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CAPITULO I. INTRODUCCION

La industna farmacéutica esta especialmente interesada en la validacion de

métodos analiticos, con el objetivo de obtener resultados confiables.

Es por esto. que los laboratorios de Control de Calidad de los organismos
reguladores y de las Industrias Farmacéuticas deben de contar con técnicas
analiticas versatiles, confiables y reproducibles para el analisis y control de drogas

consumidas por nuestra sociedad.

La validacion de los métodos analiticos constituyen una parte esencial tanto
en el desarrollo de las técnicas analiticas encaminadas al control de calidad y
estudios de estabilidad de materias primas y productos terminados como a los
procesos de fabricacion y deberan efectuarse conforme a los protocolos

establecidos con antelacion al desarrollo de los mismos.

Una parte integral del desarrollo de un método analitico es la validacion del
mismo, es decir, el método debe probarse para determinar su efectividad. La
validacién generalmente incluye una evaluacion de la precision, linealidad,
exactitud y especificidad, y proporciona una medida del comportamiento del

meétodo.



A. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El incremento de nuevos productos farmacéuticos como los antitusivos; en
especial Noscapina Clorhidrato y el Dextrometorfano Bromhidrato, la industria
farmaceutica, asi como el gremio de médicos estan especialmente interesados
en ofertar medicamentos de alta calidad y biodisponibilidad. y requieren de un
control de calidad estricto. Debido a su toxicidad se necesita asegurar su calidad

por medio de meétodos de analisis cuali y cuantitativos adecuados .

Es por ello que se efecttan normas de calidad para un producto que
principio deben ser analizados con un método validado, razén que conllevo a la
necesidad de desarrollar un método que garantice resultados confiables y
reproducibles para el beneficio de la industria farmacéutica, se quiere demostrar
en el desarrollo de la validacion del método, que ambos productos pueden ser

analizados en las mismas condiciones cromatograficas.

El proceso de validacion de un método en particular esta basado en
principios cientificos adecuados y optimizados para propdsitos practicos de
medicion, expresandose la capacidad del método en términos de parametros

analiticos.



B. JUSTIFICACION

Considerando, que en toda industria fabricante de productos farmaceéuticos debe
de existir obligatoriamente un departamento de Control de Calidad que sea
independiente de los departamentos de fabricacion provisto de medios adecuados
para garantizar la calidad de materias primas y productos terminados mediante
ensayos fisicos y quimicos. De los resultados obtenidos se decide la aceptacion o
rechazo del lote para después ser proyectado al mercado o en caso contrario
retenido. Los fabricantes de productos farmacéuticos en la actualidad asumen la
responsabilidad de la calidad de lo producido, pues son los unicos que pueden
evitar los errores ejerciendo la adecuada atencion a sus procedimientos de

fabricacion y de calidad.

Para controlar y asegurar la calidad del producto, necesitamos contar con
métodos analiticos validados. Debe sefalarse que el ministerio de salud
actualmente exige que la documentacion del Laboratorio contenga métodos de

analisis validados.

Los métodos analiticos validados, deben ser utilizados por los
Departamentos de Control de Calidad como ‘herramientas’ de trabajo que
aseguren la calidad del producto y la diversidad de formas farmacéuticas
elaboradas (jarabes, tabletas, inyectables, colirios etc.) exigen técnicas de analisis

especificas y propias.



C. OBJETIVOS
OBJETIVO GENERAL:

Validar un método analitico para la determinacién cuantitativa de Drogas
Antitusivas por Cromatografia Liquida de Alta Resolucién (HPLC), en Laboratorio

PANZYMA, entre Septiembre y Diciembre del 2001.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

* Validar un método analitico cromatografico para antitusivos que sirva de

guia al CONTROL DE CALIDAD de laboratorios panzyma.

* Optimizar la fase mévil para el método analitico.

» Aplicar los criterios de validacién analitica para la determinacion

cuantitativa de drogas antitusivas.

OBJETIVO PROPOSITIVO:

Desarrollar un método valido, reproducible y confiable que sea adecuado

para el analisis de drogas antitusivos en laboratorios panzyma.



CAPITULO Il. MARCO TEORICO
A. ANTECEDENTES

Segun McNAIIR, Harold y ESQUIEL, Benjamin. Cromatografia Liquida de Alta
Presion. No 10 Serie Quimica. Organizacion de los Estados Americanos.
Washington. 1973. Pag. # 34.56. La Cromatografia liquida de alta resolucion
(CLAR) data cerca de 75 afios de desarrollo como técnica de separacion. Con el
advenimiento de la instrumentacién modemna la CLAR brinda cuantificacién y

reproducibilidad de manera rapida y simple.

Fue en el afioc de 1903 cuando el ruso Botanico Michael Tswett utilizé
Cromatografia de columna para separar los pigmentos de ciertas plantas como
Carotina que da el color amarillo - anaranjado de la zanahona. También de
Xantofilia que da el pigmento amarillo de ciertas células vegetales. Estos
pigmentos fueron extraidos con petréleo usando una fase estacionaria de

carbonato de calcio.

En 1952 el premio Nobel fue otorgado a Martin y James por trabajos
realizados en Cromatografia liquida. En 1967 el Cromatégrafo de Liquidos LSC -

1000 se introdujo en el mercado.



Los contribuyentes al desarrollo de la Cromatografia liquida de alta
resolucion son muchos. Pero un punto cientifico que debemos notar es que la
CLAR crece como una extension, cumpliendo la necesidad de analizar aquellos
componentes que no toleran una fase movil gaseosa o temperaturas muy
elevadas. Por consiguiente, la CLAR no destruye la muestra y esto en gran parte

a contribuido a su enorme populandad.

La Cromatografia es una técnica que permite separar, aislar e identificar los
componentes de una mezcla de compuestos quimicos. La mezcla es distribuida
entre dos fases, una estacionaria y otra movil, de tal forma que cada uno de los

Ccomponentes de la mezcla es selectivamente retenida por la fase estacionaria.

Los componentes de la mezcla se fransportan a través de una fase
estacionaria por medio de una fase movil que fluye; las separaciones se basan en

las diferencias de velocidad de migracion entre los componentes de la mezcla.



B. INFORMACION SUSTANTIVA.
B.1. NOSCAPINA CLORHIDRATO

Farmacologia

Es un alcaloide isoquinolinico que tiene la propiedad de suprimir e reflejo de la tos

sin afectar de manera significativa otras actividades del sistema nervioso central.

Mecanismo de accion.

La Noscapina suprime la tos mediante un mecanismo de accion depresor sobre el
centro de la tos localizada en el SNC. Este mecanismo de accion es comun para
todos los antitusivos de tipo opiodes naturales, semisintéticos o sintéticos.

El efecto antitusivos ha sido suficientemente documentado. producto de
experimento en animales, asi como en voluntarios sanos y en pacientes con tos
cronica lo cual pone en evidencia que la noscapina se une a sitios especificos en
el cerebro, bloqueando el reflejo tusigeno. Aunque este medicamento se obtiene
de la misma fuente de donde se obtienen principios con actividad analgésica como
la morfina , este producto no manifiesta propiedades supresoras del dolor . asi
come tampoco manifiesta otras acciones depresoras como la sedacidn, euforia o
la accion depresiva de la respiracion y en general se considera con muy poca
accion sedante . Por tanto la Gnica accién evidente de este principio activo es la
supresion de la tos, razén por la cual se ha utilizado con mucho éxito desde hace

aproximadamente 30 afios.



B.1.1. PROPIEDADES FiSICO-QUIMICAS DE LAS DROGAS VALIDADAS
NOSCAPINA HCL

Férmula Molecular: sz Hzs NO7 H Cl,Hz O
Peso Molecular: 4679

Formula Estructural: G

CH,0 \0

Nombre Quimico: CHs

(3S)-6,7-Dimethoxy  -3-[(5R)-5,6,7,8 —tetrahydro-4-methoxy -6-methyl-13-

dioxolo[4,5-g]isoquinolin -5- y1] phthalide.

Categoria terapéutica: Antitusivo

Descripcion: Polvo blanco cristalino fino o cristales incoloros.

Solubilidad:

Soluble en agua, etanol, y cloroformo; Practicamente insoluble en éter.

Requisitos Generales:
La Noscapina no contiene menos del 98%, ni mas del 101% de Cz2H23NO7HCI,

Hz0.



FORMULA CUALI-CUANTITATIVA DE NOSCAPINA CLORHIDRATO
(TOSEBA)

CADA 100ML DE JARABE DE TOSEBA CONTIENE:

1. Noscapina Clorhidrato ... ... 0.3g.
2. Sacarina S&dica ..o 0.04qg.
3. Alcohol (Etanol) ... 15ml.
4. Sacrosa 85% .............................. 0.034Kg.
5. Metil Parabeno .......................... 0.05g.
6.. Propil Parabens ..c.:c.oosia s 0.02g.
L (OHCBIMNE oo i 22.5ml.
8. Sorbitol ... ... 22.5mi
9. Saborchocolate ... 15gtas
10.Aguadestilada ........................ . 100ml

B.2. DEXTROMETORFANO, BROMHIDRATO DE:

Farmacologia

El brohidrato de dextrometorfano es un derivado sintético de la morfina utilizado
exclusivamente como antitusivo. E| dextrometorfano actia centraimente elevado
en el umbral para la tos. FEstudios controlados en humanos indican que su
potencia para suprimir la tos, es similar al de la codeina. Sin embargo, a diferencia

de la codeina, raramente produce somnolencia o trastorno gastrointestinal.



durante un periodo de 8 a 12 horas. A diferencia de la codeina, esta exento de

propiedades analgésicas.

B.2.1 PROPIEDADES FiSICO-QUIMICAS DE LAS DROGAS VALIDADAS DE
DEXTROMETORFANO BROMHIDRATO.

Formula Molecular: C,s Hzs NO. HBr. H, O

Peso Molecular: 37033

Formula Estructural:

Nombre quimico:
Bromhidrato de (+)-cis-1,3,4,9,10,10 a,, - hexahidro-6- metoxi -11- metil — 2H — 10,

4a - iminoetano fenantreno monohidrato.

Categoria terapéutica: Antitusivo.

Descripcion: Polvo cristalino blanco o casi blanco inodore o casi inodoro. Funde a

unos 125 C, con descomposicion.

Solubilidad: Poco soluble en agua, faciimente soluble en etanol y cloroformo:

practicamente insoluble en éter
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Solubilidad: Poco soluble en agua, facilmente soluble en etanol y cloroformo:

practicamente insoluble en éter.

Requisitos Generales: E| Bromhidrato de Dextrometorfano contiene no menos

del 98.0% ni mas del 101.0%

la sustancia anhidra.

de Cis Hzs NO. HBr. H, O caiculada en relacidn con

FORMULA CUALI - CUANTITATIVA DE DEXTROMETORFANO

BROMHIDRATO

CADA 100ML DE DEXTROMETORFANO BROMHIDRATO CONTIENE:

1. Dextrometorfano Bromhidrato ... 0.15g.
2. Sacarinasodica ... 0.01g
Ui DACBIDEA o o e 38g.
B OB oo Ao 0.1g.
S. Glicerol ........................... .. 7mi.
6 Benzoatodesodio ... ... 0.1g.
7. Acido Gitrico’ ................ RS O RN 0.025¢g
8. Citratode sodio ... 0.024g
9. Saborizante naranja ... 0.25m|
10 SRBOF MR ..omsmnmmiin s 0.33ml
11. Colorante naranja ... .. csp
12.Aguadestilada .. ... .. 100ml

11



C. CROMATOGRAFO DE LiQUIDOS

Introduction to Modern Liquid Chromatography: L. Snyder y J. Kirkland, 2da..ed.,
Ed. J. Wiley (1979). Pag. 25-33, la moderna cromatografia liquida en columna se
desarrolla en los denominados cromatografos de liquidos que, al igual que los
cromatografos de gases, tienen categoria de instrumento ya que proporcionan
informacion sobre la composicion de la materia al tener un detector continuo

integrado “on-line” en el sistema hidrodinamico cromatografico.

Esta denominacién no es correcta cuando se refiere a la modalidad clasica

a baja presion con recogida de las fracciones del eludido y determinacion

posterior.

C.1. LOS COMPONENTES DE UN CROMATOGRAFO DE LIQUIDOS SE
DISTINGUEN:

C.1.1. Aquellos que son indispensables para la modalidad isocratica simple
(deposito de disolvente, bomba de alta presion, sistema de inyeccién, columna,
detector continuo y registrador). Es interesante resaltar que no es absolutamente

preciso un control térmico de la columna, en contraste con la CG.

C.1.2. Aquellos que son precisos para llevar a cabo una elusiéon con variacién de
la composicion de la fase mavil (depdsitos con varios disolventes, sistema
electronico de programacion de gradiente con una o varias bombas de alta o baja

presion, con o sin cdmara de mezcla).

12



C.1.3. Aquellos que mejoran el funcionamiento, tales como el supresor de pulsos
y el control de temperatura de la columna, o los que controlan el funcionamiento
de la bomba (reguiador de caudal, indicador de presion) que aseguran que llegue
al inyector un flujo libre de pulsos a una presion y caudal seleccionados. Existen
sistemas automaticos de realimentacion (feedback) que regulan constantemente el
funcionamiento de la bomba a través de las sefales suministradas por los
indicadores.

C.1.4. Aquellos que mejoran notablemente el sistema tradicional de toma y
tratamiento de datos: un integrador electrénico o microprocesador que, a través de
una impresora plotter (o pantalla), ofrecen los resultados segn requerimientos
aplicando programas de discriminacion matematica entre picos. En la actualidad

este componente es ya imprescindible.

C.15. Aquellos que estan orientados a fines preparativos (colector de

fracciones).

En la actualidad, la variedad de cromatégrafos liquidos asequibles en el mercado
es amplia. A diferencia de los cromatografos de gases, existen dos grandes
opciones segun la concepcién instrumental. La mas econémica y versatil es la que
responde a un disefio modular, de tal manera que sobre un disefio basico pueden
ir acoplandose o sustituyéndose diversos modulos (v.i. para pasar de la modalidad
isocratica a la de gradiente basta incorporar una bomba mas y un controlador de

mezcal) o sustituir los detectores que en CLAR tienen una variedad mucho mas

13



amplia que en CG. Cada vez es mas frecuente en el comercio la opcion integral
que tiene la ventaja de un control unico a través de un microprocesador, lo que sin
duda reduce la intervencion humana y eleva la seguridad del proceso analitico,
pero tiene los inconvenientes derivados de la faita de flexibilidad (generalmente los

maédulos no pueden operar independientemente) y el elevado costo.

A continuacion se van a describir las caracteristicas fundamentales de los
componentes de un cromatdgrafo de liquidos insistiendo mas en sus prestaciones
que en sus caracteristicas técnicas mecanicas y electrénicas que rebasan el

proposito de esta monografia.

D.PROPIEDADES DE LA CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA RESOLUCION
(PRESION)

D.1. Sistema de inyeccion:

Se trata de montajes mas o menos sofisticados disefiados para introducir
un volumen pequefio de muestra liquida en el sistema hidrodinamico de alta

presion, légicamente entre el sistema de bombeo y la columna cromatografica.

El nombre “inyeccién” no es del todo adecuado y proviene de Ia primera
modalidad descrita y empleado. De forma correcta deberian denominarse
sistemas de ‘“insercion” o “introduccion”, aunque la denominacién histérica

permanece en la actualidad.

14



Un sistema de inyeccién en CLAR debe cumplir una serie de requisitos:

D.2.  Introducir volamenes pequefios (del orden de ul) y reproducibles de

muestra.

D.3. Debe originar la menor dispersion fisica posible del volumen mezclado en el
sistema hidrodinamico para evitar que los picos cromatograficos se ensanchen

(menor sensibilidad y mas posibilidades de solapamiento).

D.4. Su funcionamiento no debe alterar las caracteristicas hidrodinamicas del
sistema: no interrumpir el flujo y no variar momentaneamente |a presion y el
caudal.

D.4.1. Una primera distincién entre los sistemas de inyeccion en CLAR hace
referencia a la intervencién humana en la operacién de introduccion de un
pequeio volumen de muestra:

D.4.2. Los inyectores manuales.

D.4.3. Los inyectores automaticos, generalmente con un muestreador incorporado.

15



Los sistemas de inyeccién pueden clasificarse también segun la forma de
llevar a cabo la insercién de la muestra en la fase mévil en dos tipos: sin y con

valvula rotatoria de inyeccién.

D5 KATZ. Elena. Quantitative Analysis using Chromatographic Techniques.

Separation Science Series. John Wiley & Sons. USA. 1987. Pag. # 103-105, los
sistemas mas frecuentes de introduccion de muestras sin valvulas de inyeccion
son los denominados ‘de jeringa”, que tienen un parecido formal con los
empleados en CG. Se basa en un septum que es atravesado por la aguja de la
j)ennga y que separa el exterior (presion atmosférica) del sistema hidrodinamico a
alta presion: la fase movil penetra lateralmente y se dirige a la columna: ésta esta
protegida de la accion de la punta de la aguja por un disco de vidrio pulverizado
que evita la alteracion del empaquetamiento. Son diversos los problemas que este

disefio simple comporta:

D.5.1. No puede operar a presién muy elevada pues el septum y la jeringa no la
resisten. Existen montajes especiales tipo sandwich (acero — septum — acero) que
permiten llegar hasta 3000 psi, y jeringas de alta presion disefiadas para este fin.

D.5.2. El septum origina una serie de problemas especificos:

D.5.3. Debe remplazarse con una cierta frecuencia.

16



D .54 Puede disolverse parcialmente en la fase mavil originando picos falsos.

D.55 Puede fragmentarse por repetidos pinchazos depositandose al principio de

la columna y afectando a Ia permeabilidad y eficacia de la misma.

D.5.6. Puede retener solutos por adsorcion.

D.5.7. Pueden originarse dispersiones elevadas segun el tamario interno de la

camara de inyeccion, que es preciso que sea lo mas pequeria posible.

D.5.8. Pueden originarse perdidas de muestra por el fenémeno de “backflushing”

alrededor de la aguja de la jeringa en el momento de la inyeccion.

0.5.9. La reproducibilidad alcanzada es baja (siempre superior al 2%), lo que es
debido principalmente a la gran imprecision que tiene la forma manual de

Introducir la muestra a través de la jeringa.

Existe una serie de disefios especiales para evitar parcialmente los
problemas enunciados. Asi, un montaje con dos valvulas de apertura y cierre
permite inyectar la muestra en una minicamara a presién atmosférica y un cambio
de la situacion de las valvulas permite el arrastre de la misma hacia el detector.
También existen médulos con una pieza plana movil que se retira en el momento

de la inyeccion y después se introduce para aislar el septum de la fase movil.
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SCOTT, Raymond P.W. Techniques and Practice of Cromatography. Vol. 70.
Cromatographic Science Series. Marcel Dekker. USA. 1995. Pag. # 78-86, 102-
106. las valvulas rotatorias de inyeccién de alta presion son la alternativa mas
empleada en los cromatégrafos de liquidos actuales para introducir micro
volumenes de muestra liquida. Se basan en el funcionamiento de una valvula de
seis vias (dos de entrada, dos de salida y dos conectadas entre si mediante un
bucle de un volumen dado). En la posicion de llenado, la muestra es introducida
mediante una jeringa o por aspiracion al bucle cuyo volumen internc corresponde
al inyectado, la fase mévil es dirigida directamente a la columna. Al imponer un
giro a la valvula las interconexiones cambian; ahora la fase movil pasa a través del
bucle que contiene el micro volumen de muestra y se dirige a la columna, mientras
que la muestra es enviada al desecho. Al iniciar una nueva operacion de
Inyeccion, la nueva muestra debe arrastrar completamente a la siguiente para
evitar contaminaciéon mutua, lo que exige el gasto de un volumen entre 3 y 10

veces mayor que el realmente insertado.
D.6. Es necesario indicar que para personal no experto la jeringa sigue siendo la
forma de introduccidon, aunque las diferencias respecto al sistema anterior con

septum son notorias. Las ventajas de la valvulas rotatorias de inyecciéon son:

D.6.1 Medida mas comoda y segura del volumen a través del bucle, que puede

Intercambiarse para conseguir el deseado.

D.6.2. No altera el flujo de fase mévil y puede operar directamente a alta presion.
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D.6.3. Puede operar a temperaturas superiores a la del ambiente con comodidad.

D.6.4. La precision alcanzada es notoriamente mayor (desviaciones inferiores al

0.2%), lo que probablemente es debido a la reduccion del factor humano respecto

a la alternativa de jeringa.

E.SISTEMA DE BOMBEO A ALTA PRESION

La bomba de alta presion constituye una de las partes esenciales de un
cromatdgrafo de liquidos: Su funcionamiento controlado, regular y adecuado a los
requerimientos es un aspecto clave en la CLAR. Debe cumpiir una serie de

requisitos que se resumen a continuacion:

E. 1 Ofrecer un amplio rango de presiones: De 500 a 5000 psi, (siendo 14,5 psi =
1.02 Kg/cm® = 0.9868 atmosferas), segun longitud de la columna y grado de
empaquetamiento. Una vez seleccionada la presion, debe permanecer constante

con el tiempo.

E.2. Ofrecer caudales variables desde 0.5 a 10 mUmin para fines analiticos. y
hasta 50 — 100 mL/min para fines preparativos. Una vez seleccionado el caudal,
debe sufnr variaciones inferiores al 0,5-0,1%., segun precisién requerida. Este

aspecto es fundamental en la reproducibilidad de la CLAR.



Otra faceta practica es la capacidad de la bomba para onginar el mismo caudal
repetidamente, es decir, cada vez que se ponga en marcha. Los modelos
actuales tienen una indicacion digital del caudal onginado.
E.3. Onginar un flujo libre de pulsaciones que se producen por el movimiento
mecanico de vaivén ciertos tipos de bombas. La dnica forma segura de eliminacion
consiste en utilizar una bomba de doble pistdn o dos bombas en serie,

sincronizando los dos flujos de tal forma que se compensen los pulsos respectivos.

E. 4. Debe ser inerte quimicamente, en especial las zonas en contacto con la fase

movil; generalmente su interior es de acero inoxidable o teflén.

Una distincion basica entre los numerosos tipos de bombas descritas en

CLAR se fundamenta en el tipo de energia empleada para originar el flujo a alta

presion,

Segun BIDLINGMEYER, Brian A Practical HPLC Metodology and Aplications.
Wiley-Interscience. BRISTOW, P A. Liquid Chromatography in Practice. Hetp.
England. 1976. Pag. # 45-46, 68-75, Las denominadas ‘bombas de presion
constante” emplean una fuente de gas inerte a alta presién: los tipos mas
importantes son las de desplazamiento gaseoso y las de amplificacion neumatica.
Las llamadas "bombas de volumen constante” emplean energia electrica que pone
en marcha un motor cuyo movimiento origina el flujo; los tipos mas importantes

son: de jeringa o desplazamiento y de vaivén en sus variedades de diafragma y de
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piston. A continuacion se realiza una descnipcion somera de las mismas y se

discuten sus ventajas e inconvenientes.

La parte mas importante de una bomba de desplazamiento gaseoso es un
cilindro o serpentin que contienen la fase movil liquida, por el que penetra un gas
a alta presion. Un conducto de salida. Cuyo extremo se situa en el fondo, se
conecta al sistema cromatografico. La regulacion del flujo se consigue controlando
la presion del gas. Un conjunto de valvulas permite el llenado de la fase mévil
cuando se agota. Sus ventajas mas significativas son: Flujo libre de impulsos y
bajo precio de mantenimiento. Sus principales inconvenientes son: poca
variabilidad en la presion de salida, poco aptas para sistemas de gradientes vy

limitada capacidad volumétrica de la fase movil.

La bomba de amplificacién neumatica emplea un pistén accionado
mediante un gas a presion en una camara de volumen elevado en relacion con el
tamano del pistén. La regulacion de las presiones y caudal de la fase mévil. Dos
valvulas de bolas que flanquean al piston evitan el “retorno” de la fase mévil en la

direccion no adecuada. Origina un flujo relativamente libre de impulsos.

E.5. Los tres tipos mas importantes de bombas de volumen constante basadas en
el movimiento de un motor eléctrico. Las de jeringa con fundamento semejante a
las de desplazamiento gaseoso, son las que onginan un flujo mas libre de pulsos.

Un cilindro que contiene la fase mévil es recorrido por un piston a una determinada
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velocidad (de gran precisién) mediante el empleo de un sistema de engranajes y

un motor de pasos. Los problemas mas importantes derivados de su uso son tres:

E.5.1. Alto precio.

E.5.2. Baja capacidad volumétrica para contener la fase movil (250-500 mL)

E.5.3. Existencia de un tiempo muerto para lograr la constancia del caudal a altas

presiones, debido a la compresibilidad de la fase movil.

Sus ventajas son: Flujo libre de impulsos, puede operar a altas presiones y

caudales y son adecuadas para sistemas con gradiente de elusion.

AHUJA Satinder. Selectivy and Detectability Optimization in HPLC. Vol. in
Chemical Analysis Series. Wiley Interscience. U.S.A. 1989. Pag. # 12,13,14,15,
de las opciones principales de bombas de alta presion basadas en la accion de un
pistdn movido mecanicamente a traves de una leva excéntrica y un motor
eléctrico, la de diafragma es la menos empleada. Un piston de trabajo ongina el
vaivén y un pistén flotante amortigua el impacto, su regulacién permite seleccionar
el caudal. Una camara con un liquido de alta viscosidad (aceite) es comprimida y
mueve un diafragma de acero que separa |la camara cerrada de aceite de la zona
de paso del disolvente. Existen dos valvulas (entrada y salida) que realizan la
mision de ‘no retorno” Las bombas mas usadas en CLAR son las mecanicas de

tipo piston cuyos elementos basicos son comunes al sincronizado con la accion de



las dos valvulas. El caudal puede regularse cambiando la longitud del pistén o la
frecuencia de su movimiento. El flujo que sale es pulsante por la propia naturaleza
del movimiento del piston. Por ello es imprescindible un supresor de pulsos, que
sé comentara mas adelante. Otra forma de evitar las pulsaciones consiste en el
empleo de las denominadas bombas de doble piston o cabeza, que son mas caras
las simples pero sus caracteristicas las hacen muy recomendables en CLAR.
Tienen dos camaras con dos pistones, una leva excéntrica y un motor comun, de
tal manera que la situacion de ambos pistones esta desfasada 180° cuando una
camara esta bombeando la otra esta en situacion de llenado. De esta forma los
dos perfiles de flujo ( caudal en funcién del tiempo) se solapan mas o menos
completamente, originando un flujo constante. También existen bombas de tres
cabezas con un desfase de 120° en la situacion de los pistones, siendo en este
caso el solapamiento de los perfiles mas efectivo, aunque el precio se eleve

considerablemente.

E.6. Las ventajas mas significativas de estas bombas son:

E.6.1. Control estricto de caudal y presion.

E.6.2. Suministro constante de fase movil.

E.6.3. Facil cambio de disolvente

E.6.4. Compatibilidad con sistemas de gradientes de elusion.
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E.6.5. Mantenimiento escaso y simple.

La hidrodinamica de un cromatografo de liquidos, estrechamente
relacionada con el sistema de bombeo, exige una serie de componentes
complementarios que eviten perturbaciones (supresor de pulsos, si es preciso),
controlen la presion y el caudal y pueden regular el funcionamiento de la(s)
bomba(s) para conseguir constancia en el caudal y la presion mediante sistemas

electronicos o informaticos de realimentacién (feed-back).

Cuando el flujo es pulsante, es preciso la incorporacion de un supresor de
pulsos a la salida de la bomba. Su funcionamiento se basa en acumular energia
durante la fase de bombeo (pistdn avanzado) y desprenderia durante la fase de
llenado (pistén retrocediendo) de la bomba. Son muchos los disefios existentes de
supresores de pulsos; todos elios se basan en la compresibilidad de un liquido o
un gas encerrado en una camara y en la flexibilidad del material de un tubo de
disefio especial (teflén o acero) con un disefio analogo a la bomba de diafragma

pero, logicamente, sin pistones.

Todos los cromatégrafos de liquidos deben tener un sistema medidor de
presion para evitar sobre presiones que podrian dafiar al instrumento. Los
sistemas mas modernos se basan en el empleo de cristales semiconductores cuya

resistencia eléctrica es proporcional a la presion a que estan sometidos.
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El caudal es una vanable importantisima en CLAR y puede ser medido a la salida
de la bomba o después del detector Existen dos modelos basicos: el que se basa
en la medida de la caida de presion sobre un restrictor de flujo calibrado, y un
controlador basado en el control eléctrico de un tubo por el que pasa una burbuja:

mide el tiempo que tarda en atravesar una determinada distancia.

F. COLUMNA CROMATOGRAFICA:

Es la parte esencial del cromatografo de liquidos ya que en ella, a traves de
diferentes mecanismos (adsorcion, particion, cambio idnico, exclusién. etc), tiene

lugar la separacién o discriminacion entre analitos e interferentes.

El espectacular aumento de la eficacia cromatografica de la CLAR respecto
a la alternativa clésica se basa en una disminucion del tamario de particula de la
fase estacionana, lo que implica un aumento de la presién de trabajo. Es condicion
indispensable para la reproducibilidad de los resultados una gran homogeneidad
en Ia distribucion de la fase estacionaria. lo que implica la necesidad de técnicas
precisas y complejas de preparacion de las columnas: hoy en dia se adquieren
generaimente en el comercio. Que ofrece una variedad amplisima dada la

repercusion practica.

SKOOG. Douglas y LEARY, James. Analisis Instrumental 4° Edicion. McGraw-
Hill. Espafa 1994 Pag. # 18192021 dentro de las columnas CLAR

convencionales. son la de empaquetamiento de pelicula las pnmeras que se



usaron. El material (fase estacionaria) consiste en bolitas esféricas regulares (30 —
70 uL) de un sélido no poroso, generaimente vidrio, que estan recubiertas de una
capa (1 - 3 um) de material activo cromatografico poroso, de naturaleza
polimérica. Debido a que la densidad de las mismas es elevada, el
empaquetamiento uniforme no es técnicamente muy dificil. La distribucion
cromatografica entre fase movil y estacionaria es mas asequible que si se tratase
de particulas porosas de igual tamarfio. No obstante, la capacidad y eficacia de las
columnas con este tipo de empaquetamiento en CLAR aumenta
considerablemente cuando se sustituye el recubrimiento posterior por un
tratamiento especial de las bolitas de vidrio (30 — 60 um) para que adquieran una
microzona porosa externa (1 =3 um), también de vidrio, para que pueda actuar de
solido activo en cromatografia de adsorcién, o bien como soporte de la fase

estacionaria liquida (enlazada o no).

El volumen de poro de estas bolitas es muy pequerio, lo que origina una
rapida difusion de los solutos en ambos sentidos, por lo que son adecuadas para

cuando se requiere una gran velocidad de determinacion.

Sin duda que la sustitucién de las particulas con una gran zona inerte por
otras porosas y de tamafio considerablemente menor (empaquetamiento
microparticular) comporta importantes ventajas: mayor capacidad y eficacia. No
obstante, también conllevan un mayor grado de empaquetamiento, lo que implica

un aumento de la presion de trabajo y una gran dificultad de empaquetamiento
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adecuado y homogéneo en el laboratorio, por lo que casi siempre se adquieren en
el comercio. Al ser el area activa mucho mayor, éstas son aptas para
Separaciones cromatograficas dificiles y complejas (solutos de propiedades muy
parecidas o un elevado numero de solutos). Al reducir el tamafio de estas

microparticulas porosas, disminuye la profundidad de los poros, por lo que se

aumenta la eficacia.

F.1. Segin NYDER, Lloyd R. And KIRKLAND, Joseph J. Introduction to Modern
Liquid Chromatography. Wiley-Interscience. USA. 1974. Pag. 50-62, 73-79el
concepto de microcolumna en CLAR puede ser engafoso. No se trata de reducir
el tamafio de las columnas CLAR convencionales en todas sus dimensiones
(longitud y diametro), sino sélo de una reduccion sustancial del didmetro de las
mismas y un aumento considerable de la longitud. E! término “columnas capilares”
seria mas correcto y ademas paralelo al empleado en CG. Novotny, unc de sus
inventores, propone la denominacién genérica de microcolumna y prefiere emplear
el término capilar para un tipo de ellas. Las caracteristicas técnicas de la CLAR
miniaturizada llevada a cabo en la modalidad ‘microcolumna” son tres:

F.1.1. Pequefio diametro intermo de la columna (0.05 a 1 mm, segun tipo).

F.1.2. Gran longitud (20 — 30 m), lo que implica la necesidad de enrollarse en

forma de serpentin de configuracion ancha.

F.1.3. Pequefo caudal (1 = S0 ul/min).
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F.2. Segun Novotny son tres las ventajas que comporta el empleo de

microcolumnas en CLAR:

F.2.1. Aumento de la eficacia: La AEPT puede reducirse 107 a 10°® veces, lo que

las hace especialmente aptas para la separacion de mezclas complejas y dificiles.

F.2.2. Reduccién drastica del consumo de la fase movil, cuyo precio es cada dia

mas elevado.

F.2.3 Aumento de Ia sensibilidad de ciertos detectores especialmente a caudales
muy bajos.
F.3. Pueden distinguirse tres tipos basicos de microcolumnas en CLAR. Las

caracteristicas mas significativas se comentan a continuacion:

F.31 Las denominadas “microtubulares abiertas’(segun Novotny
‘verdaderamente capilares”) tienen el material activo cromatografico (liquido
depositado mecanicamente o sdlido soporte inerte o activo) recubriendo
homogéneamente |a pared interna de un microtubo (diametro de 50 um o menor)

de gran longitud.

El adjetivo “abiertas” proviene de que existe una zona una Zona central neta libre

sin empaquetar. La difusidn radial es muy pequefa por lo que la transferencia
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masica se favorece considerablemente. EI caudal caracteristico de trabajo es de

0,1 ulUmin.

F.3.2. Las microcolumnas denominadas “microcapilares con empaquetamiento
parcial” tienen un diametro interno algo superior a las anteriores (70 um). Las
particulas del sélido activo o soporte (30 um) no son esféricas y una gran parte de
las mismas estd retenida mecanicamente en la pared interna, siendo su

distnbucion uniforme a lo largo de la columna. Son tipicamente semipermeables.

El caudal de trabajo normal es de 1 ul/min.

F.3.3. Las “microcolumnas totalmente empaquetadas” no difieren sustancialmente
de la configuracién de las columnas CLAR convencionales. Salvo el diametro

pequefio. El caudal ordinario empleado en las mismas es de 40 - 50 ul/min.

F.4. Desde el punto de vista instrumental, la miniaturizacién en CLAR comporta
una sere de requerimientos respecto a las caracteristicas generales de un
cromatografo de liquidos descritas anteriormente. Fundamentalmente el disefio del

mismo debe adaptarse a la miniaturizacién Yy, por tanto, reducirse drasticamente:

F.4.1. El volumen interno del sistema de inyeccion.
F.4.2. El volumen de la célula de flujo del detector.

F 43 Los volimenes muertecs de las conexiones
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Ademas, las condiciones técnicas son diferentes para cada tipo de
microcolumna. Este aspecto ha dificultado el desarrollo y aplicacién de la CLAR

miniaturizada.

G. SISTEMA DE DETECCION:

Segun WESSELY, Karl and ZECH, Karl. High Performance Liquid
Chromatography  in Pharmaceutical Analyses. Hewlett Packard. Béblingen. 1979.
Pag. # 40-45 55-59 se trata del modulo del cromatoégrafo de liquidos, situado a la
salida de la columna, que proporciona de forma continua informacion acerca de la
composicion del flujo que circula a su través. Generalmente origina una senal
electrica continua, que debidamente amplificada vy registrada, constituye el
denominado cromatégrama, del que se extrae informacion cualitativa y cuantitativa
de la muestra inyectada. La existencia de un detector on-line eleva a la categoria

de instrumento al cromatoégrafo de liquidos.

Segun Scott, uno de los factores que han influido en el retraso del
desarrollo de la CLAR respecto a la CG esta relacionado con el sistema de
deteccion. Las concentraciones bajas de un soluto no modifican sustancialmente
las caracteristicas fisicas de la porcion de fase mdvil que lo contiene (v i
Densidad, constante dieléctrica, etc) y son indistinguibles respecto a variaciones

producidas por el caudal y la temperatura, mientras que en CG pequefas

30



jedades de!
' iticamente las propied
ncentraciones de un vapor en un gas modifican criticam
CO

mismo.

No existe en la actuahdad un detector en CLAR equivalente al detector de
ionizacion de llama en CG. Otra diferencia importante entre los sistemas de
deteccion usados en CLAR y CG consiste en que se trata de adaptaciones a la
situacion dinamica de principios instrumentales ampliamente desarrollados en
instrumentos (fotometros, fluorimetros, polardgrafos, etc) mediante el empieo de
celulas de flujo, mentras que los empleados en CG tienen en general una
concepcion y disefio distintos a los instrumentos convencionales. Un aspecto a
resaltar es la tendencia actual a INcorporar como sistema de deteccion continua en

CLAR instrumentos tales come espectrometro de masas, RMN, técnicas

espectroscopicas atomicas, etc, en la denominada “hibridacion Instrumental”.

G.1. CARACTERISTICAS GENERALES:

Las caracteristicas iIdeales que debe poseer un detector continuo empleado
para CLAR se resumen a continuacion:

G711, Alta sensibilidad (del orden de 107 - 10" gimL) 1o que implica un bajo
fuido a fondo

especificidad hacia determmadas Sustancias



G.1.3. Amplio rango lineal de concentracion: entre 5 y 6 érdenes de magnitud.

G.1.4. Volumen minimo de la célula de flujo, para evitar la dispersion de los

solutos.

G.1.5. Debe ser no-destructivo, en caso que se quiera recoger fracciones o se le

Incorpore una técnica instrumental hibrida para facilitar la identificacion.

G.1.6. Insensible a cambios ambientales: presion, caudal, temperatura, etc. Es
importante también que sea insensible al cambio de composicién de la fase movil

en la modalidad no isocratica.

G.1.7. Debe operar continuamente durante largo tiempo y su empleo debe ser

facil y comodo para el analista.

G.1.8. Su funcionamiento debe ser asequible a la automatizacién para

incorporario a los instrumentos CLAR comandados por un (nico microprocesador,

El ruido del detector es un aspecto de interés cuando se trabaja a
concentraciones bajas del soluto. Se define como la alteracion de la linea de base

que refleja las vanaciones al azar de la sefial.

Existen tres tipos de ruido: de periodo corto, de periodo largo y la deriva,

segun sea la frecuencia de la desviacion respecto a la linea de base.
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El rudo de periodo corto o de alta frecuencia se define como la maxima
amplitud para todas las variaciones positivas o negativas debidas al azar de la
sefal del detector con una frecuencia mayor que la de un ciclo por minuto: es la
media aritmetica de las variaciones en cada intervalo tomado menor de un minuto.
Su frecuencia es mucho menor que el tiempo de aparicion de un pico:
generaimente nc constituye un problema practico ya que existen “filtros”

electronicos que lo reducen considerablemente.

El ruido de periodo largo o de baja frecuencia puede ser mas problematico.
se define como las perturbaciones de la linea de base que tienen una frecuencia
similar o menor que la de un pico cromatogréfico, por lo que es dificil distinguir la
perturbacion al azar de una respuesta debida a un soluto a baja concentracion.
Este tipo de ruido es caracteristico de los detectores muy sensibles a cambios de
temperatura, caudal y presién, como los basados en las medidas de los indices de
refraccion. La deriva es un tipo de ruido caracterizado por una frecuencia
muchisimo menor que la de un pico cromatografico, y se distingue por una

desviacion global de la linea de base practicamente lineal hacia valores mas altos

© mas bajos

H. TIEMPO DE RETENCION (Tg):

Es el tiempo que la muestra permanece dentro de la columna y se mide
desde el momento en que la muestra se introduce en el sistema hasta el momento

en que se obtiene el punto maximo de |la sefal o pico.
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H.1. TIEMPO MUERTO (To):

Es el tiempo requerido para eluir una muestra no retenida en la columna y
se determina midiendo el tiempo de retencion de la fase movil misma, o bien de

una muestra similar.

H.2. ANCHURA DE LA BASE DE LAS SENALES (W):

Es la porcion de linea base interceptada por tangentes trazadas a ambos
lados de una sefal cromatografica. Este valor se emplea en el calculo de la

resolucion y eficiencia de los sistemas cromatograficos.

H.3. NUMERO DE PLATOS TEORICOS (N):

Un plato teorico es el equilibrio de distribucion de la muestra entre la fase

movil y la fase estacionaria.

H.4. ALTURA EQUIVALENTE A UN PLATO TEORICO (AEPT):

Es la longitud de la columna requerida para obtener un equilibrio de la

muestra entre la fase mowvil y la fase estacionara.



l. CALCULOS MATEMATICOS QUE SE EFECTUAN EN EL ANALISIS DE LA
CROMATOGRAFIA LIQUIDA

Primordiaimente. lo que se desea obtener en Cromatografia Liquida es la

separacion de un Componente de otro. En otras palabras obtener resolucion.

Esto implica la medida de separacion de dos componentes. Asumiendo que
existe simetria entre los dos picos podemos ampliar el concepto de resolucion y

encontrar 3 parametros fundamentales que integran la separacion cromatografica.

V1-V

Vo

1. Factor de capacidad: K' - 0

K’ representa la capacidad de la columna. V, es el volumen vacio en la

columna. V, es el primer componente que fue retenido.
Normalmente, una variacién en el solvente cambiara el resultado de K’
Para controlar los valores de K’ se varia el solvente hasta que la combinacién

ideal se encuentra

En caso de dudas, seleccionar un solvente de fuerza intermedia usando fase

normal. Si no se obtiene una separacion buena; entonces usar fase reversa.
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1.1.1. Fase normal: Contiene la combinacion de empaque polar, solvente no-polar,

y muestra polar.

1.1.2. Fase reversa: Contiene empaque no-polar, solvente polar, y muestra polar.

1.2. Factor de separacién: o = 2 0

Es la proporcion neta de retencion para 2 componentes. Se substrae el

volumen vacio del V, y del V, también.

Esto lo podemos ver desde un punto de vista diferente.

K2 V2 - V0
I.2.1. Factor de separacion: a = y también = —*
- 0
1 -
Y1~ Vo
VO

V, -V, i & G 3
Que es lo mismo: a = V. v como se indico al principio.
1.~ ¥

Para comparar un pico con otro dividir las K’ Para obtener mejor « alfa. cambie el

empaque o la constitucion quimica del solvente.
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: (VY
I.3. Placas teéricas: N - 16LWJ

La N representa el numero de placas tedricas, que es el volumen dividido

por el ancho y elevado al cuadrado. Multiplicado por 16.

Debemos aclarar que V es el volumen, y equivale también al tiempo de
retencion. O sea, cuanto tiempo toma para que un pico se desarrolle a su maxima

altura. Algunas veces notamos se use Tg en vez de Vo. Que es lo mismo.

N por otra parte se manifiesta como estaciones de separacion dentro de la
columna. Entre mas separacion mejor la columna. Si los valores para
cromatografia liquida exceden 40,000 placas por metro, entonces la columna se
considera como nueva. Sila columna se alarga los valores de N aumentan.

La altura de placas tedricas se calcula dividiendo N por la longitud de la
columna. Este calculo se usa para comparar la eficiencia entre varias columnas

Los valores normales de Altura de Placas Tedricas (APT) estan entre 0.3 y 0.1

mm.

La relacion del flujo (velocidad de la fase movible) y la Altura de Placas
Tedricas también nos brindan otro concepto fundamental de separaciones
cromatograficas conocido como la relacion de Van Deemter. Este concepto puede
ser revisado como proyecto adicional, pero no se cubrirda en esta breve

presentacion.
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Las placas tedricas simplemente representan la extension de las bandas de
un pico o través del sistema cromatografico. Simplemente se establece que: Entre
menor la extension de las bandas de un pico: mejor es el nimero de placas

teoricas.

4. También las placas teéricas representan una medida de la calidad del

empaque en la columna. Las placas teéricas pueden ser afectadas por:

I.4.1. El tamano de las particulas del empaque.

1.4.2. La distribucion de las particulas.

1.4.3. Laforma de las particulas: porosas o pelicular.
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J. VENTAJAS Y DESVENTAJAS DE LA CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE
ALTA PRESION

. VENTAJAS 1 DESVENTAJAS ]
Velocidad de analisis Instrumentacion costosa
| Alta Resolucion Dificil analisis cualitativo
'Resultados cuantitativos No existe detector universal y sensible
| Buena sensibilidad Elevado costo de operacion.
Amplio espectro de aplicacion | Experiencia indispensable.
]

K. EN LA CROMATOGRAFIA, LOS COMPONENTES QUE SE DESEA
SEPARAR:

K.1 Deben ser solubles en la fase movil.

K.2. Deben ser capaces de interactuar con la fase estacionaria, ya sea.
K.2.1. Disolviéndose en ella

K.2.2 Absorbiéndose

K.2.3. Reaccionando con ella en forma quimica

Como consecuencia, durante la separacion los componentes se distribuyen

entre ambas fases.
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L. CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA RESOLUCION (CLAR)

En este Método se usan columnas de diametros muy reducido, por ejemplo
2mm, rellenos de materiales especiales pulverulentos, cuyas particulas tienen un
tamafio no mayor de 30-40um y con frecuencia hasta de 5 - 10 KUm. Este tipo de
columnas es muy eficaz y se emplean un sistema de bombeo de alta presion
(Hasta 400atm) que haga fluir la fase mévil a una velocidad razonable a través de
la columna.

La cantidad de fase estacionaria dentro de la columna es pequeiia, por lo

que se requiere que la muestra también sea pequefia, entre 1y 10mg.

Un detector, colocado a la salida de la columna, proporciona un registro
continuo de la composicion del liquido que sale, lo que permite obtener un
cromatograma que se utiliza para identificar y cuantificar los componentes de la

muestra.

M.  MECANISMO DE SEPARACION DE DIFERENTES FORMAS DE
CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA PRESION

Existen cinco métodos o formas de realizar la cromatografia liquida de alta
presion, cada uno basado en diferentes mecanismos de separacion de los

componentes de la muestra.
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M.1. CROMATOGRAFIA LIQUIDO - LiQUIDO

Se basa en la distinta solubilidad que presenta una molécula de la muestra

en la fase movil y en |a fase estacionaria.

Se utiliza para compuestos moderadamente polares, Cuyo peso molecular

es inferior a 1500.

M.2. CROMATOGRAFIA DE FASE QUIMICAMENTE UNIDA

Si se altera la naturaleza de los grupos funcionales de la fase estacionaria
es posible obtener diferentes tipos de selectividad. Dichos grupos pueden ser de
naturaleza polar, como el grupo amino (-NHz2) y el grupo nitrilo (-CN) en el caso de
la cromatografia en fase normal, o bien no polar como el grupo octilo (-CgHy7),

octadeciio (-CygH17), fenilo (-CsHs), etc., en el caso de la cromatografia de fase

inversa.

M.3. CROMATOGRAFIA LiQUIDO - SOLIDO
El mecanismo de separacion, se basa en la competencia que existe entre
las moléculas de la muestra y las de la fase movil por ocupar los sitios activos en

la superficie de un solido.
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M.4. CROMATOGRAFIA DE INTERCAMBIO IONICO

Se basa en la competencia entre la fase movil y la muestra idnica por los

sitios © grupos activos de una resina intercambiadora de iones.

El mecanismo de separacion, se basa en la competencia que existe entre

las moléculas de la muestra y las de la fase movil por ocupar los sitios activos en

la superficie de un sélido.

M.5. CROMATOGRAFIA LIQUIDA POR EXCLUSION

Conocida también como cromatografia de permeacion o cromatografia de

filtracién, efectta la separacion de acuerdo con el tamaiio de las moléculas.

N. NATURALEZA DE LA FASE MOVIL

En cromatografia liquida pueden distinguirse dos tipos generales segun sea

la naturaleza de la fase movil’
N.1. CROMATOGRAFIA LIQUIDA “NORMAL”: En ella la fase movil es de

naturaleza no polar, mientras que la fase estacionaria es fundamentalmente polar.

Se denomina asi por ser la modalidad que se desarrollo en primer lugar.
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la fase movil, mayor sera su poder de elusién. En la modalidad invertida existe una

relacion inversa entre |a polaridad y el poder de elusion de la fase movil.

No obstante, mas trascendente es la selectividad, que se refiere a la
capacidad de una fase mévil para provocar una diferenciacion en el
comportamiento de varios solutos en el sistema cromatografico: generalmente se
consigue con una seleccion de su composicion y si no es suficiente, es precisa
una variacion de su composicién con el tiempo. Cuando se aborden los diferentes

tipos de cromatografias, se comentaran extensamente ambas propiedades

P. LA FASE MOVIL DEBE POSEER, ADEMAS, OTRAS PROPIEDADES
DESEABLES AUNQUE NO IMPRESCINDIBLES, PARA SU USO EN CLAR:

P.1. Debe tener baja viscosidad, que origina una mayor difusividad mejorando asi

el funcionamiento de la columna.

P.2. Debe ser asequible en forma pura y evitar asi su purficaciéon previa en el
laboratorio; dado el gran desarrollo de la CLAR, existe una gran variedad de

disolventes comercializados con fines cromatograficos.

P.3. Baja inflamabilidad y toxicidad, requerimiento que no cumplen muchas de las
fases moviles usadas; por ello es siempre recomendable una buena ventilacién en

el laboratorio.



P.4. Baja corrosividad.

P.5. Compatibilidad con el sistema continuo de deteccidén para evitar respuestas
anomalas, fendmenos de saturacion, etc. Este requisito es muy importante y

limitante en la eleccién de la fase movil.

Los depdsitos que contienen los disolventes no deben tener requisitos
especiales. Generalmente estan construidos de vidrio, teflén o acero, segun el tipo

de disolvente. Tienen una capacidadde 0.5 a2 L.

En pocos casos se requiere una termostatacion de los mismos: sélo para
aplicaciones especiales y cuando el laboratorio no tiene regulada la temperatura

ambiente que fluctua notoriamente, bien durante la jomnada o bien entre épocas

del ano.

Q. UN REQUERIMIENTO TECNICO IMPORTANTE DE LA FASE MOVIL ANTES
DE SU INTRODUCCION AL SISTEMA CROMATOGRAFICO ES LA AUSENCIA
DE GASES DISUELTOS QUE PUEDEN ORIGINAR IMPORTANTES
PERTURBACIONES:

Q.1. Reacciones indeseables entre los gases (v.I. oxigeno) y los componentes de

la muestra
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Q2. Irregularidades en el flujo dentro de la columna: el gas puede ocupar una
zona de la misma de forma temporal o semipermanente, reduciendo asi la eficacia

del sistema cromatografico y su reproducibilidad.

Q3  Fluctuaciones en la respuesta del detector: cambio de linea de base, sefales
parasitas, etc, ya que pueden producirse burbujas por la reduccion drastica de la
presion a la salida del cromatégrafo. La desgasificacion puede realizarse de forma
manual o en aparatos que la llevan a cabo automaticamente y que constituyen un

médulo mas del cromatégrafo.

R. LOS PROCEDIMIENTOS MAS USUALES SON:

R.1. Mediante un agitador magnético y un condensador a temperatura ambiente.

R.2. Mediante una bomba de vacio y un calentamiento prolongado.

R.3. Mediante el empleo de ultrasonidos.

R.4. Pasando una corriente de nitrogeno o helio que desplace a otros gases; el

helic es una de las mejores alternativas de desgasificacion dada su baja

solubilidad.
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S. FORMACION DE GRADIENTES DE ELUSION

El cambio controlado de Ia composicion de la fase mévil durante el proceso
cromatografico amplia enormemente las posibilidades de la CLAR al obtenerse
discriminaciones mas efectivas e incluso posibilitar separaciones vedadas cuando

se utiliza un sistema isocratico.

Un ejemplo caracteristico se observa cuando, al variar de la elusién
isocratica a la elusién con cambio de composicién brusca y lineal de la proporcion
de disolvente desplazante, se obtienen separaciones cromatograficas de mejor

calidad.

Los gradientes de elusion pueden ser de varios tipos segun se considere el
perfil concentracion — tiempo. Los mas significativos estan referidos a la mezcla de
dos disolventes, A y B, siendo B el mas activo en el desplazamiento de los solutos
inicialmente retenidos en la columna cromatoegrafica. Generaimente, la
composicion de la fase mévil se expresa en porcentaje de disolvente activo B
sobre el diluyente A, salvo en el caso de la cromatografia de cambio i6nico que se
expresa en concentracion iénica o pH. El gradiente mas usado en CLAR es el
lineal ya que origina una mejor discriminacién entre solutos. reflejada en un

cromatograma con picos bien resueltos y homogéneamente distribuidos.
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T. CARACTERISTICAS DE LA FASE MOVIL

T.1. Disolver la Muestra

T.2. No degradar o disolver la fase estacionana
T.3. Tener baja viscosidad

T.4. Ser compatible con el tipo de detector utilizado

T.5. Tener la polaridad adecuada para permitir una retencion conveniente de la

muestra en la columna.

U. PROPIEDADES BASICAS DE LA FASE MOVIL SON DOS:

U.1. La fuerza o capacidad de desplazamiento: Es equivalente a la polaridad
en el caso de disolventes no electroliticos.
U.2. La selectividad: Es Ia capacidad para disolver selectivamente a un

compuesto en contraste con otro.

Para determinar la “fuerza” de una mezcla binaria de disolventes se emplea
la media aritmética de los factores de peso estadistico de cada disolvente, si,

ajustando segln su proporcién en la mezcla

Se denominan “Disolventes Isoceluotropicos” a aquellos que presentan

identica fuerza de desplazamiento, pero selectividad diferente.
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V. ELECCION DEL SOLVENTE

Caracteristicas:

V.1. Disponible comercialmente

V.2. Precio

V.3. Pureza y Estabilidad

V.4. Disolver la muestra

V.5. Miscible con otros solventes para formar mezclas utiles.

V.6. No degradar o disolver la fase estacionaria.

V.7. Tener baja viscosidad para reducir las caidas de presion.

V.8. Ser compatible con el detector utilizado.
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W. VALIDACION DE METODOS ANALITICOS

Aguilar G. Alcantara A, Garcia Il. Garzdn A. Guerrero ME, et al. Validacion de
metodos analiticos comité de elaboracion de guias oficiales de validacién de la
direccion general de control de insumos para la salud, SSA. Colegio Nacional de
Quimicos farmacéuticos Biologicos. México, 1992,  validacion del método puede
definirse como el proceso por el cual queda establecido, por estudio, que la
capacidad del método satisface los requisitos para la aplicacién analiticas
deseadas. La capacidad se €xpresa, en este caso, en términos de parametros

analiticos.

W.1. En general, se consideran tres tipos de validacion a saber:

W.1.1. VALIDACION PROSPECTIVA: Aquella que se realiza a técnicas

nuevas.

W.1.2. VALIDACION RETROSPECTIVA: Para técnicas utilizadas
repetidamente, no validadas anteriormente y de las que se tiene

documentacion suficiente para probar la bondad del metodo.

W.1.3. REVALIDACION: Repeticion parcial o total de una validacién debido
a cambios efectuados en las condiciones originales que puedan afectar la
bondad del método validado o cuando el método analitico lleva largo tiempo

utiizandose.
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E! objetivo principal de la validacion analitica es el de asegurar que un
procedimiento analitico seleccionado dara resultados reproducibles y confiables

que sean adecuados para el propdsito previsto.

W.2. La USP XXl establece que los requisitos necesarios que debe cumplir un
meétodo analitico son los siguientes:

W.2.1 Precision

W.2.2. Exactitud

W.2.3. Limite de deteccién

W.2.4. Limite de cuantificacion

W.2.5. Especificidad

W.2.6. Rango

W.2.7 Linealidad

W.2.8. Tolerancia

w.2.9. Robustez

W.3. Rampazzo. paolo. Standardisation and validation of analytical methods in
the pharmaceutical industry 1990 . Pag. # 807 - 815.considerando la variedad de
ensayos analiticos existentes, se hace necesario establecer categorias para
facilitar mejor el estudio y reconocer el tipo de tipo de informacién que se requiere

para la validacion de un método analitico.
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W.3.1. Categoria 1:

Métodos Analiticos para la cuantificacion de los principales componentes

del farmaco o de los principios activos (incluyendo los preservativos) en productos

farmacéuticos terminados.

W.3.2. Categoria 2

Métodos Analiticos para la determinacion de impurezas o productos de
degradacion en el producto farmacéutico terminado. incluyendo ensayos

Cuantitativos y pruebas de limitantes

W.3.3. Categoria 3

Métodos analiticos para evaluar las caracteristicas de las formas

farmacéuticas terminadas, tales como disolucion o liberacion de farmacos.

W.4. LINEALIDAD

La linealidad de un método analitico se refiere a la proporcionalidad entre la
concentracion de analito y su respuesta. Este paso de la validacién es necesario si
Sé va a trabajar con un solo estandar en las determinaciones de rutina, aunque
pueden aceptarse métodos no lineales, si se opera con estandares multiples cada
vez. Ademas. conjuntamente se determina el rango lineal, es decir, el intervalo
comprendido entre la concentracién minima y maxima de analito para el cual el
método ha sido probado y dentro del cual se puede efectuar el dosaje por

Interpolacion en una curva estandar.
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W.5. PRECISION

La precision esta relacionada con la dispersion de las medidas alrededor de
su valor medio o central y corresponde al grado de concordancia entre ensayos
individuales cuando el método se aplica repetidamente a multiples alicuotas de

una muestra homogénea.

W.6. EXACTITUD

La Exactitud de un método, también conocida como error sistematico o tendencia,

corresponde a la diferencia entre el valor obtenido (media) y el valor verdadero.
Matematicamente, suele expresarse de los siguientes modos

Desviacion :B=X - X

Desviaciéon Relativa ‘B% =%x100

Recuperaci 6n : R=§x 100

Donde X es el valor medio y X el valor verdadero.

De todas ellas, la mas utilizada es, sin lugar a dudas, la recuperacién. Si
bien el valor verdadero de concentracién no se conoce sino que solo puede
estimarse, es posible preparar una muestra por un procedimiento mas exacto que

el evaluado (por pesada, dilucidén en peso, etc.) y utilizarla como referencia.



Una pendiente significativamente diferente de 1 indica un error proporcional, por

ejemplo, debida a la extraccién de un porcentaje conétante del componente.

Una ordenada al origen significativamente diferente de cero indica un error
de tendencia constante y se visualiza como una recta paralela a la tedrica, en la

cual el valor de la ordenada al origen corresponde a la magnitud del error.
W.7. ROBUSTEZ

La robustez de un método analitico corresponde a los estudios que indican el
grade de confiabilidad del ensayo ante cambios de variables comunes. Estos
cambios pueden ser ligeras diferencias operativas, de equipos, analistas,
laboratorios, fuente de columnas. etc. Frecuentemente este estudio se realiza
retrospectivamente, a partir de los resultados histéricos obtenidos en diferentes
condiciones, pero en el caso de métodos nuevos, es conveniente que el estudio

sea efectuado por el laboratorio emisor de la técnica.

Es evidente que un método debe ser ‘robusto” (reproducible) frente a
cambios de analistas o instrumentos, pero no necesarnamente debe serlo frente a

todos los cambios que se estudien.

Asi, es de esperar que la modificacion de algun factor, por ejemplo el pH de

la fase moévil, produzeca en algun caso cambios drasticos en la separacion
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cuando los factores a evaluar en el estudio de robustez son muchas, se recurre a
un disefo global que permite agruparios, reduciendo el numero de ensayos

efectuar.

Es decir, puede estudiarse el efecto producido al cambiar una columna de 6
¢m de longitud y 3 um de didmetro de particulas por una columna de 15 cm y 5 pm
(en este caso se intenta estudiar solo una varable, la eficiencia -N-, que puede
suponerse a priori aproximadamente igual en una columna corta de diametro de
particula pequefio y en una mas larga, de mayor diametro de particula), por
variacion de dos unidades de pH de la fase movil, de la concentraciéon de un
modificador de fase movil, etc., sobre los resultados obtenidos: concentracion

hallada, resolucion, asimetria, etc.

X. CRITERIOS DE DETERMINACION

X.1. LINEALIDAD DEL SISTEMA

Se determina, constituyendo una curva de calibracion (concentracion vs.
respuesta medida) utilizando cuando menos 5 diluciones preparadas a partir de

una misma solucion patron y haciendo analisis cuando menos por duplicado para

cada dilucion.

El intervalo entre las concentraciones a analizar dependera del propésito

del método; para control de calidad y de seguimiento de la estabilidad de un



X.3. LINEALIDAD DEL METODO

Se determina a partir de placebos adicionales de cuando menos 3
diferentes cantidades de la sustancia de interes, (placebos cargados), cada uno de

manera independiente, haciendo los analisis por triplicado.

Las concentraciones de los placebos cargados deben ser las adecuadas
para que, utilizando el método propuesto, las concentraciones de las soluciones
finales a analizar estén dentro del intervalo de la linealidad del sistema, incluyendo

siempre la correspondiente al 100%.

La amplitud del estudio dependera del uso y aplicaciones del método
(Control de calidad, Estudios de Estabilidad, etc.) y debera llevarse a cabo por un

mismo analista en las mismas condiciones de operacion.

Criterio:
Cantidad adicionada vs. cantidad recuperada: m =1 b=z0

r 20.98

Los por cientos recuperados y los CV a cada nivel y los globales de todo el
Intervalo de la linealidad deben estar de acuerdo a la tabla de Linealidad del

Método.

59



X.4. EXACTITUD

Se determina de, cuando menos, 6 placebos cargados de manera
independiente con la cantidad necesaria de la sustancia de interés para obtener la
concentracion del 100%, utilizando el método propuesto. Haciendo el analisis en

las mismas condiciones de operacion y por el mismo analista.

criterio:

El por ciento recuperado y €l CV deberan de acuerdo con la tabla |

Método Promedio de Recobro GV
.

Cromatdg}afia 98 —~ 102% <2%

X.5. PRECISION (REPRODUCIBILIDAD).
Se determina de una muestra homogénea del producto cercana al 100% de
la concentracion tedrica, analizada cuando menos por dos analistas, en dos dias

diferentes y por triplicado.
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Criterio:

El CV total debe cumplir con los siguientes critenos.

Método Ccv

CronTatogra'ﬂc-os < 2%

Nota:

X.5.1. Dependiendo de la naturaleza de la muestra, el CV puede incrementarse.

X.5.2. Si se requiere (n) establecer la(s) fuente(S) de variacién del método (lo cual

no constituye un requisito minimo dentro de la validacion), realizar otro estudio por

ejemplo comparativos.

Y. ESPECIFICIDAD PARA METODOS DE CONTROL DE CALIDAD

Con el método propuesto:

Y 1. Analizar placebos del producto.

Y 2. Identificar la(S) respuesta(S) del (LOS) activos(S), y si procede, de los

excipientes y/o de otras sustancias presentes.
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Criterio:

Confirmar que el método desarrollado es capaz de cuantificar la sustancia

de interés sin que exista interferencia de otras sustancias presentes.
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CAPITULO Ill. DISENO METODOLOGICO

A. TIPO DE ESTUDIO:

El presente estudio es prospectivo ya que no se encuentra oficialmente publicado
por la farmacopea USP XXIV (Farmacopea de los Estados Unidos), propositivo
como parte de su utlidad en los analiticos de control de calidad de

medicamentos.

B. TIPO DE MUESTREO

Aplicamos la inspeccion por muestreo aleatorio | Unicamente analizamos
las unidades de una muestra ( un numero reducide de 25 frascos de producto
terminado ) tomadas de la totalidad de unidades que conforman cada lote
muestreadc de Noscapina Clorhidrato (Toseba) y de Dextrometorfano

Bromhidrato.

C. GENERACION DE INFORMACION

D.1. PRIMARIA

La informacion primaria fueron libros sobre validacion de métodos

analiticos, farmacopea de los estados unidos (USP XXIV).
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D.2. SECUNDARIA

A través de revistas, libros, Internet, documentos estadisticos y estudios

realizados de validacion por otros laboratorios tanto nacionales como extranjeros.

E. DESCRIPCION DEL AREA DE ESTUDIO.

El presente estudio se realizo en PANZYMA LABORATORIES, S A en el area del
departamento de control de calidad. se utilizo cromatografo liquido de alta presion
HP1100 el cual fue de gran utilidad para la cuantificacién de los principics activos

de cada jarabe.

F. FORMA DE RECOLECTAR LOS DATOS.

Se realizaron mediante el esquema de cada ensayo para validacion de

meétodos analiticos

G. PROCESAMIENTO DE DATOS.

Para el procesamiento de datos obtenidos se utilizé el programa excel en el

tratamiento estadistico.



H. PLAN DE ANALISIS DE DATOS Y TABLAS

El analisis de los resultadoes se llevaron a cabo tomando en cuenta cada uno de

los criterios de validacion.

|. FORMA DE PRESENTACION DE LOS RESULTADOS

La presentacion de los resultados se plasmaron mediante graficos y tablas.

J. DISENO DE VALIDACION DEL METODO

1. LINEALIDAD DEL SISTEMA

Tabular los resultados con base al siguiente formato:

Concentracion de la dilucion de

La solucion patrén (x)Propiedad media (y)

X1 y1 L E y1 2
X2 Y21, Y22
X3 Ya1, Y32
xt y5n- y5n

Y13
Y23

Y33

Ysn
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t = nimero de diluciones.

N = numero de replicaciones (propiedad medida) de cada dilucion de la solucion

patron.

Para proceder a los siguientes calculos, es necesario que el nimero de

replicaciones por dilucién, sean equivalentes.

1) Calculos preliminares para coeficientes de correlacion y coeficiente de

determinacion de la linealidad del sistema:

Zx—n(X1+X2+ ..................... + Xy)

2Y =Y F Y12 +Yin ¥ Yoty + o +Yon t ...
| 7 G O +yo +....... + Yin

2x% =n01 +X2 F o + X°t)

ZYJ-Y11+Y12+ ..................... +yPn + Vor+ Yo + ... +y2on +



+ + xt (y“ + y12 s R ym)

2) Calculos Finales para coeficiente de correlacion y coeficiente de determinacion:

- 1/2

[t xy)- 0@l

£= -~ e e

[nt(zx") - (ZX)z] [m@y:) (zy)zL

L

3) Calculos preliminares para el coeficiente de variacién de la linealidad del

sistema:

4.1 Calcular para cada punto de la linealidad del sistema el siguiente factor:

Propnedad Medida y)
Conc de la dilucién de la solucién patron (x)
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F e
1 X1
Yiz
F12 = %
1
y1n
B
in X1
Y4
Fn x
t
Yio
P
t2 X'
Yy
Ftn ;('.‘

4.2  Calcular la suma de factores, la suma de cuadrados de factores y la media

del factor:
ZFzF11+F12+F1n+---+Fl1+F!2+Ftn
ZFz=F211+F212+F21n+---"‘an"'thz"'thn
Rl

N

Donde: N = numero de puntos de la linealidad del sistema.
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4) Calculos finales para el coeficiente de variacion de la linealidad del sistema:

DE—"_N(XF) - (ZF)2 ~'u7

L N(N-1) |

-

Cv-= Ein x100

2. PRECISION DEL SISTEMA

Tabular los resultados.

......

y = numero de lecturas realizadas por la concentracion tomada

Calculos preliminares:

}:Y=Y1+Y2+Y3+...+Yn

XY = Y+ Y22 4 y23 4 .+ Yn
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2y
YN

1) Calculos Finales del Coeficiente de variacion para precision del sistema:

CV = DE x100

3. LINEALIDAD DEL METODO
A. CANTIDAD ADICIONADA - CANTIDAD RECUPERADA

1) Tabular los resultados con base al siguiente formato:

Cantidad Adicionada ( x ) Cantidad Recuperada (y)
X11| x12| . . * x1n Y”) Y12, . . LR ) Y1ﬂ
Koty %62 5 o u X2n Y21, Y22, . . .y Y2n
Xiti X v = a4 Xin Yo Y65 % & o Yin

t = numero de cantidades adicionadas
n = numero de replicaciones ( cantidad recuperada) por cada cantidad

adicionada.

70



Para proceder a los siguientes caiculos, es necesario que el numero de

cantidades recuperadas (replicaciones) de cada cantidad adicionada, sean

equivalentes.

2) Calculos Preliminares:

ZX:X11+X12+ co ot X+ Xoq + X2+ ..+ Xop + ...
F Xt X+ L+ x,

ZV=Y11+Y12+.‘-+)’1n+Y21+Y22+-‘-"‘an"'
¥ty + .+,

ZX2=X211+X212+ -.-+X21n+X221+X222+ s i o Ky
R LR R

ZY2=Y211'*'Y212+ ..-+y2m+y221+y222+ oot Y
-"‘yzm"‘thz*'---"'thn

IXY = Xqqyqp + XN B T oo F Xin Y+ Xo1 Y21+ Xopo yoo + . .+

X2n Y2n“'.--+Xt1Yt1+xt2Y12+---+thYm

3) Célculos Finales para el coeficiente de determinacion de la linealidad del

meétodo:
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IR =Ry, Ry Ry . . R,

IR?* =R%, R, R%, . . ., R%,

R =(XR)/N

pe | MZR?) -SZR):I
L N(N -1)

3) Calculos Finales:

Coeficiente de variacion:

cv = (DE/R) 100

4. EXACTITUD DEL METODO

1. Tabular los resultados del porciento recuperado ( R ), con base al siguiente
formato:
Ry, Rz, Ry, . . . . Rn
R = Concentracién obtenida de las replicas.
N = Numero total de lecturas o concentracién obtenida
2. Calculos preliminares:
SR =R1 + R2 + R3 + + RN

SR =R*1,R%2,R%3, . . _R®N



o - MZR?) - (TR)?
L N(N -1)

1. Calculos Finales del Coeficiente de Variacion de la exactitud del método.
Cv = (DE/R) 100
5. PRECISION (REPRODUCIBILIDAD) DEL METODO

El siguiente procedimiento Unicamente es aplicable cuando se utilicen 2

dias, 2 analistas y 3 determinaciones.

Cuando se utilicen un nimero distinto de dias y/o analistas y/o recobros

por analista y dia, se sugiere que se consulte a un estadistico.



1. Tabular los resultados con base en el siguiente formato:

ANALISTA

1 2

Y111 Y211

1 Y112 Y212

Y113 Y213

Dia

Y121 Y221

2 Y122 Y222

Y123 Y223

|
2. Calculos preliminares:
2y...= Yirr Yz ¥ Yz + Yior + Yoz + Yoy +

Y212 * Y213 + Yo21 + Yoo + Yom
ZY2 s =Y2111 + Y2112 " Y2113 . 2 Y2121 + Y2123 + Y2211 e
Y2212 + Y2213 + Yzm + Y2222 + Y2223

2.3
N

SNER?) - (ZR)’J""'
s N(N -1)

y:



N = numero total de determinaciones, en este caso especifico N = 12)

Calculos Finales del Coeficiente de variacién de la precisién y

reproducibilidad del método: Cv = (DE/y) 100
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K. OPERACIONALIZACION DE VARIABLE

K.1. OBJETIVO # 1

Validar un método analitico cromatografico para antitusivos que sirva de

guia al CONTROL DE CALIDAD de laboratorios panzyma.

VARIABLE DEFINICION METODO PONDERACION O INDICADOR |

Validacion de un

Desarrollar la Cromatografia Determinacion cuantitativa de:
Método de

metodologia Liquida de alta | Noscapina HCL
analisis por HPLC

analitica Presién (HPLC) | Dextrometorfano HBr
para antitusivos.

|

K. 2. OBJETIVO #2

Optimizar la fase movil mediante |a linealidad del método analitico.

l _ | PONDERACION O
IABLE DEFINICION METODO
o ' INDICADOR
Optimizacion de | Acetonitrilo :  [(500:500:4)
Preparacion de una fase .

Fase movil del | Agua: Ajustar PH: 3.0 0 1

' movil adecuada . . N
método . Trietilamina | con Acido fosforico




K.3. OBJETIVO # 3

Aplicar los criterios de validacion analitica aplicada a la determinacion

cuantitativa de drogas antitusivas.

proporcionales a la
concentracion de analito

(cantidad) en la muestra.

VARIABLE DEFINICION INDICADOR | TECNICA | INSTRUMENTO
Lineandad |Proporcionalidad entre la R >0.99 Programa |Computadora
del sistema | concentracion de analito ~~ 098 de excel DATATEX

Y Su respuesta CV<1.5%

Presicion Relacionada con la CV <1.5% Programa |Computadora
dispersion de las excel DATATEX
medidas alrededor de su
valor medio o central.

Linealidad |La capacidad para b=0 Programa |Computadora

del método | obtener resultados de - excel DATATEX
prueba que sean 25098
directamente CV <3%




Continuacién del objetivo, aplicar los criterios de validacién al método de

validacion
VARIABLE DEFINICION INDICADOR | TECNICA INSTRUMENTO
Exactitud Proximidad de ios Programa Computadora
resultados de prueba CV<1.5% de excel DATATEX
obtenidos por ese
método al valor
verdadero Computadora
DATATEX
Robustez Medida de su capacidad Programa |Computadora
de permanecer inalterado excel DATATEX

por vanaciones

pequenas.




OBJETIVO PROP

OSITIVO.

Desarrollar método valido, reproducible y confiable que sea adecuado para

el analisis de antitusivos en laboratorio panzyma.

VARIABLE DEFINICION METODO PONDERACION O INDICADOR

Método para

determinar la
Desarrollar

cantidad verdadera Determinacion de la cantidad en
métodos

de principio activo |Analisis miligramos que tiene gl
validados para el

que tiene el cromatografico | medicamento de acuerdo a lo
analisis de .

medicamento en el declarado en la etiqueta
antitusivos

momento de su

fabricacion.
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L. MATERIALES Y METODOS

L.1 MATERIAL

a) Reactivos:

i) Solventes:

¢ Acetonitnilo grado HPLC

» Tretilamina grado HPLC

* Acido fosférico grado analisis

* Agua destilada

Los reactivos acetonitrilo, trietilamina y agua se utilizaron para la elaboracion de
la fase movil en la validacién de un método analitico, al acido fosférico para ajustar
«

PH de la fase maovil.

i) Estandares y Muestras:
* Noscapina Clorhidrato de

* Dextrometorfanc Bromhidrato de

Estos son los estandares que se utilizaron para la determinacion cuantitativa de

los productos terminados en la validacion del método analitico

2) EQUIPOS.
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a. Equipos de cristaleria:

e Matraz volumetrico vidrio pirex clase A de 10, 25, 50 y 100ml.

* Pipetas volumeétricas vidno pirex clase Ade 1,2, 4, 5 10y 25ml.

Los matraces volumetricos y las pipetas volumétricas son utilizadas para realizar

las diluciones a diferentes concentraciones de estandares y producto terminado..
b. EQUIPOS INSTRUMENTALES

e Agitador magnético
« Sistema cromatografico equipado con detector de longitud de onda variable y
columna sphensorb RP18 250 x 4mm, Smicrones.

o Calculadora estadistica cientifica, Canon F-802P

e Programa de estadistica excel.

El sistema cromatografico sirve para el analisis de multi componentes presentes

en un medicamento

El programa estadistico es para la determinacion de las diferentes variables de
validacion como linealidad del sistema, linealidad del métcdo, exactitud vy

repetibiidad, precision (reproducibilidad al 100%)

82



CAPITULO IV. PRESENTACION Y ANALISIS DE RESULTADOS

A. METODO VALIDADO DE : DEXTROMETORFANO BROMHIDRATO
1. Equipos y Reactivos

Equipos

Matenal de vidrio Pyrex perfectamente limpios y secos.

* Balanza analitica OHAUS calibrada.

* Bario de Ultrasénico.

» Sistema de microfiltracion: Membrana de nylon 30mm, 0.20um.
* Membrana millipore nypor codigo ZDMN 142 — 020AY,

* Spherisorb 250 x 2mm, Sum. Hewiet Packard.

* Cromatografo Liquido Hewlet Packard, modelo 1100.

* Inyector manual 7725.

* Bomba, marca Helet Packard modelo 1100.‘

e Monitor Markvision.

* Procesador Datatex AMDK62 450 MHZ.

Reactivos

* Acetonitnlo grado HPLC.
¢ Agua Destilada.

» Trietilamina grado HPLC

 Acido ortofosféorico 89%
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3. Soluciones

Fase Movil: Prepare una mezcla filtrada y desgasificada de Acetonitrilo: Agua:

Trietilamina (500:500:4). Ajuste con &cido ortofosférico hasta Ph = 3.5 + 0.05.

Solucién Estandar: Pesar exactamente la cantidad de 15mg de Dextrometorfano
Bromhidrato transferirlo a un volumétrico de 100ml, adicione fase movil hasta
aforar, mezcle en ultrasénico, de esta dilucion tome 5m! adicione en volumétrico
de 50ml afore al volumen con fase mavil, agite en bafo ultrasénico. La

concentracion final obtenida es de 15mcg /m.

Solucién Muestra: Tome la cantidad de 10ml transfiera a un volumétrico de 50ml,
afore con fase movil agite en bafio ultrasonico, de esta dilucién tome 5ml y
transfiera a un volumétrico de 100ml afore al volumen, agite con bario ultrasénico,
la concentracién final obtenida es de 15mcg /ml.

3. Procedimiento

3.1 Sistema cromatografico

«ColumnaSpherisorb ODS 1.

« Fase movil (Acetonitrilo: Agua: Trietilamina) 500:500:4
e Velocidad de flujo imi/Minuto.
¢ Volumen de Inyeccion 20pL

¢ Modo de Integracién Area




3.2

3.3

3.4

Deteccion 275nm.

Detector de longitud de onda Variable
Tiempo de retencion 4.6 Minutos
Tiempo total de analisis 10 Minutos
Atenuacion 0

Presion 170 Bar

Acondicionar la columna con fase movil durante 30 minutos previos a su
Uso 0 hasta obtener una linea base estable. Inyectar la solucién estandar
repetidas veces el coeficiente de variacién (C.V) no debe ser mayor del 2%,
Inyectar la solucién de la muestra por duplicado y determinar el contenido
de Dextrometorfanc Bromhidrato, para asegurar la estabilidad del sistema,

inyectar el estandar después de seis inyecciones de muestra.

Condiciones de lavado: Lavar la columna y el equipo haciendo pasar Agua
destilada por 10 minutos, luego hacer pasar 100ml de una mezcla de Agua:

Metanol (50:50)

Calculos: Calcular el contenido de Dextrometorfanoc Bromhidrato de acuerdo

a la siguiente formula:
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Cm= AmxCp

Ap

Cm = Concentracion de la muestra.
Am = Area de la muestra.
Cp = Concentracion del patron.

Ap = Area del Patron



3.4. METODO VALIDADO DE : NOSCAPINA CLORHIDRATO
1. Equipos y Reactivos

Equipos

Matenai de vidrio Pyrex perfectamente limpios y secos.
* Balanza analitica OHAUS calibrada.

* Barfio de Ultrasonico.

» Sistema de microfiltracion: Membrana de nylon 30mm, 0.20pm.
* Membrana millipore nypor codigo ZDMN 142 - 020AY.
e Spherisorb 250 x 2mm, Sum. Hewlet Packard.

¢ Cromatografo Liquido Hewlet Packard, modelo 1100.

¢ Inyector manual 7725.

e Bomba, marca Helewt Packard modelo 1100.

¢ Monitor Markvision

* Procesador Datatex AMDK62 450 MHZ.

Reactivos

* Acetonitrilo grado HPLC.

e Agua Destilada.

e Tretilamina grado HPLC.

* Acido ortofosférico 89% grado analisis.
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2. Soluciones

Fase Movil: Prepare una mezcla filtrada y desgasificada de cetonitnlo: Agua:

Trietilamina (500:500:4). Ajuste con acido ortofosférico hasta PH = 3.5 + 0.05.

Solucion Estandar: Pesar exactamente la cantidad de 15mg de Noscapina HCL
transfenrio a un volumétrico de 100ml, adicione fase mavil hasta aforar, mezcle en
ultrasonico, de esta dilucién tome 5mi adicione en volumétrico de 50ml afore al
volumen con fase movil agite en bafio ultrasénico. La concentracidn final

obtenida es de 15mcg /ml.

Solucién Muestra: Tome |a cantidad de 5mi de jarabe de Noscapina Clorhidrato
transfiera a un volumétrico de 100ml, afore con fase maovil agite en bafio
ultrasénico, de esta dilucién tome 5mi y transfiera a un volumétrico de 50ml afore
al volumen, agite con bafio ultrasénico, la concentracion final obtenida es de

1Smcg /ml.

3.5 Procedimiento

3.1 Sistema Cromatografico

e Columna Spherisorb ODS 1.

» Fase movil (Acetonitrilo: Agua: Tnetilamina) 500 : 500 . 4.

* Velocidad de flujo 1mi/Minuto.
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3.6

3.7

3.8

Volumen de Inyeccion 20uL

Modo de Integracién Area
Deteccion 312nm.
Detector de longitud de onda Variable
Tiempo de retencién 3.4 Minutos
Tiempo total de analisis 10 Minutos
Atenuacion 0

Presion 170 Bar

Acondicionar la columna con fase movil durante 30 minutos previos a su
USO o hasta obtener una linea base estable. Inyectar la solucién estandar
repetidas veces el coeficiente de variacion (C.V) no debe ser mayor del 2%,
Inyectar la solucién de la muestra por duplicado y determinar el contenido
de Noscapina Clorhidrato, para asequrar la estabilidad del sistema, inyectar

el estandar después de seis inyecciones de muestra.,

Condiciones de lavado: Lavar la columna y el equipo haciendo pasar Agua
destilada por 10 minutos, luego hacer pasar 100ml de una mezcla de Agua:

Metanol (50:50).

Calcuios: Calcular el contenido de Noscapina Clorhidrato de acuerdo a la

siguiente férmula:
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Cm= Amx Cp
Ap

Cm = Concentracion de |a muestra.
Am = Area de la muestra.
Cp = Concentracion del patron.

Ap = Area del Patrén

B. APLICACION DE LOS CRITERIOS DE VALIDACION

B.1 Linealidad del sistema para Noscapina Clorhidrato estandar por

cromatografia Liquida de alta presion

La linealidad del sistema para Noscapina Clorhidrato se demostro inyectando
CINCo concentraciones diferentes de la solucion estandar en el rango de 25% a
125% ( 15meg/mi ) para los jarabes utilizades. Se duplicaron las inyecciones del

estandar en el cromatografo liquido de alta presion.

Enlatabla 1 deia linealidad del sistema se esquematizo la cantidad de X para la
concentracion en microgramos por mililitros, se esquematizo Y dos veces que

significan las lecturas que se realizaron por cada dilucidn.

90



1) Tabular los resultados con base al siguiente formato:

TABLA 1. LINEALIDAD DEL SISTEMA DE: NOSCAPINA CLORHIDRATO

| dilucién de la solucién

patron ( x ) meg/mi

 Concentracién de la ]

Propiedad medida (y)

Area

3 S i 8376 ] o
}‘ 7 [ 16891 16856 o
[_ 11 25438 25493
'r 15 33768 , 33814 |
| 19 41888 41818 |

La respuesta del detector fue lineal para el

con un coeficiente de correlacion r =

rango completo de concentraciones

0.99 ( criterio de aceptacién > 0.99 ) como se

ilustra en Ia tabla 1A lo cual significa el grado de correlacion que existe entre cada

una de las lecturas obtenidas por cada concentracion por lo que se cumple con

este cnterio.

El coeficiente de determinacion © = 0.9998 ( criterio de aceptacion
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* >098 ) o que nos indica que existe concordancia entre los resultados

obtenidos con respecto a la cantidad adicionada de cada concentracion por lo que

Se cumpie con este criterio.

El coeficiente de variacion obtenido de 0.5% en la linealidad del sistema se

encuentra del rango de aceptacion que debe ser menor del 1.5% lo cual nos

permite evaluar la incertidumbre, es decir la dispersion de los datos alrededor a la

media en este caso se determina que el grado de dispersion es pequefo por lo

que decimos que tenemos una respuesta lineal lo que significa que los puntos en

la recta no varian considerablemente como se demuestra en el grafico.1.

TABLA 1A .RESULTADOS DE LA LINEALIDAD DEL SISTEMA NOSCAPINA

CLORHIDRATO

Coeficiente de Correlacion: 0.9999
Coeficiente Determinacion: 0.9998
Promedio: 2106.7
Coeficiente de Variacion: 0.5%
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GRAFICO 1. LINEALIDAD DEL SISTEMA DE NOSCAPINA CLORHIDRATO
SOLUCION ESTANDAR

Validacion del método de Noscapina por Cromatografia Liquida
Alta Presion (HPLC).
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25000 |
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20000
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TABLA 2. PRECISION DEL SISTEMA DE: TOSEBA (NOSCAPINA

CLORHIDRATO)
Numero de Lecturas Propiedad Medida Area (y )
1 33827
2 33822
3 33886
4 33831
5 34023
6 33814

La precision del sistema para la Noscapina Clorhidrato se demostréd inyectando el
mismo nivel de concentracion ( 15mcg/ml ) de la solucién estandar por seis veces
consecutivas, esta se llevo a efecto pesando seis veces el estandar realizandose
el mismo numero de diluciones y posteriormente se inyecto en el cromatografo
liquido de alta presion, se obtuvo un coeficiente de variacién de 0.2% lo que es

indicativo de la poca variacién de los resultado existiendo una buena repetibilidad

de la respuesta.

TABLA 2 A : RESULTADO DE LA PRECISION DEL SISTEMA PARA
ESTANDAR DE NOSCAPINA CLORHIDRATO

Promedio: 33867
=

Coeficiente de Variacion- : 0.2%
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La pendiente obtenida 0 99 nos indica la sensibilidad analitica lo cual nos indica
que la recta es perpendicular y existe una proporcion entre el ejede las x y el eje
de la'y por el origen por lo que el metodo se considera lineal.

El intercepto obtenido aproximadamente igual a cero nos indica que en el metodo
no existen interferencias considerables que puedan afectar Ia respuesta obtenida
mediante el uso de procedimientos establecidos en |3 cuantificacion del analito, a

pesar de no extraerse el principio activo.

El coeficiente de variacion obtenido de  0.2% es un indicativo de la pequena
vanacion de la respuesta obtenida aun teniendo presente excipiente que pueden
contribuir en las interferencias, durante la cuantificacion , no existe una variacion

considerable por tanto podemos decir que la respuesta es lineal en toda la

proporcion de las concentraciones tomadas.

TABLA 3 A: RESULTADOS DE LA LINEALIDAD DEL METODO PARA LA
NOSCAPINA CLORHIDRATO

Promedio - | 100.26

e —

Pendiente - 0.9966 =

Intercepto: =

Coofirm—me—————— S —
COG'ICIODYQ COI’TE'BCI'OH:

R B
Coefuclente Determinacién'
| Coeficiente go Variacign =

e



GRAFICO 2. LINEALIDAD DEI METODO DE NOSCAPINA CLORHIDRATO EN

JARABE

LINEALIDAD DEL METODO NOSCAPINA CLORHIDRATO
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TABLA 4. EXACTITUD DEL METODO
TOSEBA (NOSCAPINA CLRHIDRATO)

% DE RECOBRO
G REPLICA 1 REPLICA 2
1 99 84 99 92
2 100.70 99.80
3 100.02 99.88
4 100.50 99 85
5 99.85 99 82
6 99.86 99.83

El coeficiente de vanacion obtenido de 0.2% nos indica que existe una pequefia
vanacion en las respuestas y el método se considera exacto por lo que es capaz

de dar resultados esperados con respecto a la concentracién adicionada.

TABLA 4 A: RESULTADOS DE LA EXACTITUD DEL METODO DE LA
NOSCAPINA CLORHIDRATO

[Promedio: ' 99.9% -
Coeficiente de Variacion: l 0.2%
L




TABLA 5. DETERMINACION DE LA PRECISION (REPRODUCIBILIDAD)

TOSEBA (NOSCAPINA CLORHIDRATO)

E| siguiente procedimiento Jnicamente es aplicable cuando se utilicen dos

dias, dos analistas y tres determinaciones.

[ - m R

| ANALISTA |

— 1 | 1,
| DIAS | 1 | 4 |
%‘ e i 99.99% ﬁ 99.51% 1}
| 1 ‘ 99.91% 99.22% |
| 99.56% 100.29% ]
'[- " 99.16% 99.71% ’__1‘
‘ 2 99.13% 99.45% |
]——* B B 99 32% 1 99_.5i% |

La precision y reproducibilidad se demostré midiendo el efecto de diferentes dias

y analistas que se tuvieron en el método. La precision y reproducibilidad del

método de cuantificacion se lleva a efecto obteniéndose resultados de un

coeficiente de variacion de 0 3 lo cual no afecta la reproducibilidad de la respuesta

y que el grado de dispersion con respecto a la media es sumamente pequefic



TABLA 5 A: RESULTADOS DE LA PRECISION Y REPRODUCIBILIDAD DE LA

NOSCAPINA CLORHIDRATO
>romedio: 100.1
~oeficiente de Variacion: 0.3

TABLA 6 : ESTABILIDAD DE LA SOLUCION ESTANDAR DE NOSCAPINA
CLORHIDRATO EN LA FASE MOVIL

r DIA ~ T SOLUCION ESTANDAR CONCENTRACION oe",
|
| | 16MCG/ML :
R — s .
| | = |
( .1 | 996070 ‘
A T 99.65% |
[ des e _ |
I 6 99.50% {
I —— = _

Lo demostrado en la tabla 6 es que la concentracién se mantuvo dentro de un
porcentaje aceptable, lo que es de gran importancia ya que nos aseguramos que
podemos realizar el analisis en el transcurso de 8 horas si fuese necesario sin que
la Noscapina Clorhidrato sufra cambios. Ademas la estabilidad en |a fase mévil es

importante conocerla por si existe inconveniente en el tiempo y asi asegurarse que

Se puede analizar con el tiempo con la seguridad de obtener resultados confiables
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C. ESPECIFICIDAD DEL METODO

Se prepararon y analizaron muestras y materia prima a los que se les adiciono

peroxido de hidrogeno y se sometié a 50 grados centigrados por un dia,

postenormente se analizo, el método es especifico ya que los picos de los

excipientes y los de degradacion no interfieren en la noscapina. Ver anexo.

Tabla 7. ROBUSTEZ NOSCAPINA CLORHIDRATO

%

Condicién Desviacion Factor de Noscapia
Fase Movil Estandar coleo Clorhidrato :
[A:B.C]
520:520:4.16 |  0.56% 13 | 99.85% 1
T 500:500:4 | 0.52% 14 99.80%
' 480:480:3.84 | 053% 13 99.92%

. e
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D. LINEALIDAD DEL SISTEMA DE: DEXTROMETORFANO

BROMHIDRATO

D.1. Linealidad del sistema para Dextrometorfano Bromhidrato estandar por

cromatografia Liquida de alta presién

La linealidad del sistema para Dextrometorfano Bromhidrato se demostro
Inyectando cinco concentraciones diferentes de la solucion estandar en el rango

de 25% a 125% ( 15mcg/ml ) para los jarabes utilizados. Se duplicaron las
inyecciones del estandar en el cromatégrafo liquido de alta presion. i
En la tabla 8. de la linealidad del sistema se esquematizé la cantidad de X para la
concentracion en microgramos por mililitros, se esquematizo Y dos veces que

significan las lecturas que se realizaron por cada dilucion.
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iqui ato:
2)  Tabular los resultados con base al siquiente form

TABLA 8. LINEALIDAD DEL SISTEMA DE: DEXTROMETORFANO

BROMHIDRATO

P — e e — —— N j
. Concentracién de la | Propiedad medida (y ) :
| dilucién de la solucién | Area :
| patron ( x ) meg/ml | == ?

| I w |
| I (
| 3 | 4995 | 4998 |
o | |
, 7 | 10090 i 10100 |
e e S |
] 11 f 15165 | 15178 |
————n e | !
r T |
| 15 ! 20247 b 20 :

| { 237

e—— | |
| 19 ' i
k. ) | 25279 ,’ 25279 |
_\\K | .

con un Coeficiente de correfacion r =



-:‘ 2 0 5 20 25
|  CANTIDAD ADICIONADA EN MCG/ML




TABLA 9. PRECISION DEL SISTEMA DEXTROMET ORFANO BROMHIDRATO

‘L Numero de Lecturas Propiedad Medida Area (y )
,‘ 1 20233

2 20216

3 20329

4 20258

S 20220

6 20230

La precision del sistema para el Dextrometorfano Bromhidrato se demostrd
inyectando el mismo nivel de concentracion ( 15mcg/ml ) de la solucion estandar
por seis veces consecutivas, esta se llevo a efecto pesando seis veces el estandar
realizandose el mismo numero de diluciones y posteriormente se inyecto en el
cromatografo liquido de alta presion, se obtuvo un coeficiente de vanacion de
0.2% lo que es indicativo de la poca variacion de los resultado existiendo una

buena repetibilidad de la respuesta.




TABLA 10. LINEALIDAD DEL METODO DEXTROMETORFANO

BROMHIDRATO
| Concentracion CONCENTRACION RECUPERADA
Adicionada mcg/mi
mcg/mi
==y 12.10 11.97 12.08
15 16.10 16.01 16.07
P 18 20.05 20.12 20.01

La linealidad del método para jarabe de Dextrometorfano Bromhidrato se demostro
en los jarabe tomando concentraciones entra el rango comprendido entre 75% a
125% como se ilustra en Ia tabla 10, tomando como valor central (15mcg/ml).Cada

concentracion se inyecto por duplicado en el cromataografo liquido de alta presion.

En la tabla 10 A de los resulitados de la linealidad del método, la respuesta fue
lineal durante todo el rango de concentraciones con un coeficiente de
determinacion de 0.99 el cual nos indica el grado de concordancia existente

entre la cantidad adicionada y la cantidad recuperada por cada concentracion.
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La pendiente obtenida 1 nos indica Ia sensibilidad analitica lo cual nos indica que
la recta es perpendicular y existe una proporcion entre el eje de las x y el eje de la

y por el arigen por lo que el método se considera lineal.

El intercepto obtenido aproximadamente igual a cero nos indica que en el método
no existen interferencias considerables que puedan afectar la respuesta obtenida
mediante el uso de procedimientos establecidos en la cuantificacion del analito, a

pesar de no extraerse el principio activo.

El coeficiente de variacién obtenido de  0.3% es un indicativo de la pequena
variacion de la respuesta obtenida aun teniendo presente excipiente que pueden
contribuir en las interferencias, durante la cuantificacion , no existe una variacion
considerable por tanto podemos decir que la respuesta es lineal en toda la

proporcién de las concentraciones tomadas.

TABLA 10 A: RESULTADOS DE LA LINEALIDAD DEL METODO PARA LA
NOSCAPINA CLORHIDRATO

'Promedio : 100.3%

Pendiente : - 1.0

o T e e e G RS i il o
:Eoeficﬁte Determinacion: : o ~0.9998 e
Coeficiente de Variacién | 3%

L |3 ; S J

—
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GRAFICO 4. LINEALIDAD DEL METODO DE DEXTROMETORFANO

BROMHIDRATO JARABE

CANTIDAD RECUPERADA EN MCG/ML

25‘

N
o

-
(e

o

LINEALIDAD DEL METODO DEXTROMETORFANO HBR

5 10

-

15
CANTIDAD ADICIONADA EN MCG/ML

25 |
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TABLA 11. EXACTITUD DEL METODO DE
DEXTROMETORFANO BROMHIDRATO

% DE RECOBRO
MUESTRA
REPLICA 1 REPLICA 2
1 98.59 98.62
2 99.40 99.35
3 99.44 99.42
E 98.93 98.90
5 98.93 98.95
6 98.30 98.35

El coeficiente de variacion obtenido de 0.4% nos indica que existe una pequena
vanacion en las respuestas y el método se considera exacto por lo que es capaz

de dar resultados esperados con respecto a la concentracion adicionada.
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TABLA 11 A: RESULTADOS DE LA EXACTITUD DEL METODO DE EL

DEXTROMETORFANO BROMHIDRATO.

Promedio:

98.9%

Coeficiente de Variacién:

0.4%
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TABLA 12. DETERMINACION DE LA PRECISION (REPRODUCIBILIDAD)
DEXTROMETORFANO BROMHIDRATO.

El siguiente procedimiento unicamente es aplicable cuando se utilicen dos

dias, dos analistas y tres determinaciones.

|
g ANALISTA j
[ o — Ty
| ( (
| ( 98.4 , 997
| |
; 1 | 98.3 { 98 2
| )
| f t
— e — — e —
"' 98.4 " 99.2
|
; 2 98.4 ; 99.2
u
u
,; 98 9 ; 98.7

La precision y reproducibilidad se demostré midiendo el efecto de diferentes dias
y analistas que se tuvieron en el método. La precision y reproducibilidad del
método de cuantificacion se lleva a efecto obteniéndose resultados de un
coeficiente de variacion de 0.5% lo cual no afecta la reproducibilidad de la
respuesta y que el grado de dispersion con respecto a la media es sumamente

pequerio.



TABLA 12 A: RESULTADOS DE LA PRECISION Y REPRODUCIBILIDAD DE
LA DEXTROMETORFANO BROMHIDRATO.

Promedio: 98.7

Coeficiente de Variacion: 0.5%

TABLA 13 : ESTABILIDAD DE LA SOLUCION ESTANDAR DE
DEXTROMETORFANO BROMHIDRATO. EN LA FASE MOVIL

e — e

| DIA | SOLUCION ESTANDAR CONCENTRACION DE |
| )
" ; 16MCG/ML |
| ' RS |
B 0 .f 99.8% ]
| | |
| |
———— e e e 2L F SR
I 1 | 99.60% ]
; | |
L e e e e e e R e Sl S - et e e
| 3 o 99.65% |
e
| 6 ! 99 50%
|

|
-_—
|
|



Lo demostrado en la tabla 13 es que la concentracion se mantuvo dentro de un
porcentaje aceptable, (o que es de gran importancia ya que nos aseguramos que
podemos realizar el analisis en el transcurso de 8 horas si fuese necesario sin que
el dextrometorfano Bromhidrato. sufra cambios. Ademas la estabilidad en la fase
movil es importante conoceria por si existe inconveniente en el tiempo y asi
asegurarse que se puede analizar con el tiempo con la seguridad de obtener

resuitados confiables.

E. ESPECIFICIDAD DEL METODO

Se prepararon y analizaron muestras y materia prima a Ios que se les adiciono
peroxido de hidrogeno y se sometié a 50 grados centigrados por un dia,
posteriormente se analizo, el método es especifico ya que los picos de los

excipientes y los de degradacion no interfieren en la dextrometorfano. VVer anexo.
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1

CAPITULO V. CONCLUSIONES

En la optimizacién de la fase movil se utilizé Acetonitn’lo:agua:Trietanolamina
obteniendo mejor solubilidad de la molécula con un tiempo de retencién mas

corto.

Se establecieron las condiciones de validacién para la determinacion
Cuantitativa de |as drogas antitusivas Noscapina Clorhidrato y
Dextrometorfano Bromhidrato, para cada analisis realizado en el

estudio.

El método validado es reproducible y confiable por lo que se puede
utilizar en el anélisis de antitusivos que se tengan en su constitucién

noscapina HCL y Dextrometorfano HBr.
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CAPITULO V. RECOMENDACIONES

Validar nuevos métodos de analisis para antitusivos por cromatografia

liquida de alta presién utilizando diferentes fases moviles.

El método validado puede ser probado para estudios de estabilidad de
medicamentos especificamente antitusivos siempre y cuando se use un
cromatografo liquido de alta presion (HPLC) ya que presenta ventajas

sobre los demas instrumentos ;
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ACRONICOS

CLAR - Cromatografia liquida de alta resolucion.

HAPLC: Cromatografia liquida de alta presion.
USP ' Farmacopea de EEUU.

HCL: Acido Clorhidrico.

HBr: Bromhidrato.

CG: Cromatografia de gases.
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GLOSARIO

Intervalo: E Intervalo de un metodo analitico esta definido por las concentraciones

Comprendidas entre los niveles de concentracion superior e inferior de la

123



diferentes (diferentes analistas, en diferentes dias, en el mismo o diferentes
laboratorios, utilizando el mismo o diferentes €quipos, etc.),

Limite de Deteccién: Es la minima concentracion de una sustancia en una
muestra la cual puede ser detectada, pero no necesariamente Cuantificada, bajo

las condiciones de operacion establecidas.

Limite de Cuantificacién: Es la menor concentracion de una sustancia de una
muestra que puede ser determinada con precision y exactitud aceptable bajo las

condiciones de operacion establecidas.

Especificidad: Es |3 habilidad de un método analitico para obtener una respuesta

debida unicamente 3 |Ig sustancia de interés Y NO a otros componentes de |a

muestra

Tolerancia: La tolerancia de un método analitico es el grado de reproducibilidad
de los resultados analiticos obtenidos por el analisis de la misma muestra bajo
modificaciones de las condiciones normales de operacion, tales como diferentes
temperaturas, lotes de reactivos, columnas, sistemas de elusion tipos de empaque

(soporte, fase estacionaria, etc.), condiciones ambientales, etc.

sustancia de interés, después de almacenarse durante un tiempo determinado

bajo condiciones especificas,
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b = Ordenada al ongen o intercepto.
r = Coeficiente de correlacion

r = Coeficiente de Determinacion,
CV = Coeficiente de Variacién.

IC = Intervalo de Confianza al 95%.
3 = Sumatoria.

m = Pendiente.

n = Nimero de replicaciones.

t = Numero de diluciones o numero de cantidades adicionales.

Y = Media Aritmética.

N = Numero total de determinaciones.

$%= Varnanza.

DE = Desviacion estandar.

x = Dilucion o cantidad adicionada.

y = Propiedad medida o cantidad recuperada.

R = Porciento recuperado.

l_? = Promedio aritmético del porciento recuperado.

+ = Valor de Ia distribucion

t* = Valor de Ia distribucion t de Dunnett con una probabilidad acumulada de

0.975

S? p = Varianza ponderada.
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LSIC = Limite inferior del intervalo de confianza al 95%.

LIIC = Limite inferior del Intervalo de confianza al 95%

F = Valor de la distribucion F de Fisher con una probabilidad acumulada 0.975.
Dep = Desviacién estandar ponderada.

gL = Grados de libertad.

Yy .. = ¥ total
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PRECISION DEL SISTEMA DE : TOSEBA (NOSCAPINA
CLORHIDRATO)
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Area Percent Report
T T S S e
! ta File Name : C:\HPCHEM\ 1\DATA\NOSCA.D
Jwerator s Page Number st %
-nstrument : ANALYZER1 Vial Number >
i mple Name . NOSCAFINA HCL Injection Numper :
i.n Time Bar Code: Sequence Line :
icquired on : 06 Nov 01 12:4% °M Instrument Method: NOSCA.MTH
\ port Created on: 06 Nov 01 1zZ:51 PM Analysis Method : NCSCA.MTH
X mple Info : FASE MOVIL 500:500:4 ACETONITRILO:AGUA:TTRIETILAMINA LLEVAR
A
\ PH = 3.5 CON ACIDC FOSFORICO 89%
5ig. 2 in C:\HPCHEM\1\DATA\NOSCA.D
( Pk# Ret Time Area Height Type  Width Area %
el B | mmm e e === | mm——————— | e |
1 3.218 33827 5488 BB 0.095 100.0000
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i ta File Name
lberator
‘nstrument

i mpie Name

lun Time Bar Code:

wcauired on

. port Createa on:

s.mple Infc

C:\HPCHEM\ 1\DATA\NOSCA.D

Page Number R
ANALYZER1 Vial Number :
NOSCAPTNA HCL Injection Number :
Sequence Line :
06 Nov 01 12:37 PM Instrument Method: NOSCA.MTH
06 Nov 01 12:43 PM Analysis Methed : NOSCA.MTH
: FASE MOVIL 500:500:4 ACETONITRILO:AGUA:TTRIETILAMINA LLEVAR
A

PH = 3.8 ~AN ACTRO FOSFORTCND A9%

sig. 2 in C:\HPCHEM\1\DATA\NOSCA.D

Pk# Ret Time

Area Height Type  Width Area %

33822 5493 BB 0.094 100.0000
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Area Percent Repcrt

B e ==========£== ——————— TEEEEEE e s SR s s m e
| ta File Name : C:\HPCHEM\1\DATA\NCSCA.D
jwerator : Page Number i |
nstrument : ANALYZER1 Vial Number
P mole Name : NOSCAPTNA HCL Injection Number
vall s alle gaw Sode: Sequence Lifne :
wcguired on : 36 Nov 01 12:31 pM Instrument Methoad: NOSCA.MTH

gort wreated oni o Nov 01 12:37 2M Analysis Method : NCICA.MTI
r.mple Info : FASE MOVIL 500:500:4 ACETONITRILO:AGUA:TTRIETILAMINA LLEVAR

A
' PH = 3.5 MON ACIDO FOSFORICO A9%

s5ig. 2 in C:\HPCHEM\L1\DATA\NOSCA.D
Pk4 Retm Time Area Height Type Width Area %
| mmm [ mm e B | | = | mmm e B et |
1 3.219 33886 5494 BB 0.095  100.0000
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Area Perqgnt Report
ra File Name C:\HPCHEM\ 1\DATA\NOSCA.D
)erator - Page Number S ¢
'strument : ANALYZERI1 Vial Number :
Tele Mame : NCECAPTNA HCL [njection Number :
.n Timé 3ar coce: Sequence Line
:quired on : 06 Nov 01 12:24 2PM Instrument Method: NOSCA.MTH
port CZreated on: J6 Nowv 01 12:30 BM Analysis Methoc NOSCA.MTH

.mple Info

FASE MOVIL 500:500:4 ACETONITRILO:AGUA:TTRIETILAMINA LLEVAR

A

bl & R 2 E

ty. 2 in C:\HPCHEM\1\DATA\NOSCA.D

TON JLTOO ROSEARICO A0%

Pk# Ret Time Area Height Type Width Area %
[ s |AsEie S aenatas | e e it aa—— J i r
1 3i2X? 33831 54%6 BB 0.094 100.0000
tal area = 332831
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Area Percent Report

ta File Name : C:\HPCHEM\1\DATA\NOSCA.D

~erator : Page Number I §

astrument : ANALYZERI1 Vial Number $
rcle Name + NOSCAPINA HCL Injeczion Number :

sin DIpedBar Leae: Sequence Line

cauired on : 26 Nov 01 12:17 PM Instrument Method: NCOSCA.MTH
szt Creazed 2n: 06 Nov 091 12:23 PM Analysis Method : NOSCA.MTE

+ nple Info : FASE MOVIL 500:500:4 ACETONITRILO:AGUA:TTRIETILAMINA LLEVAR

A

PH = 3.5 CON ACIDO FOSFCRICC 89%

tg. 2 in C:\EPCHEM\1\DATA\NOSCA.D



LINEALIDAD DEL SISTEMA DE: DEXTROMETORFANO
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St s RO e - i 4 e i e e e A SRS
ata Flile Mame ¢ CoNRPCHEM\1\DATANDEXTRO.D
.perator : Page Number % i
lnstrument : ANALYZERL Vial Number :
amute Name ¢ DEXTROMETORFANO Tnjection Number @
g, Dawe. S3r 00 Jeguence Line :
icquirea on : 39 Nov 21 J3:E8 =™ Inst-ument Metnod: DEXTROM.M
scorz Czeaved on: U9 Nov 01 D4:04 M Analysiz Method : DEXTROM. MT=
ample’ Iafe . EASE MOVIL =0U:=0U:¢ ACETONITRILO:NGUA: TRIETILAMINA ZLEVLS &

=5 = 3,50 CON ACTRO FOSFORTCO
ig: 2 .in T \HPCHEMA\ 1 DATA\DEXTRO.D
Pk Reft Time Areas Height Type Width Area %
e = e B el Bttt ettt et Rt
15 4513 15178 1491 BB 0.154 100.000C

Tocal area = 15178
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Aresa Dlercent Report
I S, B .-~ Rt~ S i i oL R e v s PR o B
a3 Tilsa Nama : T\RPCHIM\INDATA\DEXTRO.D
erator 3 Page Number .
N4t rument : ANAILYZER: Vial Number :
meie Name : DIFNTRGEETORTANG Tnjection Number :
Tien . Sequence _ire :
yaives I s aarrl.o B Instrument Method: DIETACM, MTT
~QoTET  TZeaTed ohe W WMo O Odile M Analysis Method : DEXTRCM.MTH
)& PRIl : TABE EOVIL DU aCh:d XCETONITRILO:AGEA:TRIETIIAMINA LIEVAS &
FH = 3,30 CON ACTOC FOSFORTCO

i~ - - ———

g, = in T:NHFCHEMAINDATANDEXTRO.D
Cxs Ret Time Ares Height Type Wwidth Area ¥

.--‘---—--—--_l--——----------i-'_—_--------~I-—--'--—-----_I----------

< e 20237 1979 BB 0.155 10C.0000
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r

ta Fila Name ¢ C:\HPCHEM\1\DATA\DEXTR:.D
erator : Page Number ¢ 1
nstrument : ANALYZER1 Vial Number :
tamp le Name : DEXTROMETORFANG Tnjection Number :
in Time 3ar Code: Sequence Line 2
wguired on : 09 Nov 01 04:17 =M Instrument Methnod: DLXTROM.MTU
iepcrt Created on: 99 Nov 01 04:23 PM Analysis Method : DEXTRCM.MIE
gup Ly Tk TASE MOVIL 530:500:4 ACETOMITRILO:AGUA:TRIETILAMINA LIIVAR L

PH = 3,50 CON ACTNO FOSFORTCO

g. 2 in C:\HPCHEM\-\DATA\DEXTRO.D
L DPk# Reft Time Areas Height Type Width Area %
fom | e ————— == ————————— jmmmm mjmmmm|m————— e s |
r 3 4.530 25279 2467 BB 0.155 100.0000
‘otal area = 235279
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PRECISION DEL SISTEMA DE : DEXTROMETROFANO
BROMHIDRATO
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it2 cile Name 5 C:;H;CHZM\:\C&:L‘:EET;O.D

vwerator
fnstument

s Page Numper
: ANALYZER1 Vial Number

-

TO e Name . DEXYTROMTTORFANG Tniection Nompse»
“n Time Bar cae: Secuence Line -
2suired on 2% Nev €1 ©24:39 pM Inatrument Mesacd: ZTXTREMOLYT..
TarT Sreatsc ani 04 Nawv 91 Q4ii) o™ Aralysis Mathzod: ¢ DEXTICHC . MTE
mHoa RS s SEASEZ MOVIL HUS:s0U24 ACETONITRILO:AGUALTRIETIIAMINA - LLEVAR &
PH = 3,30 CON ACTNO FOSFORTCO

2. 2 in C:\EFCHEEM\I\DATA\DEXTRGC.D

Ckp Rer Time Ares Helght Type Width Ares %

B | e e S N o el el e lrb o iy e e ] | 80 200 9 o g = .| . o o e e

1 Y248 20233 1071 BB 0.15¢ 100.00C0

“t=z] area = 202735
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Vial Number 3
njection Numcer

Sequence Line
[astrument Method: XETC.MTH
Analysis Methca : KZTC.MTH
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ie Mar ¢ U VHPCHEMN LNDATANNV=-R0106.D
Totte: A Page Number s 2l
ETILARenT o ANALTZERI Vial Number :
AP .= ane R Injection Numper
o TEae Fay e Sequence Line
eiced. sn ¢ 12 Nov 01 11:14 AM Instrument Methcd: KETO.MTH
;D0 Treates sn: L0 Nev 91 11:20 AM Analysis Method : KETO.MTH

<= Bl Tane Krea Height Type Width Area s

5 32352 9587 174 BB 0.086 4.4953
& 4.007 20329 190C BB 0.162 95.5041

et e ~n o
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s Name
i
ire
E¥-3a 122
patsad Lo
- U5

e E e EmEET T ERZ TSRS o= e p—

SECHEMN LUADATAMNY-RO104.D
Fage Number 3
AMALYZER1 Vial Number 3
Injecticn Numker
Sequence Line 3
9 aM Instrument Methcd: KETO.MTH
5 AaM Analysis Method : KETO.MTH
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AL
.2 Nov us L

’
s
R o s SR (4 R 15

L3 CATAANV-R0104.0
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Area Percent Report

%3+ 3 St 3 F L 1 3 ] S >+ 1 ——F 2 2+ EHEoSs T T ——=

ita File Name + C:\HPCHEMM\1\DATA\NOSCA.D

serator - Page Number 1

1strument : ANALYZER1 Vial Number i

ample Name : NOSCAPINA HCL Injection Number :

ian Time Bar Code: Sequence Line :

squired on : 06 Nov 01 01:58 PM Instrument Method: NOSCA.MTH

sport Created on: 06 Nov 0i 02:04 PM Analysis Method : NOSCA.MTH

ample Info : FASE MOVIL 500:500:4 ACETONITRILO:AGUA:TTRIETILAMINA LLEVAR
A

PH = 3.5 CON ACIDO FOSFORICO 89%

ig. 2 in C:\HPCHEM\1\DATA\NOSCA.D

Pk# Ret Time Area Height Type  Width Area %
e N T S el =t | i A 0 | | s =i e | ey I
1 2.935 23664 4705 BV 0.078 35.1185
P 3.240 28932 4777 WV 0.094 43,3854
] 3:391 13401 2324 VB 0.087 19.8880
4 3.985 1337 227 BB 0.092 1.9841

otal area = 67384
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ita File Name : C:\HPCHEM\1\DATA\NOSCA.D

)yerator : Page Number & i

istrument : ANALYZERL Vial Number -

imple Name : NOSCAPINA HCL Injection Number :

in Time Bar Code Sequence Line

:quired on 06 Nov 01 01:51 PM Instrument Method: NOSCA.MTH

yport Created on: 06 Nov 01 01:57 PM Analysis Method : NOSCA.MTH

mple Info : FASE MOVIL 500:500:4 ACETONITRILO:AGUA:TTRIETILAMINA LLEVAR
A

PH = 3.5 CON ACIDO FOSFORICO R9%

3. 2 in C:\HPCHEM\1\DATA\NOSCA.D

Pk# Ret Time Area Height Type width Area %
[ emv———— B it | = e me———— Lo ean | ey e e e iy J
il 2.936 23626 1707 BV 0.077 35.0824
2 3. 225 28994 4785 WV 0.093 £3.0526
3 3392 13369 2323 VB 0.087 19.8518
4 3.987 1356 233 BB 0.090 2.0131

ytal area = 67345
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Area Percent Report

File Name C:\HPCHEM\1\DATA\NOSCA.D
ator : Page Number s 1
rument : ANALYZERL Vial Number .
le Name : NCSCAPINA HCL Injection Number :
Time Bar Code: Sequence Line :
ired on : 06 Nov 01 OQl1l:44 PM Instrument Method: NOSCA.MTH
rt Created on: 06 Nov 01 01:50 PM Analysis Method : NCSCA.MY'd
le Info : FASE MOVIL 500:500:4 ACETONITRILO:AGUA:TTRIETILAMINA LLEVAR
A

P = 2.5 CON ACIDO FOSFORICO 89%

2 in C:\HPCHEM\1\DATA\NOSCA.D

Pk# Ret Time Area Height Type width Area %
S et e e | =S i s A s [Se=rree=macees o - —a e o i
1 2.936 23434 4669 BV 0.077 35.0521
2 3.224 28841 4761 VV 0.093 43.1410
3 3392 13239 2302 VB 0.087 19.8033
4 3.988 1340 227 BB 0.092 2.0037

il area = 66854
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Area Percent Report
ita File Name : C:\HPCHEM\ i\DATA\NOSCA.C
serator : Page Number N |
istrument : ANALYZERI] Vial Number

ample Name
ian Time Bar Cede:
cguired on -
sport Created on:
ample Info

: NOSCAPINA HCL

Injection Number :

Sequence Line

06 Nov 01 01:37 PM Instrument Method: NOSCA.MTH
06 Nov 01 01:43 PM Analysis Method : NOSCA.MTH
FASE MOVIL 500:500:4 ACETONITRILO:AGUA:TTRIETILAMINA LLEVAR
iy

PH = 3.5 CON ACIDO FCSFCRICO 29%
ig. 2 in C:\HPCHEM\1\DATA\NOSCA.D
Pk# Ret Time Area Height Type width Area %
N e i o N e e iy e e | et e = [ s [ I
1 2.937 23472 4666 BV 0.077 35.0072
2 3.224 29010 4776 WV 0.094 43.2665
3 3.394 13233 2299 VB 0.087 19.7357
4 3.991 1335 226 BB 0.092 1.9906

'otal area = 67050
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ita File Name : C:\HPCHEM\L\DATA\NOSCA.D
rerator 3 Page Number L |
1strument : ANALYZER1 Vial Number 3
imple Name : NOSCAPINA HCL Injection Number :
in Time Bar Code: Sequence Line :
:quired on : 06 Nov 01 01:31 PM Instrument Method: NOSCA.MTH
port Created on: 06 Nov 01 01:37 PM Analysis Method : NOSCA.MTH
imple Info : FASE MOVIL 500:500:4 ACETONITRILO:AGUA:TTRIETILAMINA LLEVAR
A

PH = 3.5 CON ACIDC FOSFORICO 89%

lg. 2 in C:\HPCHEM\1\DATA\NOSCA.D

Pk# Ret Time Area Height Type Width Area %
fimpaeem | oo mmen n e on on. | ey en o oy e Iomee e memame Berrraiond Dot et ontond | o |
1 2.937 23489 4683 BV 0.077 34.9398
2 ¥.223 29108 4801 VvV 0.093 43,2980
3 3.394 13293 2308 VB 0.087 19.7730
4 3.983 1337 226 BB 0.092 1.9891

>tal area = 67226
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CERTIFICATE OF ANAL'SIS

LiChroCART® 250-4 HPLC-Cartridge
LiChrospher® 100 RP-8 (Spum)

79925M0-584 Cartridge No. 616818 Sorbent Lot No. 1239616

#—'— Tamew—r - TSR

1. PACKING MATERIAL 2. COLUMN TEST

This batch of packing material has successfully This column has passed all produc tion quality
passed all production quality tests regarding our tests with respect to:

specifications for reproducibilily a. plate number N

a. retention faclor k b. asymmetry factor A,

b. separation factors
c. efficiency N

d. chemical stability
e. packing stability

COLUMN PERFORMANCE TESTCHR JMATOGRAM

Toluene
k = 13 Specifaction 2 i
As = 1.0 As = 0814
N/m = 86110 N, /m = 50000 ?;
Ap = 89 har s ‘

Sample Components

1. Toluene
2. Naphthalene

3. Anthracene [ |l 1

caizman K41



