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Introduccion

1. Introduccién

La dicloxacilina es una penicilina resistente a la penicilinasa, en donde su uso se enfoca
principalmente al tratamiento de las infecciones causadas por cepas susceptibles
productoras de penicilinasa, en particular de Staphylococcus aureus o epidermidis
resistentes a la penicilina G, para lo cual comparte el estatus de droga de primera
eleccion con las otras penicilinas resistentes a la penicilinasa.

Junto a los argumentos farmacologicos y clinicos que abogan por el uso actual de las
penicilinas que podriamos denominar clasicas, no se debe menospreciar el hecho de
gue este tipo de antibidticos suele tener un precio maédico en comparacion con los
antimicrobianos mas recientes, lo que incide favorablemente en la relacion
costo/beneficio tan importante para la economia de la salud. Dicho de otro modo,
existen procesos infecciosos que podemos tratar adecuadamente sin incidir en forma
negativa sobre el gasto farmaceéutico.

Por otra parte, el desarrollo de técnicas analiticas mas rapidas, eficaces y econémicas
es sin duda un reto que se debe basar en conocimientos y aplicaciones de equipos de
tecnologia que ayudaran a cubrir las necesidades para mantener un estricto control de
calidad en la aceptacion (identidad y valoracién) de materias primas y en la fabricacion
de medicamentos (valoracion y liberacion de areas de fabricacion).

Es por eso, que a nivel produccion también se hace necesaria la participacion del
analisis fisicoquimico para liberar un producto intermedio como una mezcla de polvos o
quizas la liberacion de areas por analisis cuali-cuantitativo de trazas en donde un
analisis microbioldgico o yodométrico para penicilinas no serian factibles ni por el tiempo
empleado ni por la sensibilidad que este tipo de analisis ofrecen respectivamente. El
tiempo no productivo provocado por la espera de un resultado repercute directamente
sobre las metas planeadas en cuanto a la cantidad de piezas/tiempo planeadas ya que
se consume tiempo-personal y tiempo-areas por que las politicas de calidad de la
Empresa no permite la liberaciéon de producto o areas si no se encuentra debidamente
aprobado por el Laboratorio de Control de Calidad.

Debido a que el analisis fisicoquimico utilizado para la Dicloxacilina es muy tardado, se
tiene como finalidad de este proyecto optimizar un método analitico capaz de disminuir
tiempos y costos de analisis notablemente a través de un analisis para Dicloxacilina por
HPLC de elusion rapida que garantice la obtencion de resultados confiables, que tengan
siempre la misma validez, que pueda utilizarse en los equipos disponibles en el
Laboratorio y que el tiempo de entrega de resultados sea el minimo con el fin de evitar
contratiempos y tiempos muertos elevados en produccion.
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2. Marco teérico

2.1 Penicilinas
2.1.1 Historia

Desde hace milenios el hombre usaba empiricamente en el tratamiento de heridas y
otras enfermedades, tierra y vegetales que son fuentes de mohos y bacterias
productores de antibioticos y fue en el siglo antepasado varios investigadores hicieron
notar la accion bactericida de diversos hongos.

En el afio 1877, Pasteur y Joubert sefialaron que los cultivos bacterianos se arruinaban
con frecuencia por el crecimiento excesivo de hongos, y los microbiélogos pronto
reconocieron que un microorganismo podia inhibir el crecimiento de otro por secrecion
de substancias toxicas. La mayor parte también eran toxicas para animales de pruebay
se les prest6 poca atencion. Bovman. 1984.

En 1928, Alexander Fleming, que trabajaba en el St Mary’s Hospital de Londres,
observdé que una placa de cultivo en la que se cultivaban estafilococos se habia
contaminado con un hongo del género Penicillium y que el crecimiento bacteriano en las
proximidades del hongo se habia inhibido. Aislo el hongo en cultivo puro y demostré que
producia una sustancia bacteriana, que denominé penicilina. Posteriormente, en 1940,
Florey Chain y colaboradores de Oxford, extrajeron esta sustancia y analizaron sus
efectos antibacterianos. Demostraron que tenia propiedades quimioterapéuticas
potentes en ratones infectados y que no era toxica. Sus notables efectos antibacterianos
en seres humanos se comprobaron claramente en 1941. Se probd una pequefia
cantidad de penicilina, que se extrajo a partir de cultivos crudos en los laboratorios de la
Dunn School of Phatology de Oxford, en un policia que presentaba una septicemia por
estafilococos y estreptococos con multiples abscesos y osteomielitis con fistulas
supurantes. Tenia muchos dolores y estaba gravemente enfermo, se disponia de
sulfamidas, pero no habrian tenido efecto en presencia de pus. Se aplicaron inyecciones
intravenosas de penicilina cada 3 horas. Después de cinco dias, su situacién habia
mejorado mucho; la temperatura era normal, comia bien y se aprecio una evidente
resolucion de los abscesos. Ademas, no parecié haber efectos secundarios. Entonces
se agoto el suministro de penicilina, su situacion se deterior6 de manera gradual y murié
un mes después. Aunque no se logro salvar la vida del policia, ésta fue la primera
confirmacion del pronunciado efecto antibacteriano de penicilina por via sistémica en
seres humanos.

Generalmente no se sabe que Paine, un licenciado del St Mary’s a quien Fleming habia
dado algunos mohos de penicilina, habia utilizado penicilina tépica con éxito en cinco
pacientes con infecciones oculares diez afios antes. Las penicilinas son muy eficaces y
se utilizan de manera generalizada. ?2"% 20
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2.1.2 Conceptos

A. Clasificacion: Todas las penicilinas derivan del &acido 6-aminopenicilanico y
contiene al anillo B-lactamico que es esencial para su actividad antibacterial.

La estructura basica de las penicilinas, como se sefiala en la figura 1, incluye un anillo
tiazolidina (B) unido a otro anillo B-lactamico (A) que esta unido a una cadena lateral
(R). El propio nucleo de penicilina es el elemento estructural fundamental de actividad
biolégica; la transformacion metabdlica o la alteracion quimica de esta parte de la
molécula hacen que se pierda toda accidn bacteriana importante.

0 S
R— CH + NH2 CH CH C\
B A CH3
0=0C N C = COOH

A: Anillo de tiazolidina
B: Anillo B lactdmico
R: Cadena lateral

Figura 1. Estructura basica de las penicilinas.

La cadena lateral (R) es la que rige muchas de las caracteristicas antibacterianas y
farmacolégicas de un tipo particular de penicilina. Se han producido penicilinas
naturales con base en la composicion quimica del medio de fermentacién utilizado para
el cultivo de Penicillium.

El descubrimiento de que el acido 6-aminopenicilanico podia obtenerse de cultivos de P.
chrysogenum, de los que se eliminaban los precursores de cadena laterales, permitio
obtener penicilina semisintética. Pueden agregarse cadenas laterales que modifican la
sensibilidad de los compuestos resultantes a enzimas (B-lactamasas) que inactivan y
cambian la actividad antibacteriana y las propiedades farmacolégicas del producto. El
acido 6-aminopenicilanico actualmente se produce en gran cantidad con el auxilio de
una amidasa de P. chrysogenum; dicha enzima rompe la unién peptidica que une la
cadena lateral de penicilina al acido 6-aminopenicilanico.
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Las penicilinas se pueden destruir por enzimas (amidasas y p-lactamasas
[penicilinazas]). Los productos de esta degradacién se muestran en la figura 2.

‘ @
@ Anillo tiazoliding Dl cH
(E) Anillo betalactamico _ | 0
@ da aseitn de R—E—NH—C‘.I;\ .
la penicilinass L) H,
Lugar de accion de O=C—t H—CO0OH
@ la amidasa
@
PENICILINAS
Q cH, o 5 CH,
A | FaR
E—CH + MH,~CH—CH C tC—MH—-CH—-CH
A Ay
| P C T e
Do — M —=CH—C0H [ BN M—{H—CO0H
|
oH H
A + ACIDO G-AMINOPENICILANICO ACIDOS PENICILOICOS

Figura 2. Rompimiento enzimatico de las Penicilinas.

B. Farmacocinética: Las penicilinas varian en estabilidad a los acidos y por tanto, en
su biodisponibilidad por via bucal. Como compuestos polares, no se metabolizan en
forma extensa. Se excretan sin cambio en la orina por filtracion glomerular y secrecion
tubular renal. La ampicilina se excreta en parte en la bilis. Las vidas medias plasmaticas
de gran parte de las penicilinas varian de 0.5 a 1 horas. Las formas procainica y
benzatinica de la penicilina G se administran por via intramuscular y tienen vidas
medias prolongadas debido a que el medicamento activo pasa al torrente sanguineo
con suma lentitud. KAtzng. 1991

C. Mecanismo de Accidn: El mecanismo de accion de las penicilinas no ha sido
completamente dilucidado. Sin embargo se sabe que ellas actian mediante la inhibicion
en la sintesis de la pared celular de la bacteria y la activacion de su sistema autolitico
(autolisinas). La accion de las penicilinas necesita la presencia de una pared celular que
contenga peptidoglicanos.

En la divisidn activa de la bacteria, las penicilinas inhiben ciertas enzimas que crean
reaccion cruzada entre las cadenas peptidicas de la pared y de esta forma impiden el
desarrollo de la estructura normal del peptidoglicano. Mediante este mecanismo se crea
una pared celular defectuosa que no protege a la bacteria y facilmente se produce la
lisis celular del microorganismo por la alta presién osmatica de su interior.

-4 -
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En la pared celular existen unas enzimas bacterianas (transpeptidasa, carboxipeptidasa
y endopeptidasa) que son llamadas proteinas ligadoras de penicilinas.

La habilidad para penetrar la pared celular y el grado de afinidad de estas proteinas
determinan la actividad de la penicilina en la bacteria. Varias bacterias difieren en el tipo
y concentracion de sus proteinas ligadoras de penicilina y la permeabilidad de sus
paredes celulares a los antibidticos. Esto determina la susceptibilidad de las diferentes
bacterias a los antibiéticos. Adicionalmente, se ha encontrado que las penicilinas activan
el sistema enddgeno autolitico de las bacterias, un proceso que inicia la lisis celular y
muerte de la bacteria.

G lMl
GRAM NEGATIVO

MEMBRANA PEPTIDOGLICANO
EXTERIOR

PARED CELULAR

C.M:
GRAM POSITIVO

Fig. 3. Pared Celular de bacterias.

Las penicilinas son bactericidas solo si la célula se encuentra en crecimiento activo y
sintetizando su pared celular.

D. Penicilinas penicilinasa resistentes: Después del suceso inicial de las penicilinas
naturales en el tratamiento de infecciones estafilococcicas, la aparicion de estafilococos
productores de B-lactamasas a finales de los afios 50°s disminuyeron la efectividad de la
penicilina G en un 80% de los casos presentados en los hospitales. Esta situacion
promovié el desarrollo de investigaciones que llevaron al desarrollo de penicilinas
semisintéticas penicilinasa resistentes. ¢"eeneod. 199

La resistencia bacteriana contra los B-lactamicos sigue en aumento con un ritmo
impresionante. Entre los mecanismos de resistencia estan no solamente la produccion
de pB-lactamasa, sino alteraciones en las proteinas que se ligan a penicilina, y
disminucion de la penetracion activa del antibidtico a la célula, asi como de la salida
activa de la misma. ©°9man 19%. ) 5 informacién genética para la formacion de
B-lactamasas Puede estar presente en cromosomas o0 en plasmidos
resistentes. Mutschler, 1995.
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El grupo de penicilinas penicilinasa resistentes poseen una cadena lateral acilica que
inhibe la accion de la penicilinasa y por consiguiente previenen la apertura del anillo
B-lactamico.

La meticilina fue la primera penicilina semisintética penicilinasa resistente que se
introdujo para uso clinico, por via parenteral. Este farmaco fue altamente eficaz contra
infecciones estafilococcicas, pero se asocid a la ocurrencia de nefritis intersticial y su
uso fue descontinuado. Posteriormente aparecieron la Oxacilina y la Nafcilina para uso
parenteral, y dos drogas para uso oral: La Cloxacilina y la Dicloxacilina.

La oxacilina, cloxacilina, dicloxacilina y floxacilina, todas ellas son analogas por eso se
consideran juntas. Estos agentes son relativamente estables en medio acido y por eso
se utilizan por via oral, ademas de la parenteral. Se absorben rapida e incompletamente
(30-80 %) por el tracto gastrointestinal; aunque su absorcion es mas eficiente cuando se
ingieren en ayunas. Se excretan rapidamente por el rifiédn y tienen significativa

eliminacién hepatica. De este grupo la dicloxacilina es la mas activa. ©uesta 1988 Mensa, 199.
Zamora, 1990.
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2.2 Dicloxacilina

Los antibi6ticos son otro pilar en que se basa el tratamiento de las infecciones de piel y
tejidos blandos. Los derivados de la penicilina como dicloxacilina siguen siendo una
magnifica opcion para el tratamiento de las infecciones de piel y tejidos subcuténeos,
como lo demuestra un estudio multicéntrico de 14 hospitales en tres continentes: Asia
(Filipinas y Tailandia), América Latina (México, Perd, Chile y Venezuela) y Europa
(Polonia, Hungria y Checoslovaquia), donde se usé un esquema de dicloxacilina
obteniéndose excelentes resultados.

Se demostré que en las infecciones de piel y tejidos blandos donde los agentes
etiologicos son Staphylococcus aureus y Streptococcus el uso de dicloxacilina prueba
su eficiencia como antibiético derivado de la penicilina. S2"" 2002

2.2.1 Propiedades Fisicoquimicas

A. Formula estructural:

CO,Na

Fig. 4. Estructura de la Dicloxacilina sédica.
B. Férmula condensada y peso molecular:

C19H16C|2N3N3.05S, H,O P.M: 510.32
C19H16CI2N3Na058 P.M: 492.31

C. Nombre quimico:

6-[[[3-(2,6-Diclorofenil)-5-metil-4-isoxazoliljcarbonilJamino]-3,3-dimetil-7-oxo-4-tia-1-
azabiciclo[3.2.0]heptano-2-carboxilato de sodio.

D. Potencia:

Tiene una potencia equivalente a no menos de 850 pug/mg de dicloxacilina base.
-7 -
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E. Funde con descomposicién entre 222-225°C.

F. Facilmente soluble en agua. Soluble en metanol; poco soluble en butanol;
ligeramente soluble en acetona y en los solventes organicos usuales.

G. pKa2.67

H. pH: Entre 4.5y 7.5 en una solucién al 1%.

2.2.2 Descripcion Fisica

Es un polvo cristalino de color blanco a blanco grisdceo con un olor débil caracteristico.

2.2.3 Indicaciones Terapéuticas

La dicloxacilina ejerce su accidén bactericida contra la mayoria de Staphylococcus y
Streptococcus. Esta indicado en: amigdalitis, faringitis, bronquitis, bronconeumonias,
neumonias de focos mudltiples, incluso en las complicaciones graves de éstas como
empiemas, pioneumotorax con o sin neumatoceles, y abscesos pulmonares producidos
por Staphylococcus aureus incluyendo a los productores de penicilinasa. También esta
indicado en una gran variedad de infecciones de piel y tejidos blandos como: impétigo,
impétigo ampolloso, furunculosis, piodermitis, celulitis, hidrosadenitis, sindrome de la
piel escaldada (sindrome de Lyell y enfermedad de Ritter) y heridas infectadas por
Staphylococcus. Asimismo, en artritis séptica, osteomielitis y piomiositis.

2.2.4 Farmacocinética y Farmacodinamia

La dicloxacilina es una penicilina semisintética que pertenece al grupo de las
isoxazolilpenicilinas y es producto de una modificacion en la cadena lateral del &cido 6-
aminopenicilanico, al que se le acopla un radical isoxazolil con dos atomos de cloro, lo
que le permite resistir la accion de las betalactamasas de las bacterias, en especial del
género Staphylococcus. Ejerce su accidbn como todos los antibidticos B-lactamicos,
inhibiendo la sintesis de la pared celular. Por tal motivo su accién es bactericida contra
los microorganismos susceptibles.

La dicloxacilina es la isoxazolilpenicilina que mejor absorcién gastrica tiene, ya que ésta
es maxima en ayunas, o bien una o dos horas después de los alimentos. Su unién a
proteinas especialmente a la albimina es del 90% a 96%. Después de la ingestion de
una dosis oral Unica de 500 mg de dicloxacilina, las concentraciones séricas pico
fluctan entre 10 y 17 mcg/ml. Tal como sucede con otros derivados penicilinicos
naturales o semisintéticos, las isoxazolilpenicilinas alcanzan CMI del orden del doble
necesario en practicamente todos los liquidos y tejidos del organismo como piel, hueso,

-8-
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articulaciones, bilis, liquido pleural, sinovial y amniético, con limitaciones importantes en
liquido cefaloraquideo y humor acuoso.

La dicloxacilina es excretada sin cambios principalmente por rifién, siendo el transporte
tubular la via mas eficiente (90%). Tiene una vida media que fluctia entre 0.6 a 0.8
horas. Otra via de eliminacién es por inactivacion hepatica y excrecion biliar. En nifios
de dos a 16 afios de edad la vida media sérica fue de 1.9 horas. La vida media de
dicloxacilina es ligeramente mas prolongada en pacientes con la funcion renal
disminuida y ha sido reportada hasta de 1-2.2 horas en pacientes con deterioro renal
severo.

2.2.5 Uso durante el embarazo y/o la lactancia
Puede administrarse con precaucién en pacientes con antecedentes alérgicos y/o
asmaticos previa valoracion del riesgo-beneficio para el paciente. Los estudios
realizados han demostrado que carece de accién teratogénica; sin embargo la
seguridad durante el embarazo no ha sido establecida. Al igual que otras penicilinas, se
excreta a través de la leche materna; sin embargo puede utilizarse en recién nacidos
aunado a un aminoglucésido en la sospecha de sepsis del recién nacido.

2.2.6 Reacciones secundarias y adversas
Al igual que con todos los antibiéticos, pueden presentarse reacciones alérgicas de
diverso grado de severidad.

2.2.7 Interacciones medicamentosas y de otro género
La accién bactericida de la dicloxacilina es antagonizada con la administracién conjunta
de tetraciclinas o cualquier otro bacteriostatico, por lo que debe evitarse su
administracién simultanea.

2.2.8 Manifestaciones y manejo de la sobredosificacion y/o ingesta accidental
En caso de reaccion anafilactica se recomienda la aplicaciéon de adrenalina al milésimo
por via intramuscular. Asimismo podran utilizarse otros recursos como esteroides,
antihistaminicos y otros.

2.2.9 Presentaciones Farmacéuticas

A. Amifarin (Dicloxacilina) suspension 125 mg/5 mL.
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B. Amifarin (Dicloxacilina) suspension 250 mg/5 mL.
C. Amifarin (Dicloxacilina) capsulas 250 mg.

D. Amifarin (Dicloxacilina) cdpsulas 500 mg.

2.2.10 Dosis Recomendada

La dosis varia de acuerdo a la severidad de la infeccion, ya que en lesiones leves de
piel puede ser de 50 a 100 mg/kg/dia y en casos moderados a severos 100 a 200
mg/kg/dia por via intravenosa por cinco dias y continuar con las mismas dosis por via
oral hasta completar diez o mas dias.

Nifios: hasta 2 afios, 1 cucharadita de Amifarin suspension de 125 mg cada 6 horas por
via oral; >2 a 5 afios, 1 cucharadita de Amifarin suspension de 250 mg cada 6 horas por
via oral. Nifilos: Amifarin suspension 125 mg: Hasta 2 afios, 1 cucharadita cada 6 horas
por via oral. Amifarin suspension 250 mg: >2 a 5 afos, 1 cucharadita cada 6 horas por
via oral.

Amifarin capsulas 250 mg: >5 a 12 afios, 1 capsula cada 6 horas por via oral. Adultos y
mayores de 12 afios: Amifarin capsulas 500 mg, 1- 2 capsulas cada 6 horas por via oral.
2.2.11 Recomendaciones de Almacenamiento

Consérvese a temperatura ambiente a no mas de 30°C. Hecha la mezcla (suspension
extemporanea) el producto se conserva dos semanas en refrigeracion (2°C-8°C).
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2.3 Cromatografia Liquida

2.3.1 Historia

Entre las técnicas mas poderosas de que dispone el analista para la resolucién de estas
mezclas existe un grupo de métodos altamente eficaces denominados colectivamente
cromatografia. La cromatografia comprende un grupo de métodos para separar mezclas
moleculares que dependen de las afinidades diferenciales, de los solutos entre dos
fases inmiscibles. Una de las fases es un lecho fijo de gran area superficial, mientras
gue la otra es un liquido, el cual se mueve a través de la superficie de la fase fija o
sobre ella. Los componentes de la mezcla deben poseer dimensiones moleculares, lo
gue requiere que estén en solucién o en el estado de vapor. La afinidad relativa de los
solutos por cada una de las fases debe ser reversible para asegurar que ocurra
transferencia de masa durante la separacién cromatografica.

La fase fijja se denomina fase estacionaria y la otra fase moévil. La fase estacionaria
puede ser un sdlido poroso o finamente dividido, o un liquido que ha sido colocado en
una capa delgada sobre un material de soporte inerte. Es necesario que las particulas
de la fase estacionaria sean lo mas pequefias y homogéneas posible para proveer una
gran superficie de modo que la adsorcion y la desadsorcion de los solutos ocurran con
frecuencia.

En 1906, Michael Tswett publicdé un trabajo completo sobre la cromatografia liquida, en
donde explicé claramente la naturaleza del proceso y su apreciacion acerca de su
potencial, sin embargo, el método no fue adoptado ampliamente hasta después de
muchos afios de su publicacién. También se le da a este autor el crédito de acufiar los
términos cromatografia (escritura por color) para describir el proceso y cromatograma
para referirse a la columna desarrollada, en donde, con solvente puro pudo separar
pigmentos de hojas en siete bandas de colores.

En 1941, Martin y Synge, quienes no habian tenido éxito al usar la extraccion por
contracorriente para la separacion de aminoacidos en muestras de lana, desarrollaron
un proceso de cromatografia liquida en la cual utilizaron una columna empaquetada que
contenia gel de silice saturado en agua y una fase mévil de butanol-cloroformo. Estos
autores perfeccionaron las técnicas experimentales y explicaron los aspectos tedéricos
del procedimiento tan detenidamente que en 1952 se les otorgd el Premio Nobel por
este trabajo. Desde entonces, la cromatografia liquida se ha convertido en una de las
técnicas mas versétiles de las que dispone el analista debido a su sencillez y capacidad
para obtener separaciones de alta resolucion. Se pueden desarrollar separaciones
basadas en caracteristicas tan diversas como la polaridad de los solutos, su naturaleza
ibnica, su peso molecular, su capacidad de particibn o su capacidad para formar
complejos.
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El término cromatografia liquida se usa en la actualidad para referirse a los métodos en
los cuales la separacion se produce dentro de una columna empaquetada. El material
de empaque puede ser un sélido con capacidades adsortivas o de exclusién o un
soporte inerte revestido con una fase liquida. Se usa una fase liquida movil como
eluyente. Aunque las cromatografias en capa delgada y en papel utilizan una fase movil
liguida y una fase estacionaria soélida, difieren en que las separaciones tienen lugar en
una superficie plana en vez de una columna. Remington. 2003.

2.3.2 Cromatografia Liquida de Alto Rendimiento CLAR o de Alta Presion CLAP.

Aungue existen diferentes formas, la cromatografia liquida en columna puede realizarse
utilizando dos métodos muy comunes:

A. El procedimiento clasico desarrollado por Tswett, denominado cromatografia de
columna abierta, en el cual se deja fluir la fase moévil a través de la columna
empaguetada bajo la influencia de la gravedad o, a lo sumo, baja presion, por
ejemplo 50 a 100 psi, 0

B. El procedimiento en el cual se fuerza la fase movil a través de la columna
empaguetada aplicando alta presion.

Este Ultimo procedimiento se denomina cromatografia liquida de alto rendimiento
(HPLC, por sus siglas en ingles de High Performance Liquid Chromatography), debido a
gue se obtienen eficiencias extremadamente altas (tanto como 20,0000 platos teéricos
por metro) o cromatografia liquida de alta presion (High Pressure Liquid
Chromatography), debido a las altas presiones requeridas (1,000 a 7,000 psi). La
capacidad de separacion de las columnas depende en gran medida del tamafio de las
particulas, asi como de la distribucion del tamafio de las particulas en la columna.
VilafuerteRobles, 2002. £y 13 HPLC, el didmetro tipico de particula es de 5 pym o menos, y
como resultado las columnas son empaquetadas de manera mas ajustada y desarrollan
una gran caida de presion que necesitan bombear la fase mévil a través de la columna.

La HPLC como tal, fue desarrollada entre los afios 60's y 70°s. Hoy en dia, es una
técnica de separacion ampliamente aceptada para el andlisis y/o la purificacién de
muestras en una variedad de areas incluyendo la farmacéutica, biotecnolégica,
ambiental, de polimeros e industrias alimenticias. Las aplicaciones de la HPLC son muy
variadas, quiza mostrando un énfasis en el analisis de sustancias termolabiles o dificiles
de volatilizar, las cuales no se podrian determinar por otros métodos como la
cromatografia de gases. Vlauerte. 2002.

Un ejemplo claro de la gran utilidad de la HPLC dentro de la industria farmacéutica es el
analisis cuali-cuantitativo de mezclas binarias de amoxicilina con clavulanato de potasio,
flucloxacilina o dicloxacilina, en donde, por medios tradicionales como la
espectrofotometria UV no es posible porque las bandas de absorcion de estos
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compuestos se sobreponen por la similitud de sus estructuras quimicas. Mas aun, la
absorbancia de excipientes, sabores o algun otro principio activo en la forma
farmacéutica pueden ocasionar problemas adicionales para el analista. S¥*™ 2902 Existen
antecedentes de métodos cromatograficos que han sido utilizados como herramientas
cuantitativas para la determinacion de flucloxacilina y dicloxacilina. Nou"E+Pien. 2006.

Cabe mencionar que la HPLC disfruta de un seguro incremento en ventas de
instrumental y publicaciones que describen aplicaciones nuevas e innovadoras. Algunas
areas de reciente crecimiento incluyen la miniaturalizacion de los sistemas de HPLC,
analisis de acidos nucleicos, proteinas intactas y digeridas, analisis de carbohidratos y
anélisis quiral. Sete 1997-

La HPLC puede presentar diferentes caracteristicas o conceptos de separacion como la
adsorcion, el reparto, los pares ionicos, el intercambio de iones y la exclusion de
tamafios o cromatografia en gel. La asignacion de un tipo de mecanismo de separacion
no siempre es posible, ya que regularmente participan varios mecanismos y la
separacion en donde uno principia y otro termina no es facil de determinar.

Sus carencias en el desempefio (nUmero de platos/tiempo) y eficiencia (nUmero de
platos) se ven parcialmente compensadas en algunos casos por la posibilidad de usar
gradientes de elusion.

2.3.3 Clasificacion de la Cromatografia

Los fendbmenos que rigen el proceso de retencion y separacion son la adsorcion y la
absorcion. El primero queda delimitado a la superficie interfacial, es decir se refiere a la
fijacion o retencion de la sustancia entre la superficie de las dos fases; se relaciona con
fuerzas quimicas y fisicas que dependen de la naturaleza de la sustancia adsorbida,
temperatura, naturaleza del adsorbente y concentracion. El segundo fendédmeno
determina la retencion de una especie quimica por parte de una masa y depende de la
tendencia que tiene ésta a formar una mezcla o reaccionar quimicamente con la misma.

x
Se eluyen més @Jﬁ'

rapido

& A .

FASE MOVIL

i, t-
Tendencia a quedar =

retenidas FASE ESTACIONARIA

Fig. 5. Fendmenos de adsorcién y absorcion.
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Los métodos cromatograficos se pueden clasificar de acuerdo con la naturaleza de las
fases estacionaria y movil. Si la fase estacionaria es un sdlido, el proceso se denomina
cromatografia de adsorcién, mientras que si es un liquido, se le llama cromatografia de
particion. La diferencia entre ambas puede atribuirse a la naturaleza de las fuerzas que
influyen en la distribucion de los solutos entre las dos fases.

En la cromatografia de adsorcién la fase mévil que contienen los solutos disueltos pasa
por encima de la superficie de la fase estacionaria. La retencion de los componentes y
Su consiguiente separacion dependen de la capacidad de los atomos que se encuentran
en la superficie para remover los solutos de la fase movil y adsorberlos temporalmente
por medio de fuerzas electrostaticas. Si la fase movil es un liquido el proceso se
denomina cromatografia liquido-sélido, pero cuando la fase mdvil es un gas, el método
se llama cromatografia gas-soélido.

En la cromatografia de particion, un material solido inerte, tal como el gel de silice o la
tierra de diatomeas sirven para sostener una capa delgada de liquido, la cual es la fase
estacionaria efectiva. A medida que la fase movil que contiene los solutos pasa muy
cerca de esta fase liquida, se produce la retencion y la separacion a causa de la
solubilidad relativa de los componentes analizados en los dos liquidos segun lo
determinan sus coeficientes de particion. Si la fase movil es un liquido, esta
cromatografia se denomina cromatografia liquido-liquido y si es un gas, el proceso se
llama cromatografia gas-liquido (figura 6).

CROMATOGRAFIA
|

GASES LIQUIDOS

GAS-SOLIDO | [ GAS-LioUIDO | [ coLumna |
| |
CCF PAPEL
| |
LiQUIDO - SOLIDO | | Liouibo-Liouibo | | FASEOMU | |1 1ONICO | | DE EXCLUSION |
| DE PERMEACION EN GEL | | DE FILTRACION EN GEL |

Fig. 6. Clasificacion de la cromatografia segun las caracteristicas de la fase mévil y la fase estacionaria.
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La siguiente clasificacion involucra todas las caracteristicas importantes que se toman
en cuenta en la eleccion de la cromatografia a utilizar, ademas de las caracteristicas
propias de las moléculas que se van a analizar:

PM<2000 —

__ Orgénico-
Soluble

— Adsorciéon en Fase Normal

Peso Estimado
De la Muestras

PM>2000 —

Acuoso-
— Soluble

__ Orgénico-

~ Hexano-
Soluble
—Enlace en Fase Normal
Metanol
—MeOH/H,0-
Soluble —Enlace en Fase Reversa
THF
—Soluble Permeacion en Gel
— No Iénico Fase Reversa
Fase Reversa
6ni Pareo/supresién
——onico ibnica
Intercambio l6nico
— Péptido Fase Reversa

Soluble

Acuoso-

~ Soluble

Filtracién en Gel

Intercambio I6nico

Fase Reversa

L— Afinidad/Bioafinidad

Permeacion en Gel {

Interaccién Hidrofébica

Rango de PM Desconocido

Rango de PM Conocido

pH 2-7.5

pH>7.5

Intercambio Catidnico

Intercambio Aniénico

pH 2-10

pH > 10

Fig. 7. clasificacion de la cromatografia segln las caracteristicas de los solutos a analizar.
Adaptado por Agilent Corp. de “Practical HPLC Methodology and Applications”, Brian A. Bidlingmeyer, Jhon Wiley & Sons, Inc., New Cork, p

109.
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Existen otros dos métodos de cromatografia, en los cuales la fase estacionaria es un
s6lido, que se clasifican de manera diferente de la cromatografia liquido-sdlido y la
cromatografia gas-solido debido a la naturaleza exclusiva de sus procesos de
separacion. Estas son la cromatografia de intercambio iénico y la cromatografia por
exclusiéon de tamafo.

En la cromatografia de intercambio idnico la fase estacionaria esta constituida por una
matriz polimérica sobre cuya superficie se han unido quimicamente grupos funcionales
idnicos, por ejemplo, acidos carboxilicos o aminas cuaternarias. A medida que la fase
movil pasa por la superficie, los solutos idnicos son retenidos mediante la formacién de
uniones quimicas electrostaticas con los grupos funcionales. Las fases moviles
utilizadas en este tipo de cromatografia siempre son liquidas.

En la cromatografia por exclusion de tamafo, la fase estacionaria es una sustancia
polimérica que contienen numerosos poros de dimensiones moleculares. Los solutos
cuyo tamafio molecular es lo bastante pequefio dejan la fase maovil para difundir dentro
de los poros. Las moléculas mas grandes que no penetran en los poros permanecen en
la fase movil y no son retenidas. Este método es muy adecuado para la separacion de
mezclas en las cuales los solutos varian considerablemente de tamafio molecular. La
fase moévil en este tipo de cromatografia puede ser liquida o gaseosa.

La clasificacion dada anteriormente para los diversos tipos de cromatografia puede ser
engafiosa por su simplicidad. Excepto en casos aislados, la cromatografia de adsorcion
pura o la de particién ocurren rara vez.

En los ultimos afios se han publicado métodos cromatograficos por HPLC de fase
reversa sobre columna C18 con deteccion UV a 220 nm, 254 nm y hasta 323 nm para la
separacion, deteccion y cuantificacion de distintas penicilinas, compuestos de
degradacion e impurezas con una gran sensibilidad, sin embargo, estos métodos tienen

las desventajas de tener corridas analiticas de hasta 50 minutos. Scrensen. 1999. Tsuji, 197.
Ghosh, 1992.

2.3.4 Detectores en HPLC

El punto débil de la HPLC es la falta de un método de deteccién simple, sensible y
universal, equivalente al FID (detector de ionizacion de flama) en la cromatografia de
gases y en la cromatografia de fluidos supercriticos. El propésito de los detectores en
un sistema HPLC es identificar la presencia de ciertos componentes de interés en el
eluente. Dentro del detector el analito sufre algunas interacciones fisicoquimicas, por las
cuales el analito es reconocido. Estas interacciones son a menudo de naturaleza 6ptica,
los ejemplos son dados por la medida de la absorbancia UV o fluorescencia del eluente.
Hay otras posibilidades como reacciones electroquimicas, espectrometria de masas
acoplada a HPLC. Estos modos de deteccion han sido usados con todos los tipos de
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cromatografia analitica incluyendo hasta las técnicas de microcolumna tales como la
electroforesis capilar.

El detector esta provisto de una sefial eléctrica de salida la cual es proporcional a la
cantidad de analito que se encuentra en ese momento en el detector. Esta sefial es
entonces procesada por un integrador, la cual es usada para la cuantificacién del analito
presente.

Los detectores pueden ser clasificados en dos grandes categorias:
A.- Detectores de propiedades de masa

Los detectores de propiedades de masa responden por algin cambio en ciertas
propiedades fisicas en el eluente de HPLC donde esta propiedad es comun en la
fase movil y en el analito. Esta magnitud es alterada por la presencia del analito y
es donde surge la deteccion y cuantificacion. Un ejemplo es el detector de indice
de refraccion.

B.- Detectores de propiedades del soluto.

Los detectores de propiedades del soluto responden a ciertas propiedades Unicas
del analito, tales como la fluorescencia o actividad electroquimica, con pequefa o
sin contribucion de la fase movil.

Hay un numero de caracteristicas las cuales son generalmente deseables en los
detectores de HPLC. En algunas ocasiones uno de los requisitos mas importantes es
gue el detector sea altamente sensible, por ejemplo que sea capaz de detectar
pequefias cantidades de analito. Una segunda propiedad la cual puede ser muy Uutil es
la capacidad de tener selectividad de ciertos componentes y no de otros. Relacionado a
la selectividad es la insensibilidad a cambios en la fase mévil, permitiendo el uso de
elusién por gradiente.

Lo mas reciente en deteccion de HPLC, refiriéndose en la selectividad se ha visto con el
uso de espectrometria de masas (MS) y por algunas aplicaciones esto puede ser visto
como el método de detecciéon ideal. Sin embargo, mas consideraciones vanas tales
como el tamafio de la instrumentacion y su accesibilidad queda limitada debido al costo
gue representa el acoplamiento de masas a la cromatografia de liquidos de alta
resolucién (HPLC-MS). Takeba, 1998. Meyer, 1998.

Tomando en cuenta estas practicas incomodas, el detector real conectado al sistema
HPLC usualmente llega a ser un dispositivo Util y sus caracteristicas de desempefio
deben ser tomadas en cuenta durante el desarrollo de algunos métodos analiticos.

La falta de selectividad en la deteccidén puede requerir el desarrollo de un método extra
para resolver completamente la falta o interferencia de un pico, o la falta de sensibilidad
puede forzar la inclusién de un paso de extraccion o la modificacion de la concentracion
de la muestra en un método analitico hasta alcanzar los niveles detectables del analito.
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Una lista de los detectores mas utilizados en HPLC es dado en la Tabla 1, en donde se
muestran algunas de sus propiedades

Tabla 1. Propiedades de algunos detectores en HPLC

Propiedad . Gradiente
i Sensibilidad | Selectividad | Ran90 de | Caracteriza | =7 Costo
aplicacion | al soluto? i relativo
Detector elusién?
UV-Vis *k *k Fok ok * sk *
UV-Vis
Ly Kk sksksk skskk kk kk kk
Espectrofotométrico
Fluorescencia skkosk skkosk * kk kk ko oskk
indice de Refraccion * * ok * No * ko
Electrqu|r,n|;o sksksk sksksk * kk * ko skk
(amperométrico) —
EspeCtrometrlade ko oskk sksksk kk skskk ko oskk sksksk
Masas - —

*Bajo/Pobre; **Moderado; ***Alto/Bueno

En HPLC se pueden utilizar reacciones de derivacion antes o después de la separacion
(se prefiere antes), para aumentar la respuesta de un detector a un determinado
compuesto, o para disminuir la polaridad de una amina, por ejemplo. Las reacciones de
derivacién mas utilizadas en HPLC se dirigen a la obtencién de derivados fluorescentes,
siendo de menor importancia las que pretenden producir cromoéforos detectables al UV.
También los isbmeros Opticos pueden derivarse para formar diastereoisomeros, que
pueden separarse en columnas convencionales no quirales. Avendano. 1993

La sensibilidad de un método de separacion depende de su capacidad de carga y de la
naturaleza de los detectores disponibles. Esta sensibilidad es superior en HPLC en
comparacion con otros métodos que sélo trabajan en forma miniaturizada. Cabe aclarar
gue para el andlisis farmacéutico es mas importante la sensibilidad a la concentracion y
no a la masa. De la misma manera, en la deteccidn por absorbancia y por fluorescencia
es también la sensibilidad a la concentracion y no a la cantidad minima detectable que
es relevante. Villafuerte, 2002.

En la HPLC, los detectores mas populares, aparte del indice de refracciéon, que es poco
sensible, es el detector de absorbancia UV, debido a la combinacién de factores como:

A.- Es el adecuado para farmacos que poseen grupos cromoéforos con gran absorcion
(también se utilizan para derivados que posean estas caracteristicas) que puedan
ser de longitud de onda fija, mas sensibles y estables, o variable.
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B.- Aungue la sensibilidad no es muy buena comparada con otros tipos de detectores
(por ejemplo de fluorescencia o electroquimica), la sensibilidad es adecuada para
la mayoria de analisis por HPLC.

C.-La simplicidad de su disefio y economia significa que los detectores de
absorbancia por UV no son generalmente caros en comparacion con otros equipos
de deteccion.

D.- En la mayoria de los casos, cuando un sistema general de HPLC es adquirido, un
detector de absorbancia por UV es parte del sistema.

Los detectores de fluorescencia permiten determinar menores concentraciones, pero
requieren que los farmacos posean fluorescencia natural o se deriven con los reactivos
adecuados. Los detectores electroquimicos, que son muy sensibles, como requieren
disolventes o mezclas de disolventes suficientemente polares, estan restringidos a la
cromatografia en fase reversa.

2.3.5 Fase Movil

La retencion neta de un analito es igual a la suma del tiempo gastado en la fase movil t,,
y al tiempo gastado en la fase estacionaria, ts:

=t +1t

La retencién neta de un analito es una funcién de las interacciones del soluto-fase
estacionaria, soluto-fase moévil e interacciones fase movil-fase estacionaria que
contribuyen a la retencién. Si todas estas interacciones con la fase estacionaria son
constantes, entonces la retencion y la selectividad son solamente funciones de la
composicion de la fase movil. Una fase modvil sencilla generalmente puede ser
compuesta de una mezcla de dos solventes: un solvente débil A y un solvente fuerte B.
por ejemplo, un eluente tipico en fase reversa puede consistir de una mezcla de agua,
el solvente débil en un sistema de fase reversa, y un modificador fuerte organico tal
como metanol o acetonitrilo. De manera similar, un eluente en fase normal, tipicamente
consiste de una mezcla de un solvente débil como n-heptano y un modificador fuerte tal
como cloroformo o etil acetato.

Otros factores deberan ser tomados en cuenta en la eleccion de la fase movil,

incluyendo la viscosidad, punto de ebullicién (el cual puede ser determinado en el rango
de temperaturas de elusion utilizados), y compatibilidad con el sistema de deteccion.
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Fig. 8. Viscosidad de diferentes solventes puros y mezclas.
Para que un solvente pueda utilizarse como componente de una fase moévil deben
tomarse en cuenta las siguientes caracteristicas:

A. Que sea disponible comercialmente

B. Precio

C. Pureza y Estabilidad. En la actualidad contamos con productos de grado
cromatografico. Bajo contenido de impurezas

D. Que sea capaz de disolver la muestra

E. Miscible con otros solventes para formar mezclas utiles
F. No degradar o disolver la fase estacionaria

G. Tener baja viscosidad para reducir las caidas de presion

H. Ser compatible con el detector utilizado. Transparencia 6ptica (cuando se usan
detectores UV).

Como en todas las técnicas analiticas, los pequefios problemas a la larga pueden llegar
a tener un mayor impacto en la exactitud y durabilidad del sistema. Aun con la evolucion
de los cromatégrafos liquidos en la era de la computadora, hay problemas que ésta no
puede resolver.
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Todos los disolventes de grado cromatografico, son filtrados cuidadosamente antes de
ponerse a la venta, sin embargo, pueden acumular particulas en suspension que
pueden perjudicar a los componentes del sistema HPLC. Estas particulas en
suspension pueden venir de varias fuentes, incluso de la exposicion al polvo en el aire
durante el trasvase al depdsito para solvente, la exposicion a particulas del aire durante
el almacenamiento del solvente en el depésito, la degradacion lenta del recipiente, o de
condensacion y polimerizacion del solvente.

Las particulas pueden ocasionar costosos dafios a la bomba HPLC, a las precolumnas,
y en general causar desgaste del sistema de HPLC. Los fabricantes de los instrumentos
tienen en cuenta este problema y recomiendan que se filtre y desgasifigue los
disolventes HPLC antes de usarlos.

En el instante que se abre una nueva botella de disolvente grado HPLC se expone el
interior de este a la atmésfera y empieza a acumular gases disueltos. El oxigeno
disuelto que constituye el 21% de la atmdsfera puede producir mayor interferencia en
los detectores de fluorescencia y electroquimicos. El nitrégeno disuelto es el otro
componente de la atmosfera que puede producir burbujas en la columna de HPLC y
cuando el disolvente entra al detector produce picos falsos y desviaciones de la linea
base. El diéxido de carbono disuelto generalmente es la causa de los cambios de pH en
la fase movil.

Hay tres métodos comunes que se utilizan hoy para la filtracion previa de los disolventes
grado HPLC:

A. Filtro a la entrada del disolvente,
B. Filtracién al vacio
C. Filtracion en linea

También existen cuatro métodos comunmente usados para desgasificar disolventes
grado HPLC:

A. Sonicacién
B. Burbujear Helio
C. Degasificacion electronica en la linea del flujo

D. Desgasificacion al vacio en linea.
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2.3.6 Control del pH.

En HPLC de fase reversa, la retencion de los analitos es relacionada con su
hidrofobicidad. Entre mas hidréfobico es el analito, mas tiempo sera retenido. Cuando
un analito es ionizado y llega a ser menos hidréfobico, entonces su retencién decrece.
Los &cidos pierden un proton y son ionizados cuando el pH se incrementa, las bases
ganan un protdn y son ionizados cuando el pH disminuye. Es por esto que, cuando se
trata de separar mezclas por HPLC de fase reversa que contienen acidos y/o bases, se
vuelve necesario el control del pH de la fase mévil usando un amortiguador apropiado
para conseguir resultados reproducibles.

Acidos Bases
B+Ht

BHt — B+H+
HA — A +Ht

Retencion _}
Retencién —————————i

AT + Ht BH+

k3

pH > pH

F

ig. 9. El efecto del pH en la retencion de acidos y bases.

Para métodos mas robustos, es recomendable que las separaciones se desarrollen en
una fase movil con un pH en donde la retencién de los analitos sea poco afectada por
cambios en el pH. Cuando se separan bases, por ejemplo, fases mdviles con un
amortiguador acido usualmente muestran mejor reproducibilidad que fases maviles con
amortiguadores neutros.

En ocasiones se desarrollan métodos en HPLC de fase reversa usando amortiguadores
gue tienen poca o ninguna capacidad reguladora en un pH especifico de la fase movil.
Por ejemplo, los métodos que especifican un amortiguador de fosfatos en el rango de 4
a 6, o un amortiguador de acetatos en el rango de 6 a 7 son, desafortunadamente no
comunes.

Estos amortiguadores no son solo inusuales en esos rangos de pH, sino que ademas
complican la preparacion de la fase movil innecesariamente y dan al analista la falsa
sensacion de control en la reproducibilidad de la separacion. La capacidad reguladora
Optima ocurre cuando el pH es cercano al pKa del amortiguador.
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La concentracion del amortiguador sobre la fase mévil usualmente tiene poco efecto
sobre la retencién en HPLC de fase reversa, mientras mas alta es la concentracion del
amortiguador mayor sera el control del pH. Una concentracion del amortiguador en el
rango de 20 a 50 mM es adecuada para la mayoria de las aplicaciones en fase reversa.

2.3.7 Fase Estacionaria (columnas cromatograficas)

La columna es el lugar en donde todas las acciones cromatograficas pasan, sin
embargo su importancia no es tomada en cuenta. La caracteristica mas importante de la
columna y que influencia directamente a los resultados es su tamafio. Generalmente las
columnas analiticas (las cuales son usualmente hechas de acero inoxidable) estan entre
2.5y 25 cm de longitud y tiene un diametro interno de pocos milimetros, que va desde
1.0, 2.1, 3.0, 4.6 hasta 7.0 mm.

La longitud 6ptima de la columna que es requerida para una particular separacion es
dictaminada por el nimero de platos tedricos necesarios para dar una resolucion
deseable. Si la columna es muy pequefia, entonces claramente la columna no tendra
suficiente “capacidad de resolucién” para llevar a cabo la separacion y si esta es muy
larga el tiempo de analisis serd muy largo. Las longitudes de columnas mas comunes
utilizados en HPLC son de 5, 10, 15y 25 cm,

La mayoria de las columnas analiticas de HPLC tienen didmetros internos (ID) de
alrededor de 5 mm, la mayoria son de 4.6 mm. Este didmetro no surge por casualidad,
cuando un soluto es inyectado dentro de la columna se extiende axialmente (en
direccién perpendicular al flujo) a la cama de la columna. Si se extiende bastante lejos
en esa direccion, alcanzara la pared interior de la columna. En esta region incluso las
columnas mejor empacadas tendran algunas irregularidades en su empaque, las cuales
pueden contribuir al ensanchamiento a la banda cromatografica, y ademas una
reduccion en la eficiencia. Esa regidbn de empaque irregular puede ser reducida,
inicialmente por el uso de columnas con superficies internas pulidas, pero nunca pueden
ser eliminadas completamente. Particulas mas pequefias daran una region irregular
mas pequefa en la pared de la columna, pero esta operacion afectara directamente a la
presion del sistema. La teoria de la cromatografia predice que un soluto inyectado hasta
10 cm de la columna empacada con particulas de 5 uym, tendra una banda con un
diametro axial de 2.5 mm al final de la columna.

Ultimamente se ha mejorado la tecnologia para empaquetar las columnas, lo que ha
permitido fabricar columnas de menor ID, longitud total y tamafio de particula
empacada.

El uso de estas ultimas columnas tiene ventajas cuando nos referimos a la técnica de
HPLC analitica. Por ejemplo: tienen una alta sensibilidad (hasta 100 veces mas), son
mas répidas y, al usar menos cantidad de solventes, son también mas econdmicas
(hasta 100 veces menos de solvente).
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Las columnas pueden ser tan estrechas como 1 mm (generalmente llamadas columnas
microboro). También hay columnas capilares de silica fundida (320 pm; d.i.). Sin
embargo, el uso de estas columnas exige la utilizaciébn de un equipamiento especial
designado o modificado para manejar muy pequefios volumenes.

Columna
HPLC
Fase Dimensiones
Estacionaria de la Columna
| l | l
4
Tipo de Tamafo de Tamafio de Longitud Diametro
Superficie Poro Particula Interno

Propiedades Quimicas Propiedades Fisicas
Selectividad/Factor de capacidad Eficiencia/Velocidad

T

Fig. 9. Caracteristicas de las columnas para HPLC segun sus propiedades fisicas y quimicas.

El tamafio estandar de particulas del empaque de una columna utilizada para HPLC es
de 5 um. Si se requiere mayor velocidad de elusion (mas rapido que 5 minutos/corrida),
minimizar el ensanchamiento de banda y por ello el desarrollo de la eficiencia de la
columna, el empaque debera usar particulas de diametro pequefio para el empaque de
la columna y puede ser con particulas de 1.5 um, 1.8 um, 3.0 um o0 3.5 um en columnas
mas cortas. Esto presenta un problema en el cual hay dificultades técnicas en producir
particulas de diametro pequefio que tengan un tamafio razonablemente uniforme.

A finales de los afos 70’s las columnas de HPLC fueron a menudo empacadas con
particulas de 10 uym (o incluso 20um). Actualmente, la mayoria de separaciones por
HPLC son llevadas a cabo con materiales de empaque de 5 um y 3 um de diametro.
Tamanos de particula tan pequefias como 1 ym pueden ser usadas, aunque su
aplicaciéon es un poco mas especializada y el rango normal de tamafio de particulas
usadas en aplicaciones analiticas con columnas convencionales es entre 3 umy 10 ym.
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Cuando el tamafio de particula disminuye, la presion requerida para mantener cualquier
velocidad de flujo dado se incrementa. Con columnas convencionales y con los tamafios
de particula mencionados anteriormente, las presiones de operacion varian de
aproximadamente de 250 psi a 5000 psi dependiendo de factores tales como la
viscosidad de la fase movil y la velocidad de flujo. Esto hace que ademas de la
demanda del empaque de la columna debe ser capaz de resistir las presiones de
operacion sin un dafio estructural.

Ademas de los requisitos para la produccién de particulas pequefias, uniformes,
porosas Yy rigidas, una fase estacionaria para HPLC debe ser facilmente disponible en
una forma pura y debe ser quimicamente resistente a los disolventes usados como
fases moviles (idealmente deberia ser estable a todos los valores de pH). Como es a
menudo encontrar en HPLC, no hay materiales Unicos los cuales cumplan con todos los
criterios, pero una variedad de soportes son usados, cada uno con sus ventajas y
desventajas.

El material cominmente mas usado para el empaque de columnas para HPLC es la
silice. Puede ser usada sin modificacion o derivada quimicamente en los grupos
silanoles, permitiendo que la superficie quimica sea alterada para obtener diferentes
modos de cromatografia.

Preparada comunmente por la hidrélisis acida del silicato de sodio seguida por la
emulsificacion de una mezcla de alcohol-agua y una subsecuente condensacién para
obtener un gel sélido de silice. Esta es entonces lavada y secada para usarse como
empaqgue en las columnas para HPLC. Las condiciones exactas bajo las cuales este
procedimiento es llevado a cabo (pH, catdlisis, temperatura) afectaran las propiedades
del material resultante.

2.3.8 Efecto de la temperatura en HPLC

El tiempo de retencion de un compuesto depende no solamente del tipo de fase
estacionaria, sino también de la temperatura de la columna. Por esta razén es
importante considerar la importancia de la temperatura en la separacion por HPLC.

El resultado general de un aumento en temperatura es disminuir los tiempos de la
retencidn de todos los picos en el cromatograma segun lo mostrado en la figura 10.

Esto se acompafia a menudo por una cierta disminucion en la resoluciéon de la muestra
apenas como en el caso de aumentar fuerza solvente. 9" 9% En otros casos, los
picos dentro del cromatograma pueden cambiar sus posiciones relativas mientras que
se varia la temperatura, y ésta conduce a alteraciones mas complejas en la separacion,
en donde los tiempos de retencion disminuyen y en ocasiones los equilibrios
involucrados modifican y determinan el orden de elusién.
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65°C
9 10
A A
12
34 45°C
5
6 7
12 3 25°C
NI
A A
. .20 . .40 - .60 . min

Fig. 10. Efecto de la temperatura en los tiempos de retencion.

Debido a estos efectos relacionados a la temperatura, es ventajoso llevar a cabo una
constante de la temperatura de la columna, mientras que la temperatura del cuarto
cambia. Es decir, manteniendo constante la temperatura de la columna es mas probable
mantener la misma separacion de forma cotidiana, y dentro de un dia. Si la separacion
es apenas adecuada en temperaturas mas bajas, puede no ser aceptable en

temperaturas mas altas.
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2.4 Validacion de Métodos Analiticos

Histéricamente, los primeros métodos de control de la calidad se basaron en el juicio o
inspeccion; esta forma de control tuvo serias limitaciones ya que los errores se
detectaban cuando no tenian solucién. Surge entonces, para superar esta limitacion, la
inspeccion de desafio, que constituyé una variante mejorada de la anterior, en la cual el
control del producto final generaba datos que se utilizaban para mejorar el proceso,
ademas, de decidir si se aceptaba, se rechazaba o se reprocesaba este producto. La
implementacién de esta forma de control de la calidad tuvo gran aceptacion a nivel
mundial, lo que jugd un papel fundamental en el desarrollo de la produccion a gran
escala. A pesar de ello la inspeccion de los productos de forma individual resultaba
costosa y no permitia realizar prondsticos de las futuras producciones.

Con la incorporaciéon de la estadistica al control de la calidad por Walter Shewhart se
mejoro la eficacia en la evaluacion de los productos. El objetivo era el seguimiento de un
proceso, asi como la eliminacion de las causas de desempefio no satisfactorio en las
fases del ciclo de la calidad con el fin de obtener mejores resultados econémicos.

Cualquier producto farmacéutico debe reunir atributos de identidad, pureza,
concentracion, potencia, inocuidad y disponibilidad para cumplir con los aspectos
normativos oficiales e internos, por lo que si un método analitico, que finalmente es el
medidor de las caracteristicas criticas de calidad del producto, no es confiable, se corre
el grave riesgo de afectar al usuario final que es el paciente.

La validacion del método analitico es el proceso por el cual se demuestra, por estudios
de laboratorio, que la capacidad del método satisface los requisitos para la aplicacion
analitica deseada; es decir cumple con su propdsito.

En el control interno de la calidad de los ensayos se mantienen los principios generales
del control de calidad, con gran aplicacion de los analisis estadisticos aplicados,
frecuentemente, a graficos de control de los ensayos que estan dirigidos,
fundamentalmente, a evaluar la precision y exactitud del método analitico, constituyendo
el control de la calidad, las técnicas y actividades de caracter operativo utilizadas para
satisfacer los requisitos para la calidad.

Se define el término exactitud como la estrecha relaciébn que existe entre la media
aritmética obtenida de varios resultados analiticos en el procedimiento en estudio y el
valor real o valor de referencia aceptado; la cual esta influenciada por errores
sistematicos como: la utilizacién de equipos de medicion no adecuados, una calidad de
reactivos incorrecta, no utilizar el método analitico apropiado, etc. A su vez, esta misma
norma, describe a la precision de un método como el grado de concordancia de los
datos obtenidos para una muestra procesada varias veces, la que esta limitada por
errores aleatorios como los errores instrumentales, individuales, entre otros.
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En funciébn de la aplicacion analitica de un método, la siguiente tabla indica los
parametros de desempefio a estudiar.

Tabla 2. Parametros de desempefio segin la aplicacién analitica del método.

i . CONTENIDO/ PRUEBA DE IMPUREZAS )
PARAMETRO DE DESEMPENO VZS;E’X%I;AQ/N CONTENIDQ/ e IDENTIFICACION
VALORACION

Precision/Adecuabilidad del Sistema Si Si SI +

Linealidad del Sistema Si Si No No
Especificidad Si Si Si Sl
Exactitud y Repetibilidad Si Si No No
Linealidad del Método Si Si No No
e oo © o o
Estabilidad Analitica de la Muestra + + No No
Limite de Deteccion No No Si No
Limite de Cuantificacion No Si No No
Robustez + + + No
Tolerancia + + + No

+Puede ser requerido dependiendo de la naturaleza del método.
1. La falta de especificidad de un método analitico, puede ser compensada por otra alternativa analitica de soporte, como por ejemplo
cromatografia de capa fina.
2. También es definido como un estudio de tolerancia.
3. Un método que es exacto y lineal, por definicién es especifico al placebo analitico o a los otros componentes de la muestras.

Para garantizar estos parametros resulta imprescindible el control interno de los
ensayos, pues a pesar de gque se mantengan todas las medidas establecidas para la
obtencion de un resultado correcto, la posibilidad del error siempre esta presente y hay
gue estar preparado para detectarlo cuando ocurra, siendo esto posible, sélo, cuando se
mantiene un riguroso control.

Los controles internos son aquellos que se utilizan primariamente dentro de un
laboratorio o en laboratorios cooperativos, para garantizar la veracidad de un resultado,
estos dependen del tipo de ensayo. Para establecerlos es necesario contar con todas
las medidas organizativas y de aseguramiento de la calidad que plantean las Buenas
Practicas que contempla, como elementos de primer orden, tener todas las técnicas
validadas y contar con muestras controles y/o materiales de referencia bien
caracterizados. En ellos, los indicadores de estabilidad y homogeneidad son
imprescindibles; ademas, deben ser reproducibles y tener una composicién similar a la
de las muestras y similar matriz, el uso de estos materiales permite demostrar que el
método analitico ofrece estabilidad en los resultados obtenidos. "% 2093 Existe un
destacable desarrollo de criterios establecidos para ser usados en validaciones en lo
referente a mediciones que utilizan las técnicas cromatograficas. Sin embargo el
desarrollo de un nuevo producto y/o método analitico involucra, la mayoria de las veces,
el uso de otras técnicas de medicion distintas a la citada para cuyos casos se dificulta
obtener criterios de referencia. o 2092
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Planteamiento del Problema

3

Planteamiento del Problema

Las formulaciones farmacéuticas modernas son mezclas complejas que incluyen,
ademas de uno 0 mas principios activos (sustancias con actividad farmacolégica), una
gran cantidad de excipientes y/o vehiculos tales como diluyentes, viscosantes,
colorantes, saborizantes, etc. EI Quimico analista debe ser capaz de separar estas
mezclas en sus componentes individuales para realizar un andlisis cuantitativo
confiable. En la fabricacion también deben de controlarse igualmente la calidad de las
materias primas, de los productos intermedios y de los productos terminados. Lo
anterior recalca la importancia de proveer de resultados rapidos y confiables, en donde
el método de cuantificacion es un punto critico.

El desarrollo de técnicas analiticas capaces de optimizar tiempos y costos en el analisis
de medicamentos es una problematica que un método de cuantificacion adecuado debe
de minimizar con el fin de asegurar el aprovechamiento de los recursos del Laboratorio
de Control Fisicoquimico.
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Objetivos

4

Objetivos

4.1

4.2

Objetivo General

Optimizar un método analitico por HPLC para la cuantificacion de Dicloxacilina
materia prima, producto intermedio y terminado, el cual deberd cumplir con las
especificaciones internas del laboratorio y las especificaciones establecidas en los
paradmetros de desempefio de la validacion del método.

Objetivos Especificos
4.2.1 Disminuir el tiempo total de analisis de Dicloxacilina, tanto para materia prima

como para producto intermedio y terminado.

4.2.2 Establecer Limites y Especificaciones de Adecuabilidad del Sistema que el
Método Analitico debera de cumplir.

4.2.3 Validar los Métodos Analiticos para la Valoracion y la Cuantificacion de

Dicloxacilina en la prueba de Disolucion con el fin de asegurar la confiabilidad
del método.
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Hipotesis

Hipotesis

Con una seleccion adecuada de las condiciones cromatograficas del Método Analitico
propuesto puede proveer resultados adecuados para la cuantificacion de Dicloxacilina
como materia prima asi como producto intermedio y terminado, el Método Analitico
optimizado cumplird con los parametros de desempefio que involucra la validacion del
meétodo ademas, de lograr una disminucién considerable de los tiempos y costos de
analisis.
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Desarrollo Experimental

6 Desarrollo Experimental

6.1 Materiales

Cantidad Descripcion Capacidad Marca
05 Matraz volumétrico 50 mL Pyrex
40 Matraz volumétrico 100 mL Pyrex
01 Matraz volumétrico 200 mL Pyrex
10 Jeringas de plastico 10 mL Terumo
Suficientes Membranas de nylon 0.45 um Millipore
Suficientes Filtros de jeringa 0.45 um Millipore
6.2 Equipos e Instrumentos
Descripcion Marca Modelo
Cromatografq} de Liquidos de Dionex Summit
Alta Resolucion
-Bomba Dionex P680
-Rack de Solventes Dionex SOR-100
-Inyector _de muestras Dionex ASI-100
automatizado
-Compartimiento de .
columnas con termostato Dionex TCC-100
-Detector UV con Detector .
de Arreglo de Diodos Dionex D680V
Balanza Analitica Ohaus Explorer
Equipo de Filtracion PALL -
Sonicador Wiggen -
6.3 Principio Activo
Descripcion Fabricante Grado
Dicloxacilina Sodica Fersinsa G.B. USP

-32 -


https://comercio.softonic.com/esales/tienda/motor_tienda2.phtml?quehacer=comprar_programa&n_id=237
https://comercio.softonic.com/esales/tienda/motor_tienda2.phtml?quehacer=comprar_programa&n_id=237

Desarrollo Experimental

6.4 Disolventes y Reactivos

Descripcion Marca Grado
Agua J. T: Baker HPLC
Acetonitrilo J.T. Baker HPLC
Metanol J.T. Baker HPLC
Fosfato mono_basmo de 3T Baker Reactivo
potasio
Acido fésforico J.T. Baker Reactivo
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6.5 Metodologia experimental

6.5.1 Diagrama de Flujo

Revision de Aplicaciones
Analiticas

Identificacion del Analito

Identificar la categoria del
analito

Establecer una metodologia
experimental

Verificacion de:
A. Documentacion, y
B. Calibracion de equipos

Desarrollo de un Método
Analitico Preeliminar

Optimizacién del Método
Analitico

Validacion del Método para:
A. Valoracion, y
B. Disolucion

Discusién y Conclusiones

No
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6.5.2 Cronograma de Actividades

Tiempo (semanas)

2& 3& 461 5& 6& 7&
Actividad

Revision Bibliografica

Selecciéon de Columna

Seleccion Fase Movil

Tratamiento de las
Muestras

Optimizacién del Método

Comparacion y
Determinacion costo-
beneficio del método

Validacion de Método
Analitico para la
Valoracién!

Validacion del Método
Analitico para la Disolucién?

Analisis de Resultados

Conclusiones

Validacion del Método analitico para la Valoracién de Dicloxacilina capsulas.
%yalidacion del Método analitico para la prueba de Disolucién de Dicloxacilina capsulas.
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6.6 Procedimiento

6.6.1

6.6.2

Investigacion Bibliogréafica

Realizar una investigacion bibliografica para determinar las aplicaciones
cromatograficas mas comunes para el analisis de Dicloxacilina.

Identificacion del Analito.

Realizar el andlisis como se describe a continuacién conforme a FEUM 8% ed.:

A. Método Analitico de Dicloxacilina Sédica Materia Prima.

I. SUSTANCIA DE REFERENCIA

1.1 Dicloxacilina de sodio.
No secar antes de su uso, determinar el contenido de agua.

ll. DESCRIPCION

2.1 Cumple.
Polvo cristalino blanco o blanco grisaceo.

[ll. SOLUBILIDAD

3.1 Cumple.
Facilmente soluble en agua.

IV. IDENTIDAD

4.1 A)IR. Positiva.
El espectro IR de una dispersién de la muestra en bromuro de potasio, corresponde con el
obtenido con una preparacion similar de la SRef de dicloxacilina de sodio.

4.2 B) Sodio. Positiva.
Carbonizar 100 mg de la muestra: una soluciéon 1 en 20 del residuo en &cido acético da
positiva a las pruebas de sodio.

V. pH

51 Entre45y7.5.
Determinar en una solucién acuosa que contenga 10 mg/mL de la muestra.

VI. AGUA

6.1 Elcontenido de agua es entre el 3.0 por ciento y 5.0 por ciento.
Determinar por Titulacién Directa.

VII. CRISTALINIDAD

7.1 Cumple.
Es cristalina conforme al MGA0231, Método |.
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VIIl. VALORACION

8.1

8.1.1

8.1.2

8.1.3

8.1.4

8.1.5

8.1.6

8.1.7

CLAR. Tiene una potencia equivalente a no menos de 850 ug/mg de dicloxacilina
base.

Disolvente:
Pasar 5.44 g de fosfato monobasico de potasio a un matraz volumétrico de 2000 mL y

disolver con agua, llevar al volumen y ajustar el pH a 5.0 + 0.1, con hidréxido de potasio
8N.

Fase Movil:
Disolvente:acetonitrilo (1500:500). Hacer los ajustes si es necesario de acuerdo a la
verificacion del sistema.

Preparacion de referencia:

Disolver una cantidad de la SRef dicloxacilina de sodio en el disolvente, para obtener una
solucién que contenga 1.1 mg/mL. Nota: utilizar inmediatamente o refrigerar, utilizar el
mismo dia de preparacion.

Preparacion de la muestra.

Pasar 230 mg de la muestra a un matraz volumétrico de 200 mL y llevar a volumen con
el disolvente y mezclar. Agitar con ayuda de un agitador magnetico durante 5 minutos
para asegurarse de completa disolucién. Nota: utilizar inmediatamente o refrigerar,
utilizar el mismo dia de preparacion.

Condiciones del equipo.
Cromatdgrafo de liquidos equipado con un detector a 225 nm. Columna de 4.6 mm x 25
cm, empacada con L1. Velocidad de flujo de 2 mL/min.

Verificacion del sistema:

Inyectar la preparacion de referencia y registrar los picos respuesta como se indica en el
procedimiento. El factor de capacidad, K’, para la dicloxacilina es entre 4 y 11, la
eficiencia de la columna no es menor de 700 platos tedricos, el factor de coleo para el
pico del analito no es menor de 2. El coeficiente de variacién para la replica de
inyecciones no es mas del 2.0 por ciento. Nota: utilizar las &reas que indican los picos
respuesta.

Procedimiento:

Inyectar por separado volimenes iguales de 10 uL de la preparacion de referencia y de
la preparacion de la muestra, registrar los cromatogramas y medir los picos respuesta
mayores. Calcular la cantidad de dicloxacilina en microgramos por miligramos de
muestra, con la siguiente féormula:

Amtra X Wstd XFDXPQ

td mtra

%Dicloxacilina =

std

En donde:

An= area bajo el pico obtenido en el cromatograma con la preparacion de la muestra
A= area bajo el pico obtenido en el cromatograma con la preparacién de referencia
Wy = Peso en miligramos de la SRef de dicloxacilina

Whes = Peso en miligramos de la muestra

FD = Factor de dilucién utilizado

PQ = Potencia quimica de la SRef de dicloxacilina
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6.6.3 Seleccién de Columna

A. Hacer una propuesta de la columna a utilizar de acuerdo a la revision de
aplicaciones analiticas, a la fase a utilizar de acuerdo a la clasificacién del
analito, fase estacionaria y parametros a cubrir con el método analitico a
desarrollar.

B. Realizar la eleccién completando el siguiente cuadro:

Tabla para la seleccién de columnas

< © = © o — T

- g8, o 3 c | @ S g g = | g3 | = 5
T 5 E 3¢ 2 o © S ® == ) = =3 =) © 0 B o
g% sg28l ¢ 8 ¢ | 2z | 2| 3 2 r | 22| g | €3
=8 g3Egl £ =3 a ] o s N e c ” S S0 | 55
58 8csz| 8 | 8§ | o |S2 |35 & | & | 8 |of |28 |8
E‘E 2?;: s o =1 SE S - ] = ol _%é gn:
°  |8gef| T | = | @ |< |2 | 2| £ |5 |8&|g |¢°

Tamarfio de

particula

Pequefia < 3 um

Mediana 5 um *

Grande 10 um

Longitud de la

columna

Corta <50 mm

Media 150 mm *

Larga 300 mm

Diametro Interior

Estrecho (2.1 mm)

Medio (4.6 mm) *

Amplio (22.5 mm)

Area superficial

Bajo (200 m’/g) *
Alto (300 m*/g)

Tamafio de poro
Pequefio (60 A)

Mediano (100 A) *

Grande (300 A)

Contenido de
carbono

Bajo (3 %)

Medio (10 %) *

Alto (20 %)

Tipo de enlace

Monomérico *

Polimérico

Formadela
Particula

Esférica *

Irregular

C. Describir detalladamente las caracteristicas de la columna elegida.

-38-




Desarrollo Experimental

6.6.4 Seleccion de Fase Movil y pH

A. En base arevision de las aplicaciones analiticas encontradas, seleccionar
un disolvente adecuado en base a:

Viscosidad,

Miscibilidad en agua,

Punto de ebullicion,

Accesibilidad,

Longitud de Onda de Corte al UV (Cutoff),
indice de polaridad

ogakwnpE

B. En base a la revision bibliografica y a las caracteristicas fisicoquimicas de
Dicloxacilina determinar el amortiguador, la concentracion, y pH’s posibles.
Generalmente se inicia con una unidad de pH abajo y una arriba del pKa. Si es
necesario modificar el pH seleccionado.

La solucién amortiguadora debe mostrar una transparencia al uv a la longitud
de onda a determinar y estos deberan tener una capacidad i6nica aceptable. La
solucion amortiguadora debera ser filtrada a través de membranas de 0.45 pum
con una unidad de vacio antes de su uso. Si se requiere, debera de ser
almacenado a 4°C para minimizar el crecimiento bacteriano, de preferencia las
soluciones amortiguadoras utilizadas deberan prepararse el mismo dia de uso.

C. La solucion amortiguadora y el disolvente seleccionado deberan ser
desgasificados por sonicacion.

D. Con la fase mévil elegida, establecer el tiempo de retencién de Dicloxacilina
inyectando 10 puL de una solucion de 0.50 mg/mL en la columna seleccionada
por medio de una corrida isocratica. Iniciar con una proporciéon 50:50
(Sol. Amortiguadora:Modificador organico), acondicionar la columna, realizar
pruebas y observar los efectos del amortiguador sobre el pico de Dicloxacilina
asi como del soluto no retenido (inyectar 1 uL de acetona al 1%).

E. Sies necesario disminuir o incrementar la proporcion de la parte organica
segun las caracteristicas obtenidas del primer pico obtenido. La determinacién
de Dicloxacilina debera auxiliarse de un barrido espectral por medio del
detector de arreglo de diodos. Determinar la pureza del pico y la longitud de
onda de lectura por medio del analisis del espectro obtenido.

F. Verificar si las  proporciones de la fase mévil (Sol.
Amortiguadora:Modificador organico) son las adecuadas comparando el pico
obtenido vs el soluto no retenido (inyectar 1 uL de acetona al 1%). El tiempo de
retencion del pico obtenido de dicloxacilina no debe ser menor al pico obtenido
del soluto no retenido.
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G. Con los resultados anteriores determinar la fase mévil mas adecuada vy fijar
el tiempo total de la corrida analitica.

H. Si es necesario, proponer diferentes condiciones cromatograficas.

6.6.5 Concentracién y volumen de la muestra

A. Preparar soluciones de Dicloxacilina a 0.5 mg/mL y si es necesario a 1.0
mg/mL y 0.1 mg/mL. Inyectar al cromatdégrafo muestras de 10 uL y si se
requiere también a 5ul 3 uLy 1 ul.

B. Determinar la altura del pico, area bajo la curva, factor de capacidad y
eficiencia de la columna (platos teoricos).

C. Comparando los parametros anteriores determinar a que concentracion
debe prepararse la muestra y el volumen que debe inyectarse al cromatografo
para evitar problemas de deteccion o saturacion de la columna con la muestra.

D. Establecer Pruebas y Especificaciones de Adecuabilidad del Sistema que el
Método Analitico debera de cumplir.

E. Inyectar 6 ocasiones una muestra de Dicloxacilina con las caracteristicas del
método cromatografico seleccionado a fin de comprobar el cumplimiento de
Adecuabilidad del Sistema.

6.6.6 Comparacion del Método Desarrollado vs. El Método Farmacopéico

A. Con el método analitico propuesto realizar la valoraciéon de una muestra de
materia prima y compara los resultados obtenidos contra el método de analisis
gue presenta la Farmacopea de los Estados Unidos Mexicanos. De igual
manera realizar la liberacion de area (especificaciones internas) a través del
analisis de trazas.

Tabla de Comparacién paralos Métodos Analiticos

Tiempo de mL/min Costo por mL Costo total Tiempo total
Anélisis Inyecciones Corrida (min) mL de EM gastados de Andlisis de an_aI|S|s
®) (min)
Valoracion

(Método Propuesto)

Valoracién
(Método Farmacopéico)

Monitoreo de Trazas
(Método Propuesto)

Monitoreo de Trazas
(Método Farmacopéico)
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B. Realizar una comparaciéon de tiempos de analisis, gasto de disolventes y
costo aproximado del analisis realizado (evaluar solo el precio de los reactivos
utilizados).

6.6.7 Validacién del método analitico

A. Elaborar Protocolos de Validacién para Valoracion de Dicloxacilina capsulas
y Disolucion de Dicloxacilina capsulas tomando en cuenta el método analitico
propuesto para que se evallen parametros de desempenfio para la validacion de
las técnicas analiticas de acuerdo a los requerimientos y procedimientos
internos de Farmacéutica Wandel, S.A. de C.V.
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7.

Resultados y Analisis de Resultados

7.1 Identificacion del analito

Materia Prima: Dicloxacilina Sodica Compactada | No. de Lote: F569963
Fecha de Ingreso: 18 Oct 07 Fecha de Analisis: 19 Oct 07
Fabricante: Fersinsa GB Proveedor: Indukern de México
Determinacion Especificacion Resultado
Descrincion Polvo cristalino blanco o blanco cumple
P grisaceo P
Solubilidad Facilmente soluble en agua Cumple
Identidad
a) IR a) Positiva a) Positiva
b) Sodio b) Positiva b) Positiva
pH Entre 4.5y 7.5 5.86
El contenido de agua es entre el 3.0 o
Agua por ciento y 5.0 por ciento 3.63%
Cristalinidad Es cristalina Cumple
Tiene una potencia equivalente a no
Valoracién menos de 850 pug/mg de dicloxacilina 991.28 pg/mg b.h.
base. 995.30 ug/mg b.s.

Ref.; Documentacion Interna de Farmacéutica Wandel S.A. de C,V,
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7.2  Seleccién de columna

Tabla para la seleccién de columnas

o} © =] 9 o — T
© G ESg O 2 c g T S S 2 g3 = S
S € 3g8 g ° e s 8o o 2 = E3 o » 9
08 355 S S o g o8 = B2 @ Q= 5 @ ;=
99 S§28% G o o % | 88 2 s @ 2 SE | &3
23 5 o8 = g s | 83| €A % S o Se |28 | &%
oS 0Ssg| © 8 < O2 | 2= w @ o) Ow [ =5 | EF
o) 9 E o . I o T o 2 SF o n = ol 2% 3
Q e = = m = ko] = o] c T QO =
o h8E < < < < < Z < @a® | W
Tamario de particula
Pequefia< 3 pum v
Mediana 5 um *
Grande 10 um
Longitud de la
columna
Corta <50 mm v v v
Media 150 mm *

Larga 300 mm

Diametro Interior

Estrecho (2.1 mm)

Medio (4.6 mm) * v v

Amplio (22.5 mm)

Area superficial

Bajo (200 m*/g) * v

Alto (300 m*g)

Tamafio de poro

Pequefio (60 A)

Mediano (100 A) v

Grande (300 A)

Carga de carbono

Bajo (3 %)

Medio (10 %) voox v

Alto (20 %)

Tipo de enlace

Monomérico v«

Polimérico

Forma de la Particula

Esférica * v v

Irregular

* Recomendado para aplicaciones estandar.
v Caracteristicas del método a optimizar.

Como punto de partida en la optimizacion de métodos por HPLC, el tamafio de
particula y la longitud de la columna pueden ser reducidos para acortar el tiempo de
andlisis.

Para obtener un andlisis rapido, se busca minimizar el tiempo de retencion o el tiempo
desde que se inyecta la muestra hasta que el Gltimo pico de interés eluye; esto se
puede conseguir aumentando el flujo, disminuyendo la longitud de la columna, o
ambos. Para compensar la perdida de eficiencia con columnas cortas se utilizan
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tamafios de particula mas pequefios. Esta forma de conseguir la optimizacion del
método tendra como resultado un incremento en la presion de operacion del equipo.

Como parte de selecciéon de la columna se presenta lo siguiente:

Area superficial. El area superficial es determinada por el tamafio de poro. El
tamafio de poro y el area superficial son inversamente proporcionales. Un
material de empaque con un tamafio de poro pequefio tiene una gran area
superficial y viceversa. Los materiales con una gran area superficial ofrecen una
gran capacidad y largos tiempos de retencion para el analito. Los empaques
con baja area superficial ofrecen una equilibracion rapida y son a menudo
usados para moléculas de altos pesos moleculares.

Tamafo de poro. El tamafio de poro del material de empaque representa el
tamafio promedio de los poros que tiene cada particula. El tamafio del analito
debera ser considerado cuando se elija el tamafio de poro apropiado del
material de empaque. El peso molecular de un analito puede ser usado para
estimar el tamafio de la molécula. Como una regla general, un tamafio de poro
de 100 A a 60 A debera ser usada para analitos con un peso molecular a 3 000.

Contenido de carbono. La carga de carbono es una medida de la cantidad de la
fase de enlace atada a la superficie del empaque. Las altas cargas de carbono
proveen de una columna con una gran capacidad y resolucién. Contenidos
bajos de carbono producen poca retencién del soluto y por ende, andlisis mas
rapidos.

Forma de Particula. La mayoria de los nuevos métodos en HPLC son
desempefados sobre particulas de forma esférica o esferoidal. Las particulas
esféricas proveen una alta eficiencia, una mejor estabilidad en la columna y
menor presidbn en comparacion con las particulas de forma irregular. Estas
tltimas son usualmente usadas en aplicaciones de cromatografia preparativa a

4 s : H Grace Vydac, 2004.
gran escala por su alta area superficial, capacidad y bajo costo.

Teniendo en cuenta los requerimientos mencionados, se selecciona una columna
Dionex, Acclaim 120® de 2.1 x 50 mm empacada con C18 y un tamafio de particula
de 3 um de forma esférica.
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7.3  Seleccion de Fase Movil y corridas experimentales

Con la finalidad de disminuir la retencion de Dicloxacilina, esta debe ser ionizada
durante la corrida cromatografica para que sea menos hidrofobica disminuyendo el
tiempo de retencion, y para lograr esto se necesita un pH bajo ya que las bases
ganan un proton y son ionizados cuando el pH disminuye. Lo anterior no presenta
mayor complicacién debido al valor de pKa que posee la Dicloxacilina, la cual es
de 2.67.

Una de las soluciones amortiguadoras mas usadas en HPLC de fase reversa para
un pH bajo son los fosfatos (ajustado con &cido fosférico), como se muestra en la
Tabla 3. La solucién amortiguadora propuesta es a un pH de 3.0 con una
concentracion media de 30 mM (comunmente usado de 20 a 50 mM. Esta solucion
presenta una buena capacidad de amortiguacion ya que el pKa es de 2.1 y
ademas presenta una Longitud de onda de maxima absorcion (Cutoff) adecuado
para la lectura de Dicloxacilina que es de 225 nm.

Tabla 3. Amortiguadores usados comunmente en HPLC de fase reversa.

Buffer pKa Rango UV Cutoff (nm)
Fosfato 2.1 1.1-31
7.2 6.2 -8.2 200
12.3 11.3-13.3
Acetato 4.8 3.8-58 210
Citrato 3.1 21-4.1
4.7 3.5-57 230
5.4 44-6.4
Tris Base (THAM) 8.3 7.3-9.3 205
Trietilamina* (TEA) 11.0 10.0-12.0 200
Pyrrolidina 11.3 10.3-12.3 200
*Solvente Volatil

Vlac-Mod, 2007.

Los disolventes mas utilizados como modificadores organicos para cromatografia
en fase reversa por que son muy accesibles para el quimico analista son Metanol y
Acetonitrilo, los cuales tienen las siguientes propiedades:

Tabla 4. Propiedades de disolventes comunmente utilizados en HPLC de fase reversa
Punto de Solubilidad

owenie  [icete LYool ngeede VIS ewiicon enags
Acetonitrilo 5.8 190 1.344 0.37 82 Miscible
Metanol 51 210 1.329 0.60 64 Miscible
Tetrahidrofurano 4.0 215 1.407 0.55 66 Miscible
Agua 10.2 190 1.000 1.00 100
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Teniendo en cuenta que la reduccion del tamafio de particula aumenta la presion
del sistema, el modificador organico seleccionado es Acetonitrilo ya que el metanol
presenta una mayor viscosidad solo y en cualquier proporcion de una mezcla con
agua (Fig. 8); ademas, el Acetonitrilo es un disolvente con mayor fuerza de elusiéon
gue el metanol en HPLC de fase reversa. La Fig. 11, muestra la diferencia de la
fuerza de disolvente, por ejemplo, un 50 % de Acetonitrilo en una fase maévil, debe
compensarse con cerca de 62% de metanol para igualar la fuerza del disolvente.

% Acetonitrilo % Metanol
100 —— 100
a0 — a0
a0 — )
70 | &0
60 —— 70
50 —1— &0
40 —1 50
30 | 40
20 —— 20
m ] 25
o 1 r

Fig. 11. Nomograma comparativo de fuerza de disolventes en Fase Reversa."od 2007

Para iniciar corridas analiticas de prueba se determina utilizar solucion
amortiguadora de fosfatos a pH 3.0 con Acetonitrilo como modificador organico a
una proporcion de 50:50, con un flujo inicial de 0.5 mL/min ya que el diametro y
longitud de la columna seleccionada son menores a la del método original. La
temperatura de inicio sera una temperatura controlada a 25°C.
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Con una fase movil Amortiguador:ACN (50:50) a un flujo de 0.5 mL/min se obtiene
el siguiente cromatograma (fig. 12), en donde se obtiene un factor de capacidad
demasiado bajo (0.82) por lo que es necesario modificar las proporciones de la
fase movil.

Fig. 12. Cromatograma con Amortiguador 50:ACN 50 y flujo 0.5 mL/min.

Los valores de K” se determinaron teniendo un tiempo muerto de 0.650 minutos a
un flujo de 0.50 mL/min.
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Con una fase movil Amortiguador pH 3.0:ACN (55:45) a un flujo de 0.5 mL/min se
obtiene el siguiente cromatograma (fig. 13), en donde se obtiene un factor de
capacidad de 1.45, el cual todavia es menor al requerido por lo que es necesario
disminuir la fuerza de elusion de la fase movil.

Fig. 13. Cromatograma con Amortiguador 55:ACN 45 y flujo 0.5 mL/min.
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Con una fase mévil Amortiguador pH 3.0:ACN (60:40) a un flujo de 0.5 mL/min se
obtiene el siguiente cromatograma (fig. 14), en donde se obtiene un factor de
capacidad de 2.61. Aungue el factor de capacidad ya es el adecuado, el tiempo de
corrida analitica es de 3.5 minutos por lo que sera necesario modificar el flujo para
disminuir el tiempo de analisis.

Fig. 14. Cromatograma con Amortiguador 60:ACN 40 y flujo 0.5 mL/min.

- 49 -



Resultados y Analisis de resultados

Con una fase movil Amortiguador pH 3.0:ACN (58:42) a un flujo de 0.6 mL/min se
obtiene el siguiente cromatograma (fig. 15).

Fig. 15. Cromatograma con Amortiguador 58:ACN 42 y flujo 0.6 mL/min.

El factor de capacidad obtenido es de 2.03, la asimetria del pico es de 1.31 vy el
tiempo de corrida analitica es de 3.0 minutos, por lo anterior puede modificarse el
flujo para disminuir el tiempo de analisis. Ademas, puede modificarse la fase movil
de tal manera que la asimetria del pico mejore y ayude aumentando los platos
teoricos.
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Lo anterior puede mejorarse disminuyendo el coleo del pico; una causa comun del
coleo en los picos en HPLC de fase reversa es la retencion secundaria que ocurre
cuando una interaccion iénica toma lugar entre un soluto cargado positivamente
(amina) y un silanol sobre la superficie de la silica de la fase estacionaria. Para
corregir este problema es posible agregar una amina competitiva a la fase movil
(Fig. 16). La trietilamina (TEA) es comunmente afiadida a la fase movil para este
propésito ya que interactia fuertemente con los grupos silanoles e inhibe la
interaccion de estos con las aminas de la muestra. Regularmente se afiade de 5 a
10 mM de TEA.

Fig. 16. Cromatograma con Amortiguador/TEA 58:ACN 42, flujo 0.8 mL/min y temperatura de 30°C.
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Con la fase mévil propuesta (Amortiguador TEA pH 3.0:ACN 58:42) con un flujo de
0.8 mL/min, a una temperatura de 30°C disminuye el tiempo de retenciéon y la
asimetria del pico; sin embargo, el factor de capacidad también es afectado. Por
esta razon se modifica nuevamente la fase mévil ahora a una proporcién de 60:40
Amortiguador TEA pH 3.0:ACN y se aumenta la temperatura para incrementar la
eficiencia cromatogréafica, obteniendo el siguiente cromatograma (Fig. 17).
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Fig. 17. Cromatograma con Amortiguador/TEA 60:ACN 40, flujo 0.8 mL/min y una temperatura de
35°C.
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Con las condiciones antes descritas se observa un factor de capacidad de 2.30, el
cual es adecuado teniendo en cuenta que los valores recomendados son de 2 a
10. De igual manera la asimetria, cuyo valor ideal es de 1, fue afectada de manera
positiva ya que de un valor inicial de 1.48 se disminuyo hasta 1.22, asi como los
platos tedricos ya que aumentaron 1006 a 2479 en un tiempo de corrida analitica
total de 2.50 minutos.

Para obtener el factor de capacidad fue necesario determinar el tiempo muerto o
soluto no retenido, el cual se determiné inyectando 1 puL de acetona al 1%. El
cromatograma obtenido es el que se muestra en la Fig. 18.
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Fig. 18. Cromatograma de soluto no retenido, Acetona.

Se determind el tiempo de soluto no retenido en 0.5 minutos, con este valor de
tiempo muerto se calcula el factor de capacidad del pico de Dicloxacilina.
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Con los resultados anteriores se determinan las condiciones cromatograficas
guedando de la siguiente manera:

Diluente.

Disolver 1.7011 g de fosfato monobasico de potasio en 500 mL de agua grado
cromatografico afladiendo 0.70 mL de trietilamina, ajustar el pH a 3.0 + 0.05 con
acido fosférico. Preparar solo la cantidad necesaria para el analisis requerido.

Fase movil.
Diluente:Acetonitrilo (60:40). Filtrar con membrana de nylon de 0.45 um de
diametro de poro y desgasificar con sonicacion.

Condiciones del equipo.

Detector de luz UV, a una longitud de onda de 225 nm; columna Acclaim 120 de
2.1 x 50 mm empacada con L1 y tamafio de particula de 3 um. El compartimiento
de la columna tendra una temperatura controlada de 35°C. La eficiencia de la
columna es no menos de 1500 platos tedricos, el factor de coleo no mas de 2.0, la
desviacion estandar relativa del area bajo la curva entre inyecciones es no mayor
de 2.0 % y la desviacion estandar relativa del tiempo de retencidon absoluta entre
inyecciones es no mayor de 1.0 %. El flujo de la fase movil sera de 0.8 mL/min y un
tiempo total de corrida analitica de 2,5 minutos.

Preparacion de referencia.

Pesar y transferir el equivalente a 12.5 mg de Dicloxacilina del estdndar secundario
de Dicloxacilina sédica a un matraz volumétrico de 25 mL, disolver con 15 mL de
agua purificada, sonicar durante 3 minutos, llevar al aforo con el mismo disolvente
y mezclar. Filtrar con filtro de jeringa con membrana de nylon de 0.45 um de
diametro de poro (Millipore Millex HN). La solucion asi preparada contiene 0.50
mg/mL de Dicloxacilina.

Preparacion de la muestra.

De la muestra tomar el equivalente a 50 mg de Dicloxacilina y transferirlos a un
matraz volumétrico de 100 mL, diluir con 75 mL de agua purificada y agitar. Llevar
al aforo con el mismo disolvente y mezclar. Filtrar con filtro de jeringa con
membrana de nylon de 0.45 um de didmetro de poro (Millipore Millex HN). La
solucion asi preparada contiene 0.50 mg/mL de Dicloxacilina.

Utilizando estas condiciones cromatograficas se observa que el equipo no es
forzado y se encuentra en condiciones normales de operaciébn como se observa en
la fig. 19 donde se muestra la presion real del sistema durante el andlisis de
Dicloxacilina; en la fig. 20 se muestra la intensidad de la LaAmpara UV a la longitud
de onda de trabajo y en la fig. 21 la temperatura de trabajo.
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Fig. 19. Presion del sistema HPLC.

Fig. 20. Condiciones de trabajo del detector.
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Fig. 21 Temperatura controlada a 35°C.

Teniendo en cuenta que se cumplen los requerimiento cromatograficos y que el equipo
trabaja de manera normal, no es necesario modificar las condiciones cromatograficas.

Para determinar que el cromatograma no es afectado por el sistema cromatografico se
utiliza el Indice de Pureza de Pico (Peak Purity index), que proporciona el sistema a
través del detector de arreglo de diodos disponible en el cromatégrafo de liquidos
Dionex.

Fig. 22. Andlisis espectral de Dicloxacilina.
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Para optimizar el método en cuanto a la cantidad de muestra inyectada, se prepard
una solucién de Dicloxacilina con una concentraciéon de 0.5 mg/mL y se inyectd
una muestra de 10 uL obteniendo un area de 25.4133, una asimetria de 1.23 y una

cuenta de 2467 platos tedricos. Seguido de esta muestra se inyectd otra de 5 pulL
obteniendo un &rea de 12.4836, una asimetria de 1.32 y una cuenta de platos
tedricos menor a la inyeccion anterior, 2320 (Fig. 23).

Fig. 23. Inyecciones de Dicloxacilina de 5y 10 puL.

Teniendo en cuenta la sensibilidad del equipo, un area cerca de 25 con una altura
de 300 mAU resulta adecuada para llevar a cabo un andlisis. Con los resultados
obtenidos inyectando 5 uL el pico se deforma un poco y la eficiencia se reduce; si
se inyectaran 10 uL de una muestra mas concentrada (1 mg/mL) puede ocurrir una
sobrecarga de la muestra en la columna que resulta en un frente del pico
puntiagudo o un coleo excesivo.
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Con los resultados anteriores se determina utilizar el método con estandares y
muestras a una concentracion de 0.5 mg/mL, inyectando al cromatégrafo 10 pl.

Una vez establecido el método analitico para la valoracién de Dicloxacilina, se
establecen las especificaciones que se deben cumplir en Adecuabilidad del

sistema (Tabla 5).

Tabla 5. Especificaciones para Adecuabilidad del Sistema de Dicloxacilina.

Parametro Valor
Platos Teoéricos No menor a 2000
Tiempo de retencion relativo 1.6 minutos

Asimetria

No mayor a 1.50

Factor de Capacidad K~

No menor a 2.00

DER en Area

Menor a 2.00

DER en tiempo de retencion

Menor a 1.00

A continuacién se hace una comparacion de las metodologias analiticas, tanto de
la indicada por la FEUM como la descripcion final del método que ha sido

optimizado.

Tabla 6. Comparacion de las Metodologias Analiticas.

Descripcién FEUM Método optimizado

= Mo Vil Amortiguador:ACN Amortiguador-TEA:ACN

ase Mo 150:50 60:40
pH de la Fase Mévil 5.00 3.00
Preparacion de muestras
(Concentracion de uso) 1.10 mg/mL 0.50 mg/mL
Longitud de onda del 295 nm 295 nm
detector
Velocidad de Flujo 2.00 mL/min 0.80 mL/min

Tamafo de Columna

4.6 mm x 250 mm

2.1 mm x 50 mm

Material de empaque

Octadecilsilano

Octadecilsilano

Tamafo de particula 5 um 3 um
Volumen de inyeccién 10 puL 10 puL
Tiempo de corrida analitica 12.0 min 2.50 min
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7.4 Comparacion del Método Desarrollado vs. El Método Farmacopéico

Teniendo como ejemplo el analisis de un producto (Inyeccién de 5 estandares y 3
muestras) y un monitoreo de trazas por HPLC (hisopeo del area de mezclado que
son 8 puntos) tendriamos con el método farmacopéico un tiempo de andlisis de
192 minutos y un costo total de $ 46.82, mientras que con el método propuesto se
tendria un tiempo de andlisis de 40 minutos y un costo total de $ 4.08; esto
significa un ahorro de casi el 80% en tiempo y un 90% en el costo total (Tabla 7).

Tabla 7. Comparativo de tiempo y costos en el andlisis de Dicloxacilina.

Tabla de Comparacion paralos Métodos Analiticos
Tiempo Costo Tiempo
Andlisis Invecciones de mL/min Costo por mL mL total de total de
y Corrida de FM gastados Andlisis andlisis
(min) (%) (min)
Valoracion
(Método 08 25 08 008100 ™ 16 2.04 20
Propuesto) )
Valoracion
(Método 08 12,0 20 008 0T 192 23.41 96
Farmacopéico) )
Monitoreo de
Trazas 0.06+0.0675
(Método 08 25 0.8 0.1275 16 2.04 20
Propuesto)
Monitoreo de
Trazas 0.0844+0.0375
(Método 08 12.0 2.0 0.1219 192 23.41 96
Farmacopéico)

Fase Movil (FM).

7.5 Validacién del método analitico

El método analitico fue validado para la Valoraciéon de Dicloxacilina capsulas de
250 mg y 500 mg, ademas de la prueba de disolucién de Dicloxacilina capsulas.

Los protocolos se establecieron conforme a los requerimientos de la empresa, asi
como los resultados y el reporte mismo. Aqui solo se presentan los dictamenes de
cada una de las validaciones efectuadas.

Se muestran las especificaciones y resultados obtenidos de las validaciones en
cada uno de los Dictamenes en las Figuras 24, 25y 26.

La tolerancia del método se llevo a cabo teniendo como factor ajeno al método el

uso de diferentes equipos. Los resultados muestran que el método no es afectado
por el uso de un cromatégrafo diferente.
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DICTAMEN DE

VALIDACION DEL METODO ANALl’TJco POR CLAR PARA LA VALORACION DE
DICLOXACILINA EN CAPSULAS DE 250 mg Y 500 mg

. DICTAMEN

Cumple con lo especificado
No cumple con lo especificado

II. RESULTADOS

—~~
~——

METODO ANALITICO PARA LA VALORACION DE DICLOXACILINA CAPSULAS DE 250 mg Y 500 mg

ESPECIFICACION

RESULTADO

Especificidad

La respuesta del método Unicamente debe ser debida a

Larespuesta analitica es de Dicloxacilina

IC(u) incluye el valor de 100%

Dicloxacilina
Linealidad del sistema

r*>0.980 0.9967

IC(B) no incluye el 0 136.565, 146.323
Precisién del sistema

CV <150 % 1.30 %
Linealidad del Método

CV < 2.0% 0.63 %

99.730 < 100 > 100.347

Precisiéon y Reproducibilidad del Método

CV.<2.00%

0.83 %

Exactitud y Repetibili

dad del Método

CV < 2.00 %
IC(u) incluye el valor de 100%

0.79
99.215 < 100 > 100.870

Estabilidad Analitica de la Muestra

ldil =1.07%
| di | <2.00% ldo| =1.13%
ldsl =1.20 %
Tolerancia del método
CV.< 2.00 % 0.73%
II. CONCLUSIONES

El Método Analitico por Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucion (CLAR) desarrollado para cuantificar
Dicloxacilina como forma farmacéutica Céapsulas es: Especifico, Lineal, Preciso, Reproducible,
Confiabley presenta Tolerancia a equipos; por lo que queda validado para las condiciones establecidas.

Fig. 24. Dictamen de la Validacién para la Valoracion de Dicloxacilina capsulas.
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DICTAMEN DE

VALIDACION DEL METODO ANALITICO POR CLAR DE LA PRUEBA DE DISOLUCION DE
DICLOXACILINA EN CAPSULAS DE 250 mg

METODO ANALITICO PARA LA PRUEBA DE DISOLUCION DE DICLOXACILINA CAPSULAS DE 250 mg

. DICTAMEN

Cumple con lo especificado
No cumple con lo especificado

—~~
~——

II. RESULTADOS

ESPECIFICACION RESULTADO
Especificidad

La respuesta del método Unicamente debe ser debida a o . -
Dicloxaréilina Larespuesta analitica es de Dicloxacilina

Linealidad del sistema

r’ > 0.980 0.9998
IC(B) no incluye el 0 147.491, 153.010

Precision del sistema

CV<=150% 0.95%

Linealidad del Método

CV < 2.0% 1.15%
IC(u) incluye el valor de 100% 98.876 < 100 > 100.033

Precisiéon y Reproducibilidad del Método

C.V.<6.00% 1.15%

Exactitud y Repetibilidad del Método

CV < 2.00 % 0.79
IC(u) incluye el valor de 100% 99.405 <100 > 101.411

Estabilidad Analitica de la Muestra

ldil =0.47 %
|di | <2.00% ldy| =1.40 %
|dsl =1.58%
Tolerancia del método
CV.<2.00 % 0.96 %

II. CONCLUSIONES

El Método Analitico por Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucion (CLAR) desarrollado para cuantificar
Dicloxacilina capsulas de 250 mg en la prueba de Disolucion es: Especifico, Lineal, Preciso,
Reproducible, Confiable y presenta Tolerancia a equipos; por lo que queda validado para las
condiciones establecidas.

Fig. 25. Dictamen de la Validacion para la Prueba de Disolucién de Dicloxacilina capsulas de 250 mg.
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DICTAMEN DE

VALIDACION DEL METODO ANALITICO POR CLAR DE LA PRUEBA DE DISOLUCION DE
DICLOXACILINA EN CAPSULAS DE 500 mg

METODO ANALITICO PARA LA PRUEBA DE DISOLUCION DE DICLOXACILINA CAPSULAS DE 500 mg

. DICTAMEN

Cumple con lo especificado
No cumple con lo especificado

—~~
~——

I. RESULTADOS

ESPECIFICACION RESULTADO
Especificidad

La respuesta del método Unicamente debe ser debida a o . -
Dicloxaréilina Larespuesta analitica es de Dicloxacilina

Linealidad del sistema

r’ > 0.980 0.9996
IC(B) no incluye el 0 148.214, 152.851

Precision del sistema

CV <150 % 1.03 %

Linealidad del Método

CV < 2.0% 0.87 %
IC(u) incluye el valor de 100% 98.532 <100 > 100.124

Precisiéon y Reproducibilidad del Método

C.V.<6.00% 1.36 %

Exactitud y Repetibilidad del Método

CV < 2.00 % 0.57
IC(u) incluye el valor de 100% 99.185 < 100 > 101.007

Estabilidad Analitica de la Muestra

[dil =0.27 %
| di | <2.00% ld| =1.05%
ldsl =1.22 %
Tolerancia del método
CV.<2.00 % 0.68 %

II. CONCLUSIONES

El Método Analitico por Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucidon (CLAR) desarrollado para cuantificar
Dicloxacilina capsulas de 500 mg en la prueba de Disoluciéon es: Especifico, Lineal, Preciso,
Reproducible, Confiable y presenta Tolerancia a equipos; por lo que queda validado para las
condiciones establecidas.

Fig. 26. Dictamen de la Validacion para la Prueba de Disolucién de Dicloxacilina capsulas de 500 mg.
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8. Conclusiones

En este trabajo se obtiene a través de la experimentacion una forma mas rapida de
analizar Dicloxacilina, la cual es totalmente compatible con un equipo de HPLC
convencional; es decir, que no es necesario ni limitante al uso de columnas con
tecnologia de micro particulas para reducir drasticamente el tiempo y costo de un
analisis, ni tampoco se tuvo que invertir en bombas que proveen de una alta presion de
trabajo o detectores especializados que no son disponibles en instrumentacion estandar
de HPLC. ElI método propuesto utiliza una columna empacada con una fase estacionaria
de alta eficiencia en donde las particulas de 3 um son recomendadas para minimizar el
tiempo de analisis manteniendo una eficiencia aceptable. Este tamafio de particulas
también son recomendadas para aplicaciones con un flujo lineal alto porque su eficiencia
es menos afectada de manera adversa por flujos altos.

El método analitico optimizado impacta de manera benéfica al Laboratorio de Control de
Calidad ya que el equipo de HPLC tendrd& un 80% menos de tiempo ocupado
incrementando el nimero muestras que pueden ser analizadas diariamente y esto
provoca de manera directa un ahorro econémico del 90%.
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10. Anexos

Miscibilidad de Solventes utilizados para Cromatografia

Acido Acético

Acetona

Acetonitrilo

Benceno

n-Butanol

Butil acetato

Tetracloruro de carbono

Cloroformo

Anexo 1.

Ciclohexano

1,2-Dicloroetano

Diclorometano

Dimetilformamida

Dimetilsulféxido

Dioxano

Etanol

Etil acetato

Dietil éter

B nmiscible

Heptano

Hexano

Metanol

Metil-t-Butil éter

Metil Etil cetona

Pentano

n-Propanol

Isopropanol

Di-iso-Propil éter

Tetrahidrofurano

Tolueno

Tricloroetileno

Agua

Xileno

Acido Acético

Acetona
Acetonitrilo

Benceno
n-Butanol
Butil acetato
Tetracloruro de carbono

Cloroformo
Ciclohexano
1,2-Dicloroetano
Diclorometano
Dimetilformamida

Dimetilsulféxido

Dioxano

Etanol
Etil acetato

Dietil éter

Heptano

Hexano

Metanol
Metil-t-Butil éter

Metil Etil cetona

Pentano
n-Propanol

Isopropanol
Di-iso-Propil éter

Tetrahidrofurano

Tolueno
Tricloroetileno

Agua
Xileno
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