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I. INTRODUCCION '

fin la- comunidad global, la palabra “calidad” se ha convertido no solo en la clave
internacional de la excelencia, si no en alge de suma importancia para obtener un continuo
mejoramiento con cero defectos y la satisfaccion del cliente,

En ¢l campo del cuidado de la salud, la calidad es un verdadero compromiso. Ante tal
situacion, aumenta cada dia la necesidad de desarrollar mejores métodos de analisis
garantizando su cfectividad mediante una validacion, y que de ésta, se obtenga informacion
sabre la confiabilidad del método analitico y que se emplee en el analisis del principio activo
de una forma farmacéutica.

La validacion debe cumplir con ciertos parimetros estadisticos, los cuales son establecidos
por la Secretaria de Salud en nuestro pais, la cual da una serie de norinas o especilicaciones
legales que respaldan al método analitico.

En el presente trabajo se realizo el desamollo y validacion de un método analitico por
cromatografia de liquidos de alta resolucion en un jarabe, al cual se evaluaron los siguientes
pardmetros: linealidad, precision, exactitud, reproducibilidad, especificidad y estabilidad de
la muestra,

Los resultados de la validacion demuestran que ¢l método desarrollado es lineal, preciso,
exacto, especifico y estable por 24 hrs.

Por lo que puede ser utilizado como un método de control de calidad en fa determinacion de
sulfato de efedrina y clorhidrato de hidmxiéinn en jarabe con la seguridad de que los

resultados obtenidos son conflables.



II. FUNDAMENTACION DEL TEMA.

A, CROMATOGRAFIA.

L Antecedentes histdricas,

La historia de la cromatografia s pucde dividir en varios periodos que corresponden cada nno al desarrollo de un
nuevo método cromatografico:

La cromatografia de liquidos en columna "cldsica” aparece a principios de ésie siglo con la publicacion de los
trabajos de Tsweet, quicn separd una mezcla de coloranics en una colunua empacada con slice utllizando como
clucnte un liquido. Sin cmbargo, dsic método de separacion presentaba algunas desventajos que limitaron su
popularidad, bisicamente las desvemtajus fucron las siguientes: la falta de detectores ¥ Ja lentind de las
scparaciones, (1)(18)

En la decada de bos 30's, ¢l método fué modificado permitiendo que los camponentes salieran de la colmna para
recogerse en fracciones que posterionmente sc evaluaba. En Ja deeada del 40 Tisclius incorpord wn-monitor de
medicion continua (Indice de refruccion).

Hoy representa una de las herramicias mas empleadas cn el laboraorio analitico moderno, ya sea éste dedicado
la investigacidn bisica o aplicada, industrial, farmacéutica, biolégico o farmacéutico.(20)

2, Definicidn de la cromatografia

Cromatografla cs un mino general aplicado a una amplia gama de téenicas de separacion que csencialmente se
basan cn la distribucidn de los componcentes a separar entre dos fases; una de cllas es uni fase movil, I cual puede
ser un gas o un liquido, y la oira es una fase cstacionariy, la cual a su vez puede ser un liquido o un solida. F
proceso cromatografico ticne lugar como resultado de repetidas adsorciones o repartos durante el wovimicnto de
los comporientes de I sucstra @ lo Jargo del decho estacionario, alcanzdndose la scpardcion gracias a las

diferencias en los cocficientes de distribucion de los distintos componentes de la muestra(18)



3. Clasificacion de la crontatoprafia

Basindonos en ka natoraicz de it Tase movi, ia cromatografia se divide en cronutoprafia de gascs v cromatografia
de fiquidos, fos cuales n su vez se dividen ai tomar e cuents ba nmturalezt de ka fase estacionaria, tai y como se

muestrit en I ligura 1(2)

GAS-SOLIDO
GASLEOSA
GAS -LIQUIDO

LIQUIDO-SOLIDO
LIQUIDO-LIQUIDO

FASE LIGADA
INTERCAMBIO IONICO
EXCLUSION MOLECULAR

COLUMNA
CROMATOGRAFIA LUMN

LIQUIDA
PAPEL

PLAN
A{CA[’A DELGADA

Figura 1, chasificacion de By cromatografin



o

4. Mecanismos de separacion

En ta cromatografia en columuma o cromatografia de liquidos de alta resolucion también conocida como CLAR-0
HPLC (kHigh Performance Liguid Chromatography), existen seis mecanisutos diferentes para la retencion de las

moléculas de fa mucstra por fise esticionaria, estos son:

) Crominogralia liguido-tquido.

b) Cromatografia tiquido-solido.

¢) Cronuatografia de intercambio idnico.
d) Cromatogralia de peraicacion en gel
¢) Cromatografia en fase normal.

f) Cromatografia cn fase inversa.

a) Cromalografia liquido-liguida,

Cominmente conocida conio cromatografla de particion, involucra una fase estacionaria liquida cuya camposicion
es diferente a la fase movil liquida. Las moléculas de ta muestra se distribuyen entie la fase movil y la fase
cstacionaria, al igual que en una extraccion lquido-liquido en un embudo de separacion. La fuse movil y la fse
estacionaria deben ser inmiscibles.

Inicialmente 1a fase estacionaria liquida se cncontraba unida quimicamniente a wn soportie solido, pero con
frecuencia suftia cf arrastre por parte de la fase mévil, para evilar este inconvenieale se cred una nueva Lécnica:
cromatografia de fasc enlazada, en 1a cual $a fase estacionaria estd permancntemente unida al soporte para oblener
diferentes grados de polaridad en b fuse estacionaria.(4)



k) Cramatografia liguido-solido,

Tawbién conocida como cromatografia de adsorcion. En ¢l empaque encontramos particulas con grandes areas de
contacto que reticnen a fas moléculas de ls muestra por atraccion (afinidad cromatoprifica). Los materiales
utilizados generaimente en la fase estacionaria son: afumina, carbon activade y carbonato de calcio. Normalmente
la cromatografia de adsorcidn separa las compucstos por grupos funcionales de acuerdo 4 la polaridad, a través de
ctapas de adsorcidn-desercion.(4)

¢) Cromatografia de intercamblo idnico.

Ellecho estacionario ticne una superficic cargada idnicamente con carga contraria a ka de la mucstra, ésta tdenica
se utiliza casi cxclusivaniente con muestra idnicas o ionizables. Cuanto wayor sci la carga de ka mmestra, nils
fucrtemente serd atraida kacta l superficic inica y por tanto, mds ticipo tardard en ser cluidit.(18)

d) Cromalografia de permeacion en gel.

En esta (éenfea denominada tambicn como cromatografia por exclusion, Ja scparactén de los componentes de Ja
muestra se realiza de acuerdo al tamadio de las moléculas, las mds pequefias penetrardn cn la mayoria de los poros
de {a fasc csiacionaria, por lo tanto, scrin rclclii(_ias mayor ticmpo que las moléculas grandes, las cuales pasardn
libremente a tmvés de la columna que por su tamaifo no penctrardn ¢n los poros. Los materiales utilizados commo
relieno en la fase cstacionaria son geles poliméricos rigidos, con un tamaio de poro controlado.

E} tiempo de retencion de cada compuesiv estard en rclacion inversa a su peso molecular; menor ticmpo de
retencion para compuesios con sayor peso molecular,

La cromatografla de liquidos también sc clasifica scgin-sea su polaridad relativa de las dos fases y I
preponderancia de los fendmenos de adsorcién o reparto, esto ¢s:

¢) Cromatografia en fase normal,
El lccho cstacionario es de natraleza fucrteniente polar y la fase mévil cs apolar. las mucstra polares quedan

retenidas cn la cobumna durante ticmpos mayores que fos materiales menos polares o apolures.
»
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) Cromatografia en fase inversa.

Es cl proceso inverso, cn ¢l cual, ¢l lecho estacionario cs de naturaleza apolar, micniras la fase movil es un liquido
polar, cuanto mas apolar sca la mucsira mayor serd su relencion.

Dondc la particula base de silica gel se modifica quimicamente para reiiplazar sus grupos funcionales aclivos, (los
silanoles de caracteristicas polares) por deterininados grupos funcionales, entre cilos sc encucitran: octadecilsifano
(frecucntemente llamado ODS o Cyy), octiisilano (Cs), fenilo, ciano (CN), amino, diol, clc. (20)

S, Pardmetros fundamentales en I cromatografia de liquidos de alta resolucion.

El cromatograma comicnza en cl momento cn que la solucién en ensayo cs inyeclada (ver cromalogeaina 1ipo ci
la figura 2). A pantir de cse punto, las sciales encontradas cn ¢l cromatograma pucden ciasificarse como: Volumen
de elucién (Vu): cs el volugnen de fase movil entre ka inyeccion y 1a elucion de la concentracién maxima del soluto.
A flujo constante, ¢l ticmpo transcurtido entre dichos puntos corresponde al tiempo de relencion,

Tiempo de retencion (1r): es cl tiempo medido entre la inyeceidn y la clucidn de la concentracion maxima del
soluto enésimo (maxima scial). ‘

Linca basc: s la proporcién del cromatograma donde sélo sc aprecia la clucién de b fase mévil, sin sedal debida al
soluto, (20)

Resolucidn (R).

Como sc ha dicho, el objetivo primario de la cromatografia s la separacion de los constituyenics de una smucsts.
Es natural, entonces, la necesidad de contar con una expresion cuantitativa de {a calidad de la scparacién. Esta
cxpresion es la resolucion, donde 1a resolucion es una medida de la capacidad fue ticne una coluinna para separar
dos picos y ¢s definida como la distancia i;uc existe entre ¢l ceniro del pico dividida entre el promedio de las
anchuras d¢ los mismos, Esta expresion s calcula de la sigulente manera:

= (’z"’l)
R = 12w, -w,)

Tanto la sclectividad (@ ), como la eficicncia (N) y ol factor de capacidad (k) estin cstrechamente ligados a ls

resolucion, ocupando la siguicnic ormula;

R-(D0r Y= ()

Eficiencia Seicctividad  Factor de capacidad
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Por 1o tanto, para oplimizir 0 poner & panto una separacion s¢ pucde actuar sobre cualquicra de cstos fuctores. (4,
20)

Respuests

A Tiempo

Figura 2, Cromatograma tipo

Eficlencia (N).
La eficiencia de 1a columna se mide por los platos tedricos (N), estos miden ¢! ensanchamicnto de In banda del

sohito de 11 muestra medida que pasa a través de la columna. Los platos tedricos se calculan dircctamente del
cromatograma. (I8)

N es cl valor Wil pars medir T habitidad relativa de ta colusmina para proporcionar picos angostos, s decir, con
valores pequeiios de ancho de pico y asi micjorar 1a resolucion. Bidlingmeyer y Warren analizaron las modalidades
cmpleadas para la determinacion de N conchuyendo que tanto ¢f cileulo basado en tn medida del ancho del pico en
Iy base, como la tomada a media altura de pico son poco exactas cuando cl grafico se alcja de la normatidad (ver
figura 3 y tabla 1). Sin cmbargo, conio cstos autores reconocen, cf método debe clegirse de acucrdo a'ln necestdud
del analista. (20)

N =u({$)

Donde
Ir = tiempo de retencion
WV = ancho del pico

1 = ccuacion anterior
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Tabla 1, Métodos para el cilculo de N,

! ol método exactitud
Wi 4 inflexidn baja
W 58 medin onda baja
ke 6 . 4 media
b B s alta
Wi 16 tangente b

Altura de
pico

1000f ~--==<c-om>=~

60.7

50.0

32.4

134

44

Figura 3. Anchos de pico empleados para el cdlculo de platos teoricos (N)
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Scloetividad (o ),

Mide fa capacidad de una colunina pam separar dos componentes debido a sus diferentes afinidades y por tinto a su
diferente relencion. La scparucion de los componentes requicre que tengan diferentes coeficientes de particion enire fa fase
movit y ki fase estacionaria. Si no cxisie separacion. o€ cs igual a la unidad y su valor aumenta cuando aumenta la
separacion. Eb ¢ de los picos 1y 2 (ver figura 2) se calcula conio:

Factor de capucidad (k').

Es ¢l cocficicnie de reparto conin a todos os procedimicntos de distribucion; por fo que cs una constanie termodinimica
y nuide 1a solubitidad de la muestra en Iy fase estacionaria. Este valor nos indica cf tiempo durante el cual puode rétencrse
cada componente de una mucstra cn ur columna,

El factor de capacidad (k') pars un componente dado, estd definido por La siguicnte ecuacion:

concentracion de fa mucstra on la fase estacionaria
k'=

conoentracion de fa mucstra en b fase mévil.

Puc& demostrarse que k' es proporcional al ticmpo de retencion del soluto y se caloula par el pico endsimo como:

k'= (in40}/ 10
)
k= (Vn-Vo)/ Vo

El valor de K' pucde gjustarse modificando 1a fucrza de clucion de b fase mavil. (20)
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6. Componentes de un cromatografo de liquidos y el proceso cromatografico.

Los componentes escenciales encontrados en un instrumento de CLAR incluye: bomba, inyector, rescrvorio, columna,
detector y registrador (Ver figuna 4).

La columna ests considerada como ¢l corazdn del sistema, Ja cual s¢ encuentra rellena de fase estacionaria que esti
compucsta por partlculas, y para la cual cs nocesario una bomba de alta presion para transportar la fase mévil a través de
la columna. El proceso cromalogrifico cimpicza por 1a inycecion del soluto a través del inyector. La scparacion ocurre al
bombear la fase mévil y el solulo a través de la columna, cada compucsto que cluyc de la columna cs detectado ya sea por
un detector universal o sclectivo, dependicndo de las propicdades de los componentes a wiodir,

La respucsia del detoctor a la presencia de cada componentc cs manifestada en una carta graficadora como un
cromatograma por medio de un integrador. Para coloctar, guardar y analizar los datos cromatogrificos, estan siendo
ocupados computadoras para procesamiento de datos, La scfial producida por ¢l detector send manifestada en forma de
picos (Gausianos) representando La concentracion de los componentes cluidos. La calidad de I scparacion cromatogrifica
pucde ser determinada matcindticamente obtenicndo Los valores de eficicncia, sclectividad y resolucién de los resultados
cromatogrificos. (20)

Figura 4, Componentes de un cromatografo de liquidos.



a) Contenedor de fase movil.

Su funcion serd contener los disolventes que se emplean como fase movil, 1a cual ayuda a la separacion de los
componentes de una mezela en una columna, Algunos sistemas cromatogrdficos solo disponen de wna cavidad de
feservorio, pero en la aciualidad, los equipos suclen disponcr de dos reservorios ¢ incluso de tres, capaces de
suministrar los distintos solventes en cllos contenidos de forma variable y pasar al sisiema de bomibeo, Los

disolventes empleados para cromatografia de liquidos deben tener Jas siguicntes caracletisticas:

* Ser puro sin contaminantes.(Grado cromatogrifico).
* No reacctonar con ¢l empaque.

* Ser compatible con el detector.

* Disolver la muestra.

* Tener baja viscosidad,

* Estar comercialmente disponible a bajo precio.

* Si cs mezcla, ser compatible cntre cllos.(18, 20)

b) Sistema de hombeo.

Las bombas para cromatografia de liquidos, impulsan la fase mévil provenicnte del reservorio de solvente hacia cl
inyector y desde ahl hacia la columna. Su flujo de trabajo puede ser muy variable, scgin la cscala de trabajo
escogida,

Bislcamente existen dos tipos de bomba: las de pision (bombas reciprocantes) y las de desplazamicnto continuo
. {bombas jeringa). Las primeras son de uso mds difundido; son muy versatiles y ficiles de adaptar a la ruting del
Jaboratorio. Las segundas no emilen pulsos en Ja entrega del disolvente. (20)

¢) Sistema de inyecclon,

E) inycctor ¢s ¢l dispositivo que permite tntroducir 1a imuiestra en sofucton sin interrumpir ¢l caudal de solvente o
través del sistema. Actualmente Ja totalidad de Jos inyectores de cromatografia de liquidos son vdlvulas que
oricntan ¢l caudal hacia la columna, pasando o no scgon x;u posicidn a través de un loop en ¢l cual se introduce la
solucion a inyectar, las vlvulas pucden accionarse manual o aulomaticamente. (20)

10
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d) Columna.

Se considera a 1a colmnna como 1a panc fundamental de la cromatografla ya que cn csta cs donde s v a llevar a
cabo la scparacion. El material de empaque seleccionado dependera bisicamente de bt separacion que se desce
hacer.(8)

Exislen dos lipos de columnas:
i) Columnas analiticas
ii) Columnas preparativas,

1) Columnay analiticas,

Normalmenie son tubos cilindricos de un material inene, capaz de resistir altas presiones. EF matetial mis
utilizado cs ¢l acero inoxidable, también sc emplea cl tubo de vidrio, pero las conesiones metal-vidrio a alias
presioncs no sellan hemélicamente. El didmetro interno de las columnas varfa etre 1y 6 wim, en la mayoria de
los casos cs de 3 a 4 mum. La longitud varia de 7 a 50 cm, en afgunos casos, sobre todo cn ¢} método de permeacion
cn gel suclen ser de mayor longitud. Esle tipo de columnas sc utilizan en los mélodos analiticos. Generalmente s
columnas de mayor eficacia son de didnietro pequefio (3mm) y cfectian andlisis muy rdpidos. (9)

ii) Columnas preparativas.

Empicadas para scparar y recuperar los componentes de una muesiea en cantidad suficicate para su uso posierior,
¢stas columnas pucden tencr mas de 1 cm de didmelro interno. La separacion se realiza en forna s Jenta con
una eficicncia menor que las columnas de didimetro menor, (9)

¢) Detector .

Ei detector ¢s 1a parte del cquipo cromatogéfico que permite "ver* y ubicar en ticmpo y espacio Ja posicion de cada
componenie de una mucstsa a Ja salida de Ja columna cromatografica.

Los detectores deben reunir cientas caracleristicas, entre cllas.

* Tener amplio rango dindmico de respucsia.

* Poscer una respucsta dincal.

* No contribuir al ensanchamicnio de banda extracoluninar,
* Responder a los solulos.

* Tener Ia sensibiiidad apropiada.
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* Poscer una buemi relacion sead/ruido.

Los detectores pueden clasificarse en genetales y selectivos. Los detectares generales miden cf cambio de alguna
propicdad fisica de Ia fasc movil que conticne ¢f analito cn comparacion con fa misma fase movil pura, por
gjemplo: detector de indice de refraceion y el de conductividad. Los detectores sclectivos son anuelios scasibles o
alguna propicdad del soluto, por cjemplo ¢l detecior UV, que produce una sedul propoicional i In absorbisicia del

soluto a una longitud de onda dada .Otro cjemplo es ¢l delector de Buorescencis.

i) Detectores generales

Detector de Indice de Refraccion

Este detector mide da diferencia de fndice de tefraccion cniee of solvente puroy el solvente que contienc la mucstia.
Es un detector universat (ya que ¢s altamente improbable que ¢l indice de refraccion del sofute sca similur ab ded
solvente) y no destructive. Como coatrapastida ¢s suuy poco sensible, o cual dimita su cantpo de aplicacion y es

muy afectado por camnbios de tesperatura.

it) Detectores selectivos,

Detector UV

Es of detector mds empleado en HPLC. Pusee bucna sensibilidad y rango fincal y permite defectar analitos cn ¢l
ordes de sunogramos. No cs desinuctivo y puede emplearse con gradientes de sobvenics, con la iinica limitacion de
que éstos scan transparentes et fa longitud de onda de trabajo. En gencral permiten cambiar of volumen de su
celda, tipicamente con volumencs de 1 2 12 microlitros. Es un detector muy poce sensible a fos cambios de caudat
y temperatura. 1 detector UV opera cn un rango de 190 a 350 am, y cn algunos cquipos s¢ puede extender a §a
20na visible deb espectio (350 2 700 nm) recibicndo asi ¢f nombre de detector UVivisible. 1.4 concentracion det
analito en la mucstra se determing por uplicacion de a Ley de Beer: A=a*b*C, donde A cs ta absosbancia, a cs Ja
absostividad smolar deb anatito, b ¢s cf camino dptico de §a celda medido encm y € s §a concentracion de analito

o bis mucstes expresada e moles/l.

iif) Detector de Muorescencin
El detector de fluorescencia se utifiza para of andlisis de sustancias que presentan Huorescencia natural o conferida

por derivatizacion con un seactive Buorogénico. Su sita sensibilidad y selectividad 1o convierte en un detector

adecuado para of andlisis de 1razas.

12
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liii) Detector clectroguimico

Es un detector muy sensible, units 1000 veces mds sensibic que ¢l detector UV y allamente selectivo. La
sclectividad sc debe, no solo a que detecta compuestos capaces de ser oxidados y reducidos, sine que pucde
reducirse cf nimero de esos compuestos detectados por una cuidadosa eleccion del potencial aplicado.

0 Registrador de sehalcs.

La salida dc informacion de un detector de cromatografia $lquida cs cn forma de una sefial eléctrica.

Esta scilai pucde ser mancjada de diversas maneras. La mancra mas simple de disponer de la infornuicion cs un
cromatograma cn papel, que sc obticnc a pantir de ias separaciones en la coiumna bajo condiciones cn las cuales los
coeficicnics de distribucion de los diversos componentes de fn mucsira son constantes, cn estas condiciones, los
solutos migran a lo largo de una columna cn fornma de bandas siméiricas, con una distribucion normal de
concentraciones, que al salir de la columna son detectadas y representadas graficamente por picos gaussianos. De
los cuaies sc citan los siguientes: registrador grifico, integrador y computadora, (i0)(20)

13
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B.  DESCRIPCION DE LOS FARMACOS, PROPIEDADES FISICOQUIMICAS Y
FARMACOLOGICAS DE L.OS PRINCIPIOS ACTIVOS

1. Clorhidrato de hidroxicina. (12)

Nombre:

Clorhidrato de - hidroxicina ¢s designado como clanol, 2-]2-)4-J(d-clorofenil)fenilmetil)-1-piperazinil]etoxi)-

dilidroclorura.Los nombres comerciales son atarax, cartrax, enarax, marax y visiaril.

Prapiedades fislcoquimlcas:

Formula desarrollada:

CH CH, OCH,CH OH

o
 olo.

Peso inolecular: 447.83 g/mol
Férmula condensada: (Cy Hp CIN; Q;) 2HC

El clorhidrato de hidroxicina ¢s un polvo cristalino blanco, inodoro, solubilidad 700 mg/ml de agua; 60 mg/m} de
cloroformo; 2 mg/ml de acetona y menos de 0.8 mg/ml de éter. Su punto de cbullicion es de 196 A 204° C, con
descompasicion. Constante de ionizacién, pka= 2.0. Se extrac con solventes orgdnicos con soluciones acuosas
alcalinas.

Propledades farmacologleas:

Es un agente ansiolitico, se utiliza cn ¢l tralamicnto de los estados de malestar emocional leves o moderados, en
tensioncs nerviosas y cuando se neccsita un relajante muscular, También es ulilizado cn el tratamicnto de asma,
ulil en ¢l tratamicnto de ta neurosis y cn personas normales que reaccionan adversamente al cstres ambicntal.

14



2, Sulfato de efedrina, (13)
Nombre
Sulfato de cfedrina,

Propledades fisicoguimicas:
Férmula desarrollada:

OBl

Peso molecular: 428 g/mol.
Férmula condensada:

Czo Hiz N2 O S

Cristales o polvo cristalino incoloro o blanco, con obscurccimicnto a ta luz. Es soluble I g en 2 mtdenguay i gen
60 mi de ctanol. Ticne un punto de chullicién 258° C, con descomposicion. Puede ser extraido por disolventes
orgdnicos con soluciones alcalinas acuosas, cs volatil y puede ser scparada por destilacion con soluciones alcalinas,

Propledades farmacoldglcas:
Es un agente adrenérgico, utitizado en patologin asmdtica (broncodilatador), para mantenimicato de fa presion
arterial en Ja anestesia raquidea, control de la hipotension postural, descongestion nasal. (k)
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C. VALIDACION DE METODOS ANALITICOS.

Una vez desarrollado un método de andlisis por cromatografta de liquidos de alta resolucion, al igual que toda téenica
analitica, deberd validarse, ¢s decir, s debe confirmar y docunentar que los resultados por é producidos son confiables.
En un método de validacion deben considerarse los siguicntes parinietros: especificidad, linealidad, precision, exactitud,
reproducibilidad y estabilidad de la muestra para un mélodo de control de calidad.

1. DEFINICION.
La validacion de métodos anallticos se define como ¢l proceso por el cual queda establecido por estudios de
laboratorio, que a capacidad del método satisfuce los requisitos para la aplicaciones analiticas descadas, (15)

2, PROCEDIMIENTO DE VALIDACION, PARAMETROS ESTADISTICOS Y CRITERIOS DE
ACEPTACION,

u) Especificldad.
Establece en qué grado la medicion obtenida se debe oxclusivamente a la sustancia it cvaluas y no o otros
componentes que poedan estar presentes ca el material a ser analizado,
Para determinar este pardactro, deberdn realizarse ks siguicntes pruchas con el método propucsto:
* Analizar el placebo del producto.
* Identificar la(s) respuesta(s) del(los) sictivo(s), y si procede de los excipicntes y/o de otras sustancias
presentes. (15)
Criterlo:
Confirmar que ¢ método desarrollado es capaz de cuantificar $a sustancia d¢ interés sin que exista interferencia

de otras sustancias prescnles.

) Lincalidad,

Es ta medida del grado en ¢! cual 1a curva de calibracion del método se ajroxima a la lincalidad, para ascgurar que
¢l resultado obtenido es proporcional a fa concentracién del principio activo o evaluar, dentro de un intervalo de
corcentraciones definido. (14, 15)

L) Lincalidad del sistema.

Se determina construyendo uma curva de calibracién (concentracion contra respuesta medida), wtilizando cuando
menos 5 diluciones reparadas a partir de una misma solucién patrén y haciendo el andlisis cuando menos por

duplicitdo para cada dilucion, normalmente entre ¢l 50% y 150% del valor normal ensayado. (14, 15, 16)
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Criterio:

CV < 1.5% para un método cromatogrifico.

r2 099

r'z om

b.2.) Linealidad del método.

Se determina a pantir de placcbos adicionados de cuando menos § diferentes contidades de I sustaucia de interds
(placcbos cargados), cada uno de mancra independiente, hacicndo cl andlisis por triplicado, Normalmente entre ¢l
50%y ¢l 150% dect valor normal ensayado.

Criteriv:

E) método anatitico se designard lincal, cuando Ia curva encontrada cn ¢l método, demuestre ser una dinea recta a
través de jos siguicntes pardmctros; ’

m=1

b=0

ro2 09

rtz o9

Donde:

tealcm < tab (u-1, 0,95)

tealeb < ttab(n-}, 0.95) (14, 15, 16)

El método de cuantificacion cromatoprifica debe tencr un promedio de recobro de 981 102% y un CV < 2%

¢) Exactitud.

Es la concordancia cntre un valor oblenido cxperimentalmente y ¢l walor de referencia, Sc expresa como cl
porcicnto de recobro obtenido del andlisis de mucstras, a las que se 1¢ ha udicionado cantidades conocidas de i
sustancia. Se determina de cuando menos 6 placebos cargados de mancra independicnte con la cantidad necesaria
de 1a sustancia de interds, para obtencr fa concentracion del 100%. Utitizando ¢i método propuesto. Haciendo el
andlisis en las mismas condiciones de operacion y por el misio analist.

Criterio:

Para uti método cromatogrifico ¢l promedio de n.‘cql;m debe oscilar centre el 98% y 102% y tener un cocficicnte de
variacién menor o igual al 2%. (15)

d) Precision (Reproducibilldad).

Es o grado de concordancia catre resultados analiticos individuales cusndo ¢l procedimicnto se aplica
repetidamente a diferentes mucstreos de una mucstra homogénea det producto. Usualmente s¢ expresa en términos



de desviacion estindar o del cocficiente de variacion. La precision s una medida del grado de reproducibilidad y
repetibilidad del imétodo analitico bajo las condiciones normales de operacion. (14, 15)

d.1) Repetibilidad,

Es 1a precision de un método analitico expresada comto la concordancia cntre determinaciones independicntes,
realizadas por un mismo analista, wilizando ¢l mismo cquipo y wiétodos. Se determina tilizando 6 placebos
cargados de miancra indcpendiente con la cantidad necesaria de la sustancia de interés para obtencr la
concentracion del 100%, wiilizando ¢l método propucsto y hiciendo ¢l andlisis en las mismas condiciones de
operacion y por ¢} mismo analista.(15)

Criterin:

C.V. <2 % para un método cromatogrifico y un porcicnto de recobro del 98 nf 102%.

1.2.) Reproducibilidad,

Es 1a precision de un método de andlisis expresado como la concordancia entre determinaciones realizadas por
difcrentes analistas, en distintos dias y/o laboratorios, utilizando los misimos y/o difercntes cquipos, Debe trabajarse
de mancra independicnte y con una mucstra homogénea del producto. Se determina con una mucstra ded producto
cercana al 100% de 1a concentracion tedrica, xmalizﬁdu cunndo menos por dos analistas, en dos dias difcrentes y
por triplicado. (14, 15, 16)

Criterio:

C.V. £ 2% para un método cromatogralico

Donde:

eale < Fab(0.95)

¢) Estabilidad de la muesiva,

Es a propicdad de una muestra preparada para su cuantificacion, de conservar su integtidad fisico-quimica y la
concentracion de la sustancia de interds, Se determina mediante fa comparacion de los resultados de los andlisis
iniciales de tres mucstras con los obtenidos de las mismas mucstras despuds de permanccer por un ticmpo
determinado en diferentes condiciones. (15)

Criterio: ‘ ]

wedia el La mucstra cs cstable si ¢l intervalo de confianza para la diferencia de la media de la mucstra con
respecto a Ja andlisis inicial incluye ¢l valor de cero y/o la magnitd dek cfecto no exceda el siguicnie porcentaje
pata un método cromatogrifico del +/- 2%.
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III. Planteamiento del problema.

Dentro de las enfermedades respiratorias se encucnlra cl asma, cf cual sucle agudizarse tanto en kb temporada
invernal como en las ciudades en donde cs alla la contaminacién, ¢! padecimicnto asmdtico se manifiesta a través
de ataques de los, cspasmios y sccrecion, mismos que se origivan por procesos inflamplorios de las vias
respiralorias, éstos se acentdan anic diversos factores, cono sustancias quimicas, cjercicios fisicos, cambios de
temperatura (periodos irvemales), firmacos y erisis cmocionales. La padecen personas de todas las edades en cl
mundo, con una incidencia que varia del 5 al 10% de 1a poblacion gencral y dependicndo, en gran parte, de
siluacion geografica y de la concemracion urbana donde vivan. En cuanto a la edad, existe un predominio de
aproximadamente un 70% en nifos y l olro porcentaje se presenta cn adolescentes y adultos.

Para evitar cste proceso, cn los tratamicntos asméaticos ¢l médico preescribe entre otros medicamentos 1a (eofilina
acompafiada de sulfato de cfedrina y closhidrato de hidroxicing, cuyas acciones farmacotdgicas son el estimulo de
la respiracion, relajamicnto de Ja musculatura lisa, incluyendo los bronquios y vasos sanguincos. (17)

Estos activos s¢ encucntran cn formulaciones fannacéuticas que deben de cstar contenidos en una concentracion
especifica a fin de que puedan tener su accion farmacologica clectiva, y para poder ascgurar ésti concentracion en
Ias presemaciones farmacéuticas, se debe de contar con métodos analiticos sencillos, que nos permitan de mancra
precisa y exacta cuantificarlos.

En ¢l laboratorio donde s¢ realizé la pare experimental se produce un jarabe que contiene sulfato de cfedrina y
clorhidrato de hidroxicina, para el cual no sc cuenta con un miétodo analitico, porle que se ticuc que enviar cl
producto a analizar en un laboratorio dc terceria Jo cual ¢s costoso y lardado, ¢s por ésto que se creyd convenicnle
desarrollar y validar un método analitico tomando en cucnta que las propicdades fisicoquimicas son las siguicntes:
son compueslos con peso molecular inlerinedio, csto es mayor de 300 y menor de 2000 g/ol, tienen tamao
molccular semcjante, son poco polarcs, ticnen la capacidad de poder suprimir la ionizacion o ionizarlos, pucden
absorber en 1 region uliravioleta y dificren en su cadena hidrociubonada con tales caracteristicas s¢ puede ocupar
la cromatografiu de liquidos de aha resolucion por ser una herramicnta que sirve mucho en cl andlisis de cstos
productos con multicomponientes, con un minimo de preparacion de mucstra, por ser rdpido, (ener bajo costo de
analisis y bucna reproducibilidad garantizando este método mediante una validacion.
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IV. OBJETIVOS.

OBJETIVO GENERAL

Desarrollar y validar un método analitico por cromatografia de liguidos de alta resolucion, para 1a cuantificacion
de sulfato de efedrina y clorhidrato de hidroxiciua ¢n un jarabe, que sea utilizado cowo método de rutina para

control de calidad,

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Seleccionar experimentalmente, la fase movil y 1a fase estacionaria dptimas para la separacion del sulfato de
efedrina y clorhidrato de hidroxicina e ¢l jarabe.

Seleccionar las condiciones analiticas y operativas adecuadas por cromatografia de lquidos de alta resolucion.

Validar el mélodo analitico desarrollado, cvaluando cstadisticamente al sistema y wétodo, cubricndo los
siguicntes pardmetros: especificidad, precision, exactitud, lincalidad y estabilidad de ta muestra.
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V. HIPOTESIS

Si s¢ loman cn cucnta las propicdades fisicoquiticas del clorhidrato de hidroxicina y del sulfato de cfedrina contenidos en
unjambe, entonoes s podrd cuantificar L cantidad presente de los mismos con un ndtodo analitico por cronuilografia de
liquidos de alta resolucidn, de una manera exacta, presisa, con costo y ticmpo de andlisis bajo.
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VI. MATERIAL Y METODO.

A) Material, Equipo, Reactivos y Preparacion de Soluciones.

A1) MATERIAL

Matsaces volumétrico de baji transmitancia Kimax.
Pipetas volumétricas y graduadas.

Membranas hidrofllicas de 0.45 micras.

Papel filiro del mitniero 4,

Embudos de filiracion.

A.2) EQUIPO

Cromatégrafo de tiquidos de alta resolucion, Beckman:

* Sistema de distribucion de disolvenics Beckian modelo §l4m.
* Enyector mamal Beckiman.

* Detcctor de bongitud de onda variable, Becknan, modclo 163,
* Integrador Beckinan modclo 427,

Baflo ultrasénico Mettler.

Bomba de vicio watters.

Columna cromatogrdfica ODS, 15 cm. X 4.6 unt, tamado de partfcula de 5 micras, SpherisOib,
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A3) REACTIVOS )

Fosfdto monobdsico de potasio grado reactivo Merck.
Hidréxido de potasio grado reactivo Merck.

Metanol grado HPLC Merck.

Acctonitrilo grado HPLC Merck.

Sulfato de efedrina cstandar sccundario.

Clorhidrato de hidroxicina estindar secundario.
Ilidréxido de amonio concentrado Merck.

Agua destiluda.

A.4.) PREPARACION DE SOLUCIONES

Soluclén buffer de fosfagos

Sc pesaron 680 mg de fosfato monobisico de poinsio y transfericron u un matraz, volumdirico de 560 ml, se
disolvicron y sc aforaron con agua. Se ajusté o pH de ln solucion a S.8 +/- 0.1 con nnia solucidn de hidréxido de
potasio 0.5 N.

16 | al 0%

Se prepatard una solucién 1:1 con metanol [IPLC'y agua.

Preparacidn de bu fase midvll

S midié volumétricamente: 20 ml de solucidn buffer de fosfatos pH S8 Y 15 ml de acctonitrilo HPLC. Se
transfirié a un matraz volumétrico de 100 ml. Se aford con metanol HPLC y se mezcld con barra magnética.

Se filtrd por membrana hidrofilica de 0.45 micras y s¢ colocd en un bafto ultrusénico por S intos.
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B) METODO

PREPARACION DEL ESTANDAR

Se pesaron 125 mg de sulfato de efedsimt estindar sccundario y S0 mg de clorhidrato de hidroxicina estndar
secunditrio, e un matraz volumétrico de 100 ml. Disolver con 40 mi de agua. Licvar a un bda ulirasonico por 3
minutos, Llevar al aforo con agua y mezclar. Tomar una alicuota de 5 ml y transferir a i matiz, volumétrico de
50 ml. Agregar | ml de hidréxido de amionio concentrado. Colocar en un bito ullrasonico por 15 minutos. Aforar
con metanol PPLC y mezctar, Filtrar por papel filivo del No.4. Tomar una alicuota de 10 ml y wansferiela o un
matraz volumélrico de 25 ml. Aforar con la solucion de metanol al 50%. Filtear por mewbrana hidrofilica 0.45

wmicras e inyectar al sisteri.

PREPARCION DE LA MUESTRA

Homogenizar ¢l contenido de por lo menos 3 frascos de jarabe con burea magnéticn. Tomar unit alicvota de 5 mil de
jorabe y transferiv a un matraz volumétrico de 50 wil, dejar drenar la pipeta por 5 minutos. Adicionar | wl de
hidgéxido de amonio concentrado. Mczclar y culocar e un baflo ultrasbuico por 15 minutos; Aforar con mctano!
HPLC y mezclar, Filtrar por papel filro del No.d. Tomar una alicuota de 10 wl y wansferir a un matraz
volumérrico de 25 ml. Aforar con la solucion de metanol al 50% y mezclar, Filtrar por mcibrana hidrofilica de

0.45 micras ¢ inyectar al sisteina.

CONDICIONES CROMATOGRAFICAS

* Longltud de unda: 220 nm

* Velocidad de Mujo; 3.2 mi/min,

* Valunien de inyeccion: 40 micralitros.

* Columna crumatoprifica: SpherisOrb ODS de 1S em, X 4,6 mm y tamado de particula de § micras,
* Cromatbgrafo de liguidos de alta resolucion Beckman o cquivalente,

* Tiempos de resenclon aproximados '

Clorhidrato de hidroxicing:4.60 minutos

Sullsto de efedrina: 6.99 minutos
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VII. RESULTADOS

Se obtuvo la separacion cromatogrifica del sulfato de efedrina y clorhidrato de lidroxicina en un jarabe (ver figura
5)

a)Clorhidrato de
mxlc&ua
b} Sulfato de efedrina

Figura 5. Cromatograma para sulfato de eferdrina y clorhidrato de hidroxicina en un

jarabe,
Condicioncs cromatograficas:
Columny: SpherisOrb ODS (5 micms).
Fase movil: Acctonitrilo-metanol-butfer de fosfatos 0.01 M plt 5.8 (15:64:21).
Flujo: 1.2 ml/min.
Detector; UV 220 um.

Ticmpos de setencidn:
Clorhidrato de hidroxicina 4.6min
Sulfato de efedring 6.99 minutos.
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1. CLORHIDRATO DE HIDROXICINA.

) Especificidad

El método cstid exento de interferencias en los principios aclivos de interds (ver figura 6).

Placebo Adicionado

Placebo Estandar

6.99

bj

L

a|Clorhidrato de
hidroxicina

6.99
46

Pl 1 b)

-

b) Suifato de efediina

Figura 6, Especificidad para clorhidrato de hidrosicina en un jarabe,
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b) Lincalidad y precision del sistema para clorhidrato de hidrosicina.

Los resultados y los parametros estadisticos evaluades se presentan en fa tabla 2 y en la grifica | para clorhidrato

de hidroxicina,

Pardmetros estadisticos de fa linealidad del slstema para clorhidrato de hidroxicina e un jurabe.

Intercepto (b): ~433.2564

Peadicnte (m); 13136.8154

Cocficicnte de reiacion (r): 0.9999
Coeficiente de detenminacion (r? ) : 0.9998
Error estdndar de regresion (syx) : 1062.1591
Pendiente relava (pr): 1.0020

Prucby de hipdtesis para el intercepto:
texp, =+0.5312 t tablas (16, 0.95) = 2.12

ntervalo de confianza paro el intercepto;
4332564 4/- 17292470 216250 a 1295

Pardmetros estadisticos de Ia precision del sistesun para clorbidrato de hidroxicina,

No. de réplicas m=6

Media ' (¥ )= 262766.833
Desviacion estandar (DE)= 1238.182
Cocficiente de variacion  (CV) = 0.47%
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TABLA 2, Resultados de 1a lincalidad y preelsion del sistema para clorhideato de hldroxicina en un jurabe,

CONCENTRACION | RESPUESTA
my/ml AREAS
8§ 104812
) 103160
8 105932
12 157429
12 157213
12 156312
16 209877
16 209638
16 209534
2 261117
20 263697
0 263732
20 203712
-
2 260931
20 263412
24 314612
24 313214
24 3918

28 -



LINEALIDAD DEL SISTEMA PARA CLORHIDRATO DE HIDROXICINA
EN UN JARABE

X:mcg/ml  Y:areas

GRAFICA 1
2.80E+01
! 2.10E+01 -
1.40E+01 -
7.00E+00 -
0.00E+00 e e et it i

1.00E+00 5.00E+00 9.00E+00 1.30E+01 1,70E+01
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t) Linealidad del método para e} clorhidrato de hidroxicing
Las resultados y parimetros estadisticos evaluados sc presentan cn Ja tabla 3 y 1a grifica 2.

d) Exactitud y repetibitidad af 166% para clorhidrato de hidroxicina,
Los resultados def tratamiento estadistico estdn incluidos et Ja tabla 3.

Pardmetros estadisticos de Ja Vinealidad shel método para clorhidrato de bidroxicing en un jarabe,
by = -6.0010
{(m)= 069978
(ry= 09996

(= 0999
syx)= 04156

Prucha de hipdtesiy paro intercepto;

texp.= 0.0536 1 tedrica (16, 0.95)=2.12

Intervaly de conflanza pard intercepty;

0.0010 +e 0.038270
4.0392 A 0.0373

Prucha de hipitexts para la pepdiente;

texp.= £(1.2890 (cdrica (16,0.95)=2.12

[ntervalo de confianza para fa peadiente;

0.99780 +- 001610
0.98170 A 10191
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Pardmetros estadisticos para la cxactitud y repetibilidad al 100% de clorhidrato de hidroxicina,

n= 6

X = 9981%
DE= 072
Cv= 0.1%

Prueba de hipdtesis para la media:

Lexp =+1.6500
t tedrica (17, 0.95)= 2.1100

Intervalo de confianza para la media;

99.74 +- 03371
99.40 A - 100.07%
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Tabla 3. Resultados para la linealida! del método y exactitud al 100% de clorhidrato de

hidroxicina.
mg mg %
ADICIONADOS RECUPERADOS RECUPERADO
1.512 1484 98.15
1.512 1.513 100.07
1.512 1.523 100.73
2,016 2002 99.31
2.016 201 100.15
2016 2014 99,90
2.520 2.503 99.33
2,520 2517 99.88
2,520 2519 99.96
2.520 2,550 101,19
2.520 2491 9885
2.520 2.511 99.64
21 2748 99.13
21 2,155 99.39
2.1 2778 100.22
3.024 3.004 99.34
3.024 3.031 100.23
3.024 3018 99.80

k3|



LINEALIDAD DEL METODO PARA CLORHIDRATO DE HIDROXICINA

EN UN JARABE.

X: mg ADICIONADOS Y. mg RECUPERADOS

GRAFICA 2

3.50E+00

3.06E+00

2.50E+00

2.00E400

1.50E400 ¢

1.00E+00 -

§.00E-01

- b - -

0.00E+00 -
1.00E+00

4.00E+Q0  7.00E+00  1.00E+01

3!

1.30E+01 1.60E+01

1.80E+01



¢) Reproducibilidad del método,

Los resultados junto con ¢l andlisiy de variaoza, se presentan el latabla 4y §,

Tabla 4. Reproducibilidad del métudo para clorhidrato de hidroxicina en un jurabe

DIA ANALISTA 1 (%) ANALISTA 2 (%)
l 100.23 100.89
! 100.21 100,39
| 100.22 100.03
2 100.81 100.96
2 100.97 100.48
2 100.50 100,96

Pardmetros estadisticos para la reproducibilidad del clorhidrato de hidroxicina,

(v)

(x)
(DE) =
(cv) =

12
10056%
0.33
0.33%
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‘Tabla 8, Analisis tle varianza (ANADEVA)
para clorhidrato de hidroxicina.

Fueate de SUMA DE F (0.95)
variucion CUADRADOS gl M.C. F

DIA 0.7624 2 0.3812 1.2664 441
ANALISTA 0.4826 I 0.4826 1.6033 8.5
INTERACCION 0.301 I 0.30) 0.6651 5.32
ERROR 3.62 8 0.4525

TOTAL 1.3249 1]

f) Estabilidad de In muestra

Los resultados s¢ mucstran en Ja tabla 6.

Tabla 6. Estabilidad de Ia muestra para clorhidrato de hidroxicina en un jarabe.

Muestra inicial(%)

Muestra en refrigeracion por 24 lus. (%)

99.83 99.33
100.22 99.80
100.34 99.84

lntervalo de confianza;
021 e 14946

Factor ¥:
100,91%

-1.7046 2 1.2846
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2. SULFATO DE EFEDRINA.

8) Especificidad.

El método esta exento de interferencias. Ver figura 7

Piacebo Adicionado
Placebo Estandar
6.99
4.6 4.6
a) By jb)
1417 8.11
h— M- U
a)Clorhidrato de
hidroxicina
b) Sulfsto de efedrina

Figura 7. Cromatogramas de placebo y ptacebo adicionado para suifato de efedrina y clorhidrato de
hidroxicina.
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b) Linealidad y precision del sistema para sulfato de efedrina,

Los resullados y los pardmetros estadisticos evaluados se presentan cn la tabla 7 y Ia grafica 3 para sulfato de
efedrina,

Pardmetros estadisticos de la linealidad del sistema para sulfato de efedrina.

®).  -576.i026
(m): 4565.1118
(r): 0.9998
'y 0995
(syx): i446.933§
(o L0030 g

Prucba de kipdtesis para el intercepto:
texp.=-0.5185 t tablas (16,0.95) = 2.12 o
[n(er\'aln dc mnﬁtng para t’l l"!L'I’C(.'Ql(I.'

-576.i026 - +/- 23556780 293,78 a 1779

Parimetros e;udisllcos dc la precisidn del sistema para sulfato de efedrina.

n= 6
¥= 228157
DE= 2180

Cv=" 0.96%
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Tabla 7, Resultados de la lincalidad y precision del sistema para sulfato de efedrina en un jarabe.

CONCENTRACION RESPUESTA
mg/mi AREAS
20 91524
20 9103}
20 90932
30 135457
30 136501
30 135272
40 182314
40 181435
40 181938
50 224865
50 229736
50 231488
50 228951
50 201477
50 226427
60 272632
o0 273000
60 272884
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LINEALIDAD DEL SISTEMA PARA SULFATO DE EFEDRINA.

X: meg/ml Y: AREAS

GRAFICA 3

3.00E+05

240E+05 i

1.80E+05 -

1.20E+05

AN

; 6.00E+04 |

+00 +-0t0-t0t0+e~t VU G GPD G G D GVl US T WP WD WD WPy
3 L AR SnED SRS SREL GEian G EL S b SN NS i N A8 M AN SN AS QN EL GRS A}

1.00E+00 4.00E+00 7.00E+00 1.00E+01 - 130E+01  1.60E+01  1.80E+01
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¢) Lincalidad de) método para sulfato de efedrina,

Los resultados y pasamciros estadisticos evaluados se presentan cn Ja tabla 8 y 1a grafica 4.

d) Exactitud y repetibilidad del método al 100% para sulfato de efedrina,

Los resuttados del tratamienlo estadistico estan incluidos en Ja labla 8.
Pardmetros estadisticos empleados en la linealidad del método analitico para sulfato de efedrina.
{(b) = 00651

(n) = 0.9868

r) = 0.9995

(r') =099

(syx) = 0.0407

Prucha de Iuipr'mr.'vi.\' pard fnfercepto;
fexp.= 1.3846 1 fedrica (16, 0.95)= 2,12

{ntervaly de confianza para interceplo:

<0.0651 e 0.099665
<0.0346 A 0.1648

Prueha de Wpdtesis para la peadiente:

1exp.= 16548 1 1cdrica (16, 0.95)=2.12

Intervale de confignza para fa pendiente:

0.98G82 +e 001689
0.96992 A 1.3
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Pardmetros estadisticos empleados para ia exactitud y repetibilidad al 100% del sulfuto de efedring,

) = 6
(%) = 99.49%
(DE) = 073
€V) = 0.74%

Prucba de hipdtesis para la media:

texp =-1.0061
L tedrica(l7, 0,95)= 2.1100

Intervalo de conflanza para la media:

99.84 ¥
99.50 A

0.3380
100.18%
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"Fabla 8. Resultados de la linealidad del método y exactitud al 100% para sulfato de efedeina en un Jarabe,

mg Adicionados mg Recuperados Y% Recuperado

1.754 3757 100.08
1754 3759 100.13
1754 3808 101.25
5.008 5.003 99.96
5.005 5.008 100.06
5.008 5.012 100.14
6.257 6.178 98,74

6.257 6.196 99.03

6.257 6241 99,74

6.257 6.173 98.66
6.257 6.292 100.56
6.257 6271 100.22
6.882 6.873 99.87
6.882 6.886 100.06
6.882 6.891 100.13
7.508 7411 8.7

7.508 7.542 100.45
7.508 7456 99.3)
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LINEALIDAD DEL METODO PARA SULFATO DE EFEDRINA.

X: mg ADICIONADOS Y:mg
RECUPERADOS
GRAFICA 4
9.00E+00
6.00E+00
4
3.00E+00
0.00E400 —mfrmmmrprm e st e e i e
1.00E+00 4.G0E+00 7.00E+00 1.00E+01 1.30E+01 1.60E+01
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¢)Reproducibilidad del método.

Los resultados judo con ¢l andlisis de varianza, s presentan en la tabla 9y 10.

Tallay
Reproducibilidad del método

para sulfato de efedrina en un jarabe

DIA ANALISTA | (%) ANALISTA 2 (%)
l 101.82 102.77
! 101.45 102.57
’ 1 101.13 102.67
2 101.64 101.82
2 101.73 101.9%
2 101.02 L8

Pardmetros estadisticos para ba reproduclbilidad del suifato de efedvina.
m = i

(%) = 10065%

(DE) = 044

CVy = 044%
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Tabla 10, Analisis de varianza (ANADEVA)

para sulfato de efedrina.

Fucnte de SC. gl ‘ M.C. F (cal) F (0.95)
variacién
DiA 0.088 2 0.044 0.517 441
ANALISTA 0407 1 0.407 4.788 8.5
INTERACCION 0.085 1 0.085 0.380 5.32
ERROR 1789 8 0.224
TOTAL 2369291 . 1
0) Estabilidad de Ia muestra.
Los resultados sc muestran cn la tabla 1
Tabla 11, Estabilidad de la muesira.
Mugcstra inicial{%) Mues(ra en refrigeracion
por 24 his.(%)
101.36 100.42
t0L12 100.54
101.24 10.86

4]
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Intervalo de confianza;

<12 4 15136

Eactar Y:

99.14%

-2.7136 2 0.3136
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VIII. ANALISIS DE RESULTADOS.

Sc desarrollé un método para cuantificar clorhidrato de hidroxicina y sulfato de cledrina por cromatografia de
liquidos de alta resolucidn.

Para Ia validacion, los cdlculos fucron realizados por medio de una microcomputadora, con un sencillo programa
de Lotus 123,

El méiodo analitico se validé cvaiuando los siguicx;lcs pardmetros: especificidad del método, linealidad del sistema,
lincalidad del método, reproducibilidad, exactitud y cstabilidad de Ja muestra.

Con respecto a la cspecificidad para un método de control de calidad se obtuvo que ¢l méiodo es capaz de
cuantificar la sustancia de interés sin que exista interferencias de otras sustancias presentes (ver figuras6y 7).

En la evaluacion de I linealidad y precision del sistema se obtuvieron los siguientes resultadas:

Principios cv. r ¢ Pendicnte
activos relativa
Clorhidrato de 0.47 09999 0.9998 1.0020
hidroxicina

Sulfato de 0.96 09998 0.9995 1.0030
efedrina

E sistema es lineal.
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Para la cvaluacion de la tincalidad del método se obluvo;

Principios m b r v Recobro C.V.
activos (%) (%)
Clorhidrato 0.9978 0,001 1.9996 0,9991 99.81 0.72
hidroxicina

Sulfato de 19868 0.0651 0.9995 0,999 99.49 0.74
cledrina

Estos resultados dermuestran que se licne una pendicnte cereana a uno y una ordenada al origen cercana a cero, con

un coeficientc de deteminacion y de correlacion mayor de 0.99 y 0.98 respectivamente, por lo que cl método cs

lincal en cl rango de concentracion de 8 a 24 mcg/ml para cl clorhidrato de hidroxicina, y de 20 a 60 meg/ml para

¢l sulfato de cfedrina,

- En ¢ caso de la exactitud y repetibilidad al 100% se ebtuvo:

Principios cVv. % Recuperado
activos

Closhidrato de 072 98.40 8 100,07
hidroxicina

Sulfato de 0 99,50 2 100,18
cledring
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Donde et cocficicnte de variacion cs menor a) 2% y ¢} porcieio recuperado cae dentro del 98 al 102%, por lo que
¢} méiodo ¢s exacto y repetible.

Para la estabilided de la muestea se obtuva lo slgulente:

Principios ntervalo de conflanza Efecto
activos (%%
Clorhidrato de Y L7046 0 1.2840 100.91
hidroxicina
Suifato de ~2.7136 3 0.3136 99. 14
cfedrina

Por lo que los resubtados cumplicson con los criterios, dande para el intetvalo de confianza se concluye ¢l valor de
cero y ¢l efecto para un métoda cromatogrdfics ented en ¢l intervalo de Y8 a 102%, por lo que la mucsira cs estable
por 24 horas.

Para ¢l easo de Is Preclsion (Reproducibilidad) se obtuve:

Principio activo Cocficicnte de variacion
Clorhidrato de hidroexicina ' 0.33
Sulfato de¢ efedrina 0.44

) ANADEVA para Clorhidralo de hidroxicina.

Fucnte de variacion F caleulada ¥ tablas (0.95)
Dia 1.2664 4.41
Analista 1.6033 : 18.5
Interaccion 0.6651 532

45



W

ANADEVA para Sulfato de efedrina.

Fuente de variacion F calculada F wblas (0.95)
Dia 0517 441
Analista 478 18.5
lmeraccion 038 532

Se cumple con ¢l criterio utilizado, donde ¢l cocficiente de variacion debe ser menor al 2% y F cal < F wab, por lo

que ¢l método analitico cs reproducible.
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IX. Conclusion.

Al término del presente trabajo, sc logrd cummplir con los objetivos descritos originalmente. La hipdtesis plantcada
sc confirmd como verdadera. Por lo tanto se concluye que ¢l método analitico desarrollado y validado para I
cuantificacidn simulidnca de clorhidrato de hidroxicina y sulfato de cfedrina en un jarabe, cumple en forma
satisfuctoria con todos los pardmetros establecidos, demostrando en los resultados de la validacion que ¢l método ¢s
lincal, preciso, cxacto, especifico y estable por 24 horas en refrigeracion; por lo que puede scr uiilizado como un
método de control de calidad, ascgurando que los resultados obtenidos son confiables.

X. Sugerencias.

Sc sugicre que sc realicen las siguicntes prucbas para la validacion; limite de deteccion, lmite de cuantificacion,
prucbas de estabilidad y tolerancin del sistema; a fin de comprobar si ¢l método podria scrvir también conto
indicativo de cstabilidad.
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ANEXO.

A, CALCULOS ESTADISTICOS,

AL LIMITE DE DETECCION Y CUANTIFICACION.

DESVIACION ESTANDAR;

l)[lZﬁL] :

n-1

Donde:

(DE) = Desviacion Estiandar.

(x) = Cadit una de las lectusas individuales.
(X) = Promedio de Yas lecturas.

(n) = Nimero de las lecturas.

1=3PEe o= 10k
X ¥

Dande;

(DE) = Desviacion esiandar.

(t) = Concemracion.

(LD) = Limite de deteccidn,
(LQ) = Limite de cuantificacion.

A.2. LINEALIDAD DEL SISTEMA.

Para proceder a los siguientes calculos es necesario que el nimeto de mucstras pos dilucion sean

cquivalentes.
Yox=n{x bx, 4 4%,)

Z YEYy b, i b, t Ay Y by,

) ( 2 2 2)
DI B S S
12 !

DI G TR S TS 8 A R A AR S PR A e e +y oty

ii



Ph

it

L=x (Pt b, ) 1 (O p bt Pt X, (0 4 Ht 31)

A e
P HE fZr) -]

r=(r)

Calculos pretiminares para ¢l coeficiente de variacion.
Calcular para cada punto de la lincalidad del sistema el signicwe factor;

Propicdad wedida (y)
F=
Concentracion de 1 dilucion de la solucion patrén (x)
Y

=2 =il ti, =2

X X X

- N Y

£y =2 =5 t, <du

X, X, f

Calcutar In suma de factores, la suma de cuadeados de Factores y a media de Factor:

S P =By byt b4y b,
Y F= R F e e A R R 1

Ft
N

N = Niumero de punios de ta incatidad det ststema.



Cilculos finales para el cocliciente de viriacion,

N(N-1)

(‘l’:-’—;—!i.\’loo

 w(Zo)-(5h)
m(z.\-z )'(Z’):

- Z)'-'Z(Zﬁ

)
Criterio:
CV<o=15%
r>6=09%
rto> 6= 098
mz10

h=00

A3, PRECISION DEL SISTEMA
Cdlculos preliminares:

Zy=)’: +y: +y)+"'+yn
Y =Yy Yty
2y

y T e

N



Cilculos finales para el cocficicnte de variacion:

cv=2E 100
)7

CRITERIO:
CV<6=15%

A4, LINEALIDAD DEL METODO.

t = Numero de cantidades adicionadas.

1 = Nimero de repeticiones (cantidad recuperada) por cantidad adicionada.

Para proceder a los siguicntes cdlculos ¢s necesario que el nimero de cantidades recuperadas de cada
cantidad adicionada, scan cquivalenics.

Calculos preliminares:

DIE() (RS RIS S NS NEIS NS S S
DRSS YRS (YRS TN AR S DR S D S L PR

Z.\‘2 =(I)(x:|| +x’|: +,,.~0-.\‘=|n +.\'}:H-xzn 4 2 -6-...+x1:| +xn +ot X
Yy =y utpintoayinty a vy e by mb Ay eyt yte

Z-\')”' Xy XY X A Xy g b X Yy bk Xy, Yot XY B R T b X



ESTA TESKS WO BESE
PENDIENTE Sal-ﬁ& QE &A m;ﬁgarﬁaﬁ

e m(}: xy)-(z_x—-)(_;-))
m(Zr’)—(Zx)'

ORDENADA

R XLLY)

w

SRR U5 |
[ul(zx ' )’(ZX):HM(Z )’!)“(2)’): ]

3 11
I

Calcular ¢l porciento recuperado (R ) para cada cantidad recuperada, con I3 siguicnie ecuacion.

R=(y/x) 100
Tabular los resultados:
RO Ry
Célculos preliminares:

Y R=R+ R+ Ry +. 4R,

YR =R AR+ R AR



R=(ER)/N

DE =
N(N-))

ME R }

Cocficiente de variacién:
CV =(DE/R)100
CRITERIO:

m=1
h=0
r’yo=098

R=97-103%
CV{(o=3%

Estadigrafo de contraste para la pendiente:

(m-mo)S, (n-1)
f =L

5
b)'/l’

'
Su=

[(Zy’ )*(Z:)-"'(ny)]'”

Error tipico modificado:

2
S)‘/l =[W—N:2-] (Syl‘)



Estadigrafo de contriste pars Ja ordenada:

b‘ml —bﬂ

Ch MR

”\[N}E(X,—ij!r

CRITERIO:
Sit_ ., (8t .seacepta H

ORDENADA:

/2
b3
bi”uzsnx {"""Z'i':"{}
N Z(X =4 )
PENDIENTE:

&
‘SYIA'

me )l
TS (N-)"”

AS PRECISION (REPETITIBILIDAD)
Tabular fos resultados del porcicnto recuperado.

R, R ,R,,..R,
Célculos preliminares:

S R=R + R +Ry+. 4R,

ZR =R+ R+ R+ 4R



___ZR
k= N

DESVIACION ESTANDAR;

NER)-(TR) "

DE = N (N-l)
COEFICIENTE DE VARIACION:

CV=(DEMR) 100

A.6 PRECISION ( REPRODUCIBILIDAD).

El siguiente procedimicnto nicamente cs aplicable cuando se utilicen dos dias, dos analistas y tres
deierminaciones.

Cilculos preliminares:
Z.V=.Vn| VetV t Vi bt Ym

Z)’I =y1m +y2m +y1|u +_}"'|z|+...+y'm

M) |

DE
bt N(N-1)

COEFICIENTE DE VARIACION:

Cv=(DE/Y) 100
CRITERIO:

CV<6=3%



Unia prucba estadistica adicional para 1a prucba de precision especificamente de la reproducibilidad cs la
siguicnte:

Y =00t thy,

iz =Vt h gy

Yo =Vt )y

Calculur la suma para cada analista;
=Rt P et et s

Pr= YtV Wyt Vm Han

Culcular la suma tolal de (y...):
Y=yt

Calcular la suma del cuadrado de cada analista cn cada dia:

ZZJ”U‘(J’::)z +(.V|z)2 + )2 +(y!!)z

Calcular la suma del cuadrado de cada analista en los dos dias:
2

(Z) =00 +(0)

Caleular la suma de cada dato clevado al cuadrado;

ZZZ)’ w= (y m )z “'()’l n )2 + (J’l n )2 ‘*(J'zzl )z *()'m )2 *(}‘w )2

Caleular la suma de cuadrados del analista (Sca), efecto del factor analista con la siguicnie formula;

2
o L_y
SCa=———--=—
“a dr  adr



CRITERIO:

Si  Fa< Fplagld, 005
Si  Fa >/ Fglagid,005

Si  Fd < Fglaple00s
Si  Fd >/ Fgldgle,00.5

A7, EXACTITUD AL 100%
Calculos preliminarcs:

Y R=R, 4R +R+. 4R,

TR =RE+RE 102+ 4R2
123 n

DESVIACION ESTANDAR

NERHER

DE=
k=== Nv-)

COEFICIENTE DE VARIACION

CV=(DIER) 100
CRITERIO:
R=97-103%

Cl< 6=3%

E! mérodo analitico es reproducible por fos analistas.
Ef método analjtico no cs reproducible por los analistas.

El méodo analitico cs reproducibie en distintos dias por un
mismo analista.

El método analitico no es reproducible en distintos dias por un
mismo analista,



ESTADIGRAFO DE CONTRASTE.

_R-100
"D

[N]I

DE

INTERVALO DI CONFIANZA PARA {.A MEDIA.

DI
IC=R -.ll(g./.n.—Z.,O.()S)[—l‘/—’
"]

CRITERIO:

t, (o=t

§hn-2,09%

A8 ESTABILIDAD DE LA MUESTRA ANALITICA.

i. Tabular fos resultados con basc al siguicnte formato:

Inicial Condicion / Tiempo.
1 2

Y Yo N

Y, B ¢

Yy Yoo W

2. Calcular preliminares para ¢l intervalo de confianza:

Yo M) Y MEDIA
o 84 R o) VARIANZA



VARIANZA PONDERADA:

28%+28%4
sph=2rton
P =)

28%0+25%
sph =2 ot
P

3. Intervalo de confianza,

1C=(5,~7,)tufsps(213)] "

4. Calculos para cl coeficiente de variacién,

1,=24 X100
]

1,=2x100
R !

1,=2¢x100
N

La media del factor Y debe tener un valor entre 97 - 103%, para que 14 muestra sea estable.
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Tabla del andlisis de varianza para reproducibilidad

FUENTE DE |{GRADOS DE}| SUMA DE CUADRADOS MEDIA DE F.cal
VARIACION || LIBERTAD CUADRADOS
Wiy 3Ca MCa
ANALISTA | a1 | a% avd*r gla MCi
DIA d-1(a) R/ Scd MCd
d*r a*r*d gld MCi
INTERAC- | (a-1)(a-1) | Sty S sy y SCi MCi
CION r*a rtd a*d*a gli MCe
ERROR t(r-1) SYijk - 8Yij Ske
gle

a: nimero de analistas

d: nimero de dias

r: nimero de replicaciones
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