' Y (ABC)
12.0 591569
12.0 592071
12.0 ‘ 559825
18.0 : 684559
18.0 ' 888705
18,0 T 885299
24.0 . 1181315
24,0 1186291
24.0 1184500
30.0 1478486
30,0 1477610
20.0 - 1483911
36.0 : 1775218
36.0 1780217
36.0 1772048

Tabla 5. Resultados de Linealidad dal sistema en Area Bajo la Curva
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7.2. VALVIDACIDN DEL METODO ANALITICO

7.2.1. Evaluacidn del Sistema
7.2.,1.1. Linealidad del sistema

Modelo estadistico: Yis = o 4 gox, + €500y

Cantidad adicionada Respuesta abtenida
X (¢g) Y {ABC)
12.0 591569
12.0 592091
12,0 599825
18.0 884559
18.0 888705
18.0o 885259
24.0 - 1181315
24.0 1186291
24.0 1184500
30.0 1478486
30.0 1477810
30.0 1483911
36.0 1775215
36.0 1780217
36.0 1772048

Tabla 5. Resultados de tinealidad del sistema en Area Bajo la Curva



Célculos;

Xen =.B.4882

Regresién lineal:

Pram. X =24 10 - . iProm. ¥ =:1184256.087 -

4181306424

Xenes = 8.7851

TpYe =72,36459 k 1013
LEY = 17763841

EXY = 479549988

Pehdiente # : Prusba de hipdtesis:
’ Hat B = &
Ha: B ¢ 1
B = 0.9988

Ordenada al origen «: Frueba de hipdtesis:

Ho = « = ¢
Ha =& $ ©
a = 0.0331

_Desviacidn estdndar de la regresion Sy,x!

- Sv;l = 0.0674
Intervalo de cenfianza de la pendiente B:
f’o.?942_:s‘fn 4 1.0033
t,dé étudené‘célcuiaqa para @i

Ctamin = -0.5765

lnteryalu}dejcanfiahza de la ardenada al origen «:

—0.0327‘ 0.148%9.

t de’Btudent calculada para a:.

L Yemia £7432806.3534 0

a8
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temte = o..ma;
Coeficiente de determinacidn r2;
r2 = 00,9999 .
CoeFiciengé de correlacidn r:
r o= 0.9999
vE:uacidn de ia rectas
¥ =" (0.9988X) + 0.0331
Criterio: El 'sistema carece de error sistemdtico proporeional

consistente y constante.

FUENTE DE GRAROS DE SUMA DE MEDIA DE F
VARIACION LIBERTAD CUADRADOS CUADRADOS CALCULADA
REGRESION 1 1G77.3690 1077, 34690 224983 . 8000
ERROR DE

REGRESION 13 0.0713 0.0048

FALTA DE .

AJUSTE 3 Q. 0193 0.0064 1.2363
ERROR

PURD 10 0., 0520 0.0052

Tabla 6. Resultados de andlisis de varianza de la linealidad del

sistema.
Criteriao: Frr 5 Fer y Fea € Feea
224983.8000 5 9.07 y 1.2363 ¢ 3.7t

Por 1lo tanto. se considera que el modelo lineal
representa de manera correcta la relacién entre cantidad adicionada

con 4rea bajo la curva.



LINEALIDAD DEL SISTEMA

1600

1000

600

o)

LISINOPRIL, CLAR

0 AREA BAJO LA CURVA (Miles)

)

/

8
CANTIDAD ADICIONADA (mcg)

Gréfica 1. REPRESENTACION LINEAL DEL
SISTEMA.

B+0.9888, A+0.0331, r2+0.9898

30 36
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Figura 9. Crnmétugrama tipo obtenido en la linealidad 'del sistema

para Lisinopril, por CLAR.



7.2.1.2. Precisitn del sistema (Repetibilidad)

?2

Cantidad adicicnada

Cantidad recuperada

% Recuperado

X (pg/ml) Y (ug/ml)
30 29.8873 9. &245
30 30.2281 100. 7603
30 29.8461 9%.5538
30 29.8787 99.5958
30 1 29.9378 99.7928
30 ; 30.2017 100, 6725

Tabla 7. Resultados de precisién del sistema.

Célculos: - 0.1684"

= 29,9999

" 0.5415
Critario: " < BV
" 0.5615 -4 1.5

. par. lo i-.an_to. el sistema se considera preciso.




7.2.2. Evaluacidn del Método
7i2.2.1. Linealidad del méto

Modelo estadistico:

do

Yis = o + ek + €501

Cantidad adicionada

Cantidad recuperada

%4 Recuperado

X {mg) {mg}
6.0 5.9657 99.4283
6.0 5.9570 99.2833
4.0 5.9837 99.7290
9.0 8.9816 99.7955
2.0 9.1211 101 .3455
7.0 9.0860 100. 9555
12.0 12,0434 100.3416
12.0 ‘11,8615 98.8458
12.0 12,0562 100, 4663
15.0 . 14,9385 99.5900
15.0 14. 8060 98.7066
15.0 15. 1039 100.6926
18.0 18,2670 101, 4833
18.0 18.0118 100.0655
18.0 8. 3080 101.7111

Tabla 8. Resultadns de linealidad del método en % recuperados.




Cilculos:

'_Régrésidn'!inééln

"Promi

Pram, Y = 12.0327

Xemoiazaze Yoo = 4.2924
Xenct = AINS L V@ = 4.4430
 nxé 430 PR U gy= = 2448, i650

EX = 1go B LY = 180,4914
b 0= =532400: i '»-,. " EXY = 2438.9583

n =15 ‘ o EY.2 = 7344.1429

‘Pendiente: B:  Prusba de hipdtesiss

Hot B =1 :
Hai ' f *‘;.'i e
B o= t.0113 iR

Ordenada al origen a: - Prueba de -hipdtesia:

H".“v* Q
& = ~0.1033

Desviaqian estdndar de la regresidn Swv,xi

Asvl- = 0,1293
Intervalo de confianza de la pendiente i

$.9943 < 0 £ 1.0283
t de Student calculada para @:

teain = 1.4401
Intervalo de canfianza ye la ordenada al origen :

~0.3198 £ a £ 0.1132

94



t de iSturdéfpt‘:al':ﬁlvagia para «i E .

v = 0,999
FVE:uac':iﬁn,.de, la‘rect

e € 1.0113x ) 4 i-o. 1033
métado ervor

Criterio: El carece de

consistente y constante.

95

sistemdtico proporcional

FUENTE DE GRADOS DE SUMA DE MERIA DE F
VARIACION LIBERTAD CUADRANDS CUADRADOS CALCULADA
REGRESION 1 276. 1565 274. 1545 16497 . 46300
ERROR DE
REGRESION 13 0.2192 0.0167
FALTA DE
AJUSTE 3 0.0884 0.0295 2.2512
ERROR
PURD 10 0.1309 0.0131
Tabla 9. Resultados de andlisis de varianza de la linealidad del
método.
Criterio: Fr > Fer Yy Foas € Feen
16497.6300 > .07 Y 2.2512 < 3.7




LINEALIDAD DEL METODO

LISINOPRIL, CLAR

20 CANTIDAD ADICIONADA {mg)

15

° - /_ —

& -~

——

0

o 3 8 9 12
CANTIDAD RECUPERADA (mg)

Gréfica 2. REPRESENTACION LINEAL DEL
METODO.
Be1.0113, A»-0.1033, r2-0.9992

15

18
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7.2.2.3. Exactitud y Repetibilidad al 100%

99

Cantidad adicionada

Cantidad recuperada

% Recuperado

X {mg) Y {mg)
15 15.1154 100,7693
15 15.2124 101.4160
15 14.95456 99,6973
15 14.9595 99.7300
135 15.0674 100,4493
15 15.2688 101.7920

Tabla 10, Resultados de exactitud y repetibilidad al 100%.

Calculos:

Criterio:

Prom. X = 15
EX2 = 1350
EX = 90
neé&

Ly = 9057.8085

C.Vee.! < 1.5
toas: | k'1§to.—7a.a:

1.8409 < 2.5706

Prom, Y =

100.6423

Yo, = 00,7851

Y0n—1 = 0.8501

EY2 = 60776.9545

LY = 603.8539

CeVemun.

= 00,8544

Intervalo de confianza para el % Recuperado

99.7454 <. /R < 101.5392
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7.2.2.4. Precisidn’(Reprodicibi

‘Modelo estadistico:’
Hipétesis ﬁl;anteada;

Analista! Hot & = &a

101

tak ="p + 051“* Fseas .+ Eucrad

Diat Hat & = &

Hat o * A Hat & * &a
ANALISTA
I 1T
97.3435 100.7788
D 1 98.4228 99.6102
99.4521 98.8389
I
100,331 14 100.6426
A 193 96.8437 100.2327
99.5972 9%9.8903

Tabla 11. Resultados de reproducibilidad en porcientos recuperados.

CALCULOS: Yia. = 297.2184 V... = S95.9904 Prom.Y = 99.6652
Yiz. = 298.7720  Va.. = 599.9931 n=12
Yaw. = 299.2275 Y., = 1195.9835
Yaz. = 300.7656  (Y...)Z = 119204,1128

EYi,.2 = 357;00.5282
SEEY, ,.2 = 1430374.5320
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FUENTE DE GRADDS DE SuMA BE MEDIA DE Fcal Ft

VARIACION LIBERTAD CUADRADROS TCUADRADOS

ANALISTA 1 1.3750 1.3750 3.4851 18,51
DIA 0.7891 0.3945 0.8012 4.46
ERROR 8 3.939% L 0.4924

Tabla 12, Apalisis de varianza para precision del método.

CRITERIO: Face:r € Fae

3.4851 < 18.51

DiEcmun. = 0.7427

¥y Fucar £ Fae
% 0.8012 < 4.46

CoVimup. = 0.7473 £ C.Vie, = 2%

El método analitico es reproducible por los analistas y también

es reproducible en distintos dias por un mismo analista; es Vde:ir.

el analista no presenta efecto sobre la valoracidn vy no existe

efecto de los dias para un analista en la valoracidn,

Por la tanto, se cansidera gque el aétodo es repraducible.
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i LY
7.2.2.5, Estabilidad de la muestra‘ahal{tica g

MUESTRA  INICIAL b ‘V'I"‘EVHIF'ERATURA __Anﬁ;eﬁfg—unigaé"
' ER 0 S T 24

t 100 100.6558 - 100.4609  101.5588  102.0390
2 100 99.9435  100.1985  101.5328  100.9943
3 100 100.3865 9P. 7553 101.54564 102.0447
oo 100.3286  100.1415  101.5460  101.6926
Yi. 300.9859  300.4233  304.6380  305.0778
RESULTADO ESTADLE  ESTABLE  INESTABLE  INESTABLE

Tabla 13. Estabilidad de la muestra analitica en % recuperado
para temperatura ambiente.

CONDICION-TIEMPO

MUESTRA INICIAL REFRIGERACION-HORAS
3 ) 12 24

1 100 100.1008 100.5962 102, 1052 102.5412

2 100 99.8840 79.6589 101.0814 102,.2281

3 100 100.7870 100.0124 101.4876 101.8657
{Ye? 100.2572 100,0891 101, 5580 102.2116
Yi. 3I00.7716 I00, 2673 304. 6740 306.6348

RESULTADO ESTABLE ESTABLE INESTABLE INESTABLE

Tabla 14. Estabilidad de 1a muestra analitica en 4 recuperado
para refrigeracidn.
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cALCULDS: ‘ _ ’
TEMPERATURA AMBIENTE . REFRIGERACION
CDEva,® - 1222424802 - 122493.4921
EY. .= . 3667234863 0 1 ‘ ‘ 367475,1’537'
ro . - S S : s Ty
sce "1.51514""1 B : L 1.6000
MCe L o.tesa o .S o.12850
ole ' a o i - R
toe S se2 S ol 32
toca:
HORAS TEMPERATURA AMBIENTE REFRIGERACTON
3 0.9867 0.8911
6 0.4237 0.3087
12 4,6426 5.3984
24 5,0828 7.6632

Tabla 15. t de Dunnet calculada para cada condicidn~tiempo.
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INTERVALO DE-CONF IANZA

REFRIGERACION

HORAS TEMPERATURA AMBIENTE
L.8. 1. L.I1. 1. L.S.I. L.1.1.
FS 1.3342 00,6770 1.1287 0,6143
& 1.3467 0.8645 0. 9606 0.7824
12 2, 5516 0.5404 2.4295 0.6845
24 2. 6982 0.6870 3,0831 1.3401
Tabla 16, Intervalos de confianza para cada condicidn—-tiempo

de la t de Dunnet calculada.
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-8, ANALISIS DE RESUQTADDS

nactdn de
lxquxdos de
né;esidades del

.5ﬂ puf el mismo,

“por dependencias

ron al método, fueron eficaces

bien el pico

tiene

o (5 mxnutos)' lo gue ayuda en gran medida

L, mds adecuada al método
:nmuugs£ nitr gua 'pH 2 45155, es una mezcla de
‘ ot : h{za pnsible la separacién en la
) aunado a. egto, fue de mucha

evitan interferencias e

‘}p:tiiéilanu)v que tiene una

‘repﬁﬁtéda en la literatura (Sum),
mqul vavmén:iqnada Y'a uﬁa velocidad de +iujo de

1.0 ' mismin,: con (una"lbngitud - de onda de 210 nm, se obtuvc un
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cromatagrama en el que_’se deteéta un solo. pico correspondiente al

lisinopr'il, vql.‘lE, no eata’ "bulé:adn'!‘, untiempo de retencién

de 3.20 a 3.40 minuto

lacién’idel:métado: anali{tico, con los

a1 ‘.‘svi?stefna Ces lineal

“gue’’ . existe . una

‘1a - respiesta

ndo: Vun'a_' pendiente 'y
a:un’ modelo lineal

. ‘cuinple eon - el

igir

'uti)nar'ius y también posiblemente como

N ﬁbsérvando esultédns. se encuentra que el método es

'exar;t'n Y ‘revpeyt 00%. £Tabkla t per lo tanto, puede usarse
para_‘la:_’de'tér‘m nacién y'.ci:lan'tiFica':in'n de lisinopril.
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Al determinarse que .Véyl h\ét‘udd"es'-f-ép'rf_g&dcibl‘e. A(Tablas L1, 12)

se puede aplicara

labore ‘comp quimic

En los resultado

Césta es estable so

© en refrigefac
3 =0

muestra

concentracion.d

16, @sto

‘o en el caso de las muestras en
refrigerae X [-] ‘de"éemperatura hace gue el acetonitrilo se

evaparer p\i’dan}ent ‘o 'probablemente que el principio activo se

lllegase “a urecmttkar'. esto fue observado como una evidencia

erperimental,.
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?. CONCLUSIONES

1.

2.

El método'analitico bajo las condiciones. establecidas ' en

 105're§ultéqbs, es atil para la. determinacion . de

lisinopril, tabletas par CLAR.

La?respﬁesta encontrada por el sistema es lineal y preciso.

Dentro ‘de 'las condiciones de operacidn establecidas,

..estédfsticamente, el método es lineal, especifico, axacto,

preﬁisn (repetible y reproducible) y la muestra analitica
es estable en un término de & horas bajo las condiciones de
preparacidn establecidas.

El método que aqui se propone es especifico para pruebas
cotidianas en el laboratorio de control de calidad y
posiblemente como indicativo de estabilidad ya que no se
detectd interferencia -] presencia de productos de

degradacisn o con los excipientes de la formulacién,
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10, SUGERENCIAS

1. Pealizar un estudio . de estabilidad de la muestra analitica m&s

d htruléndo la temperatura ambiental y de

.. especificidad completo, intentando

S_din;vdligis dcida o hdsica, para que se tenga la
sééuf}ddd'de qué'¢uncidhe como indicativo de estabilidad.
3. Plantear. un estudio de estabilidad acelerada bajo condiciones de

‘analisis de tiempo cero, treinta, sesenta y noventa d{as.
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12. ANEXOS :

12.1." VALIDACION DEL METODD ANALITICO .

Inter;}ala de :onHanza'de: la pendfente R

X A1/(EX= = (BX)2/m)

Bt teo.ors nmar ¥,




tearp = .

tio.mra,. A=

el
o Bwew: XL/ (EXR =2

S4tProm. X2/ (EX= = (ERY =)+ A7)

w S ] : . L
Svex-d(Prom. X2/ (EX2-~ (LX) 2/n) +.1/n}

Coeficiente de determinacién

r2 (NEXY - EXEY)=
(N{EX®) = (EX)=) (n(LY2) - (EY)=

FUENTE DE GRADOS DE SUMA DE MEDIA DE F CcALC
VARIACION LIBERTAD CUADRADOS CUADRADOS
REGRESION 1 BEXY+aEY—-((CY}=/n} SCr/6Lr MG /MCer
ERROR DE n-2 EY2-REXY-aLY 8Cer/Gler
REGRESI1ON
FALTA DE N=2-(LTy~1) SCer—SCep SCfa/GLfa MGFa/MCep
AJUSTE
ERROR E{r,-t) LY2—(EYZ,/Tr4) SCep/GlLep
PURD

Tabla 17. Andlisis de varianza para linealidad del sistema o método

Prueba de hipétesis: Hat Y = a + BX

Hat Y o + BX

Criterio: Freaie > Fre Y Ffacaie < Ffae

Friasriciarsas = Froi,azioiem = 9.07,

o« = 0,01

Ffaiaieaiarop,es = Ffacs.io.o.vss = 3,71, ® = 0.05
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12.1.2.2. Especificidad dal método

% Respuéété‘: Prem. 0 el‘métﬁaébes,éspecifi:n.

12.1.2.3, Exactitud

los  ‘recobros

12.1.2.4. Pre:xsidn (R pr

Hodelo estad{stic d. + 8;:4: N DTN

donde: V‘,k a Ensay k ] incipxo activo de la ‘k-@sima
. muestra analizada- por- el i-éaimo analista
en el j-ésimo dia.’ .

u.= madL;‘ pnbla:iona
en 1a muestra

del“ensayo “del principie

Xy = efecto del ‘i analista en el ensayo
(donde (=1 L..ca) 0

ia _anidadn‘ en el analista -

61:;; = efecto
: id)

(dnnde-

ildel

EHCAJ) = arror métndn énal(ti:n
(repetibxlidad donde = PN 2 I

Yes, = Sumatorxa de las combxnacxanes analxsta—dxa.
Y., = Sumatarla para :ada analxsta.

Yoo = Eumatnrla to;al'de los datos.
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ELLY:su2 = Sumatoria de cada dato elevado al cuadrado.

FUENTE DE GRADOS DE SumMA DE MEDIA DE Feoas Fe
VARIACION LIBERTAD CUADRADDS CUADRADODS
ANALISTA gla=a-~i, ({EY...=)/dr)-(Y...2/dra) S&Ca/gla ¥ °

DIlA gld=(d-1)a {{(EEYs,y.2)/r)—((EYy, . R)/F) §Cd/gld L1 I

ERROR gle=(r-1)ad (EELY,; u=)~({ELY, 4,2/}

Tabla 18. An4dlisis de varianzaflpa’ra: reproducibilidad (precisigm

X Facai = MCa/MCd et

e = Fegrasermies = Fei,a,0.90) = 18.51

10 0tm, ey = Fez,m, 0.0 = 4,45

¥X Faca: = MCd/MCe

l:de:signi#lcancia = 0.05

‘g‘reblicaciones

analistas

S:Fébrodu:ible por los analistas y

. un mismo analista.



12.1.2.5.

cuadrados . del . total de 1a

Yoo = ¥iLIEY = 100"
B "(MCE(2lr))"‘
Nivel de 5xgn1F1cancia

.05 -

«
« :
m Numera de :Dmbina:lones :ond;:idn—tiempo

ﬁ\n W

) twlﬁl--m.u)" t y Lomy = 0-0211.
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combinacidn
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