UNIVERSIDAD LA SALLE
T
ESCUELA DE CIENCIAS QUIMICAS /_m T '_ﬁ\)

INCORPORADA'A LA UNAM.

CUANTIFICACION DE  CLORHIDRATO DE

FENILEFRINA EN UNA  SOLUCION NASAL

POR CROMATOGRAFIA DE LIQUIDOS DE
ALTA  RESOLUCION

TESIS PROFESIONAL"
QUE PARA OBTENER EL TITULO DE
QUIMICA FARMACEUTICA BIOLOGA
P. R E- 8 . E N . T. :A:

CALICIA SILVIA (A?’{SV

DIRECTOR DE TESIS: DR. JOSE DOMINGO MENDEZ FRANCISCO

MEXICO,DF.. .~ ' MARZO 1995

FALLA DE ORIGEN



pr—

%‘g Universidad Nacional
:‘\-A

2%  Auténoma de México
UNAM

UNAM — Direccién General de Bibliotecas Tesis
Digitales Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADOS © PROHIBIDA
SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta
protegido por la Ley Federal del Derecho de
Autor (LFDA) de los Estados Unidos
Mexicanos (México).

El uso de imégenes, fragmentos de videos, y
demas material que sea objeto de proteccion
de los derechos de autor, sera exclusivamente
para fines educativos e informativos y debera
citar la fuente donde la obtuvo mencionando el
autor o autores. Cualquier uso distinto como el
lucro, reproduccién, edicion o modificacion,
sera perseguido y sancionado por el respectivo
titular de los Derechos de Autor.



DEDICATORIA

A mis padres, por que sé que para ustedes éste trabajo es tan lmponémek
como para mi, La meta lograda es de ustedes y para ustedes; por su amor y;
apoyo mcondlcnonal Mil Gracias!!! .

A mis hennanos,’l‘omas y Franclsco por su apoyo y conse jo 'ara lograr, L
la rea]lzaclén de este trabajo : ) -

te trabajo es’

: ‘amigay compaﬂera que'
desafortunadamente no pudo segulr a nuestro Iado y reahzar esta meta



INDICE

Pagina

1. Objetivo ; I
I1. Introduccién 2
I1I, Generalidades. 4
1. Crbmatbgfaﬂé .

A. Historia 4

*B. Clasificacién 5

l.rl Cromatografia de liquidos de alta resolucion.

-A. Caracteristicas 7

B. Clasificacion 8

C. Proceso cromatografico 13

D. Ventajas y limitaciones 17

E. Definiciones 18
1.2 Equipo e instrumental.

A. Caracteristicas generales ‘ 21

B. Partes que lo constituyen R 22
2, Validagién_dé méitpd.os aﬁalilicos.

A Linearidad . , 34

B. Exactitud " L 35

- C.Precision " ' 35
D. Limite de deteccion 36

*E. Limite de cuantificacién 36



F. Especificidad
G. Tolerancia
H. Estabilidad de la muestra

3. Clorhidrato de fenilefrina.

A. Monografia
B. Propiedades farmacoldgicas
C. Propiedades toxicologicas

1V. Parte experimental
V. Resultados
VL Amilisis de resultados
VII, Conclusiones
" VIIL Bibliografia

Anexos

36

37

39

“
46
s3
78
81
82

85



1. OBJETIVO.

Validar un método analitico para la identificacion y cuantificacion ‘de .
clorhidrato- de fenilefrina en una solucién nasal, en producto terminado 'y para
estudios de estabilidad, por cromatografia de liquidos de alta resoluclon



1. INTRODUCCION.

Los problemas que se presentan en ¢l campo del anélisis farmacéutico
son cada dia mayores debido al gran incremento de nuevos productos, con
moléculas activas nuevas y excipientes novedasos, que requieren de métodos
de analisis apropiados. Es por ésto que uno de los principales objetivos de un
departamento de control de calidad y de la industria farmacéutica en generaf, es
contar con métodos analiticos que proporcionen resultados confiables, y
ademds, que respalden y aseguren que sus productos se encuentran en
condiciones optimas para su consumo.

Surge entonces la necesidad de contar con métodos analiticos capaces
de separar las posibles sefiales de interferencia originadas por los productos de
degradacion (si los hay) y/o por los excipientes de la formulacin y permitan
entonces la cuantificacion real del principio activo; es decir, se requiere de
métodos analiticos especificos. 3

f

Parte integral de un método analitico es la validacidn del mismo; es
decir, ¢l método debe probarse para determinar su efectividad, Una vatidacién
debe incluir como minimo la evaluacion de la precision, linealidad, exactitud y
especificidad,

La validacién del método puede definirse como el proceso por el cual
queda establecido, por estudios de laboratorio, que la capacidad del método
satisface-los requisitos para las aplicaciones analiticas descadas; ademas de
proporcionar una medida del comportamiento del método.

"+ Actualmente existen reportados en bibliografia varios métodos analiticos
- para’ cuantificar clorhidrato de fenilefrina utilizando diferentes  técnicas
(espectro U.V,, 1. R,, entre otras). Sin embargo, contemplando que el método
por validar'sea capaz de separar los productos de degradacidn de clorhidrato de
fenilefrina, es necesario utilizar una técnica de separacién. De acuerdo a Jos
recursos fisicos con que cuenta el laboratorio donde se desarrotlaré el proyect®, .
se optd por emplear cromatografia de liquidos de alta resolucion,



Este proyecto consiste en la validacién de un método analitico que nos
permita identificar y cuantificar el clorhidrato de fenilefrina en una solucion
nasal mediante cromatografia de liquidos de alta resolucion (HPLC), una
técnica versdtil y muy utilizada en los dltimos tiempos que nos permlte
desarrollar métodos analiticos especificos.

E! clorhidrato de fenilefrina es un compuesto muy empleado
como agente simpaticomimético con efecto principalinente sobre los receptores
alfa-adrenérgicos. Su principal uso clinico es como descongestionante nasal.



I1l. GENERALIDADES.

1. CROMATOGRAFIA.

La cromatografia es una técmca que pcnmte separar. alslar e 1denhf icar
los componentes de una mezcla de compuestos quimicos.’ La ‘muestra se
distribuye entre dos fases, una estacionaria y otra mévil, de tal forma, que cada
uno de los componentes de !a mezcla es selecnvamcmc retenido por {a fase
estacionaria.(1) : Gl ‘

A. HISTORIA,

E! antecedente 14s’ remoto ‘d la cromatograﬁa es el analtsns ‘capilar. En
1850 Runge analizé’ pxgmentos vegetales depositando 1a muestra’ sobre papel
filtro, observando que éstos 'se separaban en: amllos oncéntricos “de vanos :
colores. (9) M . ;

En 1861 Schnoenbeun cambxo esle método circular “por = el
unidimensional sumergiendo un extremo de tira de papelen la solucion. A ésta
técnica se le conoce en la actualidad como cromatografia en papel y se le ha
utilizado también para separar protefnas.

En 1905, Ramsey utilizé por primera vez técnicas cromatograficas para
separar mezclas de gases y vapores. Al afio siguiente, el botdnico ruso Tswett
empled la cromatografia de elucién en un experimento para separar la clorofila
de extractos vegetales.(!)

La cromatografia permanecié ignorada durante muchos ajos. Fué hasta
1930 que el investigador sueco Tiselius y sus colaboradores introdujeron dos
técnicas diferentes a la técnica de elucion, que son el "andlisis frontal® y el
“andlisis por desplazamiento”.



En 1941, Martin y Synge, en busca de una solucion al problema de
determinar cantidades muy pequefias de aminodcidos, introdujeron la
"cromatografia de reparto”, por la que obtuvieron el Premio Nabel de Quimica
en 1952, Esta técnica evoluciond con rapidez llebando a ser lo que ahora se
conoce coma cromatografia en papel y una version limitada de la cromamgraf a
liquido-liquido en columna.

En 1952, Martin y James introdujeron la cromatografia de gases, una de
las técnicas analiticas mas wliles para el andlisis de gascs y compuestos‘
orgénicos volatiles. " s

A pesar de que el primer expmmemo sobre croma( arafi fu ] una
forma de cromatografia liquida, ésta técnica’ logrd ‘avances’ hasta: 11968, las ©
cuales fucron graduales y se debieron a la mlroducclén de ahas presmnes “de
operacxon y de sistemas de deteccion continua; 3

B. CLASIFICACION.

La separacion se rcaliza en una columna tubufar rellena de un sdlido
poroso finamente dividido, el cual puede actuar como fase  estacionaria
propiamente dicha o como soporte de una fase estacionaria liquida. También se
puede realizar usando como fase estacionaria papel de filtro o un sdlido
finamente dividido colocado en forma de capa fina sobre una placa de vidrio,
Estos tres tipos de cromatografia se basan en los tismos  principios
fundamentales y se conocen como cromatografia en columna, cromatografia en
papel y cromatografia en capa fina respectivamente.(D)

En 1a cromatografia en columna, la fase mévil puede ser un liquido o un
ges, y segiin el caso se denominan respectivamente "cromatografia liquida” y
“cromatografia ' de pases”. Esta fase movil fluye a través del relleno de la
columna, -arrastrando los componentes de la mezcla que son selectivamente
retenidos- por- la fase estacionaria. El flujo de la fase mdvil se mantiene
constante-a través de todo el proceso, lo que permite que cada componente de
la mezcla sea eluido de Ja columna como un compuesto puro, disuelto ea la
fase' movil. A ésta técnica se le conoce como “cromatografia de elucion”.



De acuerdo a la naturaleza de las fases involucradas y con’ los
mecanismos de separacion, se tiene la siguiente clasificacién:

CROMATOGRAFIA

GAS LIQUIDA -

CGs - caL COLUMNA = = .

CLS CLL CFQU Cil CE

CPG  CFG

Figura No. 1 CGS cromatografia gas-sélido; CGL cromatografia gas-
liquido; CLS cromatografia liquido-sélido; CLL cromatografia liquido-liquido;
CFQU cromatografia de fase quimicamente unida; CII cromatografia de
intercambio i6nico; CCF cromatografia de capa fina; CP cromatografia de
papel; CE cromatografia de exclusion; CPG cromatografia de permeacion en
gel; CFG cromatografia de filtracion en gel.



1.1 CROMATOGRAFIA DE LIQUIIJ()S DE ALTA RESOLUCION.

A. CARACTERISTICAS.

La cromatografia de liquidos de alta resolucion derivo de la
cromatografia liquida "clasica™, 1a cual consiste de una columna de vidrio cuyo
didmetro varia enlre 2 y 10 cm, rellena de algtin material como silice, aliunina,
aziicar, etc.,, cuyas particulas son de un tamaio cercano a los 200pm. La
muestra, disuelta en la fase mévil o disolvente, se introduce a la columna por
medio de un cuentagotas o de una pipeta, y luego se agrega el disolvente con ¢f
cual eluye la muestra a través de la columna. Los tamafios de 1a muestra varian
entre 0.1 y 1 g o mas. El disolvente o fase movil fluye a través de la columna
por efecto de la gravedad produciéndose una débil presion ejercida por et
volumen de la fase mévil que se agrega a la columna. El disolvente se recolecta
en la base de la columna en fracciones de volumen deferminado.t1.2

En este tipo de cromatografia de liquidos clasica, ta columna se usa una
sola vez y se desecha debido a que parte de la muestra usualimente se adsorbe
en forma irreversible. Por lo tanto, ¢l empacar una columna se debe repetir para
cada separacion, lo cual representa un gasto significativo de mano de obra y
materiales. Asi mismo, se require de un largo tiempo de analisis, que muchas
veces pueden ser horas o incluso dias.(2)

El problema principal de éste tipo de cromatografia es la identificacién
y cuantificacion de los componentes que cluyen de la columna. En general, se
utilizan algunas técnicas auxiliares como espectrofotometria, anilisis quimico o
simplemente un registro gravimétrico para evaluar el contenido de cada uno de
los componentes de la mezcla.())

La cromatografia liquida de alta presion emplea columnas de diametro
muy reducido (por ejemploc 4 mm) rellenas de materiales especiales
pulverizados cuyas particulas tienen un tamaiio no mayor de 30-40 pm. Este
tipo de columna es muy eficaz, pero ofiece una gran resistencia al flujo de la
fase movil, es decir, una gran caida de presion. Por esta razon, es necesario
emplear sistemas de bombeo de alta presidn que hagan fluir la fase movil a una
velacidad razonable a través de la columna, La cantidad de fase estacionaria



dentro de la columna es pequcﬁa por lo que se requlcre quc la muestra también
sea pequefia, entre 1y 10 mg.()

Sila presién de entrada a la columna no muy clevada se mtroduce la
muestra a la cimara de inyeccién por medio de una Jennga. a presiones més
elevadas se utilizan las valvulas de myecclén :

Se coloca un detector a la salida de la columna para que proporcione un
registro continuo de la composicion. del- hquldo que_sale, lo que: permite
obtener un cromatograma que se utxhza para idennﬁcm 'y cuanm' icar los
componentes de la muestra. : :

En este tlpo de cromatograf' [ columnas son eusablcs, lo que e
permite realizar cientos de. separacxo ‘
(aunque algunas veces es necesario
una operacién mas reprodu ible;

en los analisis. (2)

-La cromatograﬁa de liq q :
fase mévil y ésto hace. posxblc el nnahsxs de: compuestos de muy alto peso
moleculur' orgamcos e morgamcos. Icos o covalentes :

B. CLASIFICACION

: Ia cromatograﬁa l(qunda de alta presion,
cada una se basa en difercntes mccanlsmos de’ separaclon de los componentes
dela muestra. M i

! "C r;};élagrajia kqumda‘-LIql‘lido.

El mecanismo de separacxon [ dlstnbuclon) se basa en la dlslmta
solubilidad que presenta una molécula de 1a muestra en la fase mévil'y en la
fase estacionaria. Deahi,” que los compuestos . mas solubles  en Ia ﬁlse'



estacionaria sean selectivamente retenidos por cila en tanto que los menos
solubles son transportados més rapidamente por la fase mévil, es decir, la
‘'separacion es resultado de las diferencias de las solubilidades relativas de la -
muestra en la fase movil y estacionaria-(1,2) o

Se utilizan materiales que contengan la fase estacionaria quimicamente -
unida a un soporte, a modo de material de relieno de la columna; ésto evita la
pérdida de fase estacionaria por su solubilidad en la- fasc movil 'y -la
contaminacién de la muestra con la fase cstacionaria.(l)

La cromatografia liquido-liquido se utiliza para - compuestos
moderadamente polares , de peso molecular inferior 2 1500, Las columnas que -
comunmente se utilizan son de 15 a 50 cm de longitud y de 3 a 4 mm de .

didmetro interno. La caida de presion depende de muchas variables como fa -

fongitud, tamaffo de las particulas del relleno, fluyjo de la fase mdvil,
temperatura, viscosidad, etc., y ést caida puede ser de hasta 350 atm (1) -

La naturaleza de _lilcr‘(_)r'natograﬁa liquido-liquido dicta que mhéstras
polares se deben correr en columnas conteniendo fases estacionarias polares'y
viceversa.(5) G L SR

Los términos "cromatografia liquida de fase normal” y "cromatografia
liquida: de - fase ' reversa”, han evolucionado para diferenciar estas dos
modalidades de operaci6n, La cromatografia liquida de fase normal emplea una
fase' estacionaria “polar y. un solvente mévil no polar, mientras que la
cromatografia“de fase inversa emplea una fase estacionaria no polar y un
solvente mévil polar.(5)

*Cromatografia Liquido-Solido.

El mecanismo de separacién de la cromatografia liquido- sélido o de
adsorcién, se basa en la competencia que existe entre las moléculas de la
muestra y las de la fase movil o disolvente por ocupar los sitios activos de Ja
superficie de un sélido.(1) En ésta modalidad, una sustancia con una superficie
activa es empacada dentro de la columna cromatogréfica. Los empaques mas
comuites son aldmina y silica gel. En el caso de ésta oltima, la estructura



contiene grupos silanoles polares.(S)(Figura no. 2)

Ny o
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o .. o
/ SN

Figura No. 2 Grupos :éi'laijnplres.

Esta cromatografia es muy atil y se aplica a moléculas de baja a media
polaridad, de peso molecular no mayor de ‘1000. Las columnas comunmente .
utilizadas varian entre 15 y 25 cm de longitud y entre 2 y 3 mm de didmetro
interno (1)

La actividad de Ia superficie de muchos sélidos se ve con frecuencia
afectada por la retencién de ciertas moléculas de alta polaridad como
alcoholes, fenoles, agua, etc., y debido a ello en ocasiones es dificil reproducir
los resultados obtenidos en los anélisis porque las propiedades de la superficie
han sufrido cambios, - por éste motivo, la superficie de la silice empleada es
sometida a procesos de'desactivacién para disminuir la retencién de moléculas
muy polares, ;.

‘Crohia)bgrdﬁa Liquida por Exclusion.

Conocxda tambxen como cromatograf’ a de permeacion o cromatograf’ a
de filtracion,”. cfectua la separaclén de . acuerdo con el “tamafio 'de las
moléculas.(I) - ~ ,



La columna se rellena con un gel cuyos poros son de tamaito similar al
tamafio de las moléculas de la muestra, Las moléculas pequedias pucden
penetrar dichos poros y quedan retenidas en tanto que las grandes no.(1.5) Asi,
las moléculas de tamafio grande se mueven a través de la columna ripidamente
y las moléculas pequefias son retenidas por el empaque.(2) El intervalo de
pesos moleculares con los que se puede trabajar varian de 500 e inclusive
menos hasta varios millones. Las columnas empleadas pueden ser muy largas,
de varios metros.(!,5)

La cromatografia de filtracion emplea metariales blandos, incapaces de
resistir presiones mayores a 4 atm; la cromatografia de permeacion,: en .
contraste, emplea materiales de relleno semirigidos o rig,ldos y que pueden -
resistir presiones muy clevadas.(!) '

El mecanismo de separacién es tal que el tiempo de elucion o retencién
es inversamente proporcional al volumen de las moléculas en'la fase movil'y
por lo tanto proporcional al peso molccular.( )

*Cromatografia de Intercambio Ionico.

La separacion por intercambio iénico se basa en la competencia entre {a
fase movil y la muestra idnica por los sitios o grupos activos de una resina
intercambiadora de iones.()) E{ empaque de la columna contiene grupos polares
ionizables como 4cidos carboxilicos, acidos sulfénicos o aminas cuaternarias.
En el rango apropiado de pH, éstos grupos se ionizan y atracn sustanclas con la
carga opuesta.(5) .

Este tipo de scparacion se aplica a compues(os de un intervalo. de pcsos“ S
moleculares muy amplio. Las columnas varian entre 28 y 50 cm de longitud y: .
entre 3 y 4 mm de diametro interno. Estas columnas - son - mnds- largas quie las
utilizadas en otros- tipos de cromatografia por la baja e(‘ctencna de; los ':-
materiales intercambiadores de iones.(1)

Dos métodos adicionales de la cromatografia de hquldos resultan de la
modificaciéon de la cromatografia hqundo-hquldO' cromatograﬂa de fase
quimicamente unida y la cromatografia de par iénico.(2) :



- Cromatografia de Fase Quimicamente Unida.

Esta técnica surgié como consecuencia de problemas’ asociados icon la
cromalograf' a liquido-liquido. Dado que su fase estd quimicamente unida a la
superficie de un soporte, la fase mévil dificilmente produce deterioro alguno en
la columna.(!) , .

Si se varia la naturaleza de los grupos funcionales
se pueden obtener diferentes tipos de selectividad. Eslos ‘grupos pueden ser de
naturaleza polar como el grupo amino (-NH,) y’el grupo itrilo' (-CN) en'el
caso de la cromatografia de fase normal, o no polar [ grupo octilo
(-C¢H,,), octadecilo (-C, H;,), fenilo (-C, H,), etc. en el caso de cromatograf' a
de fase inversa.(})

Debido a que es limitada la cantidad de fase gsfaciéhaﬁa que es posible
unir a la superficie de un soporte, los tamaifios de muestra introducidos a la
columna son necesariamente reducidos, por lo general, menor de 1 mg.(1).

« Cromatografia de Par {6nipé. o

La cromatograf' fa
combinacién de . la’ cromatograf
intercambio i6nico.(2) - -

cromatograﬂa de I[qwdos (por ejemplo
fuertemente dcidos o basncos) (2)

uertes: parcs ibnicos
utilizando el ién de carga contraria adecuado: Asn, los lones libres del soluto

son solubles en el solvente mas polar mlentras el par lomco es soluble en la”

‘par; 16mco puede ser considerada como una
1 -liquido™ liquido y la cromatografia “de- -



fase menos polar.(6)

S La cromatografia “de 'par - iénico se puede llevar a cabo en. las’
modalidades de fase reversa y fase normal slcndo mas comunmcnte unhzadn
1a fase reversa.(l) : :

El “m:eékm'lis’

: anciéh en’ cromatografia ‘de par. idnico se puede
describir como:(® : B P

. a) La formacron de'un par lémco entre cl lén dc la mucs(ra y el agente
formador del 'par i6nico (ion’ de carga contrana) en'la‘fase movil, ‘seguido de
una asociacion’’ hxdrofobtca ‘del. par iénico - con 'la” fase estacnonana de la
columm\ 0, : B :

b) Un proceso segin el cual el agente formador del par ionico pnmero
se adsorbe’ a'ls superficie de 1a fase. estacionaria, y el.ién: de la- muestra es. v
entonces relemdo por un mecanismo dc intercambio iénico.. :

Existe un soporic considerable en la literatura para cualquiera de ambas
posibilidades, una o la otra pueden ser utilizadas para explicar la crom'nogra(“ a
de par iénico.

La carga del ion de carga contraria depende en la del ién del soluto.
Idealmente, el ion de carga contraria es univalente, aprotico y soluble en la fase
orgénica, ademds, no debe interferir con el sistema de deteccion.(6)

C. PROCESO CROMATOGRAFICO.

La cromatografia de liquidos es una técnica de separacion basada en la
distribucion de los compuestos de una muestra entre dos fases, una estacionaria
y otra movil, de tal forina que cuando la mezcla de compuestos se adiciona a la
fase movil, cada uno de ellos establece equilibrios enire ambas fascs,
reteniéndose selectivamente en la fase estacionaria. Esto origina que el grado
de movimiento de cada compuesto sca diferente y como resultado, los
compuestos de la mezcla se separan.(2.8)



Hay dos caracteristicas 6 factores que predominan durante el proceso de
separacion: la migracion diferencial de varios compuestos (solutos) en la
muestra original y la dispersidn a lo largo de la columna de moléculas de cada
soluto,(2)

La migracion diferencial o movimiento individual de los compuestos,
resulta de un equilibrio de distribucién de los diferentes compuestos entre la
fase movil y la estacionaria. Entonces, la migracion diferencial es determinada
por aquéllas variables experimentales que afectan ésta distribucién: Ia
composicién de la fase mévil, la composicion de la fase estacionaria y la
temperatura de separacion.(?)

En la figura no.3, el compuesto A se mueve mas rapidamente ya que su
equilibrio esta desplazado hacia la fase movil y sélo presenta una pequeiia
fraccion de moléculas en la fase estacionaria, por lo tanto, abandona la
columna primero; caso contrario para el compuesto B que abandona la columna
al ultimo al presentar un equilibrio deplazado hacia la fase estacionaria con una
pequefia fraccion de moléculas en la fase mévil. Como resultado, los
compuestos A y B gradualmente llegan a ser separados. La migracién
diferencial es la base de la separacién en cromatografia. Sin una diferencia en
los valores de migracién para dos compuestos, la separacion no seria posible.(2)

Migracion diferencial

Fase mavil ! B —> p ————> ~

Fase estacionaria

Figura No. 3 Migracion diferericial. -

v

La segunda caracteristica de lai ,sépmacién'éromatogréﬁca, la dispersion
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molecular, es resultado de las diferencias en los valores de migracién para las
moléculas de una muestra, las cuales no provienen de diferencias del equilibrio
de distribucién, sino que son el resultado de los siguicntes procesos fisicos:(2)

a)Difusion de Eddy: Se origina por los diferentes flujos microscopicos
que la fase mévil sigue entre las diferentes particulas de la columna. Como
resultado, las moléculas de la muestra toman diferentes caminos a través del
empaque. Si el camino entre particulas es ancho, la fase mévil se moverd
rapidamente, y si es estrecho, lentamente. Las moléculas que siguen el camino
estrecho avanzan en la columna una distancia pequefia en un tiempo dado; las
que van por el camino ancho recorren una mayor distancia. Asi, como
resultado de ésta difusion de Eddy, vemos una dispersion de moléculas. Esta
dispersion llega a ser progresivamente mas grande a medida que la fase movil
atraviesa la columna.

En la figura no. 4a, se muestra el efecto de la difusion de Eddy sobre las
moléculas de una muestra.

b) Transferencia de masa en la fase mévil: Este proceso fisico se refiere
a las diferencias originadas en el flujo al pasar entre dos particulas vecinas. La
fase movil adyacente a la particula sc mueve lentamente, mientras que la fase
movil en el centro de la corriente se mueve rapidamente. Como resultado, las
moléculas de Ja muestra cercanas a la particula se mueven una distancia corta y
las moléculas a la mitad de la corriente se mueven mayor distancia.
Nuevamente esto resulta en una dispersién de moléculas a lo largo de la
columna.

En la figura no. 4b, se muestra la transferencia de masa en la fase mévil.

c) Transferencia de masa en la fase movil estancada: Las particulas del
empaque de la columna presentan poros, la fase mévil contenida dentro de
éstos poros se encuentra estancada o inmévil. En la figura no. 4¢, se muestra el

~ poro de una particula. Las moléculas de la muestra se mueven dentro y fuera de
éstos poros por difusion. Las moléculas que sufren una difusién a cora
distancia hacia adentro y luego hacia afuera del poro, regresan rapidamente a la
fase movil y se desplazan una cierta distancia dentro de la columna. Las
moléculas que sc difunden una mayor distancia dentro del poro, pasan més



tiempo dentro de él y menos tiempo en {a fase movil; entonces, éstas moléculas
se mueven una menor distancia dentro de la columna.

d) Transferencia de masa en la fase estacionaria: Después de que las
moléculas de la muestra se difunden dentro del poro, éstas penetran a la fase
estacionaria y llegan a interaccionar con ella. Si las interacciones son muy
fuertes, las moléculas pasaran mayor tiempo dentro de la particula y se
desplazaran una corta distancia dentro de la columna, c¢n contraste, las
moléculas con una interaccion menor, no se retienen tanto tiempo y se
desplazan una mayor distancia dentro la columna. Figura no. 4d.

OB 1o
04 @<@§7 Im !

Difusion de Eddy -

®) e e

Transferencia de masa Transferencia de masa -~ Transferencia de masa

en la fase mévil. . en la fasc mévil estan- en la fase cstacionaria.

Figura No. 4 Dispersién m@lecular.
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_ D. VENTAJAS Y LIMITACIONES:

Al |gual quc toda técnica analmca la cromalograf’ a de hquldos modema
tiene sus ventajas y alg,unas hmnacwnes {12)

Ventajas:

1. Diversidad de aplicacion: Al cumplir con los requerimientos de que
la muestra sea soluble en fa fase moévil y que la fase estacionaria sca la
adecuada para la separacion de los componentes de la muestra, se obtiene una
gran diversidad en la aplicacién de ésta técnica analitica pudiendo analizarse
compuestos orgdnicos como inorgdnicos, muestras de peso molecular bajo ¢
alto, sustanciss liquidas o solidas, iénicas o covalentes.

2. Velocidad de andlisis; Con ésta técnica se pueden obtener
separaciones en términos de minutos, utilizando columnas de alta eficiencia y.
sistemas dc bombeo de alta presion que originen flujos rapldos y constantes dc'
fase movil, e

3. Alta nsaluc:on' Es pos(ble obtener una al(a resolucnon que penmte
separar mezclas muy complejas, como por ejemplo cuantlﬁcaclon de fannacos
en fluidos btologwos. 3 : el .

4. Resultados -cuant jvos: Los metodos .de. cromatograf a hqulda
proporcionan muy buena informacién’ de’ tipo cuanmahvo, siendo” posible
efectuar con facilidad méllSts cuya precision suele ser mejor del 1%.

5. Sens:bllnlad : La sensnbllldad esun parametro que nos da idea de la
cantidad “minima ’ detectable, - Los - detectores - comitnmente empleados
proporclonan alta’ sensxbllldad ya que pueden detectar hasta nanogramos; otros
mas espccnallzados pueden detectar cantidades tan pequefias como picogramos.

6. Aulomatt:aczon Actualmente la automatizacién nos permite realizar
anilisis completos de la muestra desde su introduccion en el cromatografo



hasta la impresion de los resultados. La identificacion de cada seiial se realiza
comparando fos tiempos de retencién con valores previamente determinados
para soluciones estandar y la cuantificacion se obtiene midiendo las dreas y/o
alturas integradas de las sefiales de acuerdo con el método analitico
seleccionado. La automatizacion ha sido posible gracias a la introduccién de
microprocesadores electronicos.

Limitaciones:

Cabe ahora mencionar, para tener una idea més realista, las limitaciones
de la cromatografia de liquidos de alta resolucién. El instrumental es costoso,
no existe alin un detector universal y sensible, el detector de indice de
refraccion es de respuesta universal pero de limitada sensibilidad, por otro
lado, el detector de luz ultravioleta es sensible, pero su respuesta es selectiva,

Otra limitacién importante es la necesidad de que el personal que utiliza
ésta técnica tenga capacitacién y experiencia en su aplicacién para ser un
operador eficiente.

i, DEFINICIONES.

El lenguaje comiin cmpleado en cromatografia utiliza algunos términos
caracteristicos de ésta técnica instrumental, a continuacién se dan los mas'
utilizados indicando 1a fom\a en que on evaluados (figura no. 5):(1)

RESAUESTA DEL DETECTOR
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1. Tiempo de retencidn (ir): El tiempo de retencién se mide desde el
momento en que la muestra se introduce al sistema hasta el momento en que se
obtiene ¢l punto maximo de la seffal o pico; ‘es decir, es el tiempo que la
muestra permancce dentro de la columna. El tiempo de retencion, para un
sistema en especial, es caracteristico de la muestra, columna, fase mévil y
temperatura; debido a esto, se ha venido utilizando para identificar compuestos
ya que bajo las mismas condiciones es reproducible.(1.2.5)

2. Tiempo muerto (10): Es el tiempo requerido para eluir una muestra no
retenida en la columna 'y se determina midiendo el tiempo de retencién de la
fase mévil misma, o bien, de un solvente orgénico no retenido.(!)

3, Tiempo de retencion ajustado (tr): Es la diferencia entre el tiempo de
retencion y el tiempo muerto; es una medida del tiempo que la muestra
permanece retenida en el empaque de la columna, Dicho de otra manera, el tr
es el tiempo total de permanencia en la columna, to el tiempo que la muestra
permanece en la fase mévil y, tr' es el tiempo que la muestra permancce
retenida en la fase estacionaria.(1,2)

tr'=tr-to
4. Niimero de platos tedricos (N): Un plato tedrico equivale a un
equilibrio de distribucién de la muestra entre la fase mévil y la fase

estacionaria. Los platos teéricos son una medida de la eficiencia de la columna,
y es asi que cuanto mayor sea N, mis eficiente sera la columna, por ello:(1}

N=16(a/W)? N=554(tr/ Wi )2
donde:
tr = tiempo de retencién.

W = ancho del pico a la altura de la linea base.
W12 = ancho del pico a la mitad de su altura,

5 Almra equlvaleme a un plalo terdrico (AI‘ PT) Es'la longltud dela

columna requenda para obtener un equilibrio de la muestra entre la fase mévil
y la fase estacionaria; es:decir, un equilibrio de distribucién. Si el valor de
AEPT es pequeﬁo, esto se traduce en un mayor nimero de platos por unidad de



tongitud y, por lo tanto, la columna sera mis eficiente.(!)

AEPT=L/N

donde:
L = Longitud de !a columna en metros.
N = Niimero de platos teéricos.

6. Factor de capacidad (K'): También se le conace como coeficiente de
distribucién o de reparto. Es una propiedad fisica de cada sustancia que mide la
solubilidad de la muestra en la fase estacionaria. Este valor nos indica que
tanto puede retenerse cada componente de una muestra en la columna. Un
. valor de K'entre 2 y 10 es deseable en general.(1,5,9)

K'=t'/to=(tr-to)/ to

7. Selectividad (a): Es una medida de la solubilidad diferencial de dos
compuestos en la fase estacionaria. De acuerdo a la interaccién que haya entre
un compuesto y otro con respecto a la fase estacionaria, se realizara una
seleccion de que pico o compuesto sate primero y cual al final. Si el valor de
« = 1 quiere decir que los dos picos tienen solubilidades iguales con respecto a
la fase estacionaria y no se realizard la separacion. Entonces, entre mds
elevados sean los valores de a, mayor selectividad de 1a fase estacionaria y una
mejor separacion, La selectividad est4 determinada por:(19)

a=K'b/K'a
8. Resolucién (R): Es una medida cuantitativa del grado de separacion
obtenido entre dos compuestos:
R=2(rb-tra)/Wa+Wb
donde:
tr b = tiempo de retencion para el pico b,
tr a = tiempo de retencion para el pico a.

Wa = ancho del pico a a la altura de la linea base.
Wb = ancho del pico b a la altura de 1a linea base.
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1.2 INSTRUMENTAL -

A.,CARACTERIST!CAS_GENERALES,

En todo tipo de mstrumemal hay ctenas caraclenshcas de indole general ‘
que deben evaluarse dichas caracteristicas son:(! 2

I instrumento debe tener Ia capacndad para resolver y -
traba_;ar con: muestras ‘de- diferente tipo, prestarse a las distintas técnicas
cromatograficas’y. realizar el maximo de operaciones como: programacion de
fase movil; recoleccion de fracciones a la salida'de la columna, etc. Para ello,
el instrumento debera estar equipado con:

- Sistema de operacién de alta presion.
- Diversos detectores.
- Programadores de fase mévil.
~ Controles de temperatura para la columna y detector.
- Controles de flujo.
- Materiales quimicamente resnstemes

2 Rapidez: Para obtrener rap:dez en el. anahsls es necesano contar con
materiales de relleno para columna’de’ ‘alta”eficiericia’y que ‘el “instrumento
posea sistemas de bombeo de alta presnén para la t‘ase mévnl )

3. chraduc:brlldad y eslab idad: Son caractensncas escenciales si se
quiere obtener un funcionamiento efectivo’ del instrumento a largo plazo, El
instrumento debe proveer un._control: adecuado sobre los parametros de
operacitn tales como, flujo de la fase mévil, temperatura, presidn, composicién
de la fase movil, respuesta del detector, etc,

4. Sensibilidad: Un buen instrumento, ademas de trabajar con pequedias
cantidades de muestra, debe: generar seffales de intensidad apreciable, La
sensibilidad de todo cromatdgrafo de liquidos depende sobre todo del sistema
de deteccion que utiliza.
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B) PARTES QUE LQ CON_S’I‘ITUYEN.

A contmuac:on ‘se. presenta un esqucma béstco de un eqmpo de
cromatograf a de hqmdos de alta rcsoluclén : i

‘Vdlvula
“inyectora
Sistema de bombeo . ' . S
TR 'Precolumna
Recipiente
Columna
Registrador”

L

Figura No. 6 Instrumental para cromatografia liquida de alta resolucion.

Detector . = -

1. Fase mdvil: Aunque la fase mévil no es parte del instrumental
propiamente dicho, el control de la presion, el flujo y la composicién de 1a
misma son muy importantes. Las caracteristicas que debe presentar toda fase

vmovil para ser util en cromatografia de liquxdos son:(1.2)

22
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- Disolver la muestra,

- No degradar o disolver la fase estacionaria,

- Tener baja viscosidad.

- Ser compatible con el tipo de dcteclor utilizado.

- Tener la polaridad adecuada para pemnllr una rclenclén cotiveniente
de la mucstra en la columna.’; ALl :

- Tener alta pureza.

Para el deposito de fase mdvil se pueden u(iliza’r’rccipiehtes de 'vidrio,
acero inoxidable o plastico incrtes.  La ' toma ' del - disolvente ‘se  hace
gencralmente a través de un filtro que tiene por” objeto remover pequefias
particulas que pueden obstruir y daiiar el sistema de bombeo y la columna. De
ser posible, el recipiente debe cstar acondlcnonado para . que ;. pueda
desgasificarse la fase mévil ya que en ocasiones, en especial las fases moviles
polares, tienen una marcada tendencia a atrapar oxigeno y otros gases, Si éstos
gases provocan burbujas dentro del instrumento pueden afectar. seriamente la
estabilidad del sistema, el funcionamiento del detector y-la eﬁmencla de la
columna.

2. Sistemas de bombeo: Debido a que las columnas estan rellenas de
materiales especiales de particulas muy pequeilas ofrecen una gran resistencia
al flujo de la fase mévil. Por ésta razén, se requiere de un sistema de bombco
que haga fluir la fase mévil a un flujo razonable (1), La funcion de la bomba en
cromatografia de liquidos es la de proveer un suministro de fase movil
constante y reproducible hacia la columna (2),

Los requerimientos gencrales para los sistemas de bombeo son:

- El sistema debe estar hecho con materiales quimicamente rcsnstentes a
la fase mévil (). :

- Capacidad para trabajar a altas presiones (hasta 5000 psn) ( U

- Intervalo de volimen amplio (entre 0.1 y 10 ml). = .

- Flujo reproducible y constante,

- Facilidad para limpiar el sistema.,

De acuerdo con las caracteristicas de funclonamlemo y de dlseﬂo, se
pueden considerar dos tipos de bombas: (1)
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a) Bombas mecanicas.
- Bombas reciprocas (pis(én o diaf’ragma)

- Bombas de desplazamnenlo contmuo

b) Bombas neumétlcas

La ﬁgﬁra 7a,b muestra’en forma ‘esquemética cada uno de éstos
tipos de bombas :

a) Bombas mecanicas:

- Bombas reciprocas: Estas bombas desplazan flujos de volumen
constante en forma no continua, La' manera en que operan es mediante el
movimiento de un piston o dlafragma y a través de un sistema de vélvulas que
alternadamente se abren y merran asl se llena y se vacia, de modo alternativo,
una pequefia camara, (1.7

La mayor desventaja’ de: éstetipo- de bomba es la pulsacién en su
funcionamiento; es decir, el ﬂu_jo“sc obtiene en forma de pulsos y no en forma
constante y uniforme (1.,5),: Lo anterior puede causar pérdida en la eficiencia de
la columna e mcstablhdad del detector ),

Uno de los métodos utilizados para eliminar el problema de la pulsacion
ha sido la-adicién de pistones. Por la adicién de un segundo piston, la
pulsacién se reduce ya que mientras un pistén succiona la fase mévil el otro
expulsa la fase mévil fuera de la bomba (1,5)

- Bombas de desplazamiento continuo: Llamadas también bombas de
émbolo o bombas de tipo jeringa. En éstas bombas, un émbolo es desplazado
en forma continua y uniforme comprimiendo el liquido contenido en una
camara de cierto volumen; el liquido fluye a través de una abertura en la misma
camara y se obtiene asi un flujo de volumen constante que puede variar segiin
se desplace el émbolo a mayor o menor velocidad (1),
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El flujo de éstas bombas es libre de pulsaciones, pero su mayor
inconveniente es que la capacidad de la bomba cs limitada y, para llenar
nuevamente la camara es necesario suspender su operaci6n (1,5).

b) Bombas neumdticas: En este sistema el liquido  es desplazado
mediante la presidn ejercida por un gas inerte a alta presion, ya sea sobre el
mismo liquido o sobre el recipiente comprimible que lo contiene (1),

Las desventajas de éstas bombas son la difusion que presenta el gas
sobre el liquido, y ésto, problemas de burbujas en el detector . Este problema
puede resolverse colocando a su vez una interfase que impida el contacto
directo del liquido con el gas. Otra desventaja es la capacidad limitada en el
volumen que pueden bombear (1.5)

Sea cual sca el lipo de bomba empleado, es conveniente colocar un filtro
entre la bomba y la camara de inyeccién para evitar que particulas exrafias
bloqueen el sistema (1),

A ana A la columna
la colu
A la columna

Sell
hermi:i::c:l° Sella
hermético

Vilvulas de
una sola vfa

: del recipiente r—
@- ®) ©
““Figura No. 7 Tipos de bombas.
-3, Sistemas de myecc:dn Esta parte del mstrumemo exige cuidadoso

dlseﬁo ya que debe resistir- altas presiones, tener un volumen pequeﬁo y sus
cavidades deben ser blen barridas por la fase movil ( 1),

muestra ‘se efectuaba
ar a como se realiza

Hasta hace poco hempo la mtroduccnon de |
mediante una jeringa de muy pcquena capacld d ‘muy
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en los cromatdgrafos de gases, con la cual se inyecta la muestra dentro de una
pequeiia cdmara donde posteriormente es disuclta y arrastrada por la fase
movil. .

Otro mecanismo que se utiliza para introducir la muestra en el sistema
es por medio de valvulas inyectoras, donde la muestra se introduce en la
vilvula mediante una jeringa, desplaza el liquido y llena el espacio interno de
una pequeiia porcion de tubo capilar de acero inoxidable o teflon (figura 8). La
muestra se inyecta en la columna accionando la valvula de forma tal que la
posicion de entrada y salida se invierte, asi, Ja muestra es disuelta y arrastrada
par la fase mévil inyectandola a la columna.(1.11)

De este modo, se logra inyectar a cualquier presién un intervalo muy
amplio de tamafios de muestra con un alto grado de reproducibilidad.

Figura No. 8 Vilvula inyectora.

4. Precolumnas: Consisten por lo general de una seccién corta de tubo,
rellena de algin soporte sélido pororso, de preferencia igual que el de la
columna pero con un tamailo de particula mayor ; a través de la cual se hace
pasar la fase movil y la muestra antes de que se introduzcan a la columna,
Sirven para proteger y alargar la vida de la columna.(9)

Para conservarlas es fundamental operar en condiciones adecuadas,
emplear solventes idéneos con Sptimas propiedades de pureza fisica y quimica,
asi como filtrar todas las fases moviles empleadas.(12)
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5. Columnas: En todo sistema cromatografico, la columna es el corazon
del sitema puesto que en ella se lleva a cabo la separaclon de Ios componentes
de una muestra a analizar.(1) :

La columna bisicamente consiste de un segmento -de: tubo de. algin
material inerte, de didmetro uniforme y capaz de’ resnsur altas:presiones,con”
paredes finamente pulidas, La longitud de la columna’es, por lo gcneral entre
10 y 50 cm; su forma es de preferencia recta ya que
‘eficiencia cuando se doblan las columnas,

Las conexiones deben ser herméticas y tener un volumen’'muy. pcqueﬂo.“
_En los extremos de la columna se coloca un disco de teflén’o metal poroso paraf
evitar que el relleno de la columna se afloje o pierda.

En cuanto al empaque, las dimcnsiones dela partlculas de los-
materiales empleados deben ser muy pequefias, pudiendo ser de forma’ regular
o irregular. Se dice que el material ideal es aquel que, en el menor-tiempo
poslble da la mejor resolucion para la separacion de la mezcla, tiene:la
maxima capacndad de muestra, es facil de introducir a la columna, produce
caidas de presién pequeiias y ademis, es de costo reducido.(1,12) ~

Figura No. 9 Extremo de una columna.

6. Detectores: Una parte integral de cualquier sistema de cromatografia
de liquidos es el detector al final de columna. El detector debe estar disedado
de tal manera que mida en forma continua alguna propiedad fisicoquimica de
los componentes de la muestra y, ademés, genere una sefial proporcional a la
concentracion de la muestra a medida que ésta sale de la columna.()

Al considerar un detector, deben tenerse en cuenta algunas propiedades:

Respuesta: Puede ser universal o selectiva de acuerdo a la capacidad del
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detector para trabajar con muestras de todo tipo o sélo de uno especifico.

Sensibilidad: Se define como la razon entre la sefial generada y la
cantidad de muestra que produce dicha sefial. Este término es relativo ya que a
partir de un mismo detector, la seilal obtenida puede ser muy diferente para
diversas muestras. Es deseable que tenga una alta sensibilidad.

Ruido: Es la variacién en la sefial del instrumento que no es atribuida a
la muestra; puede ser producida por variaciones de flujo o temperatura,
fluctuaciones en el voltaje, burbujas de aire en el dete_ctor, etc.

Linealidad: Para utilizar la sefial generada por el detector como una
medida cuantitativa, ésta debe guardar una relacion lineal con la concentracion
de la muestra.

Estabilidad: Un buen detector debe ser insensible a los cambios de
temperatura y a la variacion de flujo, a la vez que ser compatible con
programaciones de fase movil.

Volumen muerto; El volumen de-la celda del detector debe ser muy
pequeiio para evitar la perdlda de ‘eficiencia, de preferencm debe ser menor a
10 pl. o

A continuacion se desciiben los detectores de uso mas frecuente: ="’

 éste de! s-universal ya que cada compuesto tiene
su indice de refraccion propio; Su sensibilidad ‘es ‘moderada ya que depende de
la diferencia entre el indice de refraccion del’ solulo y el indice de refraccién de
la fase movil; por lo general del orden de mlcrogramos o partes por millén,
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Desafortunadamente, es sensible a las variaciones de de flujo y
temperatura. Estos delectores no son instrumentos de facil manejo por lo que
se ha limitado su uso.

De todo lo anterior se desprende que el detector de indice de refraccion
es un detector de respucsta universal, que requiere compensacién por el
disolvente, que es moderadamente sensible y que no destruye la muestra. Su
estabilidad es buena, es sensible a los cambios de temperatura y de flujo-y la
seflal que genera puede ser positiva o negativa segin si el indice de refraccion
de la solucién que contiene la muestra es mayor o menor que el indice de
refraccion del disolvente.

b) Detector de luz ultravioleta:(1,3.11) Su funcionamiento se basa en'la .
absorcion de luz por parte de la muestra al pasar a travcs de ella un haz de luz o
monocromatica ultrawoleta. i

La respuesta de este detector es selectiva, ya que’ sélo se detectaran; los E
compuestos que absorban luz de la longitud de onda alaqu opcra e1 detector. -

Hay dos tipos de detectores de luz ultravibléla

- Dctector de longitud de onda fij ija: Es relat

aunque la mayoria de los instrumentos presentan la posibilidad de pcrar a 4 o, o
5 longitudes de onda mediante el so d fi e

Es un equipo sencnllo. economico y, ademas, el 60% de los compucstos
organicos presentan alguna absorclon a 254 nm‘ S :
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- Detector de longitud de onda variable: Estos detectores utilizan
monocromadores o rejillas de difraccion que les permiten operar desde 200
hasta 800 nm y por ello, permiten la deteccién del 90% de los compuestos
organicos. (Figura no. 11).

Estos detectores presentan algunas ventajas sobre los detectores de
longitud de onda fija:

- Es posible seleccionar la longitud de onda optima para la muestra.

- Pueden evitarse algunos problemas de la fase movil (absorcion
excesiva),

- Algunos diseiios permiten obtencr el espectro de absorcidn de cada
compuesto por separado.

En ambos tipos de detectores, la pureza espectroscépica de la fase mévil
puede ser muy importante, especialmente cuando se efectita la deteccion a
longitudes de onda corta (220 nm); se recomienda el uso de disolventes grado
cromatografico en vez de los grado espectroscopico porque estos tltimos
suelen contener conservadores que afectan las separaciones.

Las celdas deben de ser de un volumen pequeilo con el objeto de evitar
un ensanchamiento de las bandas de elucién,

La mayor desventaja de estos disefios consiste en su elevado costo.
Los detectores de luz ultravoleta son los mas sensibles y de uso més‘
generalizado en cromatografia liquida. e

c) Detector de arreglo de diodos: La mayor hmltaclon de los detectores'
UV/VIS de longitud de onda fija y variable es que sola

monitoreada una longitud de onda en particular a un: tiempo “dado” para un T

analisis dado.

Con el desarrollo del detector de arreglo de ‘diodos 1a adqulSlcmn del
espectro de un soluto puede reahzarse en mlhsegundos Se pucde checar la
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homogeneidad de un pico cromatografico por el espectro a diferentes secciones
del pico. Atin mas, la pureza de un pico cromatografico puede ser probada por
la absorbacia a dos o mas longitudes de onda, caracteristicas como una funcién
del tiempo. Compuestos desconocidos pueden ser identificados comparando los
espectros de los picos con los estandares. (Figura no. 12).

El equipo de cromatografia de liquidos con un detector UV/VIS de
arreglo de diodos es una herramienta invaluable; ayuda a optimizar las
longitudes de onda para una deteccion mas sensible, identificaciones mis
especificas y una cuantificacién mas exacta.

d) Detector de fluorescencia:(1:11) Aproximadamente - 20% de. los
compuestos orgénicos fluorescen, es decir, emiten qu de cncna longitud de
onda al encontrarse en estado excitado.

. En Ia actualidad es el detector mas sensxble dc que ‘se dlspone En
condlcnones buenas ‘es posible detectar con este. mstrumento cantldades del
ordcn de plcogramos R P

Este delec(or puede ser dc dlseﬂo s:mple. su manejo requiere de cierto
cundado y. su mayor ventaja es su“alta selectmdad de respuesta y su
‘ sensnbllldgd
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Y weotificador

Figura No. 11 Detector de luz ultravioleta de longitud de onda variable,

s FALLA DE ORIGEN



“ Arregle
Fotodiodos

Lampara
Deuterio

. Rejilla de difraccion

Figura No, 12 Deiecfdf de arreglo i!jet diodbs.
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2. VALIDACION DE METODOS ANALITICOS. (1)

La industria farmacéutica esta especialmente interesada en la validacion
de métodos analiticos debido al gran incremento de nuevos’ produclos que
tienen que ver con la salud y que requieren de am’alms aproplados ‘

Parte integral de un método analitico es Ia ‘validacion dcl mlsmo, es:
decir, el metodo debe probarse para detenmmr su efectividad .

capacldad se expresa en términos de’ paramclro
generalmente incluye una evaluacnon de la precnsmn
especificidad. i

incalidad,” exactitud y -

DEFINICIONES.

A. Linearidad: La lmeahdad de un s:stema o metodo analmco es su
habilidad para asegurar. que: los resultados analmcos son proporclonales ala
concentracion de ‘la- sustancia: “dentro~de “un - intervalo - determinado. - Los
resultados analiticos pueden’ser obtemdos dlreclamentc o-por medio de una
transfonnaclén ma(emétlca‘ R :

La Imeandad del slstema se, etermma construyendo una curva de
calibracion (concentracmn vs respuesta 'medida) utilizando - cuando menos 5
concentraciones y haciendo el analisis por duplicado para cada concentracién,
El coeficiente de variacion (C.V.) debe ser menor o igual a 1.5%, el coeficiente
de correlacnon (r) = 0,99 y el coeﬁctente de determinacion (r2 )= 0.98.

"’La lmeandad “del” metodo se determina a partir de doce placebos
adicionados preparados a 6 diferentes concentraciones correspondientes al 70,
80, 90,100, 110y 120% de la solucion estandar considerada como el 100%. Se
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calcula la media, desviacién estandar relativay limi(es de confi anzab’al 95%; 1=
099, r2 = 0.98, la pendiente deberi encontrarse ‘entre 0.98y 1. 02, y el
intercepto debera encontrarse entre +/- 2% de la cantldad ethuetad

B. Exactitud: La exactitud es la conc rdancia’ entr
expcmnentalmente y el valor de referencia. Se expresa como el porcuento “de,
recobro obtenido del analisis de muestras a las que se les’ha'adicionado
cantidades conocidas de la sustancia. : ER )

La exactitud se detenmna aphcando el mc(odo a muestras preparadas :
con mezclas de los excipientes (placebos) alos cuales se’ les ha adlmonado;'_

C. Precision: La precision”de’ un” método
concordancia entre resu!tados analiticds individual

Se determina por ‘el analisis sextuplicado - de;iuna m sbm'a”s‘olvl:xcién
estandar correspondleme al 100.% establecido en la fineatidad ‘del sistema. El
coeficiente de variacion debe sermenoronguala 1.5%: S AN

2, Reproducibilidad: Es la precnsxon de un método nalmco expresada
como la concordancm entre las delermmac:ones mdepcndlentcs reahzadas bajo
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condiciones diferentes (diferentes analistas, en diferentes dias en el mismo y/o
en diferentes laboratorios utilizando diferentes equipos).

Se determina de una muestra homogénea del producto, analizada cuando
menos por dos analistas, en dos dias diferentes y por triplicado. El coeficiente
de variacion debe ser menor o igual a 1.5%.

D. Limite de deteccion: Es la minima concentracién de una sustancia la
cual puede ser detectada, pero no necesariamente cuantificada bajo las
condiciones de operacién establecidas. Se expresa por la concentracién de la
sustancia de interés presente en la muestra; mg/mi, mg/g, etc.

Un estimado del limite de deteccién es determinado como la respuesta
igual a 2 veces el nivel de ruido de las mediciones, bajo las condiciones
normales de operacion del método analitico.

E. Limite de cuantificacién: Es la minima concentraciéon de una
sustancia que puede ser determinada con precision y exactitud aceptables bajo
las cond:ciones de operacion establecidas.

El limite de cuantificacion es estimado como $ veces la concentracién
minima detectable 6, como la respuesta igual a 10 veces el nivel de ruido de las
mediciones. También suele evaluarse analizando un numero adecuado de
muestras de concentracion conocida en el rango de 0 al 5% de la solucién
estindar considerada como el 100%, con un minimo de 4 puntos que deben
ensayarse. Con la informacion obtenida, se grafican los resultados de respuesta
contra concentracion. Se determinara el nivel de ruido el cual se interpolard y
el punto en el cual se intercepte con el limite inferior de confianza al 95%, en
el eje de las X, es el limite de cuantificacién o de deteccién. El coeficiente de
correlacion de la regresion debe ser mayor o igual a 0.99.

F. Especificidad. Es la habilidad de un método analitico para obtener
una respuesta debida Gnicamente a la sustancia de interés y no a otros
componentes.
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Sc -determina. comparando los resultados obtenidos de muestras
conteniendo. impurezas, productos de degradacion, compucstos quimicos
relacionados o los ingredientes del placebo, con los obtenidos de muestras que
no conticnen estas posibles interferencias. Si no se cuenta con un protocolo
para establecer la especificidad del método analitico, ésta debe ser establecida
forzando la degradacién del farmaco usando acido, alcali, agentes oxidantes y
luz intensa.(23)

G. Tolerancia: La tolerancia de un inétodo analitico es el grado de
reproducibilidad de los resultados analiticos obtenidos por el analisis de la
misma muestra, bajo modificaciones de las condiciones normales de operacién,
tales como: diferentes temperaturas, columnas, sistemas de elucidn,
condiciones ambientales, etc.

La evaluacion de la tolerancia mide la habilidad del método para obtener
resultados confiables aan teniendo pequeiias variaciones en los parametros del
método.(23)

Para la preparacion de muestras y estandares, variables como la cantidad
de muestra'y estandar pesado, los volumenes usados, el tiempo de agitacién
requerido para la efectiva extraccion del farmaco, optimizacién del solvente

" para la preparacion de las muestras, etc., deben tomarse en cuenta. Para el
andlisis, la longitud de onda y velocidad de flujo utilizados, el pH, la fuerza
idnica, etc., también son variables a considerar; entre otros.

H. Estabilidad de la muestra: Es la propiedad de una muestra de
conservar su integridad fisicoquimica y la concentracién de la sustancia de
interés después de almacenarse durante un tiempo determinado bajo
condiciones especificas.

Se determina medlanle la comparacnon de los resultados de’ los andlisis =
iniciales de 3 muestras_con los: obtenidos de.las mismas muestras’ despucs de -
permanecer por un uempo determmado en dufercnles condlcloncs.

Conmderando Ia vanedad de métodos existen dlferentes esquemas de
validacion. (‘5)Las calegorias més comunes de melodos analmcos que reqmercn
vahdarse son:
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Categoria’ I! Métodos ' analiticos para cuantificar los ‘componentes

}Jl. ipal de:

P

Calegurla lI Método

aliticos ' par:

+'a ‘granel o ingredientes . actlvos (mcluyendo
conservadores) en productos farmacéuticos termmados.,’ oo Lo

elerml nar: lmpurezas “en

sustancias a granel o, productos d_e degrndacxén cn * productos : farmacéuticos

terminad ESlOS

mcluyen

ivos y pmcbas limlte.

Calcgarla III; Métodos analiticos pam determinar caracleristlcas ﬁslcus
(por ejcmplo ; dlsolucmn liberacién del principio acuvo. ‘etc. o

Para cada categoria se requierc diferente infonnﬂcién analitica. La tabla
1 enlista los datos que son requeridos para las diferentes categorias.

TABLA L
Categoria Il
Pardmetro analitico. Categoria I Anilisis Pruebas Categoria I
cuantitativos. limite.
Precision si si no si
Exactitud si si hd b
Limite de deteccion no no si *
Limite de cuantificacion || no si no *
Especificidad si si si *
Linearidad si si no *
Tolerancia si si hd S|
Estabilidad de la muestra |} si si si s

* Puede ser requerido, dependiendo de la naturaleza de un ensayo en

especifico.
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3. CLORHIDRATO DE FENILEFRINA.

A. MONOGRAFIA (13,14,15,16,17,18,19)

< Nombre, fzénmlla“y peso ‘molt;zcula’f:'

~El clorludra de fem]efnna es: Clorhldra(o de alcohot bencillco t-m-
hidroxi-ct-| [(mculm \o) ‘metil}. También se le conoce como clorhidrato de 1-a-
hidroxi- B-metllam: 13~h1drox1- 1-etilbenceno; bencenometanol; clorhidrato de

-metllammoetanolfenol clorhidrato de 3- hidroxi-a-{(metilamino) metil};
clorhidrato de neo sinefrina; adrianol; neoftin, lexatol.”

CH — CHz — NHCH3 .HCl

I
OH

“OH
CyH14CINO; ' PM  203.67

- Apanencla color, olor

Cns:ales blancos o pracucameme blancos, modoros y con sabor amargo.

2, }_?rop_iedadés ﬁ&i&a§.5 S

< Punto de fusion: - Clorhidrato de fehilefrinn 140-1450C B
Fentlefrina base ' 170-1776C
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- Solubilidad: Facilmente soluble en agua y en alcohol. Pracucamcnte
insoluble en éter y cloroformo.

-pKeo pK: 8.77
‘pK2:IV_9.84_’ ’

- Rotacién éptica: - [a]p?3=-46.2 3 47.20

4. I’érdfda ccado: No mas’ del- 1% de su ﬁcso. Secar a 105°C -

6 Sulfatos; Una _ solucié que comenga 50 mg de la muestra de
clorhidrato de ‘fenilefrina en 25'ml de agua?no muestra mas turbidez que la que
conesponde a 0 IO mi de soluclon 0 OZN de acido sulfurico, 0,20 por ciento.

- 1. Cetonas; En"un mifilitro de ‘agua disolver 200 mg de la muestra de
clorhidrato de . fenilefrina y ‘agregar 2 gotas de SR de nitroferrocianuro de
sodio, 1 ml de solucién de hidroxido de sodio 0.1N, seguido de 0.6 ml de acido
acético placial. La solucién final no tiene mas color que el producido en la
solucién de control preparada con 1 mi de acetona diluida 1 en 2000.

8. Contenido de cloruros: En 5 ml de agua disolver cerca de 300 mg dc ‘
1a muestra de clorhidrato de fenilefrina, agregar 5 m! de acido acético glacial y
50 m!-de metanol. Enseguida ag,regar Sl de eosma Y y valorar con solucidn
0.1N de mtrato de plata S

Cada ml de soluclon 0. lN de nitrato de plata consumido, es equivalente
a3.545 mg de Cl; Se_encuentra no menos del 17.0% y no més del 17.7% de Cl,
calculado sobre la sustancm seca
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9. Ensayos de identidad;

- Espectro de absorcion IR: Una dispcrsién de la muestra de clorhidralo .
de fenilefrina en bromuro de potasio exhibe maximas inicamente a las mismas
longitudes de onda, de una preparacnén similar con Ia SRef dc clorlndrato de B
fenilefrina.

- Espectro de absorcion U.V.: Obtener el espcctro de absorc:on"en el
rango ultravioleta de la- solucion” de referencia y de la solucién’ muestra
empleando celdas de | cm y solucnon de ac1do sulfunco como blanco (I 350)

- A 1 ml de solucion 1. en 100 de la muestra de clorhidrato de
fenilefrina, agregar una gota de SR de sulfato cliprico y | ml de una solucién 1
en 5 de hidréxido de sodio, Se produce una coloracion azul. A la solucidn asi
obtenida agregar 1 ml de éter y agitar fuertemente. La capa elérea no adqulere'
coloracién azul. - : ;

10. Métodos de andlisis:

- Anahsié e eébectfofotdmeinco directo: La: banda- de absorcion
ultravioleta'a 272 nm se debe a la estructura fendlica. La absorbancia puede ser
utlhzada para cuannf' icar fcmlel‘nna directamente o después de su extraccion,

- - Cromatografia en papel; La cromatografia en papel ha sido utilizada
para :aislar. fenilefrina de sus productos de descomposicién y de otros
simpaticomiméticos. - Se ‘han utilizado sistemas como n-butanol/icido
acético/agua: (4:5:1), n-butanol/dcido acético/agua (5:1:3), fenol conteniendo
15% v/v.de HCI 0.IN, butanol/tolueno/acido acético/agua (100:100.50:50),
alcohol bencilico/acido acético/agua (5:2:5); con reveladores como ninhidrina e
indofenol.-
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- Cromatograﬁa Il’quido-‘liqu‘idd':m) .

‘Fase movnl ‘Preparar una; mczcla de’ mclanol 'y agua (I l) contemendo :
1.1 g de: l-octansulfonato de’ OdIO por litr aJustar el pH a’3.0 con_ acido™
fosférico,  filtrar. y desgasificar,. Ha Justcs a Ia proporcmn de- melanol y
agua, si e e

SolventeVde dilucid Preparar una mczcla de me(ano y agua’ ( ‘
ajuslar el pH a'3,0 n}acndo fosférico. - :

Preparacnon del cs(andar. Disolver una canndad pcsada con ‘exactitud de’
clorhidrato’ de fenilcfrina USP SR en solvente de dilucién _para’obtener una : -
solucion stock con una concentracion conocida de aproxxmadam e 2 mg por -
ml. Diluir un volumen medido con exactitud de ésta solucién con’ solvemc de. .~
dilucién para obtener la preparacién del estandar temcndo ui

conoctda de aproximadamente 0.1 mg / ml.

Preparacién de la muestra: Transferir un volumcn medldo con exactitud
de la solucién nasal, de manera que la concentracnon f nal’sea
aproximadamente igua! a la de la solucién estandar.

Sistema cromatografico: El .cromatdgrafo de liquidos esta equipado con
un detector a 280 nm y una columna de 4.6 mm x 25 cm k]llc conticne empaque
octadecil silano, con un tamaiio de particula de 3 a 10 pum. La velocidad de
flujo es de 1 m] por minuto.

Procedimiento:  Por  separado  inyectar  volumenes  iguales
(aproximadamente 20 pl) de la solucion estandar y de la muestra, obtener los
cromatogramas y medir la respuesta para los picos mayores. Calcular la
;antidad, en mg, de CyH3NO,.HCI en cada nl de a solucién nasal tomando la
ormula;

100 (C/V)(ry/r),



donde C es la concentracion, en mg /. ml, de clorhidrato de fenilefrina
USP SR en’la solucién estandar, V es el volumen de dilucion, en ml, de la
solucién nasal, ry y rg son las respuestas de los picos obtenidas de la muestra y
del estandar, respectiyaxj\ente.‘r o C ‘ ’

11, Estabilidad, productos de degradacién: E| clothidrato de fenilefrina
es estable como sélido. El compuesto es estable por abajo de un pH de 7.0. Por
arriba: de pH- 7,0, ocurre ‘degradacién y aparcntemente involucra la cadena
lateral “con - pérdida -de” la“ funcién amino secundaria. El grupo fendlico
permanece intacto,” Los productos de degradacion no han sido identificados,
pero el 5-hidroxi-N-metilindoxil ha sido propuesto. La presencia de metales
pesados, especialmente el cobre, catalizan la velocidad de degradacion.

Shriftman(2?) encontrd de 12 a 28% de descomposicion en soluciones
no amortiguadas de fenilefrina en una semana a varias temperaturas. También
encontro aproximadamente 5 productos de descomposicion, La funcién amino
secundaria no estaba presente en por lo menos uno de los productos.

Fagard(?8) encontré que soluciones de fenilefrina eran estables en
frascos ambar; daban 1% de descomposicién después de 11. dias en botes de
polietileno de baja densidad y una descomposicion de 81% - cuando - se
almacenaron por 130 dfas en botes de nylon. :

B, PROPIEDADES FARMACOLOGICAS.(20, 22, 26)

La farmacologia del sistema nervioso auténomo comprende una seric de
sustancias que imitan o se oponen a los efectos producidos por los impulsos
nerviosos de este sistema, es decir, estos farmacos estimulan o deprimen las
estructuras inervadas por el sistema simpético y parasimpatico.

La fenilefrina pertenece al grupo de los farmacos adrenérgicos o
simpaticomiméticos con efecto principalmente sobre los receptores o~
adrenérgicos, es decir, imitan los efectos producidos por la estimulacion de las
fibras adrenérgicas posganglionares. La estimulacién central es minima y su
administracién aumenta la presién sistélica v diastélica.
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La estructura fundamental responsable de la accion simpaticomimética
es la cadena o radical aromatico, unido a una cadena lateral aminica, alifatica.
El poseer el hidroxilo fenélico en posicion meta hace que tenga cfectos alfa-
preponderantes.

De acuerdo a la clasificacién de los fannacos adrenerglcos 0.aminas
simpaticomiméticas, la fenilefrina corresponde “al ‘grupo:de - las’ fenolammas
Estas, actiian sobre ¢l sistema resplratono como broncodllatadoras. ;

Las fenolaminas, son estables y, no se inactivan en el hi[,ado Tarda de
10 a 15 minutos en actuar y la administracién subcutanea o mtramuscular es
efectiva durante una hora. E

La fenilefrina posee interacciones medicamentosas con los firmacos
antihipertensivos, refiriéndose a la guanetidina con Ja que - existe
supersensibilidad, con aumento de la accién presora y midridtica. No debe
administrarse cuando se ha tratado previamente a los pacientes con inhibidores
de la monoamino-oxidasa, reserpina, metildopa o antidepreseores triciclicos.

C. PROPIEDADES TOXICOLOGICAS.(22)

En general, las fenolaminas producen reacciones adversas con’menor -
frecuencia que las catecolaminas (otro de los grupos de farmacos adrenérglcos,
muy activos y: potentes);.y estas reaccmnes puedcn ser locales'o generales
especnalmente cardlovasculare

excesiva- de la’ presxon anenal ‘con’ céfalea y palpltaclones La hlpcrtensnon
cede dlsmmuyendo la dosns lo mlsmo que las amtmlas‘ ey
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En el caso especifico de la fenilefrina, las reacciones adversas o efectos
colaterales son un reflejo de su accién adrenérgica; los mas comunes son:
aumento en el ritmo cadiaco, cefalea, insomnio, nerviosismo, escurrimiento y
obstruccién nasal. En el caso de sobredosis con fenilefrina, los sintomas son:
- dolor de cabeza, palpitaciones, taquicardia, vomito, aumento en la presion
arterial y el pulso es lento y débil. No se rccomienda su uso durante el
embarazo.

No debers administrarse por periodos mayores de tres semanas. El uso
prolongado y excesivo puede inducir. taquifilaxis y reincidencia de la
congestion. :

Su uso en nifios deberé limitarse al tlempo més corto y a la dosns mas
pequeila, - ;

Aunque no se ha observado .supre
nasal en los estudios clfnlcos, ‘el riesgo: potencxal de’estos: efectos debera ser
considerado al usarse por penodos prolongados y. en ‘cantidades’ excesnvas
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1V. PARTE EXPERIMENTAL.

1. Determinaciin cuantitativa de clorhidrato de fenilefrina.
A. Material.

Matraz volumétrico de 100 y 50 mI
Pipeta volumélnca de 2y4 ml,

Membrana de filraci n hpo HA (acuosa) de 0 45u y GVWP (orgamca)
de 0 22;1, Millipore. )

‘B: E(‘il;;lpo de Iz{boratdrié. T

Balanza analitica Sartorius, modelo 1712.

Balanza granataria Mettler, modelo 2000.

Potenciéometro Beckman, ®-45,

Baiio de ultrasonido Branson, modelo 5210.

Soporte para membrana de filtracién Millipore, modelo OM-39.
Agitador Vortex Thermolyne, modelo 16700.

Agitador magnético Corning, modelo PC-320.

C. Reactivos.

Metanol grado cromatogréﬁco, Mallinckrodt. :
Agua grado cromatografico, Milli-Q reagent system.
Acido acético glacial, RIA"J. T, Baker, ’ :
Clorhidrato de fenileftina, estandar de referencla
Metronidazol, estindar interno. % v i
1-Heptansulfonato de sodio; R A, Mallmckrodt
Tnenlamma. RA Merck Co : .
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D. Cromatdgrafo de liquidos de alta resolucion.

a) Bomba Waters Ass., modelo 590.

b) Detector de longitud de onda variable, Waters Ass., modelo 481.
c) Automuestreador WISP Waters Ass., modelo 710-B.

d) Integrador Hewlett Packard, modelo 3396A. -

e) Columna Speherisorb ODS-2, 5y, 250 x 4.6 mm, Alitech,

E. Fase movil.

Metanol : 1-heptansulfonato de sodio 0.005M (35:65)
a) Solucion 0.005M de 1-heptansulfonato de sodio:

Pesar 1.0113 g de I-heptansulfonato de sodio y transferirlos
cuantitativamente a un matraz volumétrico de 1000 ml, disolver con
aproximadamente 500, ml de agua grado cromatogréfico, adicionar 10.ml de
acido acético glacial y llevar al aforo con agua grado cromatografico.

b) Mezclar 650 ml de la solucién 0.005M de 1-heptansulfonato de sodio
previamente filtrado por membrana de 0.45u con 350 m} de metanol grado
cromatogifico previamente filtrado por membrana de 0.22u. Adicionar 0.2
ml de trictilamina R.A. Mezclary dejar que la solucion recobre temperatura
ambiente, ajustar el pH a 3.0 +/- 0.05 con écido acético glacial. Desgasificar
burbujeando helio durante 5 minutos.

F. Preparacién de las soluciones estandar,

a) Solucion stock de estindar interno:

Pesar con exactitud aproximadamente 62.5 mg de metronidazol,”
estindar interno, y transferirlos a un matraz volumétrico de 100 ml, Adicionar

20 mi de metanol grado cromatogréfico y llevar al ultrasonido por 2 minutos.
Diluir a volumen con metanol grado cromatogrifico.
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b) Soluciones csléndar' de calibracion: -

Pesar con exncmud y por separado aproximadamente 8.0,.10.0 y 12.0
mg de clorhidrato - de “fenilefrina, - estandar de referencia’ .y - transferitlos
respectivamente a matraces volumétricos de. 100 ml. Adicionar a cada matraz 4
ml de''la“solucion - de: estandar . interno, ‘50 ml' de: fase - mowl 'y~ Hevar al'
) ultrasomdo durame 2 mmutos Dlluxr a volumen con fasc movnl :

Estas soluclones corresponden al 80 IOO ¥ 120% de clorhldrato de
femlcfnna : : :

. G. Preparacion de la solucién muestra.

a) - Transferir <el céntcm‘do de 2 frascos de producto a 1in matraz
Erlenmeyer de .50 ml, agitar con ayuda de una barra magnética durantu 10
mmutos .

- b Tomar 2 ml de Ia solucién y transferirlos a un matraz volumétrico de
50 ml. Adicionar 2 ml de la solucién de estandar interno, 20 ml de fase mévil y
Hlevar al ultrasonido durante 2 minutos. Diluir a volumen con fase mévil.

H. Condiciones cromatogréficas.

Inyectar las soluciones estdndar de cahbraclon y la solucmn mueslm
bajo las siguientes condiciones cromntog,raf cas:

Columna: Spherisorb ODS 2, 5y, 250 x 4, 6 mm.

Fase mévil; Metanol : heptansull‘ona!o de sodxo 0. 005M 35:65
Velocidad de flujo: 1.0 ml'/ min,

Longitud de onda: 280 nm.

Atenuacion: 5 ST

Volumen de inyeccion: 5 ul e

Velocidad de carta: 0.2 cm / min, :

Temperatura: ambiente,
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I. Célculos.

a) Factor de respues(a (FR) para cada uno dc los cslandares de
calibracién

AP Psd

Astd L 100ml

Donde : : ; :
Ai = Area del pxco de esténdar mtemo (metronldnzol) en Ia solucién

estandar, | :
Astd Area del plCO de clorhldrato de femlefrma en la solucnon :
estandar, ¢ :

Pstd Peso del estandar de clorhidrato de femlefnna en mg .

b) Factor de respuesta promedio (FRP). Es el valor promedlo dc los tres.
factores de respuesta .

¢) mg/ml de clorhidrato de fenilefrina en la muestra:

Am . 50ml
mg/ml =FRP. x - X emes
Ca Al e e 2ml

Donde: : S :
Am'=Area de clorhldrato de fenllefnna en la muestra
Ai= Area del estandar mtemo (metromdazol) en Ia muestra

d) Poféientp réE_uperddo:

E e :_mg/ rhlit‘:ncr:ontyra;dpsi(,
% recuperado = -=---tesiosceciiocoill T 100
" mg/ml etiquetados -




2. Validacion estadistica del método.
A. Linearidad del sistema.

Para determinar la linearidad del sistema sc construyé una curva de
calibracion utilizando 5 concentraciones (niveles) correspondientes al 70, 80,
100, 120 y 130% de la concentracion central, por duplicado. Se determing el
coeficiente de correlacion.

B. Linearidad del método.

La linearidad del método se evalud a partir de 12 placebos adicionados a
6 diferentes concentraciones correspondientes al 70, 80, 90, 100, 110y 120%
de clorhidrato de- fenilefrina. Se determiné el coeficiente de correlacion, el
error estandar de’regresion, la pendiente, ‘el intercepto y los limites de
confianza al 95%. -

C VE.\'acti!ud.

Para determinar la exactitud del método se utilizaron las mismas
soluciones preparadas para la lincalidad. Se determin para los porcientos de
recobro Ia desviacion estandar, la media y los intervalos de confianza al 95%.

D. Precisidn, -

1. Repetibilidad: Para evaluar la repetibilidad del sistema sc¢ analizaron
6 inyecciones del estindar al 100%. Sc determind el coeficiente de variacion,
la desviacion estdndar y sus limites de confianza al 95%.

Para evaluar la repetibilidad del método se analizaron 6 muestras de
manera independiente. Se calculo el porciento de recobro promedio, desviacion
estandar y coeficiente de variacion.
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2. Reproducibilidad: Se evalu por triplicado un lote de la formulacion
por dos analistas en dos dias difcrentes; Se’analizaron un total de 12 datos. Se
determiné para los porcuemos de recobro la desviacién estandar'y el coeficicnte
de variacién. Asi mismo, los resultados fueron evaluados por medio” de’ un
analisis de varianza siguiendo un modelo de dos factores’ aleatonos

E. Especificidad,

Para evaluar la 'cébecif cidad del método analitico, muestras de materia -
prima, placebo’de la formulacién y formulacién completa se someticron a las
siguentes condiciones de degradaclon acclerada:

-“Hidrélisis alcalina a 80°C con NaOH 0.1N, -
“Hidrdlisis &cida a 80°C con HCI IN, -
Oxidacién con perdxido de hidrogeno al 10%
Temperatura de 80°C.
Luz de gabinete (2000 luxes).

Todas las muestras estuvieron sometidas a éstas condiciones durante
aproximadamete 30 dias.

Se prepararon muestras con los compuestos degradados y se inyectaron
al cromatdgrafo de liquidos bajo las condiciones propuestas para el método:
teniendo como variante que la detenminacion se realizé a tres longitudes de
onda, 260, 280 y 300 nm.

F. Tolerancia.

1. Prucba de reproducibilidad: Se determiné inyectando en el sistema
cromatografico 2 soluciones estandar al 100%,3 veces cada una, para un total
de 6 inyecciones. Se calculé el coeficiente de variacion.
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2. Parémetros cromatogrdficos: Se utilizaron los cromatogramas de la
prueba de reproducnblhdad para calcular el factor de coleo, resolucmn, niimero
de platos tedricos y factor de capacidad. - - ~ iy

3. Caracteristicas cromatogrdfi cas:. Sc ) evaluo con las: sng,ulcmes
variables: proporcion de fase mévil, rango  deipH. y - tres::columnas
cromatograficas. De los cromatogramas obtemdos se evaluaron los. siguientes
pardmetros cromatograficos: platos teoncos /'columna,’ factor de coleo factor
de capacidad y resolucion. : =

G. Estabilidad de la muestra.

Se - analizaron : soluciones eslandar;y mucstras almacenadas a dos
diferentes - condlcxone temperatura ‘ambiente: 'y refrigeracion) .y a tres
diferentes ncmpos (l 3y dlas) :Se- dclcrmmé la desvmcnon estandar relativa

determiné ‘el nivel de ‘ruido myectando al sistema cromato;,raﬁco fase movil
por tnpllcado ‘Un’estimado’ del ‘limite 'de deteccién se determind como la
respuesta igual a dos veces el nivel de ruido de las mediciones y, una respuesta
igual a diez veces el nivel de ruldo de las medncnones es un estimado del limite
de cuannf’ cacion. ;

Utilizando el método propuesto, se determing e} limite de deteccién y
cuantificacién preparando e inyectando al sistema cromatografico soluciones
estdndar a diferentes concentraciones correspondientes al 0, 1, 2, 4, 6, 8 y 10%
“~ de clorhidrato de fenilefrina.

En cada uno de los cromatogramas obtenidos se midié la respuesta en
alturas de la sefial de interés. Con los resultados obtenidos se grafics, por
medio de minimos cuadrados, la concentracién en porciento contra Ja respuesta
en milivolts (mV), obtenida de la conversién de los milimetros medidos. Con
un intervalo de confianza al 95% sobre la recta obtenida por minimos
cuadrados, se encontrd el limite de deteccion y cuantificacion, expresado en
concentracion.
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V. RESULTADOS.
A. Linearidad del sistema.

Los resultados obtenidos de la curva de ciilirbrldc'ién'para la evaluacién
de la linearidad del sistema se muestran en la tabla 11 y figura 13:

TABLA I
LINEARIDAD DEL SISTEMA
Cantidad adicionada !m!! Respuesta
7.07 9.0338
7.04 9.1474
7.99 11.6889
8.37 12,8104
10.10 18.8849
9.94 18.0776
12,06 26.6675
12.21 27.2180
13.02 30.9442
13.03 31.1416

Con los resultados obtenidos sc calculd el coeficiente de correlacion (r)
y el coeficiente de determinacion (r2);

r=0.9968
2= 09936

Ya quer>0.99 y r2 > .98, se considera que el sistema es lincal.
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LINCHLIDAD DEL SISTEMA.

PENILEFRINA - HCl.

i N

[ N : o T 'AE
CANTIDAD on:’xc‘nhb«.’

Figura No. 13 ~ Linearidad del sistema. Cantidad adicionada vs respuesta

- medida;” e :

54



B. Linearidad del método.

La tabla HI y la figura 14 muestran los resultados obtenidos al evaluar ia
linearidad del método analitico después de analizar los 12 placebos
adicionados a 6 diferentes concentraciones. Con los resultados obtenidos se
determind el coeficiente de cormrelacion, el coeficiente de determinacion, la -
oredcnada al origen y la pendiente. Las férmulas empleadas para obtener los
resultados se encuentran en el anexo A.

TABLA 11l
LINEARIDAD DEL METODO ANALITICO

mg adicionados mg recuperados | % adicionado % recuperado
7.00 6.86 70.0 68.6
701 6.93 70.1 69.3
8.0 7.82 80.1 3.2
8.0l 7.93 80.1 79.3
9.00 9.17 90.0 91.7
9.01 8.95 90.1 89.5
10.02 9.88 100.2 98.8
10.02 9.95 100.2 99.5
11.01 10.89 110.1 108.9
11.00 10.70 110.0 107.0
12,01 11.85 120.1 118.5
12.02 12.03 120.2 1203
ordenada al origen a=-0.03996
pendiente b =0.9940
coeficicnte de correlacién r=0.9980
coeficiente de determiancién 2 =0.9959
error estandar de regresién Sy/x=10.1193

Evaluacion de la ordenada al origen:

- Prucba de hipdtesis: Ho a=0
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- Estadigrafo de contraste t de student
(cal =.0.1260

Resultado .
: .vktlab,‘ 22278’ :

Ya que t cal entra en e\ mtervalo de -2 228 a2, 228 (t tab), puede
=0 0

consnderarse estadlstlcamente qu a

- Calculo de los mtervalos de conf’ anza al 95%
=04

LS =0.3934 -
E valuaciénrzda la béh&ieﬁié;
"Ha - b=#1

"~ Prueba de hipotesi :

- Estadigrafo dc contras(e t de student
Rcsultado. o ¢ éal = -0.2962
AR e ttab 2.228
Ya que t cal entra en. el mtervalo de ~2 228 a 2. 228 (t tab) se’ pucde

conslderar estadlsllcamente que b = l

- Calculo de los mtervalos de conﬁanza al 95%

LI O 949"
LS= = 1.0389
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. mg RECUPERADOS

LINEALIOND OEL. METOOD, FEHILEFRINA = HCL

2.8

iL.e

1s.6

mg ADICIQNMAQRS

Figura No. 14 - Lincaridad del método. mg adicionados vs mg récuperados.
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C. Exactitud.

A continuacién se muestran los resultados para la exactitud del método
obtenidos de las muestras evaluadas en la lincalidad, expresadas en porcientos
de recobro; tabla IV. Se calculé la media, desviacion estindar y los intervalos
de confianza al 95%. Las formulas utilizadas para obtener los resultados se
muestran en el anexo B.

TABLA 1V
EXACTITUD DEL METODO ANALITICO

| mg adicionados mg recuperados % de recobro,

7.00 6.86 98.03
7.01 6.93 9%.83
8.01 7.82 97.67
8.01 7.93 98.96
9.00 9.17 101.89
9.01 8.95 99.32
10.02 9.88 98.59
10.02 9.95 99.33
11.01 10.89 98.90
11.00 10.70 97.24
12.01 11.85 98.65
12.02 12.03 100.10

n=12

% =98,96%

DE=1.20

CV=121%

Como se puede observar, la media se encuentra entre 98.5y 101.5% y el .
coeficiente de variacion’es ‘menor a 1.5%; por lo-que. se consudera que el
melodo exacto. -

- Célculo de los intervalos de @:vonﬁban'za‘al' 95%: .

LI=98,1955
LS =99.7229



D. Precisidn:

Repelibilidad: En la tabla V se mucstran los resultados de la
repetibilidad del sistema, asi como de la repetibilidad del método analitico.Para
ambas pruebas se calculd la media, desviacion estandar y coeficiente de
variacién; ademas, la repetibilidad del método se evalué a través de un
estadigrafo de contraste x;2, con un nivel de significancia del 95%. Las
férmulas empleadas para obtener los resultados se muestran en el anexo C.

La repetibilidad del sistema fué evaluada utilizando una solucidn
estandar equivalente al 100% y, para determinar la repetibilidad del método se
empled muestra de un lote de solucidn nasal que ha estado almacenado 12
meses a temperatura ambiente,

TABLA V
REPETIBILIDAD
No. Repetibilidad del sistema Repetibilidad del método
inyeccién Respuesta_mg / m! Porciento recuperado
1 0.05246 92.8]
2 0.05318 94.76
3 0.05343 93.39
4 0.05304 93.92
5 0.05353 93.10
6 0.05384 92.98

- Céleulo de la media, desviacion estdndar y coefi clente de vanaclon
para la repetibilidad del sistema:

X=0,05325 m[,/ml
DE = 4.7634 x 104"
C.V.=0.89%
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- Calculo dc la ‘media; desvnaclon estandar 'y coefcnen(c de variacién
para la repeubllldad del metodo s

®=0349%
DE=0.7313
C.V.=0.78%

- Estadfgrafo de contréls(e‘xi2 pm"av‘ la rebetibilidéq del método:

- Prucba de hipétesis: sl Vlr—”ldz"v.cvsﬂl.S;
‘ SR " Ha ';c>'ly.5"

x2 cal—11885 :
) 2 tab(0975 5)—]28

- R‘ésultédo::::

" Como x,z cal < x17- tab el ‘método sc. conmdcra» precnso en cuanto a .
repenblhdad : .

- Calculo de los intervalos de g’dnﬁa:iza ;ai"gs%:’

 Li=04571
LS =1.7939 -

3 Répraducibilidad Los resultados obtenidos de la- evaluacion del

efecto analista-dia se muestran en la tabla VI y VII. Se determing para fos ..

porcientos recuperados la desviacién estandar, ¢l coeficiente de variacion y, se-
realiz6 un "analisis de varianza. Las férmulas empleadas para obtener los
resultados se encuentran en el anexo D. S

La reproducibilidad del método analitico fué evaluada utilizando un lote -
de la solucion nasal que ha estado almacenado a temperatura ambxente por:12 .
meses,
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TABLA VI

REPRODUCIBILIDAD
ANALISTA 1 ANALISTA 2
92.80 93.95
DIA1 92.28 93.01
- 92.87 93.61
. 91.29 92.95
DIA2 91.05 93.27
91.00 90.99
n=12
X=9242%
DE = 1.0741
C.V.=1.16%
TABLA VIi

ANADEVA ( Anilisis de varianza)

Fuente de Grados de Suma de Media de Fcal. F tab,
variacion libertad cuadrados cuadrados
Analista_ || 1 ™ 35100 35100 M 12943 38.51
Dia___|[ 2 I 5.4236 27118 Y 57753 6.06
Error || B [ 3.7564 0.46955 ||

Ya que Fa <F gla/gld; 0.05, el método analitico es reproducible por los
analistas.

Ya que Fd < F gld/gle; 0.05, el método analillco es reproduc:ble en
distintos dfas por un mismo analista, :
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E. Especificidad.

En el caso de materia prima, no se observé la presencia de algin
producto de degradacion bajo ninguna de las diferentes condiciones de
degradacion.

Para la formulacion completa, se lograron observar 3 productos de
degradacion bajo condiciones basicas y de temperatura (80°C), en el caso de
hidrélisis acida se observaron 4 productos de degradacién, para oxidacién 1y
en el caso de luz de gabinete se observaron 2 productos de degradacién.

Con respecto al placebo de la formulacion, bajo condiciones oxidativas
y basicas se observé un producto de degradaci6n, en el caso de hidrélisis acida
se observaron 3 y para temperatura (80°C) se observaron 2 productos de
degradacion.

El analisis a diferentes longitudes de onda y de pureza de pico permiti6
eliminar la posibilidad de coelucién de algin producto de degradacuén al ‘
mismo tiempo que el clorhidrato de fenilefrina. :

Las figuras 15-17 se muestra la no mterfcrencla de los: exclplentes con
los picos de interés. En la tabla VIII, IX y X se; muestran‘ los resultados
generales obtenidos durante el estudio de Ia especificidad del método. Las -
figuras17-26 muestran los cromatogramas mds representativos.

TABLA VIII
ESPECIFICIDAD MATERIA PRIMA

Condicién No. de productos de Resolucién *
degradacién

No sc observaron productos de degradacion

* Con respecto al pico de interés, clorhidrato de fenilefrina 6
metronidazol (estandar intemo).
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TABLA 1X
ESPECIFICIDAD PLACEBO DE LA FORMULACION

Condicién No. de productos de Resolucién *
degradacitn
80°C 2 2.06
Hidrélisis dcida 3 1.92
Hidrélisis bdsica 1 1.95
Oxidacién 1 P
Luz de gabinete. — —

* Con respecto al pico de interés, clorhidrato de fenilefrina &
metronidazol (estandar interno).

TABLA X
ESPECIFICIDAD FORMULACION COMPLETA

Condicién No. de productos de .~ |} - Resolucién *
degradacitn
80°C 3 2.8.2.6
Hidrélisis Acida 4 g 23,22
Hidrélisis basica 3 . 221.1.79
Oxidacién 1 -
Luz de gabinete 2 -

* Con respecto al pico de interés, clorhidrato de fenilefrina 6
metronidazol (estindar interno). i :

F. Tolerancia.

L. Prueba de reproducibilidad: La tabla XI muestra los resultados
obtenidos de las  inyecciones  de las soluciones estandar al 100% para la
_evaluacién de la reproducibilidad. Con los datos obtenidos se determiné la
desviacién estindar y el coeficiente de variacion,
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- TABLA Xl
TOLERANCIA / REPRODUCIBILIDAD

Respuesta_mg/ ml

0.05305
0.05313
0.05269
0.05249
0.05265
0.05302

n=6

% = 0.05284 mg / mi
DE = 2,6028 x 104
C.V.=0.50%

2. Parametros cromatogréficos: Con los cromatogramas obtenidos de la
prueba de reproducibilidad se calcularon los diferentes parametros
cromatograficos como nimero de platos tedricos, factor de coleo, resolucién,
factor de capacidad, etc. La tabla X1f muestra los resultados obtenidos.

TABLA X1
TOLERANCIA / PARAMETROS CROMATOGRAFICOS
Pardmetros ‘Metronidazol Clorhidrato de fenilefrina
cromatogrificos
Platos tedricos/columna 4982.7 53206
Eficiencia 19930.8 212825
Factor de colco 1.04 1.06
Factor de capacidad 0.21 0.4
Selectividad (&) 3.55
Resolucidn entre metronidazol v entre fenilefnna-HCl v la
fenilefrina-HCl scilal mas proxima
6.45 1.81

3. Caracteristicas cromatogrdficas: Las variables que se evaluaron
fueron las siguientes:
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Cambio en la proporclon de’ fase movil metanol heptansulfonato de
sodio 0.005M 30:70 y 40:60.Las tablas XlIl y XlV mucstran los resulludos

Cambié en el pH de la fase movil, a pH de 2 5 y 3 5 En la tabla XV y ‘
XVI se pueden observar los resultados obtemdos s

Cambi6 en la columna (fase esmcnonana) por Sphen orb ODS 1, 5;1,
Adsorbosphere C 18, 5p y p-Bondapack C'18, lOp. Las tablas XVH XVily
XIX muestran los resultados obtenidos.

TABLA XIII

Proporcion de fase mévil 30:70 (metanol:heptansulfonato de sodio
0.005M)

Purdmetros Metronidazol Clorhidrato de fenilefrina
cromatograficos
Platos teéricos/columna 6142.6 7063.0
Fficiencia 24570.3 28251.9
Factor de coleo 1.2 1.17
Factos de capacidad 0.88 2.1
Selectividad {a) 2.40
Resolucién entre metronidazol y cntre fenilefrina-HCl y la
fenilefrina-HCI sefial més proxima
9.97 1.12
TABLA XIV

Proporcién de fase movil 40:60 (mnetanol:heptansulfonato de sodio
0.005M)

Pardmetros Metronidazol Clorhidrato de fenilefrina
cromatogrificos
Platos tegricos/columna 3619.7 4005.6
Eficiencia 14478.9 16022.6
Factor de coleo 1.1 1.16
Factos de capacidad 0.47 1.04
Selectividad (a) 2.24
Resolucién entre metronidazol y entre fenilefrina-HCl y 1a
fenilefrina-HCI sciial mas proxima
5.09 1.25
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TABLA XV

pH2S5
Parémetros Metronidazol Clorhidrato de fenilefrina
cromatogréficos
Platos tedricas/columna 4384.6 3568.9
Eficiencia 17538.3 14275.5
il Factor de coleo 1.13 1.09
Factos de capacidad 0.36 0.54
Selectividad (a) 147
Resolucién entre metronidazol y entre fenilefrina-HCly la
fenilefrina-HC! scital mas proxima
1.85 2.57
TABLA XVI
pH3.5
Parimetros Metronidazol Clorhidrato de fenilefrina
|___cromatogrificos
Platos tebricos/columna 4579.8 5201.1
Eficiencia 18319.3 20804.6
Factor de coleo 1.03 1.04
Factos de capacidad 0.46 1.23
Selectividad (o) 2.69
Resolucién entre metronidazol y entre fenilefrina-HCly la
fenilefrina-HCI sciial mas proxima
7.30 2.01
TABLA XVII
Columna Spherisorb ODS-1, 5.
Paramctros Metronidazo! Clorhidrato de fenilefrina
cromatogrificos
Platos tebricos/columna 32716 3702.2
Eficiencia 13086.4 14808.8
Factor de coleo 1.02 1.05
Factos de capacidad 0.84 1.27

Selectividad (a)

1.50

Resolucién

entre metronidazol y
fenilcfrina-HCI

entre fenilefrina-HCl y la
seilal mis proxima

3.05
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TABLA XVIII

Columna Adsorbosphere C18, 5u.

Pardmetros Metronidazol n Clorhidrato de fenilefrina
cromatogrificos
Platos teéricos/columna 3885.4 | 7815.2
Eficiencia 15541.8 | 31260.6
Factor de coleo 1.10 ] 1.23
Factos de capacidad 0.60 ] 1.94
Selectividad (a) 3.21
" Resolucion entre metronidazol y entre fenilefrina-HCl y la
fenilcfrina-HCI scflal mds proxima
I 113 —
TABLA XIX
Columna u-Bondapack C18, 10u.
Pardmetros Metronidazol Clorhidrato de fenilefrina
w _
Platos teéricos/columna 3403 8 3867.2
Eficiencia 11346.1 12890.8
Factor de coleo 1.04 1.04
Factos de capacidad 0.37 0.71
Selectividad (o) 1.91
Resolucién entre metronidazol y entre fenilefrina-HCl y la
fenilefrina-HC! sciial mas proxima
334 2.02

G. Estabilidad de las soluciones estdindar y de las soluciones muestra.

Los resultados obtenidos de la estabilidad de las soluciones estandar, a
temperatura ambiente y 5°C se muestran en las tablas XX y XX,
respectivamente. Las tabla XXII muestra los resultados de la estabilidad de la
muestra a temperatura ambiente y la tabla XXIIT muestra los resultados de la
estabilidad de la muestra a 50C.
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TABLA XX
Soluciones estandar a temperatura ambiente; mg / ml.

Inicial Primer dia Tercer dia Quinto dia
0.05324 0.05179 0.05145 0.05153
0.05230 0.05166 0.05212 0.05i53
0.05334 0.05276 0.05252 0.05274

R = 0.05296 x = 0.05207 & =0.05203 % =0.05193
C.V.=1.08% CV.=1.16% C.V. = 1.04% CV.=135%
n=12
£ = 0.05225 mg/m}
C.V.=129%
TABLA XXI
Soluciones estandar a 5°C; mg / ml.

Iniciatl Primer dia | Tercer dia Quinto dia
0.05324 0.05401 0.05324 0.05232
0.05230 0.05315 0.05258 0.05143
0.05:134 0.05408 0.05305 0.05211

X = 0.05296 % =0.05374 X =0.05295 % =0.05195
C.V.=1.08% C.V.=0.96% C.V.=0.64 C.V.=0.89
n=12
% = 0.05290 mg/ml
C.V.=1.48%
TABLA XXII
Soluciones muestra a temperatura ambiente; en %.

Inicial Primer dia Tercer dia Quinto dia
91.7815 91.4239 92.4291 92,5049
92,6171 91.5725 91,3262 92.2464
92.9978 91.8211 91.3577 92,5248

X =92.4655 £=91.6058 X =91.7043 R=924254
C.V.=0.67% CV.=0.22% C.V.=0.68% C.V.=0.17%




=12
=92.0503%
C.V.=0.62%

TABLA XXIH
Soluciones muestra a 5°C; en %.

Inicial Primer dia Tercer dia Quinto dia
91,7815 92.3255 92.5060 92 3049
92.6171 92 7400 93.9309 92 2464
92.9978 92 5556 91.5198 92.5248

£ =92.4655 R~ 825403 X = 926523 X =92.4254
C.V.=0.67% CV.=0.22% C.V.=131% C.V.=017%
n=12 .
X = 92.5209%
C.V.=0.65%

H. Limite de deteccidn y cuantificacidn.

La tabla. )\)\IV “muestra’ obtemdos de las soluciones estdndar
preparadas a. dli‘erentes concentra ones 'y de las cuales se midié (en mm) la
Tespuesta en'’ alturas delai eﬁal de interés.” Se- calculd el coeficiente de
correlacxén de la regresmn ERNT

La f' gura 27 muestra’ graf' camente los resultados obtenidos para la
evaluacxon del limite de deteccxén v cuanuﬁcacxon.
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. TABLA XXIV
LIMITE DE DETECCION (LLD) Y CUANTIFICACION (LLC)

Concentracién (% Respuesta (m
0.000 0.0000
1.013 0.3200
1.013 0.2752
2.026 0.4843
2.026 0.5269
4.052 0.9451
4.052 0.9280
6.504 1.4293
6.504 1.4549
8.104 1.8368
8.104 1.8581
10.130 2.2464
10.130 2.2208

Coeficiente de correlacién = 0.9992
Limite de deteccion (LLD) = 0.48%
Limite de cuantificacién (LLQ) = 2.42%
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VL ANALISIS DE RESULTADOS.

Los requerimientos minimos con los que debe cumplir un método para
considerarse validado son: ser lineal, preciso, exacto y reproducible. Para
métodos que van a ser utilizados en estudios de estabilidad, ademas de lo
anterior, debe ser especifico.

Un método analitico se considera lineal si su representacion grafica se
aproxima a una linea recta, su coeficiente de comelacion tiende a uno, su
ordenada al origen es igual a cero y su pendiente es igual a uno. Observando
los resultados obtenidos para la evaluacién de la linealidad, del sistema y del
método, vemos que estadisticamente los criterios antes mencnonados se .
cumplen, por lo tanto, el método analitico resulté ser lineal. "

En cuanto a la exactitud del método, la media de los porciemos ‘
recuperados cae dentro de los limites de 98.5-101.5%, y-'su coefi clente de
variacion es menor a 1.5%; por lo que consideramos el método exacto.

Para métodos cromatogrificos, se considera preciso cuando su
coeficiente de variacion es menor a 1.5%. En los tres casos (repetibilidad del
sistema, del método y reproducibilidad) se cumple este criterio. Ademas, los:
resultados de la reproducibilidad fueron evaluados por medio de un analisis de
varianza siguiendo un modelo de dos factores aleatorios, el cual demostré que
el método es reproducible por dos analistas en dos dias diferentes. Por todo
esto, podemos decir que el método es preciso.

Al evaluar la especificidad del método analitico frente al placebo de la
formulacién se encontrd, que a las condiciones de degradacion propuestas hay
un total de 7 productos de degradacién; de ellos, ninguno muestra interferencia
analitica con los picos de interés, En todos los casos, la resolucion entre los
productos de degradacion y las sefiales de interés fué mayor a 1.5. De los
resultados mostrados en la tabla IX, se advierte que las condiciones a las cuales
es mds susceptible el placebo de la formulacion es temperatura e hidrdlisis
acida.

Al evaluar la especificidad utilizando materia prima y las mismas.’
condiciones de degradacxon, se encontré que hasta el nempo analizado (30
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dias) no aparecié ningin producto de degradacidn; sin embargo, en la
formulacién completa, en cada una de las condiciones de degradacién apareci6
un nimero mayor de productos de degradacion con respecto al placebo; esto
puede deberse a que el clorhidrato de fenilefrina como materia prima sélida
muestra una gran estabilidad en las condiciones ensayadas, sin embargo, ai
encontrarse en solucion e interaccionar con los demas excipientes de la
formulacién sea mas susceptible a la degradacion. A pesar de ésto, los 13
productos de degradacion encontrados no muestran interferencia analitica con
las sefiales de interés. En todos los casos, la resolucion entre los productos de
degradacion y las sefiales de interés fué mayor a 1.5.

Después de analizar las muestras a 280 nm, que es la longitud de onda
propuesta en el método analitico, la muestras utilizadas para determinar la
especificidad del método analitico fueron ensayadas en un detector de arreglo
de diodos que ayudé a confirmar la pureza de cada una de las seiiales
cromatogrificas a diferentes longitudes de onda, lo que permitié comprobar

que sobre las seiiales de interés no coeluyeron productos de degradacion.

Con los resultados obtcnidos a 280 nm y de pureza de las sefiales
cromatogréificas a diferentes longitudes de onda, se concluye que el método
analitico es especifico frente a excipientes de la formulacién y productos de
degradacion.

La tolerancia nos da una medida de la habilidad del método para
penmanecer sin alteraciones frente a variaciones en los pardmetros. Se encontrd
que no es recomendable cambiar la proporcidén de fase mdvil ya que ésto
disminuye la resolucién entre clorhidrato de fenilefrina y la sefial més proxima,
originando resultados poco confiables. En cuanto al pH, se puede variar 0.5
unidades hacia arriba ya que mejora la resolucion entre el metronidazol y el
clorhidrato de fenilefrina y, de éste con la sefial mas cercana. Una modificacién
de 0.5 unidades de pH hacia abajo no trae consecuencias significativas, la
eficiencia y la resolucién no se ven alteradas significativamente, es decir,
pequeiias variaciones de pH no traen problemas en la cuantificacién. En cuanto
a la modificacion de la fase estacionaria tenemos que se puede llegar a utilizar,
en el caso de no tener la que indica el método, una columna p-Bondapack C18,
104, Esta columna no tiene la misma eficiencia que la Spherisorb ODS 2 de
5y, pero mantiene una buena resolucién entre el clorhidrato de fenilefrina y la
sefial mds proxima; aunque disminuye con respecto al metronidazol, pero sigue
siendo bastante aceptable.
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Los coeficientes de variacion obtenidos para la determinacion de la
estabilidad de las soluciones estandar y soluciones muestra son menores a
1.5% durante los 5 dias que sc realiz6 la prucba; lo que nos indica que de ser -
necesario guardar las muestras y estandares para luego inyectarlos, éstos son
estables hasta 5 dias después dc preparados, ya seca que se almacenen a
temperatura ambiente o en refrigeracion; sin embargo, se sugiere que no pasen
mas de 48 hrs, antes de inycctarlas.

En cuanto al limite de deteccion y cuantificacién, éstos no son requisitos
de validacion ya que el tipo de método que se validé se encuentra dentro de la
categoria I y no requiere de éstos ensayos, sin embargo, se realizaron estas
determinaciones previendo que en un futuro sc requiera contar con un método
para cuantificar trazas, para limpieza de un cquipo, etc. Se encontré que el
método analitico logra cuantificar clorhidrato de fenilefrina a una
concentracion de aproximadamente de 2.5 X 10-3 mg/ml (2.5%).

Otras caracteristicas adicionales que pueden atribuirse al método son:
rapido, en cuanto a preparacion de muestras y tiempo total de corriday;
econdmico, no requiere de alguna técnica especial de extraccion y sélo utiliza
reactivos de uso comin en el laboratorio.
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VIl, CONCLUSIONES.

De acuerdo con los resultados obtenidos, quedd establecido que el
método analitico cumple con los requisitos y parametros establecidos para la
identificacion y cuantificacién de clorhidrato de fenilefrina en una solucion
nasal.

El método analitico ademas de ser lineal, exacto, preciso y reproducible,
es estabilidad especifico; ya que demostr6 que logra separar los productos de
degradacion de los picos de interés, por lo que ademas de aplicarse en andlisis
de rutina se puede aplicar a productos en estabilidad.

Por todo lo anterior se concluye que el objetivo propuesto en un inicio
se cumplid, ya que se realizo la validacion de un método analitico el cual es
capaz de llevar a cabo la identificacion y cuantificacién de clorhidrato de
fenilefrina en una soluciéon nasal y, ademis, es aplicable a estudios de
estabilidad.

Otras caracteristicas del método analitico son: econdmico, ya que no
requiere de ninguna técnica especial de extraccion y sélo emplea reactivos de
uso comiin en el laboratorio; rapido, ya que el tiempo total de andlisis es corto,
tanto en la preparacion de estindares y muestras como en el tiempo de corrida,
lo cual es especialimente importante si se trata de un laboratorio de control de
calidad donde el tiempo es uno de los factores principales; y versatil, ya que
puede ser empleado para la materia prima, solucion a granel, producto
terminado y producto terminado en estabilidad,
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ANEXO A
FORMULAS PARA EVALUAR LA LINEALIDAD DEL METODO.
1. Inferencias respecto a la ordenada al origen:
- Hipdtesis: - 7 Ho . a
. . . Ha“ a
donde A=0

- Estadigrafo de contraste:

a-A

tcal=
Sy/x { Zx2/n E(x; - x)2)112

Sy/x={(Zy2-aLy-bIxy)/n-2}2

- Criterios:
Si

tal < t(0975,02gl)
tcali>.t (0.025, n-2 gi)

puede considerarse que estadisticamente. a=0_

- Intervalo dé'yédx{ﬁ‘ai‘)z‘a'e’ﬂ 95%:

a4 to/2 Syix [ Sx2/n Bk - X))
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2. Inferencias respecto a la pendiente:

- Hipdtesis: < ¢ Ho b=B
: : Ha- b+#B

donde B = 1
-Estadfgrafo de contraste:

(b-B) (SyM) (n-1)2
Sy/x

tcal=

- Criterios:
Si
t cal . <"1 (0.975,n-2gl)

Steal > (0025 n-2gl)

puede co_nsiderhrse que eétad(s!icamenle b=1

- InterY_alo de confianza al"95“%:yr P

bt
Sx (n-l)l,/2

Si ambas hlpotems, para la ordcnada al ong,en y para la pendiente, son
aceptadas, el método es lineal.
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ANEXO B

FORMULAS PARA EVALUAR LA EXACTITUD.

- Intervalo de confianza al 95%:

%% ta/2 (S/(m)2)
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ANEXO C
FORMULAS PARA EVALUAR LA PRECISION / REPETIBILIDAD."

- Hipdtesis: Ho o< 15%
Ha o> L5%"

- Estadigrafo de contraste:

(n-1y (512
xi2cal=
02

- Criterios:

Si
xi2 cal < x,z (0 975 n-1 gl)
puede consnderarse precnso / repehble

- Intervalo de ponﬁahza:‘ .

(n-1) (S (n-1) (52

<g>

xi2 (0.975, n-1 gl) xi2 (0.025,n-1 gl)
- Coeﬁcicnté de vaﬁacién:

V.= (S/x%)100
CV. < 1.5%
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ANEXO D
FORMULAS PARA EVALUAR LA REPRODUCIBILIDAD,
El modelo hipotético que representa este caso es:
Yijk = 1 + aj + 8j(jy + ek(ij)
donde:

Yj;k = ensayo de la sustancia de interés de la késnma muestra anahmda
por el iésimo analista en el jésimo d{a - NN o

# = media poblaclonal del ensayo de Ia ustancxa de mterés en la
muestra. EUa .

= efecto &l analista en el ensay:

Sj(i)‘—? efecto del d

(, J) error del método nnalltmo :
a= numero de ‘ (donde a= 2)
b= numero de dias (donde d = 2)

r= numero de pl cnonersk(dqnde r=3),
- Efecto porcl analista: ‘«;7 .
Si i
vFv'cali a < Ftaﬁ (0.95) gla/gld

el método analitico es reproducible pof fos analistas.
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- Efecto por ¢l dia:

Si

Fcald < F tab (0.95) gld/gle

¢l método analitico es reproducible en distintos dias por un mismo

analista.
TABLA DE ANALISIS DE VARIANZA.
Fuente de | ‘Gradosde-} Sumade"|. . Media de Fcal o Fab
variacién libertad | cuadrados cuadrados IR R
‘Analista gla=a-1 SCa MCa =SCa/gla | Fa=MCwMCd | F glajpld
Dia gld =(d-1)a SCd MCd = SCd/gld | Fd=MCd/MCe { F pldigle
L Error__ | gle =(r-1)ad SCe MCe=SCelple [  eomee | oneee

SCa=(XYj2/dr) - (Y2/adr)

SCd = (EZYijz /1y - (EYj3/dr)

§Ce=(ZLZVji?) - (EEYi/1)
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