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1. Introduccion

El desarrollo de métodos por HPLC (cromatografia de liquidos de alta resolucién por sus
siglas en inglés) para el andlisis de farmacos y medicamentos es uno de los principales
desafios al que un quimico analista se enfrenta a diario. Esta tarea requiere de mucha
experiencia y puede consumir mucho tiempo. A pesar de los avances en la teoria
cromatografica y el desarrollo de paquetes computacionales que facilita este proceso, el
desarrollo de métodos por HPLC se basa principalmente en ensayos de “prueba y error’.
Ante esto, las autoridades regulatorias (FDA, ICH, EURACHEM, etc.) promueven y solicitan la
aplicacion de los principios de “Calidad por Disefo” (procedimiento sistematico para el
desarrollo de métodos a través del disefio de experimentos) con el fin de facilitar el
intercambio de informacion compleja acerca de la selectividad cromatogréfica y valores de
resolucion critica para respaldar un mejor control de los métodos, incluyendo transferencia de
métodos?. Es por lo anterior que las pruebas de robustez estan teniendo un rol importante en
la economia, donde los productos farmacéuticos son distribuidos globalmente y los procesos
de transferencia de métodos han estado funcionando sin problemas para el mismo producto
en diferentes paises y en diferentes laboratorios.

Inicialmente, la prueba de robustez era realizada para indicar los factores mas
importantes que afectaban los resultados en estudio interlaboratorio . La prueba era
ejecutada al final de la validacion del método, justo antes de la evaluacion de la
reproducibilidad. Sin embargo, cuando un método era considerado no robusto, debia ser
adaptado o redisefiado y revalidado, resultando asi en un incremento en el tiempo y en los
costos de su desarrollo. Hoy en dia la robustez es verificada al principio o al final del
desarrollo del método o en su caso, al iniciar el procedimiento de validacion *.

Durante el desarrollo de un método analitico, se deben establecer rangos aceptables
para los parametros del método donde la respuesta analitica permanezca constante.

En el presente trabajo se evalud la robustez de un método analitico para cuantificar la
mezcla de los farmacos Paracetamol y Tramadol HCI por HPLC mediante el uso del disefio de
experimentos. Se estudio el efecto de los factores: tamafio de particula de la fase

estacionaria, longitud de la columna, gradiente y pH de la fase movil, sobre las
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respuestas: tiempo de analisis (Ta), simetria (S), resolucion critica (Rc) y numero de

platos tedricos (N).

2. Objetivos

— Se estableceran las condiciones cromatogréficas necesarias para obtener una

resolucién mayor a 2 con un tiempo de analisis entre 5y 10 minutos.

— Indicar la influencia de los factores en la resolucion del par critico y en el tiempo de
analisis, asi como las propuestas de cambios que mejoren el desempefio del método a

través un disefio experimental 2°.

3. Antecedentes
3.1 Disefio de experimentos

En el campo de la industria es frecuente hacer experimentos o pruebas con la intencion de
resolver un problema o comprobar una idea. Es comun que estas pruebas o experimentos se
hagan sobre la marcha, con base en el ensayo y al error y a la experiencia e intuicion, en
lugar de seguir un plan experimental adecuado que garantice una buena respuesta a las
interrogantes planteadas °.

En situaciones de cierta complejidad no es suficiente aplicar este tipo de
experimentacion, por lo que es mejor proceder siempre en una forma eficaz que garantice la
obtencién de las respuestas en un lapso corto de tiempo y utilizando pocos recursos.

El diseiio de experimentos es la aplicacion del método cientifico para generar
conocimiento acerca de un sistema o proceso, consiste en planear y realizar un conjunto de
pruebas con el objetivo de generar datos que al ser analizados estadisticamente,
proporcionen evidencias objetivas que permitan responder las interrogantes planteadas por el
experimentador sobre determinada situacion °.

Algunos problemas tipicos que pueden resolverse con el disefio y el analisis de

experimentos son los siguientes >:
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Comparar a dos o mas materiales con el fin de elegir al que mejor cumple los
requerimientos.

Comparar varios instrumentos de medicion para verificar si trabajan con la misma
precision y exactitud.

Determinar los factores de un proceso que tienen impacto sobre una o0 mas
caracteristicas del producto final.

Encontrar las condiciones de operacion (temperatura, velocidad, humedad, por
ejemplo) donde se reduzcan los defectos o se logre un mejor desempefio del proceso.
Reducir tiempos de ciclos de proceso.

Hacer procesos robustos a oscilaciones de variables ambientales.

Apoyar el disefio o redisefio de nuevos productos o proceso.

En general, los experimentos se usan para estudiar el desempefio de proceso y sistemas. El

proceso o sistema puede representarse con el modelo ilustrado en la figura 1, donde puede

visualizarse como una combinacién de maquinas, métodos, personas u otros recursos que

transforman cierta entrada (con frecuencia un material) en una salida que tiene una o mas

respuestas observables.

Entrada Salida

Caracteristica de
calidad o variables de
respuesta

Factores

v

v

Factores no
controlables

v

v

v

Causas Efectos

Proceso

Fig.1 Modelo general de un proceso o sistema

En la literatura se consideran tres categorias de disefios de experimentos para la

evaluacion de la robustez: ©
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- Disefios factoriales completos
- Diserios factoriales fraccionados y

- Disefnos de Placket-Burman

3.1.1 Disefos factoriales completos

En un disefo factorial completo todos los niveles de cada factor tiene una combinacion con
cada uno de los niveles de los otros factores. Los factoriales 2" completos son Utiles
principalmente cuando el nimero de factores a estudiar esta entre 2y 4 (2 <f < 4), rango en el
cual su tamafio se encuentra entre 4 y 16 tratamientos.®

Los tratamientos pueden ser representados en una matriz de disefio, la tabla 1 muestra

la familia de disefio factoriales 2' (f < 4)

Tabla 1.- Familia de disefios factoriales 2' (f < 4)

Notacion
Tratamiento A B C D

de Yates
1 -1 - - - -
2 a + - - -
3 b - + - -
4 ab + + - -
5 c - - + -
6 ac + - + -
7 bc - + + -
8 abc + + + -
9 d - ; ] +
10 ad + - - +
11 bd - + - +
12 abd + + - +
13 cd - - + +
14 acd + - + +
15 bcd - + + +
16 abcd + + + +

3.1.2 Disefios factoriales fraccionados

Cuando crece el numero de factores (f =2 5) el nimero de tratamientos en los disefios
factoriales se incrementa considerablemente. Para experimentar con esta cantidad de factores

se requiere de una estrategia que permita reducir de manera importante el nimero de
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tratamientos experimentales, sin perder informacion valiosa. Tal estrategia la conforman los
disefios factoriales fraccionados (2™, f >2), las corridas son un parte o una fraccién de los
tratamientos de los factoriales completos.*

Al correr un disefio fraccionado habra efectos que no podran estimarse y se tienen
menos grados de libertad para el error. Los efectos que se pierden se espera que sean, en la
medida de lo posible interacciones de alto orden, las cuales se pueden ignorar de antemano

con bajo riesgo.

3.1.3 Disenos de Plackett-Burman

Los disefios de Plackett-Burman representan otra alternativa para fraccionar disefios
factoriales completos, donde el nimero de tratamientos de disefio no necesariamente es
potencia de 2 pero si es miltiplo de cuatro ’.

Para construir un disefio de Plackett-Burman para f factores se selecciona un renglon o
columna de niveles codificados -1 y +1, de manera que el nimero de positivos sea (f + 1) /2y
el de negativos (f - 1) / 2. Este renglon es el primero del disefio. Los siguientes f-1 renglones o
columnas se generan recorriendo cada vez un lugar el primer renglén. Por ultimo, el renglén (f
+ 1) se forma solo de numeros -1. Los diferentes arreglos pueden construirse mediante el uso

software especializado.®

3.2 Robustez

La USP y la ICH ®° definen a la robustez como “la medida de capacidad de un método
analitico para permanecer inalterado a pequefias, pero deliberadas variaciones en los
parametros del método y proporciona un indicativo de su confiabilidad durante el uso normal’.

La guia ICH Q2B establece que “La evaluacién de la robustez debera ser considerada
durante la fase de desarrollo y depende del tipo de procedimiento en estudio. Debera mostrar
la confiabilidad de un analisis con respecto a variaciones deliberadas en los parametros del
método.”

La robustez puede evaluarse a través de un analisis OVAT (una variable a la vez)

donde se varia los niveles de un factor dado y los otros factores se mantienen en niveles

10
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nominales. Este procedimiento univariable no se recomienda para evaluar la robustez, la
principal razén es que cuando los factores son examinados en ciertos intervalos, los efectos
se evaltan en un dominio muy pequefio alrededor de los niveles nominales.

Por otro lado, cuando se aplica un disefio de experimentos, el efecto de un factor dado
es calculado en varios niveles de combinacion de los otros factores. Ademas este
procedimiento permite estimar el efecto de las interacciones.

En el disefio de experimentos se pueden distinguir los siguientes pasos °:

1. Seleccion de los factores y sus niveles,

2. Seleccién de un disefio experimental,

3. Seleccion de las respuestas,

4. Planeacion y ejecucion de los experimentos, medicidén de las respuestas,

5. Calculo del efecto de los factores sobre las respuestas,

6. Interpretacion grafica y estadistica de los efectos,

7. Establecer conclusiones quimicas relevantes y si es necesario tomar precauciones
para mejorar el desempefio del método, determinar los intervalos no-significativos para
los factores cuantitativos y definir los limites de adecuabilidad del sistema para ciertas
respuestas cualitativas. Una respuesta cuantitativa puede variar en una escala continua
y se refiere a respuestas como concentracion y porcentajes de recobro, mientras una
respuesta cualitativa se distingue por adoptar valores discretos, como la calidad de una

separacion cromatogréfica o la velocidad de un analisis.

Los diferentes pasos estan representados en la figura 2, y son explicados brevemente a

continuacion.

11
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Procedimiento de operacion del
meétodo

Y

Seleccion de los factores y los )
niveles Seleccion de la respuesta

Y

Seleccion del disefio experimental

Adicion ocasional de
experimentos a un nivel
nominal

Planeacion y ejecucion de los
experimentos

Y

Y

Determinacion de la respuesta:
-Respuestas cuantitativas -
- Respuestas cualitativas

Calculo de los efectos

Y

Interpretacion grafica y
estadistica de los efectos

Y

- Conclusiones y recomendaciones para mejorar el desempeno del método

- Determinacion de los intervalos no significativos para los factores cuantitativos
- Determinacion de los limites de adecuabilidad del sistema para las respuestas
cualitativas

Figura 2.-Representacion esquemética de los diferentes pasos en una prueba de robustez

12
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1. Seleccion de las respuestas

Los factores a evaluar deben ser aquellos que tengan la mayor probabilidad de afectar
los resultados analiticos cuando se modifican condiciones como laboratorios,
instrumentos o analistas. ’

En general, los factores son examinados en dos niveles, los factores elegidos en
el intervalo deben representar la variabilidad que puede ocurrir en el procedimiento
analitico. El intervalo seleccionado también depende de la eleccién y la experiencia del
analista. Bé&sicamente, cualquier intervalo que exceda el error experimental
(incertidumbre) en un factor puede usarse para el extremo de los niveles. Sin embargo,
entre mas amplio es el intervalo, la probabilidad de que el factor tenga un efecto

significativo sobre la respuesta es mayor °.
Seleccion de un disefio experimental

La influencia de los factores sobre la respuesta es evaluada mediante un disefio
experimental. En pruebas de robustez, se utilizan disefios de dos niveles, como los
disefios factoriales o tipo Plackett-Burman. Los disefios factoriales completos (N= 2" se
utilizan procurando no exceder de cuatro el nimero de factores °. Los disefios pueden
ser construidos manualmente por el analista o mediante el uso de programas

informaticos (Excel, Statgraphics, entre otros).
Seleccidn de las respuestas

Las respuestas pueden representar aspectos cuantitativos del meétodo como
concentracion o por ciento de recobro de los compuestos. Un método es considerado
robusto cuando ninguno de los factores tiene un efecto significativo en la respuesta.
Asimismo, las mediciones cualitativas proporcionan informacion sobre la calidad de la
separacion en el método y también ayudan a definir los limites de adecuabilidad del

sistema.

13
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4. Planeacion y ejecucion de los experimentos
Los experimentos son definidos al reemplazar los niveles (-1, 0, +1) tedricos por los

factores reales. Es aconsejable realizar la experimentacion de manera aleatoria, de

este modo se minimizan algunas influencias que estan en funcion del tiempo.

5. Calculo del efecto de los factores sobre la respuesta

El efecto de los factores es calculado a partir de las respuestas, y es estimado con la

siguiente férmula ®,

YD) - TY(-1)
*= N2

Donde:

- XY(+1)y XY Y(—1): Representan la suma de las respuestas cuando el factor X se

encuentra en los niveles (+1) y (-1)

- N: Es el nUmero de experimentos

6. Interpretacion graficay estadistica de los efectos

Los efectos estimados se grafican e interpretan estadisticamente, para determinar su
significancia. Los métodos estadisticos llevan al célculo del efecto critico, E.. Los
efectos con un valor absoluto mayor o igual a la E; son considerados significativos. Por
lo general, una prueba de t o un analisis ANOVA son usados para estimar el efecto

critico *.

14
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7. Conclusiones quimicas relevantes

Se establecen conclusiones quimicas relevantes y si es necesario se toman las
medidas pertinentes para mantener el funcionamiento del equipo.

Cuando los efectos significativos se encuentran en las respuestas cuantitativas y el
método es considerado como no robusto, se pueden calcular los intervalos no
significativos. Asi los niveles de estos factores pueden ser limitados a intervalos mas

estrechos.

Puede realizarse una prueba de adecuabilidad del sistema para evaluar el
desempeiio del método, por ejemplo, cuando el método se aplica por primera vez en un

laboratorio o cuando es utilizada una nueva columna.

3.3 Andlisis de Robustez en Cromatografia de liquidos de Alta resolucion

3.3.1 Proceso cromatografico

La cromatografia de liquidos de alta resolucién, es la técnica principal para el analisis de una
amplia variedad de muestras dentro de la industria farmacéutica. Es el método de eleccion
para la evaluacion de la pureza de nuevas entidades quimicas, analisis de nuevas
formulaciones y el control de calidad en el producto final *°

Hay dos aspectos que comprenden la teoria de la cromatografia de liquidos de alta

resolucion:

1. Lacinética de migracion de los analitos, la cual es responsable de los fendmenos de

ensanchamiento de las bandas cromatograficas.

15



W FACULTAD DE QUIMICA | UNAM
e ——

2. El equilibrio termodinamico, el cual gobierna los fendmenos de retencion de los

analitos en la columna.

a ) Muestra Fase movil

Lo T O oy o .

A+B [ ] = ] ]

Concentracion —»

~—

Columna
rellena

b=

Y

) )
L1

Distancia migrada —=

Fig 3. Modelo general de un proceso
cromatografico. a) Diagrama que muestra la
separacion de una mezcla de los analitos A y B por

- cromatografia de elucidon en columna. b) Perfiles de

— concentracién de las bandas de los analitos Ay B a

dos tiempos distintos en su migracién a lo largo de

la columna.

Desde el punto de vista de la quimica analitica, los factores como el tamafo de
particula, viscosidad, composicién, pH, y velocidad de flujo de la fase mavil, asi como el pka y
peso molecular del analito estan presentes en la cromatografia de liquidos
independientemente del tipo de separacion involucrado. Estos Ultimos factores se pueden

agrupar en funcién de la fase estacionaria y de la fase movil.*°

a. La fase estacionaria: consiste en pequefias moléculas cargadas de manera positiva o
negativa dependiendo de los grupos funcionales que estén presentes y forman parte
del material de empaque de las columnas cromatogréaficas. Aqui, factores como la
longitud de la columna y el tamafio de particula repercuten directamente sobre los
tiempos de retencion y en la resolucion de los analitos.

b. La fase movil: es la solucion que transporta al analito. Esta solucion es bombeada
hacia la fase estacionaria hasta que se alcance un equilibrio termodindmico entre la

fase estacionaria y la fase movil.

16
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Para mejorar la separacion de los analitos, sera necesario controlar el pH de la fase mavil

y el tipo de elucién (isocréatica o en gradiente)

Existen 6 respuestas principales que se utilizan para describir el desempefio de un sistema

cromatografico, la columnay la separacién en particular:

Tiempo de retencion (tr)
Factor de retencién (k’)
Factor de selectividad (a)
Resolucién (Rs)

Factor de coleo (T)

Eficiencia (N)

o a0 bk w N PE

1. Tiempo de retencion (tr)

El tiempo de retencion (t) es el tiempo medido entre la inyeccion y la elucién de la
concentracion maxima del soluto enémiso (maxima sefal). La distancia entre este maximo de
la sefial y la linea base es la altura del pico (h,) en cuestién. **. De acuerdo con el modelo de
Horvath, el tiempo de retenciéon esta en funcién de todos los mecanismos de interaccién entre
el analito, la fase estacionaria y la fase maovil. En la cromatografia de fase reversa la retencion
se debe a la repulsiéon de las regiones hidrofébicas tanto de la molécula del analito como de la
fase estacionaria hacia las regiones polares de la fase movil, dando como resultado una

asociacion entre el analito y la fase estacionaria.*?

2. Factor de retencion (k’)

El factor de retencidon se define como el nimero de moléculas de analito en la fase

estacionaria (Ns) en relacion con aquellas moléculas de analito en la fase moévil (Np).

La medicidon de k’ es una operacion muy frecuente, ya que su valor se emplea tanto para

evaluar la retencibn como para ajustar la separacion de los analitos. Asi, el valor de k' se

17



W FACULTAD DE QUIMICA | UNAM

e

regula entre 2 y 10 para mezclas de pocos componentes, 0 entre 0.5 y 20 si fuera necesario
alojar un gran nimero de picos.’® La ecuacién que describe este parametro también puede

escribirse en funcion de los tiempos de retencion del analito y del tiempo muerto:

) ty — ¢t
— o
Donde:
t1: Tiempo de retencion del analito

to: Tiempo muerto

Por lo tanto, el factor de capacidad (k’) indica el grado de interaccién del analito con la fase
estacionaria y su valor puede ajustarse modificando la fuerza de elucion de la fase movil hasta
gue el valor del factor de capacidad (k’) se encuentre dentro del intervalo de 2 a 10. Tenemos
que:

e En fase reversa, k’ disminuye al aumentar la proporcién del compuesto organico

(MeOH, ACN, THF) y aumenta al incrementar la proporcion de agua.

e En fase normal, k’ disminuye al aumentar la proporcién de solvente polar y aumenta al

incrementar la proporcion del solvente no polar.

También, la variacion del pH de la fase mévil puede aumentar o disminuir k' de acuerdo a las
caracteristicas &cido-base del analito.'! Para columnas empacadas a base de silice, el
intervalo de pH recomendado es entre 2.5 y 7.5, por lo que valores por afuera de este
intervalo daran como resultado la remocién de los grupos silanol, lo que originaria la
degradacion o destruccién del material de empaque de la columna.*?

Sin embargo, la principal desventaja de utilizar k¥ como parametro para describir el
grado de retencién radica en la dificultad de medir con exactitud a t,. Por lo que es necesario
hacer uso de sustancias que no son retenidos por la columna y que por consecuencia indican
el valor aproximado de t,, tales sustancias pueden ser acetona, uracilo o N,N-

dimetilformamida *2.
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3. Factor de Selectividad (a)

La retencion relativa, es la medida de la ubicacién relativa de 2 picos cromatograficos. No es
necesario reportar este parametro siempre y cuando la resolucion (Rs) se indique. La

retencion relativa se describe mediante la ecuacion:

Donde:
k’>: Factor de retencién para la especie mas fuertemente retenida.

k’1: Factor de retencion para la especie que eluye con mas rapidez.

Teodricamente, se puede alcanzar una alta selectividad en la cromatografia de fase reversa
cuando la diferencia de polaridades entre la fase movil y la fase estacionaria es muy grande.
Los cambios en la selectividad pueden ser producidos por diferentes fases estacionarias,
estos cambios se ven acentuados si las diferencias en las estructuras de los analitos estan
asociados con grupos funcionales polares; por ejemplo, -OH, -C=0, -COOH, -NR2, -NO,, etc.
La selectividad de los compuestos que contengan grupos funcionales no polares (-CHs, -CHo,
-Cl,, -Br, etc.) son menos sensibles a los cambios tanto en la fase mévil como en la fase

estacionaria. ¥

4. Resolucion (Rs)

La resolucién (Rs) es la medida de qué tan bien estan separados dos picos cromatograficos
adyacentes. Este es un paradmetro muy util cuando en los cromatogramas se hallan sefiales
gue pueden llegar a causar interferencia en la determinacion del analito. La resolucién se

describe mediante la ecuacién:

b2 — 41

Rs = o5 +wp

Donde:
t1: Tiempo de retencién del primer analito W3- Ancho de la base del pico 1

t2: Tiempo de retencion del primer analito W>. Ancho de la base del pico 2
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Entre las causas mas frecuentes que dan como resultado una pobre resolucion son:
baja eficiencia de la columna, baja selectividad y una inadecuada retencion; por tal motivo, es
importante reconocer qué factor contribuye en mayor grado a una resolucién deficiente; ante
esto, la forma mas facil de mejorar la resolucion es manipulando el factor de capacidad (k’), el
cual puede a su vez modificarse cambiando el indice de polaridad de la fase movil; en este
caso, el ajuste de la polaridad se consigue con facilidad utilizando fases moviles consistentes
en mezclas de dos disolventes. Muchas veces, en las separaciones en fase inversa, se

emplea una mezcla de disolventes formada por agua y un disolvente organico polar.**

5. Factor de coleo (T)

La exactitud de la cuantificacion de una analito disminuye cuando se incrementa el coleo de
un pico cromatografico; luego entonces, se dificulta el calculo del area bajo la curva del pico,
debido a que el programa de integracion no encuentra dénde y cuando termina el pico, aun
cuando las variables de integracién sean programadas por el analista.'

El coleo de los picos se presenta a menudo con aquellos analitos de caracter basico que
interaccionan con los grupos silanol de las superficies hidrocarbonadas de las fases
estacionarias, provocando una baja reproducibilidad en los tiempos de retencién, asi como
picos asimétricos. En este sentido, se han propuesto distintos mecanismos que provocan este

tipo de interacciones:

1. Como resultado de interacciones electrostaticas entre la forma ionizada del analito y los
grupos silanol.

2. Como resultado de enlaces de hidrégeno entre el analito y la forma neutra de los
grupos silanol. Esta dltima forma de interaccion predomina con valores de pH bajos,

debido a que el grupo silanol posee un valor de pk, de entre 4 y 6 (acido débil).

Tales interacciones pueden ser reducidas de manera efectiva al incorporar iones metélicos

tales como Li*, Na*, K* o Ca®" a la fase mévil en concentraciones altas (100-500mM).*2
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El factor de coleo se describe como:
W
= 2F

Donde W es el ancho del pico medido al 5% de altura y f es la distancia entre el frente del pico

T

y el pico maximo al 5 % de altura.

6. Numero de platos teoricos (N)

El nUmero de platos tedricos se describe con la siguiente ecuacion:

t,1>? L
N=16H _Z
ty H
Donde:

t: Tiempo de retencion L: Longitud de la columna

tw: Ancho de la base del pico H: Altura equivalente a un plato tedrico

Este pardmetro es una medida de la eficiencia de la columna, esto es, cuantos picos
pueden ser localizados por corrida-tiempo del cromatograma. **

Dentro de los factores que pueden afectar el nUmero de platos teoricos se incluyen, el
tamafio de particula, velocidad de flujo de la fase mdévil, la temperatura de la columna,
viscosidad de la fase movil y peso molecular del analito.

Se considera que los sistemas cromatograficos mas convenientes son aquellos en los
gque emplean columnas con alta eficiencia; esto se puede lograr incrementando la longitud de
la columna o disminuyendo el tamafio de particula. Desafortunadamente, ambas
aproximaciones estan limitadas a la caida de la presién a través de la columna, la cual es
proporcional a la longitud de la columna e inversamente proporcional al tamafio de particula
del material de empaque. En 1977 Bristow y Knox *? llegaron a la conclusién que para lograr
una mejor eficiencia de la columna y un tiempo de analisis adecuado, se necesita utilizar
columnas relativamente cortas (L = 20-40 mm) con un material de empaque que contenga un
tamafio de particula entre 1y 2 um. Tales columnas pueden generar entre 5000 a 8000 platos

tedricos bajo una presion de 300 psi. Comunmente en la cromatografia de liquidos se utilizan
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columnas de 10 o 15 cm de longitud con un material de empaque de 3 um o 5 um de tamafio

de particula.

Tabla 2. Parametros y limites para la adecuabilidad del sistema

Parametro

Limite o recomendacioén

Factor de capacidad (k')

Factor de selectividad (a)

Resolucion (Rs)

El pico cromatografico del analito debe de estar
bien resuelto con respecto a los demas picos;
generalmente k’ debe ser > 2

No es esencial siempre y cuando se indique la
resolucion

Rs mayor a 2 entre el pico de interés y la sefal

méas cercana (estdndar interno, impureza,
producto de degradacion, excipiente, etc)

Factor de coleo (T) T<2

Platos tedricos (N) Generalmente debe ser mayor a 2000

3.3.2 Factores controlables y respuestas cromatograficas.

La mayoria de los preparados farmacéuticos se analizan por HPLC o cromatografia de gases.

Muchos casos de estudio de la robustez estan descritos en la literatura " ", Los principales

factores y respuestas que se seleccionan para las pruebas de robustez se muestran en la

Tabla 3.

Tabla 3.- Factores y respuestas examinados en pruebas de Robustez

FACTOR

RESPUESTA

— Concentracion de Buffer

— Composicion de la fase movil

— pH de la fase movil o del Buffer
— % de aditivos bésicos en la fase mévil
— Velocidad del flujo

— Columna cromatografica

— Temperatura de la columna

— Pendiente en el gradiente

— Tiempo de equilibrio

— Tiempo de inicio del gradiente
— Longitud de onda del detector

— Factores en el tratamiento de la muestra

Concentracion o % de recobro en los
componentes.

Resolucién

Tiempo de retencién

Factor de retencion

Selectividad

Forma del pico: factor de simetria,
asimetria y de coleo

Area, altura y ancho del pico
Reproducibilidad

Numero de platos teéricos

Ruido de fondo
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La mayoria de los factores seleccionados estan relacionados con la fase movil, otros
factores estan relacionados a la columna cromatografica (tipo, lote, fabricante), la temperatura
y la longitud de onda también son evaluados. La concentracién, contenido o el recobro de los
compuestos son seleccionados para evaluar los aspectos cuantitativos de los métodos por
HPLC. Para investigar las caracteristicas cualitativas comunmente se eligen el tiempo de
retencion, resolucion entre los picos y los factores de retencion.

La construccion y andlisis del disefio puede realizarse “manualmente” en hojas de
célculo (Excel) o mediante la aplicacion de paquetes computacionales como Statgraphics,
SAS, Modde, Nemrod etc.

Los disefios experimentales y los métodos de interpretacion mas utilizados para el

analisis de Robustez se resumen en la Tabla 4

Tabla 4.- Disefios experimentales y criterios de interpretacion para el analisis de la Robustez en

métodos por HPLC

Interpretacion
Tipo de disefio experimental

Gréfica Estadistica

Disefio factorial completo 2° — Gréfico de probabilidad normal Prueba de t-student

Disefio factorial completo 2* Gréfico de superficie de respuesta | ANOVA

Gréfico de Pareto estandarizado Algoritmo de Lenth

Grafico de probabilidad normal | Algoritmo de Dong
Disefios factoriales fraccionados 2°° media

Disefios factoriales fraccionados 2*2

Disefios factoriales fraccionados 2**

A . . 7-4
Disefios factoriales fraccionados 2 Gréfico de barras con valor limite

Disefios factoriales fraccionados 2°*
Disefios factoriales fraccionados 2°°
Disefio tipo Plackett-Burman

Disefios factoriales asimétricos 4*2'2

Disefios Factoriales completos.- Los efectos son estimados aplicando una regresion
multivariable. Después los resultados son analizados a través de graficos de superficie, Pareto
estandarizado y andlisis de ANOVA.

Los diagramas de Pareto estandarizado muestran una barra para cada efecto,

ordenados del mas al menos importante. La longitud de las barras es igual a los efectos
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estandarizados de cada factor. Una linea vertical corresponde al valor critico, por lo general

con un nivel de significancia a=1. Todas las barras que exceden esta linea son consideradas

estadisticamente significativas. °

3.4 Robustez como parametro de desempefio en validacion de métodos analiticos

Dentro de la industria farmacéutica es de gran importancia demostrar que un método analitico

es adecuado para cuantificar un analito en particular y por lo tanto, necesita ser validado con

el fin de asegurar la calidad, seguridad y eficacia de los medicamentos.

La ICH establece los pardmetros y requerimientos que debe cumplir la validacion de un

método analitico en funcion de su aplicacién analitica; dentro de tales parametros la robustez

involucra los aspectos relacionados al proceso de preparacion de la muestra y al analista. En

la tabla 5 se indican los parametros necesarios en la validacion de métodos analiticos.

Tabla 5. Parametros establecidos por la ICH con los que debe cumplir un método
analitico en funcidn de su aplicacién analitica.

CONTENIDG/ PRUEBAS DE IMPUREZA
Pﬁi@ﬁﬁlﬁ% g E POTENCIA / IDENTIFICACION
VALORACION 5 ’
CONTENIDO/VALORACION | LIMITE
ESPECIFICIDAD Si Si Si Si
RANGO Si Si NO NO
LINEALIDAD Si Si NO NO
EXACTITUD Si Si NO NO
PRECISION Si Si NO NO
Repetibilidad Si Si NO NO
Precision intermedia Si Si NO NO
LIMITE DE .
DETECCION NO NO S NO
LIMITE DE
CUANTIFICACION NO & NO NO
ROBUSTEZ Si Si Si Si
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3.5 Propiedades de los principios activos

3.5.1 Paracetamol

NOMBRE Paracetamol
Formula molecular CsgHoNO»
Férmula estructural H

Nombre IUPAC

N-(4-hidroxifenil) acetamida®

Peso molecular

284.74 [g/mol]

Descripcion

Polvo cristalino blanco o casi blanco

Intervalo de fusién

125-126°C

Solubilidad

Poco soluble en agua fria y muy soluble en metanol.

pka

9.38

Farmacologia

El mecanismo de acciébn aun no esta claramente entendido,
aunque hay suficiente evidencia que sugiere que actda
principalmente en el SNC por medio de la inhibicion de la COX-1y
COX-2, ambas enzimas involucradas en la sintesis de
prostaglandinas.®

Indicacion terapéutica

Es el analgésico no esteroideo y antipirético mas utilizado en el

alivio temporal de la fiebre, cefaleas y dolores comunes. *°

Métodos de analisis

En la literatura se encuentra bastante informacion con respecto a
los métodos analiticos para la determinacion de paracetamol en
formulaciones farmacéuticas, ya sean tabletas, cépsulas, y
soluciones orales; entre estos métodos se incluyen a la,
fluorometria, voltametria, espectrometria infrarroja,
espectrofotometria, flow injection analisis, quimioluminiscencia,
analisis electroquimico, espectrometria de masas, cromatografia
de gases, electroforesis capilar, y titulometria.?® La USP establece
la determinacion de paracetamol mediante HPLC con una solucién

MeOH/Agua 3:1 en columnas Cg, con deteccién UV a 243 nm.?
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3.5.2 Tramadol HCI

NOMBRE Tramadol HCI
Férmula molecular C16H26CINO;
Formula estructural O
CH,4
HCI
HO
CH
v
CH,4

Nombre IUPAC

(1R,2R)-2-[(dimetilamino)metil]-1-(3-metoxifenil)ciclohexan-1-ol

clorhidrato

Peso molecular

299.83614 [g/mol]

Descripcion Polvo cristalino blanco o casi blanco

Intervalo de fusion 180-184°C

Solubilidad Muy soluble en agua y metanol, ligeramente soluble en acetona.®
pka 9.41

Farmacologia

Analgésico central que consiste en dos enantibmeros, ambos
contribuyen en la actividad analgésica por diferentes mecanismos.
(+)-Tramadol es un agonista de los receptores opiodes tipo U e
inhibe la recaptura de serotonina, mietras que (-)-Tramadol inhibe
la recaptacion de norepinefrina, aumentando los efectos inhibitorios

del dolor en la espina dorsal %

Indicacion terapéutica

Para el tratamiento del dolor postraumatico moderado a severo, y

para el manejo del dolor neuropético.?*2*

Métodos de andlisis

Tramadol HCI ha sido determinado en diferentes matrices usando
una variedad de técnicas analiticas incluyendo HPLC %24
cromatografia de gases, cromatografia de capa delgada,
electroforesis capilar, voltametria entre otras. El analisis por HPLC
ha involucrado el uso de diferentes fases estacionarias ademas de
las tradicionales Cig y de diferentes composiciones en la fase

movil.
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3.5.3 Andlisis de la mezcla de los principios activos

El tratamiento del dolor multimodal es la combinacion de dos o mas farmacos y/o métodos
analgésicos, con el fin de potenciar la analgesia y disminuir los efectos colaterales. El
concepto de analgesia multimodal a pesar de no ser nuevo, esta cobrando cada dia més
vigencia. Distintos laboratorios farmacéuticos han formulado una serie de mezclas de
medicamentos para su empleo en el tratamiento de dolor agudo y postoperatorio. Una de
estas mezclas es la combinacion Paracetamol-Tramadol HCI que permite el tratamiento
sintomético del dolor moderado a intenso, agudo y crénico, con una amplia ventana
terapéutica, permitiendo reducir la dosis de Tramadol HCI necesarias®>?°. Esta combinacién
farmacos esta indicada en el tratamiento del dolor postoperatorio, migrafias y traumatismos
muscoloesqueléticos y en todas aquellas condiciones que se encuentran acompafadas de
contractura muscular.

Se han reportado diversos métodos analiticos para la determinacion individual de los
dos componentes (Paracetamol y Tramadol HCI) en distintas matrices farmacéuticas. La
determinacién simultanea de Paracetamol y Tramadol HCI ha sido publicada en algunos
trabajos de investigacion, en los cuales se han desarrollado diferentes métodos
cromatogréficos por HPLC para su cuantificacién en tabletas??®. Belal et al.?? utiliza para su
separacion una fase movil de solucion amortiguadora de fostatos 0.05M (pH 6.3) y ACN
(90:10) en una columna Cig (150 mm X 4.6 mm, 5 pm); mientras que M. J. Cérzar® utiliza una
fase movil compuesta por K,HPO, 0.04M (pH 3.0): ACN (80:20); ambos meétodos han
resultado ser precisos, exactos y lineales en las condiciones planteadas.

Se han propuesto otros procedimientos de cromatografia por HPLC en fase reversa
para el analisis de la combinacion Paracetamol-Tramadol HCI, como se muestra en la tabla 6.

Tabla 6.- Condiciones cromatograficas para el analisis simultaneo de Paracetamol y Tramadol
HCI

Columna Composicion de la fase movil Referencia
Intersil-ODS-3 (Cyg) 5 um 250mm X 4.6 mm MeOH/K,HPO, (40:60) pH 4 [30]
Phenomenex (C18) 5 pm 250mm X 4.6 mm ACN/ K;HPO, (45:55) pH 7.3 [31]
kromasil (C18) 5 pm 250mm X 4.6 mm MeOH/ K,HPO, (40:60) pH 6.8 [32]
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4. Desarrollo del estudio de robustez

4.1 Seleccion de niveles de los factores

Se evaluaron los factores potencialmente mas significativos:

A. pH de la fase movil

. Longitud de la columna

B
C. Tamafo de particula de la fase estacionaria
D

. Tipo de gradiente

En la siguiente tabla se muestran los factores y sus respectivos niveles a estudiar:

Tabla 7.- Definicién de los factores y sus niveles

(B) Longitud de

(C) Tamafio de

Factor/nivel (A) pH la columna . (D) Gradiente
(cm) particula pm
Nivel bajo (-1) 3 5.0 1.8 1
Nivel alto (+1) 5 12.5 5 2

4.2 Elaboracion del disefio

Se utiliz6 el software Statgraphics® para elaborar un disefio factorial 2*. El disefio completo

consta de 16 corridas experimentales aleatorias, en cada una de las cuales se establece un

conjunto particular de condiciones de los cuatro factores.

Las corridas experimentales 3, 4, 11 y 12 fueron omitidas del disefio ya que comercialmente

no se pueden contar con columnas de tamafio de particula de 1.8 um y de longitud de 12.5.

El disefio se reproduce a su vez en un segundo bloque. (Tabla 8)

28



©

FACULTAD DE QUIMICA | UNAM
Tabla 8.- Disefio experimental 2* para el estudio de robustez
Bloque | Corrida (A) pH (B) Longitud de la (C) Tamario de (D)
columna particula Gradiente
(cm) Hm
1 1 -1 3 5 1.8 1
1 2 a 7 5 1.8 1
1 5 C 3 5 5 1
1 6 ac 7 5 5 1
1 7 bc 3 12.5 5 1
1 8 abc 7 12.5 5 1
1 9 d 3 5 1.8 2
1 10 ad 7 5 1.8 2
1 13 cd 3 5 5 2
1 14 acd 7 5 5 2
1 15 bcd 3 12.5 5 2
1 16 abcd 7 12.5 5 2

4.3 Ejecucion del disefio

Para la realizacion de las corridas se empleo el siguiente equipo:

4.3.1 Equipo

e Balanza Analitica Ohaus

¢ Parrilla de termoagitacion.

e Potenciometro Hanna Instruments

¢ Fuente de agua desionizada

e Sistema cromatografico Agilent Series 1050

o Bomba cuaternaria
o Automuestreador 798552

o Detector con arreglo de diodos
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Tabla 9.- Columnas cromatogréficas
Agilent ZORBAX® MERCK AGILENT
Eclipse XDB C18 LichroCART® C18 ZORBAX®
Extended C18
Tamafio de particula 1.8 um 5um 5 um
Dimensiones 4.6 mm x 50 mm 4 mm x 125 mm 4.6mm x50mm
Forma de particula esférica esférica esférica
Tamafio de poro 80 A 90 A
80 A
Carga de carbono 10 % 17 % 12.5%
Rango de pH 2.0-9.0 2.0-8.0 2.0-11.5
Limite de 60 °C 60 °C 60 °C
temperatura
Descripcion Resolucién réapida Analitica Analitica
HT
Aplicaciones Compuestos Compuestos Separacion de
béasicos, acidos y béasicos, compuestos
neutros desde un separaciones béasicos, acidos y
pH 2-9 analiticas con fases neutros a pH alto:
moviles neutras hasta 11.5

4.3.2 Preparacion de las soluciones

Solucion diluente: Metanol grado cromatogréafico — Agua purificada (80:20)

Transferir a un vaso de precipitados de 1000 mL, 800 mL de metanol grado cromatogréfico y
200 mL de agua purificada, medidos de forma independiente, tapar el vaso y mezclar
mecanicamente durante 5 minutos, esperar a que la solucién enfrie hasta alcanzar la

temperatura ambiente antes de emplearla.
Soluciones de referencia.

Solucion de referencia de Paracetamol.
Pesar con exactitud 40 mg de Paracetamol sustancia de referencia, y transferir de manera
independiente a un matraz volumétrico de 20 mL, disolver y llevar a volumen con solucion

diluente y mezclar (Soluciones R1, concentracion + 2 mg/mL de Paracetamol).
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Solucién de referencia de Tramadol HCI

Pesar con exactitud 10 mg de Tramadol HCI sustancia de referencia, y transferir de manera
independiente a un matraz volumétrico de 20 mL, disolver y llevar a volumen con solucién

diluente y mezclar (Solucion R2, concentracion + 500 pg/mL de Tramadol HCI).

Soluciones de referencia de Analito 3.*

Solucién stock de Analito 3. Pesar con exactitud 10 mg de Analito 3 sustancia de referencia,
y transferir de manera independiente a un matraz volumétrico de 10 mL, disolver y llevar a

volumen con solucion diluente y mezclar. (1mg/mL)

Transferir una alicuota de 2 mL de la solucion stock del Analito 3 a un matraz, volumétrico de
100 mL, llevar a volumen con solucién diluente y mezclar. (Solucién R3, concentracion + 20

pug/mL de Analito 3).

Solucién de Referencia de Paracetamol, Tramadol HCI y Analito 3

Pesar 40 mg de Paracetamol y 10 mg de Tramadol HCI sustancia de referencia, transferir a un
matraz volumétrico de 20 mL, disolver con 10 mL de solucién diluente y adicionar una alicuota
de 0.4 mL de la Solucion stock de Analito 3; llevar a volumen con solucion diluente y mezclar.
(Solucion R4, concentracion + 2 mg/mL de Paracetamol, 500 pg/mL de Tramadol HCI y 20

pug/mL de Analito 3).

*Analito 3: Se reserva el nombre de la sustancia por cumplimiento de convenio de

confidencialidad Facultad de Quimica-Industria.
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4.3.3 Parametros instrumentales

Fase movil (Solucion amortiguadora de fosfatos): Pesar 7.1 g de fosfato de sodio dibasico y
transferirlos a un matraz volumétrico de 1000 mL, adicionar aproximadamente 800 mL de
agua purificada y agitar mecanicamente hasta disolucion total. Ajustar el pH a un valor de 3.00
+ 0.05 6 7.00 = 0.05 con acido fosférico concentrado de acuerdo a las condiciones indicadas

en cada corrida. Llevar a volumen con agua purificada.

Detector: Se seleccionaron las longitudes de onda de 273 nm y 260 nm

Tabla 10.-Condiciones cromatograficas

Gradiente 1 Tiempo Solucién Acetonitrilo Gradiente
(minutos) amortiguadora (%) (%)
0-15 90 10 Isocratico
1.5-4 90 — 30 10 - 70 Gradiente lineal
4-6 30 70 Isocratico
6-8 30 — 90 70 — 10 Gradiente lineal
8-10 920 10 Re-equilibrio
Gradiente 2 Tiempo Solucién Acetonitrilo Gradiente
(minutos) amortiguadora (%) (%)
0-3.0 90 10 Isocrético
3.0-7 90 — 30 10 —-70 Gradiente lineal
7-8 30 70 Isocratico
8- 10 30 — 90 70 - 10 Gradiente lineal
10-12 90 10 Re-equilibrio

4.4 Metodologia

Se ejecutaron las corridas analiticas bajo las condiciones establecidas y en el orden indicado
en la tabla 12. Cada corrida se realizé de forma independiente, manteniendo constantes todas

las otras condiciones establecidas en el método (materiales, reactivos, soluciones, etc.).

Para cada corrida analitica:

Adecuabilidad del sistema. Se inyectd por duplicado 20 puL de la solucién blanco (Solucién
diluente). Posteriormente se inyectd por quintuplicado 20 pL de la solucién de referencia (R1)

y se obtuvieron los correspondientes cromatogramas.
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Cumplida la adecuabilidad del sistema se inyectaron por duplicado 20uL de las

soluciones de referencia (R2 y R3).

Una vez ajustados los parametros de operacion se inyectaron por duplicado la solucion R4 y

se obtuvieron los correspondientes cromatogramas.

Tabla 11.- Secuencia de inyecciones
para cada corrida analitica

Solucién Numero de
inyecciones
Solucioén blanco 2
Solucion de referencia R1 5
Solucion de referencia R2 2
Solucion de referencia R3 2
Solucion referencia R4 2

Se hizo el registro de las siguientes respuestas para cada corrida de la solucién R4:

— Tiempo de retencion Numero de platos tedricos
Area — Simetria
— Altura — Ancho

— Resolucién critica
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5. Resultados y analisis de resultados

5.1 Resultados

Las respuestas determinadas en la prueba de Robustez son:

— Tiempos de retencién de Paracetamol (Trp) y Tramadol (Try),

— Simetrias de Paracetamol (sim P) y Tramadol (sim T)

— Numero de platos teoricos de Paracetamol (N_P) y Tramadol (N_T)

— Resolucién del par critico (Rc¢)

— Tiempos de andlisis dado por el tiempo de retencion de la Ultima
sustancia (Ta)

La tabla 12 resume los resultados calculados en cada una de las corridas del disefio. Los

valores que se muestran son los promedios de las inyecciones de la solucion mezcla R4.
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Tabla 12.- Resultados promedio para cada respuesta

Factores

Respuestas

Bloque

Corrida

A: pH

B:Long.
(cm)

C:Tp
pum

D:
Gradiente

Rc Ta

sim P

simT

N_P

N_T

Trp

Tr 1

1

3

5

1.8

1

15.14 5.47

0.58

0.53

224

21300

1.48

3.97

2

~

5

=
o]

S

=

9.54 5.52

0.49

0.69

208

29468

1.57

4.54

1 3 3 5 5 1 9.12 5.57 0.60 0.51 176 17473 2.50 4.36

1 4 7 5 5 1 10.67 | 5.37 0.54 0.63 196 23357 1.59 4.26

1 S 3 12,5 5 1 11.44 |6.36 0.59 0.65 546 22014. 2.58 4.66

1 6 7 125 5 1 19.37 | 11.99 0.60 0.83 516 2943 3.48 6.07

1 7 3 5 18 2 17.98 |8.02 0.52 0.66 226 30573 1.70 5.86

1 8 7 5 1.8 2 11.17 | 7.95 0.60 0.37 217 15019 1.46 6.16
I e

1

1 9 3 5 5 2 1894 |7.95 0.59 0.53 255 26469 1.52 5.61

1 10 7 5 5 2 11.14 | 8.23 0.53 0.81 226 21242 1.80 6.42

1 11 3 12.5 5 2 14.80 |9.02 0.58 0.71 513 21979 2.69 6.38

1 12 7 12.5 5 2 9.41 9.02 0.56 0.69 232 23136 157 7.37

2 13 3 5 1.8 1 14.23 | 5.48 0.63 1.01 226 19155 1.48 4.03

2 14 7 5 1.8 1 10.64 | 5.49 0.5 0.69 217 22929 1.57 4.36
I e

2

2 15 3 5 5 1 8.40 5.55 0.55 0.50 167 19450 2.64 4.45

2 16 7 5 5 1 10.67 | 5.43 0.54 0.63 193 24377 1.63 4.23

2 17 3 12,5 5 1 11.34 | 6.28 0.59 0.65 554 22009 2.63 4.66

2 18 7 12.5 5 1 27.96 12.93 0.58 0.62 494 7460 3.36 6.03

2 19 3 5 1.8 2 18.17 | 8.03 0.52 0.67 225 31349 1.70 5.85

2 20 7 5 1.8 2 10.08 | 7.93 0.61 0.39 216 14879 1.46 6.31
I e

2

2 21 3 5 5 2 18.22 | 7.92 0.59 0.55 249 26021 1.54 5.65

2 22 7 5 5 2 10.94 | 8.27 0.53 0.83 222 20815 1.88 6.45

2 23 3 12,5 5 2 15.66 | 9.00 0.61 0.62 563 26251 2.59 6.33

2 24 7 12.5 5 2 8.34 8.98 0.61 0.64 598 31199 2.77 7.45
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A continuacién se muestran dos cromatogramas correspondientes a las corridas 1

y 12, respectivamente. El resto de los cromatogramas pueden consultarse en el Anexo 1

DAD1 &, Sig=273,4 Ref=550,100 (DATESISVIZ0S5111Z.D)
mal - o

Paracetamol

Tramadol HCI

Analito 3

T T
4 [ @

0 2

DAD1 B, 5ig=260,4 Ref=550,100 (DATESISVI2051112.0}
mal =
% Paracetamol

= o2
FTramadol HCI =Analito 3

Figura 4.- Cromatogramas de la solucién mezcla R4 de la corrida 1

DADT A, Sig=260,4 Ref=550,100 (EATESISVI4061118.0}
mau { o

Paracetamol
3000
2500 -
2000
1500 -]

1000

500 Tramadol HCI

g_ Analito 3

T T T T
4 5 8 10

2
DADT B, Sig=272,4 Ref=550,100 (EVTESISVI 2061119.0}
mal 2

1750 Paracetamol

T ramadol HCI
500
2507 Analito 3
o

T T T T T
2 4 ] 3 10

Figura 5.- Cromatogramas de la solucién mezcla R4 de la corrida 12
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El primer compuesto en eluir es el Paracetamol seguido del Tramadol HCI, al final
de la corrida se puede observar otro compuesto incluido dentro de la solucion, esta

altimo analito muestra el mayor tiempo de retencién y corresponde al analito 3.

En la figura 4 y 5 se muestran el cromatogramas donde los factores han sido
evaluados en su nivel inferior. Las sefiales se han monitoreado a 260 nm y 273 nm de

longitud de onda.

La figura 5 exhibe los cromatogramas donde las condiciones de analisis han sido
colocadas en su nivel superior. Se observa un desplazamiento en los tiempos de
retencion para los compuestos. El efecto anterior fue provocado por el aumento en el

largo de la columna y el inicio del gradiente mas tardio.

5.2 Andlisis de la varianza para cada respuesta

Tabla 13.- Valores de F del efecto de los factores y sus interacciones sobre las respuestas analizadas.

Factores Respuestas (valores de F)

Rc Ta Sim P Sim T N_P N_T Tr p Tr+
A: pH 1.21 8.66 0.23 1.57 1.82 3.40 0.05 68.16
B: long 3.28 21.80 2.76 0.84 69.00 | 0.74 14.99 89.85
C:Tp 0.62 0.01 0.00 0.00 0.07 0.04 2.49 0.19
D: 1.60 4.16 0.12 3.94 0.48 3.33 1.68 284.86
Gradiente
AB 4.28 8.39 1.13 2.06 1.35 1.17 1.36 20.59
AC 1.33 0.01 0.71 11.11 | 0.01 0.63 0.33 0.22
AD 20.52 |5.25 2.70 0.20 0.53 0.65 0.10 1.33
BD 14.35 | 8.42 0.01 1.38 2.28 2.19 0.23 0.82
CD 1.27 0.01 0.06 7.69 0.56 0.18 1.17 0.32

Mediante un andlisis de varianza (ANOVA) se estimé el efecto de los factores sobre las
respuestas. La tabla 13 muestra en negritas aquellos factores que resultaron ser
significativos (a=0.05, Fc= 4.54).

Deliberadamente se opt6é por niveles amplios en los factores con el objetivo de

optimizar el desempefio el método.

37



W FACULTAD DE QUIMICA | UNAM
———

Se debe poner especial atencion a los factores significativos ya que con estos se

puede definir un espacio paramétrico satisfactorio donde el método analitico es robusto.

Las respuestas de mayor importancia para la mejora del método analitico deben
de estar relacionadas con la calidad de la separacion y el tiempo de analisis. El primero
estd relacionado con el desempefio del analisis, el segundo trata sobre el costo del
andlisis.

La resolucion es un buen criterio para evaluar la calidad de la separacion, el
tiempo de retencion del ultimo analito esta relacionado con el tiempo de andlisis. Estas
tltimas respuestas (Rc y Ta) son analizadas mas profundamente en la siguiente seccion,
de tal modo que se determinan los niveles éptimos de cada factor que generan los

resultados de mayor calidad.

El efecto de los factores sobre cada una de las respuestas fue analizado mediante

el uso del software Statgraphics®.

5.3 Resolucion del par critico (Re¢)

5.3.1 Célculo de los efectos

Los efectos estimados y las interacciones de los factores sobre la resolucion (Rc¢) se
muestran en la Tabla 14. El resto de los efectos son trazados en orden decreciente de
importancia en el Grafico de Pareto estandarizado, en este ultimo se representan los
efectos divididos entre su error estandar. Los efectos que superan la linea del valor

critico son significativos.

Tabla 14.-Efectos estimados para resolucion del par critico (Rc)

Efecto Estimado Error Estd.
A:pH -1.54 1.40
B:long 2.53 1.40
C:Tp -1.10 1.40
D:Gradiente -1.76 1.40
AB 2.89 1.40
AC 1.61 1.40
AD -5.16 1.40
BD -5.29 1.40
CD 1.57 1.40
bloque 0.49 1.40

Errores estandar basados en el error total con 13 g.l.
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Grafico de Pareto estandarizado para Rc
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Figura 6.- Pareto estandarizado para R,

El diagrama de Pareto permite visualizar que la interaccion AD de los factores pH
y tipo de gradiente tiene el mayor impacto sobre la resolucién del Tramadol, dicha
interaccién tiene un efecto negativo sobre la respuesta, esto se traduce que a valores
bajos de pH en la fase movil y de acuerdo al tipo de gradiente, la resolucion aumenta de
manera importante. Del mismo modo, la interaccion BD afecta de manera significativa la

resolucioén del par critico.

Los efectos principales de los factores se representan en la Figura 6, en el eje
horizontal se ubican los niveles de los factores y en el eje vertical se encuentra la media
de la respuesta observada. Se aprecia que el efecto individual del largo de columna es
mayor a los efectos del tamafio de particula, gradiente y pH. Asimismo, se pueden

deducir los siguientes hechos:

a) una columna de mayor longitud aumenta la resolucion entre los compuestos
b) Un aumento en el pH disminuye la resolucién
¢) Un tamafo de menor disminuye la resolucién

d) el gradiente 1 nos da una mejor separacion de los analitos.

Los efectos de los factores estudiados han sido descritos ampliamente en la literatura.
Por un lado la longitud est& relacionada con el aumento de la fase estacionaria en la
columna, a mayor longitud de columna hay un mayor nimero de platos tedricos. Un

mayor niumero de platos tedricos mejora la separaciéon entre los analitos.
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Existe una relacion inversa entre el tamafio de particula y el namero de platos

tedricos, aumentado estos cuando el tamafio de particula es menor.

El pH de la fase mdvil, al imponer el grado de ionizacion de las moléculas de los
analitos en solucion, tiene un efecto marcado sobre la distribucién de las moléculas entre
las dos fases, observandose una mayor resolucién a medida en que los equilibrios

i6bnicos de cada molécula sean diferentes.

La elucion por gradiente disminuye la retencion de los componentes que eluyen
lentamente dando picos mas estrechos para la mayoria de los componentes. De tal
modo que es un factor que modifica la retencion de los componentes al modificar la

polaridad de la fase movil.

El efecto de interaccion de los factores se puede representar como en la figura 7,
cuando existe interaccion las lineas tienen una pendiente muy diferente, y si no hay
interaccion las lineas tiene pendientes muy similares. La figura 8 muestra interaccion en
todos los factores indicados. La interaccion AD que tiene el efecto principal muestra que
cuando el pH cambia su nivel inferior de 3 a 7, al aplicar el gradiente 1, la resolucién (R¢)
aumenta. En otras palabras, el pH tiene un efecto positivo 0 negativo sobre Rc,

dependiendo del tipo de gradiente que se utiliza.

Grafico de la interaccion para Rc

< A>< % O,

AB AC AD BD cD

19.8

17.8

15.8

Re
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9.8

Figura 7.- Efectos principales para la resolucién critica
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Grafico de Efectos principales para Rc
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Figura 8.- Interacciones para la resolucién critica

Del mismo modo, la interaccién BD muestra que una columna de mayor longitud y

el gradiente 1 mejoran la resolucién entre las sefiales analiticos.

De esta manera, con efectos de interaccion como el encontrado, si se quiere
maximizar la resolucién entre los analitos, no se puede modificar el pH sin tomar en

cuenta que tipo de gradiente se esta utilizando.
5.3.2 Andlisis de varianza (ANOVA)

Para saber si los factores principales y las interacciones tienen un efecto

estadisticamente significativo se requiere aplicar un andlisis de varianza.

La tabla 15 de ANOVA divide la variabilidad de la Rc en distintos segmentos
separados para cada uno de los efectos. Después se prueba la importancia estadistica
de cada efecto comparando la media al cuadrado contra una estimacién del error
experimental. En este caso, el efecto de interaccion AD y BD tienen un valor F mayor al
valor F critico de tablas (a=0.05), indicando que es estadisticamente significativo sobre la

variacion de las observaciones.
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Tabla 15.- Analisis de Varianza para Rc

Fuente Sumade G.L Cuadrado Razén-F| Valor-P
Cuadrados Medio

A:pH 9.46 1 9.46 1.21 0.29
B:long 25.55 1 25.55 3.28 0.09
C:Tp 4.84 1 4.84 0.62 0.44
D:Gradiente 12.43 1 12.43 1.60 0.23
AB 33.35 1 33.35 4.28 0.06
AC 10.37 1 10.37 1.33 0.27

AD 159.75 1 159.75 20.52 0.0006

BD 111.73 1 111.73 14.35 0.0023
CD 9.89 1 9.89 1.27 0.28
bloques 1.44 1 1.44 0.19 0.67

Error total 101.21 13 7.79
Total (corr.) 513.79 23

5.3.3 Verificacién de supuestos

Las suposiciones para el modelo en cuanto a la homogeneidad de las varianzas y la
distribucion normal, se pueden evaluar con el andlisis de residuales. Los residuales son
estimaciones de los errores experimentales, calculados como las diferencias entre las
observaciones y las estimaciones de las medias de los tratamientos. La suposicion de
varianza homogénea se evalla con una grafica de los residuales contra la media
estimada de los tratamientos. Y la suposicién de la distribucion mediante una gréfica de
probabilidad normal.

En la figura 9 se grafican los residuos vs los valores predichos, y se observa que
cumple con el supuesto de varianza constante, al no observarse ningun patrén no

aleatorio en la distribucién de los residuales.
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Grafico de residuos para Rc
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Figura 9.- Grafico de residuos para resolucion critica
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Figura 10.- Grafica probabilidad normal para resolucion critica

En la figura 10, se visualizan los efectos que pueden ser significativos, los puntos
que mas se alejan de la linea tienen el efecto mas importante. En el grafico de
probabilidad para R, existen dos puntos muy alejados de la linea de la linea recta,
dichos puntos corresponden a los efectos de la interaccion AD y BD. Los demas efectos
que tienden a ubicarse a lo largo de la linea recta de la grafica se distribuyen

normalmente.
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5.3.4 Robustez

Un método analitico es robusto cuando su funcionamiento es consistente al exponerse a
las condiciones cambiantes. Para minimizar los factores no controlables se debe
determinar la combinacion de niveles de los factores donde se obtenga la menor

variabilidad y los resultados de mejor calidad.

5.3.4.1 Modelo de regresién

Es util ajustar un modelo de regresion a los datos experimentales con la finalidad de

predecir el valor de R en diferentes niveles de los factores estudiados.

La Tabla 16 muestra los coeficientes de la ecuacion de regresion que se ajusta

mejor a los datos.

Tabla 16.-Coeficientes de regresion para Rc

Coeficiente Estimado
constante 16

A:pH -0.38
B:long -2.35
C:Tp -2.56
D:Gradiente 5.57
AB 0.72
AC 0.40
AD -1.3
BD -2.64
CD 0.79

La ecuacion del modelo ajustado es:
Rc =16 - 0.38*pH - 2.35*long - 2.56*Tp + 5.57*Gradiente + 0.72*pH*long + 0.40*pH*Tp
- 1.3*pH*Gradiente - 2.64*long*Gradiente + 0.79*Tp*Gradiente
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Prediccion de resultados

La tabla 17 contiene informacién sobre los valores de R. que se han generado usando el

modelo ajustado

Tabla 17.- Valores de resolucion estimados con el modelo de regresion lineal

Valores Valores Limite Inferior [Limite Superior
Observados |Ajustados [95.0% 95.0%
1 15.14 12.58 8.50 16.66
2 9.54 11.71 7.62 15.79
3 * 17.51 10.88 24.13
4 * 22.41 15.78 29.03
5 9.12 8.23 4.22 12.38
6 10.67 10.64 6.56 14.72
7 11.44 13.22 9.14 17.30
8 19.37 21.34 17.26 25.42
9 17.98 19.69 15.61 23.77
10 11.17 8.50 441 12.58
11 * 14.05 7.42 20.67
12 * 8.63 2.00 15.25
13 18.94 18.55 14.47 22.63
14 11.14 10.58 6.50 14.66
15 14.8 12.91 8.83 16.99
16 9.41 10.71 6.63 14.79
17 14.23 13.07 8.99 17.15
18 10.64 12.20 8.11 16.28
19 * 18.00 11.37 24.62
20 * 22.90 16.27 29.52
21 8.4 8.79 4.71 12.87
22 10.67 11.13 7.05 15.21
23 11.34 13.71 9.63 17.79
24 27.96 21.83 17.75 25.91
25 18.17 20.18 16.10 24.26
26 10.03 8.99 4.90 13.07
27 * 14.54 7.91 21.16
28 * 9.12 2.49 15.74
29 18.22 19.04 14.96 23.12
30 10.94 11.07 6.99 15.15
31 15.66 13.40 9.32 17.48
32 8.34 11.20 7.12 15.28

*Corridas experimentales omitidas del disefio.
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5.3.4.2 Optimizacion de resultados

En la optimizacion se busca obtener la combinacién de factores que maximizan la sefal
respuesta. Para este método en particular se investigan valores de resolucién mayor a 2,

la tabla 18 resume las condiciones donde se obtiene la maxima resolucion.
Optimizar Respuesta

Meta: maximizar R,

Valor 6ptimo = 19.935

Tabla.18- Condiciones Optimas para Rc

Factor Bajo | Alto | Optimo

pH 30 |70 3.0
long -1.0 | -1.0 -1.0
Tp -1.0 | 1.0 -1.0

Gradiente | -1.0 | 1.0 1.0

Aungue a una longitud mayor de columna la resolucién de los compuestos es la maxima,
se ha optado por una longitud mas corta y por el tamafio de particula mas pequefio.
Estas condiciones brindan la ventaja de reducir el tiempo de acondicionamiento y el
tiempo de analisis de cada corrida, lo anterior se traduce a un gasto menor de
disolventes y por consiguiente una reduccién en los costos. Por otro lado, en estas
mismas condiciones se obtiene una menor variabilidad en los resultados de acuerdo a

los datos de adecuabilidad realizados en cada corrida.

5.3.4.3 Graficos de superficie

Existen dos graficos de superficie que permiten tener una visualizacion de lo que
significa el modelo ajustado. Uno de ellos representa una superficie de respuesta sobre
la regidn experimental, que modela el comportamiento de la resolucion. En el figura 11 se

puede apreciar el plano tridimensional generado por el modelo de regresion lineal, se
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aprecia visualmente las condiciones necesarias para establecer una respuesta

determinada.

Los factores longitud de columna y tamafio de particula se han mantenido

constantes (fijandolos en sus niveles inferiores).

Para una mejor visualizacién, se utiliza la representacion de los contornos (Figura
12) que permite localizar con bastante exactitud las coordenadas del punto con la
respuesta deseada. En esta Ultima figura, el dominio de estudio se encuentra dividido en
5 zonas, las zonas de mayor resolucion se localizan a pH cercanos a 3 y con el gradiente

tipo 2.

Por otro lado, en el gradiente de nivel -1 se puede apreciar una zona robusta a los
cambios de pH. En esta zona verde se encuentran valores de resolucion cercanos a 14 a

largo de toda la escala de pH.

Superficie de Reseuesta estimada
long=-1.0,

p=-1.0

Rc

Gradiente

Figura 11.- Superficie de respuesta para Resolucion (R.); los factores longitud de columna y tamafio de
particula se han fijado en sus niveles inferiores

47



FACULTAD DE QUIMICA | UNAM

©

Contornos de la Superficie de Respuesta Estimada
Iongzl.C?,Tp:—l.O . . Re

1
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Figura 12.- Contornos de respuesta para Resolucién (R.); los factores longitud de columnay
tamanio de particula se han fijado en sus niveles inferiores
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5.4 Tiempo de analisis

Se ha considerado como tiempo de andlisis el tiempo que requiere el Ultimo analito en

eluir de la columna. En nuestra solucion se ha incluido un tercer compuesto, este analito

tiene el mayor tiempo de retencion.

5.4.1 Calculo de los efectos

La tabla 19 muestra los efectos estimados y sus interacciones, también se incluye el

error estandar de muestreo. Los efectos principales se pueden visualizar en la figura 13,

la longitud de la columna tiene el principal efecto en el tiempo de analisis, el pH tiene un

efecto positivo sobre la respuesta y las interacciones BD, AB y AD también contribuyen

de manera significativa en la rapidez del analisis.

Tabla 19.- Efectos estimados para Ta

B:long
A:pH

D:Gradiente

C:Tp

Efecto Estimado |Error Estd.
promedio 7.97 0.26
A:pH 1.52 0.52
B:long 241 0.52
C:Tp 0.05 0.52
D:Gradiente 1.05 0.52
AB 1.50 0.52
AC 0.05 0.52
AD -0.97 0.42
BD -1.50 0.52
CD 0.06 0.52
bloque 0.07 0.42

Errores estandar basados en el error total con 13 g.l.

Grafico de Pareto estandarizado para Ta

BD
AB
AD

CD
AC

© mmmmm

1

2

3

4

Efectos estandarizados

Figura 13.- Efectos estandarizados para tiempo de analisis
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Los efectos principales se representan en la figura 14, a partir del analisis de las graficas

se puede afirmar lo siguiente:

a) El pH tiene un efecto directamente proporcional al tiempo de analisis

b) La longitud de la columna tiene una relacién directamente proporcional con el Tp

c) El tamafo de particula tiene un efecto inversamente proporcional al tiempo de
analisis

d) El gradiente en su nivel alto reduce el Ta

Respecto a la interaccién AD, cuando se mantiene un pH 3 y el tipo de gradiente 1 se
disminuye de manera importante la retencion del ultimo analito. El mismo efecto se

puede apreciar cuando se trabaja con la columna mas corta y el gradiente 1.

Grafica de Efectos Principales para TA

92 F =

8.7 - =

82

77 =

T2 -

6.7 E -

H T
P long P Gradiente

Figura 14.- Efectos principales para el tiempo de analisis (Tx)
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Grafica de Interaccién para TA
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5.4

AB AC AD BD cD

Figura 15.- Interacciones para el tiempo de analisis (T,)

Con los efectos de interaccién encontrados, se eligen las condiciones ideales para

disminuir el tiempo de analisis.

Asimismo, se corroboran algunos de los efectos esperados con lo reportado en la
literatura. Columnas cortas y con tamafio de particula menor reducen el tiempo de
retencién de los analitos, también modificar el pH de la fase movil altera el patron de

retencion de los analitos.

Cambiar las condiciones del gradiente también altera los tiempos de retencion de
los analitos. Los gradientes evaluados difieren en el tiempo de inicio y en la razon de
cambio de acetonitrilo por un lado el gradiente tipo 1 inicia un minuto antes y alcanza la

mayor cantidad de acetonitrilo en un menor tiempo.

5.4.2 Andlisis de varianza (ANOVA)

En la tabla de ANOVA se observa que 5 de los efectos tienen un efecto significativo, los

factores son:

a) pH
b) Longitud de columna

c) Las interacciones AB, AD y BD.

51



-

FACULTAD DE QUIMICA

UNAM

Tabla 20- Anédlisis de Varianza para Ta

Fuente Suma de G.L. Cuadrado |[Razén-F| Valor-P
Cuadrados Medio
A:pH 9.24 1 9.24 8.66 0.01
B:long 23.26 1 23.26 21.80 0.0004
C:Tp 0.01 1 0.01 0.01 0.92
D:Gradient 4.44 1 4.44 4.16 0.06
e
AB 8.95 1 8.95 8.39 0.01
AC 0.01 1 0.01 0.01 0.92
AD 5.60 1 5.60 5.25 0.04
BD 8.98 1 8.98 8.42 0.01
CD 0.01 1 0.015 0.01 0.91
bloques 0.03 1 0.028 0.03 0.87
Error total 13.87 13 1.07
Total 96.37 23
(corr.)
5.4.3Verificacién de supuestos
Grafica de Residuos para TA
1.6 F T o =
1E " E
o 05 E = " 3
= g ]
E 0 3 E
Pl -0.5 = =
1 F . :
15 E. . . =
53 9.3 11.3 13.3
predichos

Figura 16.- Gréfico de residuos para tiempo de analisis (Tp)
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Grafico de Probabilidad Normal para TA
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Efectos estandarizados

Figura 17.- Gréfico de Probabilidad Normal para el tiempo de analisis (Tx)

Los efectos que no siguen una distribucién normal se alejan de la linea central del
grafico de probabilidad normal de la figura 17. Estos efectos son provocados por los

factores e interacciones significativos.

La verificacién de supuestos debe hacerse para el modelo ajustado al ANOVA, en
la figura 16 se observa que el supuesto de varianza constante se cumple, ya que no se
nota un patron de distribucion en los residuos. Al no violar este dltimo supuesto la

probabilidad de dar conclusiones incorrectas disminuyen.

5.4.4 Robustez

En este punto se propondran la combinacién de factores que brinden un tiempo de

analisis corto y la menor variabilidad en los resultados.
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5.4.4.1 Modelo de regresion

Tabla 21.- Coeficientes de regresion para Tx

Coeficiente Estimado
Constante 6.07
A:pH 0.38
B:long -0.66
C:Tp -0.04
D:Gradiente 1.73
AB 0.37
AC 0.01
AD -0.24
BD -0.75
CD 0.03

La ecuacion de regresion que se ha ajustado a los datos es:

Ta =6.07 + 0.38*pH - 0.66*long - 0.04*Tp + 1.73*Gradiente + 0.37*pH*long +
0.01*pH*Tp - 0.24*pH*Gradiente - 0.75*long*Gradiente + 0.03*Tp*Gradiente

Los valores de las variables se encuentran especificados en sus unidades originales,
excepto para los factores discretos que toman valores de —1 para el nivel bajo y +1 para
el nivel alto.

5.4.4.2 Predicciéon de resultados

La tabla 22 contiene informacién sobre los valores de Ta que se han generado usando el
modelo ajustado

Tabla 22.- Valores de resolucion estimados con el modelo de regresion lineal

Fila Valor Valor Limite Limite Superior

Observado | Ajustado Inferior 95.0%
95.0%

1 5.47 4.99 3.48 6.50
2 5.52 5.92 4.41 7.44
3 * 7.40 4.95 9.85
4 * 11.33 8.88 13.78
5 5.57 4.92 3.41 6.44
6 5.37 5.97 4.46 7.48
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Continuacion...

Fila Valor Valor Limite Limite Superior
Observado | Ajustado Inferior 95.0%
95.0%
7 6.36 7.34 5.83 8.85
8 11.99 11.37 9.86 12.88
9 8.02 8.44 6.93 9.96
10 7.95 7.45 5.94 8.96
11 * 7.86 5.41 10.31
12 * 9.86 7.41 12.31
13 7.95 8.50 6.99 10.01
14 8.23 7.61 6.10 9.12
15 9.02 7.92 6.41 9.43
16 9.02 10.02 8.51 11.53
17 5.48 5.06 3.54 6.57
18 5.49 5.99 4.48 7.50
19 * 7.47 5.01 9.92
20 * 11.40 8.95 13.85
21 5.55 4.99 3.48 6.50
22 5.43 6.03 4.52 7.54
23 6.28 7.41 5.90 8.92
24 12.93 11.44 9.93 12.95
25 8.03 8.51 7.00 10.02
26 7.93 7.52 6.01 9.03
27 * 7.93 5.48 10.38
28 * 9.93 7.47 12.38
29 7.92 8.57 7.06 10.08
30 8.27 7.68 6.17 9.19
31 9.00 7.99 6.48 9.50
32 8.98 10.09 8.58 11.60

5.4.4.3 Optimizacion de resultados

En este caso el objetivo es minimizar la respuesta (Tp), para tales efectos se ha

propuesto la columna con las siguientes especificaciones: longitud de 5 cm, tamafio de

particula de 1.8 um, esta columna tiene las bondades de ofrecer un menor tiempo de

acondicionamiento y por lo tanto un menor gasto de recursos. Para las condiciones pH y

gradiente la mejor condicion se encontrd en sus niveles bajos.

Tabla 23.- Condiciones 6ptimas para Ta

Valor 6ptimo = 5.02

Factor |Bajo | Alto | Optimo
pH 30 | 70 | 3.0
long -1.0 ]| 1.0 -1.0
Tp -1.0 | -1.0 -1.0
Gradiente [ -1.0 | 1.0 -1.0
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5.4.4.4 Gréficos de superficie

Para tomar una mejor decisién en cuanto a los niveles éptimos de pH y tipo de gradiente
se ha representado en un gréafico de superficie, la region experimental que modela el

comportamiento de tiempo de analisis.

Superficie dle Rﬁeuesta Estimada
ong=-1.0,

p=-1.0

TA

Gradiente

Figura 18.- Superficie de respuesta para T, los factores longitud de columna y tamafio de
particula se han fijado en sus niveles inferiores

Contornos de la Superficie de Respuesta Estimada
long=-1.0,Tp=-1.0

TA

1+ Il 50
1 M55
1 6.0
1 6.5
- Bm70
8 7.5
. 8.0
1 B85
1 90

(R —

Gradiente

3 4 5 6 7
pH

Figura 19.- Contornos de respuesta para T, los factores longitud de columna y tamafio de
particula se han fijado en sus niveles inferiores
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Mediante el andlisis de los graficos de superficie se puede establecer que el gradiente -1
y a cualquier pH se pueden obtener tiempos de analisis alrededor de 5 minutos. Los

tiempos mas largos estan ubicados en la zona de gradiente tipo 2.

5.5 Prediccion de respuestas (Resolucién del par critico- Tiempo de andlisis)

El analisis individual de la resolucién (R¢) y tiempo de andlisis (Ta) permite establecer los
factores que influyen principalmente en cada respuesta y la combinacién de factores que
brinda una resolucion mayor a 2 y tiempo de andlisis entre 5-10 minutos. A continuacion,
se presentan las zonas donde los factores proporcionan estos resultados.

Para localizar los puntos de optimizacion se sobreponen los contornos de cada
respuesta en un mismo grafico, de este modo podemos ubicar los puntos de interseccién

con las condiciones mas favorables.

Contornos de la Superficie de Respuesta Estimada
long=-1.0,Tp=-1.0

1F ‘ ‘ B Rc
’!// 1+ 1l 80 — 55

11.0 A
9 140 |==—=E1
CIC) L . 17.0 — S 5
= 0r - [ 20.0
© — 7.0
E | ,
o L - — 7 5
: \ | —
-1 —\ : =
3 4 5 6 7
pH

Figura 20.- Contornos superpuestos sobre la superficie de resolucion

En la figura 20, cuando el gradiente es el tipo 2 y el pH se acerca a 3 se esperan tiempos
de analisis tardios y picos mas resueltos, por el contrario los tiempos de analisis mas
cortos se ubican en el gradiente tipo 1 mientras que la resolucion se mantiene con

variaciones minimas a lo largo del intervalo de pH.
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Dependiendo de las necesidades analiticas y de las caracteristicas de la matriz se puede
modificar libremente las condiciones de los factores gradiente y/o pH. La tabla 24 resume

algunas de las conclusiones obtenidas de la figura 20.

Tabla 24.- Resumen de los puntos de interseccion de las graficas de contornos sobrepuestos de

Rc y TA

Resolucion Tiempo de A: B: longitud de C: Tamafio de D:
critica (Rc) analisis (Tn) | pH columna (cm) particula (um) | Gradiente

12.8 5.0 3 5 1.8 1

12.4 55 5 5 1.8 1

12 5.7 6 5 1.8 1

12 6 7 5 1.8 1

20 8.5 3 5 1.8 2

25 8 5 5 1.8 2

11.5 7.7 6 5 1.8 2

8.75 7.5 7 5 1.8 2

De la tabla 24 se puede mencionar que los valores de resolucién no se ven alterados al
utilizar una columna de 5 cm de longitud con 1.8 um de tamafio de particula y aplicando
el gradiente 1. Recomendamos el uso de un pH de 5 ya que bajo esta condicion el
sistema permanece inalterado a variaciones de este ultimo factor. Asimismo se cumplen

con los prerrequisitos de resolucién mayor a 2 y tiempo de andlisis entre 5 y 10 minutos.

Por otro lado, si la matriz exige condiciones de resolucion mas amplias por motivo de
interferencia de otros analitos, se podria optar por una columna mas larga y por lo tanto
un tamafio de particula mayor. Ante esto, se evalué el efecto de los factores sobre R¢ y
Ta, poniendo especial atencién en aquellas condiciones que representen una aplicaciéon

atil.

En la figura 21 se modela el comportamiento de la resolucién (R;) y se han sobrepuesto
las lineas de contorno correspondientes al tiempo de andlisis, los factores longitud y
tamafo de particula se han establecido en sus niveles altos (12.5 cm x 5 um). En este
caso ambos gradientes brindan resoluciones mayores a 2, pero los tiempos de analisis

aumentan respecto a los obtenidos con la columna de 5 cm X 1.8 pum.
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Contornos de la Superficie de Respuesta Estimada
long=1.0,Tp=1.0

1 T T T T ‘4 RC TA
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| mmi10 ~ 7O
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Figura 21.- Contornos superpuestos sobre la superficie de resolucion

Algunas combinaciones de factores se resumen en la tabla 25, las intersecciones han

sido obtenidas a partir del grafico anterior.

Tabla 25.- Resumen de los puntos de interseccion de las graficas de contornos sobrepuestos de

Rc y TA

Resolucidén Tiempo de A: B: longitud de C: Tamafio de D:
critica (Rc) analisis (Ta) pH columna (cm) particula (um) Gradiente

13.5 7.4 3 12.5 5 1

17.5 9.4 5 12.5 5 1

19.6 10.4 6 12.5 5 1

21.6 11.4 7 12.5 5 1

13.2 8 3 12.5 5 2

12.1 9 5 12.5 5 2

115 9.5 6 12.5 5 2

11 10 7 12.5 5 2

De acuerdo al analisis de las tablas 24 y 25, resulta méas conveniente trabajar con
la columna mas corta ya que se obtiene resoluciones semejantes a la columna de mayor

longitud pero en con tiempos de analisis menores.
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6. Conclusiones

Las mejores condiciones de trabajo para la separacion de las sefales de interés
dentro de la superficie de respuesta estudiada son las siguientes:

o pH: 3

o longitud de la columna: 5cm

o Tamafio de particula: 1.8 um

o Tipo de gradiente: 1

Cuando las condiciones de andlisis se establecen en el gradiente tipo 1, columna
de 5 cm y tamafio de particula de 1.8 um. El método es robusto al efecto del pH
entre 3-7 sobre la resolucion del par critico con tiempos de analisis entre 5-6

minutos y resoluciones mayores a 2.

La interaccion de los factores longitud de columna, tipo de gradiente y pH de la
fase movil tienen un efecto significativo sobre la resolucion critica del método y el
tiempo de analisis. Cualquier modificacion en dichos factores repercute en la

calidad de la separacion.

Es altamente recomendable estimar la robustez durante la optimizacion del
procedimiento. Esto permite definir las regiones donde el método es robusto. Del
mismo modo, se pueden definir las condiciones Optimas, conforme a los siguientes

tres criterios: la calidad de la separacion, el tiempo de andlisis y la robustez.
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8. Anexos

8.1 Anexo 1

Corrida 1 (pH:3, longitud 5cm, Tp 1.8y, gradiente 1

DAD1 A&, Sig=273,4 Rei=

50,100 (DATESISVIZ051112.0)

Corrida 2(pH:7, longitud 5cm, Tp 1.8, gradiente 1

DAD1 A, Sig=273,4 Ref=550,100 (ETESIS\30051108.0}
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Corrida 5(pH:3, longitud 12.5cm, Tp 5y, gradiente 1
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8.2 Anexo 2

Simetria del Paracetamol y simetria del Tramadol HCI

Célculo de los efectos

Tabla 26. Efectos estimados para la simetria de Paracetamol y Tramadol HCI

Efectos estimados para simetria Paracetamol Efectos estimados para simetria Tramadol HC1
promedio+bloque = 0.573375 +/- 0.00962677 promedio+bloque = 0.65125 +/- 0.0289704
A:pH = -0.00925 +/- 0.0192535 A:pH = -0.0725 +/- 0.0579408
B:longtbloque = 0.032 +/- 0.0192535 B:longtblogque = 0.053125 +/- 0.0579408
C:Tpt+bloque = 0.00125 +/- 0.0192535 C:Tptbloque = -0.003125 +/- 0.0579408
D:Gradiente = 0.00675 +/- 0.0192535 D:Gradiente = -0.115 +/- 0.0579408
AB = 0.0205 +/- 0.0192535 AB = -0.083125 +/- 0.0579408
AC = -0.01625 +/- 0.0192535 AC = 0.193125 +/- 0.0579408
AD = 0.0258333 +/- 0.0157204 AD = -0.02125 +/- 0.0473085
BD = -0.002 +/- 0.0192535 BD = -0.068125 +/- 0.0579408
CD = -0.00475 +/- 0.0192535 CD = 0.160625 +/- 0.0579408
bloque = 0.007 +/- 0.0157204 bloque = 0.0155833 +/- 0.0473085
Los errores estandar estan basados en un error total con 13 g.l.
@) (b)
Grafico de Pareto estandarizado para simetria Paracetamol Grafico de Pareto estandarizado para simetria Tramadol HCI
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Figura 22. Efectos estandarizados para la simetria de (a) Paracetamol y; (b) Tramadol HCI

La tabla 26 y los diagramas de Pareto (Figura 22(a) y 22(b)) para las simetrias del
Paracetamol y Tramadol HCI, sugieren que en ambas moléculas ningun factor principal
tiene influencia sobre las respuestas. Sin embargo, es evidente la importancia del efecto
generado por las interacciones AC (pH-tamafio de particula) y CD (tamafio de
particula-gradiente) sobre la simetria del Tramadol HCI, en este sentido, es interesante
mencionar que estas mismas interacciones ejercen un efecto positivo sobre la simetria del
Tramadol HCI. Cabe resaltar que ninguna interaccion de los factores tiene influencia sobre
la simetria del Paracetamol. No obstante, en ambas moléculas se tendra que comprobar
de manera formal si las interacciones tienen o no influencia significativa sobre la

respuesta.
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Efectos principales

Grafico de Efectos principales para simetria Paracetamol  Grafico de Efectos principales para simetria Tramadol HCI
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Figura 23. Efectos principales sobre la simetria de (a) Paracetamol y; (b) Tramadol HCI.
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(a) Grafico de la interaccién para simetria Paracetamol (b) rafico de la interaccién para simetria Tramadol HCI
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Figura 24. Gréfico de interacciones para simetria de (a) Paracetamol y; (b) Tramadol HCI.

Las figuras 23 y 24 muestran que las interacciones con mayor efecto sobre la simetria del
Tramadol HCI son AC (pH-Longitud de columna) y CD (Longitud de columna-Gradiente);
en el caso de la interaccion AC, el pH tiene un efecto considerable sobre la simetria en
ambos niveles de Tp; sin embargo, podemos obtener una mayor simetria cuando se
mantiene un nivel bajo tanto de pH como de tamafio de particula (A'C).

Por su parte, en la interaccion CD (Longitud de columna-Gradiente) podemos
mencionar que cuando el tamafio de particula se encuentra en su nivel alto, el tipo de
gradiente no afecta de manera considerable la simetria del Tramadol HCI. Sin embargo,
para obtener una simetria mayor, tenemos que ubicar tanto al tamafio de particula como
al gradiente en sus niveles bajos (C'D’); Esta interaccidén se debe a que el gradiente 1

presenta una mayor rapidez de cambio en la polaridad de la fase movil (o bien, el
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componente organico aumenta en una menor cantidad de tiempo que en el
gradiente 2), por lo que las moléculas de Tramadol HCI tendrdn menos tiempo para
establecer un equilibrio entre la fase estacionaria y la fase movil, lo que genera menor

contacto con la fase estacionaria, picos mas uniformes y por ende mayor simetria; a

su vez, un tamafio de particula de 1.8 um ofrece menos espacios por los cuales las
moléculas puedan dispersarse y también una menor resistencia a la transferencia de

masa.

Por ultimo, cuando el pH esta en su nivel alto, ambas moléculas presentan el
mismo grado de ionizacion (no ionizada), por eso interaccionan en mayor medida con la
fase estacionaria provocando mayor retencién, mayor difusion longitudinal, y menor
simetria (efecto negativo), lo que sucede de manera contraria cuando el pH se establece

en su nivel mas bajo (pH 3)
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Anélisis de varianza

De acuerdo con las tablas de andlisis de varianza (Tablas 27 y 28) para las simetrias del

Paracetamol y Tramadol HCI podemos confirmar que ningun factor principal asi como

sus interacciones ejerce un efecto significativo sobre la simetria del paracetamol.

Por otro lado, sélo las interacciones AC (pH-Longitud de columna) y CD (Longitud

de columna-Gradiente) ejercen un efecto estadisticamente significativo sobre la variacion

de la respuesta para Tramadol; los factores individuales pH, Longitud de columna y

Gradiente no ejercen ningun efecto significativo sobre la simetria del Tramadol HCI,

comprobando asi, el analisis sugerido por el diagrama de Pareto. Asi pues, la

optimizaciéon de la respuesta debera enfocarse sobre las interacciones AC (pH-Longitud

de columna) y CD (Longitud de columna-Gradiente).

Tabla 27.Andlisis de la Varianza para simetria del Paracetamol

0.00034225
0.004096
0.00000625
0.00018225
0.001681
0.00105625
0.00400417
0.000016
0.00009025
0.000294
0.00148279

F-Ratio P-Valor
0.23 0.6389
2.76 0.1204
0.00 0.9492
0.12 0.7315
1.13 0.3064
0.71 0.4139
2.70 0.1243
0.01 0.9189
0.06 0.8090
0.20 0.6634

Fuente Suma de Cuadrados
A:pH 0.00034225
B:long 0.004096
C:Tp 0.00000625
D:Gradiente 0.00018225
AB 0.001681
AC 0.00105625
AD 0.00400417
BD 0.000016
CD 0.00009025
bloques 0.000294
Error Total 0.0192763
Total (corr.) 0.0343005

R-cuadrado = 43.8016 por ciento

Tabla 28. Andlisis de la Varianza para simetria del Tramadol HC1

0.021025
0.0112891
0.0000390625
0.0529
0.0276391
0.149189
0.00270938
0.0185641
0.103202
0.00145704
0.0134286

F-Ratio P-Valor
1.57 0.2329
0.84 0.3759
0.00 0.9578
3.94 0.0687
2.06 0.1750

11.11 0.0054
0.20 0.6607
1.38 0.2608
7.69 0.0159
0.11 0.7471

Fuente Suma de Cuadrados
A:pH 0.021025
B:long 0.0112891
C:Tp 0.0000390625
D:Gradiente 0.0529
AB 0.0276391
AC 0.149189
AD 0.00270938
BD 0.0185641
cb 0.103202
bloques 0.00145704
Error Total 0.174571
Total (corr.) 0.458413

R-cuadrado = 61.9183 por ciento
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Verificacion de supuestos

Srafico de Probabilidad normal para simetria Paracetamo  Grafico de Probabilidad normal para simetria Tramadol HCI
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Figura 25. Probabilidades normales para la simetria de a) Paracetamol y b) Tramadol HCI

En la figura 25(b) de probabilidad normal para la simetria del Tramadol HCI, podemos
observar que existen cuatro puntos que se alejan de la recta (errores fuera de la
normalidad), dichos puntos corresponden a las interacciones AC (pH-Longitud de
columna)y CD (Longitud de columna-Gradiente), las cuales influyen significativamente
sobre la simetria del Tramadol HCI, mientras que la grafica de probabilidad normal para la
simetria del Paracetamol muestra que todos los puntos estan normalmente distribuidos
sobre la linea. En ambos casos, no existe evidencia alguna de no-normalidad ni residuos

inusitados.

Grafico de residuos para simetria Paracetamol Grafico de residuos para simetria Tramadol HCI
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Figura 26 Residuos para la simetria de a) Paracetamol y b) Tramadol HCI

En las figuras 26(a) y 26(b), observamos que todos los puntos mostrados caen de manera
aleatoria y dentro de una banda horizontal, lo que sugiere que los residuos son
independientes y que no hay un patron evidente de los residuos con respecto a los
valores ajustados mediante la ecuacién que describe al modelo, cumpliendo asi con el

supuesto de varianza constante.
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Debido a que la verificacion de supuestos se realiza para el modelo ajustado al
analisis de varianza, podemos considerar que el modelo explica apropiadamente los datos

obtenidos, y por lo tanto disminuye la probabilidad de dar conclusiones incorrectas
ROBUSTEZ

MODELO DE REGRESION
Tabla 29. Coeficientes de regresion para la simetria de Paracetamol y Tramadol HCI

constante = 0.584937 constante = 0.741875
A:pH = -0.0023125 A:pH = -0.018125
B:long = -0.009625 B:long = 0.130469

C:Tp = 0.0209375 C:Tp = -0.242969
D:Gradiente = -0.0289167 D:Gradiente = -0.0309375
AB = 0.005125 AB = -0.0207813
AC = -0.0040625 AC = 0.0482812
AD = 0.00645833 AD = -0.0053125
BD = -0.001 BD = -0.0340625
CD = -0.002375 CD = 0.0803125

Los valores de las variables se especifican en sus unidades originales

La tabla 29 muestra los valores de los coeficientes de regresion para la simetria del
Paracetamol y Tramadol HCI, tales coeficientes corresponden a la ecuacion que mejor se

ajusta a los datos de cada respuesta. Las ecuaciones son:

Simetria 0.584937 - 0.0023125*pH - 0.009625*1long + 0.0209375*Tp -

Paracetamol — 0.0289167*Gradiente + 0.005125*pH*1long - 0.0040625*pH*Tp +
0.00645833*pH*Gradiente - 0.001*long*Gradiente -
0.002375*Tp*Gradiente

Simetria 0.741875 - 0.018125*pH + 0.130469*1ong - 0.242969*Tp -
0.0309375*Gradiente - 0.0207813*pH*1long + 0.0482812*pH*Tp -

Tramadol HCL ) 1953125%pH*Gradiente - 0.0340625*long*Gradiente +

= 0.0803125*Tp*Gradiente

PREDICCION DE RESULTADOS

Las tablas 30 y 31 contienen informacion sobre los valores de simetria tanto de
Pracetamol como de Tramadol HCI que se han generado usando el modelo ajustado, con

base a esto, se puede calcular el valor de la simetria bajo ciertas condiciones de trabajo.
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Tabla 30 Resultados de la Estimacion para simetria del Paracetamol

95.0% CL
la Media

Observados
Fila Valor
1 0.58
2 0.49
3
4
5 0.597
6 0.54
7 0.59
8 0.6
9 0.52
10 0.6
11
12
13 0.59
14 0.53
15 0.58
16 0.56
17 0.63
18 0.5
19
20
21 0.547
22 0.54
23 0.59
24 0.58
25 0.524
26 0.61
27
28
29 0.59
30 0.53
31 0.61
32 0.61

Ajustados

Valor

.566167
.526833
.579667
.581333
.588417
.516583
.601917
.571083
.553833
.566167
.563333
.616667
.566583
.546417
.576083
.596917
.573167
.533833
.586667
.588333
.595417
.523583
.608917
.578083
.560833
.573167
.570333
.623667
.573583
.553417
.583083
.603917

.509847
.470514
.488221
.489888
.532097
.460264
.545597
.514764
.497514
.509847
.471888
.525221
.510264
.490097
.519764
.540597
.516847
.477514
.495221
.496888
.539097
.467264
.552597
.521764
.504514
.516847
.478888
.532221
.517264
.497097
.526764
.547597

.622486
.583153
.671112
.672779
.644736
.572903
.658236
.627403
.610153
.622486
.654779
.708112
.622903
.602736
.632403
.653236
.629486
.590153
.678112
.679779
.651736
.579903
.665236
.634403
.617153
.629486
.661779
.715112
.629903
.609736
.639403
.660236

La tabla contiene: 1) El valor observado de Simetria. 2) La prediccion del valor de

simetria utilizando el modelo ajustado. 3) Los limites de confianza (CL) al 95% para

la respuesta media ajustada.

Tabla 31 Resultados de la Estimacion para simetria del Tramadol HCI

95.0% CL
la Media

Observados Ajustados

Fila Valor Valor
1 0.53 0.802833
2 0.69 0.641583
3 1.00721
4 0.679708
5 0.509 0.445958
6 0.63 0.670958
7 0.65 0.650333
8 0.83 0.709083
9 0.66 0.616583
10 0.37 0.412833
11 0.684708
12 0.314708
13 0.53 0.580958
14 0.81 0.763458
15 0.71 0.649083
16 0.69 0.665333
17 1.01 0.818417
18 0.69 0.657167
19 1.02279
20 0.695292
21 0.496 0.461542
22 0.63 0.686542
23 0.65 0.665917
24 0.62 0.724667
25 0.67 0.632167
26 0.39 0.428417
27 0.700292
28 0.330292
29 0.55 0.596542
30 0.83 0.779042
31 0.62 0.664667
32 0.64 0.680917

Inf.
para

OO O OO O0OoOooOo oo

.633347
.472097
.732016
.404516
.276472
.501472
.480847
.539597
.447097
.243347
.409516

0.0395157

OO OO OO OO ODODODODOOOOOoooo

.411472
.593972
.479597
.495847
. 648931
.487681
.747599
.420099
.292056
.517056
.496431
.555181
.462681
.258931
.425099
.055099
.427056
.609556
.495181
.511431

95.0% CL
la Media

0.972319
0.811069

1.2824
.954901
.615444
.840444
.819819
.878569
.786069
.582319
.959901
.589901
.750444
.932944
.818569
.834819
.987903
.826653
1.29798
.970484
.631028
.856028
.835403
.894153
.801653
.597903
.975484
.605484
.766028
.948528
.834153
.850403

O OO OO OO OO0 Oooo

OO OO OO OOOoOOoooo

La tabla contiene: 1) El valor observado de Simetria. 2) La prediccion del valor de
simetria utilizando el modelo ajustado. 3) Los limites de confianza (CL) al 95% para

la respuesta media ajustada.
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OPTIMIZACION DE RESULTADOS

En este apartado, buscamos maximizar la respuesta, es decir, obtener valores de
simetria cercanos a 1 para ambos analitos, con el objetivo de evitar el coleo y obtener

picos mas uniformes.

Respuesta Optimizada para simetria del Paracetamol

Valor Optimo = 0.605417

Factor Inferior Mayor Optimo
pH 3.0 7.0 3.0
long -1.0 1.0 1.0

Tp -1.0 1.0 1.0
Gradiente -1.0 1.0 -1.0

Valor Optimo = 0.99338

Factor Inferior Mayor Optimo
pH 3.0 7.0 3.0
long -1.0 1.0 1.0

Tp -1.0 1.0 -1.0
Gradiente -1.0 1.0 -1.0

Como podemos observar, las condiciones Optimas no son las mismas para las simetrias
de ambas moléculas (valores opuestos de longitud de columna y de tamafio de
particula), aun asi, los datos generados concuerdan con la teoria para maximizar la
simetria de Tramadol, esto es, mantener a niveles bajos al pH, tamafio de particula y al

gradiente.
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SUPERFICIES DE RESPUESTA

el Contornos de la Superficie de Respuesta Estimada

long=-1.0,Tp=-1.0
1 T —— sim P
: 1 W 053
o 0.54
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Figura 27. a) Superficie y; b) contornos de respuesta para la simetria del Paracetamol, los factores
longitud de columna y tamafio de particula se han fijado en sus niveles inferiores.
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(a) Contornos de la Superficie de Respuesta Estimada
long=1.0,Tp=-1.0
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(b)

Superficie de Resguesta estimada
long=-1.0,Tp=-1.0
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Figura 28. a) Superficie y; b) contornos de respuesta para la simetria del Paracetamol, los factores longitud
de columna y tamafio de particula se han fijado en sus niveles inferiores.

En las graficas de contornos para las simetrias del Paracetamol y Tramadol HCI (Figuras
27(a) y 28(a)), se puede observar que en ambas moléculas se obtienes mejores valores
de simetria (valores cercanos a 1) cuando el pH y el gradiente estdn en su nivel mas

bajo.
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8.3 Anexo 3

Numero de platos teéricos de Paracetamol (N_P)y Tramadol HCI (N_T)
CALCULO DE LOS EFECTOS

Tabla 32. Efectos estimados paraN_PyN_T

Efectos estimados para N_P Efectos estimados para N_T
promedio = 360.938 +/- 17.546 promedio = 21353.9 +/- 1613.88
A:pH = -47.375 +/- 35.0919 A:pH = -5949.63 +/- 3227.75
B:long = 291.5 +/- 35.0919 B:long = -2776.62 +/- 3227.75
C:Tp = -9.375 +/- 35.0919 C:Tp = -683.5 +/- 3227.75
D:Gradiente = -24.375 +/- 35.0919 D:Gradiente = 5888.38 +/- 3227.75
AB = -40.75 +/- 35.0919 AB = -3486.63 +/- 3227.75
AC = 4.125 +/- 35.0919 AC = 2557.5 +/- 3227.75
AD = -20.9167 +/- 28.6524 AD = -2123.75 +/- 2635.45
BD = -53.0 +/- 35.0919 BD = 4781.13 +/- 3227.75
CD = 26.375 +/- 35.0919 CD = 1365.25 +/- 3227.75
bloque = 32.4167 +/- 28.6524 bloque = 910.083 +/- 2635.45
Los errores estandar estan basados en un error total con 13 g.l.
Gréfico de Pareto estandarizado para N_P Gréfico de Pareto estandarizado para N_T
B:long | I m. A | I —
0 | [ . OCaione | m.
ApH | I BD |
As | I A8 | I
co | Bilong | (NN
Ao | o | N
D:Gradiente | [l Ac | I
cto| B co | (N
ac |l cTp | I
0 5 4 6 3 10 0 04 08 12 16 2 2.4
Efectos estandarizados Efectos estandarizados

Figura 29. Efectos estandarizados para el nimero de platos teéricos de a) Paracetamol y; b) Tramadol HCI

De acuerdo con los diagramas de Pareto (Figuras 28(a) y 28(b)), podemos observar que
en el caso del Paracetamol, el Unico factor principal que presenta una mayor influencia
sobre la respuesta es la longitud de columna, mientras que los demas factores
principales (pH, tamafno de particula y gradiente), asi como sus interacciones entre los
cuatro factores, tienen efectos poco relevantes.

Por otro lado, ningun factor principal asi como sus interacciones, ejerce alguna
influencia importante sobre N_T. Sin embargo, es de particular importancia que en
ambos casos, el factor C (tamafio de particula) influye de manera negativa y en menor
grado sobre la respuesta, incluso por debajo de las demas interacciones. De cualquier
modo, se tendra que comprobar de manera formal, a través de un analisis de varianza, lo

observado por los diagramas de Pareto.
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Efectos principales

(a) Grafico de Efectos principales para N_P (b) Grafico de Efectos principales para N_T
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Figura 30. Efectos principales sobre el nUmero de platos tedricos de a) Paracetamol y b) Tramadol HCI

(a) Grafica de Interaccion para N_P (b) Grafica de Interaccién para N_T
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Figura 31. Gréfica de las interacciones sobre el nimero de platos teéricos de (a) Paracetamol y; (b)

Tramadol HCI

Dado que N es casi constante para cada pico de un cromatograma bajo un conjunto de
condiciones de operacion fijo y de acuerdo con las graficas de efectos principales y de
las interacciones (Figuras 30 y 31), podemos sugerir que la diferencia tanto en el
comportamiento de los efectos como en el orden de magnitud entre los valores de N_P y
N_T, es debido al cambio en la composicion de la fase maovil, esto es, mientras que el
paracetamol eluye en funcidn de una composicion constante de la fase movil, el
Tramadol HCI lo hace bajo una composicion variable. Este efecto debido al gradiente es
similar al encontrado en el andlisis de los efectos sobre la simetria.

Aun asi, podemos confirmar la teoria de que a mayor longitud de columna mayor
sera el valor de N, como sucede en el caso del Paracetamol, no asi para el Tramadol
HCI, por lo que se puede inferir que la respuesta N_T, debida a la longitud de la columna,
esté asociada a alguna interaccion con otros factores, como lo puede ser con el

gradiente y/o el tamafo de particula.
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El pH, aunque sin alguna influencia importante sobre la respuesta N, podemos
observar que en ambos casos tiene un efecto negativo, indicando que entre mas

ionizadas estén ambas moléculas, mayor eficiencia se obtendra.
Andlisis de varianza

De acuerdo con las tablas de andlisis de varianza para N_P y N_T (tablas 33 y 34),
podemos confirmar que el unico factor principal que ejerce un efecto sobre la eficiencia

de la columna en el caso de

Tabla 33. Andlisis de la Varianza para N_P

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado medio F-Ratio P-Valor
A:pH 8977.56 1 8977.56 1.82 0.2000
B:long 339889.0 1 339889.0 69.00 0.0000
C:Tp 351.563 1 351.563 0.07 0.7935
D:Gradiente 2376.56 1 2376.56 0.48 0.4995
AB 6642.25 1 6642.25 1.35 0.2664
AC 68.0625 1 68.0625 0.01 0.9082
AD 2625.04 1 2625.04 0.53 0.4783
BD 11236.0 1 11236.0 2.28 0.1549
CD 2782.56 1 2782.56 0.56 0.4657
bloques 6305.04 1 6305.04 1.28 0.2783
Error Total 64035.0 13 4925.77

Total (corr.) 537662.0 23

R-cuadrado = 88.0901 por ciento

Tabla 34. Andlisis de la Varianza paraN_T

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado medio F-Ratio P-Valor
A:pH 1.41592E8 1 1.41592E8 3.40 0.0882
B:long 3.08386E7 1 3.08386E7 0.74 0.4052
C:Tp 1.86869E6 1 1.86869E6 0.04 0.8356
D:Gradiente 1.38692E8 1 1.38692E8 3.33 0.0912
AB 4.86262E7 1 4.86262E7 1.17 0.2997
AC 2.61632E7 1 2.61632E7 0.63 0.4424
AD 2.70619E7 1 2.70619E7 0.65 0.4348
BD 9.14366E7 1 9.14366E7 2.19 0.1624
CD 7.45563E6 1 7.45563E6 0.18 0.6792
bloques 4.96951E6 1 4.96951E6 0.12 0.7354
Error Total 5.41757E8 13 4.16736E7

Total (corr.) 1.07461E9 23

R-cuadrado = 49.5859 por ciento
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Verificacion de supuestos
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Figura 32. Probabilidades normales para (a) N_P y; (b) N_T.

En las graficas de probabilidad normal para N_P y N_T (Figuras 32(a) y 32(b)), podemos

observar que en ambos casos los errores insignificantes estan normalmente distribuidos

sobre la linea; sin embargo podemos notar que hay un efecto que influye de manera

significativa sobre la respuesta y esta representado como un punto que se aleja mas alla

de la linea y por debajo de ella, siendo este producido por la longitud de la columna.

En ambos casos, no existe evidencia alguna de no-normalidad ni residuos

inusitados.

Grafico de residuos para N_P

Grafico de residuos para N_T
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En las graficos de residuos para N_P y N_T (Figuras 33(a) y 33(b)), observamos que
todos los puntos mostrados caen de manera aleatoria y dentro de una banda horizontal,

lo que sugiere que los residuos son independientes y que no hay un patrén evidente de

Figura 33. Residuos y valores ajustados para (a) N_P y; b) N_T.
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los residuos con respecto a los valores ajustados mediante la ecuacion que describe al

modelo, cumpliendo asi con el supuesto de varianza constante.

Debido a que la verificacion de supuestos se realiza para el modelo ajustado al
analisis de varianza, podemos entonces mencionar que el modelo explica
apropiadamente los datos obtenidos, y por lo tanto disminuye la probabilidad de dar

conclusiones incorrectas.

ROBUSTEZ

MODELO DE REGRESION

Tabla 35 Coeficientes de regresion paraN_P y N_T

Coef. de regresién para N P Coef. de regresién para N T
constante = 420.156 constante = 28791.0
A:pH = -11.8437 A:pH = -1487.41
B:long = 196.688 B:long = 2969.97
C:Tp = -9.84375 C:Tp = -3538.62
D:Gradiente = 13.9583 D:Gradiente = 5598.87
AB = -10.1875 AB = -871.656
AC = 1.03125 AC = 639.375
AD = -5.22917 AD = -530.937
BD = -26.5 BD = 2390.56
CD = 13.1875 CD = 682.625

Los valores de las variables se especifican en sus unidades originales

La tabla 35 muestra los valores de los coeficientes de regresion para N_ Py N_T, tales
coeficientes corresponden a la ecuacion que mejor se ajusta a los datos de cada

respuesta. Las ecuaciones son

N P = 420.156 - 11.8437*pH + 196.688*long - 9.84375*Tp +
13.9583*Gradiente - 10.1875*pH*long + 1.03125*pH*Tp -
5.22917*pH*Gradiente - 26.5*long*Gradiente +
13.1875*Tp*Gradiente

N T = 28791.0 - 1487.41*pH + 2969.97*1long - 3538.62*Tp +
5598.87*Gradiente - 871.656*pH*long + 639.375*pH*Tp -

530.937*pH*Gradiente + 2390.56*long*Gradiente +
682.625*Tp*Gradiente

PREDICCION DE RESULTADOS

Las tablas 36 y 37 contienen informacion sobre los valores de N_P y N_T que se han
generado usando el modelo ajustado, en base a esto, se puede calcular el valor de la

simetria bajo ciertas condiciones de trabajo.
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Tabla 36 Resultados de la Estimacion para N_P

Observados
Fila Valor
1 224.0
2 208.0
3
4
5 176.0
6 196.0
7 546.0
8 516.0
9 226.0
10 217.0
11
12
13 255.0
14 226.0
15 513.0
16 232.0
17 226.0
18 217.0
19
20
21 167.0
22 193.0
23 554.0
24 494.0
25 225.0
26 216.0
27
28
29 249.0
30 222.0
31 563.0
32 598.0

Ajustados
Valor

176.0
542.833
479.75
220.625
188.958
499.875
386.708
233.5
210.083
512.75
407.833
229.875
240.042
615.125
543.792
190.0
208.417
575.25
512.167
253.042
221.375
532.292
419.125
265.917
242.5
545.167
440.25

Inf. 95.0%

CL

para la Media

104.
416.
344.

976
038
704

54.9339
73.3505

440.
377.
117.

184
101
976

86.3089

333

127

.204
220.
130.
107.
410.
305.
.226
137.
448 .
377.

038
851
434
101
184

392
454
121

87.3505

105.
472.
409.
150.
118.
365.
252.
.267
139.
442 .
337.

163

767
601
517
392
726
621
454

851
517
601

Sup. 95.0%

CL

para la Media

94.8089

300.
.274
749.
678.
.233
278.
645.
582.
.274
291.
666.
553.
336.
312.
615.
510.
.524
342.
781.
710.
292.
311.
677.
614.
355.
324.
698.
585.
368.
345.
647.
542.

310

260

323

332

108

379
046

649
483
399

608
546
379
149
733
399
483

691
796
462
649
066
899
816

La tabla contiene: 1) El valor observado de N. 2) La prediccién del valor de N

utilizando el modelo ajustado. 3) Los limites de confianza (CL) al 95% para la

respuesta media ajustada.

Tabla 37 Resultados de la Estimacion para N_T

Observados Ajustados Inf. 95.0% CL Sup. 95.0% CL

Fila Valor Valor para la Media para la Media
1 21300.0 24206.3 14764.6 33648.0
2 29468.0 21309.6 11867.9 30751.3
3 20135.2 4804.83 35465.6
4 10265.2 -5065.17 25595.6
5 17473.0 19600.1 10158.4 29041.8
6 23357.0 21818.3 12376.6 31260.0
7 22014.0 15529.0 6087.26 24970.7
8 2943.0 10774.0 1332.26 20215.7
9 30573.0 26072.1 16630.4 35513.8
10 15019.0 18927.8 9486.14 28369.5
11 31563.2 16232.8 46893.6
12 17445.7 2115.33 32776.1
13 26469.0 24196.3 14754.6 33638.0
14 21242.0 22167.1 12725.4 31608.8
15 21979.0 29687.5 20245.8 39129.2
16 23136.0 20685.0 11243.3 30126.7
17 19155.0 25116.4 15674.7 34558.1
18 22929.0 22219.7 12778.0 31661.4
19 21045.3 5714.92 36375.7
20 11175.3 -4155.08 26505.7
21 19450.0 20510.2 11068.5 29951.9
22 24377.0 22728.4 13286.7 32170.1
23 22009.0 16439.0 6997.34 25880.7
24 7460.0 11684.0 2242 .34 21125.7
25 31349.0 26982.2 17540.5 36423.9
26 14879.0 19837.9 10396.2 29279.6
27 32473.3 17142.9 47803.7
28 18355.8 3025.42 33686.2
29 26021.0 25106.4 15664.7 34548.1
30 20815.0 23077.2 13635.5 32518.9
31 26251.0 30597.5 21155.8 40039.2
32 31199.0 21595.0 12153.3 31036.7

La tabla contiene: 1) El valor observado

de N. 2) La predicciéon del valor de N

utilizando el modelo ajustado. 3) Los limites de confianza (CL) al 95% para la

respuesta media ajustada.
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OPTIMIZACION DE RESULTADOS

En este apartado, buscamos optimizar la eficiencia de la columna, por medio de predecir

las condiciones 6ptimas para obtener mejores valores de N.

Respuesta Optimizada

Valor Optimo = 597.318

Factor Inferior Mayor Optimo
pH 3.0 7.0 3.0
long -1.0 1.0 1.0

Tp -1.0 1.0 -1.0
Gradiente -1.0 1.0 -1.0

Respuesta Optimizada

Valor Optimo = 31991.1

Factor Inferior Mayor Optimo
pH 3.0 7.0 3.0
long -1.0 1.0 1.0

Tp -1.0 1.0 -1.0
Gradiente -1.0 1.0 1.0

Como podemos observar, las condiciones 6ptimas sugeridas por el analisis estadistico,
no son las adecuadas para llevar a cabo un analisis cromatograficas, debido a que una
columna de longitud mayor a 5 cm y con tamafo de particula de 1.8 pum elevaria la
presion del sistema a grado tal que seria muy complicado establecer un flujo apropiado
para la fase movil, corriendo el riesgo de provocar un dafio severo al sistema de bombeo,
aunado a las fugas que pudieran estar presentes en todo el equipo. Es por esta razon,
gue para fines de operacién, se ha decidido fijar los valores de longitud de la columna y

de tamafio de particula en sus niveles mas bajos.
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SUPERFICIES DE RESPUESTA

(a) Zontornos de la Superficie de Respuesta Estimada
long=1.0,Tp=-1.0
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Figura 34. (a) Superficie y; (b) contornos de respuesta para N_P, los factores longitud de columna y tamario
de particula se han fijado en sus niveles inferiores
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(a) .ontornos de la Superficie de Respuesta Estimada
long=1.0,Tp=-1.0
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Figura 35. (a) Superficie y; (b) contornos de respuesta para N_T, los factores longitud de columna y
tamafio de particula se han filado en sus niveles inferiores

Con base a las gréaficas de contornos para N_P y N_T (Figura 34 (a) y 35(a)), podemos
observar que en ambos casos, se obtienen mayores valores de N cuando el gradiente

esta en su nivel alto y el pH esta en su nivel mas bajo.
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8.4 Anexo 4

Proyeccién del disefio 2*

Proyectar un disefio consiste en eliminar completamente del andlisis a un factor, con lo
que el disefio factorial 2* original se convierte en un disefio completo con un factor
menos (2*%).

En este andlisis en particular se ha eliminado el factor longitud de la columna, de esta
forma se obtiene un mejor ajuste en el modelo para el célculo de la resolucion critica.

Tabla 38.- Proyeccion del disefio 2*

FACTORES
A: pH B:Tp C:Gradiente bloque pH Tp Gradiente Rc
-1 -1 -1 1 3 1.8 1 15.14
1 -1 -1 1 7 1.8 1 9.54
-1 1 -1 1 3 5.0 1 9.12
1 1 -1 1 7 5.0 1 10.67
-1 -1 1 1 3 1.8 2 17.98
1 -1 1 1 7 1.8 2 11.17
-1 1 1 3 5.0 2 18.94
1 1 7 5.0 2 11.14
-1 -1 -1 2 3 1.8 1 14.23
1 -1 -1 2 7 1.8 1 10.64
-1 1 -1 2 3 5.0 1 8.4
1 1 -1 2 7 5.0 1 10.67
-1 -1 1 2 3 1.8 2 18.17
1 -1 1 2 7 1.8 2 10.03
-1 1 1 2 3 5.0 2 18.22
1 1 1 2 7 5.0 2 10.94

Tabla 39.- Efectos estimados para la
resolucién critica

Efecto Estimado Error Estd.
A:pH -4.43 0.63
B:Tp -1.1 0.63

C:Gradiente 3.52 0.63
AB 1.61 0.63

AC -3.08 0.63

BC 1.57 0.63
bloque -0.3 0.63
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Grafico de Pareto estandarizado para Rc

A:pH
C:Gradiente
AC

AB

BC

B:Tp

0

2

4

6 8

Efectos estandarizados

Figura 36.- Gréfico de Pareto estandarizado para Rc

Tabla 40.- Analisis de varianza para la resolucion critica (Rc)

Fuente Sumade G.L. Cuadrado Raz6n-F| Valor-P
Cuadrados Medio
A:pH 78.32 1 78.32 49.51 0.0001
B:Tp 4.84 1 4.84 3.06 0.1184
C:Gradiente 49.63 1 49.63 31.37 0.0005
AB 10.37 1 10.37 6.55 0.0336
AC 38.00 1 38.00 24.02 0.0012
BC 9.89 1 9.89 6.25 0.0369
bloques 0.36 1 0.36 0.23 0.6461
Error total 12.66 8 1.58
Grafico de Efectos principales para Rc
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Figura 37.- Gréfico de efectos principales para Rc
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Tabla 41.- Coeficientes del modelo
ajustado para el calculo de la

resolucion

Coeficiente Estimado

Constante 18.34

A:pH -1.11

B:Tp -2.56

C:Gradiente 5.61

AB 0.40

AC -0.77

BC 0.79

La ecuacion del modelo ajustado es:

Rc =18.34 - 1.11*pH - 2.56*Tp + 5.61*Gradiente + 0.40*pH*Tp - 0.77*pH*Gradiente +

0.79*Tp*Gradiente

Grafico de la interaccién para Rc
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Figura 38.-Grafico de la interaccion para Rc
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Tabla 42.- Valores de resolucion estimados con el modelo de regresion lineal

Fila Valores Valores Limite Limite
experimental | ajustados inferior superior
95.0% 95.0%
1 15.14 14.01 11.96 16.06
2 9.54 11.06 9.01 13.11
3 9.12 9.73 7.68 11.78
4 10.67 10.00 7.95 12.05
5 17.98 19.04 17.00 21.09
6 11.17 9.93 7.88 11.98
7 18.94 17.91 15.86 19.96
8 11.14 12.01 9.96 14.06
9 14.23 13.71 11.66 15.76
10 10.64 10.76 8.71 12.81
11 8.4 9.43 7.38 11.48
12 10.67 9.70 7.64 11.75
13 18.17 18.75 16.70 20.80
14 10.03 9.63 7.58 11.68
15 18.22 17.61 15.56 19.66
16 10.940 11.71 9.66 13.76
Superficie de Respuesta estimada
Tp=-1.0
19.7
17T7F
o 157}
X 37
i
Gradiente

Figura 39.- Gréfico de superficie de respuesta para Rc

89



	Portada

	Contenido

	1. Introducción

	2. Objetivos   3. Antecedentes

	4. Desarrollo del Estudio de Robustez

	5. Resultados y Análisis de Resultados

	6. Conclusiones

	7. Bibliografía

	8. Anexos


