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INTRODUCC ION

Aanmteresada = léa
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e control s Caladad e e TOrma Tarmaceutica . Y o
Qurante esta =ecuencia e pruesbas > anmlaisis. en gonde ol
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No -e Puece Pasar por -lto -l hecho de que, -l fTactor mas
la validacion de cualguier método analitico
aplicear

on MNecensarico
relacionado=s con
forma

importante durante

Criteri1o0 del -l cual

factorews

concentracione=,
PpPropoaxto de
quer lox

arialiwmta .,
todo= lows
actiwos .
metodo de

o -1
tomar en cusnta
pPrinmcapiows
t1pO Oe muemtra,
1Mmtrumentacacon,

deapudes cdo
-2, o low
fTarmaceutica.

Ia TcEeCcnaca armnalitaxca,
la valaidacion de metodos

para dar

@arnsli=mas,
etc.., por lo
analiticos cCconNatituyen

requisitos peara
UNicamente unNa guia apropiada, al analarista uNn moporte
tE&ECNico adecuado para reasclver au problema partaicular .
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GENERAL IDADES

>
MONOGRAF IA DEL PRINCIFPIO ACTIVO (Se®™,3212)
NOMBRE COMERCIAL: Clrtrato de tamoxiteno
NOHMBRE QUIMICO: Crtrato de (Z)—-T"—-(ep-(1,.,2-cdrfenil—1 bDutenil)d-—
Teornoxil ~“N.N-daimetiletilamainrna
FORMUL A CONDEMNSADA: CxmattzetND . CatrteO >
FORMUL A DESARKOLLADA:

e @\
C=C ‘
/ \ 200 — € — OCDON

MASA MOLECULAR: SOET .6
LIMITE DE ACEFTACION: Contiene Mo menos de 9.0 %L vy mno mam
Sel 101.0 L de CawmHa=-NO.CaMHeUO> calculado con referencia « la
BsUntancia meca.
CONSERVACION: &

Emn recaiplrentes Dien cerrados vy
1a lu=.

resistentes o
DESCRIFPCION:

Folvo fino craistalino de color blanmnco-
SOLUBILIDAD: Liaigeramente soluble =N agua.
mo Yy alcohnhol.,

acetona, clorofor—
=cluble en metarnol .
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IDENTIFICACION:
lem regacn

10,
- ) E esprctro e absorcaion oy
Citreato de tamoxiftTeno de una Solucidn al O_COQOI%
esxhibe 2 maximOs & las lomngituden de onda de 2T7 y 7S nm.
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B) E2 TeoecCtro Qe “-bDSOrcior -r 1o
diper=10oMn de 1l muestra en Dromuro

Princapalens a:z 7035, S22, 1223180 146D,

1m0

Faigura Ewpmctro as sapsorcion IR de

Li1. TEMRPERATURA DE FUSIDMN: Ceorca coe 1a22=C,

12, ENSAYOS DE FUREZW&A:

a) ISOMEROC E.

recion AP Traro;asa
der pPOTtewio oxNibDer
ALB/PIL y LT7T2 amT AL

cwe  wune

mboymos

ClLTtrato de tamoxifeno

coNn descompomiciron.

Fase MOwval. - Frreoarar wuna solucor -r metarol comntenlienao -r.
cada lrero. m1 o e acyuia - m? (== E RN} EX R W -1 Glacaral v
L.U8 g de fL—oTtamn=ulToAAato O ®O01o .

Preparacidon Se 1a solucaidn e 1a sustancaa de referencaia.
Damolver wna= CetM T 12210 QUEeCLA0m. w1 ACTOaMENTe DeSade OF Cl1lTrato
de CRMOT L T O LIS TV I Lo =X 23 TR T e A TIC L A =i T e MmO~ 4 . Y e T &
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Preparacaidn do T Solucadn Problema. -
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el rodedornr

T ema e cCatratear g T amor:t 1 feno —raCctamentoc eonadors.
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erTerr e o o
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) SUSTANCIAS REILACIONADAS:

SOlCcCion de la Muestra A
e agua en un
de 10 man,

agitacacn.

muestra en 1O0O m 1
periocodo

Dimpeoersar Cerca de X g de

embudo de arparacion. Adicionar,
O.S N de hidroxico
~ter etilico de
nml de agua,
sUlfato de =modio
e Car

1l
urante wun
S50 m1l de =olucicn e wmodio con

SO ml. y combinar

Extraer con 2 porciones de
lavarlos con O

1o extratos

eliminar 1a

eterean.
SODre

—ecar
el - cer (= W R-] der nNnitrogenco v
ambiente gurante =2 Poras . Fesar

valumétraco

capa acucsa =1 o ter panandolo
anthiidaro. Evaporar Aatmos fera

-« 1 vacio - teEmMPEeEratura
Pasarlo a un matra:s

DS g del resyauo v
Cler k=3 volumenes de

exactamente 1.7

adi ci1omnar o ml de wuna mex=cla
Paraidaina ¥

volumen con la

de 10O m1.
anhi1drido acetico y 95 calemntar a &O°OC

TS minm .

volumenas deo
mimma

durante 1 a entraar, llevar -

Sclucidn y mezoclar .

Solucidn de la FMueatra B.o
anhicarido acéetico Pirraidina,

misma sclucaion e
la muestra A.

Utailarzando la
1:200 de l1a molucaion de

preparar una dilucicon

Simtema Cromatogratico.

=1 cromatograto debe = ter equilpaco con um gdetectaoar de
TOMiTaclLOn e flama y una columna e wvidrio de 1 m x 4 mm oce
dirametro Antermo, empacada con “una fane liquaidca al 5% e

C(75:25) en un s=oporte de

metilpolaisiloxano
lavada con Acidco ¥y base.d
puerta o e ANyeccirion
TOOOC o Utalaizar helaio

fenilpolasz: loramnoc:
tierra s2:licea Tratada » acondrcaionada
- TOoOCC por o4 hre La columna >

deber mantener a T609°C. » el detector a
velccidad ce flulo de &O ml/Z/manm.

Quaintuplicado. E1l

1 =

meco como gas acarreador a una
Inyectar la sSolucion ce la muestra B por
coeficimnte de variacidn debera mer menor al

5% .




Procedimiento.

aproximadamente 2 pyry) exactamente

1 mueastra A ¥y de la solucidn de 1Ia
ANntervalo de O.1 &
Meo 2 r

Inyectar -l cromatograto
;medidos de la Bolucridn de
muestra B y obtener los cromatogramas oM un
tTiempo de retencilion del prco praincrpal .

S en relaciron al
los palcos obtenaidosn Para

individuale=n de cada uno de

las &reas
EXCepci1aSn del

1a molucion de 1ea
tamoxifeno ¥y Ccalcular

muestra A a correspondicente =l

®wOolvente »y al mur wmuma .

mayor Que =1 area del PpPrco de tamoxiferno,.

(O.5%) ¥y la =uma de las
ocbtenigda de la

Ninguma AaArea debe =er
laa mOlucaicdrm de 1la muestra B

obtenida de
que e1 doble del aAreas

Areas Nno debe =merr mayor

®=OluUucion de la muestra B (1%).

rPérdida sl secado.

Secar a 10590 por 4 horas: paerde NoO Mas del O.535% de =nmu peso.

Residuo a la igricadn.
No mas del O.27

Mptalex pesados.

Utailazrar el método II. £1 limite es O.001L%Z

Aradnico.

Utilirar el metodo II con 10 ml de acido sulfurico diluido (1 a
-

2. en lugar de S ml. El1 limite ea 2 ppm.




Fierro:s

colocarla en un crisol

adecCuado.,. adicironar Bmsul farico para mo3 e 1la

muestra ¥y Calcainmar con culdado a bajJa temperatura. Adircionar a
M cCarboni>ada 2 m1l de acaido mritrico v S gotas de ALcrdo

Calentar culdadosamente Pasta QuUue MO apareXcan Dbumon
Calcarmnar -r ura -t la - SO0OC _ HDOOC . Enfriar,
molucidn Q.1 N de acido clorhidrico calaiente
-l contenido Serl craisol - e
la ayuda de peqQuefas porciones
tomar 10 ml de la
diluzer con
1

Pesar exactamente 1 Q cter la mueastra ¥
suticasmnNnte a&acido

i1
=ul fuauraco.,
blancos .

adrcronar 10 ml de

durante S main. Fasar

y digerir
matrarx volumetrico de 350 ml,
e agua. llevar a volumen CconN agua ¥ meclar,
molucaion - “ur compar--ar -l color,

clohidraico y mexclar.

con

tubo parae poder

agua a 45 ml, adicionar 2 ml de Acido

limite eu O.005xL.

1. VALORACION:

Cirtrato de tamoxifTeno Y
Slaczal, tatular con
Punto

Pesar exactamente alrededor de 1 g e
dinolwver -n 150 ml Qe Acido acetico
wsolucian [w . ~N e aAcaido percloaorico,
final Ppotencroméetricamente wutilizando wun

cOoOmMoO indicacor y como referencia un eslectrodo de plata—
~ e dcrdo perclorico

determinando -l
electrodo ce vidrio
cloruro

ml e sEOoOlucaon o. 1

de Plata. Cada
mg de CogaHog-NO.CaHgO— -

equivale a S5&.36



(2 .20)
antilieatroOgQ®ericCa. Se
bloquean
estrogenos

FARMMACOR O3 IA .

Ex Camoxiftearno o= un ftTarmaco
aNntioeBstrogenos lo=
impidrendo

con accaron
low

TArmacos
SaCcC1ON

dENOMINar que
receptores ostrogeéenicos 1 De lo=
wOobre los Organcs mexuales secundarios.
sumtancias e origen mimterica. o

> con entructura

—“om
traifenaletaleno

Loa antiewstrogenos
wateroide=, derr i vador,
®imilear esterageno cCierto modo

el
y en

clorotrianziceno

gQuimica - 1

al dietilextailbestrol.
E1 tamoxifeno [ - UN agente anmntienstrogéenico No esteroaidal con
combirnmnada estrogenoagonista. Fropiedades
actaividadess de

meNnsajero

Pparcaial
anmlayen
membrana >

propaierdade=s antioxaidantesw,
e simteman e

acc1SMn
adrcionales
modulador de

intracelularc.

modulacaian

FARMACODINAMIA - (2.15,16)
farmaco e 1la Ser

e = te
estrogeno getHaxl. PO lo Gue
estrogenc

fTundamental

Lo accron

antiriestrogeno, Pero tambiren -

PO accidon dua ) ¥ e c1ibe la Seromimnacion de
impedido.

En ratas rTamaduras L OoOvarectomzTadas., LoD tamoxa Teno provoca

cirerto aumen to de Peso el Lutero lo que AN ica una Cremrta

accitn exstrogenica, evidenciada tambaien por JdMna JdaisminNnucaion en

de gonmnadotrofinas hRipofisiaraias. Ademass - cCapax

1 estradaol, asi

estrogenc, lo

1 =mecreciaon

Ce anhibar el

como 1o cormxrficacion

Que revela unNna poderosa accio0n amntilestrogeéenica.,.
e capaxs

crecrmiento aterimno causado por
provocada por el
la cual tambien
ia

vaginal
Ampedar

e
fan asdi -
accaion

Ppor que el tamoxi feno
lad rata. cando i
tambien

evidencia
Puesvo en

]
Aamplantacicon uteraina del
pre’fez . Enrn le muy e el tamos>a teno DoOosee
Do cambros regresivos de 1a mucosa
la hNhaperplasia

antiestrogenica revelada
¥y PpPrurito vaulwvar ¥ POoOr supresaian ce

vaginal



1=

PremenopAuBilICan. @mi coma en

e MUl e rew
la oOovulacaxdan.

i A tesr Cepn
ectimn:lestracdaiol

A OMetr 1 al
Que 1mhiber

AN TAGONISMO Trente Al
AUMeEento de la necreclidan

foliculoentimulante >
urinaria

la OvrialacidN =e cdebe al

Nrpofisiarias,
PpPlammatico ¥

L 21nduccaidn de
S las QoNnadotrotinas

luterinizante, cuyco Nnivel
Ccomo la de los estrogenos.

- Ccrercaon

aumentan
ne depe a la

e lan goNnadotrotinmnas
m—ODre

cecrecion
los estrégenos enddgenas

rmibrdora de

E1 Aaumento de la

falta de la accocidn

dicha secrecion.
mejorias evidentes - el

g1 tamoxifeno es capacs e producar
cancer e Mmamnma avanrado con mMetanta=m:s, Qemoxtraco -r -1
carcinoma Mmamear 1o e 1a rata inducirco por -1
dimetirlbentantrancenc - En 1la mu 3 er a‘cctada par L Cancer
- capaz= =2 Procducar urna rem:si10n e laos

lam

retrocesc cde
Pulmomnesn ¥
La

mamario avan-ado,
OoObletivosn, con

linfaticom., piel.
completas .

mubjetivos ¥ tambien
Yy de los ganmnglios
PDuesden

ewpecialmen
prominente
RE-POSITIVOS >

sintomas
metastasais oseas
Dichas remisliones
benefairca e observa

=iendo azxcha
tumorales (=)

liegar a =er
mujeres Ppos —

isten

muy

te [lat la=s

mama -
cuando L3

acciomn
menopausicas
receptores st O0genicos
los RE-NEGATIVOS.

accion
mea

pocos de
tran=i1torios y despuds

fenomenos pbeneficos =on
Tnexorablemente

sigue =u cursc

Fero todos estos
de [ Y e lapso.,. la en fermedac

fatal .
estrogenodependientea ¥

Ya Que muchos Carcinomas mamarios =on

mejoran por la coforectomia. no L% 3 de - trafar SQue =1

tamox i feno, Qque bloguea drchos receptores ., procguzca una
tesido nmeoplaszico mismo.

remi=idon tumoral. actusando aobre el
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MECANISHMOS DE ACCION. NL.2O .21

=1 tamoxa feno - -l Crans—i1e0mero e un Qerivado

trifeniletarleno; a1 citrato e tamo

na

i1teno es Gun agent
weteroidal COoM potents ACCIiON ANTAGONiIsta eSIroQenNica v Darciel

MCCION HAQOMIBTLAE 2L roOgQeEn I Cea .

En adicion . -1 teamoxifemo ha demoatrado accion anticancer ,
POtenclial &Nt i-CArcCiInNOQ@ENIcO y accitn anti-levadura/viral.

La acciomn estrogénica )y @anNtieatsrogenica del tamoxi1 feno =e dele
a la union del fTAarMaco con l1ow receptores ewtrogeénicos Jde los
Organos blanco. tratandore dr un pDroceso de competencia con 1l
eestrogrnos endogenos del organiemo, correspondiendo ern realaidad
- unas acci1oOn duaal o L.a L X W Ta1 pranmncapal., desde luego. - ia
antiestrogenica. =mn la cLial el fArmaco OCupa 108 receptores del

Cito=sol e 1mprden la umiom con los e estrogenoO=s a €3 Nnivel .

ara la ACCitn ANtICaANCErOSa MaAMAria. =& acepta Uun mecani=mno de
SacCcc1ON saimilar, competencria comn 1los estrogenos endogemnos fren te

a lo= receptores esStrogeéenicos del tumor .

FARMACOCINETICA . (2 ,2,19,20)

El tamoxifeno =se absorbe fAcilmente cuando =me administra por
wviam oral . Fama o la sargre ¥ -e gistribuye por todao e
OoOrganismo, s=obre tado -r los Organos blarmnco. =1 farmaco -
enlara fTuertemente & loas proteinmnas de la albumimna (alrededor
Qel 99%) . Es metabolizado en el nMaigado Yy @mufre una intensa
Diotransformacion. =1 Ciaitocromo F 450 IIx i) Da ®sico

identafircado como la fTamzlia de eenTimas responsables duranmnte 1
~ - demetilacion de tamoxafeno e eastudios de mz:cros=omas de

Pigeado humanmno 1MN—wiITro.



ias

por hil1droxileacrion a glucuronidos,

E1 CaAaMON 2 TENO &6 Mmetabol 3 2acio
otroms CONILUQMITIE ¥ metabolitos POlares. E1 metabolato
momnohi1droxilado e consi1derado mas activo qQue ol tamo<1 feno
COoOmMO antieatrogeno.

LAXE Y metabol 2 tos -er realaiza

Lo -, Cresc 31 On e 1 Sustamncra b
AMrtestinog ¥y tambien por el

media de gdistribucion es
der alrecedor

lw D212z Nnacira «=2
La vida
ler wliminacion -m

Pimcapalmente por
rifon en Perquesd s
de 7 a 18 haras;

Cantigdade=

1 vicda mecdiae

de 7 diaws o

TOXICIDAD. €17)

toxrcardac cuando Be

Se hace aparente la
don

-n un

tOx1Co .

E=m muy Ppoco
mas de 80 mg =1 dia »

admimastran

pDEriodo mayor a

afos -
REACCIONES SECILINDARIAS . (1 ,2,16,17)

reportados con terapia de

Yy /o vaAMItO . segQuido
pPlurito

mas CcoOmurimen te
Nauseas

advereos
oleadas e calor,
irregularidades

Los efeectos
tamo<ifeno “orn
vagimal, menstruales ,

por hemorragiaea

vulwvar v dermatatais.

Es capa=x de Producarr agranmncamiliento e OWvar:o a veces con

Quimtes. HMenos Comunes Perc reacciones ma= potenciral mente
z efecras oculares

si1guientes:

retainopatial .

1Nncluyen 1las

cataratas 3

meveras
(Queratopatia,

nRipercalcemia,

Otros efectos desfavorables anfrecuentes s=on
sCdema periferico, Aanores>lia. depresiomn, mareos, cefalea,
excitacion, leucopenia v

retencion e liquaidos, i1nsomnio.
trombocrtopenia reversibles.

En todos 1os CASOS MO s trata de transtornos graves » ceden al
Anterrumplrerse el tratamiento © daismirnuir la dosais .
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INDICACIONES TERAPEUT ICAS . (2,15,20)

=1 CamoxaTenO we ®emplea para 1 tratamisnto del

cCancer mamarico
avanNnzIado. ANoOperadb ]l e con recidivas ., corn MmMeta=wmtass, cuando 1a
cirugia v la readioterapia ran agotado _—um recur son . [ =N wr
agente de Pramer.a linea PaAr e mu 3 e r e POSMENOPDAUYS L CATS bd wura
altermativa P& o M) e e Premenapiaus il caws qu e - lerss ra
Practicado s coocforectomia L= lrradiacion ovArica . Se empolea
tambien wemn el cancer precos Operado.,

coms adyuvante e 1a

mastectomia. En la mastcocpatia fTibrogQuimstica

de low MNMOAdUlo=m mMmamar10%.
Tambiren esta

dimmairnuye ol agaolor
wiendo desconacido el

MoOao e a=croOmn .
rTNdircacdo en «1

Cancer renal metastanico .

INTERACCIONES rMEDICAMNMENTOSAS.

C10)
Cuandao e admimnirstra tamoxi ftfeno o coambinacion coan
anticoagulantes des 1 Tipo cumarinas, puescte

pPresentaresce un efecto
anticoagulante swSi1gnirficativamente Ancrementado.
Ern combimnacidn con

agentes Crtotoicos.
-l

existe un

ANCremento en
rFlesgo de Que OCUrran eventos tromboembOolicos.

FORMA FARMACEUTICA, VIA DE ADMINISTRACION VY DOSIS. (2.10)
Se expence en tapletas .

Cada tableta
tamoxifTenoc

equivalente a 10 y 0
con O y 14 tabletas

contiene citrato de
mg de tamoxifenos: en

o vane
respectivamente. Pare adminlistraciorn oral.

Imncialmente en levms MUITEres DOSMEMNOPALISI Cas laa dosi1is % de 14

mg
dom wveces al dia, ¥y =i al Ccabo Ce un Mmees Mo se Pproduce wuna
respusata satisfactoria, =e aumenta a 20 mg Cos veces al cia,
pudiendo adminirstrarse Nasta [=To) mg por Aia =n casos
resistentes, hasta por periodos de dos afo=. Somo adyuvante en
la maastectomia, 10 mg 2 veces al dia duranmte do= afos. Em la

MAasTOoOPAatia fibroQuistica, 1D mg dos veces -l

dia, CdQurante tres
a wer1sm Mmeaes.




B) CROMATOGRAFIA DE LIDUIDOS DE AL TA RESDLUCION

como wun maetoao

e f 1 3
Damadao

Laa cromatogQraftia o liquaicos “e pUede
1o COMPpONentes de una Muentra,

entre do=m faasewn, ufna Tass

Puede

MUueatra
Naturale-a

fimice de neparacidomn de
S taCl1OoN&r 1A

damtrilbucron e la
cura

-y 1
eSSV il liqQuaidca » [STa Y fane
var-iar._
Ly venteaga e la cromatograftia de igquidos de alta resolaucion
(CLAR) frente - Otros méetodow amnaliticos, -—s que - e Trata S
[(Slg . ctdcCnIce g WBEDarsHCAOMN welectiva Que Dermite la
2dentifrcacion ¥y cuantifilicaci1On de varias suSstanciras o la vex.
Tiene una alta especir ficidac -sa como wn amplio iTNtervalo de
mensibilrdag Que la nace r2cdesnl para =1 armdlimzs e muchos
activos tanto - formas farmaceutaicas como -r fluicos
Drologrcos . Conr -1 avance tecrnaldgrco e eqQuipc, materzales.
tecnzcas » ~plircaciSn de- 1an teoria L pPosSible realizar
drficzle= con Qran esxactitud > velocidad - €1

separaciones

M AIm1S

-1 Sraimer paso es Jdisolver

r10ealmente deberia ser el
la muerstra se& 1Atroduce

la Ffase mowval

cabo una sSeparacion,
dimol vente, el cual
A comntimuacion
transportada

Para l1levar a

laa muestra en un

fasme mOval .
pPor

SepDar-acion ., los

mismo que la
Por medio Se o r1Nnyector v ==
hacaa 1a columma, donde =e leva = cabo la
cCompoOnentes Que tienen mayor a«finidad Por la fase eastacionaraza
van =a eluic mAs lentamente qQue los gQue tienem menor afimnidad
por éesta. A lea salacda de la colummMna., los Compue=stos Dasan & wun
Que transmite seSfales - ur iNntegragor Que las
llamada Cromatogramaea e i1a cual se
CcCOoOmo cuamtitativa

getector.,
tranmns forma

puede obtener
de lasm sustancias encontradas en

-n uma grarica
tamto cualitativa

i formacaion
la mezcla.
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con ura amplia Qama - Cliarnto -

cuen ta
per-co todos

Actualmente =
b tipo de deben cCuamplar
Caracteristican

utrlidac Que

Arnmtrumental .,

monenciales de acuerdo < la=s

Pusaan prostar: Srchans

compledidad
con una merie de
Necesidades b d - 1.

Caracterimsticas mon:

CLTECTOR Meoongt

cromatograftica ce dos sustancias.

Figura No. . Separacion

VERSATILIDAD:
Para trabajar con muestras de

inNstrumento debe ser adecuado
dimtintas tecnicas

debe adaptar se a las
Mmarximo de operaciones.

=1
dirferentes tipos.
Ccromatograficas y debe realizar el

REPRODUCIBILIDAD Y ESTABIL IDAD:

adecuado sSobre los

e 1a fase mOwal.
evc . Dara

adebe proveer un control

tales como flusto
la famse mOwvaila

E1 TS trumento
Pardmetros de

temperatura. presion,
obtener un fTunciomamiento efectivo &

operaciomn.
composicion Ser
largo placo.

SENSIBILIDAD:

cantaidades de muestra. sebe

trabaszar comn poquUefas
sensaiprlaicac Qe

iNntensiceac aprecirable. La
liquicdos depende del sistema de deteccion.
es POsS10le cuanti facar

Acdemas ge
Qenerar selNales de

todo cromatograto cde
detectores
la muestra en 1

Con lo= mas Fedclen tes
1ntervalo de manmnogramos.

componentes de
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EQUIPDO DE CLAR:

EQUIPO BON:I UMNe DOMDa Para i1mpulaarc
iNtroduccionNn de la muestras;
un detector para

LOos componentss basico=s del
UunN mMmecanisMmo parca la

fTame emtaciriOnLaria

le fase mSwal:

uMNaea columna qQue contenga 1
determinar 1a Separacion quies ti1ene lugar en 1 columma, ¥
finalmente un rEYl=strador © M 1Ntegrador Que PorpPOorclona datos
Qque permitan une evaluacion cualitativa Yy cuantitativa de lowm
resul tago= .
L columma eata considerada como e! corarzdn del sistema. enta
-er encuern tra rellemnea cer Tane estacionNaria 1 e cCual exsta
compueata Epor particulas del tama™o de micras (10— m), » para
P fTase mcwval - traves e 1 columna L2

tranmnspor tar

bomba de alta pPprocesac cromatograftico

poder
Necesar1o0 una Presion. El
emparera por la iAnyeccion cadel soluto & la columna.
pa=mar la fase movil ¥y wd moluto a
la colummna e=s

=] sSeclectivo,

ocurre -1
cada compuesto Que eluye Jde

detector universal
los componentes

La =separacion
traves de la columna,
detectaco

depenc.iendo de

rya s=ea por un
a medier.

las propiredades de
componente o=
FPara

e=stanr

la presencia de cada
como umn Ccromatograma.
cromatografticos,

computadoras.,

La respussta del detecrtor o

man:fiesta en una Carta graeaficadora.
los datas

Qraticadores,
Procesamiento de datos.

Quardar y analizar

colectar,
conJunto

siendo usadas en
¥y otros eqQuipos .,

cor lo=

integradores Para
-ry forma e

Bse manifiesta
e= los

PircOos 1a concentracidon
componentes eluidos. la meparacion cromatograftaca
Puede =Ser determinada matematicamente obteniendo los valores de
selectividad > rescolucaon e lo= resul tados

producica por el detector

representandgo
La calidad ce

La mefal
Sausianos.

Ia eficrencaia.
cromatograficos.




PARTES FUNDAMENTALES QUE FORMAN UWIN SISTEMA CLAR:

tTundamentale=s qQue Torman un =—Di1wtema para CLAR sonm:s

Las partes
(recipiente cdonde %e coloca

- Reservoraio

1l Tame mowvil)

- Saimtema de DOMbeOo de «alta presaion

- layector
Columna

- Detector

AMAn0y

Regir=trador

EQUIFPO=:

Dentro de=s los e_equipos cromatograficos S liquidcdos de -lte
=me han segulidcdo doOm tendencias. Umna -—= el equilpo por

rescolucion
-1 cambio ge&e accesOrios

qQue da gran versatirlidac orn
reparaciions; 1la deaventasa e

modulo=s
mantenimiento PpPreventivo =]
longartud de las
lado los eQuipos e gabinete tienen
-=tA - «anr lugar predisersado,
«xfical e

pPara
eEstos S qQuilpos -—= la
- requieren. Por otro

ventala Jde Que cada Parte
e las Ttuperian, pPerao es

tuberias - iNnterfases gue
1a

optimizando Ia longirtuc

manipular cada Componentes pDara darle SEervicio.

RESERVORIOx
recipilentes Jde wvidrio, aceroco 1Nnoxidable o B
de capacidad entre 1 » S latros, sufircrente
La toma del dimolvente sSe hace -

retener pequeSas

Se PpPueseden utalarzTar
Plasticos anertes.,
para todo wun diaea de operacion.
fntos tienen por obleto

Craves de un faltro,
si1stema de pombeo O &

particulas Que puedan obstruir © dafsar el

la columnea.

SISTEMA DE BOMBEO:

CLAR estan rellenas de materialss

Las columnas utilazadas en
1o cual Nace Que

especiales de tamafo de particula muay peguelsa,
la resistencia a1l fluso de 1la fase movil sea muy elevada.o Por
me reqQquiere uUn sisNmtema de bombeo que haga fluirr la

o contraraio los

enta razon,
velocaidad raTzonable, Pues de

fase mavail a una

anali=s:is serian e:xcesivamente lentos.
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Las Ccaracterinticas maws Amportantes on todo wmaistema de bombeo

oMz
(usualmente 3,000 p=a)

1 ml por Mminuto
(aproximadamente 14)

— Preeidn maxima de oOperacion
- Velocidad de flu)o entre O.5 v
— Reproducibilidad y constancia de flujo
— Caracteristicas de fluso cCcontimuo ¥y libre de pulasaciones
— Re®1stenNcla &« liquidos COrrosivos

- Facilidad para «1 cambio de fTame=s moviles

— Facilaidad de lampieza del sistema

Eximsten dos= tipos de bombas:
Bombas reciprocas

1. Bombas mecanicass:
Bombas de desplaamiento continuo

2. Bombas neumaticas:

L= cCaracteristicas de Caca wuna = presentan -n la =lQuUienta

tablaz

PRESION

TIFPO DE BOMBA MAX IMA VENTAJTAS DESVENTAJAS
Reciproca aso Se cambia tacal y Fluldxo en pul-—
PSI rAprcdo de Tame —— =05 en forma
mSv a1 o. continua unai-—
Facail mantenaimien— forme.
to .
S4PP8 Flugo unitorme »y» — Costo elevado.

Desplaramiento

Continuo libre de— Dificultad —-—

pPara cambiar—
de fase moval,
Tiempo cde ———
analisis ima

PSIT continuo
pulsaciones.

taco -
Neumaticas S880 Fluso libre de Capacarocac 13—
PSI pulusacrones ¥y aOe mitada del —-—
pDresiomn constan— volumen Que —

te . Pusde bombear




COMPONENTES DE UN SISTEMA HPLC

RESERVORK)
FASENOWL

POURA N4 Componentn daun tatom 0 Cromahogri Lguda 0 Nlx Raseusin,



INYECTORES

3]
8]

La obtencadn de prcos adecuadamente resucl tos oo refledxo.

oOtras cosas., de una 1MNtroduccadn adecuada de
simterma.

entre
la muentra =n wl
La mesor manera de introducarla es en forma de paquete
PEQUEeRO Ya Que ayuda & ODTeMer DIlCOE ANQgOSTO=® Yy sSimétracos.

Esta parte del insStrumento exi1ge un culcdadoso diseso puesto gue

debe resistic alta= presi1ones, tener wun volumen peqQquUedo v LY=L 1§

Cavidades detben ser TAcCilmente barridas por la fase movil.

INYECTORES MANUALES =

La muestra se antroduce con una

v cerrar de valvulas -e

Jerainga. Por medio de wun abrir
desvia manualmentce el flujo de l1la fase

mowvil ., -e rnyecta lan MmMuestra [dal 1a cCamara e carga b4

pOosteriormente - reanuda =1l flusro. complementéndose 1l

ANnyeccaion.
INYECTOR AUTOMATICO:

Actualmente la 2MNye@eccidn de la muestra sSe puede hacer = forma

auvutomatica por mMmedio de una vaAlvula gue anyecta por s1 smolao las

MuUEesStras disminuyendo e1 error en la medicidn del volumen a

inyectar v aumentando la reprogdgucabilaicad e lam Anyecciones .

Ademas CcCuenta con wurn comntrol electronico que maneia fTunciones

talemw como: MUmero de inyeccidn, tCiempos de Ccorricda, velocidad

de l1lemado, numero de AMNnyeccrones por muestra, volumen e
iNnyeccaidn, rdentificacion de la muestra y

lavados de valwvalas 3y
Jeringas .

DETECTORES = (&,14)

La fumncidn de un detector es evaluar la composSicicon de la fase

moOwvil -1l salir de= la columna durante todo D3 tiempo e

an&ali=siws.
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WrIGUlLen ten

[ =81 detector i1cteal Serr- L aguel gue reuniera los
reqQuisiton:s
2 Alta mensibilidad
2 Respusatas a todos los componentes de la muestra j
%= Amplio intervalo de linearidady
2 Respuenta Mmoo modirfairicada por Cambilios en la velocidad de flugo

o de temperatura.
® Respuesta independiente a la fase moval
X Que MNo doestruya la muestra :
%2 De respucsta rapida
* Bajo nNivel de ruidcdo
X2 De fTac:il operacicn y adQuUisicicm.

la wleccaicdn del detector

Para resolver un determinado problema,
laas carascteristicas del moluto, e menmibilidad
la cOoOnveniencia scomnoOmica ¥y practica

dependera de

la melectividad., ademas Ode

der U uso.
Lo= detectores sSe pPuecien clasificar dentro e go= grandes
1a

gQrupos:
Que midcde =1

de tipo universal.,
la muestra en alguna propiedad fisica,

cCambio QqQue =sSuftre
por ejiemplo

1) Detector

fame mdvil

»l detector de indice de refraccaicon.
sensi1bles

ejemplo.

a una

selectivo, Gnaicamente
-l detector de

e tipo
soluto.

del

Detectores
especi fica por
U.v.

- CLAR wmon:

=2)>
pPropaedac
absorcion en

Los detectores maés utilirados

EspesctrofotOmetro U.V. /Vaismible
Detector de iNndice de refraccion
Dwtector de fluorescencia

Detector electroquimico
Espectrofotdmetro de infraroso
Detector de arreglo de fotodiodos i

A b N s A o




DETECTORES UL TRAVIOLETA/VISIBLE o

debrdo a Que muchos

Mmayor UBO ey CLAR.
o con electrones Mo

Son lom detectores de

COmPUeES tO® tienen urno O masn enlaces dobles

compartidos que
relatlivamente bDajo. 1a alta

apwaor-ben luz ultravioleta. Loewe=

s larados Y no
ventaljas =on su conto

m=er®mibDiiidad

coOmo la 2mne=en=mibirlaidacd o los cambiros

(NMivel Ce Manogramos . - i

e temperatura, werl oo sCad e fluso. Fd CcOmMPOon i it e 1l farse
mSvalo.

Esto= deterc tores operan O r e -1 pPramcaipro Se 1la ley e

Lamber t —Reer . Dentro e éestas e>xiasten Tamnto de lonmngr tud e oNda
fisja como de longitud de onda variaole.

Lo=s detectores oe ©onda firoa Tarenem como fTuen tes e luzx [EY P
e Tanmc () de cadmio. ¥ =t pLueden obtener

lampara de mercurio,.
las siguientes longirtude=s de onda: 54, zauov. T13 nm entre
otras. Tienen la ventala de una fuente de lux aintensa ¥y nmaiveles
de ruido muy Dasos. adn cuando las longirtudes de onda no

coincicdan con el ma:a1moD de absorcion de loe =solutown.

lLLos espectrofotdmetros do longirtud de ornca variable son los mas

utiliTados, perma ten la seleccr1omn de uma
190 a HEOO mam, usa wuma lampara de Qeuterio
204, =80, 1T . =54 - T&S mmoo

longitud de onca desde
CLyras lanmneas e
emision estan a Loa lusx e enftoca
hacia la entrada

monocromador . pPor lentes

lur Dlanmnca Aimncice en ia rejalla en donde e

Far la posicaidn de &S tCa

e la abertura de un

aMpropiacos . Emsta
varias longitudes de anda.
rejailla se elige la longirtud Que pasa «a traves de lae cpldas Jde
1 muestra P referencaia. Con esto e producen Qoo naces=s
intensidad. Que se Oonfocan =obre las celdas
de cuarzo. La vemntalda de

dimpersa en

separados e aguenl
pPor medio de un lente
Un amplio 1ntervalo de
lomg:tud  Saim

de flulo duales
espectrofotometros es
Capacidsact [=¥=3 WaArAar 1a

lamparas b 1a pPosibrlidad S operar

estos valores de
longaitua de onda. 1
cCambiar lo=s filtrocs de las

a longitudes de Onda LAferiores o 554 mm.
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Aunque l1oa Niveles de rUido 20N mayores Que =n los de longitud
de onda fTija.

Figura No. S. Partes fundamentales de un detwctor UV/VIS

DETECTOR DE INDICE DE REFRACCION.

Es urn detector de respussta unaiver=al, mide la diferencia entre
los indices de refracci1On del disolvente puro y de la solucidon
de laa muestra, s moderemsnte sSensible N o]l orden de mg o ppPpm
Y No destruye la muestra. Su estabilidad es buena, o5 wmenmible
a los cambio=s de temperatura y de flulio vy 1a wmefal qQue genera
puerde =mer poslitiva o negativa, dependiendo de =i el idNndice de
refraccion de la Solucidn qQue contiene la muestra % mayor o
menor que =1 indice de refraccaion del disaclvente.



DETECTOR DE FLUORESCENCIA.

E= uno A~ los decterCctoOres ma= mensibles ¥ a Que en Po=aible
detectar Cantidaden St 1 orden =2 Pircogramos. Eximten o=
dirmeRon s 1os fluordmetros de fTi1ltros Qque emplean Tlltros para
seleccionar Ta racdiacidn dee oexitaciron b4 1l de emimion, lo=
expectroflucrometros Que emplean mMoNocromadores.

Su mMmayor ventala @s o su alta melectividad e resguesta Yy o wu
mernwabilaidgad.

En algurno= Casos cuando PRy mues tra no tiene propiriedades
fluorescentes se pueden TOormar deorivados Gue =i tengan esta

propiecac.

DETECTOR ELECTROQUIMICO.
- detecacxon electroquimica - = L % -r qQue muchas moleculas

organicas € 1Mmorganicas incluyendo muachos
reducados sor —r electrodo

tarmaco=s, pusden ser

electroqgquimMicamen te Ooxidados o

A CUAIO .

cromatograftficas Se controdlan curldadosamente,

Si1 las condiciones
Yy msensible hasmta el

la detecci1don electroquimica s muy precisa

Orden de pircomolen.

DETECTOR DE INFRARDOJ0O.

o-ganicos absorben energia a daiversas l1ongatudes
de grupo=

Los compuestos
de onda del espectro lNnfrarosjo debido a la presenclra
funcaronales especificos. &l cetector Sse fTilila a esa longx tud de

onda y responde al grupo fTuncaional .

Utiles cuando el compues to no en
de refraccicGrn o bDien, cuando
daistribucicdn ge 10w grupos

Estos detectores resual tan
detectado n uv/vais o por iNndice
=1 analista Ppretende determinac 1a

funcionales.




DETECTOR DE ARREGLO DE FOTODIODOS.

maw soOTisticado b
loe eflusnten de

ultrevioleta—-visible - s e 1

Este detector
continuos de

COBLODO QUE Proporciconad OeSDecCtrot

la cromatografaiae de liguidgos .

mecanismo  gue
mimul taneamente
Optico=s

s dertector de arregio e fTOTOd1LOCSOS™ 23 wrn

fotodiodos
lonmngirtudes e oNndaa .

Gue pueden

ANndawviduale=
Exte Bl tEMa (¥ L2

contiene

me&rc o r dilversas
ANVEr=os emto o5 . 1a Procduccaiddon completa de 1a lampara Pasa a
trave= del flujloe Ccelular previo =i monocromador, «1 cual
disper=a la 1uz en longitude= de onda indaividuales. Estos
espectros -r “una corrada

detectores producen diversos
m=imtemass

cromatogratica
computaraizado=

requireren

1o Que -
la CcCantidact de datos

mnormal ., Por

para almacenar »y procosac

progucidos .

Aanalisais de manera

e pueden realizarr
cada smustanmncia

cromatografico de
longartud de onda .
iNnterées Mo sSe
posaible

Utilizando este detector
Que =ne puede analazar el Prco
en tre=s dimensiones: absorbancia. tiempo ¥

detras del pilrco de

Quier
io cual no wseria

Con &£ato Se puedr ascogurar
algum otro progducto.

encuentra ocul to
longrtuc de onda .

detectar a una sola
- capac de obtener
gde esta manera,

Este detector acoplado &« [T Y computadcora
EDO Mmm. As i,

datos espectrales uwuvs/vas do 190 a

pueden ser obtrtenidos cdatos Qe los Cromatogramas ¥ espectros

Simul taneamonte .

Se Pusde obterner en pantalla Ca&ars e ANnstantaneamente toda la
(Aaresas ., Tiempos Se= retenclon., pPorcirentaos e

anformacadn
Yy wver desde varios AMNgulos espectros Y

de cada corraicda cromatograftica

recabrol cromatogramas
(perfiles topograficos)



COLLINA = (6. 12)

La columna - - 2an pPparte mabw AMPOoOr-tante dentro del wsSimtemasa e

CLARS dentro e Smta -e lleve - cato 1a meparacacn de las

WU TANCIAaS contenidas -r una muentre determinada, por enta
columna enge war

Que la

importancas
funcionamiento.

raTaN ., - e - ima
mantenimiento adecuado, Para un bDuen

oOrTfTerentes Tanes

empacacden con
Pparaea los

Pueden estar
Yy dependiendo de ésto pueden
de cromatografia: fame normal.,
1OMACO, permeacion en gel .

- columnas
mer uUumadas

ane reverma,

estacionarias
difTerrentes Ti1pos

fase umnida polar,., 1nNntercambio

Eng Firting
id

Eod Ftting
(arrocneal ®oa
Frae
J -ap-e-e-
Forruie Distritator

Figura No. &. Columna utilaizada en CLAR.

Estan constituidas por un tubo de acero inoxidable con Aidametro
i1/8". & I/8" y conexicones de tipo Swgelock

exter10r- de 1/4°%
tambier de acero inoxidable.

pueden mer de acero )

e l1a columnea,
la eficiencaa

Se puede mesorar
plasmtico no POrosc

filtros der entrada
de teflon poroso.
rogdeados de un material

Los
inoxidable o
utilizando Jdiscos

(Fel ¥ .




Colummnas de uno Ccoman  en
e 15 - SO om 0% -mtaAn
D oa 15 miricras.

Cuando

LLas
longatud
iametro de

mide ewntre = » 5 mm.

lasam ¥ pulidas =me DElLIEMNe™ UNa Mayor eficiencie.

E2 llenado Je 1 cOolumnas con
PeQuEerRioO reguiierces Jde= Pz 1l r0vet v

Aurm a2 raaTon

T rermerT Loy
4 MesricsE (Quees W

Las columnass ¥
e 1ol wtal.

cromatoQraeatia
rellenas doe

El diametro
lasw paredes de

Paurticul o

T
liquaca tirene una
par-ticul as con
Anterno de la colummna
o Slumna estamn muy

de drirametro muy

eQuipo enpecial .o

able ¥y e enpera una vide

OoNdicrones

utzxlircen e

o
i tremadamen te

larga oo
imtrimnsecamerniter Jermtruactivas (cen eluventes
Acrdos < DAaASICcO . o [==1a) Ay et 1 O e CcCOnNntinuas o= muestras
crudan © L1IO1OQiICas “mucias®) .
Cuanaoc Nno - at1ilces i a columna e estando desconectada . wees
pruden te cOulocAar tapones ©r low Tt rEemoes 2ar o ©ovitar Qie -
se QU . Se e ken Quardarr @ lesadas e Tuentes [=X=4 cealor ¥ de>
5a laa COlumMmnNa =€ ULT1I1]llJTa a temperatura eclevadaa = e
ambirente antes e

wvaibracaion.-
recomniIenda enftfraiarlas Pasta tempera

gesconoctarla.

coluammna

Gl (WY P Y
la linca bDa

Despuds Jer
aparccer una desviacion de
la Qractiial

proceden toes
Paando una

eluaciam e COMPpUen ton
anter1ore= .

e 1Ny ecciraness
=ufrc e

columma fase mdawal
e rmirnar
> de T Aases
cromatograftia de
reguladara 1€
Aasi como tambaiem e

comtaminantes

compuernto. En 1=

cualquier
suele

anversa =e
iNntercambaio 1dnico so
s=olucaicon e ces Mmoo
eluciom, loaavado
POosibilacdad de Gue low ~

L coluimme —e Puede usmar <

superior.

temperatura Dara Mo ce -
controlar &1 procesc Qe SEearoniaon .

duurarc o

cromatograftia

pPurgar com

fuer te que
Ccon metanol =S

Ttemperatura

tura

largoco e r Looo . Dusde
e, CUuyds Cauna POsiIble s
rertermidos tuer tement e ¥
S5 pueden elimimnar der la
ntemente fuerte comoc para
e aAaddhorciaon
metanonl - e 1l
recomiconda el uanmo ge uria
lew wutilzxzoae e la

=2 1=te 1a

o sean moluDle & aguéa .

a EY wrma

~ Poder

amSiente

mas etirciente




1

temperaturas altas por

liguidos =we utixlian

Emn cromatografi.a de
las nBiguiresntes Frazones.
~ Para dismsminuir la viscomsidad de la fTase moval y lograr amsi
la transferencia de masa.
en 3~ Tuse

muestra
equripo.

Pres1o0nNes MENore=s > aumento en
1 e

3lubirlicdac g
Una mayor eficimncia global del

la

A= i
los

aumentar
Yy Obtener

- Fara
enlazada
migracion 10nica -

Aumen tar l1a wverlocidaa e
1Mmtercambaio con lo qQue =me obtiene una mMmayor

1ntercambio.

- Para
T CNI1Cco .,

saiswtemas
frecuencia de

e
fase mavil.

- Para aumentar Ja scolubilidad de la muestra en la
es micry bDaza. lo ques perm: te I 1ntroduccadn o e una
temperaturas de

son suficrentes
temperatura Yya Qque

estos obyetaivos
control de 1a
la eficiriencia puede variar con may peqQuesos

cuando
camntidad de muestra adecuada.

Fara alcamnzar
S0 a 7OPC. EsS

en algunas columnmas
la temperatura.

convoniente o1

cambros Jde
TIFOS DE COLUMMNMAS:
Las columnas utilizadas een CLAR son clasaficacas en base al
tipo de material de empaque que contiene cada una de ellas.

materaal de empaque wson utilizados:

Do tapos basicos de

particulas peliculares y pOrosSas.
El praimero consiste de esferas, Nno porosas, esferas de wvaidrio o
polimeros con dirAametros tiprcos de Z0O a /O micras. Una capx
porosa delgadea ge silaica. @ldminmna o umna resamnma de 1nNntercambio
deposita sobre la sSuperficlre de esnta estTera. Para
aplica ur e capa adaricarormnal . 1 cuia l
utzlaiTada para

rTSNnico se
aplircaciones.
ligquida gQue es

algurmnas
consiste de umna fase estacionaria

e




AapliliCac:iones. 1a=

Cromatogratia e reocarr to . Foares otran
particul a= peliculares = e reemDleaan por micropartaiculas
drametro e tre = - 12O micras. Eatas
Qe intercambic

teniendo wun
@ldmaimna © Una re®mlne

las ma=

Poraosaes
PpParticulas
1ON1CcO. mrendo

=on de =ilica,
CcCOmunes .

la=s de =mjilaces

FASE mMOvVIL (&, 92,12
fase mMovil NO es parte del itnstrumental propiamente
control de fluoso ¥y la composicitn de

importantes .

Aurnqgue la
e 1

dacho, =1
1a misma =on muy

la presicrm.

toda fame moOvil son:

Las caracteristicas que debe prescentar

~ Dimolwver la muestra
la fTase estaciromnaria

No degradar o dasolver

viscoasidag
tipo de detector utiliado

— Tener basa
permitir una retencaion

~ Ser compatible com el
— Temner la polaridad adecuaada paca
coNnveniente de l1la muestra en la columna.

Exenta de particulas e:xtrafas y de purbujeas de arre
— Facil dismspomnitilicgad & raonavle costo

Basja reactividad para evitar 1Nteracclidn Quimica con ssolutos
o polaimeracion en presencia del empaqQue de la columma
flamabilaicdad y toxicaidcdad.

= Lamatada
mMunero de

mucho =1
ligquaxda.

reguis:tos gemnerales anteriores reducen
cromatograftis

como fase movil pare

Los
Candaidatos

Gun:co
o mas

de 1a

solvente
de dos

“e puede wusar un

de una mezcla
Caracter.isticas

cromatografia liQuaida
durante ol amnal 1o

@eadecuadamen te

En P )
como
sSuSstanciaeas.

fase maval
las

“wrustarndo

fToase .
fase mdwvyl

de ie
(elucacn

muestras

CoOMPOS1cion
cambiarla

)
pPor

biren

coMms tan te

mantener
o

(Operacion i=mDcratica)d .
La mluciorn por gradiente =m=e utilaiza

Qradiente) .

Se Puede
corn




==
garferentes. PUes e
1w Tame mowval
de lown

pPolaridades muy
1l polaradad de

coOmponNentes poORean
l1a separacion

cCOonvenionNnte wvariaar
-l fin de mes0rar

cuyos
EButOn CamOn o=
durante el amnaAlaisis con

componentes .

DE FASES MOVILES

TIrPFOS
Law fanes MOw i les -r CromatogQrafia e ar-rticiconmn, adsorcadn -
Anteractivas - -1 sentido Que
de e

10nrco =on

electrostAticamoente
o= tiempos
1 tipo de

corm los componentes
muestCra. Como resul tado . Se retenci1on PpPUeden - e r
fuertemente Aanfluenciados por solvente . Ern
comntraste, fTases maviles para cromatografia de exclusion Mo =oMm
interactivas. los tiempos de retemncidn con

composmician de

tACnicas

1 ter-cambiao
ANnteracclionan

Conuecusentemente,
la fase

imndependientes dee 1a

estas aor
mS~al .
1iQuUidos uUSAados cCcomo fame movil depende de
dee ad@morcaon Y PAarticacn.
pero tamblieéen
que

L meleccrion de los

PAarametros .
Mmas amportante lo desempeda
viscomidad >
fumncaocomnamiento cdel
irmdace
idnico =on
cromatograftia de exclumsion
la muestra e 1o

En cromatografia
la polaridad,

Caracterimticas
detector, (por eemplo.
refraccron) . En
1a fuerza
1a

varios
-1 PDape 2
Aamportantes
2 fluir en el
wltravaiocleta,

antercambio

O 1la otras
pPueden
Aabmorcian

cromatogratia
F =T I8
praimordaal o=

e
rmportantes

de
-r

mientras Que
solubilaicdac de

r2SN1ca v el
la

consideracion

fase mowil.

Fase SAOvil para cromatografia de adsorcaion ligquido—s=olido.
nNormalmente l1a
de diferente
pDar-a e te
quiecnes

de adsorcidm ligquado—solaido es

SBEeEpDArac1OoONn de compues tos

La cromatografia
agsorbentes

conveniente para la
Sener-almente
el gel de

mas
pPolaricad.
tapo de cromatografia
constatuyen Jla Tase estacionarias.

=e uwurilizanmn como

silaice o 1a Aalumimna.



=a
La welaeccrOn e 1l fTase mOwvil = cromatograftia de &AdS2O0Orcidmn wme
la AYude de la encalea de Hilildebrand, que clasifica

utilazados como fase mowal e acueeraoco

efectua con
ligquidos

low Jdaferente

con wun @ parametro. Que 1ndica wu fuerra como $isolvemnte. Otro
dato Jatal itNncluicdo en lea Ttabla eu la wviscosidad, Puestc Que l1la
pPresican MEeCEeSar ia - una T C 2 On lamea e 1 vimcomsidad, -
Mmay or w2 WMCOS 32t COrrespandes Mmay or Presw i oo - Fleman coNntrene
Aanformacaon Ques remul te wutil o« 1la elecacion (=¥~ law fTases
moOvilen, pPara qQue mean compataibles comn el detector COe que Se

dispone .

Lo liquiaidos nNnormalmente Lutriicados somn: Pexano, AImOoODCtano.,.
cloruro e butalo, cloraformo. cloruro gde metileno,
tetrahidrofuranoc. acetonitralo. imopropancl , Nn—propanocl,
metanol > AQuia . Una me-cla adecuada e los di=molventess
mencionados puede proporcionar fases moviles de cualguier

polaridacd .
Fase &Ovil pars cromatografia de partacion.

La clasica cromatograftia e pPartacaidan liquado—liquado aAamplaca

-1 repar-to =% -3 lowms componeEntes (-2 3 1 mexcla entrae e fase
sstacionaria liquada ¥ una fTase moOwvil tambien liquada. La fase
estacionaria liguida, como 1 polarietilenglrcaoal o Dien
oxicdipropionitrala (ODPN) , e encuentra recubriendo las

particulas de wun Soporte sSSGlaido.

Lom liquido=s empleacos como fTase moOwil deben - e casi
totalmente 1mnmimcibles con el de la fase estacionaria Yy cada
uno de ellos debe estar saturado com respecto <t otro.

Normalmente se utlilaa como fase MmoOvil un licuido Mmoo polar como

Ahexano y una faSe estaciOnaria como el ODPN.

Este tipo de cromatogratia presemnta AaNnconvenaientes v requiere

bastanmnte tiempo - La Dresencia de la fase estacionaraia en el
eluyente puede interferar o pI Y deteccidan v Ppuedce contaminarnr
1a= fraccirones recogairdas . For lo tanto en 1a actualidad 1la

mayoria de lo= experaimentos se realaitan con fases enla-adas.




En 1 CromatogQgratia e A X T3 ANnwverwaa con fanes enlazade=s . 1

UM meTcle de agua COon UN di1BOl ven te

fase modvil mas Hhabitual -
metanol , acwtomatrilo.

mincitle b4 menos Ppalar, como el

tertranidrofuranco. E1 AaAagua - -1 im0l vern te
1l cOncentracachn del

Quies origaimna los

mayoren tiriemposm de retemcidn. Al aumenitar

Aigsolvente meno=s Ppolar daimmainuyen 1o tiempos de retenclion.

e elwccion del componente mMernos poler de la fase mMmoOvil depsnde

S drversos TacCtorews. prinmncipalmente la solubilicdada Se 1a
mruss tra, compatibiriligad fTase mMOvil-muestra—detector, vimcosidad

» efrcacia del eqQquipo utiailairado.

Ervtre los liquidon e uso Qerneral -1 adcetonartralo b las
mezclas de acetonitrilo—agua. pPresemntan ia
seraAn las fanes moviles e eleccron -r AN trumentos

menor vimCcCosiAad oy

por~ tanto

- pacos com DoOomba=s g [=F_ Y Presi1on., ~a [~ TWE e -t basa
viscosidad, el Aacetomnitrilo sLuele pProporcironar 1 mayor
wticacia.

Se- e demostrado ex<perimental mernte que cuando e wtxrlazae

AacCeTOMNITrilo e lugar e metanol Puede lograrse un Aaumento =n

1 ewfiriciencia de casi un TO%

Fanw movil para cromatograftia de exclusion.

Err 1la cromatografia de exclusi10n los componentes de 1o muestra

mer Wwmeporan de acuerdo con el Ttamano de las moleéculas.

En cromatograftia e Exclunidon, el liquado Sue -loaye debe

arrastrar la muestra saimplemsnte. =aiMn ANnteraccilionar com ella na
rellenc de I1a colummna . Icdealmente la muestra debe =er

ligeramente

con el
mu Yy wOluble -y la fase mowa 1, va que =2 =0lo e

s=oluble pueseden tener lugar otros ertfoectos ., comao adsorcaon o

reparto. que falseen l1os valores de peso molecular.
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l1iQuidos pueden usSeruse COMo Tame MOV o cromatografia
Tamer OFGAMNLICa me suele emplear

Muchos
los relleanos de
tetrahidrofuranc.

de exclusian. En
cloruroco e mert 2 le=mnmo., clarafor mo,. toluesno ¥
Mmientras Que - io= S fas.e acuosa - utiliza agua v .
oCasional men te alconoles . Emtos wiltrimos Mo pusden uSarse con
rel leno:s (=] TaAasSe OFrgQAMLC-A, Pues DOrOovocan la cOnt~—acci1idrn de las
par-ticulas del relleno.
mmer mOSwvil para cromatoQrafia de 1ntercambio 106NI1Ico.

medaio d e 1a

por
que =e

Separar
er law

1OMmrcos e sSUe )l ey
utalaizan

compuestos
i1onico,

Low=
Ccromatograftia de i1ntercambio
resinasn AnNtercambiladorans cde 1onNes COmMo fase estacionaria.
Exasten tre variadbles (S X4 la tase mo w1l Que afecta a 1a
de un =oluto AGNn1ICco en una columna de 1ntercambio
PH Yy la presencaia de moda filicadores
1ONnica

rfetencadn
laa fuesr oo

1GNi1ca. el
Amportanmnte es e e fuerza

sales tampon .

A oNnICcos
-1 controal

organicos.
efectda con

La M-

amtercambaio
tampon won
mistemas

qQue - >
muestras weparadas por
sales

los

todas las

Qe Casi1
en agua y todas las

Solubles
Cciasolventes organicos., la mavoria de
somn fundamentalmente ACUOSONE ..

Pues to
10N co son Cas
Aanmnsoclubles

utailairzados

ey
como fase mowval

DE SEPARANACION. (5 ,7,.12)

segun -l
y o1

FMIECANI SrHoS
mecanr=mos de mEeparacion
a sSeparar

a1 fTerentes
los solutos

Emn cLAaRrR exiraten
t3xpo o e AMteraccionNn e<ictente entre
lecho cromatografico. Basandose en Ia Naturaleca de la fane
entaciomnaria g e los pProcesos [=¥_J WMODIr-HC1IOM, e pueden
clasx ficar en:s
~ CROMATOGRAFIA DE FARTICION
— CROMATOGRAFIA DE ADSORCION

IGNTICO

DE INTERCAMEBIO

CROMATOGRAF I&A
DE EXCLUSIOr:

CROMATOGRAF I&A




CROMATOGRAF IA DE FPARTICION.

Llamada tambien (rometografia liquido-liquide en ia cual. sSe
rrivolucra  wnae T eter ermtac itifier i liquaida la cual recubere un
moporte wolioo PP tes . Lo moleculas ae 1a muestra e

gdimtribuyen dJda MOt ICr o« vt Afinicacdes et r e 1 an fase mOwal v
la Tanme &estacionaria llevandose a4 cabo asi la =meparacilicorn.o B tes
proceso e Dama en Liry e verrd«dera particacon eritres 1a tase moOwval

Y la fase oxstacionanria-

Se puede clasifircar de Acuserdo la polaridad relativa ce las
dOon fases, &0 Cromatogroetia en fase nNormal ¥y cromatogratiaes en

fasme 1Nnversa.

A Cromatograftia en Tame mnormal.

en e1lla -1 lecho Cntaciomnar 1o o= de= Nnaturaleza fuertemente
polar (=ilice) v la faze mevil es apolar (m-—hexano o
tetrahidrofuramo). Las MuUuestras polares qQuedan retoenidas en la
columna durante tiempos Mmayores Que los materiales menos
pPoOlares (=1 apolares - decair ., que -1 orden de mlucion S lo=
solutos Sera directamente proporcional P su POlaraicad: ctonde
o= pPrameros =r ecluyrrse SserdAn 1o mernos Ppolares v lo= mas

polares Seran 10Ss retenidos .




FIGUEA Ne. 7. En la igura se - ef do Sep ibn de
Cremategrafia o= Feoasc Em ® repe
- e wn
- paiary N = o > |

e la fase
la muentra. .

superficie polar

de la
las moléculas de

Retardo por iNnteraccaion

estacionaria con partes polares de

Fane estacionaria:z

Si02. Alo0x —NH> —CN. —-DIOL , —NO=

Fasea mowvil sz
cloroformo. cloruro e metilo,

Heptano, hexano., ciriclohexano,

dioxanc, metanol .




Umos
MO 1OM2Cas apolaresc hanta semipolares

L A - LN
Carbomaicos ) .

- A

Seoaracicory do

(hirdraocarbuar o

fame i1Nnver=ms

B) Cromatograftia en
riaturalesa apolar (hidrocarburo).
NOrmélmente

g1 lerc iy YT ar i own S
Mmientr . Geer 1. Tases moDeal ws wun ligGguido polar.
AGUId € Mt oo (wmto mas polar <ca la muestra, menor serd o
restEerer o 1O o
Mecanismo:
Retardo o PR A NS @acs N de la cadema apolar bhirdrocarbomnads de
la Tases @otaciroiadria Ccon par tes apolares doe las moléeculas de l1a
mues tro .
Fase smtacionarias
NMn-octadec: 1o fRF—28) . n—octilo (RFP—-8) ., etalo (RP~-23 . fernilo,
CCH=YNCN . (CHa)N—-DIOIL.. polimeros hidrofobos .o
Fase mbwils
Mo tanol @ acetornatralosagua o solucaidn tamDSHn (=i es nmnecesario
COoMm adircadsn De tetrafhidroturano o gilioxano) .o
Uso =
Be2gsaracr oy e LustAancaians 10 AO0OM1Cst anolares hasnta semipolares
arEdna con e —— hRidrocarburos) .
{ por

(AR cdefrr,
Dara la smoeparacaon de sustancias ionazabloes
f=1at do % fane mows 1

cartésrriomos) .,

necesar 10.
AFLes Cenem el

reguladoras .

i

eJemplo
o de

woluimires

el

medane
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fane loverna,
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CROMATOGRAFIA DE ADSORCION.

Ew cambiénr llamada cromatogratTiaea liquaido—=adlido. como fase
estacionaraia - emplean particulas con una Qran area
superficaal que adsorbe moléeculas de =m=oluto. [ ) SeEparacion =e
ba=sa ©r repetidas etapans e adsorcion ¥ dexorciron e 1a
Mmues Cra, MNormalmente e utilizamn =01i1cdos pPolares como =ilaca
gel. allimirmra © vidrio POrosc. La fTame mOvil e=s no polar. como

cloroformo, heptamo u octano.
CROMATOGRAFIA DE INTERCAMBIO IONICO.

Se usa una fase eSstacioMmaria Que pueda tNntercambiar cationes o
aniones con 1l fase Mmoo~z 1, esta fane debe tener auna cCarga
conNntraria o la de la muestra. Cuanto mayor sSea la carga de la
muestra, mas fuertemente estara atraica hacaia e superficie
ASnica b Ppor lo tanto tardara mas trempo -r ser eluidag para
controlar =1 triempo de Ssluclilon Soe ajusta el [=1 = B la polaradac
de 1a fTase mOwal o Generalmente ==on resimna=s poliméricas la=

cuales se clasrificamn &M AN1IOMICAaAS Y CatTliO0ONICas .

Cada tipo e material pPuede subdiwvidirse [ 123 ANnter-cambiadores
fuertes o débile=m. Los grupos acaidos =ul fonicos (R—SOx H™) ¥
Acidos carboxilicos (R-COOTHY) =son usados como i1ntercambiadores
catidnicas det: le=s . Lo resaicas de intercambao r1dNnrco fTuerte
comntienen CcomMo =iti0E aAactivos Qrupos cuatermari1ios de amonio
R—N* (CH3)3C1 RzNHYC1™.

Las resinas de antercambio anidnico deébrles tirenen como sitios

MCELILVOS aminas terciariaeas.
Mecanismso:z

Reterncidon por wuMnIaM 1O0Mi1ca revers=ible a Qrupos cargados e 1o

fame essmtaciomnaraia.




Fase Eastacionarias

- fTuerte - debil — Ccoao™*
- NHRo>™

INntercambrador cati1omico
debil

— fTuerte - NRx™ —

INntercambrador anionico

Fane aSwvilsz

Salucriones amortiguadoras ..

Unox

- Iones 1NnorgaAnilicos
Dases Organicas

- Ac. organicos,

Proteinas

- Ac. Nuclezcos
CROMATOGRAFIA DE EXCLUSION.

tamafSo, 1la fame
e donde la
aon

Lo moleéculas - s=eparan Oe acuerdo - -
estacionaria poseee poros de grferentes dimensiones,
fi1ltrada. Las moleéeculas peqQuesSas
moleculax de mayor

eluidas

o
mirentras
lo tamnto =son

que las

y por

retenida

-
-ry lo=s poros.,

muestra
retenaidas
tamafo permanecen

= 1a fase mowval

primero.

Mecanismoz
Retardo de moléculas pequefas al pasar a los poros, exclusion

enteérica de moléculas mayores .

{wmilicagel, milica
carbono

Fase sstacionaria:z
de

diametro Se pPoro estrecho
organicos., hidratos

con
polimeros

Materiales
Qe le= modaL ficados.

Polimericos) .




Faser oSwil:=

Eluerntes Organmnicos O acuosos, aependiendo de la solubiladad de

las moleéeculas de la prueba (Qerneralmente polimeros Organicos o
D101 OgQrcos ) Yy de las proplredade= do la fiame oETCACIOMNAT 1a.

Uso =z

Separacion de molécula= comn alto pesc molecular (generalmente

polimeras) -

Determinacion de distraibucion de pesos moleculares Y del peso

molecular Mmedidao de POoOlimeros orgdédnicons.

Separacion y determinacion del pesco molecular de biopolimeros.

VENTAIAS VY LIMITACIONES DE CLAR.

—a cromatogratia de liquicdos e alte resoluacion Puede - e
consaiderada como complementaria & la cromatograftia de gases. En
muchos CABSOS amba= TéecnNnicas pPuseden -—r W Y- ¥ % Para efectos de

la misma Separacion.

Paras agquellos materaiales que sSon termolabirles o nmno volatiles,

CLAR e la seleccidn 1ogica.

CLAR oOfrece amplias ventajljes sobLDre la tradicazomnal cromatografia

de 1liquiaidos.

- Rapiace=z

- Re=olucidn

— Sermnsaibilidad

— Colummnas reutilirables

— Ideal pPara moleculas grandes vy especies 10Nnicas
— Muestras faciles de recuperar
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. IMNITACIONES .
Instrumentacion CORTCOSA,. gificil anAlaiwmis cumlitativoa. no
- Te gdetector unis versal v mermrsible, elevado conto e
OoOperacian, experiencia ndispensabdle,

3
¥




TERMINOLOGIA EN CLAR (&7 ,12)
Tiempo de retencicn (tr)z

En a1 trempo transcurraido deade qQue la muentra we introduce en

1 columna Nasmta qQue =e obtiene o1 PUNTO maximo de la wefial o
pPrco. E1 trempo e retenclioOn 9 Characteristlico de

en esa fTase moval, columna ¥

la mustancia
temperatura.

Tome

Figura No. <. Cromatograma .
Volumern de retencidn (Vr):

Es el volumen total Qe la fase mowval
compuensto se eluya al maxaimo.

Cuando el fluco (Fc) de la fase mowval
Ssiguientes:s

requerida pPara qQue =l

TS conatante Se tiene lo

S

R 0 A 4

i




~“e
El Ve ¥ tr wme tienen Que COrreglr pera coONoOcer exactamente el
volumen o© =1 tilempo QuUEe wmae OCUPa Para la elucaidbn del compuesntos

t°R = ©tr - to
VIR = Ve — VM
Donde z €t R > ~v R o el ciriempo w -] volumen de retencion

cCorregidos, to e= el tCriempo muerto, Que eos el tCiaempo requerido
Parea eluir un CcCOomMpueEsto NO retenido en la columna ¥y VM es el
volumen oe fTase mowal Que S reQuiere para llienar 1la colummna.
volumen muerto.

Factor de capacidad (K):x

E1l fTactor de capacardad iNndica e«1 trempo qQue el compueEsto em
retenioo por ia columna vy depende de la mMactcuraleca qQuimica y
temperatura de las fTasmes liguadas que conforman al maistema,., sSe
defimne como:

to o

Normalmente se debe tener K e umn

ANntervalo cde 2 - 10
compues To con

Para
asegurar la separacion del las pomibles aAmpure-ams
del divolvente., =1 K &5 mayor de 10 =& trenen problemas con 1
TCiempo de analaisas.,

MOamero de platosn tedricos (N):z

Indica l1la eficaiencia de la columna cromatografica. Un plato e=s
equilaibrio de dastribucion de la muestra entre la fase mdOwal

Y 1l fTase estacionaraia.,

=1

N e puede definmnir matemhkticamente comos:s

N o (Er/ W)=
N = 165 (tr/wW)T




N

a
Dondex

L d comnmEtante que depende del méetodo utailizado para deter—
minar N

tr= taempo de retencaidn del s=Oluto

wW = ancho del PirCco cromatografaico extrapolanacao

los lados
del prco a la lineca bame .

N = £l NUumMero de platos tedricos y ocepende de

la lomgatud-—
de la columma ¥y Ogel

tamafio de particula.

Selectividacad (a) =z

€1 factor e selectavaicac PpProporciona amformacaln

s=obre 1a
POSiICAON relativa de dos Plrcos adyacentes »

= define como:

t" R (E)
- = Sa1 & =

1 Nno hay separecicn.
€ R ()

Remolucidnrn (Rs) 1

£l fTactor de resclucidon es una medida cuamntitatava del grado de
separacion obtenido entre dos

compuestos . Se gefine
cocaiente encre la

1a

los maxaimos

resclucidn como e distancia de

de dos picos y el valor medio del ancho ael

pPico e la base:
Rs _ L& {52 — TR [E= N
a = (WA -~ wWEe)

Si R® @3 i1gual a 1.5 sSe taiemne umna

resolucaidcn r1gcal.
una reszolacion hastca

es decar
linea oase.

La ecuaciodn general

Para la resolucion es:




as
E£rn eastas ecuaciones =e ObsBerva que la reaclucicon ea Tumnciomn de
la eficiermncia de la columna, Que depende de la selectividad »

de la capacidacd del maimstema cromatografirico.

Altura equivalente a urnNn plato tedrarco (AEFT) =
Ew la longitucd S 1a columna regquerida para obtener un
equilibrio de la muestra entre la tTame mowval M la tTame

eatacionaraia.

Se calcula como:

i
AEFPT -
N
Donde L = longatud de la columna
N = nuamero de platos tedraicos

Comficiente de dimtribicidn o reparto (K) 2

Es la relacidon de la cantidad de muestra del msmolutc en la fame

mOvil vy la fame sastacionaria. Se representa por:

[ - *
Cantidad de muestra / maililitros de fase mSwval

]

Es una propiedad fisica caracterimtica de cada muestra y del

Si1stema cromatoQratico.

Factor de w=imetria (T) =

Ew 1a medida e 1a sSimetria de PpPrco cromatograftico, v e

definmne como:

W O.O0S

2f

e e e L




g

ol S de mu ]l ture. medida

ancho de 1 Parco
pirceo medido

ancho del
e I weer € 2 Ce Fd 1
cansiderada aceptable,

deswde 1la lirmnea
linea tamngente-

el wvalor

Dornde W oD % erl
hd “n el

Yeobswde 1a Dame
Que divide «l1 pico pasando por

Pare Queé la forma del pico wea

e T rmo debhera excedsr

- 1 .4.

Figura No. 10. Parametros para cAlculo de



VAL IDALCION DE MmETODOS

LLa wvaliascion
Queda establecido,

por =1 cual
capacidad

2
aplicaciones analiticas deseadas

La valadacaion

«35)
pProcesoc

e

M todo analitico =me defaimne coOoMo =1
POr eRntudios de laboratoril1o. qQue
Dar-a 1l

g
el metoao Satisftace los reqQuils: tos

ey 1am UsStanciea QuUe S

ANCluye dOS D.ar tess
prueban we sealaran

2. Simstema.— Las
srsalire-
— Lamnearadac
— Precision
Lan prusbas Se realaran cCory placebbos cargados (== a1

2. rMAtodo.—

1l.a musmtancia gue

Limnearidaa
Exacti tud

Tolerancaa

DEFINICYONES .
LXINEARIDAD .

La lanearadad
Par-a asegurar
- obtemnidos

matemadtica bien cgefinica,

Ewmpecafrcidad

Estabilidad de
ge 1

mee analixes.

la muestra analitaica

Si1stema

Phabrladad

de un Simtema O Metodo analitico &3 =u
analitzcon,. lo= cusle= pueden
de Cransformacaomn

reacl]tados
ura

qQue 1o
grrectamente o por medio
WO Proporcionales a la concentracion

ANntervalo determinado.

ge la sustancia dentro de oun

INTERVAL O -

El

Yy lineal .

intervalo
concentraciones comprendidas
BUPpSrior e i1nfTeri10r de la sustancia
en los cuales =& ha Jdemostrado Que el

me todo analitico de termina las
los Naveles de concentracidon

entre
iveles) o

de ur
(a2ncluyenco e=tos o
ertacto

Mmetodo es preciso.




v
-

EXACTITLIOD.

e srxactatud e uN METODO analitico es
> e walor

laa CcONCOQraanciéea entre wurn
e roeferencia.s Se

e pDeeramentalmente
arnalisas dDe

recobro obtsnaago del
MHLCIOMNATO Cantilidades COMNOCIOan O

wvalor oD tenido

- Oresae como e
las qQue

Dorcirento de

mestras o e 1am e

1am wmumtarscaa-

PRECISIONN.
MOTOoOdO Analitico e el Qragdo e concordancira
R T R

i Dreci=sxiOn de wun
CriAanao e

resul tagos AMeal itilcos

reDetiamen te

A A terrenTern MmMues T r e cles

- T re
DrocETdimirento Se AaDlica
| tra POMOgOnea

ge Dewnviacidn Entandar © desd
-1 Qracso

Lotalmenze =me ecoresa en

Coe ficiente e Variacion.
1 rctaes B =

Gurses et Proffucto o
e recrogucibe

CErmiros
normaies de

wema mercticta ot

it:iTo baoso

mOToOAO ana il T o1 e

[ Drec:miIon es
repetid:lidad del

operaczory -

-} REFPETIBILIDAD . [ 1 < =Rl e S RN 42 1 e (Xl me-T oo @analiltioco
expresada CcoOoOmO la cONTordancia DT En a Ol ENrre determinNaciones
= e e Iam mionmas condicirones.

zndependaiom tes realradan
~tc. s .

triemoo .

(analista. R E=20 Rl B =N PR =2l B Rl X
1A Dr v s Y = L3y te= e me ftodo “anaiitaico

) REPRODOCIBItL IDAD .

como ia cComcoraanca - T e e terrminaciories
COMrtl €3 Oneme 11 ferrentes o

pe ML amo v o en

;e ac s
Ll A N R N ] Tien )

Andepencs e tess
€1 E fam o o

1 Terre-rm ¥ emss

(gaxstaintos Analiwmstaoas . -y
Samtamtos I1abporator 1o, wut 2l Aaniao -1 M S v o Frrtemornces
eQUIIDON. e T Ca ) .
ESFPECIFICIDAD.
e me rodo “analiticoe Cren 7 o obterrexr [ ]
ANnteres -~ [a X ~3 -

Pabi Iidacs <t

UMmlicamemte & i mUSTatncla de

E= 1a
respuestas

Otros CompDor esr tess

St ida o
der T la muesntera.




TOLERANCIA ..

[ ) toOlemranmnclaea de Lary me todo analitico - -1 grado oe

reproducibirlidad de 10om resul tados sanaliticos Obrenidos por =1
muesStra. Dbajo modifrcacrones de laas
dixfercontes

S 1 misama
como

mnormales

tales

mrvda 1 2w
operacidn.,.
Qe

e
Si1wmtemas

colummnan.
ertc . ).

concirciones
CxtacioMNarie.,

lotes e reactivos.

temperaturas .
tTane

TipoOs doeo empegue . (wmopor te,

elucion,
condiciones ambientales .

ESTABIL IDAD DE LA FMUESTRA ANALITICA.
cuantificacion.

limta Dara -y
concentracion de la

tiempo

mues tra.,
fimaicoquimaica
de Mamn tener se

propiredad e ART o P* )

1ntegridaoc
despues

E= la
>

de conSservar
de 1Nnteres,

-
Ddurante un

BUStancia
determinando Dajl)o CcoMNdiclione=s esdDecificas.

DETERMINALCIDNES -

LINEARIDAD DEL. SISTEMA.
uNna Curva oe Ccalaibraciromn ©=r tre 1e
obtenida.

une

construyenco
Sumtancra
comcentraciones.

respuesta
partienco de
traplircaeaco de

Se determaina
concentracion de la > 1a
utila-canmndo < o 5 dxfTerentesn
Patron . Los analisis se Pacen
la

miwsma =wolucicon por
muestras anNndependiesntes rncluyendo concentracidn
wmeleccrionada como 100 .
cOMcentracion Jde la muestra en e
proporciona respuesta

cuantifrcacaon.

al 100% como la

analzzar
metodo de

Se consaidera
urna

faimnal -

solucadn qQue
adecuada depencdirendo del

CRITERIO DE ACEPTACIOMN:

Metodos microbiolbgicos rT > 0.96




5=

(ovaluadas coeaco repetibilidad).

PRECISION DEL SISTEMMA
Se deteraiina el MBS larsde por- seextuplicado e rva mimmae
MOlUuCion de la Sustamncia de referoencia correspondiente «l 100%,
extablecaido en la linearazdec del suistema.
CRITERIO DE ACEPTACION.
cC.v. < 1.5 =
Me todos microbioldgicos C.v. T %
ESPECIFICIDAD-.
Especificidad para Meéetodo de Comntrol de Calidad.
Con el método propuesto:s
pProducto.
(=), ¥ -3

AMnalizar placebosn del
activo

P o
2. ITgentrfricar las respuss tas de=1 (lo=w)
procede, de Jos excaipicentes /o de otras sustanclias presentem.

CRITERIO DE ACEPTACION_
cuantificar

capaz de

-
iNnterferencia de otras

Que &1 método desarroallado

Comnmfirmar
las Sustancias de aNMnteréss S%1mn que existas

sustancias presentes .
ESPECIFICIDAD PARA METODOS INDICADORES DE ESTABIL IDAD.

pProguctos de ddegradaciorn.
la sustancia

posaibles
de entos ¥

Tafadido"
metodo propuesto.

En caso de comntar con 10w
Preparar muestras de placebo

de interes vy analiarles comn el




54
=B Moccesmaraio

Si Nno =e cuenta con

lo=m producto=s de degradacaidn,
degradar la muestra bajo diferentes condiciones. tLa degradacidn
debe ser tal qque la concentracion de

1a wUuBtTAaAnCcClIaAa «on
- te dimmirnuida de

mer posibloc por lo
1la orxgamnal.

estudio

menos [ 1al urn 297 con
respecto a

Se sugaieren lo=s =aiguientes mMetodos para degradar

l1a sustancia;
Que realaice 1

H
la persona estudio deberd escoger aguel que, dey
acuerdo a l1las propredados fisicoquimican del compuento, sea e}
man adscuados:

2. Colocar 1a sustancia de

iNnteres , 1l
lote del producto ., -

Placebpo ¥y muestras del
un horno - TO=C - 120=C o
fusidon de
un apropiado nuamero de dSlas

- 20=C por

interds duranto

debaso del PUNto de la su=stancaia Jde

(X & 4 semana<s) .

2. Exponer la sustanciasa de interes, el rlacebn ¥ muestras del
lote del producto a lta lux ULV. o a la luz fluorescente.

. Hacer soluciones de la muestra de

ANnterées, ajumstar &) pH a L
- 2 wy/0 a 10 ~ 12 y wmometerla=ms a reflulo pPpPor Mmaximo de 8 horas.

a4 . Las muestras puesden degradarse

por oxidacidn, (con
gde hnidrogeno)

perbxido
colocando a reflulo alguinas HoOras.

Sa Analirar las mMmuestras con 1 mMetodo pPropuesTo.
& - Para analisis

Ppor CLAR cuantificar a
oncda, a la

lomgitud cde onda a
M de dicha longa tud.

tres longirtudes de

la cual s lee el metodo ¥ a =+ 25

CRITERIO DE ACEPTACION..

Verificar que

los productos=s de gegracacaion ry/o BUTGTCAMNCIAS
relacionada= no iNnter fieren ceon la cuantificacidon Se Ta
sUustancia ode interés,

utilacsando el méetodo gdesmsarrol lado.



de 4 o 5
{(placebos

LINMEARIDAD DEL. METODO.
placebos @adicrionados

Ser determina - oartar de

diferentes cCantidades e 1 erincirpio active.,

cargados) , cada uno den Mmanesras iNndependiente Nacirendo los

analimis Por Triplicado. Law Cconcentraciones oJde los placebo=

CcCargados Jdeben ser laas aAadecuadas para Que utililacando el metodo

propuesto. las CcConNncentracioNnes S las soluciones fTrnales L
- x ey dentro e ) aNntervalo e la linearaidacd el

la correspondiente &l PR Lt A

@analaizar,
srawtema, iNncluyvendo oiemnpre

CRITERIO DE ACEPTACION-

1. Cantidad adiciomnada contra cantidad recuberada
e L 0.98

2. .Porciento recupesrado: FPromedio 98 %Z — 102
de todo el TtNntervalo deber

Los C.V. & Cada nivel y el global
s tar e acuerdo - l1a tabla Que - e PpPresemnta Ll Exact tud -l
100%.
EXACTITUD AL 100%
la cantidad de

lo menmnos & placebow cargados con
1O0x - 1a lrnearidac de1
mimmas de

como
r las

Se analizan por
primcipio eactawvo
metooso , haciendo
operacion y por el

comnsarderada
conNndlrcaiones

anadlisas

lo=
miwmo analiwta.

CRITERIO DE ACEPTACION.

recuperado depera cumplir comn 10% sSiguientes

El C.V. ¥y e1 =%

cr2terzon:




rET ODOS PROMEDIO DE RECOBRD C.Vv.
CromatoQrdficos 8 ~ 1022 “ = 2
8 — 10 % < 27
£ = =%

Fitrimetricow
7 —~ 103=

Quimicom »y Espectro-—
fotometricos ..
rMicrobiologircos

S

PSS — 105

se acepta un Ancremento de

z X %

sSemindl rdos

NOTA: Paras |suspensiaon ¥
1% en el antervalo para recobros y uam C.oV.

REPRODUCTIBIL IDAD DEL rMETODO.
homogerne.a el Producto finmnail
tedraica, analxzzada poOr dos

triplaicado.

muesestra

Se determaina e ana
100%L de la concentracion

cCercana al
amralistas, en dos corriadas diferentes Yy por

CRITERIO DE ACEPTACION.
los si1Guientens Criteriaos:s

Total debe cumplaie con

El C.Vv.

"METODO:

Cromatograftico L 2 %

Quimaicas y Espectrofotometricos <L I %
=L D 7

Microbiologrcos

ESTABILIDAD DE LA MUESTRA ANAL ITICA.
comparacion de
com

lo=s resultados de los
los obtenidos de la=s

mediante la
wun tiempo determinado

Se determina
arndlimis iNnaicarales de T muestras.,
MmMimman muestras despues de permanecer por

on dafererentes condiciones.



-4

(esoemplo:z

luz .

COMNd L C2oness.
e 1 e
arnalista.

g2 ferentoes

o
protegidaon

mues tras
retfrigeracion.,
precatanlecido

finmicogquimican
mimman

cada

- esary 1aen

e?

Se almac

poe
de 1~
condircione,

TComMperr o Ly o ambilrente |
tiempo
SUBtANCI - .

OLir ovri tois (XYY

etc. ).

depoendicndo Ces las propilicdades
(ST R =) 1o

Tarrmpo. La

pPreparado
e ma

amnaliawis
rescaem
ertectundgn Por

Se roeal 2 oen 1o

Ll xToandter  wny s Bt D r e
dertarrmina 1 GN dertier <esr "MmMOoO analista.
i rcamercy y co e 1= T O muess troan pAra Caadda TOMO 1S AOn 7

€3
(S R3S efeecto (I).

Determiticr
obteneor La magn: tudd

CRITERIO DE ACEPTACION.
diferencra de la=

La muesntroa « estanle =1 el I.Cc- Dars 1a
medias del amalasais arnrcial » final aincGluve €1 valor de cero.
Yy /o la magnitud del e foecto Mo debo orcoder lo= siguientes
POrcentases. o o1 valor Ser I cumpl e con las siguiEntes
Ccrirteriomns
FORCENTAJE vAaLOR T

Cromatografaicos - = = 8 - 102 %
Tatrimetricos > 2% 8 - 1022 2
Quimico y Emspectrofoto- > = = @7 - 10T %
metr:co=.

> S5 = 5~ 105 =%

Microbroldgacos
Ei factor I se determina de la siguiente maneras
{ama&lina=s musstra 7 condicidn 7/ tiempo)

e e e =X 100

anhdlisnis a1nicial




TOLERANCIA DEL FMETODO.

Se dJdetermaina del andlamim por duplicado de 1a misma muestra
utilarada para 1a reproducabirlicaa cambiando algunna

homogenea
- valido -l metodo ,

e lam condiciriones bajo lan Cunles

(temperatura, reactivos, solventes, fase maSwil , columna=n, etc.)

CRITERIO DE ACEPTACION.

modificaciones probades. -3 los

e meétodo es tolerante a 1=
obtenidos -r 1la

resul tadow de Gentan [aZ=] aitfreren de low
reprocucibilidad -r los miiemo=s porcentajes do 1a tabla
utilizada para determanar la estabilidad de 1a muestra.
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PARTE EXPERIMENTAL

VAL IDAMCION DEL rMETODO AMALITICO-
EQUYIFPOS E INSTRUWENTOS, MATERIAL Y REACTIVOS.
EMITIPOS E INSTRUMENTOS:

BAalanzae amnalfitica Mettler AJL vy

Bafo de ultramonido Fischer Scaeerntaifrco
Bomba Waters H00O FF
1 macroasm 4 mm

femnilo
S mm X 200 mm

— Columna
Columna microBondapax
long: tud co

Caem 5 micras.
onNda variable Waters 4843
registrador wWaters 4% E
FModeio Fa1T

— Detector de
Integrador »
eutomatico WISFE

- Inyector
Waters Uk

Inyector manual

Saismtemnma controlador Waters &OO0 €

PMATERIAL =

— Equipc de farltraciorn Mallapore
e fTarltracrion Millipore tipo GVWP de O0.22 )

— MMembrana

Microjseringa Hamilton doe 25 a1

REACT IVOS =

i
{

Agua de=tilada
HELC

- Metanol
Metanol RA
~ Sumstancia patron de referencia de clitrato de tamoxiteno
FMateria praima de citrato de tamoxiafeno
Acido acetico glacial KA

iI—octansul fomato de =modaic RA

! Acetonitrilo HPLC
‘ Tetrahidrofturano HFLC
Hidr&xi1do de amonio RA




SO

La wvalidacion dol me todo analitico pare lea Cdoeterminaciron de
tamoxal fTeno -r tapbletas F=T-1 o cromatograftia der ligquido= der alta
resolucion. ANncluyre wuna evaluacion der low sAQUlIentes
pParametros:
- LINEARIDAD DEL SISTEMA
— PRECISION DEL SISTEMA
- LINEARIDAD DEL METODO
— EXACTITUD DEL METODO AL 100X
— ESPECIFICIDAD DEL METODO
— REFPRODUCIEILIDAD DEL ™METODO
— ESTARILIDAD DE LA MUESTRA ANALITICA
— TOLERANTIA
Ex metodo analitaco propussto, emiticdo por 1= Jetatuaras A
Control de Calidad del IMSS wme descraibe a continuacion:
PREFPARASCION DE LA SOLUCION PATRON DE REFEREMNMCIA.

100 mog de cirtrato e

matrazx
con wuna

de
- [S1g]

alrededor
referencia, transferir
lleevar - volumen

Precamion
diwmolver ¥
S volumenes de agua ¥y 3

tamoxi: feno Péatron e

volumétrico e 100 m1l,
mercla de 12 voldmenesn de acetonatriailo,

FPesac con

meclar.

citrato dJde

volumenes de tetrahicdrofurano,
de=

Esta solucion contiene i mg /a1l aproximadamen te

tamox i feno.

PREFPARACION DE LA SOLUCION DE LA FMUESTRA FROBLEMAO .
promecio,

=su  peso
cantidadc

wmna
tamaxifeno.

tabletas b4 calcular
fimno ¥ Pesar Precisidon
- 1O0O mg e cxrtrato gde
volumeéetrico de 100 ml, agregar 50 ml de
acetomnaitrilo >S5 volumenes S

someter a la accidn del

menos de 1O
hasta polvo con

equivalente

Pesar no
trituarac
del POl vo
transferir a un matraz
wurnra mezcla de 12 volumenes de
agua »y I volumenes de tetrablidrofurano,



&3
vitrasonaido i an e S mMmAinutos . 1levar - wOolumen con 1a
mer=cla. f1lTtrar eon papel

maswma
faltro

whactman NoOo.o i O eqQuivalente
desechar lo= Orimeros mililatros del filtrado-
Eata smolucadcnm cOoOMTtie e 1 mg Al mMProximadamente des
tamoxi feno .o

CcCrtrato Ser

CONDICIONES CROMATOGRAF ICAS.

FASE MOVIL . Acetonsrtralo: aguas tetranidrofurano: NidroSxido de
amonro (OO0 10253 7%: ). faltrada ¥y desgasifircada.
DETECTOR . Ultravaioclotas a /& nm.

COLILINA . Columna microBRondapal Cre S maicras. S

mam X 200 mm
FLuU30. 1.

VELOCIDAD DE CARTA. <

o D CmsSmary o

VOLUMEN DE INYECCION. 10 )

ATENUNC IO -

H



=4
La validacion me 1Ni1c1o evalusndo la especificidad del método.

Para determinar 1 uapecy ?icddad del método s wometierron a
AEQradaci1oOn Mueratran e mater 1. pPrima,

Placebo y formulacion en
lan =aiguiente = condicirionNons:

— Solucion 1N de Acido clorhigrico, en reflujo 15 main,

— Solucion 1N de hidro>xido de =odio, en refluio 15 man.

— Solucion al 2204 de perdoxido dcde hidrogeno, en reflujo S main.

- tux wmolar. T meses
— YTemperatura de BOPC. 2 memes

- Lur wltravioleta, > me=mews

Se Prepararon muestras, v - analizaron mediante el me todo
Propuesto para cuantificar el PrIncipio activo; sSin embargo se

determind que emte no cumple con dicho parametro, ya que se
1nmterferencia par parte de 108 productos de
gegradacidmn v ecxcipientes degradados; raxdn por

adecuado para ser utilaizado en

preasenta una clara

la cual no es

la cuantificacidn de tamoxiteno,
como método indicativo de estabarladad.
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Edte motodo e uustituvo por el descrito on la U.S.P. XXITI, que

ne MENCLONa & CONtinuacion:

PREPARACIDON DE LA SOLUCION DEL ESTANDAR DE REFERENCIA.

P&aar comn oaactat

d alroededar de 5 Mg de citrato de tamoxiteno

LUBLANCIa JO refercnila, tracaaferirlos a un matrar volumetrico
de 23 ml, adicianar 1% ml doe metanol ¥y gomoterlo al ultrasonido
durante T mang llmvar & volumen don metanol v mezclar, Tomar
wina allicuota do & ml de estia =0luciOn y Lranferirla o un matrar
volumétrico doe 2% ml, llevar a volumen con metanol y mesclar.,

Concentracitn: TOO ng/ml de citrato de tamo:iteno.

PREPARACION DE LA SOLUCIDN DL LA MUESTRA PROBLEMA.

FPesar No menosys de 0 tabletazs., determinar su pPeso promedico y
pulverizarlas; pesar una muestra de polvo equivalente & 20 mg
der Ciltrato e tamo:ifeno, transferairla a un matraz volumetrico
de 100 ml. adicionar &0 ml de metanol, y wometer al ultrasonido
durante 5 min, lIlevar & volumen con metanel., mezclar ¥y filtrar.

Concentracian: TOO gig/ml de citrato de tamoxiteno.

CONDICIONES CROMATOGRAFICAS.

FASE MOVIL : Mesr 3ol AQuaz: octansul fonato de sodio: acido

acetico, (6BO:ITOz1.08:12) .

COLUMNA: Columna femnilo 10 micras 4 mm x 3O mm

VOLUMEN DE INYECCION: 295 11

FLUJO: 1.% ml/man

ATENUACTION: S12

LONGITUD: DE ONDA: 2204 nm

VELOCIDAD DE CARTF:

cm/main
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La validacidn de este méetodo se llevs a cabo evaluando los

parametros mencionados anteriormentse.

ESPECIFICIDAD.

Para determinar la especificidad del método se sometieron a

degradacidon muastras de materia prima, placebo y formulacion en

las miguientes condiciones:

-~ Solucidén 1IN de acido clorhidrico, en reflujo 1S min.

~ Solucion 1IN de hidroxido de sodioc, en reflujyo 15 min.

—~ Solucion al 20% de perdxido de hidrégeno,. en reflujo 5 min.
- Luz sclar, I meses.

- Temperatura de BOPC, 2 meses.

= Luz ultravioleta, 3 meses.

Las muestras degradadas - analizan utilizando el meétodoa
propuesto para cuantificar 1 principio activo, a 2 longitudes
de onda, - la longitud de onda de 254 nm y a 274 nm para
evaluar la capacidad del método de cuantificar a la molécula de
intereés exclusivamente sin que exista interferencia por parte

de los productos de degradacidn y wxciplentes.
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LINEARIDAD DEL SISTEMA.
de citrato de

preparando una solucidén patron

Se realazo
de la cual =se tomaron alicuctas para

tamoxifeeno en metanol,
de 80, 120, 160, 200y 230 ug/ml  que

obtener moluclones
ciento de la

correspanden al 40, 60, 80, 100 y 120 por

concentracidn elegida como 100% (200 ugs/ml).

traiplicado. Se analizaron las

Cada solucidn se prepard por
se determino la

utilaizando el méetodo propuesto b4

muestras
wistema graficando concentracitdn de las muestras

linearidac del
contra Area.

PRECISION DEL. SISTEMA (Evaluadae como repetibilidad).

la rospusata obtenada de & muestras preparacdas

Se determind de
sustancia de referencia

a partar dee la soclucion con la
correspondiente al 100%, ocstablecidao en la linearidad del

sistema.

LINEARIDAD DEL. HMETODO.

método propuesto placebos

Se determind analirando mediante el
&0, 80, 100, 120 %),

adicionados &a 35 diferentes niveles (40,
triplicedo utili~ando las siguientes

independientemente ¥y por
240 jg/ml.

concentraciones: 80, 120, 140, 200,

EXACTITUD DEL HMETODO.

Se determind del pOorciento recuperado, analizando rar
sextuplicado Placehos adicionados independientemente con

cantigades correspondientes al 100%,

REPRODUCIBILIDAD DEL METODO.- Lote No. 951117

Se l1leve a cabo por 2 analiastas en 2 dias diferentes,

analirzando por triplicado una misma muestra homogenea de

producto terminacdo de tamo:iteno tabletas.
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ESTABILIDAD DE LA HMUESTRA ANALITICA.

Se determind® realizando el anAlisim 1nicial de I muestras,
1i as para inyectar, qQue posteriormente se analizaron a las 24

horan d puen de haberse sometido a las siguientes condiciones:

~ Temperatura ambiente com luz natural
~ Temperatura ambiente y obwcuridad

-~ Reefrigeracion

TOLERANCIA.

Se realisd comparando los resul tados iniciales de 2 muestras
con los obtenidos, despues de variar la proporcion de los

componentes de la fase movil.

NP
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RESWULTADOS.

LIMEARIDAD DEL SISTEMA.- (Los resultados s=
graftica No. 1)

TABLA No. 1

presentan

71

CONCENTRACION RESPUESTA OBTENIDA FACTOR
DE CITRATO AREA/CONC.
DE TAMOXIFENO (AREA DE TAMOXIFENO) (pQ/ml)
(pQ7/ml)

ao 6206317 78578.%96

[=1e] &£248066 78110.82

8o 6360535 79306.69
120 PBBA061 79617.17
120 PLETT7PES 80649.70
120 9444805 78706.71
160 12760079 79750.49
160 12320781 78234 .88
160 125X3180 78344.87
200 13933167 79663.832
200 13966927 79834 .63
200 15798029 78994.143
240 19353439 80647 .66
240 19156240 79817.67
240 1896133568 79003. 66

OEBRTENIDO CRITERIO DE
ACEPTACION

% CV GLOBAL 1.02 < 1.50

- 0.9993 > 0.98




T CON WIlduMD

20

i

LINEARIDAD DEL SISTEMA
CITRATO DE TAMOXIFENO

AFER MILLOY ]

o P2 0663

kel L. ) ! s o
0 & Ly L&Y &0 260

pgjml

VELIDATN DEL METQDD



PRECISION DEL SISTEMA.

CONCENTRACION: 200 uqg/ml

TABLA No. 2

AREA DE CITRATO DE
TAMOX I FENO

FACTOR
AREA 7/ CONCENTRACION

1393I31&7
18966927
137968829
16088497
16019879
15708211

Z CV = 0O.88

Criterao de Aceptacion:

79665.83
79834.63
789%94.14
80437 .48
8009%.39
768241.0%

% Cv £ 1.50

73
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LINEARIDAD DEL METODO: (Los resultados wme presentan on la
grafica No. 2)

TABLA No. 3

NIVEL CONCENTRALION CANT . CANT . FOR CI1ENTO COEFICIENTE
% FINAL ADIC. RECUP . DE RECOBRO DE VARIACION
(ug/ml) (mg) (mg) POR NIVEL %
40 80.40 8.04 7.9 %8
a0 80.40 8.04 7.96 99 .58
40 81.10 8.11 8.02 Q9
60 120,00 12.00 11.98 100
&0 120, 00 12.00 11.81 <8 1.01
&0 120,00 12.00 11.8> P9
80 1860.20 16.02 16.14 101
8o 160.80 16.08 16.13 100 o.s8
ao 160.20 16,07 16.00 100 )
100 200.40 20.04 20.04 100
100 200.40 20.04 2.1l 100 o.00
100 200.40 20.048 20,10 100
120 24840.60 24 .06 24 .08 100
120 240.60 24 .06 24.43 102 1.52

120 23I9.90 23.99 2o.72 99



PENDIENTE (m)
INTERCEPTO (b)

COEFICIENTE DE
DETERMINACION r=

PORCIENTO DE
RECOEBRO FROMEDIO

% CV GLOBAL

OBTENIDO

1.0111

-0.1981

0.9994

CRITERIO DE
ACEPTACION

z 0.98

PB4 — 102%

£ 2.00%



T "onN yDIguNe

LINEARIDAD DEL METODO
TAMOXIFENO TABLETAS

30CANTlDI\D RECUPERADA mg

.c"//
/'/.‘/
koo o ,' m = 10144
7 b 088
O T (s
//
&t S
0 _, 3 ! 1
0 b 10 16 20 26
CANTIDAD ADICIONADA mg

VALIDACION DEL METODO
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EXACTITUD DEL METODO AL 100X

TABLA No. 4

CONCENTRACION CANT1IDAD CANTIDAD POR CIENTO
FINAL ADICIONADA RECUPERADA DE RECOBRO
(Q/ml) {mg) (mg)
W00 .40 20.048 20.35 102
200.40 R20.04 19.97 100
200.40 20.04 20.04 100
200.40 20.04 20.0Z 100
200.40 20.04 20.28 101
200.40 20.04 20.1%9 101
OBYENIDO CRITERIO DE
ACEPTACION
Porciento de recobro 101 8% — 102%

promedio.

“ c.v. o.81 L 2.00%
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REPRODUCIBILIDAD DE1L METODO.

TABLA No. S

ANALISTA
1 2
D 9 100
1 100 101
8 100
I
*8 98
2 97 102
A °8 102
OBTENIDO CRITERIO DE
ACEPTACION

% C.v. 1.68 £ 2.00%
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ESTABILIDAD DE LA MUESTRA ANALITICA.

TABLA Na. &

TEMPERATURA TEMPERATURA

AMBIENTE Y REFRIGERACION

AMBIENTE
MUESTRA % INICIAL con Luz OBSCURIDAD
NATURAL
248 H. 28 H. 24 H.
R1 5% 108 101 100
R2 100 107 102 101
RS °8 102 100 %9
PROMEDIO 99 104 101 100
I 1 (%) - 104 102 100
I 2 (%) - 108 102 101
I3 (%) - 1048 102 101
T % - 103 102 101

CRITERIO DE ACEPTACIONz

La media del factor ! (I) para cada condicion debe encontrarse

entre 9872 - 102%.

W DI
sgﬁ BE LA HBLGTECH

H
§
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RESULTADO:
temperatura
24 h -

(1) Para la condicicon do

- 24 H Y refrigeracion -
La media del] factor I (I)
24 h no =#e

La media del factar I
ambiente ¥y obscuraidad

entre 8% — 102% para la

encuentra

condicion der temperatura
8% -~ 10T% por lo tanto

ambiente con luz a
sncuentra entre la =solucidn de la
muestra No es eatable bajo esta condicion.

ESPECIFIDAD DEL METODG.

Criterios

lLos excipientes de la fédrmula no deben interferar on la

cuantificacidan del principio activo.

Resul tadosz
Anterfieren en la cuantafaicacaon del

Low excipirentes no
&)

principio activo (ver Cromatograma NoO.

las siguiesntes tablas se reportan los porcentajes de recobro

En
con acaido

de materia praima y formulacion degradadas a reflujo
bhidroxido de sodgio 1IN, perdxido de hidrogeno al

clorhidraico 1N,
la lux ultravioleta. 1luzr solar y BO°C. Se

20%, sometidos a
analiraron a 254nm y 279 nm.

t




TABLA Na. 7

CONDICIONES DE TIEMPO DE PORCENTAJES OBRTENIDOS
LA MUESTRA EXPOSICION 254 nm 274 nm
HCL IN 13 MIN. 1 20
REFLUJO
NaOH IN 13 MIN. 89 {0
REFLUJO
H205 20% S5 MIN. 92 ?4
REFLUJO
LUZ SOLAR 3 MESES 97 5
socc 2 MESES ?3 6
LUZ ULTRA 3 MESES 94 93

VIOLETA.




TABLA No. B

CONDICIONES TIEMFO DE PORCENTAJES OBTENIDOS
DE LA EXPOSICION 254 nm =74
MUESTRA
HCL IN 15 MIN as ea
REFLUJO
F
-]
R NaDH 1IN 1S MIN 91 91
" REFLUJO
u -
C Hz0n 20% 5 MIN [0 oz .
A REFLUJO
c i
1 LUZ SOLAR T MESES 103 100 i
o 1
N so0c 2 MESES &0 63 ‘
LUZ ULTRA- I MESES 3 9

VIOLETA.

El placebo también fue sometido a las mismas condiciones de

degradacidn y en nNiINgunN Ccaso presenta degradantes qQue puedan

interferir en la cuantificacidn del prifnciplo activo.
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TOLERANC IA.

problema ¥ dos
modificando la

- muestra

Se prepararon dgos woluciones

patron de refererncia.
la fame moOval.

soluciones se analizaron

proporcion de metanol y agua en

Pramero dismirnuyendo -n wun 107 la cantidad ae metanol -
incrementandolo de agua. Segundo aumentando en un 10%  la
cantidad de metanol ¥ disminuyéndolo de agua. tercero

urn 5% la cantaidad de metenol y dismicouyéendolo de

aumentando en
agua.

na rescolucaon de los picos,

€£n los tres casos nNo hay wna bu

wxiste 1nterferencia por parte de los excipirentes.

3
.
oo
-—

CROMTOGRANA No. 9. ESTARDAR DE CITRATO DE TANCXIFEMO
FASE ROVIL METANOL : AGUA (60:40)
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CONCLUSIONES .

El método propussto es lineal -0 el iNntervalo analizado, es

reproducible ¥ exacto al 100Z.

Las muestras listas para inyectar son estables hasta 24 h en la
abscuridad a temperatura ambiente ¥y en refrigeracidn.

El método analitico puede emplearwse para anadlisis en Control ce
Calidad y para seguimiento de estabilidades, debido a que el
placebo y los productos de degradacion nNo interfiersn en la

cuantificacion del principio activo.

Al emplear esate método se debe tener cuidado de no modificar la
proporcion de los solventes en la fase mawvil ya qQue dicho
método No es tolerante a eatos cambion.

La Cromatograftia de Liquidos de Alta Resolucaidn es una técnica
qQque afrece grandes ventajas por su alta sensibilidad y L 1%
versatilidad en los anadlisin. Sin embargo el alto costo en 1a
adquisicidn ¥y mantenimiento del eqQuipo requiere de una gran
inversion.
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