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INTRODUCCION,

Los medicamentos modernos que estin constituidos por uno o mas activos y vanos‘ :
excipientes requieren de métodos analiticos capaces de determinar y cuantificar a cada’
uno de los activos que lo constituyen, Debido a la necesidad de. un control  de -

medicamentos mas riguroso en nuestro pais, la validacion es ahora un requisito cuya ™ -

finalidad es tener un medicamento seguro, en todo aquello que pueda’ afectarlo en su L
fabncacton ademés de ser eficaz en cuanto a su accion lempeullca :

Ame estas circunstancias se requiere desarrollar un metodo dc anahsls el cual sca mas .
pracuco, eficiente, confiable, versatil. :

El método propuesto es la cromstografia de liquidos de alta resolucion por sus
cualidades analiticas, que aparte de cumplir con estas caracteristicas, es un analisis
reproducible, exacto, y preciso.

. El ketoconazol es un antifingico de amplio espectro, con una amplia actividad en
micosis sistémicas ya que es un activo de amiplia importancia, se decidid desarrollar
una metodologia analitica, rapida y confiable, y cuya técnica sea especifica para
control de calidad asi como para indicativo de estabilidad. Una vez establecido el
método analitico, se realiz6 1a validacion de dicho método evaluando los parametros
de linealidad y precision del sistema, lincalidad y exactitud del método,
reproducibilidad y especificidad del método, asi como estabilidad de la muestra y
tolerancia del método.

Los resultados de la validacion d ran que el método es lineal, preciso exacto,
especifico, y la muestra es estable por un periodo de 48 horas, por lo que el método
puede ser utilizado en la determinacion de Ketoconazol en crema ( granel y producto

terminado), con la seguridad de que los resultados obtenidos son confiables.

Por ultimo cabe mencionar que ¢l método puede ser empleado para Control de
calidad asi como para indicativo de estabilidad ya que los resultados obtenidos no
interfieren con los productos de degradacion.
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GENERALIDADES

A.MICOSIS.

Muchos hongos provocan enfermedades en las plantas pero solo 100 de los miles de -
e de levaduras y mohos provocan cnfennedades en los humanos (16).
Las infecciones micoticas * en - los: humanos: " pueden - agriparse en . MICOSIS
SUPERFFICIALES, MlCOSlS SUBCUTANEAS Y. :MICOSIS PROFUNDAS
(gencrahzadas) : D A A

1. MICOSIS SUPERFICIALES,

Hongos que mvaden solo tejldo superﬁcnal queraumzado (plel cabello, pelo. uﬂas,)

Los mis lmpon lcs son los DERMATOFITOS qu

1. Egldegngg ﬂgn E. floccossum: invade la plcl y Ias uhas, nunca el cabello, Pié’ de’

atleta.

2. Microsporum : Infectan habitualmente la piel y el cabello' péfo rara vézj las }lﬁés:w-

3. Trichophyton, Pie de atleta.

Otras micosis superficiales son: Tifia negra, pitiriasis versicolor en donde el ngenlc
ctiologico es Pityrosporum ovale. Habitad sapréfito. de plel nonnal predomma en
regioncs tropicales y subtropicales.

2 MICOSIS SUBCUTANEAS.

En g ] las lesi se diseminan | desde la zona de implantacion.



ESPOROTRICOSIS. Es una infeccion granulomatosa crénica el agente es Sporothrix
schenckii, causa nédulos ulceraciones y abscesos en la piel (micetoma) y mucosas, afecta
también a los ganglios linfaticos, articulaciones y al pulmon es comun en los floristas, la
mayor prevalescencia es en los estados de Morelos, Guanajuato, Mlchoacnn y Distrito
federal.

b CROMOMICOSIS Infeccion granulomatosa progresivamente lenia de’ Ja piel
provocada por diversas especies de mohos negros. Con cierta frecuencia se ha aislado:

Phialophora verrucosa,

Fonsecae: rosoi

Cladosii

Los hongos son mtroducsdos medxame trauma al mtenor dc la pnel a menudo de Ias
piernas o de los pies. ! .

¢ MICETOMA. Las causas mis comunes del micetoma antimicotico son: Nocardia
brasiliensis y Actinomadurae madurae. Se caracteriza por lesiones supurativas o con
secrecion abundante, puede localizarse en piel y es una causa de micetoma. Es frecuente
en los Estados de Morclos, Guanajuato, Michoacan Veracruz y el Distrito Federal. Es
mds frecuente en el sexo masculino entre los campesinos (debido a que andan descalzos).

3 MICOSIS PROFUNDAS.

La infeccion se adquiere por inhalacion y la mayoria de las lesiones son asintomaticas, se
caracterizan por ser poco frecuentes, con zonas endémicas més o menos definidas,
algunas de ellas no contagiosas, de dificil curacion y de prondstico grave para la vida.

a BLASTOMICOSIS, Existen dos formas de ésta:

1

1 Bl icosis sudamericana, pre da por el Bl yces brasiliensis.

2 Blastomicosis norteamericana, causada por el Blaslomyces dermatitis

Es una afeccion. grave, del tipo granulomatoso. que afecta a la p:el mucosa bucal,
pulmén, ganglios linfaticos y visceras abdomi do conducir a la muerte.

P




b COCCIDIOIDOMICOSIS. Esta es causada por Coccidipides immitis, que se inicia
con un cuadro de infeccion respiratoria, bronquitis o neumonia, para luego generalizarse,
afectando huesos visceras abdominales y a veces el cerebro.

La Cocciodioidomicosis es una enfermedad del Continente Americano fundamentalmente
del Norte de la Republica Mexicana, (7) ¢l area endémica mas extensa comprende
principalmente a los Estados de: Baja California, Sonora, Chihuahua, Coahuila, Nuevo
Ledn, Tamaulipas, Sinaloa, Nayarit y Durango Ademis existen las zonas endémicas del
centro y la del litoral del pacifico. ‘

En cstas zonas las condiciones ecologicas de semiaridez favorecen la presencia de

¢ HISTOPLASMOSIS.

tema réliculq
del - sistema

Es causada por Histoplasma capsulatum, es una micosis imracelular del.
endotelial. La infeccion con Histoplasma capsulatum ocurre a* (rav
respiratorio.

El si reticy | se tra’ aft 'en pamcular con hn adel opaua,

bazo crecido y hepatomegalm, fiebre alta, anemla Pueden ocumr ulceras e la nariz, ;

boca lengua ¢ intestino.

La transmision es por inhalacion de esporas del hongo el cual se reproducc en’
excri ) de il

cavernas y palomares

Se han encontrado casos de esta enfermedad en los estados de la Repablica ubicaidos en :
diversas regiones y latitudes (Colima,” Yucatan, Durango, Guerrero.) y la maynrla de Ias
veces han tomado el caracter de epidemias. (12).

20os, aves, en sotano de casas abandonadas, granjas,’ gallmeros, .



4 MICOSIS OPORTUNISTAS.

“A CANDH)IAS!S.‘ '

Esuna enf‘ermednd causada por Cundldn alb:cans y otras especnes del genero candlda

Es una levadura oval gemante que produce un seudomlceho en cultwo en los lejldDS y
enlos exudados. Su: distribucion geografica’es cosmopolua. puede afectar a todos los
. grupos de edad y scxo La’ transmxs:én puede ser por contacto dlrecto o por. vm aerea

(7

Las mamfestaclones ic ‘van a'd ~de Ia loc de Ias Iesnones y de sus
caracteristicas, ya’ que afecta’a mucosa bucal,” piel,” intestino, - vagina,  bronquios .y
pulmones ' pudiendo mvadlr el’ torrente ¢ circulatorio - para generalizarse y afectar el
‘cndocardnoolas meninges.

Se prescnta pamculannente en d:abéucos “durante el ,embarazo y en pacientes inmuno :
suprimidos (STDA) . tuberculosis, o en aquellos que reciben dosis masivas de antibiéticos.
" También es considerada como una micosis oportunista.

"b CRIPTOCOCOSIS. Llamada también torulosis, es una infeccion cronica producida
por. Cryptococcus neoformans, se halla en las heces de pichones, es una levadura que se
caracteriza por una amplia cipsula de carbohidratos en cultivo y en los liquidos de los
tejidos.

La enfermedad en el humano es oportunista ocurre a través del sistema respiratorio y es
asintomdtica o estd asociado con signos pulmonares no especificos y con sintomas vagos.

La infeccion pulmonar puede diseminarse en forma general estableciéndose en e} SNC
produciendo meningitis y encefalitis fr te es mortal y general s¢ presenta
como un oportunista en pacientes inmunosuprimidos (SIDA) y desnutridos., etc.

C ASPERGILLOSIS. Es causada por el género Aspergillus y las especies que destacan
son las fumigatus, niger, flavus, son hongos considerados como causantes de otomicosis,
general se localizan en pulmon do nédulos que pueden confundirse con una
neoplacia (cancer). :

Clinicamente existen procesos bronquiales o tos cronica acompailada de expectoracion
abundante.



B.KETOCONAZOL. .

1. ANTEc;bEmss:DEL KErochAZOL;

Por lo cxpucsto c‘(nste la neccsxdad de contaf con un agente antifingico de amplio
cspectro que sea capaz de curar a los pacientes que tienen micosis en nuestro pais.

" En-.1976 “'se - sintetizd un derivado " imidazélico - denominado. KETOCONAZOL
considerado como nuevo agente antimicotico, activo por via oral y ficilmente soluble en

- el pH gastrico, poco después en 1985, estudios realizados comprueban que el efecto
farmacoldgico en - animales y humanos, ha tenido cambios significativos ¢ incrementado
en importancia a la Hegadas de los activos antifingicos por via topica, obviamente la
confirmacién de la actividad antifingica es todavia requerida, pero en adicion la
farmacologia humana también ahora contribuyen significativamente a grados bondadosos
de las moléculas en términos de afinidad de tejido y a un fino tono de seclectividad y
toxicidad.(5)

Se realizaron varios estudios en humanos donde se trabajo con un grupo de personas, en
este caso nifios, este estudio preliminar indica que el ketoconazol en crema al 2%, ha
- dado buenos resultados en 3/4 partes de los pacientes a los a los diez dias de su
aplicacion, a lo largo de la superﬁcle inflamada en la piel se cncomro que los mveles de
plasma estén alrededor det 1-2 % de estos i os os de administracion
terapéutica, los riesgos de toxicidad debida a absorcion per ¢a son probabl
negligentes, ya que debido a las concentraciones encontradas en plasma que son tan bajas
comparadas con la absorcion por via oral. Pocos datos son disponibles para absorcion
percutanéa en topicos imidazélicos en nifios, especialmente aquellos con una pran
inflamacion en la piel. ver tabla no. 1.

La siguiente tabla muestra las concentraciones encontradas de ketoconazol en plasma con
una aplicacion de 4.5 g. al 2% de ketoconazol en crema.(20).



KETOCONAZOL EN PLASMA (NG/ ML), -

“DIAl - DIAS/6" - . DIA IO
PAcmN'rsl(Smeses) o REER R
Lhora.- .= .- - 37 -} R 60
3horas . Cose SR 36
6 horas. : 18 33 44 -
12 horas : 13 . - -
DIAL DIASI6 DIAI0
PACIENTE 2 (1 mes) : e
1 hora . : © 40 125 ’ -
3 horas ; LA 103 - 35 ) -
6 horas - L . 32 - -
12 horas L iz 369° -
DIAI DIAS/6 - DIA10
PACIENTE3.(2 Meses) S :
V'hora, " _ 20 BT 18
3horas : 3 7 21
6 horas 182 4 -

12 horas 14 11

Tabla No. 1.



2, NOMENCLATURA Y FORMULA DESARROLLADA,

El Ke;oounazol es un producto de origen sintético.

Nombre qu| mico, : .
1-acetil-4- (4-(2-(2,4-d|clorofeml)-2-(1 H-mudazol— -nlmenl)-l 3-d|oxolan-4- 1-metoxi
feml)plpemmna T :

Fénnulamoleculgr. e

C:HxCIN,O..

Formula quimica.




3.PROPIEDADES FISICOQUIMICAS.,
* PESO MOLECULAR. 53144

_ljiasémi’clou.;

Polvo blanco o hgeramente amanl]o, hbre de
materia extrana. :

'SOLUBILIDAD.
Cloroformo i S mpen 10 ml, i
Metanol * - ’ o Umgen Lml
Acido clorhfdrico dnluldo <71 mg en 100 ml.
Agua i 1 mg en 1000 mi.(10)

IDENTIFICACION.
a. CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA.

Preparar una solucién muestra de ketoconazol materia prima con una concentracién de
1 .mg/ ml. de esta misma forma preparar una solucién de referencia de la misma
concentracién, en metanol grado reactivo, aplicar en una cromatoplaca de sflica gel Hf
254 de 20 x 20 cm. y de un espesor de 0.25 mm., 100 ul de ambas soluciones.

Disolvenle revelador; n-hexano, acetato de etilo, metanol, agua, dcido acético glacial
(42: 40: 15: 2: 1).

La cdmara cromatogréf ca se satura con la mezcla del solvente de eluclén durante un
lapso de 30 minutos,

Se saca la placa sc seca con aire caliente y 'se revela con luz U.V. a 254 nm. se
observa una sola mancha en la muestra de contomos bien definidos y un Rf semejante
al de la ia de referencia, el cual es aproximad de 0.40.




b ESPECTRO DE ABSORCION AL ULTRAVIOLETA (U.V.).

Se prepara una materia prima a una concentracion de | mg. de ketoconzo! por analizar en
100 ml de una soluclon 0.1 N de acido clorhidrico, y se prepara otra soluc:bn
[ de refe a a la misma concentracion.

Concentracion tebrica 10 meg/ml.(1)

La lectura de las absorbancias se efecttia en un-espectro fotémetro, a Ia fongitud de onda
de 220 a 350 nm, utilizando una solucion 0.1N de icido clorhidrico como blanco de
reactivo,

Los espectros de absorcion son semejantes entre si y pr un pico ‘maximo de
absorbancia a 269 nm. més menos 2 nm.
(Espectro 1) .

¢ ESPECTRO DE ABSORCION AL INFRARROJO. (LR.).

La materia prima se dispersa' en bromuro de potasio, presenta picos maximos~ de
absorbancia a las mismas longitudes de onda (1640, 1580, 1500, 1360,) que una
preparacion similar de sustancia de referencia de ketoconazol. (Espectro 2) B

RANGO DE FUSION.

La muestrn presenta un rango de fusion entrc 145°C - I49°C aphcando el método del
tubo capllar sublendo la temperatura enun ;,rado por mmulo a pamr de Ios 140"C

‘PERDIDA AL Sg’cwo. Sk

No plerde més del 0, 5% de su peso, usando las condncnones de secado a! vacio y a una
tempemtura de 80"C : .

10



ROTACION ESPECIFICA.

La rotacién especifica se calcula con la ayuda de un polarimetro, se pesa una cantidad de
400 mg. de ketoconazol materia prima se lleva a un matraz aforado de 10 ml. s afora
con metanol grado reactivo, para tener una concentracion de 40 mg/ml y se obtiene un*
valor de -1 y +1 grado a una temperatura de 20°C, calculado en base seca.

Se realizars un blanco emplenndo un tubo seco y vacio para rcallzzr las correcciones
necesarias,

RESIDUO DE IGNICION.
Debe presentar no mas de 0.1% en 2.0 gramos de ’r'nu,est_ra.v
METALES PESADOS;

El método a seguir es el método 11, 20 ppm. Que indica e! contenido de lmpu;'ez'as ;
metalicas coloreadas con sulfuro de hidrégeno y no debe ser mayor al limne de 20 ppm
de plomo.

Procedimiento.

Solucién A. En un tubo de Nessler de 50 m se coloca un volumen medido con pipeta de
una solucién tlpo de plomo que contenga la cantidad de plomo correspondiente al limite

de I ificados para la muestra por ensayar, diluir con agua a 25 ml, se
agrega soluuon reacuvo hidréxido de amonio hasta obtener un pH entre 3 y 4 usando
papel i dor; se diluye con agua hasta un volumen de 40 mly se mezcla.

Solucién B. Pesar 1 gramo de ketoconazol materia prima, se coloca en un crisol,
se agrega suficiente 4cido sulfirico para t decerla y con cuidado se incinera a baja
temperatura hasta que se carboniza totalmente, durante la carbonizacion el crisol puede
cubrirse parcialmente, dejar enfriar y agregar: 2 ml. de acido nitrico y 5 gotas de acido
sulfirico.

11



Calentar cuidadosamente hasta liberacion de humos blancos, incinerar de preferencia en
una muflaentre 500~ 600°C,: ‘hasta ‘que’ el carbon este ‘quemado, dejar enfriar a
lemperalura ambiente ag,regar 4'ml de solucion de acido clorhidrico diluido (1:2), tapar
con un vidrio de reloj y, porierlo’en un bafio Marm a 37°C durante 15 minutos, qultar la
tupa y dcjnr que se cvapore hasla scquedad agrcp_,ar

1] gola de acndo clorhldnco g 10 ml de a[,ua cahcnle y dlgenr durante 2 minutos.

: Adxctonar gota a gota’ soluclon reactlvo de amoniaco, hasta que la soluclon vire el papel
tornasol a pH alcalino, diluir con agua a 25 mt y zjustar el pH 3-4 con solucion' diluida de

- acido acético; lavar el crisol y ¢l filtrado con 10 m! de agua reuniéndolos en un tubo de
Nessler de 50 ml y diluir con agua hasta 40 m! y mezclar.' A cada uno de los tubos que
contiene 1a solucion Ay B " agregarles 10 ml de solucién reactivo de sulfuro de

- hidrégeno, mezclar ‘con un agitador de vidrio que contenga un doblez en el extremo
inferior 'y *dejar- reposando - durante 5. minutos, al cabo .de este tiempo hacer la
comparacion observando los dos tubos de arriba hacia abajo sobre un fondo blanco.

El color de la solucién B no es mas obscuro que el de la solucion A.
VALORACION.

Muestra Pesar aproxxmadamenle 200 mg. de ketoconazol y pasarlos a un matraz
Erlenmeyer de 250 ml, agregar 50 ml de acido acético glacial para disolver la muestra,
titular con solucion 0.1N de acido perclorico en 4cido acético y adicionar solucién
indicadora de cristal violeta hasta punto final.

Cada mililitro de acido perclérhico equivale a 26.57 mg de Ketoconazol.(2)



4, INDICACIONES TERAPEUTICAS.

E! ketoconazol esta indicado para la aplicacion por via tépica al 2% para el tratamiento

de las infecciones por dermatofilos en la piel como tifia corporal y tifia crural, causada por

trichophiton floccosum, asi como, para el tratamiento de la tifia pityriasis vnrstcolor,
causada por Malassezia furfur (Pityrosporum orbiculae).(6) . :

5. ABSORCION.

Las presentaciones locales de ketoconazol tienen 1a caracteristica de absorberse en forma
minima a través de la piel intacta o escoriada, ya que de acuerdo a estudios en voluntarios
sanos, en 140 de ellos, se encontraron tasas por arriba de 5 mcg/mi en sangre, después de
un periodo de 72 horas. Aplicado por via local presenta un espectro de accion amplia.

El ketoconazol por via tépncn actia répldnmeme contra el prurito el cual es cominmente
Vlsto en las infecciones por dermatéfilos y levaduras’ as( como las condiciones de 1a piel
das con la pr del Pltyrosporon sp. (17)

6. CONTRAINDICACIONES.

Est4 contraindicado en pacientes con reconocnda hxpersenﬂblhdad al ketoconazol oalos
excipientes de las formulaciones.(21) e

7 REACCIONES SECUNDARIAS Y AnjnfnsAs. ,

Presencia de ardor, aumento de enlema y apanc:on dc vesnculas asi como |mtacuon en
algunos casos.(14) L
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8. DOSIS Y VIA DE ADMINISTRACION.

Crema al 2 % se recomienda aplicar 1 vez al dia cubriendo la zona afectada y area
circundante en pacientes con tifia corporal y crural, asi como en Pityriasis Versicolor,

9. MECANISMO DE ACCION.

El mecanismo de accion de derivados azélicos en este caso ¢l ketoconazo!l ha’sido
investigado sobre todo en cultivos como la levadura C. albicans (13). .+ - ’

En concentraciones bajas de imidazoles de (10-100 miligramos por mnhhtro) se pro ucen -
cambios peculiares en la pared celular que es un polimero de N-acetllglucosamlda
forméndose un éster en posiciones 1-4, las cuales se hidrolizan con 4cidos o bases y en la kS
membrana plasmética que es una barrera semipermesble que existe entre ‘el medlo intemo -

y el externo de la célula, que estd constituida por una doble capa de Ilpxdos lo cunles se.”

unen a las proteinas por enlaces hidrofilicos o hidrofébicos.

El ketoconazo! actia sobre las células afectadas y lo manifiesta con la salida de’ jones: "
potasio y compuestos fosforados, ya que se provoca una interposicion de los lrmdnzoles
con Ia biosintesis de Iipldos en 1a célula fungica, esp con la'si

an.

Los son puestos de multipl t biolégicas una alteracion en la
composicién y.cantidad de esteroles afectan la cstructum y funciéon celular,

principalmente ¢l ergosterol.

Van - den Bossche y colaboradores mencionan que ha concentraciones bajas el
ketoconazol, (11), inhibe l1a incorporacion del acetato (14 C), del ergosterol en C,
albicans. Esta inhibicién coincide con el acumulo del metit esterol (14 C), originando
cambios de la permeabilidad e inhibicion de crecimiento fiingico, asi como también influye
en la biosintesis de tngllcéndos y fost‘ollpldos, los fosfoglicéridos como por ejemplo la

fosfotidilcolina  son los constituy principales de los si de las membranas

celulares provocando cambios en las actividades de peroxidasas y oxidasas. De forma
la actividad catal

Este aumento es interpretado como una reaccion defensiva para niveles

normales de peroxidasa intracelular




Desde el punto de vista morfologico, se presentan alteraciones en las células fingicas
como en la membrana, el volumen y defectos en la division celular, con deformaciones de
los organelos (mitocondrias, aparato de golgi, ribosomas, lisosomas y centriolos).

Estas alteraciones ocurren después de exponerlos a concentraciones mayores de 50
mcg/ml de ketoconazol, ya que la vacuola central llega a dilatarse presentandose en forma
angular debido a una alteracion de la presién osmética la vacuola se llena con material
citoplasmatico degradable y permeable que el ketoconazol evitando que el ketoconazol
penetre e interfiera con el icido ribonicleico (RNA) y deteriore el metabolismo celular
(aumento de peroxidasa bloqueando la actividad del citocromo -C- peroxidasa de las
membranas mitocondriales de C. albicans ) y la degeneracion liposa del citoplasma
llevando consigo a la necrosis celular. (13).
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CROMATOGRAFIA

La cromatografia comprende un grupo de métodos para separar mezclas moleculares que

den de las afinidades diferenciales de los solutos entre dos fases inmiscibles. Una de
Ias fases es el lecho fijo de gran drea superficial mientras que la otra puede ser liquida o
gaseosa, y se mueve a través de la superficie de la fase fija o sobre ella, La afinidad
relativa de los solutos para cada una de las fases debe ser reversible para asegurar que hay
transferencia de masa durante 1a separacion cromatografica.

La fase fija se llama fase estacionaria y 1a otra se lama fase movil. La fase estacionaria
puede ser un sélido poroso o finalmente dividido, 0 un liquido que ha sido puesto en capa
delgada sobre un material de soporte inerte. Es necesario que la fase estacionaria posea
particulas que sean tan pequefias como sea posible para que exista una superficie grande
de modo que la adsorcidn y desorcidn de los solutos se verifique frecuentemente. La fase
movil puede ser un liquido puro o una mezcla de liquidos puros, o en su defecto una
mezcla de soluciones ( por ejemplo: soluciones amortiguadoras), o puede ser un gas
(puro, o una mezcla homogénea).

Los métod graficos pueden ser clasificados de acuerdo con la naturaleza y de
Ia fase estacionaria y movil. Si la fase estacionaria es un sdlido, el proceso se llama
Cromatografia de adsorcion, mientras que si la fase estacionaria es un liquido se llama
Cromatografia de particion. En la Cromatografia de adsorcion la fase mévil que contiene
al soluto disuclto pasa sobre 1a superficic de la fase estacionaria. La retencion de los
componentes y sus siguiente separacion depende de la capacidad de los dtomos que hay
en la superficie para extraer 1os solutos de la fase movil y adsorberlos temporalmente por
medio de fuerzas electrostiticas. Si fa fase movil es un liquido el proceso se llama
cromatografia liquido-solido (CLS), pero cuando la fase mévil es un gas se llama
cromatografia gas-solido (CGS).(19).

En la cromatografia de particion, un material solido inerte tal como el gel de silice o bien
tierra de diatomeas, sirve para apoyar una capa delgada de liquido que es la fase
estacionaria efectiva. A medida que la fase movil, que contiene al soluto, pasa muy cerca
de esta liquida, hay retencion y separacion debido a la solubilidad relativa de los
componentes analizados en los dos liquidos segin lo determinan sus coeficientes de
particion. Si la fase movil es un liquido este tipo de cromatografia de particion se le llama
Cromatografia liquido-liquido(CLL), y si la fase movil es un gas se llama cromatografia
gas-liquido (18).



1. TEORIA DE LA CROMATOGRAFIA.

Se han desarrollado dos enfoques teéricos para describir los procesos implicados en el

“pasaje de 10s solutos a través de un sistema cromatografico. El primero de €stos, Ia teoria
de los platos basada en ¢l trabajo de A.P. Martin y R.L.M. Synge , considera el sistema
cromatogréafico como una serie de capas discretas de platos tedricos, en donde existe en
cada uno de ellos un equilibrio del soluto entre la fase estacionaria y la fase mévil. El
movimiento del soluto se considera como una serie de transferencias paso a paso entre
plato y plato. La segunda teoria o de la velocidad, considera la dinamica de la particula
del soluto a medida que ésta pasa a través de los espacios ubicados en la fase estacionaria
del sistema, al igual que en la cinética de estas particulas a medida que son transferidas
hacia la fase estacionaria y desde ella.

2. TECNICAS CROMATOGRAFICAS.

Las cuatro formas bésicas de cromatografia (particion, adsorcion, intercambio idnico y
exclusion de tamafio) pueden aplicarse al anlisis de sistemas farmacéuticos a través del
uso . .
de una serie de técnicas que difieren Ia una de la otra de acuerdo a la naturaleza de la
- fase estacionaria y de 1a fase movil, y del aparato para realizar dicha cromatografia. La
eleccién de una técnica en particular depende de una serie de factores, incluyendo la
complejidad de la muestra, las propiedades fisicas y quimicas de los compuestos a scparar
1a resolucion requerida la facilidad y rapidez de ia técnica.

Si los materiales son volatiles y estables en la fase gascosa la cromatografia de gases
puede ser Ja técnica de eleccion dado que es simple de realizar, répida y de alta
resolucién. Si es preciso aislar compuestos en cantidad entonces una eleccion mas
ventajosa, pucde ser la cromatografia liquida o la cromatografia en capa delgada. Las
columnas de cromatografia gascosa no pueden mancjar gran cantidad de material y
resulta dificil recuperar los eluyentes de los gases calicntes que fluyen. Si las sustancias
son de alto peso molecular tal como proteinas o glicéridos o polimeros para lograr una
separacion es necesario emplear la cromatografia liquida usando ¢l modo de exclusion
por tamafo. Para los compuestos ionizados en solucion como los amoniacos €l modo de
intercambio iénico de la cromatografia de liquidos es muy util.
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Los compues&os‘ altamente polares o hidrofilicos de peso molecular intermedio tales como
los azitcares pueden ser separados por técnicas de particion que implica la cromatografia
en papel o en columna.. Las sustancias que no son ionizables hidrofébicas o no po\ares
pueden ser separadas medmnle melodos de adsorcion liquida.

a CRQMATOGRAHA EN CAPA DELGADA.

Es un mélodo dc andlisis el cual ia fase estacionaria, es un solido fmamenle dmdldo, se
esparce sobre una capa rigida de soporte en forma de capa delgada y la' fase movil un
liquido que migra a través de la superficie de la placa, 1a separacion sc realiza sobre una
superficie plana y la fase movil pasa a través de la placa por capilaridad.

El primer trabajo definitivo realizado en este campo. hecho en 1938 por lzmailov y

Schraiber 2 implic el anilisis de material de plantas para buscar alcaloides. A pesar del

éxito de este trabajo y de los que siguierdn la aceptacion generalizada de esta técnica no

se logro hasta el fin de la década de los 50, cuando Sthal 3, quien habia estado trabajando

en estos temas durante varios afios hizo publico el método. Los solventes usados como

fase mévil en cromatografia de placa son idénticos a los utilizados en cromatografia de
-liquidos.

b. CROMATOGRAFIA EN PAPEL.

En este tipo de cromatografia consta de una ordinaria hoja de papel filtro de textura y
espesor controlados. Dado que el papel esta hecho de celulosa, un polisacarido altamente
hidroxilado, posee una gran afinidad por el agua y otros solvente polares, El agua
fuertemente unida es 1a verdadera fase estacionaria, y a medida que la fase movil pasa
sobre la superficie del papel, los solutos se distribuyen entre la capa unida de agua y el
solvente de 1a fase movil. por lo tanto el mecanismo que predomina es el de particion.



. CROMATOGRAFIA DE GASES.

La metodologia de la cromatografia de gases se divide en dos clases de acuerdo sélo con
la naturaleza de la fase estacionaria, dado que la fase estacionaria es siempre un gas.
Estas clases son: Cromatografia gas-solido (CGS), el cual la fase estacionaria es un
material absorbente de tipo sélido y Jas particulas del soluto son extraidas de la fase movil
mediante fuerzas electrostticas, y la cromatografia de gas-liquido (CGLY), en la cual la
fase estacionaria es una capa delgada de liquido usualmente uno que recubre la superficie
de una particula inerte. En este método las moléculas del soluto son retenidas en la fase
liquida basadas en su coeficiente de particion entre ella y la fase movil gaseosa.

d. CROMATOGRAFIA DE LIQUIDOS.
1. DESARROLLO HISTORICO.

En 1905, Ramsey utilizb por primera vez técnicas cromatograficas para separar mezclas
de gases y vapores. Al afio siguiente el botanico ruso Tswett empleo la cromatografia de
elucion en un experimento que tenia por objeto la separacion de la clorofila de extractos
vegetales. en una columna de vidrio rellena de carbonato de calcio, introdujo el extracto
vegetal disuelto en éter de petroleo; a continuacion agregd mas éter de petrdleo y
observo que a medida que el éter pasaba a través de la columna se separaban bandas de
diversos colores que correspondian a los carotenos, las clorofilas y las xantinas. Aunque
Michael Tsweet publico en 1906 su trabajo completo sobre cromatografia de liquidos, en
el cual explicé completamente la naturaleza de los procesos y la apreciacion de su
potencial, no se adopto esta técnica ampliamente hasta muchos aflos después de
publicada. En 1941, Martin y Synge 1 quienes no habian tenido éxito al usar 12 extraccién
por contra corrientes para la separacion de aminoacidos en muestras de lana,
desarrollaron un proceso de cromatografia liquida en la cual usaron una columna que
contenia gel de silice saturado en agua y una fase mévil de butanol cloroformo,
perfeccionaron estas técnicas experimentales y explicaron los aspectos tedricos del
procedimicnto tan profund que se les otorgo por ello ¢l premio novel en 1952.
Desde entonces, la cromatografia de liquidos se ha convertido en una de las técnicas més
versétiles de las que dispone el analista debido a su sencillez y capacidad para obtener
separaciones de alta resolucion.(9).




Se pueden dcsarrollar scparaciones- basadas- en- caractensncas Aan dlversas como la
polaridad -de los".solutos, su naturaleza ionica, su'peso molecular. su capacndad de
pamcmn osu capacldad para formar complejos de afinidad.

melodos que son los sugunent

a C_ROMA’I‘QGRAFIA DE LIQUIDOS CLASICA.

Durante muchos afios se practlcé la cromatografia de liquidos en una forma llamada
clisica y que iste b en lo sigui una columna de vidrio cuyo dizmetro
varia entre 2 a 10 cm rellena de algiin material como gel de silice, alimina, azicar, etc.
cuyas particulas son por lo general de un tamafio cercano a las 200 micras, se introduce la
muestra disuelta en la fase mévil o disolvente por medio de un cuentagotas o de una
pipeta, tuego se agrega el disolvente, con el cual se eluye la muestra a través de la
columna, los tamafios de las muestras varian entre 0.1 y 1.0 g o mas. E! disolvente o fase
mévil fluye a través de la columna por efecto de Ia gravedad, produciéndose apenas una
débil presion ejercida por el volumen de fa fase movil que se agrega a la columna. El
disolvente se recolecta en la base de la columna en fracciones de determinado volumen.
Uno de los inconvenientes de esta técnica es el Jargo tiempo de andlisis réquerido, que
muchas veces puede ser de horas e incluso dias; otra desventaja es que el material de
relleno se utiliza por lo general una sola vez debido a que parte de la muestra usualmente
se absorbe en forma irreversible,

El problema principal de este tipo de cromatografia s la identificacion y cuantificacion de
los componentes que cluyen de 1a columna disueltos en la fase mévil. En general se usa
una técnica auxiliar, como por cjemplo espectrofotométria, analisis quimico o
simplemente un registro gravimétrico para evaluar el contenido de cada uno de los
componcntes de la mezcla en las fracciones recolectadas.

2



b. CROMATOGRAFIA DE LIQUIDOS DE ALTA RESOLUCION. (CLAR).

En esta técnica sc utiliza instrumental muy distinto con ventajas significativas. En este
método se utilizan columnas'de didmetro muy. reducide por ejemplo 2 mm. rellenas -
de materiales especiales pulverizados cuyas partfculas tiene un tamafio no mayor de 30
a 40 micras y con frecuencia hasta de 3 a 10 micras, generalmente con:una
distribucién de tamafios no mayor de 2 micras, este tipo de columnas es muy eficaz,
pero ofrece una gran rests&encna al ﬂujo de 1a fase mévil o sea una gran' cafda de
presién por esta razén es io i de ,bombeo de alta presién (hasta
400 atm) que -hagan: fluir la fase m6v1l a-una velocidad razonable. a través de la

columna. La cantidad de la fase estacionaria dentro de la columna es pequefia pero se” .

requxcre que la muestra lamblén sea pequeﬁa entre 0. l ylo ‘mg.

Sl " pmslén de entra a: a la columna no es muy elevada (100 atm o menos).
‘muestra se introduce en 1a'cAmara de inyeccién mediante una Jennga de aita pres\én, a
- preslones més elevadas se unllzan las vélvulas de myeccxén

“Debido a la eﬁcnencm demasxado alta se obnenen 4nos 50000 plalos por men'o, en cste"
método de cromatograffa las presmnes que se alcanzan oscﬂan entre 1000 Yy 35000 psn. ;

Al igual que toda técmca analmca la cromatogmffa de. lfquldos de alta preslén hene
algunas limitaciones fas cuales se muestran a contmuacnén. _’ N .

VENTAJAS, LIMITACIONES.
-Velocidad de andlisis -Instrumentacién costosa.
-Alta resolucidn, -Diffcil andlisis cualitativo
-Resultados cuantitativos -No existe detector universal.
-Buena sensibilidad y automatizacién  -Elevado costo de operacién.

-Amplio espectro y aplicaciones -Experiencia indispensable.

Con esta técnica es usual obtener separaciones en n‘.rmmo de minutos e mcluswc en
algunos segundos.
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2. DEFINICIONES. E! lenguaje comtin empleado en cromatograffa utiliza algunos
términos y sfmbolos caracterfsticos de esta técnica instrumental a conti ién se
mencionan los mds utilizados, indicando en los casos pertinentes su importancia
operacional y la forma en que son evaluados. ’

a. Tiempo de retencién. (tr). Es el tiempo que la muestra’ permanece dentro de:la
columna y se mide desde el momento que la muestra se introduce en el sistema hasta
el momento en que se obticne el méximo de la sefial o pico. el tiempo de retencién es -
caracterfstico de la muestra, la columna la fase mévil, y la temperatura. Por lo general -
se emplea como medida de tipo cualitativo y se expresa umdades de tlempo
(segundos). T

b. Tiempo muerto (to 6 tm). Es el tiempo requerido para elu:r una mueslra no .
retenida en l1a columna y se determina midiendo el tiempo de relcnmén de la fase
mévxl mlsma, o bxen de una muestra similar. :

¢. Nimero de plalos tedricos. (N), Un plato tedrico es el equlhbno de la dlsmbuclén
de 1a muestra entre la fase mévil y la fase estacionaria. S
N se determina de acuerdo a la siguiente férmula: i

N = 16 (ir /Wb)2

Asod f

" El ndmero de platos teéricos es una de 1a cficiencia de la ¢ y
asaciados, asf que cuanto mayor sea N, mds eficiente serd la columna.

d. Anchura de Ia base del pico (Wh). Es la porcién de la linca basal interceptada
por tangentes trazadas a ambos lados de un pico asumiendo que la forma del pico sea
gaussiana, esta anchura es aproxlmadamcnte igual a cuatro veces el valor ‘de la
desviacion estindar de una distribucién gaussiana,
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e, Altura equivglcn@e aun plato teérico. (AEPT = L/ N).

- AEPT=L/IN

. Donde Lies ta. longitud de fa " columna, expresada habnualmeme en’ mm.
Recordando fa definicién de’ plato tedrico, se deduce que AEPT es:la longitud de [a
columna requerida para obtener un ethbno de la muestra entre la fase movil y la fase
estacionaria. Si el valor de AEPT es pequefio, esto se traduce en un ‘mayor numero de
platos tedricos por unidad de longitud. .

f. Velocidad lincal promedio de ia fase mévil (u). Se exp"re':;é\ por:
u=L/to

Este parametro de operacién se usa cuando, se presema esquematlcamente AEPT en
funcion de u (graficas de Van Dccnner) L

g. Coeficiente de distribucién o de reparto. (%),

Se representa por:

Cantidad de muestra/ ml de fase estacionaria.

Cantidad de muestra / mi de fase movil.

El coeficiente de distribucion es una propiedad fisica fundamental de cada sustancia. Es
caracteristico de cada muestra y. del sistema de la fase movil y a fase estacionaria en
ideracion ¥ ién es fi de {a temperatura,
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h. Relacién de fas«s B). Se ‘rcp'rescnta por:

B = ml de la fnse mév:l/ ml dc la fase cslacnonana

: Sl este térmmo se exprcsa de otra formn. se pucde decir quc. por cada seccién
de columna equivale a la porcndn del volumen de dlcha secclén ocupado por la fase
mévil y Ia fase csl.acnonana - :

i. Factor de cﬁpaud

en'l unidades.
Un valor de R iglial a’1.5 ‘significa una sepammén complel yporlo lantéy’- valores por -

debajo de este indicarfan una mala ‘separacién de los’ solutos

ke Seleclivndad (e).':Valores . clevado de alfa sxgmﬁcan mejores separacmnes. se
expresa de la siguien manem' e

g =127t

En fonna"pydc(icél se puede decir que alfa cs una medida de la solubilidad
diferencial de dos compuestos en la fase estacionaria.
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3, MECANISMO DE SEPARACION.

Hay cinco métodos o formas de realizar la cromatografia de liquidos de alta presion, cada
uno basado en diferentes mecanismos de separacion de los componentes de la muestra
mediante un cambio de columnas es posible utilizar cada uno de ellos. El modo de
separacion depende primariamente de la naturaleza de la fase cstacionaria, los métodos
son los siguientes: '

8, Adsorci6n. En esta forma o método de cromatografia liquida como en la
cromatografia de gas-sblido, los solutos son retenidos  como resultado de la capacidad
de la fase estacionaria para unirse a ellas temporalmente, a nivel de la superficie activa.
Las fuerzas implicadas suelen ser relativamente débiles y son eficaces solo sobre
distancias cortas. Estas incluyen fuerzas de London y Van der Waals, interacciones
dipolo y dipolo inducido con grupos polares ubicados sobre la superficic activa, fuerzas
de transferencia de carga y uniones hidrogeno. Con este tipo de union, llamada adsorcién
fisica, 1a energia necesaria para romper las uniones es pequeiia y la fase movil, a través de
su capacidad para disolver y desplazar fos solutos, puede contrarrestar eficazmente estas
fuerzas atractivas. Por lo tanto un proceso cromatografico eficiente puede estar basado
en fa competencia existente entre la disolucién del soluto de la fase mévil y la fijacidn a la
superficie de la fase estacionaria. Sin embargo cuando se forman uniones quimicas mas
fuertes entre los solutos y el absorbente, como ocurre en el proceso de la
quimioabsorcion . 1a fase mévil no se puede proveer de energia suficiente como para
desabsorber los solutos. En este caso no se llega al equilibrio entre ambas fases, y los
solutos irreversiblemente absorbidos o dan picos de elucion no satisfactorios o con colas.

Algunas de las sustancias que se-usan maés frecuentemente son sacarosa, almidon,
alumina, talco, carbonato de calcio, fosfato de calcio, magnesia gel silice, silicato de
magnesio, alimina, carbon. Ademas de la adsortividad, poseen una funcién muy
importante la superficie, el tamafio de la particula y la actividad superficial para
determinar la actividad de un absorbente potencial. Es necesaria una gran superficic para
aumentar cl drea de contacto entre las dos fases y asegurar el intercambio frecucnte del
soluto. Es importante el tamafio de las particulas, no solo como indicador de la superficie
sino también porque determina la resistencia de la columna empacada al flujo del
solvente.
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Mientras que particulas muy pequefias puedan dar una mayor superficie para que haya
més interacciones con los solutos, puede emy e tan fuer que no se

una velocidad de flujo razonable sin que sea necesario recurrir a la téenica de CLAP, con
una pérdida consecuente de la cantidad de la muestra. Con el fin de dar una superficie
reproducible, es de practica comiin activar un absorbente mediante el calentamiento para
expeler la mayor parte del agua y entonces desactivarla hasta un nivel deseado mediante
la exposicion a un clima de humedad conocida retornando una cantidad conocida de agua
al absorbente.

Entre los absorbentes cominmente usados, el gel de silice y Ia alimina poseen superficies
ricas en grupos hidroxilo y en atomos de oxigeno que interactuan fuertemente con los
solutos polares. El carbon activado a 1000°C para hacerlo no reactivo hacia los
compuestos polares poseen una superficie muy porosa que reduce el proceso de
adsorcién y desorcion y lo hace mas susceptible de quimioabsorcion. Las separaciones
sobre carbon se basan principalmente en ¢l peso molecular siendo los compuestos mis
grandes los que se retienen mas fuertemente. El silicato de magnesio posce una superficie
acida caracteristica de los silicatos insolubles y es similar a la alimina en cuanto a sus
propiedades adsortivas.

Este mecanismo de separacion también tlamado cromatografia liquido-solido (CLS), se
basa en la competencia que cxiste entre las molécutas del soluto con la fase mévil o
disolvente por ocupar los sitios activos de la superficie de la fase estacionaria. En muchas
ocasiones debido a una fuerte adsorcion de compuestos de la muestra en el sdlido activo
es necesario aumentar la polaridad de la fase movil en forma constante y uniforme con ¢l
cuél se logra un incremento en la solubilidad de los solutos en la muestra en la fase mévil.
A esta variable se le denomina elucion por gradiente o por programacion de la fase movil.

* b, Particién,

En esta forma de cromatografia liquida la mezcla de los solutos se separa de acuerdo con
las tendencias relativas de sus componentes para unirsc ya sea a la fase movil o a la fase
estacionaria que consta de una capa de liquido colocada sobre la superficic de! soporte
solido. El liquido esta presente como una capa extremadamente delgada, de modo que el
equilibrio entre las fases se puede lograr ripidamente mediante 1a reduccion de la difusion
de los solutos dentro de la fase estacionaria. la superficie del soporte solido se trata a
menudo, por ejemple mediante sililacion, con ¢l fin de eliminar los efectos adsortivos.
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Aunque este tipo de cromatografia ha sido empleada para muchos anélisis exitosos, fuc
hasta hace poco un método inconveniente para ser usado en procesos experimentales. La
fase liquida debia de ser colocada sobre el soporte solido mediante la evaporacion de una
solucion o mediante la inyeccion de ésta sobre la columna con la fase movil fluyendo. En
cualquiera de los casos se hacia dificil obtener fases estacionaras que fueran
reproducibles y estables. Ademas la cleccion de la fase movil estaba necesariamente
restringida a aquella en las cuales la cobertura liquida tenia solubilidad limitada. Por
ejemplo si se debia de usar un polietilenglicol para dar una fase estacionaria muy polar,
debia de usarse una fase mévil de hexano u otro hidrocarburo de baja polaridad, incluso
la fase estacionaria deberia de ser lenta pero continuamente despegada de la columna,
cambiando de esta manera las caracteristicas de la separacion con el fin de prevenir el
despegado, se satura la fase mavil con el material de la fase liquida o se insertaba una
precolumna con una alta concentracion de la fase liquida colocada sobre un soporte
sdlido, dentro del sistema antes dentro de la columna anatitica. En cada caso se cambiaba
fa naturaleza de la fase movil y los coeficientes de particion se hacian menos favorables.

Estos problemas han sido resucltos mediante el desarrollo de {a cromatografia de fase

unida, en la cual la fase liquida se halla siempre unida quimicamente a la superficie del

solido. El gel de sifice con su alta poblacion de grupos hidroxilo en la superficie provee

un medio excelente sobre el cual se pueden unir varias st ias usando

similares sustituidos adecuad por ejemplo. El cloruro de octadecildimetilsililo

reacciona con un gel de silice para formar una fase estacionaria estable no polar lamada
decilsililo y decilcilano (ODS).

La cromatografia de particion pucde realizarse de dos maneras, en fase normal o en fase
reversa, En la fase normal la fase estacionaria es una sustancia polar tal como el
polietilengficol, y 1a fase mévil es no polar, Por ejemplo hexano, Bajo estas condiciones
los compuestos polares se retardan de modo preferencial y las sustancias no polares
eluyen mas rapidamente. En la cromatografia de fase reversa la fase estacionaria es no
polar, por ejemplo ODS, y la fase movil es polar, usualmente una mezcla de agua,
metanol, acetonitrilo. Los compuestos no polares se retienen mas frecuentemente por este
sistema, mientras que fos solutos pofares eluyen primero. Las separaciones de la fase
reversa son los métodos mds frecuentemente usados en cromatografia de liquidos de alta
presion.

Debido a la eficiencia y disponibilidad de los materiales de la fase reversa, especialmente

¢l ODS, o ¢l tipo de C8, sc han realizado intentos de uswarios para realizar mezclas de
compuestos idnicos , como aminodcidos.
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Normalmente estos compuestos no serian retenidos en un.empaquetamiento de fase
reversa, dado que son demasiado polares para separarse apreciablemente sobre la fase
estacionaria. ~ Se han desarrollado varias técnicas, todas las cuales implican alterar la
fase movil para permitir la cromatografia adecuada de cc iénicos, usando estas
fases estacionarias. Estos métodos se llaman cromatografia de supresion ionica,
cromatografia de par idnico o cromatografia de jabon.

c. Intercambio I6nico.

Aunque la técnica de par idnico o apareamiento iénico ha resultado ser 0til en muchos
casos para separar mezclas de sustancias ionicas, el método habitual para analizar estos
compuestos es la cromatografia de intercambio iénico. Este método posce un mayor
grado de selectividad debido al mayor nimero de.combinaciones de fases moviles y
estacionarias que pueden usarse. Es especialmente Util para cationes inorganicos
aminoécidos y grupos similares de compuestos estrechamente relacionados.

llaman intercambiadores ionicos y comprenden un grupo de polimeros naturales o
sintéticos organicos e inorganicos que son capaces de extraer iones de modo reversible de
una solucién, mientras que al mismo tiempo los reemplaza con iones ae carga

ival En todo y, durante el proceso de intercambio, debe de obedecerse el
pnnupno de electroneutralidad tanto en el intercambiador ionico como cn la solucién. Un
intercambiador iénico contiene jones fijos que se incerporan permancntemente dentro de
su esqueleto insoluble, y contraiones débilmente unidos que poscen carga opuesta a la de
los jones fijos y son capaces de intercambiar cuando se absorben especies cargadas de la
solucion. Silos contraiones poseen carga positiva, ¢l material se flama intercambiador de
cationes; si poseen carga negativa, se llama intercambiados de aniones.

Los materiales de la fase estacionaria que se emplean para efe estas separaci se

Los materisles de intercambio ionico mis frecuentemente usados son los copolimeros
orginicos hechos de etileno (vinil-benceno) y divinilbenceno (DVB). El estireno se
polimeriza para dar cadenas largas y retorcidas de itomos de carbono con un anillo
bencénico. Se agrega el divinilbenceno para entrecruzar estas cadenas y dar una
estructura tridimensional tipo cuentas. Las resinas de intercambio idnico comerciales se
identifican de acuerdo con su porcentaje de entrecruzamiento correspondiendo al
procentaje inicial de divinilbenceno en la mezcla de reaccién.
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Los cromatogramas de intercambio ionico pueden desarrollarse mediante el
desplazamiento o por métodos de elucion. En el primer caso un fon que es retenido mis
fuer que cualquiera que los iones del soluto los desplaza de la resina y el
resultado es una serie continua de bandas. En el método de elucion el agente es un jon
para el cual fa resina posee menos selectividad que los iones del soluto. La transferencia
de los jones del soluto hacia la resina y desde ella depende de su equilibrio de intercambio
con el ion eluyente. El cromatograma resultante resulta de una serie de picos gaussinaos
separados.

Las fases méviles que se usan en cromatografia de intercambio ionico son generalmente
soluciones salinas acuosas que pueden tamponarse a un pH deseado o ajustarse a una.
fuerza i6nica constante. La eleccidn de la fase movil depende del conocimiento que se
posea sobre la selectividad de Ia resina para los iones del soluto y de la influencia de los
equilibrios de la solucién debido al pH o a complejaciones. los solventes mixtos
acuosos-organicos o los solventes orginicos pueden usarse si la fase estacionaria no se
altera. La elucién por gradiente se usa para las separaciones dificiles.

. d. Exclusién de tamailo.

La cre fia por exclusion de tamafio, también Hamada cromatografia en gel, es una
técnica relatlvamen(e nueva utilizada para separar grupos de solutos basada en su tamafio
efectivo de solucion. Las fases estacionarias para lograr estas separaciones son polimeros
que han sido entrecruzados para dar una red abierta con, numerosos poros de tamafio
uniforme. El grado de entrecruzamiento se controla cuidadosamente para tener una serie
de geles que poseen diferentes tamafios de poro o de intervalos de fraccionamiento.
Cuando una fase méovil que contiene una mezcla de solutos de varios tamaflos se hace
pasar por una columna de estos materiales, las moléculas que son d iado grandes
como para entrar dentro de los poros son excluidas y permanecen completamente en la
fase movil. Por lo tanto son eluidas rapidamente cerca del volumen de elucion. Las
moléculas de menor tamaiio son libres de difundir dentro y fuera de los poros de modo
que en efecto, su trayecto a través de la columna es mas largo y eluiran mas tarde. El
grado de retencion depende del tamaiio de las moléculas incluidas respecto del tamafio de
los poros.
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De este modo las moléculas més pequefias penetran a todos los poros mientras que las
moléculas de tamaiio intermedio debido a la velocidad de la fase mévil no tendran tiempo
suficiente para difundir dentro de todos los poros en los cuales penetrarian normalmente,
y por lo tanto seran retenidas con menor eficacia. El resultado es un cromatograma que
consta de un pico inicial que contiene todas las sustancias totalmente excluidas seguidas
de un grupo de picos que representan todas las sustancias que han sido retenidas de modo

" parcial y separadas, y finalmente otro pico causado por todos los solutos que son
incluidos totalmente.

e Afinidad.

La cromatografia de afinidad se emplea en situaciones en las cuales se desea obtener
separ; es mwy especificas, es una forma al muy  esp ializada de
cromatogratia de adsorcion . Esta técnica usa un ligando especificd, en el cual ha sido
inmovilizedo mediante Ja union quimica a una matriz insoluble, para poder absorber
reversihleacnte una sola especie molecular contenida en una mezcla de solutos. este
método diliere de otros debido a que intenta separar una mezcla de solutos para realizar
anflisis cualitativo o cuantitativo, solo tiene que ver con la extraccion de una especie
unica de la mezcla. lograr su mayor utilidad como una técnica altamente especifica para
purificacion para moléculas biologicas.
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5. INSTRUMENTAL.

Debido a la exactitud de los resultados en los anlisis para el mancjo de Cromatografia de
~Liquidos~de_Alta’ Resolucion, se-debe ‘de contar, con un_equipo -experimental mis
- elaborado que cl que se emplea en la cromatografia de liquidos llamada clasica.

“ &, Reservorio, -

Los reservorios de los solventes son de vidrio o acero inoxidable, capaces de tener hasta
un litro de fase movil la cual pueda constar de solventes organicos puros o de soluciones
acuosas de sales o buffers. Las sustancias usadas para preparar estas mezclas deben de
ser de la mayor pureza posible dado que los contaminantes se depositaran eventualmente
sobre la columna e interrumpiran la cromatografia. Las fases moviles se someten a
tratamiento para desgasificarlas usando vacio o sonicacion (por medio de ultrasonido)
para climinar gases en la bomba o ¢n el detector y se filtra por membrana de poro de 0.45
micras para remover particulas extrafias que puedan tapar el sistema.

1) Fase Mévil.

Aunque la fase movil no es parte del instrumental propiamente dicho, el control
de la presion, el flujo, y la composicion de 1a misma son muy importantes; de ahi que se
traten los aspectos gencrales y las caracteristicas de la fase mavil en este capitulo.

En lo que respecta a las caracteristicas que deben de presentar toda fase movil para ser
Wil en cromatografia de liquidos cabe citar

-Disotver la muestra.

-No degradar o disolver la fase estacionaria.

-Tener baja viscosidad

-Ser compatible con ¢l tipo de detector utilizado.

-Tener la polaridad adecuada para permitir una retencion conveniente de la muestra en la
columna.

-Un valorde k'de 1a 10.
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Es esencial que la muestra sca soluble en la fase movil para que pueda ser transportada a
través de la columna. Cuando se introducen muestras en disolucion, puede ocurrir
precipitacion de la muestra dentro de la camara de inyeccidn o en la columna si el
disolvente de la muestra y la fasec mvil son muy diferentes en polaridad. esto causaria
perdida de resolucidn en la separacién y por lo tanto ambos se deben de seleccionar con
cuidado. Cuando se lleva a cabo cromatografia liquido-liquido , la fase mévil puede
disolver a la fase estacionaria. Para evitarlo se satura la fase movil con la fase
estacionaria, ya sea con anterioridad, antes de ser utilizada, o mediante el uso de una
precolumna, que, por lo general consiste en una seccion corta de tubo, rellena de algin
soporte solido poroso, de los utilizados en cromatografia de gases, que contenga un alto
porcentaje de fase estacionaria. A través de esta precolumna se hace pasar 1a fase mévil
antes de que entre a la columna y asi se evita la pérdida de fase estacionaria.

La baja viscosidad de la fase movil es muy importante en ia eficiencia de la separacion, ya
que la viscosidad influye en el efecto de transferencia entre la fase mévil y la fase
estacionaria.

La fase movil debe de ser compatible con el detector empleado lo cual es pamcuﬁnnente
en el caso de la programacion de la fase movil, puesto que el cambio de compos:cxén de B
ésta puede afectar el funcionamiento del detector.

La fase movil o disolvente como también se le Hama, debe de ser de alta’ pureza -

usualmente grado cromatogrifico, o en el ultimo de los casos grado | espectro esto’es -
importante cuando se desea realizar anilisis de alta sensibilidad con detectores como el de =/
luz ultravioleta o ¢l de fluorescencia. Los disolventes empleados en cro grafia’ de
liquidos son los mismos que se emplean cn cromatograﬁa de capa fina y que se muestrnn .
con respecto a su valor cluotropico. ’

b. Bomba.

Las columnas utilizadas en cromatografia de hqmdos estan rellenas de mntenales
especiales de particulas muy pcquehas lo cual hace que la resistencia la flujo de 1a fase
movil sea muy elevada. Por esta razon- se requiere un ‘sistema’de bombeo que haga fluir
:a fase movil a un flujo razonable, pues de lo comrano Ios anihsns serian demnsxado ’
entos.
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Los aspectos més impartantes de todo sistema de bombeo son:

-Presion maxima de operacion.

-Intervalo dc¢ volimenes obtenidos.
-Reproducibilidad y constancia de flujo.
-Caracteristicas de flujo (continuo o pausado)

También son importantes la resistencia a hquldos corroswos, Ta facilidad para efectuar el
cambio de fases moviles y la limpicza dcl snslcma

c. Col acondici dora de solvente.

Se usa solo bajo circunstancias especiales. La mayoria de los materiales que se utiliza
para col en Crc grafia de liquidos se preparan de gel de silice que se
disalvera lentamente en solventes cuyos valores de pH estén por debajo de 2 o por
encima de 7. Esto dara por resultado un achicamiento del material de empaque
originando cspacios mucrtos en los ,cuales los solutos separados se remezclan o se
diluyen provocando, por lo tanto una pérdida de resolucion. Por ello con el fin de reducir
y proteger los materiales de tipo silice que se usan para reempacar y quc son muy caros,
se inserta una pequefia columna de 2 a 5 cm empacada con gel de silice grado HPLC
dentro de la corriente liquida que esta después de 1a bomba, estas columnas son también
llamadas precolumnas. El material de esta columna no se disuelve, saturando la fase movil
y preservando la columna analitica.

d Inyector.

Esta parte del instrumento exige cuidadoso disefio, puesto que debe resistir altas
presiones, tener un volumen pequefio, y sus cavidades deben de ser bien barridas por la
fase movil. Los hay de inyeccion manual e inyeccion automatica



Hasta hace relativamente poco tiempo, la introduccion de la muestra se efeciuaba de
forma muy similar o como se realiza en los cromatogrifos de gases, o sea mediante una
jeringa de muy pequefta capacidad con la cual se inyecta la muestra dentro de una
pequeiia cimara donde posteriormente es disuelta y arrastrada por la fase movil.

El instrumental moderno emplea por lo general valvulas inyectoras, aqui la muestra se
introduce en la valvula mediante una jeringa, desplaza el liquido y llena ¢l espacio interno
de una pequefia porcion de tubo capilar de acero (usualmente el volumen contenido en el
tubo cs de 10 a 100 microlitros). la muestra se inyecta en la columna acondicionando la
valvula de forma tal que la disposicion de entrada y de salida se invierte.

Existiendo también inyectores automaticos, en los cuales s¢ pone la muestra dentro de
unos pequefios tubos de 1 ml llamados viales se colocan en el carrusel del
automuestreador automatico se programa el equipo con el nimero de inyecciones
deseadas y listo.

e. Columna.

En todo sistema cromatogréfico, ya sea en fase liquida o en fase gascosa, fa columna es el
corazon del sistema puesto que en ella se lleva a cabo la separacion de los componentes
de la mezcla en estudio. Basicamente la columna consiste en un segmento de tubo de
algun material inerte de diametro uniforme y capaz de resistir altas presiones. De entre
todos los materiales, ¢l acero inoxidable es el mas usado. En algunos casos también se ha
empleado vidrio de paredes gruesas, pero tienc el inconveniente de no permitir
conexiones metal-vidrio herméticas a altas presiones.

La longitud de las columnas es por lo general, entre 10 y 50 cm, aunque en ocasioncs
puede ser mds pequefia o bastante mas largas. La capacidad de las columnas depende de
la longitud, didgmetro y material de relleno. En general las columnas muy cficaces son de
didgmetro pequefio (3 mm.) y efectian anilisis muy rapidos, su capacidad s muy limitada
y la muestra debe de ser entonces de tamafio muy reducido, lo que exige un detector muy
sensible.

Respecto a la forma geométrica de la columna , por regla general, se prefieren las rectas a
las de cualquier otra forma, sobre todo porque hay cierta pérdida de eficiencia cuando se
doblan las columnas. Las columnas en forna de 8 son empleadas por lo general cuando
se requicre control de temperatura.
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En la actualidad las columnas empleadas en CLAR han alcanzado un grado de desarrollo
sorprendente, siendo comiin obtener eficiencias del orden de 50 000 platos tedricos por
metro de columna, lo cual es en general superior a los obtenidos en cromatografia de
gases.

7 -t

Los avances en la tecnologia de i T irse como sigue:

-Elaboracién de particulas de fio muy reducido (3 micras)
-Uniformidad de tamafio de particula.
-Refinamiento en los procesos de relleno de las columnas.
i fict en la preparacion de materiales de fase cstacionaria

-Pr qué muy
quimicamente unida.

f. Detectores.

Durante mucho ticmpo el desarrollo de la cmmalogtaﬁa en fase liquida se vio

obslacullzxdo por la falta dc d ideal seria aquél que
satisfaciera los sigui | ibl cstable de lectura continua y de
respuesta universal. AGn hoy dia no existe un detector ideal y los quc hzy disponibles solo
son adecuados para cicras aplicaciones cn particular. El probl y

es para r,"hqmdanohas:dolamﬁalvharu]lm\dodeuna
tecnologia avanzada.
El prot del di de cr fia de liquidos se entiende mejor si se piensa en ¢l
proceso que se¢ debe de llevar a cfecto. ahora hace falta un cierto dispositivo que mida en
forma continua alguna propiedad fisicoquimica de tos p dela odela
solucion que los conticne y que genere una scnal proporcional a la ¢ on de la

muestra, a2 medida que csta sale de la columna, por desgracia la mayoria de las
propiedades de la muestra que pudieran medirse son muy similares en magnitud y
caracteristicas a las del disolvente (fase movil), y esto dificulta & proceso de deteccion.
Para resolver este problema se sugieren dos caminos que consi Uno en diminar el
disolvente con anterioridad al proceso de deteccion y e otro, en medir alguna propiedad
de la solucion que contiene la muestra y de alguna manera compensar o sustraey de la
propicdad medida aquclla fraccion que solo corresponde al disolvente.




supucsto que esto no s facil de hacer, porque para lograr una alta sensibilidad se deben
de controlar ademis de parametros de operacion susceptibles de influenciar dichas
propiedades de la solucidn y del disolvente. Por lo general este segundo melodo requiere.

de un control cuidadoso de flujo y de la temperatura.

1) Detector de indice de refraccion,

Mide la diferencia entre los indices de refraccién del disolvente puro y dela solucion de la
muestra que sale de la columna, de esta manera se detecta cualquier cambio en la
composicion de la fase mévil. La respuesta de este detector es universal y su senstblhdad
es moderada, por lo general del orden de microgramos o partes por m||lon ;

2) Detector de luz ultravioleta,

Su funcionamiento se basa en la absorcion de luz por parte de la muestra al pasar a través -
de ella un haz de luz monocromatica ultravioleta. es logico suponer que la respuesta’ de
este detector seré selectiva, ya que solo se detectaran los compuestos que absorban luzde
1a longitud de onda a Ia que opera el detector.

Hay dos tipos de detectores de luz ultravioleta: el de longitud de onda vanable, que no.
sélo es de aplicacion mas variada y sensible sino que también mas costoso, en el llamado
fotometro de luz ultravioleta que funciona a una sola longitud de onda; este ultimo es
sencillo, econémico y mas que suficiente para obtener buenos resultados. Existiendo
también el detector mas modemo que es cl de arreglo de diodos .

3) Detectores de fluorescencia.

En la actualidad el detector mis sensible de que se dispone es el de fluorescencia. En
condiciones optimas es posible detectar con este instrumento cantidades del orden de

picogramos, lo cual es parable a los d es de captura de electrones en
cromatografia de gascs.
Hay dos discfios basicos de estos d es de fluc ia los llamados fluorometros

de filtro, que emplean filtros para seleccionar la radiacion de excitacion y la de emision, y
los espectrofluorométros que emplean monocromadores. Ambos disefios rinden bucnos
resultados y no parece haber muchas mas ventajas en los espectrofluorometros que
compensen su alto costo.
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los detectores de fluorescencia y 1os de luz uitravioleta pueden proporcionar espectros
de absorcién o emisién de las muestras retenidas momenténeamentc en sus celdas, en
1o que permlle utilizarlos p1ra realizar andlisis cuantitativos,

g. Andlisis cualitativo,

la cromalogmffa de lfqmdos es’ en esencn un técmca de separamén y no de
identificacién, y aunque es posible oblener alg a informacién de tipo cualitativo, en
general - siempre . se- requiere” de alguna técnica’ no cromatogrﬂﬁca para efecluar la
identifi cacnén certera de un compucslo delerm' S

ado.

1a forma de efectuar una identificacién es comp los tiempos de ion de las'
sustancias por identificar con los tiempos dé refencion de P
se menciond anteriormente, esto, no. basta’ para “una - identificacién certera.. la_tnica
manera de identificar una sustancia con:un*100% "de segundad es utilizando algunat
. técnica auxiliar, como por ejcmplo. la espectrofo\omctrra de. masas, la_resonancia
magnética, nuclear, etc.

h.Anilisis cuantitativo.

El andlisis cuantitativo de mezclas de sustancias siempre ha sido fdcil de efectuar
mediante cualquicr técnica cromatogrdfica con resultados vdlidos. En la actualidad el

andlisis cuantitativo por medio de CLAR es tan confiable 0 aun més que los resultados
btenidos por grafia de gases,

A continuacién se describen cada una de las técnicas manuales e instrumentales que se
conocen para integrar las dreas de los picos.
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) ‘Altura del pico.

Aunque el area es (ma medida muy prccisu. la altura se_emplea mucho porque es muy
facil de obtener, aunque es mucho mas sensible a variaciones instrumentales. Si los picos
estan completamente distorsionados o asimétricos, o la cantidad de muestra esta fuera de
intervalo lincal del detector, no debe de utilizarse esta técnica: Si hay desviaciones de la
linea base, la altura de pico se obuenc mterpolando la Ilnea base entre el principio y el fin
de cada uno de Ios plCOS ; . : y :

. 2) Altura por" [ éncho'\‘de‘la mitad '_del pico.

st los picos son simétricos tienen aproximadamente la forma de un tridngulo, y es
por esto que el drea se obtiene multiplicando la altura del pico por el ancho medio a la
mitad de la altura. No es conveniente emplear el ancho medio en la base del plco. ya que
porlo geneml los picos tienen clena tendencia a colear.
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D. VALIDACIC‘N‘ DE METODOS ANALITICOS.

1. DEFINICIONES.

A LINEALIDAD. "La linealidad de un sistema o de un método analitico es su hablhdad :
‘para ascgurar que, los resultados analiticos, los cuales pueden ser obtenidos dlrcclameme ;
- 0 por ' medio de una lransfon'nacmn atica bien definida, son propor I

acion de’ la dentro de un rango determinado.

a la o

b RANGO., Bl rango de un método analitico es el intervalo entre los mveles supenor e

inferior de la sustancia (un nivel central, dos niveles limite ), ¢l cual se ha demostrado que :
es precnso exacto y lineal uuhzando el método descrito.

c E‘(ACTITUD la exactitud de un método analitico es la concordanc:a en

obtenido experi | y el valor de referencia.

Se expresa como el porciento de recobro obtenido del anallsts de muestra a las
les ha adicionado cantidades conocidas de 1a muestra. :

d. PRECISION. La precision de un método analitico es el grado de concordancia entre
los resultados analiticos individuales cuando el procedimiento se aplica repetid a
diferentes muestreos de una mezcla homogénea del producto Usualmente se expresa en
términos de desviacion estandar o de coeficiente de variacion.

La precision, es una medida del grado de rcproduCIbllldﬂd ylo repcnblhdad del método
analitico bajo las condiciones normales de operacion.

1 REPETIBILIDAD. Es la precision de un método analitico cxpresado como la

concordancia obtenida entre las determinaciones independientes realizadas por un solo
analista, usando los mismos aparatos y técnicas.
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2 REPRODUCIBILIDAD.,: Es la precision de un método analitico expresada como la
concordancia obtenida entre las determinaciones independientes realizadas por diferentes
analistas, en diferentes dias,  en e mnsmo ylo en diferentes laboratorios utilizando el
mlsmo ylo dlfercntes equ:pos :

el LlMlTE D TECCION. Es I midima concentracién de una sustancia en una
muestra_la” cual ;puede” ser* deteclada pero - no - necesariamente cuantificada, bajo las
condtcnones normales de opera on. -

1. LiMlTE DE CUANTIFICACION Es la menor concentracion de (4 sustancia en la
“'muestra’ que  puede - ser ‘déterminada con precision y exactitud aceptable bajo las
: ,condncmncs normalcs de operacion establecidas por dicho método, 2

g ESPECIFlCIDAD. Es 1a medida del grado de interferencia o ausencia de mezclas
complejas en un andlisis. Es la habilidad de un método . analitico para evaluar una

puesta debida uni ala ia de interés y no a otros componentes de la
" muestra,

h. TOLERANCIA. La tolerancia de un método analitico es el grado de reproducibilidad
de ‘los resultados analiticos obtenidos por el andlisis de 1a misma muestra bajo
modificaci de las condici normales de operacion, tales como diferentes
temperaturas, lotes de reactivos, columnas, sistemas de elucidn, tipos de cmpaque
(soporte fase estacionaria, etc.), condiciones ambientales, etc.

i. ESTABILIDAD DE LA MUESTRA. Esla propledad de una muestra preparada para
su cuantificacion, de conservar su integridad fisicoq yla acion de la
sustancia de interés, después de almacenarse durante un tiempo delenmnado bajo
condiciones especificas.(8)(4).
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2. DISENO EXPERIMENTAL PARA CADA UNO DE LOS PARAMvETROS.‘

L SISTEMA.
. METODO.

L SISTEMA.
a. LINEALIDAD DEL SISTEMA.

La linealidad del sistema se determina construyendo una curva de calibracion de una
misma solucion estindar utilizando cuando menos cinco niveles y haciendo anilisis por
triplicado para cada uno de los niveles establecidos temendo un nivel de} 100% de la
concentracién esperada.

Se deberd de elaborar una curva con los resultados obtenidos, con estos datos se
calcularéin los siguientes pardmetros,

Media (X), desviacién esténd (S) oeficiente de vanacnén [(4%% pmdlcmc (B),
ordenada al origen (A), coeficiente de correluctén lineal (R) error estindar de correlac:on
(R?) y la sensitividad. (3)

CRITERIO, |
CV<15%

R 2099
R22098
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b. PRECISION DEL SISTEMA.

Se_determiiria -por ‘el analisis’ sextuplicado “de . una *misma solucion : estindar
correspondicnte al 100% de la conccmracnon espcradu cstablccnda cn la lmeahdad del
método.

Con los datos obtcmes calcular: . -
media, desvmclon cstandar, y coeﬁcteme de \anacmn (3)

CRITERIO.

CV<1.5%

1. METODO,

¢. LINEALIDAD DEL METODO.,

Se determina construyendo placebos adicionados al principio activo (placebos cargados),
cada uno de manera independiente, se realiza con cinco niveles de concentracion que
corresponden generalmente a 80,90,100,110,120% del valor esperado, hactendo anahsls
por triplicado para cada uno de los niveles establecidos. )

Para métodos donde no se ha establecido el valor esperado, el rango 4debeia ser. mas
extenso (50 a 150%), la amplitud del estudio dependerd del uso.y.aplicaciones-del .
método (control de calidad o indicativo de estabilidady. e &

Deberd de levarse a cabo por un mismo analista bajo las mi s condiciones de
operacion y utilizando el mismo equipo. A

- Con los datos obtenidos calcular:

La media, desviacion estandar, coeficiente de variacion, pendiente, ‘ordenada al origen,
coeficiente de correlacion lineal, error experimental de regresion y sensitividad.
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" También debe de construlrse la curva y calcular % ecuacion de la rec(a quc md|que un
modclo lmeal 3 AT

CRITERIO.

-Ordenada al origen (A)= 000 :
Pendiente ' " - : (B)=1.00."
- Cocf clente de’ ccn'elamén lmeal (R)= 0.999,

El coeficiente de variacion dependcrz! del  tipo de método. forma farmacéuuca y
concemmcnén del activo en la mueslra, como s¢ obsen"l en Ia tab|a 1.

Mélodo CV %
Crbﬁatogdtico 2.0
Qufmico R 3.0
Espectrofolométrico 3.0
Microbiolégico 5.0
tabla 1.
d. EXACTITUD DEL METODO.

Se determina por ¢f andlisis de diez plncébos adlclonaaos con el 100% del principio
activo, de manera independiente por el mlsmo anahsta y en las mnsmas condiciones de
operacién. : g

Este modelo es para determinar la exacmud al 100% de Ia conccmraclén de la cantidad
esperada, : .



‘Otro diseiio expcnmcntal es por medio de la delcrmmacnén de placebos adICIOn'\dOS, :
evaluando cinco niveles, esto se puede evalvar con los resultados de la hneahdad del -
método cuando s¢ hace un andlisis por q\nn\uphcado pam cad SKE - :

i Con los resultados oblemdos calcular. )

La medla, fa desvnacnén estdndar, cocﬁcnemc. de vanacxén e mtervalo dc conﬁanm.

; CRITBRIO
El coeﬁcneme de vanamén expresa la desvmcnén que exlstc enlrc una y olra muuslm y

" esta expresado en % . En la tabla 2 se muestran los valores de coeficiente de variacion
_parala eyaluac:én de la gxacmud ,dependler}do dgl ’m‘élo_do de cuanuﬁcaplén (3)

CMétodo S eV

Cromatograffa de 1fqu1dos (CLAR) 2.0

Espectrofotométricos. = - ; ' S 20

Tltnmégncqs e ) 3a5.0
: tabla 2

e; PRECISION DEL METODO.

REPRODUCIBILIDAD. Es importante evaluar fa influencia de la variacién debida
-en el método cuando se analicen cantidades conocidas adicionadas del principio activo
a un placebo y relacionarlas con el andlisis del producto (forma farmacéutica), pues la
dicién del ingrediente incluye un error experimental distinto a la variacién existente
“en el producto a ensayar.
Esta variacién puede evaluarse conjuntamente con la reproducibilidad del método, por
1o que se deberd de preparar al placebo de acuerdo al procedimiento de manufactura
normal con cantidades perfectamente conocidas y analizdndolas por diferentes
analistas, asf como por un analista solo, bajo las mismas condiciones de operacién, en
dfas diferentes.
La evaluacién de la reproducibilidad se hace con respecto a un tabla de andlisis
de varianza (ANADEVA), 1a cual nos indica 1a fuente de variacién que se obtiene de
los resultados.




Se debe dc llcvar a cnbo por: lo menos por dos anahstas, Ios cuak‘.s dcben de. rc'dlzar :

en un dfa el andlisis por triplicado a1 100% de 1a ‘concentracién'y.cl otro dia repetir el .

anlisis. de '1a’ mugestra: por lnphcado deben: de’ trabajar de “manera - independiente,

pamendo ‘de’una mue ra homogénea del: produclo a una concenlmcxén teénca del
- 100% .

"Con los

CRITERIO; .

" Los valores para ¢l coeficiente de variacién se»ﬁnliesl'ran en la siguiente tabla. !

Método cve

Microbiolégicos - -3 a5 mdximo
Titrimétricos 73 méximo .
Espectrofotométricos - S s I mdximo

Cromatogrificos. 2 ‘mdximo

Criterio pnm F csilculada (F Cnlc)

F analista (Fa) <:, 5 FTablas (F 1ab).
Fdfa = (Fd)" * < F Tablas (F tab),

Fsle €s el modelo para un}an:ihsts de vananza con " dos 'variables analista' y dfa
P un | al az:lrcon idado: porel Alisi de
varianza,

f. L;M]TE DpCUANﬁF’léAcgoN.' o

El lfmne de cuzmtlf' cactén puede ser delermmado como, Ja canhdad de sustancia de
interds o de sustancias mdeseables, las cuales proporcionan una sefal.



i Cahdad [ mdncalwo de Estabilidad,

Este parametro generalmente se controla cuando se trata de método para cuantificar
farmacos en fluidos biolagicos debido que estos se encucntran en cantidades muy
pequefias y su extraccion es dificil de realizarse por existir otros componentes.

_ Se determina adicionando cantidades exactas del firmaco correspondlemcs al -
0,1,3,5,10,15,20,y 25% de la concentracion maxima esperada. N

Con los resultados obtenidos se determinan los limites de conﬁanza de'la recta: de‘ )
regresion tomando en cuenta los valores obtenidos de la media, desvmcnon estandar para -
XyparaY,la ordenada al origen , 1a pendiente, el cocficiente de correlacton fineal, el -
_error npnco de estimacién modificando (Sy/x) yel coeﬁcxente de

‘CRITERIO.

ejemplo ’

& ESPECIFICI_DAD.

El parémetro de especnﬁc:dad e realiza_dependiendo del tipo de método (Control de

i ME_TODfQS _i)i:: CONTROL DE CALIDAD,

" Se reahu de la SIgmente manern
-Analizar placebos del producto con el metodo propuesto

-Identificar las respuestas de los acuvos exupnentes en caso de lenerla. y de otras
sustancias auxiliares. .

-En caso de contar con los posibles producu‘:‘s“de degradac16n4 se preparan muestras con
placebos "adicionados" de estos a la sustancia de mtcres y se ana!mnahzan con el método
propuesto. :

47



-Confirmar quc el mc(odo desarrolladn sea capaz dc scp'lrar la sustancia de interés de
cualquler |n|crfercnc|a prescme .

-De no ser s, opumlzar el mctodo desarrollado o dcsarrollﬂr otro.”

2 METODOS INDlCAT’lvV‘OS DE ESTABILIDAD,

Se sugieren los' siguientes métodos para degradar la sustancia, el analista que realice el
estudio debera de seleccionar aquel que de acuerdo a sus propiedades fisicoquimicas del
compuesto, sea el mis adecuado u otro si asi lo considera pertinente. La degradacion
debe de ser tal que la concentracion de la sustancia en ectudlo este disminuida de un 10 a
un 50% con respecto a la original.

-Colocar la sustancia de interés, ¢l placebo y el placebo cargado, en un horno a
70°C, 120°C o a 20°C menos que ¢l punto de fusion de la sustancia de interés durante un
apropiado nimero de dias (2 a 4 semanas).

-Exponer la sustancia de interés, el placebo y el placebo cargadoalaluzUVoa
la fuz fluorescente y/o humedad.

-Si es necesario hacer soluciones de.la sustancia de interés ajustando el pH de 1 a
2yde 10212y colocarlas a 60°C durante 2 semanas. Si se trata de formas farmacéuticas
liquidas o semisolidas pueden degradarse por oxidacion (con peroxido de hidrogeno y
per de2a4 a temperatura ambiente, y/o por hidrolisis (pH 1a2y 10 a
12), colocando las muestras a 60°C durante 2 semanas.

-Checar la aparicion de las sustancias relacionadas (productos de degradacion),
utilizando - por lo menos cualquiera de las. técnicas cromatograficas siguientes;
Cromatografia de Liquidos, Cromatografia de Gases, y Cromatografia de placa.

CRITERIO.
-Verificar que cada producto de degradacion pueda ser. separado de la sustancia

de interés utilizando el método desarrollado (interferencia’ no mayor de 2%)
-Optimizar ¢l método o desarrollar otro.
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_CAPITULO 1L

OBJETIVOS.
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OBJETIVOS,

OBJETIVO GENERAL:

-Desarrollar - un’ método analitico péfa la_cuantificacion de Ketoconazol por medio de
Cromatografia de Liquidos de alta Resolucion.

' OBIETIVOS rA'iiT'lqunAnﬁs; i

-Venﬁcar cl mclodo de la forma farmacéutica en cs(udno Ya que en la Fnrmacopca
»Nacmnal solo es\a mdu:ndo para Tab\etas

-Adaplar el melodo en caso de ser necg:sanoA:

-Validar ¢! método Desarrollado.



CAPITULO II1.

PARTE EXPERIMENTAL.
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PARTE EXPERIMENTAL.

A. DESARROLLO DE LA I\lE’fODOLOCIA ANALITICA POR
CROMATOGRAFIADE LIQUIDOS DE ALTA RESOLUCION.

De acuerdo a que no existe una melodologia analitica para cuantificar Ketoconazol en
crema se vio 1a necesidad de desarrollar una metodologia por Cromatografia de Liquidos
de alta Resolucion. La cual sea practica, cficiente y confiable, y que pueda ser empleada
como método de rutina, asi como Indicativo de Estabilidad.

De acuerdo a las propiedades de la molécula que presenta un grupo carboxilico unido al
grupo de las piperazinas, presenta un pka de 5.2, lo cual nos dice que nuestra molécula es
casi neutra, por lo que se decidio realizar por Cromatografia de Liquidos de Fase reversa.

Se probo en una columna C18 de 150 mm x 3.9 mm. de didmetro interno. Novapak, ya
que presenta un tamafio de particula mas pequefio y por lo tanto existe una mayor
resolucion, se penso en una mezcla Metanol-Buffer, ahora el problema cra el tipo de
buffer, se probaron varios buffers midiéndoles i pH hasta llegar al fosfato monobasico de
amonio por sus caracteristicas basicas era mas facil de Hlegar al pH optimo del pka.

Se comenz6 trabajando una proporcion de 50% Metanol-50% Buffer con el pH del pka,
no observindose buenos resultados, se comenzo a cambiar ¢l pH hasta llegar al pH de 6.6
donde salia un pico uniforme, pero existia el inconveniente de que salia en un tiempo de
retencion muy largo, cso se podia mejorar cambiando las proporciones de 1a fase organica
hasta llcgar a la concentraciones de 25% de Buffer 75% de Metanol grado HPLC.

La molaridad de Buffer fue de 0.1M inicialmente encontrandose que la columna sc

iaba muy ficilmente y dobleteaba los picos, se penso en disminuir la molaridad del
buffer a 0.01 M, no existiendo una modificacion del pico. trabajandose asi con esa
molaridad para el Buffer.

La longitud de onda se decidio de acuerdo a que presenta un maximo a 230 nm y csa se
utilizé.
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Para la scparacion del activo con respecto de la forma farmacéutica (crema) se cligio cl
metanol por sus cualidades de romper emulsiones, rompiéndose asi la emulsion de la
crema, despuds se pensd en como extraer al activo, se pensé en una mezcla de solventes
(mietanol 30, agua 70, acido acético 1), teniendo asi una parte hidrofilica y otra parte
hidrofobica y asi poder extraer al principio activo de 1a crema. :
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B. METODOLOGIA.

" Frascos de f/idrio color dmbar con tapa

Matraz volumétrico
Pipeta volumétrica

* Probeta graduada
Tubos de ensayo
Vasos de precipitado.

1 MATERIAL.

60A ml

50 ml, pyrex.
25 wi, Kimax,
500 mi pyrex.
13 x 100 mm. kimax
100 m}

pyrex. -

Membranas de aylon 66, 0.22 micras de 47 mm de didmetro,
Kit de filtracién para solventes marca Millipore.
Kit de filtracién para membranas marca Millipore,

Equipo de filtracién para muestras.

Filtros de 0.45 micras o cquivalente.

Baiio de Ultrasonido
Balanza Analitica
Centrifuga.
Cromatégrato de Liquidos
Bomba

Detector

Columna
Automuestreador
Detector UV/Vis
Computadora (PC)
Impresora

2.EQUIPO.

Mettler modelo ME-11
Mettler modelo AM 100
Solvat,

Beckman

Beckman modelo 126
Beckman modelo 166
p-Novu-pak C18 150 mm x 4.5 mm
Beckman modelo 502
Beckman modelo 168
Modelo 1BM.

Marca Epson.



3. REACTIVOS.

Agua grado HPLC

Acido fosférico al 85%

Estdndar secundario de ketoconazol
Fosfato monobdsico de amonio.
Hidréxido de amonio.

Metanol! grado HPLC.

Metanol grado reactivo.

4 METODO.

1. PREPARACION DE SOLUCIONES. -

A. SOLUCION FLOCULANTE,

Mézc‘quwj()}nl‘. de ‘metanol con 70 mi de agua y 0.1 ml. de dcido acético glacial,
B.SOLVENTE ACUOSO.

Solucién de fosfato de amonio 0.01 M. Disolver en un matraz volumétrico de 1000
ml,, 1.1503 g. de fosfato monobdsico de amonio en agua grado HPLC y llevar a
volumen con el mismo solvente. Ajustar el pH a 6.6 con hidréxido de amonio al 50%
(vlv). Filtrar a través del equipo de clarificacién de solventes y desgasificar por 15
minutos en el ultrasonido,

C. SOLVENTE ORGANICO.

Filtrar 500 ml., de metanol grado HPLC a través del equipo de clarificacion de
solventes y desgasificar por 15 minutos en el bafio de ultrasonido.
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D. FASE MO’VIL.‘

Mc7chr 25 ml., “de ta solucién de ‘fosfato- ‘de amonio 0.01M con 75 mi de metanol
grado HPL(, 3 |llmr a través dcl Lqulpo dc. clarificacién ‘de: solvcmcs y desgasificar
por 10 mmu(os. : . .

E. sowc(d{v ESTANDAR.

Transferir a un matraz aforado de SO mi alrededor de SO mg de ketoconazol estdndar
de referencia, exactamente - pcsados. agregar 30 ml de fase mévil. Agitar en un bafio
de ultrasonido durante 10 minwtos, diluir y aforar. con fase -mévil. Transferir una
alcuota de S mi a un matraz aforado de 50 ml y levar a volumen con' fasé mévil.
Pasar la solucién a través de filtro Miliex de 45 micras o equivalente (Concentracién:
100 pg/mt). '

F.SOLUCION DE LA MUESTRA;

Preparar una solucién de la muestra por duplicado. Pesar 1.25 g. de crema
(equivalente a 25 mg. de Ketoconazol) en un frasco dmbar de 60 ml con tapa, y
adicionar con pipeta voluméirica 25 ml. de inctanol grado reactivo y poner en un bafio
de ultrasonido durante 30 minutos, adicionar con pipeta volumétrica 25 i, de la
solucidn floculante, cerrar perfectamente y agitar vigorosamente de forma manual,
centrifugar duranie 15 minwtos a 3500 rpm. transferiv una alicuota de 10 mi de
sobrenadante a un matraz. aforado de 50 mi, diluir y aforar con fase mévil, Pasar la
solucidn a través de un filtro millex de 45 micras o equivalente.

SISTEMA CROMATOGRAFICO.

Columna Nova-pak €18 3.9 x 150 mm Millipore
Detector Ultravioleta.

Longitud de ondn 230 nm,

Flujo 0.8 mi/min,

Volumen de inyeccién 10 pt.
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PROCEDIMIENTO.

Inyectar en el cromatografo 6 veces la solucion estandar y calcular el coeficiente de
variacion y el factor de coleo para cl pico correspondiente a Ketoconazol.’Si el
coeficiente de variacion es menor de 1.5% y el factor de coleo es menor de 2, inyectar fa
solucion problema en caso contrario dejar estabilizar el sistema y repetir las inyecciones
de estandar hasta obtener los valores indicados para el coeficiente de variacion y el factor
de coleo. Una vez cumplidas estas especificaciones, inyectar al cromatdgrafo 10 yl de la
solucion muestra. Obtencr su correspondiente cromatograma y medir ¢l drea del pico.

El tiempo de retencion para el Ketoconazol es de 4.6 minutos.

C. VALIDACION DEL METODO.
a. EVALUACION DEL SISTEMA.
1. LINEALIDAD DEL SISTEMA.
Para evaluar este parimetro se prepard una solucidn patron, como se indica en la

preparacion de la solucién de estdndar, teniendo una concentracién-de 1 mg/ ml,
posteriormente para los cinco niveles se realizé el siguiente procedimiento,

.l. Procedimiento.

En matraces volumétricos de 50 ml se vertieron los siguientes mi 8, 9, 10, 11, 12 ml de ja
solucion patron, para los niveles de 80, 90, 100, 110 120% respectivamente, adicionados
con la ayuda de una bureta, posteriormente se diluyeron hasta el aforo con fase mavil, se
filtro y se inyectaron 10 pl al cromatografo de liquidos con la ayuda del automuestreador
automatico.
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PRECISION DEL SISTEMA.

" Para evaluar este paramelro se prepararon sels muestras como se hlzo para el mvel del
100% dc ia lmcalxdad dcl ststcma . . ) .

b EVALUACIO N DEL mmooo ANALITICO
1 uNi-:}\uDAb DEL METODO.

Para la determinacion de la linealidad del método se prepararon placcbos cargados a
cinco niveles de concentracion y por triplicado cada nivel, para adicionar una cantidad
conocida de Ketoconazol se prepard una solucion stock con materia prima valorada de la
siguiente manera.:

En un matraz volumétrico de 200 m! se pesaron con exactitud 500 mg. de ketoconazol,
se aford hasta el volumen con metanol grado reactivo para obtener una concentracion de
2.5 mg/ml.

El procedimiento que se realizd para la preparacion de los cinco niveles es ¢l siguiente:

- 1. Procedimiento.

En un frasco de color ambar de 60 ml con tapa se pesd | gramo de placebo, y con fa
ayuda de una bureta de 25 ml sc adicionaron 8, 9, 10, 11, 12 mi de la solucion patron
(para los niveles de 80, 90, 100, 110, 120 % respectivamente), posteriormente, se
disperso la muestra en un baiio de ulirasonido por, cinco minutos, después con la ayuda
de una burcta de 25 ml, se adicionaron 17,16.15,14,13. il de metanol grado reactivo
para los niveles de 80, 90, 100, 110, y 120 % respectivamente para complelar un
volumen de 25 ml, con ayuda de una pipeta volumétrica de 25 ml se adiciond solucion
tlocul s¢ agitd vigorc y se centrifugd en tubos de 40 ml., de cada uno de los
niveles y replicas a 3500 r.p.m. por 15 minutos, se tomo del sobrenadante claro una
alicuota de 10 ml y se llevo a un matraz aforado de 50 ml aforandose con fase movil se
filtro a través de un filtro membrana de 0.2 micras y se inyectaron 10 microlitros  al
cromatografo de liquidos con ayuda del automuestreador automatico. Se registraron los
resultados de las areas de los picos obtenidos
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2, EXACTITUD DEL METODO.

Para la determinacion de la exactitud al 100%, se prepararon placebos cargados a un solo
nivel ‘de concentracion por decaduplicado, las muestras sc prcp'\ruron de Ja siguiente
manera:

En un frasco de color ambar de 60 ml con tapa, se peso 1 gramo de placebo. y con la
ayuda de una bureta de 25 ml se adicionaron 10 ml de la solucion patson, se disperso la
muestra en un bafio de ultrasonido por 5 minutos ,posteriormente con la ayuda de una
bureta de 25 ml se adicionaron 15 ml, de metanol grado reactivo. y 25 ml de la solucion
floculante con la ayuda de una pipeta volumétrica de 25 ml, se agitd vigorosamente y
centrifugd a 3500 r.p.m. por 15 minutos, del sobrenadante claro se tomod una alicuota de
10 ml se llevo a un matraz aforado de 50 ml,., con fase movil se filtro a través de un filtro
membrana de 0.2 micras, y sc inyectaron 10 microlitros con la ayuda de un
automuestreador auwtomdtico. Registrindose las dreas de Jos picos obtenidos. Las 10
muestras se prepararon de la misma manera.

3, ESTABILIDAD DE LA MUESTRA ANALITICA.

Para determinar la estabilidad de la muestra, se prepararon 6 placcbos cargados a
concentracion del 100%, estas mucstras se prepararon de la mlsma mancra quc la’
exactitud.

Una vez que se prepararon las muestras y se registraron los resultados; se é(pusmron ala‘
~luz normal, temperatura ambiente, rcfngeracwn por un periodo 'de 24,y 48 horas (Las S
muestras estaban en los viales para inyectar utilizados en el aulomuestreador) -

4 EsysciI;IbeAn PARA CONTROL DE CALIDAD.

Para la dctermmacnon de la especificidad del método para control dc cnhdad se comparoy
un placebo solo, un placebo cargado, y un estandar.



5. ESPECIFICIDAD PAi;A PRODUCTOS DE DEGRADACION. E

Para probar la espemf' ctdad del mét nalftico para’ estabilidad se Expusncron ala
luz por un perfodo de’| semana de ‘degradacién en ‘medio 4cido,” ‘medio b:isrco, por 3
dfas a una lemperalura de 105 rado ] cenugmdos humedad al 75% por 1 semana.

6. TOLERANCIA
Para la: dclermmacndn de la lolemncla

ificd la velocid do flujo y la
proporcnén de la’ fnsc mé ; DT S

7. PREC’]S]V'(')N (reproducibilidad).’

“Parala determmacldn de reproducxbllxdad del mé(odo sc reahzd con dos anallsws de la™
mgunente manera. : : ; S

El phmer dfa y“'el gl ;‘df‘a'.‘-c‘ada anali prepara “tres ‘muestras de producto :
terminado (al 100% de la canudad de acnvo) anahzﬁndolas con el mélodo propuesto. -
Evaluando asf anahs!a y dfa. 55 E



CAPITULO IV.

RESULTADOS.
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Linealidad dcl Sistema

A pamr dc una solucnon Stock dc estandar, se prepararon muestras ‘con una
concentracion dei?80,/90;:100, 110 y 120% de la canndad requerida’ por’ el método

analitico y s¢ anallzaron Los resultados de [ se an en la tabla
No. 1, junto X3, y2, xy y la curva corregida par minimos cuadrados. :

~Tabla No. 1. Linealidad del Sistema

Concentracion(ugml) | Areabajola
X cave ana
Y X ¥ Ney comegda
oo D612l
280 & 398 4198 5) 552027
0 o W39 37 382037
0 yn WGy 98633 $s 2027
wn L 38nad $59%.4n 621813
% 8100 39206 S638 31 621383
%0 8100 19849 $659 98 62159
10 1oy 47373 63282 691639
10 oo anzg 6136 60 91630
100 10 e 602 1699
10 12100 sT68 N6 76146
13 1210 K08 7 [3ire) 76 1436
1o 2 a9y 11 761444
120 130 w810 100 7 (I
10 (5] 63771 Lt 091
120 3282681 14001 6260 3 QU39 21 21:(

S 1500.0 1037.45987 153000 7321820 105840.17

namero de observaciones (n) = 15

En la grifica No. 1 se encuentran representados la Concentracion contra la respuesta. La
pendiente (m), ordenada al origen (b) y el coeficiente de correlacién (r?) para la recta de
regresion se determinaron de acuerdo a las siguientes ecuaciones:
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nZxy - TxZy.

" a- @2 ‘ RESULTADOS
' S m=0.6981
e b=-0.6921
b _TL 2 =0.9990
I r= 09994
(nZxy - ZxEy)
(nEx2 - (ExP)nZy? - (Ey))
REGLA DE DEClSlON.

Nuestro resultado de 1'z es 0,999 por lo tanto se cumple con los criterios de Imeahdad
del sistema ya que deben de ser mayor de 0.98,
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b. Precisién del Sistema

Se determiné por el andlisis sextuplicado de’-una. misma solumén estdndar
correspondi 100% establecido en la linealidad del si ; ,

Nimerode . -~ Respuesta

determ. S Yy

b 73,39864 -

2 13.68933

3 7-74.13278

47 "74,61481

. 5 7429232

Se determing la ia de y -6 74.50097 e
Iy = 444.63

Se determmé la suma(ona de yz (Ey’)

dos 4 s comsins

;. 'donde 1 = nimero total de
.- determinaciones.

El sistema es ptecn : el coeﬁmeme de vanacxén €s menor o 1gual als %;
0.64 €s menor que L. 5 por lo que concluimos  que el sistema es prec\so 3)



¢. Linealidad del Método

A partir de una solucién Stock de estindar, se prepararon por triplicado placcbos
cargados con porcentajes de principio activo correspondientes al 80, 90, 100, 110 y 120
% de 1a cantidad requerida por el método analitico y se analizo cada una de las muestras.
Los resultados de anslisis obtenidos se muestran en la tabla No. 2:

Tabla No. 2 Linealidad del Método.

‘abicicnados ¢ocupersda curva comrpds
x ¥
x i Xy Ui
00000 036166
012 20.THMS 420726 esnn “1388 8056303
012 859977 61204960 641550 64510 sem3as 03837
0 30984333 6420496 633360 .70 503637
90144 90013459 8125941 810242 sia? 906569
50144 90477583 125941 Rig6 13 15600 57368 906665
20144 90753690 3125941 823623 13090 £3eae)
100160 100853050 10032026 1011091 10013 100 7201
100160 100471984 10032026 100M 64 10062 9089903 1007%1
100 160 100 10052026 1009815 10063 4 100 7701
1no1% 131313010 12138281 12406 62 wne V013
110176 111398940 nase st 120972 12734 stes 1108733
10176 111366670 12138781 1238027 2889 1108733
12019 121 089230 13146 117 13062 €0 145839 130978
120192 120427900 16446 117 14625 37 143358 B2 1209763
120192 12042500 19446 117 1450287 704 120978

$1502.4 151155207 153489.99 15383.4474 154432.858 466148.50

n 15 - (nimero de observaciones)
r 3 (nimero de repeticiones .
-t 5 (nimero de tratamientos)
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En la grifica No..2 se encuentran representados los mnhgmmos adicionados contra los
miligramos recuperados. La pendiente (m), la ordenada al ‘origen (b} y ¢l coeficiente de
correlacion” (r?) para la rccta ‘obtenida se determinaron de acuerdo a las siguientes
ecuaciones: :

nZxy - ExZy : IR : -

m=————— : RESULTADOS

‘nEX2 - (Ix)27 m = 1,0087

CoTEL G b=-0.2617

" Ey-mIx 1= 0.9994
b=—— .
n
~(nExy - ZxZy) .

=

(2 - (EXP)(nEy? - (B

Para elaborar la (nbla de anﬁhsls de varianza (ANADEVA) Tabla 3 se determmé la suma

de cuadrados de la regresnén {SCr), la suma’de cuadrados del erfor de regresion (SCer), -

la'suma de cuadrados de I fala de a;uste (SCfa) y la suma de cuadrados del error puro
(SCep) de acuerdo a las mgmentes ecuaclones . 5

SCr mny+b2y ((Xy)’/n)

I - = Resultados . | %
SCer*Xy mﬂxy bSy : ). scr=306223" |
: i {SCer=191-"]:
SCep=Zy’-((Ey1’)/r) <] SCep=061. |
: ! - SCfa=1.30-

SCfa'= SCer - SCep

Con los resuliados anteriores se construy6 la tabla de andlisis de varianza (ANADEVA).



TABLA No. 3. Andlisis de Vananza para la lincalidad del

método.
Fuente de. Grados de Suma de Maeadaa de Fraloulads Puablas.
Nanacrim Libertad Cusdradon Cusdsados
Regraon 7 SCr o Fr-SCrMCer Flalsg1ct.099)
. e 306221 20836 L F(R13099
907
Tamn de P53 3Ce SCrgler L
repreién 13 N ols N
Faita dc yjuste (2H0r) SCla SChagla Fla MOl Figlfs,
1 1% [ MCep S 1 ep098)
704 <. F31009%)
FORRL Y | IS
Ervor puro. W SCep SCreglep TR
10 0061 0 06

REGLA DE DECISION:

Se comparan los valores de F calculada contra las F de tablas.

Si Fr es mayor o igual que F(1,13,0.99) y Ffa es mayor o igual qﬁc F(3,10:0. 95) el .
modelo lincal es correcto para describir 1a relacion existente eatre mlhgramos adlClOnﬂdOS
y miligramos recuperados.

20835.90 es mayor que 9.07 y 7.05 es mayor que 3.71 por lo tanto el ﬁlodclo lineal es

correcto para describir 1a relacion existente cntre miligramos ﬂdlClOnadOS y mnhgramos

recuperados.
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Finalmente, se calcula la media Cuadrdtica del Error de Regresién (McErrReg), la
media cuadrdtica de regresién (Mcreg), la desviacién estdndar para la pendleme (Sm)
yla dew1ac16n estdndar para la ordenada al origen (Sb)." :

xp? i
sm = (McErrReg | ——— M + — )%
nEx2 - (Ex)2 n .

. RESULTADOS
" McErrReg = 0.02 °

donde: xp = promediode x - . - McReg . = 062.23

R “sm = 0.2664
. Jak " sb=0.26

sb = (McReg [—————])% Ctm = -0.0327
: : nEx2 ()2)()2 k : tb = 1.0

En las tablas de dlslnbumén t de Sludenl, se determmé el valor para la t con n-1
grados de hbcnad un mvel de mgmﬁcanma de 0. 95 (t(,,l .,9,,)

Stel valor absolu 0 de t es menor que lﬂ,o.,,,. dfsti l:i ) ‘; e#_ igual a ;
ly - Y : ; ; e -

Sfel valor absolulo de t,, es menor que tﬂ.m,. e

! ‘al origen
cslgualaccro. L

0.0327 es menor que 2.145 por lo lamo el mélodo i es.ta’dfsticamehle,‘rlriene
una pendiente igual a uno. BT e

1.0 es menor que 2.145 por lo tanto el método anallnco es lmcal con una ordenada al
origen igual a cero. :




d. l":xactvitud del Método

Para demostrar la exactitud del metodo, se prepararon dlez muestras de placebo cargado
al 100% a partir de una solucmn Stock de estandar yse nnahzaron En la tabla No 4 se

observacion (n) % recuperado (y)
1 99,1475

9906 |
100.50 . .} s=desviacion estandar
99,62 - dey=0519
100.25° . yp = promedio de las y
99.46"" .
99.71
99.24
100,58
99.67

TOHIALAEWN

Se calculé el valor detde acuerdo a la siguiente ecuacion:
( - 100)(n)'/z
=.].658
s

En las tablas de dnstnbucton t de Student, se determiné el valor para la't con n-1 grados
de hbertad y un nivel de significancia de 0.95;

tgorm = 2262
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REGLA DE DECISION:

Se compara el valor de Ia t calculada con el valor de g5 y se establece la regla dc 3
decisién siguiente:(3)

Sf el valor absoluto de la t calculada es menor que el valor de 'w.o,m el método es
exacto. '

1.658 es menor que 2.262 por lo tanto el método analftico es exacto.
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Precisién del Mélodo B

La Precisién de un método analitico cs el gmdo de concordancia: entre resuuados
analfticos individual do el procedimiento se aplica repetid a una muestra
homogénea del producto. Para evaluar este pardmetro se delermmé la repchblhdad y
reproducibilidad del método. : i i

REPETIBILIDAD DEL METODO:

Tiene como objetivo demostrar que existe una concordancia entre mediciones repetidas
e independientes de una misma propiedad bajo las mismas condiciones (mismo equipo,
analista, dfa del anAlisis, elc.). Para cuantificar éste par.(metro se uhhzamn los datos
obtenidos al evaluar la exactitud del método.

Se determiné el coeficiente de van’acié'n (C.V.):

(s) (100 : i
CV, = —————— =0.52
”»
REGLA DE DECISION
El método es repetlble sf el coeﬁclente de vanaclén €5 menor o 1gual a2, (3)

0.52 es menor que 2 por 19 tamo cl mélodo analfuco es repetible.

n



¢. Reproducubilidad del Método.

Tiene como objetivo demostrar que los resultados obtenidos al utilizar ¢l método
analitico son independientes del laboratorio, analista, dia del anilisis 0 equipo utilizado en
la determinacion. En este caso sOlo se tomo en cuenta la diferencia que podria existir
entre 2 analistas y 2 dias diferentes para la determinacion.

Los resultados obtenidos se muestran en la tabla No. 5

TABLA No. 5. Reproducibilidad

del método.

DIA i e ANALISTA 200

1 S 89.21

. 9074

L 078933

2 +89.95 ..

. 91,197
192,65

“Se calculd lgrsu:rﬁa_ de ias csmi)inaéiones gﬁz{lista-dia vij.):

I =Ym et e s 720
Y = Yin + Ymv"' Yin T 271.50
Yo = Yau * Y+ Yy = 269.28

Yo = Yo+ Yoo & yau = 273.79
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Se caléu\é ta suma'para cada nnalista i)
y )'m"'Ynz"'Ym"‘lel +Y|zz+)’m‘549 50
Y2 )’m+Yz|2"'¥zn"‘}’m+}/m+y,_;—543 07

Se calculd la suma tolal (y )

»109257 ',

Se calcul la suma del cuadr ’-‘&e‘caida alista en cadadia:

2084629 .

Z}:Yu' =@ )3 "‘()’xz)2 + (YEI)2+ (Yn)

. Se calculo a sumx; @elf ista en fos dos dias:

)+ G+

Se calculé la'suma de cuadrados del anallsta (SCa), efecto del ‘factor analista, con la
sxgulente fbrmul

P i,/“-y.."
'_SCa= ’

— -——-=344s4 '
e adr i

Hoh&ef a; numerbide analistes
: d = nixmero de dias "
1 =namero de repeticiones
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Se caléﬁlé la sum;a de cuadrados del dia anidado en el analista (SCd), con la siguiente
formula: : . : ; S .

Con los datos obléﬁidpg se cdnstruyé Ia tabla de analisis de vananza .

TABLA No. 6. Anilisis de varianza para reprodﬁ;ipilidad del método, -

Fuerte de Grados de Surna de Medude oo, Fiablay
Varincidn Liberad Cuadredos. Cuadrados. .
Fea3CaMCd v AF(‘I"[G,Q9’)
Aty . sca 804 U r2,09
1 Jaard oasin =308
T Faldg
- 1e099)
F21085)
. -608
a @in sca
3 -
a3 T )
by ‘
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REGLA DE DECISION

Se comparan ¢! valor de Fa y Fd con Ios valores dc F(I-2
respectivamente:

0.95) ¥ F(2:8,0.95),

Sf el valor de Fa es mcnor que F(l
: 'anahstas :

dlSlm(OS dfas por un mismo anahsta

2 6416 es menor que 6,06 por lo que cl mé odo analfnco es reproduc:ble en dlstmtos -
dfas por un mlsmo anahsta : i .
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f. Estabilidad de la Muestra.

Al evaluar este parametro se determina cuanto tiempo puede transcurrir desde que ja
muestra esta lista para cuantificar hasta el momento de la determinacion, almacenandola
bajo diferentes condiciones. Se tomaron tres muestras de las utilizadas para determinar la
exactitud del método, cada una de ellas se dividid en 3 partes iguales, almacendndolas
bajo diversas condiciones y analizando a diferentes intervalos de tiempo.

Los resultados se muestran en la tabla No, 7.

Para cada muestra y condicidn (tr iento) se calculd el promedio (Y,,) y la varianza
(5. .

Se calculd Ia varianza ponderada (S, del tratamiento y Ia condicin inicial:

s,

: donde ¢ = niimero de condiciones - -
.82 - o

— (2).
e+l - Loy

Para cada urio de los tratamientos se calcul el intervalo de confianza:

IC= (3, - yo) & 1,#(2/3*spit)

donde tp = t de Dunnet con ¢ comparaciones y 2(c-1) grados de libertad y una
probabilidad acumulada de 0.975." Este valor es 2.86 .
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TABLA No. 7. Estabilidad de la muestra a analizaf. X

CONDICION CRSCURIDAD . RETRIGIRACION
TIEMPO (horss) a 24 43 U 48
o YL 43,40 42.85 48.60 48.40 4N.52 41.60
vz 9161 w07 w019 915 | 4850 %0
) v ass hoasas | anls | asas aw
pramedio (Ypi} . 48,57 48.82 44,86 4057 48,83 48,70
verianza (Sk) ELYTR XYY ols oms | oms | 0008
varianta poodereda (Spin) o 0.1t oo | ooss
LT om .| .om . 06 0.569)
[ 7] s s ] a2 028 00 008 o.13
iy +HpHY3an" . o iem o 0so Lo 039 0.60 on
e o 1023w : o8 o 0.5 o 0.58 0.4
CONCLUSION ,
ME | ME | ME | ME | ME | ME

ME = Muestra Estable
M_I = Muestra Inestable

REGLA DE prf.CmoN

Para un tratamlenlo dado. la muestra es estab]e sf en el mlerva]o de conf ianza estd

incluido el valor de cero,
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g. Tolerancia del Método,

Al evaluar la tolerancia del método se establece cuales condiciones pueden afectar el
resultado de andlisis. Para esto, se cambian condiciones del método que a juicio del
analista pueden ser criticas. Estas condiciones pueden ser: cambios en.el pH; para
métodos cromatograficos, ligeros cambios en la composicion de la fase movil, probar
columnas con menor eficiencia, etc. . -

Cada andlisis se efectud por triplicado y siempre se analiza en paralelo una muestra bajo
las condiciones normales del método, también por triplicado y que servira como control.

Para cada tratamiento se calculd el promedio (y,;) y la varianza (s2).

Se calculé la varianza pondcrada (s,,") del tratamiento i y del tratamiento control de
acuerdo ala sng\nente ecuacion: ; . .

M- DsE (N
mo- D+N-1)

sﬁl =

donde N, = niimero de repeticiones del
tratamiento i

- Ny = nimero de repeticiones del
tratamiento control

8o2= varianza del tratamiento i

s2= varianza del tratamiento control
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ESTR TESIS
SAIRODE 14 B!BUHTEL'A

Se calculé el valor de t de acuerdo a la siguiente ecuacion:

s IYM"')'rrl,
t=

5 (/N + 1N

Ln iablas de dlslrlbuclori tde ,Sludeym se localizo el valor para ta t con (N, + N, - 2)
grados de libertad y un nivel de significancia del 95%.

Los resultados se mucstran en la tabla No. 8.

TABLA No. 8. Tolerancia det Método.

TRATAMIENTO FLLIO0 7 mi rmin FASE SV
CONTROL. IO K
promedio

w7 A9 Koy D

G wis [

s o 5

i ey NG

LY 060014 UL fite
v = T [KHT}
- 2 [
DA 9390 s

TTABLAS 1 T

REGLA DE DECISION

Para un't iento dado, el bi
calculada es menor que la t de tablas.

al método no afecta al resultado si ¢l valor de la t

En todas las condiciones probadas, la t calculada es mayor que la t de tablas por lo que
concluimos que al efectuar el anilisis, se deberin respetar estrictamente las condiciones

marcadas en ¢l método. No se padrén hacer los cambios de proporcion de fase mévil y
velocidad de flujo. .
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_ h. Especificidad del Método

Especificidad pnri Control de Calidg'd; o

Para probar la especificidad para Control de Cal:dnd se ana.hzo una muestra de placebo,

lacebo cargado y
Se verifico que los excipientes no presenmnm ningin plcO con un uempo de retenmén
similar al de Ketoconazol. Se anexan cromatogramas : .

Especificidad para Estabilidad:

Para probar Ia especificidad del método analihco para estabnhda,d se expusxeron alaluz -
durante una semana: muestras de prmcnpno actlvo placcbo y placebo cargado. Después
las muestras se sometieron a anilisis de acuerd > al di analmco : : :

- Se verifico que la muestra de placebo no mostrara ningun pico enla regtén en la cual
aparece el Ketoconazol.  Se anexa el cromatograma obtenido.

- Con la ayuda del detector de arréglo de diodos, se comprobd que el pico identificado
como Ketoconazol era puro.

Se obtuvo el espectro de Absorcion en 6 puntos del pico correspondiente al Ketoconazol,
los espectros se normalizaron y se compararon entre si. El criterio para considerar puro
al pico es que los 6 espectros de absorcion normatizados sean similares, se puede aceptar
ligera diferencia en los espectros obtenidos al inicio y al final del pico, ya que en estas
regiones al ser las regiones del pico con menor absorbancia, al normalizar los espectros
puede existir interferencia por parte de la fase movil. Se sometieron muestras a
degradacion en medio acido, basico, oxidante y luz, la tnica condicién en la que se
observo una degradacion apreciable fue en medio dcido y medio basico, per lo que fueron
estas muestras las que se utilizaron para realizar el andlisis espectral.
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CAPITULO V.

DISCUSION DE LOS RESULTADOS.
LI 3 N N
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DISCUSION DE, LOS RESULTADOS. *

La validacion del método analitico para [a determinacion de Ketoconazol en crema, se
realizd tomando cn cuenta los parimelros minimos establecidos por ¢f Laboratorio
(Linealidad y precision del sistema, linealidad y exactitud del método asi como estabilidad
de la muestra y tolerancia, especificidad para control de calidad y especxﬁc:dad para
estabilidad.

Al evaluar la lincalidad del si como se puede observar en los resultados obtenidos,
se encontré que el sistema es lineal ya que existe una relacion linea! entre la cantidad
adicionada y la cantidad de respuesta obtenida por el equipo, resultando una ordenada al
origen y una pendiente satisfactoria para un modelo lineal simple.

Para la precision del sistema, tomando en cuenta los resultados obtenidos
expen'mentalmente, se encontrd que el sistema es preciso ya que se obtuvo un coeficiente
de variacién menor de 1.5 (0.64), en las condiciones de operacion en las que - fue
sometido.

Para la lincalidﬂd dcl método, tomando en cuenta los resultados obtenidos
experi an que existe una relacion lineal, entre la- cantidad
adicionada (X) y la cantidad recuperada (Y) siguiendo un modelo de regresnon lmeal
simple. :

Para la exactitud al 100% se aprecia en los resultados obtenidos que el metodo es cxacto, .
por lo que puede ser empleado para la cuantificacion de ketoconazol. -

Para la reproducibilidad del método como lo d ran los resultados obtenidos’
experimentalmente no existe una diferencia significativa entre analistas, y tampoco €n ¢l
dia, por lo tanto puede ser realizado por cualquier analista y en cualquier dia.

Los resultados de la estabilidad de !a muestra demuestran que esta es estable a
temperatura ambiente por un periodo de 48 horas.

Para la especificidad del método como se aprecia en los cromatogramas no cxiste
interferencia con los excipi de la formulacidn, asi como tampoco con los productos
de la degradacion por o que puede ser utilizado en pruebas de rutina y como indicativo
de estabilidad.

los resultados de tolerancia del método demostraron que no es tolerante a los cambios de
proporciones de fase movil asi como tampoco para velocidad de flujo.
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CONCLUSIONES:

De acuerdo a los parametros evaluados, el sistema resultd ser fineal y preciso. El método
es exacto, repetible, repraducible y especifico para control de calidad y estabilidad.

Para determinar la especificidad del méiodo para estabilidad se utilizo el arreglo de
diodos. Por los resultados obtenidos concluimos que el pico del cromatograma
correspondiente al principio activo es puro.

En cuanto a la estabilidad de la muestra a analizar, los resultados obtenidos nos indican
que la muestra es estable bajo las condiciones y tiempos probados.

En la tolerancia del método, éste resultd ser no tolerante al realizar cambios en la
concentracion de fase movil en proporcion 70 metano! 30 buffer, asi como para
velocidad de flujo 0.75 ml /min por lo que al trabajar con el metodo se debera tener
cuidado en seguxrlo al pie de la letra.
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