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INTRODUCCION

Hoy en dia uno de los principales objetivos de la industria farmacéutica es
contar con un adecuado control de calidad para asegurar la calidad de los
productos que fabrica y que cumplan con el fin para que fieron disefiados.

Es por esto que debemos controlar todos los parametros involucrados en la
fabricacién de un medicamento, en donde una de las etapas mis importantes es
la validacién de métodos analiticos para asegurar que el método que usamos es
el adecuado para analizar el producto en sus diferentes etapas como son: analisis
de materia prima, analisis de producto terminado ¥ en el monitoreo de la
estabilidad del producto.

La etapa de validacién de métodos analiticos comprende una serie de pruebas
sistematicas para las cuales queda establecido de manera clara, objetiva ¥
documentada, que el método de estudio retine Jos requisitos para las
aplicaciones analiticas deseadas. De tal manera que el proceso de validacién de
un método en particular estd basado en principios cientificos y ha sido
optimizado para propdsitos de medicion

El objetivo del presente trabajo fué desarrollar un método analitico por
cromatografia de liquidos de alta resolucién para control de calidad e indicativo
de estabilidad para determinar clonixinato de lisina en cdpsulas, tabletas y
solucién inyectable por cromatografia de liquidos de alta resolucion. Una vez

terminado se procedié a validarlo por lo cual se determiné que el método
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analitico desarrollado es Lineal, Exacto, Preciso, Reproducible, Especifico y
Tolerante.

Para determinar Ja especificidad se sometieron muestras de materia prima,
placebo y producto terminado a diferentes condiciones de degradacién y se
analizaron de acuerdo al método analitico propuesto utilizando un detector de
arreglo de fotodiodos. El método analitico fué capaz de cuantificar €l principio

activo sin interferencia de excipientes y/o productos de degradacion.

Objetivo

El objetivo del presente trabajo es desarrollar y validar un método analitico por
cromatografia de liquidos de alta resolucion para cuantificar clonixinato de lisina
en tabletas, cépsulas y solucién inyectable, tanto para control de calidad como

para el seguimiento de la estabilidad del producto.

Plantearmiento del problema

Debido a que al clonixinato de Hsina es una molecula de reciente ingreso al
arsenal farmacéutico, no se encuentra informaciéon compendiada para el anélisis
de producto, por lo que es importante desarrollar y validar una metodologia
analitica para Ja cuantificacién de esta sustancia activa en diferentes formas

farmacedticas y asi cumplir con las buenas practicas de manufactura.
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Hipotesis

Considerando que el clonixinato de lisina es una molecula que presenta
propiedades de absorcién en la regidn ultravioleta y en base a sus
propiedades fisicoquimicas es factible su andlisis por cromatografia de
liquidos de alta resolucién en fase inversa, por lo cual podremos desarrollar
y validar la metodologia analitica, demostrando que nuestro método es

lineal, preciso, exacto y reproducible,

GENERALIDADES

Monografia del principio activo & '™'8¥?9
Nombre quimico.
2-(3-cloro-O-toluidine )piridin-3-Carboxilato de lisina

Formula empirica.

C19H2:CIN4O4

Férmula estructural.

w{l YN -GHZ —CHZ —CHZ —GH2 —CH -COON
. I

- N ~~ NHZ

. - T

o COOK gy \/
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CLONDMNATO DE LISINA
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Hipotesis

Considerando que el clonixinato de lisina es una molecula que presenta
propiedades de absorcién en la regién ultravioleta y en base a sus
propiedades fisicoquimicas es factible su andlisis por cromatografia de
liquidos de alta resolucion en fase inversa, por lo cual podremos desarrollar
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2.1.4. Aspecto
Polvo casi blanco, o crema pilido; de aspecto cristalino, olor ligero
caracteristico, muy irritante

2.1.5. Solubilidad
Soluble en agua, metanol y soluciones alcalinas diluidas, ligeramente soluble en
etanol; prcticamente insoluble en tolueno, cloroformo y acetona.

2.1.6. Identificacion

2.1.6.1. Espectrofotometria de infrarojo (LR). El espectro de absorcién LR. de la

muestra corresponde con el obtenido con la sustancia de referencia. Figura 1.
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Figura 1. Espectro de absorcién LR, de clonixinato de lisina
2.1.6.2. Espectrofotometria U.V. El espectro de absorcion U.V. de la muestra

corresponde con el obtenido con Ja solucidn de referencia. Figura 2.
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Figura 2. Espectro de absorcién UV, de clonixinato de lisina

Cromatografia de capa delgada (C.C.D). El Rf e intensidad de las manchas
problema es igual al obtenido con la sustancia de referencia,

pH de la solucidn (1:10)

Entre 7.3y 7.7

Claridad y color de la solucién

La solucién debe ser clara y menos opalescente que el control, la absorbancia a
430 nm debe ser no mayor de 0.150.

Meétodos de anslisis

Bl clonixinato de lisina al ser una molécula de reciente ingreso al arsenal
farmacéutico, no s¢ encuentra compendiado en la bibliografia oficial.
Farmacodinamia y mecanismo de accién, %

El clonixinato de lisina es un derivado sintético del acido antranilico y estd

relacionado quimicamente con el diclofenaco v los acidos flufendmico y
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mefenamico, actiia a través del mecanismo comin a todos los analgésicos
antiinflamatorios no esteroideos inhibiendo la sintesis y accion tanto de la
Prostaglandina GFz-aifs (PGF2-ai), prostaglandina amplificadora del dolor a nivel
periférico, como de la bradicinina productora de la hiperalgesia.
Farmacocinética,

El clonixinato de lisina se absorbe rapida y totalmente en el estomago,
alcanzando concentraciones séricas maximas a la hora de su administrécién.

No se deposita en la mucosa géstrica, por ello tiene un minimo {ndice
ulcerogénico. Se distribuye ampliamente en todos los tejidos. no interfiere con la
coagulacién a nivel plaguetario, por lo que no altera el tiempo de sangrado. Es
metabolizado parcialmente a nivel hepatico y se elimina por la via urinaria.
Indicaciones®

Fl clonixinato de lisina estd indicado como analgésico en padecimientos que
cursen con dolor agude o crénico, en las diferentes especialidades médicas:
Cirugia: Dolor postquirGrgico en intervenciones ginecoldgicas, ortopédicas,
urolégicas y de cirugia en general.

Traumatologia v ortopedia: Dolor por traumatismos en general, luxaciones,
esguinces, fracturas, mialgias, lumbilgias, miositis y neurilis,

Ginecologia y urologfa: Disminorrea, mastalgia, anexitis, dolor postparto y
postepisiotomia, uretritis, cistitis, prostalitis y urolitiasis.

Odontologia y proctologfa: Odontalgias, dolor por hemorroides y cirugia

proctologica.
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2.1.14,

2.2

Medicina general: Dolor reumdtico, gota, cefaleas, otalgias, sinusitis, neuritis y
neuralgias,

Oncologia: Cuadros dolorosos en pacientes con céncer.

Preparados; via de administracién y dosis.

Tabletas de 125 mg

Cépsulas de 125 mg

Solucién inyectable en ampolletas de 100 mg

Interacciones medicamentosas. ®

Debido a que el clonixinato de lisina no altera la coagulacion, no existe
interaccién con medicamentos anticoagulantes y no se requieren ajustes en las
dosis.

Cromatografia de liquidos de alta resolucién (C.L.AR). #3679

La cromatografia de liquidos es una de las ramas méis nuevas de ia quimica
analitica cuyo crecimiento ha sido muy rapido y su potencial es enorme. Se
puede definir como una téemica que permite la separaciém, aislamiento y
cuantificacién de los diferentes componentes de una mezcla. La separacion se
fundamenta en la distribucion entre dos fases, una moévil y una estacionaria,
entre las cuales cada uno de los componentes de la mezcla es retenida
selectivamente por la fase estacionaria.

La cromatografia de liquidos de alta resolucidn presenta muchas ventajas con

respecto a otros métodos entre kas que podemos numerar;
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2.2.1.1.

~  Permite la separacion, identificacién y cuantificacién de varios compuestos
ala vez.

— [Esta técnica puede separar compuestos de peso molecular entre 54 y
450,000 g/mol.

— Las cantidades a ser detectadas pueden variar de picogrames a nanogramos
(escala analitica), de microgramos a miligramos (escala semipreparativa), a
multigramos (escala preparativa).

— No es necesario que los compuestos sean volatiles o un tratamiento de
derivatizacion.

- Las muestras acuosas pueden ser corridas después de una simple filtracién.

— Compuestos con un amplio rango de polaridades pueden ser analizados en
una corrida simple.

—  Compuestos térmicamente lbiles pueden ser analizados.

Tipos de cromatografia‘®®™®

Cromatografia Liquido-Liquido

En 1941 Martin y Synge describieron una nueva técnica de separacion: la

cromatografia liquido-liquido (CLL), llamada también cromatografia de

particion, en la CLL las moléculas del soluto son distribuidas entre dos liquidos
inmiscibles de acverdo a sus solubilidades relativas, ver figura 3. Un liquido es Ja
fase movil (llamado el acarreador) y el otro liquido (fase estacionaria) es
dispersado en un soporte inerte muy fino, este tipo de cromatografia presenta

algunas ventajas:



- La fase estacionaria de las columnas puede ser facilmente separado del soporte
y éste puede ser recubierto por otra fase estacionaria muchas veces.

- Los poros de el soporic pueden ser completamente lienados con una fase
estacionaria de baja viscosidad, dando un volumen méximo de fase estacionaria
v permitiendo tamafios de muestra grandes con alta eficiencia en la columna.

- Un amplio rango de selectividad, resultante de un gran nimero de fases
estacionarias disponibles (con la precaucién de que las fases estacionaria y mévil
deben ser inmiscibles).

- Gran reproducibilidad de columnas, debido a que ¢l soporte de la columna por
si mismo no juega un papel importante en las caracteristicas de la fase
estacionaria.

Fl proceso de CLL puede ser comparado a la separacidn que se leva a cabo en

un embudo de separacion.

FASF NORMAL FASE REVERSA
FASE 3OVIL FASE MOYR
=N
POLAR

Figura 3. Mecanismo de separacion en la cromatografia liquido-liquido
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Cromatografia de fase enlazada

Este tipo de cromatografia es el mas ampliamente usado y se caracteriza por
contar con una fase estacionaria quimicamente enlazada a un soporte inerte. En
1978 se reporté que en los laboratorios dos terceras partes del total de las
técnicas por cromatografia de liquidos utilizaban la cromatografia de fase
enlazada (CFE). En contraste con la CLL, la principal ventaja de los empagues
de CFE es que estos son mas estables debido a que la fase estacionaria esta
quimicamente enlazada al soporte poroso y no puede ser removido o perdido
durante su uso, ademas que no se requiere una presaturacion de las dos fases
como en CLL.

Una desventaja de la CFE es la pobre reproducibilidad de muchos empaques
comerciales, ademss de que las fases estacionarias poliméricas oftecen una
mener eficiencia que las colurmnas para CLL.

Las fases estacionarias polares (por ejemplo silica) con fases méviles no polares
(por ejemplo hexano) son usados para separaciones de fase normal. Muestras de
moderada a fuerte polaridad normalmente son bien separadas en los empaques
polares.

La CFE de fase inversa normalmente involucra una fase estacionaria
relativamente no polar (por ejemplo octadecilsilano) en conjuncién con fases
méviles muy polares (por ejemplo metanol, agua), ver figura 4; se utiliza
ampliamente en la separacién de solutos poco polares. Los empaques de CFE

pueden ser usados para separar especies ionicas via cromatografia de par iénico.
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[Bonte R= Srupo tunclonat orgnico)

Figura 4. Representacion de la estructura polimérica en la cromatografia de fase
enlazada

Cromatografia Liquido-sélido

Este tipo de cromatografia es el mas antiguo de todos , en su forma clasica se
llamé cromatografia de columna abierta y fue desarrollada por Tsweet al
principio de siglo. Es también Hamada cromatografia de adsorcidn, como fase
estacionaria se utilizan particulas con una gran tensién superficial que adsorbe
moléculas de soluto, la separacion se base en repetidas etapas de adsorcién y
desorcion de la muestra, ver figura 5; normalmente se utilizan sélidos polares
como silica gel, alimina o vidrio poroso. la fase movil es no polar como
cloroformo, beptano u octano, este tipo de cromatografia es preferentemente
utilizado como etapa preparativa ya que permite un tamafio de muesira muy

grande y es mds barato que los otros tipos de cromatografia. Muestras que se
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disuelven muy pobremente en agua o solventes organicos miscibles con agua

son muy bien separados con esta técnica.

Figura 5. Representacién del mecanismo de separacion en la cromatografia
sélido-liquido

Cromatografia de par iénico
La gran popularidad alcanzada por la cromatografia de par ionico (CPI) se debe
principalmente a las limitaciones de la cromatografia de intercambio iénico y a la
dificultad para manejar algunas muestras por otros métodos, como som:
compuestos muy polares, con ionizacién miltiple o fuertemente basicos.
La fase estacionaria en CPI puede consistir de un empaque de los utilizados
normalmente en CFE o los utilizados en cromatografia de fase normal. La fase
moévil consiste de un buffer acuoso { mas un modificador orginico como
metanol o acetoniirilo) y un contra-ion de carga opuesta a la de la molécula de

la muestra. Ver ecuacidn 1.
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X-aq + Q+aq <« [HQ]aq ARd [XQ]("’g

Ecuacién 1. representacién del mecanismo de reaccion en la cromatografia de

par i6nico

Cromatografia de intercambio idnico.

La cromatografia de intercambio iénico (CII) fué el primero de los métodos de
cromatografia a ser usado ampliamente bajo las condiciones modernas de
cromatografia de liquidos, se realizd automatizado, los primeros datos de CIL
datan de 1960 con una rutina para analisis de aminodcidos y después se aplico
ampliamente a muestras en fluidos bioldgicos.

En la CH se utiliza una fase estacionaria que puede intercambiar cationes o
aniones con la fase movil, esta fase debe tener una carga contraria a la de la
muestra, ver ecuacion 2; cuanto mayor es la carga de la muestra, mads
fuertemente estara atraida hacia la superficie iénica y por lo tanto tardard mas
tiempo en ser eluida, para controlar el tiempo de elucién se puede modificar el
pH y la polaridad de la fase mévil. Generalmente se utilizan resinas poliméricas ,
las cuales se clasifican en aniénicas y catidnicas. Cada tipo de material puede

subdividirse en intercambiadores fuertes o débiles,



RH"+ION" & R-ION" +H'

Ecuacién 2. Representacion de la reaccidn de la cromatografia de intercambio
idnico
2.2.2 Componentes del equipo.
El mas simple equipo de Cromatografia de liquidos de Alta Resolucion (CLAR)

consta de los siguientes componentes (ver figura 6 ) o modulos:

E BNYECTOR

ANALISIS DE DATOS

Figura 6. Partes fundamentales de un cromatdgrafo de liquidos de alta resolucion
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Bomba de solventes de alta presion®

La funcién de los sistemas de bombeo es proveer fase mévil a la columna de
forma constante y reproducible, las caracteristicas mis importantes con las
cuales debe contar un sistema de bombeo de solventes para CLAR son:
Reproducibilidad

Velocidad de flujo constante

Presién media adecuada

En general los sistemas de bombeo se pueden dividir en dos grupos; de presion
constante y de flujo constante (0 de desplazamiento constante).

Bombas de presién constante, probablemente la forma mas sencilla de una
bomba de presién constante consiste en un tubo de acero inoxidable en forma de
espiral con fase movil en su interior, al cual en un extremo se le coloca una
columna y en el otro extremo se coloca una fuente de gas. Cuando el suministro
de gas se acciona, el gas desplaza a la fase movil forzdndola por el sistema.
Existen otras bombas de presién constante en donde el pistén se encuentra entre
el gas y la fase mévil. en general las bombas de presidn constante tienen las
siguientes caracteristicas.

- Camara de fase mdvil de volumen limitado.

- Para una presién constante de la bomba, la velocidad de flujo del sistema varia
con cambio en la composicién de la fase moévil en la temperatura, viscosidad,

resistencia generada por la columna (filtros obstruidos), entre otros factores.



. Generalmente son mas sencillas en su construccién por lo tanto son menos
caras v es mas facil darles servicio.

Bombas de flujo constante

Estas se pueden subdividir en 2 tipos: de cémara reducida (tipo jeringa) y con
camara de volumen infinito (tipo reciproco). La forma mas simple de una bomba
de flujo constante, consiste en un pistdn accionado por un tornillo; si el tornillo
se mueve a una velocidad constante, el desplazamiento del pistdn sera constante
v una vez que el sistema alcanza la presién de operacion, la velocidad del flujo
sera también constante.

Todos los tipos de bombas mencionadas hasta el momento dan flujos libres de
pulsaciones debido a su accién de tipo jeringa, las bombas con cdmara de
volumen infinito o reciproco estén disefiadas para trabajar con uno o varios
pistones.  Debido a que el empaque de las columnas en la actualidad son
particulas de pequefio diametro y éstas ofrecen una alta resistencia al paso de
solventes a través de ellas, se requieren bombas de alta presién, las cuales deben
trabajar a presiones de arriba de 5000 psi. Los sistemas de bombeo modernos
utilizan para su construccidn materiales resistentes al atague quimico, como son
el acero inoxidable y el teflén, los sellos generalmente son fabricados de tefion
relleno de grafito para soportar el atague quimico de todos los solventes
utilizados en cromatografia,

Debido a su funcionamiento satisfactorio las bombas mds generalmente usadas

en Ja actualidad son las reciprocantes (ver figura 7), estas bombas usan cimaras
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de volimenes pequefios (35 - 400 pl.) con pistones reciprocantes o diafragmas
flexibles para conducir el fluyjo de solvente contra la presién de la columna.
Existen diferentes tipos de bombas reciprocantes en el mercado, incluyendo

bombas con una, dos v tres cabezas, con mecanismos de conduceion especial

Sallda a la columna Cok

Vhhvula check
de salida

Pistén

Maniveia

Vahoula check
de entrada

Entrada de fase mbvil
Fase mvil

Figura 7. Mecanismo del pistén de una bomba reciprocante

para reducir la pulsacion del flujo de la fase mévil o algunos aditamentos para
mejorar la precision de liberacion.

Inyectores. ®

Uno de los factores més importantes en la obtencién de buenos resultados en
una técnica por cromatograffa de liquidos, es una adecuada introduccion de la
muestra en la columna, la mejor manera de hacerlo es realizando a inyeccion en
la forma mis compacta posible para de esa forma obtener los picos mas finos y
simétricos. Existen dos métodos principales para introducir la muestra en una
columna de CLAR; éstos son por medio de una valvula de inyeccidn o por

métodos de detencion de flujo. Los métados de detencién de flujo requieren que

el flujo de la fase movil hacia la columna sea detenido o desviado mientras Ja
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muestra es introducida en la columna, luego se reinicia el flujo y el proceso de
separacion comienza.

El método mas comin de introducir la muestra es usando una valvula de
inyeccidn; el “loop” de la muestra se saca del flujo cambiando Ia valvula a la
posicién de carga. En esta posicion el flujo de la fase mévil pasa a través de la
vélvula directamente a la columna. ahora es cuando se introduce la muestra a |
“loop” de la valvula, usando una jeringa. El “loop™ se puede llenar parcial o
totalmente , pero si se requiere precisién se recomienda llenarlo totalmente.
cuando se cambia la valvula con la muestra a la posicién de inyectar, la fase
mévil viaja a través del “loop” y lleva la muestra a la entrada de la columna. El
flujo de la columna solo se interrumpié momentdneamente por el cambio de
posicion de fa valvula.

En la actualidad la inyeccién de la muestra se puede hacer en forma automatica.
Primordialmente, los inyectores autométicos consisten de una valvula de
inyeccién automatica, un sistema de Henado de la vélvula y un control
electrénico que sirve para controlar funciones tales como: tiempos de inyeccidn,
tiempos de corrida, velocidades de ilenade, nimero de inyecciones por muestra,
volumen de inyeccion, identificacion de muestra, inicio de inyeccion para el
registro, lavado de vilvula y jeringa, asi como la operacién de programadores de
gradientes o controladores del sistema.

Existen principalmente tres métodos por medio de los cuales los inyectores

automaticos llenan la vélvula de inyeceién:
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Desplazamiento positivo

Succién

Con jeringa

Si se utiliza el método de desplazamiento positivo es necesario sellar el vial que
contiene la muestra . Cuando se lieva a cabo la carga de la muestra; una aguja
doble pasa a través del sello y el aire penetra por una de los conductos de la
aguja . este aire presuriza el vial y obliga a la muestra a salir por el segundo
conducto de la aguja hacia la valvula, Cuando la introduccion de la muestra se
hace por succidn se utiliza ya sea un sistema de vacio o una jeringa de mayor
volumen y los viales que contienen la muestra generalmente no estan seliados.

El tercer método de introduccién utiliza una jeringa normal de CLAR. La
jeringa es automatica y generalmente puede ajustarse para dar varios volimenes,
sin cambiar ya sea la jeringa o el “loop™ de la valvula (ver figura 8). Los viales
de la muestra pueden estar sellados o abiertos para este método de introduccidn.
La aguja de la jeringa entra al vial de la muestra. luego la jeringa carga la
muestra en la vilvula de inyeccién, de la misma manera como si Ja valvula se
usara en forma manual; finalmente la valvula es accionada y la muestra se
introduce en la columna.

Los sistemas de inyeccién automatica obviamente permiten una operacién sin
atencidén pero también tienen un beneficio adicional. estos inyectores eliminan
algunos de los errores que se presentan en el andlisis cuantitativo, ocasionados

por el manejo manual de los sistemas de inyeccion.
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El inyector debe resistir altas presiones, ser reproducible, tener un volumen

pequefio y sus cavidades deben ser ficilmente limpiadas por la fase mévil.

CARGANDO INYECTANDD

LOOP OF MUFSTRA LOOP DE MUESTRA

MUESTRA

COLUMHA COLUMNRA
A LA BOMBA A LA BOMBA

DESECHOS

Figura 8. Inyector mamual en las etapa de carga e inyeccidn

Columnas. &1?

La columna cromatografica es el corazdn de todo sistema cromatografico, es
aqui donde se lleva a cabo la separacién de los componentes de la muestra. La
columna se compone de un tubo, generalmente de acero inoxidable el cual estd
empacado con pequefias particulas solidas llamadas material de empaque o
resinas, dependiendo de la molecula a separar y la complejidad de fa muestra
serd el soporte a utilizar.

El material de empaque se compone de particulas de tamafio muy reducido y de
didmetro constante. En cromatografia de liquidos se dispone de gel de silice en
forma de particulas completamente porosas o de bolas de vidrio esféricas que
estén recubiertas por una capa delgada de gel de silice distribuida

irregularmente. La superficie de gel de silice de cualquier tipo estd recubierta

24



por grupos Si-OH y 8i-0-8i que pueden interaccionar con las moléculas de la
muestra. Los grupos hidroxilo son los més importantes, de los cuales, existen
dos tipos: los libres y los reactivos; estos Gltimos constituyen agentes enlazantes
muy fuertes que pueden adsorber los compuestos polares, tales como el agua,
provocando una adsorcién permanente con las particulas de la sflica. Esta
actividad suele ser responsable del ensanchamiento de los picos, asi como de la
falta de reproducibilidad de los resultados. Los hidroxilos reactivo pueden
desactivarse por adicidn de agua o de un alcohol o por medio de reacciones
quimicas.

E! relleno idealmente debe producir la méxima resolucién en el menor tiempo,
debe tener 1a maxima capacidad de muestra, ser ficilmente empacable, producir
pequeflas caidas de presién y ser barato. Las particulas son de materiales
porosos que sirven propiamente como fases estacionarias, o bien de soportes
para las mismas. Ia variedad y la naturaleza de fases estacionarias es amplia y su
utilidad estd en funcién de la separacidn a la que se pretende aplicar.

Existen en el mercado una gran variedad de empaques disponibles para realizar
todas las formas de cromatografia moderna, aunque el tipo de cromatografia y
la columna a usar va a depender del tipo de separacion que se desee realizar y de
la complejidad de la muestra a analizar.

En general las columnas para CLAR tienen una gran duracién y cabe esperar

una larga vida (til, a menos que se utilicen en condiciones intrinsecamente
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destructivas, como con eluyentes extremadamente 4cidos o bdsicos o bien con

inyecciones continuas de muestras crudas o bioldgicas sucias.

COLUMNA CROMATOGRAFICA

ENTRADA DE FASE MOVIL

]

SALIDA DE B.UERTE

m=[ |

:
:

Figura 9. Representacién de una columna empacada
2.2.2.4. Detectores &5
El detector es una de las partes mds importantes de un equipo de cromatografia
de liquidos, este equipo se utiliza para el monitoreo de la salida de Ja columna, el
equipo ideal debe cumplir con las siguientes caracteristicas:
- Alta sensibilidad
- Respuesta a todos los componentes de 1a muestra
- Amplic rango de linearidad
- No ser afectado per cambio en la temperatura, ni velocidad de flujo de la fase
movil

- Responder independientemente de la fase mdvil
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- No contribuir a ensanchamiento de banda extracolumna

- De fécil operacién y adquisicion

- Tener una respuesta que se incremente con la cantidad de soluto

- Ser no destructivo del soluto

- Proveer informacién cualitativa del pico detectado

- Tener una facil respuesta

En la actualidad no se cuenta con un detector que cumpla perfectamente con
todas las caracteristicas citadas anteriormente, aunque los detectores permiten
un amplio rango de aplicaciones. En caso de que los componentes de una
mezela presenten una gran diferencia en sus propiedades fisicas puede ser
necesario utilizar dos o mas detectores en linea para asegurar que cada
componente de interés esta siendo adecuadamente medido.

Actualmente los detectores mas usados en la industria farmacéutica son los
detectores de ultravioleta (U.V.) ya que muchos compuestos tienen uno o mas
enlaces dobles o con electrones no enlazados y no compartidos que absorben luz
ultravioleta. Las ventajas que este tipo de equipo presentan son: bajo costo, alta
sensibilidad, asi como la insensibilidad a cambios de temperatura, velocidad de
flujo y composicién de la fase movil.

Los detectores de U.V. operan bajo el principio de la ley de Lambert-Beer y
existen tanto de longitud de onda fija como de longitud de onda variable.

Los detectores de longitud de onda fija tienen generalmente como fuente de luz

una ldmpara de mercurio, zinc o cadmio y se pueden obtener longitudes de onda

27



de 254, 280 y 313 nm entre otras por medio de filtros. Este tipo de lamparas
tienen la ventaja de una fuente de hiz muy intensa y niveles de ruido muy bajos,
aun cuando las longitudes de onda no coincidan con el méximo de absorcién de
los solutos.

Los detectores mds usados actualmente son los de longitud de onda variable,
permiten la seleccién de longitud de onda de 190 a 600 nm. Estos detectores
usan como fuente de uz una lampara de deuterio,

La hiz de la lampara se enfoca en la entrada de la abertura de un
monocromador, por medio de lentes apropiados la luz incide en la rejilla, donde
se dispersa en diferentes longitudes de onda. Por la posicién de esta rejilla se
elige Ta longitud de onda que pasa a través de la celda de referencia v de muestra
por medio de un haz de luz dividido, con lo cual se forman dos haces separados
de igual intensidad, que se enfocan sobre las celdas de flujo duales por medio de
un lente de cuarzo. La ventaja de estos detectores es un amplio rango de
longitudes de onda , la capacidad de variar tales longitudes de onda sin cambiar
los filiros de la lampara y la posibilidad de operar a Jongitudes de onda inferiores
a 254 nm, aunque los niveles de ruido son mayores que en los detectores de

longitud de onda variable.
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CELDA DE REFERENCIA

ESPEJO . . {:D
) FOTOTUBOS
FUENTE Entrada
DE LUZ."] L
Q":F / ’ : ,3)
“.1| Espes0 ya
~.."{| SEPARADOR Salida
CELDA DE MUESTRA
FILTRO

Figura 10. Diagrama esquemdtico de un detector de ultravioleta

Detectores de indice de refraccidn. Este es el segundo tipo de detectores mas
ampliamente usados, este equipo monitorea las diferencias en indice de
refraccion entre fase movil de referencia pura y la que sale de la columna (ver
figura 11). este tipo de detector responde a todos los compuestos de una
mezcla, siempre y cuando estos presenten una diferencia en el indice de
refraccion con respecto a la fase mévil, Su estabilidad es buena, pero es sensible
a los cambios de temperatura y de flujo. La sefial que genera puede ser positiva
0 negativa dependiendo si el indice de refraccion de la sustancia detectada es

mayor o menor que el de la fase mévil
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Celda de detector

Muestra

i
Espejo I l

Referencia Y,
aptice Ajuste Amplificador y Registrador
B tEI0 stuministro de
energia

Figura 11. Detector de indice de refraccién

Detector de fluorescencia. El detector de fluorescencia es muy sensible y
selectivo para solutos fluorescentes debido a su capacidad de medir fa energia
emitida por ciertos solutos excitados por radiacién U.V., también se pueden
preparar derivados fluorescentes de sustancias que no lo son y ser detectadas
con este equipo, esto se puede realizar con sustancias que por sensitividad no
pueden ser detectadas con otro tipo de equipo. La principal drea de aplicacién
de este tipo de detectores es en el analisis de muestras biologicas, farmacéuticas,
alimentos, combustibles fosiles y pruebas ambientales, Existen dos disefios: los
fluorémetros que utilizan filtros para seleccionar la radiacion de excitacién y la

de emision y los espectrofluorémetros que emplean monocromadores.
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Figura 12, Detector de fluorescencia

Detector electroquimico. La mayoria de los compuestos electroreducibles o
electrooxidables pueden ser detectados en la salida de una columna a muy baja
concentracién por medio de una medicion electroquimica selectiva. Con este
equipo puede ser medida la corriente entre dos electrodos (ver figura 13), uno
polarizable ¥ otro de referencia como una funcién del voltaje aplicado. Debido a
que un voltaje constante es impuesto normalmente entre dos electrodos, los
detectores electroquimicos pueden ser muy precisos y sensibles hasta el orden

de picomoles si son bien controladas las condiciones cromatograficas.
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1 Entrada de ia ceida
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5 & } 6

Figura 13. Detector electroquimico

Detector de infrarrojo. La absorcién infrarroja puede ser usada tanto para
deteccién general como selectiva en cromatografia de liquidos. Los compuestos
organicos absorben energia a diferentes longitudes de onda del espectro
infrarrojo debido a la presencia de grupos funcionales especificos a los cuales
responde este detector. Estos detectores resultan ttiles cuardo el compuesto no
es detectado en U.V.-visible ¢ por los detectores de indice de refraceion o bien,
cuando el analista desea determinar la distribucién de grupos funcionales.

El detector infrarrojo estd limitado a fases méviles que son transparentes a la
absorcion a la longitud de onda utilizada, una particular ventaja de este detector

es que este exhibe una operacidn estable con una celda calentada a temperatura
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2.2.2.5.

elevada (por encima de 150°C), haciéndolo el detector preferido para

separaciones a alta temperatura de macromoléculas sintéticas.

Filtro de .
rueda Amplificador y
g | proveedor de
poder
Celda y
o - Fuente A
Detector

Figura 14. Detector de infrarrojo

Detector de arreglo de fotodiodos (DAF). El detector de arreglo de fotodiodos
es un espectrofotometro U.V.-visible basado en un arreglo lineal de fotodiodos,
en ¢l cual se transmite luz de una lampara de deuterio, ésta Juz pasa a través de
un lente y un obturador hacia la celda de flujo, fa luz transmitida se enfoca a una
rejilla de difraccién donde se separa en el espectro de 190 a 800 nm con una
resolucion Optica de 1.2 nm e incide en el arreglo de fotodiodos. La relacion
ente la cantidad de energfa a una longitud de onda particular que llega al
fotodiodo vy la concentracion de la muestra estd descrita por la ley de Lambert-

Beer.
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Este instrumento permite el monitoreo espectral de las sustancias que van
eluyendo de la columna, ademds de que permite calcular la pureza de los picos
obtenidos, asi como extraer cromatogramas en todo el rango de adquisicion al
cual el equipo fue seleccionado. E1 DAF consta de diferentes partes como son:

- Fuente de luz. Estad compuesta por una lampara de deuterio con un filtro de
banda de paso que reduce las lineas de emisién de deuterio, y un filtro de
segundo orden que reduce los efectos de la rejilla.

- Celda de muestra, Tiene una longitud de recorrido de 10 mm, un volumen de 5
pL v resiste una presion méxima de 1000 psi., la luz policromética pasa a través
de la celda de flujo conteniendo fase mévil ¥ muestra. Este arreglo de
componentes opticos con la celda de flujo entre la lampara v el prisma es
comunmente llamado dptica inversa.

- Obturador. Permite e} paso de Ia luz durante la adquisicién de datos, y cierra
para provocar oscuridad en la prueba de correccion de la sefial de recarga por
efecto del propio sistema, abre y cierra en un tiempo especifico.

- Rejilla de difraccion. Separa el haz de luz en longitudes de onda que van de
190 a 800 nm. La rejilla concava holografica empleada minimiza la generacion
de luz extraviada.

- Arreglo de fotodiodos. Conjunto de 3512 diodos que reciben la sefial
proveniente de la rejilla de difraccion. Cada fotodiodo produce una sefial
andloga a la cantidad de energia recibida, durante el tiempo de analisis los

canales se abren en secuencia permitiendo que las sefiales del DAF sean
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recibidas, para posterior procesamiento de datos, ¢l Gltimo canal se cierra al
final del tiempo de analisis terminando el barrido espectral.
- Circuito amplificador, La descarga de cada fotodiodo se convierte en una sefial
diferencial de potencial, a través de un amplificador. Un circuito mantiene los
datos hasta que estos son enviados a través de un convertidor anilogo-digital, a
la memoria de la computadora como una sefial digital.
- Computadora. recibe la sefial de salida por recarga de los fotodiedos y calcula
la absorbancia a cada longitud de onda de acuerdo a la siguiente ecuacion:
=« log (P/Po) = -log (Sn- Dn) / (Ru - Dn}
Donde:
P = Lugz transmitida
Po=Luz incidente
S = Sefial obtenida durante el andlisis
D = Sefial obtenida durante la prueba de recarga por efecto del sistema
R = Sefial obtenida durante la prueba con la fase movil
n = Canal o niimero de fotodiodos (1, 2,3 ... 512)
P/Po = T (transmitancia}
S - D =P (D, sefial obtenida en la oscuridad)
R - D =Po (R, luz transmitida por el disolvente)
Los datos cromatograficos y los espectros son adquiridos y guardados en la

memoria.
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Figura 15. Detector de arreglo de fotediodos

Sistema registrador de datos.

Después de que Ia sefial es enviada, esta es capturada por la computadora y
almacenada en el disco duro, estos datos pueden ser recuperados
posteriormente para su andlisis ¢ impresion y borrados cuando ya no sean
necesarios.

Fase mavil ™9

La fase mévil es uno de los componentes del sistema cromatografico mds
importantes ya que de ésta depende la separacion de los componentes de la
mezcla en conjuncion con la fase estacionaria y ligeras modificaciones en la

composicién, pH y temperatura pueden afectar notablemente ¢l comportamiento
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del sistema cromatografico, las caracteristicas que debe presentar la fase movil
som:

Disolver la muestra.

No degradar o disolver la fase estacionaria.

Tener baja viscosidad.

Ser compatible con ¢l tipo de detector utilizado.

Tener una polaridad adecuada para permitir una retencién y resolucion
conveniente de la muestra en la columna.

No tener particulas extrafias ni burbujas de aire.

La muestra debe presentar compatibilidad con la fase mévil para ser
transportada a través de la columna y evitar precipitacién y con esto dafiar al
sistema y por lo tanto perder resolucién o aumentar la presion hasta volver el
sistema inoperante.

La fase mdvil generalmente se compone de solventes de la més alta pureza, pero
se deben tener especiales cuidados como son;

¢ Filtrar todos los solventes a utilizar a través de membrana con un tamafio de
poro de 0.45 um

s Preparar las fases moviles en un intervalo de trabajo de pH compatible con
la columna ( generalmente las columnas vienen acompafiadas de informacion

técnica que nos puede ayudar a evitar dafio a las mismas).
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¢ Degasificar los solventes o fases moviles a utilizar por medio de agitacion y
vacio o bien con ultrasonido (un frasco de 4 litros de solvente requiere
aproximadamente 20 minutos de ultrasonido para ser degasificado).

s Verificar la caducidad de las fases moviles, ademas de observar el aspecto de
ellas, no se deben utilizar en caso de que presenten precipitacion u opalescercia,
pues esto puede tapar las tuberias o dafiar la columna,

Aditivos y modificadores organicos®

La composicion de la fase mévil es uno de los factores mas importantes en la
obtencién de un cromatograma adecuado, con la fase mévil se trata de
minimizar la accién de los grupos Si-OH residuales de la fase estacionaria de la
columna. Cuando se presentan—problemas—en el desarrollo de un método
analitico por CLAR y estos son debido a Ia forma de picos o a la resolucién
entre picos se recurre a los aditives o a los modificadores organicos,
generalmente se utilizan sales como son los fosfatos, acetatos, formiatos y
trifluoroacetatos, de sodio o potasio, generalmente se usan para controlar el
valor de pH y son preferidas las que dan un intervalo de contro! amplio, estas
sales pueden ser adicionadas a la fase movil en diferentes concentraciones, para
lograr afinar picos, o bien tener una separacion que con mezcla de solventes es
casi imposible Jograr. Algunas veces se utilizan soluciones diluidas de 4cidos
como son el fosfdrico y acético, para forzar el equilibrio de ionizacién de una
molécula y asi lograr un pico bien definido. Los modificadores amino son

utilizados en fase mversa con e} propdsito de mejorar Ia simetria de algunos

38



2.2.5.

picos cromatogréficos. La trietilamina se utiliza en concentraciones de
aproximadamente 5 mM, el carbonato de amonio al 0.1%, las sales de
tetraalquilamonio y varios iones organicos se utilizan para el mismo efecto. Las
aminas y otros compuestos de cardcter bdsico adicionados a la fase movil, se
asocian ¢on los grupos silanoles ($i-OH) libres de la fase estacionaria,
disminuyendo la interaccion de éstos con los compuestos de la muestra.

Fuerza i6rica y pH"®

Una de las variables mas dificiles de predecir es la fuerza iénica, ya que el
comportamiento en un sistema cromatografico va a depender de diferentes
interacciones entre las especies iénicas, probablemente el factor mds impertante
a considerar es la constante de ionizacién del soluto , ya que, en el caso de un
dcido débil, al aumentar la fuerza idnica la disociacién es mayor, siendo mas
pronunciado el efecto cuando el pH de la fase mévil estd cercano al pKa del
acido débil.

Al aumentar la fuerza idnica la solubilidad de los compuestos se ve afectada por
el fenémeno de competencia de la sal por la fase acuosa, s¢ da también una
disminucién de la repulsidn electrostatica entre las moléculas jonizadas y un
aumento en la tensién superficial de la fase acuosa, asi, se esperaria que al
aumentar la fuerza idnica en fase inversa, la retencion de los compuestos seria
mayor, sin embarpo este efecto no siempre se obtiene.

El pH es un factor muy importante para establecer el equilibrio de ionizacion de

los compuestos idnicos. Por las ecuaciones que representan la disociacion de
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2.2.6,

dcidos y bases se han determinado valores de pH, estos valores han sido
referidos a soluciones acuosas, mientras que en cromatografia liquida, y en
particular en fase inversa, la mezcla de disolventes es lo mds comin, estas
mezclas de disolventes organicos con agua no proveen un valor de pH que sea
evaluado con exactitud, sin embargo se hace una aproximacion al valor deseado.
La dependencia del tiempo de retencion con el valor de pH se hace mas evidente
cuando la fase mévil es una mezcla de disolventes orgéanicos y acuo'sos, ya que
cambios en la proporcion de disolvente orgdnico influyen en el grado de
ionizacién del compuesto. Cuando el pH de la fase mo6vil es cercano al pKa de la
sustancia a analizar, los cambios en la retencién y Ia selectividad por efecto del
pH son mds drdsticos.

Como la forma ionizada es menos retenida en CLAR en fase inversa que la
forma neuira, el efecto del equilibrio de protonacidn en el proceso de retencidn
puede controlarse mejor manteniendo el pH de la fase movil en cierto valor,
utilizando selucidén reguladora, por efecto de supresion de la ionizacién del
compuesto,
Terminologia en CLAR">%%

o Tiempo muerto (To). Es el tiempo necesario para eluir una muesira no
retenida por el sistema y se determina midiendo el tiempo de retencidn de la fase

mévil misma, en su viaje a través de fa columna.
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» Tiempo de retencién (Tr). Es el tiempo que la muestra permanece dentro de
la columna, y se mide desde el momento en que la muestra se introduce en el
sistema, hasta el momento en gue se obtiene el punto maximo de la sefial o pico.
el tiempo de retencidn es caracteristico de la muestra, la columna, la fase mévil
y la temperatura. Por lo general se emplea como medida de tipo cualitativo y se
expresa en unidades de tiempo.
e Nuamero de platos tedricos (N). Un plato tedrico, es el equilibrio de
distribucién de la muestra entre la fase mévil y la fase estacionaria, y se calcula
de acuerdo a la signiente formula;

N = 16 (Tt/Wb)’
Donde Wb es el ancho de la base del pico cromatografico.
El niimero de platos tedricos es una medida de la eficiencia de la columna; asi
que cuando mayor sea el nimero de platos tedricos, mayor serd la eficiencia de
l2 columna.
s Factor de capacidad (K’). Es la medida de la capacidad para retener un
seluto en la columna y se calcula con la siguiente expresion:

K'=(Tr-To)/ To
Si K’ es bajo, los componentes son eluidos rdpido y si K’ es alto los
componentes son eluidos mds lentamente. Un valor dptimo para K es entre 2 y
5, pero se aceptan valores entre 1 y 10,
» Selectividad (&), Describe la posicién relativa de dos picos adyacentes y es

definido cono:
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2.3.

2.3.1.

2.3.1.1.

a=Xy /Ky
Donde XKy es el factor de capacidad del compuesto eluido en iltimo término, si
es igual a 1, entonces no hay separacion,
» Resolucion (R). Es una medida cuantitativa del grado de separacion
obtenide entre dos compuestos.

R= 2(Tr; * Trs) / (Wh; - Why)
Donde un valor de 1.5 o mayor representa una separacion basal de dos picos.
Validacion de métodos analiticos, © 13116, 19,20,21, 22,28
La industria farmacéutica estd especialmente interesada en la validacidén de
métodos analiticos debido al gran incremento de nuevos productos que tienen
que ver con la salud ¥ que requieren de métodos de andlisis apropiados.
Una parte integral del desarrollo de un método analitico es Ja validacién del
mismo, ¢s decir, debe probarse para determinar su efectividad. La validacion
generalmente incluye una evaluacién de la precisidn, linearidad, exactitud y
especificidad, y proporciona una medida del comportamiento del método.
La validacién del método puede definirse como el proceso por el cual queda
establecido, por estudios de laboratorio, que la capacidad del método satisface
los requisitos para las aplicaciones analiticas deseadas. La capacidad se expresa,
en este caso, en términos de pardmetros estadisticos.
5

Definicién de términos relacionados

Linearidad.
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2.3.1.2

2.3.1.3.

2.3.1.4.

Es la habilidad para asegurar que los resultados analiticos, los cuales pueden ser
obtenidos directamente o por medio de una transformacién matemdtica bien
definida, son proporcionales & la concentracién de la sustancia dentro de un
rango determinado.

Intervalo.

El intervalo de un método analitico estd defimdo por las concentraciones
comprendidas entre los niveles de concentracién superior e inferior de la
sustancia (incluyendo estos niveles), en el cual se ha demostrado que el método
es preciso, exacto y lineal.

Exactitud.

La exactitud de un método analitico es la concordancia entre un valor obtenido
experimentalmente y ei valor de referencia. Se expresa como el porciento de
recobro obtenido del anilisis de muestras a las que se les ha adicionado
cantidades conocidas de la sustancia.

Precision.

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

La precision es una medida del grado de reproducibilidad y/o repetibilidad del

método analitico bajo las condiciones normales de operacién.

43



2.3.1.5.

2.3.1.6.

2.3.1.7.

23.1.8

232,

2321,

Limite de deteccién.

Es la minima concentracién de una sustancia en una muestra la cual puede ser
detectada, pero no necesariamente cuantificada, bajo las condiciones de
operacion establecidas.

Limite de cuantificacion.

Es la menor concentracion de una sustancia en una muestra que puede ser
determinada con precisién y exactitud aceptables bajo las condiciones de
operacidn establecidas.

Especificidad.

Es la habilidad de un método analitico para obtener una respuesta debida
Ginicamente a la sustancia de interés y no a otros componentes de la muestra.
Tolerancia.

La tolerancia de un método analitico es el grado de reproducibilidad de los
resultados analiticos obtenidos por el analisis de la misma muestra baio
modificaciones de las condiciones normales de operacidn, tales como diferentes
condiciones ambientales, lotes de reactivos, celumnas, modificaciones al sistema
de elucién, tipos de empaque (soporte, fase estacionaria, fabricante, etc.).
Determinaciones y criterios

Linearidad del sistema.

Se determina construyendo una curva de calibracién de concentracidn contra
respuesta medida, utilizando cuando menos 5 niveles de concentracién con 5

diluciones preparadas a partir de una misma solucioén stock y haciendo andlisis
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23.2.2.

23.23.

por lo menos por duplicado para cada dilucién incluyendo la concentraciéon
seleccionada como 100%. El intervalo entre las concentraciones a analizar
dependeré del proposito del método.

Los parametros estadfsticos para evaluar la linearidad son ¢l coeficiente de
correlacion (r), determinacién (r°) y el coeficiente de variacién (C.V.), calculado
con el cociente de la propiedad medida entre la concentracion a partir de la
solucion patrén,

Criterio: 1 20.99  r* 20.98 CV.<1.5%

Precision del sistema

Se determina por el analisis sextuplicado de una misma solucion estdndar
correspondiente al 100% establecido en la linearidad del sistema.

Criterio: C.V.<1.5%

Iinearidad del método

Se determina a partir de placebos adicionados de cuando menos 3 diferentes
cantidades de la sustancia de interés, (placebos adicionados), cada uno de
manera independiente, haciendo los analisis por triplicado.

las concentraciones de los placebos adicionados deben ser las adecuadas para
que, utilizando el método propuesto, las concentraciones de las soluciones
finales a analizar estén dentro del intervalo de la linearidad (o sean igual a éste},
incluyendo siempre al 100%. La amplitud del estudio dependerd del uso y
aplicaciones del método analitico.

Criterio: Curva m= ] b0 > (.98
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2324,

2.3.2.5.

2.3.2.6.

Recobros 98% - 102% CV,. £2%
Los porcientos recuperados y los C.V. a cada nivel y los globales de todo el
intervalo de la linearidad deben cumplir con el criterio establecido.
Exactitud del método
Se determina a partir de placebos adicionados al 100% de la sustancia de
interés, (placebos adicionados), cada wno de manera independiente, haciendo los
andlisis por sextuplicado utilizando el método propuesto.

Criterio: Recobros 098%% - 102% CV.£2%

Reproducibilidad

Se determina de una muestra homogénea del producto cercano al 100% de la
concentracion tedrica, analizada cuando menos por dos analistas, exs dos dias
diferentes y por triplicado.

Criterio: C.V. £2% {del total de analisis)

Especificidad.

Analizar placebo, producto y materia prima con el método analftico propuesto,
en caso de contar con los productos de degradacién, preparar muestras con
placebo afiadide de éstos vy la sustancia de interés y analizar con el método
propuesto.

Si no se cuenta con los productos de degradacion, es necesario degradar la
muestra bajo diferentes condiciones, de preferencia forzadas. La degradacién

debe ser tal que la concentracion de la sustancia en estudio esté disminuida por
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lo menos en un 25% con respecto a la original. Existen diferentes métodos, pero
el método a usar dependera de la naturaleza o las propiedades fisicoquimicas del
compuesto a degradar,

Criterio: Verificar que los productos de degradacion y/o sustancias relacionadas
no interfieran con Ja cuantificacion de la sustancia de interés utilizando el
método desarrollado, ademés se debe demostrar que los picos son puros
(existen dos formas de demostrarlo, con la homogenidad espectral y ¢l dngulo
de pureza, en donde este debe ser menor al umbral de pureza) . Es valido ajustar
las condiciones de operacién (composicion de fase mévil, volumen de inyeccidn

etc.) para obtener la méxima resolucién.
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312

Desarrollo del método

Equipo

Bafio de ultrasonido Branson

Bomba Waters modelo 600E

Inyector avtomético Waters modelo 700

Detector de arreglo de fotodiodos Waters modelo 996
Computadora Dell 486

Impresora Hewlett Packard modelo 560C

Bomba de vacio Millipore

Balanza analitica Mettler modelo AM100

Membranas de filtracién tipo FHUP y HVWP de 0.45 pm de tamafio de poro
Material

Pipetas volumétricas de 1, 2, 3,4, 5y 6 mL

Pipetas graduadas de 1,2, Sy 10 mL

Matraces volumétricos de 25, 50, 100 y 1000 mL

Matraz Kitasato de 1000 mL

Reactivos

Clonixinato de lisina, sustancia de referencia o estandar de trabajo
Fosfato de potasio dibasico monohidratado, grado reactivo
Metanol, grado CLAR

Agua, grado Milli-Q
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Seleccidn de las condiciones cromatograficas

E! primer paso para el desarrollo del método analitico, fué realizar una revisién
bibliografica exhaustiva para contar con la mayor cantidad de informacién
analitica disponible con respecto al clonixinato de lisina, asi como los métodos
de andlisis disponibles en la bibliografia, encontrandonos con el problema de que
al ser €l clonixinato de lisina un principio activo de reciente ingreso al arsenal
farmacéutico y ademds estar protegido por una patente intemalcional, ésta
informacién era casi imposible de conseguir, ademas de que por las razones
citadas anteriormente no se cuenta con métodos de analisis compendiados en los
cuales nos podamos apoyar para el analisis de los productos problema, asi que
se decidié realizar el desarrollo del método analitico con la asesoria del
laboratorio propietario de la patente.

En base a que el clonixinato de lisina es una sal de un 4dcido débil y sus
propiedades fisicoquimicas como son la solubilidad, pKa y polaridad, se decidi6
desarrollar el método analitico por fase inversa.

Se probaron diferentes fases méviles, en las cuales se modificé la proporcion
acuoso-organico, tipo y concentracion de sal para dar fuerza idnica a la fase
movil y diferentes tipos de solventes orgénicos hasta obtener la mejor forma de
pico. Posteriormente se analizaron placebos y productos de las formas
farmacéuticas problema, para verificar especificidad del método analitico y asi

dar por concluido el desarrolio del método analitico.
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3.1.5.1.

3.1.5.2,

3.1.5.3.

La sustancia de referencia utilizada en el desarrollo y validacién del método
analitico fue proporcionada por el laboratorio propietario de la patente v en base
a ésta se estandarizd la materia prima.

Método analitico

El método analitico desarrollado para cuantificar clonixinato de lisina en
cépsulas, solucidn inyectable y tabletas es el siguiente:

Condiciones cromatograficas:

Fase mévil: Metano] ; Solucién 0.02 M de K,HPO, pH 6 [ 60: 40 ]

Columna: Cartucho Radialpak p-Bondapak C18 10 cmx 8 mm de d.i.

Detector: U.V. a 254 nm, 0.1 U A,

Volumen de inyeccion: 10 pL

Temperatura: ambiente

Velocidad de flujo: 2 mL/min

Preparacion de la solucién estandar

Pesar con exactitud alrededor de 25 mg de clonixinato de lising, sustancia de
referencia o estandar de trabajo, transferir a un matraz volumétrico de 100 mL,
disolver y llevar a volumen con fase mévil. Transferir una alicuota de 5mL a un
matraz voluméttico de 25 mL y levar a volumen con fase mévil. Soluciéon R.
Concentracién + 50 meg/mL.

Preparacién de Ja solucion problema de Capsulas (125 mg/capsula).

Pesar 20 capsulas y determinar el peso promedio, mezclar el polvo de las

capsulas. Pesar, por duplicado, una cantidad de polve equivalente a 62.5 mg de
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3.1.5.4.

3.1.5.5.

clonixinato de lisina y transferir a matraces volumdtricos de 25 mL. Adadir 15
ml, de fase mévil y agitar las muestras en bafio de ultrasonido por § minutos.
llevar cada solucién al volumen con fase moévil, mezclar bien y filtrar las
soluciones a través de papel Whatman No. 42. Soluciones G1 y G2.

Transferir, con pipeta volumétrica 2 mL de las soluciones G1 y G2 a matraces
volumétricos de 100 mlL. Llevar cada solucién al volumen con fase mévil y
mezclar bien. Soluciones C1 vy C2. |
Preparacién de la solucién problema de Inyectable (100 mg/2 mL).

Tomar, por duplicade y con pipeta volumétrica, una alicuota de 1 mL y
transferir a matraces volumétricos de 50 mL. Llevar cada solucién al volumen
con fase mévil y mezclar bien, Soluciones E1 y E2.

Transferir, con pipeta volumétrica 5 mL de las soluciones E1 y E2 a matraces
volumétricos de 100 mL. Llevar cada solucién al volumen con fase mdvil y
mezclar bien. Soluciones I1 e 12.

Preparacién de la solucion problema de Tabletas (125 mg/tableta).

Pesar 20 tabletas y determinar el peso promedio, pulverizar con ayuda de un
mortero y mezclar el polvo. Pesar, por duplicado, una cantidad de polvo
equivalente a 62.5 mg de clonixinato de lisina y transferir a matraces
volumétricos de 25 mL. Afadir 15 ml. de fase mévil y agitar las muestras en
bafio de ultrasonido por 5 minutos. Llevar cada sclucién al volumen con fase
mévil, mezclar bien y filtrar las soluciones a través de papel Whatman No. 42,

Soluciones Q1 y Q2.

52



3.1.5.6.

32

3.2.1

3.2.2,

Transferir, con pipeta volumétrica 2 ml. de las soluciones Q1 y Q2 a matraces
volumétricos de 100 mL. Llevar cada solucién al volumen con fase mévil y
mezclar bien, Soluciones T1 y T2.
Procedimiento
- Equilibrar el aparato a las condiciones de operacién hasta tener una linea base
estable,
- Hacer inyecciones por duplicado de las soluciones de referencia y las
soluciones problema.
- Después de concluir el analisis, lavar la bomba y la columna con 100 mL de
agua filtrada y degasificada y con 50 mL de una mezcla de agua-metanol
{40:60), filtrada y degasificada,
Validacién del método
Para la validacién del método analitico se evaluaron los siguientes pardmetros:
Linearidad del sistema
El comportamiento lineal del clonixinato de lisina se probd analizando con el
método propuesto, a partir de una solucion patrén, soluciones estindar de 30,
75, 100, 125 y 150% del nivel de analisis por duplicado. La linearidad del
sistema se determind graficando la concentracion de las soluciones contra la
respuesia obtenida (grafica No. 1}. Los resultados y criterios de aceptacion se
muestran en la tabla 1,

Precision del sistema
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3.2.3,

3.2.4.

La precision del sistema se probé haciendo 6 inyecciones de solucién estandar al
100% del nivel de analisis. Los resultados y los criterios de aceptacion se
miuestran en la tabla No. 2.

Especificidad del método

Para demostrar que el mélodo es indicativo de estabilidad se sometieron
muestras de producto, placebo y materia prima a degradar bajo las siguientes
condiciones: j

Medio acudso

Medio oxidativo

Medio acido

Medio basico

Ademss de colocarse a temperatura de 45°C para acelerar la reaccidén de
degradacion.

Los resultados mds importantes se pueden ver en la tabla No. 3 y los anexos 13
al 24.

Linearidad del método

La linearidad del método se probd analizando placebos de clonixinato de lisina
solucién inyectable, capsulas y tabletas (productos sin clonixinato de lisina), a
fos que se les adiciono clonixinato de lisina en un 75, 100 y 125% del nivel de
analisis. Los resultados obtenidos y los criterios de aceptacion se muestran en

lastablas 4, 5y 6 y las praficas 2, 3 y 4.
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325,

3.2.6.

320,

Exactitud del método

Esta determinacion se realizé mediante el andlisis por sextuplicado de placebos
de clonixinato de lisina inyectable, capsulas y tabletas (producto sin clonixinato
de lisina) 2 los que se les adiciond clonixinato de lisina ail 100% del nivel de
analisis. Los resultados y los criterios de aceptacion se muestran en las tablas 7,
§y9.

Reproducibilidad

La reproducibilidad del método se probd analizando muestras de clonixinato de
lisina solucidén inyectable, capsulas y tabletas, analizandose por triplicado por
dos analistas en dos diferentes dias. En las tablas 10, 11 y 12 se muestran los
resultados, las tablas de anilisis de varianza y los criterios de aceptacion.
Tolerancia del método

Se realizb6 comparando los resultados iniciales de tres muestras despues de
modificar la proporcién {orgénico- acuoso} de la fase mévil un 5% hacia arriba
¥ un 5% hacia abajo. Los resultados y criterics de aceptacién se muestran en las

tablas 13, 14 y 15.
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5.1.

CAPITULO V. ANALISIS DE RESULTADOS Y CONCLUSIONES

Anélisis de resultados

- El método analitico desarrollado en este trabajo presenta grandes ventajas, ya
que la preparacién de muestras, fase movil y la realizacion del analisis son mury
rapidos v los reactivos que utiliza son de uso comun en un laboratorio de

analisis moderno.

- El pico obtenido en el cromatograma es simétrico v bien definido y permite a

la vez la identificacién de clonixinato de lisina.

- El método analitico es reproducible para las tres formas farmacéuticas y no
presenta efecto tanto de analista como de dia, ésto se demuestra con las tablas

de analisis de varianza.

- El método demostrd ser especifico para clonixinato de lisina, ademds de que se

obtuvieron picos puros, lo cual se pudo comprobar al realizar el estudio de

especificidad con un detector de arreglo de fotodiodos.

- El método al ser especifico puede ser utilizado para el seguimiento de la

estabilidad del producto.
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5.2

- EI método analitico es tolerante a figeros cambios en la proporcidn de fase
movil para tabletas y capsulas no asj para Ia solucién inyectable, ya que como
puede verse en el cromatograma 12 el excipiente que se encuentra en
condiciones normales de andlisis a la izquierda del pico de clonixinato de lisina
coeliye con éste al utilizar la fase mévil 65:35. Para tabletas y cépsulas las
pequefias modificaciones que se presentan, las cuales pueden ser debidas a
evaporacion del componente orgénico de la fase movil nof modifican

sustancialmente los pardmetros cromatograficos,

Conclusiones
- Se desarrolld un método por Cromatografia de liquidos de alta resolucidn fase
inversa para la cuantificacién de clonixinato de lisina en solucién inyectable,

capsulas y tabletas.
- El métedo desarrollado es lineal, preciso, exacto y reproducible en el intervalo
probado, por lo que se considera validado, ya que los limites para calificar estos

parametros se encuentran dentro de los limites establecidos.

- El método analitico puede ser usado tanto en el control de calidad del

producto como en el monitoreo de la estabilidad del producto
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- Elmétodo es tolerante a ligeros cambios en la proporcion de la fase mévil, con

1a precauciones para la muestra de inyectable citadas anteriormente.
- El método presenta una gran sensibilidad.
- La desventaja de usar este método por Cromatografia de Liquidos de Alta

Resolucidn es el alto costo de la instrumentacion y el mantenimiento que el

equipo requiere, sin embargo la inversién es redituable a largo plazo.
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LINEARIDAD DEL SISTEMA

TABLA No. 1
NIVEL CONCENTRACION RESPUESTA FACTOR
) {R) {RIC}
50% 0024527 116740,0679 4740328,42
0,024827 1168434224 474452521
5% 0,026041 172720,2238 4675813,43
0,036841 1728298576 4578532,19
100% 0,049255 220E373,6538 4658041 78
0,049255 230625,6878 468234469
125% 0,061569 28815053090 4680285,13
£,061560 2871355310 456365320
150% 0,073852 3472754358 4700406,54
0,073882 345681 9650 4678838, 76
Correlacién; 0,2208492 Determunacion  0,9988085 CV= 0,6087%

CRITERIOS DE ACEPTACION PARA LINEARIDAD DEL SISTEMA

Gorrelackn Egerce]

cy- <1.5%
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RESPUESTA OBTENIDA

{Area en miles)

GRAFICA No, 1

LINEARIDAD DEL SISTEMA
CLONIXINATO DE LISINA
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PRECISION DEL SISTEMA

TABILLANo, 2
Muestra Respuestia
1 235089,4318
2 234187,7623
3 232279,2213
4 233995,5969
5 233792,9411
& 233253,3402
C.V. = 040384217 %

CRITERIOS DE ACEPTACION PARA PRECISION DEL SISTEMA

CV. < 1.5%




TABLA No. 3

ESPECIFICIDAD

inyectahle Tabtetas Capsulas

Condicion de | Angulo de | Umbral de | Anguio de | Umbral de { Angulo de | Umbral de
degradacion pureza pureza pureza pureza pureza pureza

Hidroxido de
amonio a pH 0.05 1.08 0.08 1.05 0.06 1.08
12/45°/24horas

Perdxido de
hidrégenc/a5°Ct 006 1.05 0.05 1.05 0.42 1.05
24 horas

Agua a 45°/24

0.05 105 0.06 1.05 0.40 1.04
horas

Acido clorhidnco
a pH 2/45°C/24 0.05 1.05 0.05 1.04 0.05 .05
haras
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LINEARIDAD DEL METODO (SOLUCION INYECTABLE)

TABLA No. 4

NIVEL ADICIONADC {mg) RECUPERADO (mg) %RECOBRO

5% 0,03631 0,03739 101,21545
0035541 003729 10094475
0,086941 003608 100,10857

100% (,045255 0,04920 101,30851
£0,049255 0,04954 10057862
0049255 0,04581 101,12679

125% 0,081562 006235 101,26882
0,061569 0,06257 101,62615
0,061569 0,06245 101,43124

DATOS DE CORRELACION DATOS DE RECOBROS

Ordenada= -0,00066376 Media= 101 0674

Pendiente= 1,024722719 D estandar= 0,4675

Correlacién= £,800384552 C vanacién= 0,4625%

Determinacign= 0,9297891

CRITERIOS DE ACEPTACION PARA LINEARIDAD DEL METODO

Ordenada aprox, 0
Deterrmnacion,

€ vanacion < 2%

Pepdiente  aprox }
~088

% de Recobra 88 - 102%
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LINEARIDAD DEL METODO (SOLUCION INYECTABLE)

GRAFICA No. 2

LINEARIDAD DEL METODO SOLUCION INYECTABLE
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LINEARIDAD DEL METODO (CAPSULAS)

TABLANo. 5

NIVEL ADICIONADO {mg) RECUPERADRO {mg} %RECOBRO

75% 0,03738 0,037104 99,26164
0,037238 0,037197 99,51043
0,03738 0.037567 100,50027

100% 0,04084 0,048739 99,79735
0,04984 0,050090 100,50161
0,04984 0,050008 100,33708

125% 0,06230 0,082024 99,55698
0,08230 0,062006 99,52809
0.06230 0,063177 101,40770

DATOS DE CORRELACION DATOS DE RECOBROS

Ordenada= -0,000346889 Media= 100,0446

Pendiente= 1,007744783 D. estandar= 0,6914

Correlacion= 0,9994 15066 C. variacion= 0,6911%

Determinacion= 0,9988305

CRITERIOS DE ACEPTACION PARA LINEARIDAD DEL METODOQ

Ordenada - ”aproéc 0 Pendiente  aprox i

" Determinadion. > 0,98

O, variacién - <2% % de Recobro: 98 -~ 162%
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RECUPERADO

{mg/mL)

0,67

LINEARIDAD DEL METODO {CAPSULAS)

GRAFICA No. 3

LINEARIDAD DEL METODQ CAPSULAS

0,06

0,05 - -~

0,04 -

0,03 +

y = 1,0077x - 0,0003
R? = 0,0088

0,03

0,04

0,05
ADICIONADO {mg/mL})
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LINEARIDAD DEL METODO (TABLETAS)

TABLA No. 6

NIVEL

75%

100%

125%

ADICIONADO {mg)

0,03728
0,03728
0,03728
0,04971
0,04971
0,04971
0,06213
0,06213
0,06213

RECUPERADGC (mg}

0,03758
0,03756
0,03746
0,04980
0.04974
0,04980
0.06222
0,06233
0.06220

%RECOBRO

100,80472
100,75107
100,48283
100,18105
100,06035
100,18105
100,14486
100,32191
100,11267

DATOS DE CORRELACION

Ordenada= 0000414543
Pendiente= 0,894633214
Correlacion= 0,885573987
Determinacitn= 0,9999480

DATCS DE RECOBROS

Media= 100,3378
D. estandar= 02793
C. variacion= 0,2784%

CRITERIOS DE ACEPTACION PARA LINEARIDAD DEL METODO

Crdenadla apsox O

: Deiermmabibn >0.98

¢, variagién  <2%

9% de Recobro: 98 - 102%

Pendiente  aprox 1
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RECUPERADO
{mgfmL})

LINEARIDAD DEL METODO (TABLETAS)

GRAFICA No. 4

LINEARIDAD DEL METODO TABLETAS

0,07
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0,04
y = 0,9946x + 0,0004
R? = 0,9999
0,03
0,03 0,04 0,05 0,06

ADICIONADO (mg/mL)
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EXACTITUD DEL METODO (SOLUCION INYECTABLE)

TABLA No. 7
Muestra % de Recobro

1 99,0493%

2 100,1235%

3 99,4837%

4 98,1679%

5 100,4684%

6 99,10891%

Media= 99400 % CVv.: 08293 %

CRITERIOS DE ACEPTACION PARA EXACTITUD AL 100%

U Media: 98 - 102% CV, <% -
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EXACTITUD DEL METODO (CAPSULAS)

TABLA No. 8

Muestra % de Recobro

1 99,2487%
98,1295%
98,1301%
99,8360%
98,8557%

[=> T 5 B R~ B

98,9054%

Media= 98,851 % CV.: 086667 %

CRITERIOS DE ACEPTACION PARA EXACTITUD AL 100%

© Media: 9B - 102% .. st . . CV. <2%
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EXACTITUD DEL METODO (TABLETAS)

TABLA No. 9
Muestra % de Recobro
1 99,8474%
2 100,0640%
3 100,1866%
4 99,6712%
5 100,5216%
6 99,4419%

Media= 99,8955 % CV.: 03854 %

CRITERICS DE ACEPTACION PARA EXACTITUD AL 100%

Mediai'98 - 102% = . . . .7 GV <2%
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REPRODUCIBILIDAD DEL METODO (SOLUCION INYECTABLE)

TABLA No. 10
ANALISTA
1 2
53,958 95,682
1 95,769 94,135
D 85,001 94,785
I
A
94,756 95,613
2 95,494 95,643
95,843 95,179
Media= 95,15% CV.= 086710%
CRITERIO DE ACEPTACION PARA REPRODUCIBILIDAD
ey, ‘. by
TABLA DE ANADEVA
Fuente de | Grados te | Suma de Media de E calculada Fo.05
variacion libertad cuadrados | cuadrados i
Analista 1 0,0038 0,003¢ 0,01 38,51
Dia 2 0,8705 0,4353 0,96 8,06
Error 8 3,6101 04513 —nmm
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REPRODUCIBILIDAD DEL METODO (CAPSULAS)

7!

TABLA No. 11
ANALISTA
1 2

97,647 97,628

1 97,604 98,851

D 97,602 97,863

i
A

7. 770 a7.451

2 67,188 99,470

97.1M 97,507

Media= 97 81% CV.= 0,690%
CRITERIC DE ACEPTACION PARA REPRODUCIBILIDAD
CV. < 2% .

TABLA DE ANADEVA

Fuente de | Grados de | Suma de Media de F calculada Fo.05
variacion libertad cuadrados | cuadrados )
Analista 1 1,1957 1,1957 26,99 38,51
Dia 2 0,0886 0,0443 0,10 8,08
Error 8 3,7206 0,4651 —




REPRODUCIBIEIDAD DEL METODO (TABLETAS)

TABLA No. 12
ANALISTA
1 2

100,32 102,12

1 102,07 101,97

D 101,41 101,15

|
A

101,42 102,15

2 101,12 101,03

102,08 102,24

Media= 101,59% CV.= 0,597%
CRITERIO DE ACEPTACION PARA REPRODUCIBILIDAD
LGV, < 2%

TABLA DE ANADEVA

“Flente de | Grados de | Suma de Media de F calculada Fo.05
variacién libertad cuadrados | cuadrados i
Analista 1 0,4144 04144 6,89 38,51
Dia 2 0,1202 0,0601 0,14 6,06
Error 8 3,5095 0,4387 ————
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TOLERANCIA DEL METODO (SOLUCION INYECTABLE)

CV.<2%

TABLA No. 13
Fase movil Tiempo de . Factor de | Numero de "

(Metanol:Buffer)| retencidn Resalucion colec platos Contenido

60:40 3.01 2.63 1.14 2812 96.96%
65:35 2.47 - 0.98 2900 100.78%
5545 3.85 4.81 1.08 2590 05.25%
Media=  97,66%

CV.= 2.90%

CRITERIO DE ACEPTACION

13




TOLERANCIA DEL METODO (CAPSULAS)

TABLA No. 14
Fase movil Tiempo de Namero de .

{Metanol:Buffer) retencion Factor de coleo platos Contenido
60:40 3.0 1.09 2789 100.87%
65:35 2.47 1.21 2881 100.77%

5545 3.85 1.14 2604 99.34%
Media= 100.33%

C\V.z 0.85%
CRITERIO DE ACEPTACION

CV.<2%
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TOLERANCIA DEL METODO (TABLETAS)

TABLANo. 15
Fase movil Tiempo de Numero de .
{Metanol:Buffer)] retencion Faotar de coleo platos Contenido
60:40 3.02 1.19 2740 103.09%
65:35 2.47 1.20 2907 103.55%
55:45 3.88 1.08 2580 101.69%
Media= 102.78%
CV.= 0.94%

CRITERIO DE ACEPTACION

CMV. <«2%
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VII. ANEXOS

1. Cromatograma de la solucion estandar

SampleName ESTANDAR Set Mame: CLONDIIN 60 40
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3. Cromatograma de solucidon muestra de Tabletas

Samplatlame ; TABLETAS Set Name: CLONIXTIN 60 40
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4. Cromatograma de la solucién muestra de inyectable
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5. Cromatograma de la soluci6n estédndar (fase movil 55:45)

SampleName; ESTANDAR Set Name' CLONIXIN 55 45
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6. Cromatograma de la solucién muestra de capsulas (fase movil 55:45)
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7. Cromatograma de la solucién muestra de tabletas (fase movil 55:45)

SampleName : TABLETAS Set Name: CLONIXIN 55 45
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8. Cromatograma de la solucidn muestra de inyectable (fase mdvil 55:45)
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9. Cromatograma de la solucion estdndar (fase mévil 65:35)
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10. Cromatograma de la solucién muestra de capsulas (fase mévil 65:35)
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13. Cromatograma, andlisis espectral y andlisis de pureza de pico de la muestra

de cépsulas tratada con hidréxido de amonio

SampleName ' CAPS NH4OH Set Name: CLONIXINATC ESPECIFICIDAD
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14, Cromatograma, anilisis espectral y andlisis de pureza de pico de la muestra
de capsulas tratada con acido clorhidrico,

SampleName - ChPS HC1 Set Hame: CLONDUIRATO BSPECIFICIDAD
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15. Cromatograma, andlisis espectral y andlisis de pureza de pico de la muestra

de cdpsulas tratada con peréxido de hidrogeno

SampleName. CRES H202 Sat Name: CLONIXIRANO ESFECIFICIDAD
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16. Cromatograma, anlisis espectral y andlisis de pureza de pico de la muestra
de cdpsulas tratada con agua

SamploName: CAPS AGUA  Set Name: CLONIXIKATO ESPECIFICIDAD
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17. Cromatograma, andlisis espectral y andlisis de pureza de pico de la muestra

de tabletas tratada con hidréxido de amonio

SampleName TABLETAS NH4AOH Set Name CLONIXOHNATO ESPRCIFICIDAD
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18. Cromatograma, andlisis espectral y andlisis de pureza de pico de la muestra

de tabletas tratada con 4cido clorhidrico.

SampleName ‘TABLETRS HC1
'

Set Name CLONIXINATO RSPECIFICIDAD
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19, Cromatograma, andlisis espectral y analisis de pureza de pico de la muestra

de tabletas tratada con peréxido de hidrogeno.

SampleName ' TABLETRS H202 Sat Name® CLORIXDNATe ESFECIFICIDAD
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20. Cromatograma, analisis espectral y analisis de pureza de pico de la muestra
de tabletas tratada con agua.

SampleName; TRBELETAS AGUA Set Mame: CLONIT{INATO ESPECIFICIDAD
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21. Cromatograma, analisis espectral y analisis de pureza de pico de la muestra

de inyectable tratada con hidréxido de amonio.

SanpleName + INYECTAE NH4OH

Set Namg, CLONIXINATO ESPRCIFICIDAD
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22. Cromatograma, andlisis espectral y andlisis de pureza de pico de la muestra

de inyectable tratada con 4cido clorhidrico

Sanpleliama - INYRCTRELE HC1 Set Bame: CLONIXINATO ESPECIFICIDAD
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23, Cromatograma, anglisis espectral y andlisis de pureza de pico de la muestra

de inyectable tratada con perdxide de hidroégeno.

SampleName. INYECTAB K202 Set Name: CLONIXTHATO RSPECIFICINAD
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24. Cromatograma, analisis espectral y andlisis de pureza de pico de la muestra

de inyectable tratada con agua.

SanpleName' INYECTAE AGUA  Set Name: CLONIXTHATO ESPRCIFICIDAD
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