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Resumen

El acido acetilsalicilico o ASA (CgHsO4), conocido como aspirina es un analgésico, antipirético
y antiinflamatorio, uno de los més utilizados en el mundo anualmente de hasta 120 000 millones
de comprimidos. Tiene problemas reportados como salicilismo, acidosis metabélica, hemorragia
gastrointestinal, nefropatias, trombocitopenia, anemia aplasica y agranulocitosis, por lo que su

estabilidad y evaluacion de su producto de degradacion el Acido Salicilico es necesaria

Se desarrollé un método analitico indicador de estabilidad para el Acido Acetilsalicilico tabletas
en 3 marcas codificadas como A, B 'y C con el disefio experimental de Plackett and Burman
utilizando HPLC con 8 experimentos variando niveles negativos y positivos en condiciones
como pH de la fase mavil, flujo, buffer, longitud de onda, columna cromatografica, diluyente de

los analitos y proporcién de la fase movil en un HPLC marca Agilent Serie 1200.

Se propuso el método analitico indicador de estabilidad con condiciones de pH 2,04, Flujo de
3mL/min, buffer 30 mM, longitud de onda 236nm, Columna de 15cm X 4,6 mmC18 (L1-USP),
diluyente (buffer:acetonitrilo) 50%:50% , fase mévil (acetonitrilo: buffer) 30%:70% . Con una
resolucion de 7,41 y coeficiente de variacion de +0,96%. Se sometié a la ASA a degradacion
forzada en condiciones de termdlisis, oxidacion, fotolisis, hidrélisis acida, hidrolisis alcalina
donde las soluciones son més estables a la fotolisis e hidrolisis acida. Se determind la estabilidad

de la muestra para analisis en diferentes tiempos siendo estable hasta 120 minutos

Se realizd la validacion del método analitico indicador de estabilidad tomando como parametros,
especificidad, linealidad e intervalo, exactitud, precision, limite de deteccién y de cuantificacién.
Se analizaron 3 marcas del mercado tabletas con Acido Acetilsalicilico (A,B,C) con el método
desarrollado, que de acuerdo a USP-37 deben tener un limite de Acido Salicilico Libre de 0,3 %
para tabletas no recubiertas y de 3% para tabletas con recubierta. Siendo que la marca “A” no

cumple con el requisito de Acido Salicilico Libre con un valor de 0,34%
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Summary

Acetylsalicylic acid or ASA (CyHsO.), known as aspirin, is an analgesic, antipyretic, and anti-
inflammatory, one of the most widely used annually in the world for up to 120 billion tablets. It
has reported problems such as salicylism, metabolic acidosis, gastrointestinal bleeding, kidney
disease, thrombocytopenia, aplastic anemia, and agranulocytosis, so its stability and evaluation

of its degradation product, salicylic acid is necessarily

A stability indicator analytical method was used for acetylsalicylic acid tablets in 3 brands coded
as A, B and C with the experimental design of Plackett and Burman using HPLC with 8
experiments varying negative and positive levels in conditions such as mobile phase pH, flow,
buffer, wavelength, chromatographic column, analyte diluent, and mobile phase ratio on an
Agilent 1200 Series HPLC.

The analytical method indicating stability with pH 2.04 conditions, Flow of 3mL / min, buffer
30mM, wavelength 236nm, Column 15cm x 4.6mmC18 (L1-USP), diluent (buffer: acetonitrile)
was proposed. ) 50%: 50%, mobile phase (acetonitrile: buffer) 30%: 70%. With a resolution of
7.41 and coefficient of variation of + 0.96%. ASA underwent forced degradation under
conditions of thermolysis, oxidation, photolysis, acid hydrolysis, alkaline hydrolysis where
solutions are more stable to photolysis and acid hydrolysis. The stability of the sample was

determined for analysis at different times, being stable up to 120 minutes.

The validation of the analytical method indicating stability was carried out taking as parameters,
specificity, linearity and interval, accuracy, precision, limit of detection and quantification. 3
market brands tablets with acetylsalicylic acid (A, B, C) were analyzed with the developed
method, which according to USP-37 must have a limit of free salicylic acid of 0.3% for uncoated
tablets and 3% for coated tablets. Being that the "B" mark does not meet the requirement of Free
Salicylic Acid with a value of 0.34%
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DESARROLLO Y VALIDACION DE UN METODO ANALITICO INDICADOR DE
ESTABILIDAD PARA EL ANALISIS DE ACIDO ACETIL SALICILICO EN
TABLETAS POR HPLC

CAPITULO
INTRODUCCION



El desarrollo de métodos analiticos indicadores de estabilidad y la validacion de
los mismos son la herramienta necesaria para establecer la seguridad, eficacia, para
realizar estudios de estabilidad, tiempo de vida util y atoxicidad de los productos
farmacéuticos terminados.

Al igual que en todo campo de la quimica analitica, el enfoque
general en HPLC puede tener varias perspectivas segin la meta
perseguida. En la industria farmacéutica o en sintesis organica, el
factor limitante no es en general la disponibilidad de muestra, y los
objetivos del analisis pueden ser del farmaco, excipientes, productos
de partida, subproductos de sintesis y productos de degradacion.
(Quattrocchi, Andrizzi, & Laba, 1992, pag. 268)

Para poder realizar el desarrollo de una metodologia analitica indicadora de
estabilidad se debe tomar en cuenta el pardmetro de robustez que segun la farmacopea
de los Estados Unidos USP-37 es el siguiente:

La robustez de un procedimiento analitico es una medida de su
capacidad para no ser afectado por variaciones pequefias, aunque
deliberadas, en los parametros del procedimiento indicados en la
documentacion, y provee una indicacion de su aptitud durante
condiciones normales de uso. La robustez puede determinarse durante
la etapa de desarrollo del procedimiento analitico. (Expertos, 2014,
pag. 1444)

La tecnologia escogida para el desarrollo y validacion de métodos analiticos
indicadores de estabilidad es la Cromatografia Liquida de Alta Resoluciéon (HPLC) por
su poder separativo de moléculas y la capacidad de detectar productos de degradacién
con la propiedad de ser especifico tras hidrolisis acida, hidrolisis alcalina, termolisis,
degradacién oxidativa y fotolisis. (Quattrocchi, Andrizzi, & Laba, 1992, pag. 303)

Dado que el desarrollo es costoso e insume mucho tiempo, es

preferible emplear caminos sistematicos, efectuando los ensayos en
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una direccion segura o al menos con buenas probabilidades de éxito,
evitando ensayos innecesarios y documentando los resultados, no sélo
para el desarrollo mismo sino para futuras revisiones. (Quattrocchi,
Andrizzi, & Laba, 1992, pag. 268)

La molécula para la cual se desea desarrollar el método analitico indicador de
estabilidad es el Acido Acetilsalicilico que en forma farmacéutica de comprimidos es
uno de los més utilizados a nivel mundial con un consumo estimado en 40 000 toneladas
anuales, o lo que es lo mismo, entre 50 000 y 120 000 millones de comprimidos”
(Licencia Creative Commons, 2019, pag. 2)

Es un medicamento ampliamente utilizado con varios efectos farmacolégicos

El 4cido acetilsalicilico o AAS (C9H804), conocido
popularmente como aspirina, nombre de una marca que pasé al uso
comdun, es un farmaco de la familia de los salicilatos. Se utiliza como
medicamento para tratar el dolor (analgésico), la fiebre (antipirético)
y la inflamacion (antiinflamatorio), debido a su efecto inhibitorio, no
selectivo, de la ciclooxigenasa.

Se utiliza también para tratar inflamaciones especificas tales
como la enfermedad de Kawasaki, la pericarditis o la fiebre
reumatica. La administracion de aspirina poco después de un ataque al
corazon disminuye el riesgo de muerte y su uso a largo plazo ayuda a
prevenir ataques cardiacos,accidentes cerebrovasculares y coagulos de
sangre en personas con alto nivel de riesgo. (Licencia Creative
Commons, 2019, pag. 1)

1. Antecedentes

1.1 Antecedentes a nivel Mundial

La estabilidad de medicamentos es una preocupacion mundial
que fue emitida de manera internacional en el informe 32 de la
Organizacion Mundial de la Salud, publicado en el afio 1992, el
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comité de expertos expuso que se encontraron problemas de
estabilidad relacionados con los productos farmacéuticos, donde la
informacién de la frecuencia con la que se detectan productos que no
cumplen con los atributos de calidad, ademéas de los problemas por
inadecuadas condiciones de almacenamiento y el naciones sobre la
influencias de las zonas climaticas del mundo (Especificaciones C.
d., 1992)

Se acordo que era necesario clasificar a los paises miembros en
zonas climaticas (ya que la temperatura es un catalizador de la
degradacion de los ingredientes farmacéuticos activos) y las
previsiones desde la fabricacion, transporte hasta la administracion en
el paciente de Producto Farmacéutico Terminado sea estable.
(Expertos C. d., 1992, pag. 7)

Ya en el informe 33 de la OMS se realizaron encuestas a los paises miembros de
la Organizacion Mundial de la Salud donde:

El Comité de expertos examind los resultados de la encuesta
de estabilidad de los productos que tenian antecedentes de problemas,
que se habia realizado conforme a lo acordado en su trigésima
segunda reunion. Con la informacion recolectada se puede mencionar
los dos siguientes puntos importantes

1. Mas de la mitad de los 200 informes recibidos estan
relacionados con problemas encontrados con solo cinco de los 25
farmacos incluidos en la encuesta (acido acetilsalicilico, ampicilina,
cloranfenicol, el paracetamol, y tetraciclina).

2. Muchos de los problemas se han encontrado en productos
antes de su fecha de vencimiento, a veces poco tiempo después de su
fecha de fabricacién (en aproximadamente el 70% se produjeron
problemas de estabilidad en la mitad de la vida atil propuesta)
(Especificaciones C. d., 1993)



En el informe 43 de la OMS publicado en 2003 se establece la utilizacion de

Stability Indicator Methods (SIM), métodos analiticos indicadores de estabilidad para el

analisis de productos farmacéuticos terminados (PFT) capaces de evaluar las

propiedades quimicas y productos de degradacion que son susceptibles de cambiar con

el tiempo. (Especificaciones C. d., 2003, pag. 113)

En el Informe 43 de la OMS celebrada en Ginebra en octubre de 2005, se

recomienda dividir la Zona climatica IV (caliente y himedo) en dos zonas climaticas: la

zona IVA - de los cuales el 30 ° C/65 % RH se mantendra la condicién de norma de

ensayo a largo plazo - y climéticas Zona IVB para el cual, si es justificado , 30 ° C/75 %

RH se harén las pruebas a largo plazo condiciones .

Tabla 1. Criterios propuestos y las condiciones de prueba a largo plazo

Zona Definicion Criterios Largo Plazo
Climética Temperatura media anual | Condiciones  del
medida en el aire abierto/ | ensayo
media depresion parcial de vapor
agua anual
| Clima Templado <15°C /<11 hPa 21°C/45%HR
] Clima Subtropical y |>15a22°C/>11a 18 hPa 25°C/60%HR
Mediterraneo
Il Clima Caliente y Seco >22°C/< 15 hPa 30°C/30%HR
IVA Clima Caliente y | >22°C/>15 a 27 hPa 30°C/65%HR
Humedo
IVB Clima Caliente y | >22°C/>27 hPa 30°C/75%HR
Altamente Himedo

Fuente: Informe 43,0MS

Aqui se deben tomar varias consideraciones de las cuales las mas importantes

son las propiedades quimicas de los analititos de interés. Naturaleza de la matriz (sangre,

cremas, tabletas, jarabes, suspensiones). (Quattrocchi, Andrizzi, & Laba, 1992)




1.2 Antecedentes a nivel Latinoamérica

Varios paises en Latinoamérica contemplan en su manual de registro sanitario o

en las resoluciones de los ministerios de salud siendo los imprescindibles la validacion

de métodos analiticos y estudios de estabilidad para la autorizacién de comercializacion

de Productos Farmacéuticos, donde un requisito imprescindible es la validacion de los

métodos y los estudios de estabilidad de medicamentos, dentro de estos estudios esta la

validacion de los métodos analiticos indicadores de estabilidad.

Tabla 2. Guias de diferentes paises sobre estudios de estabilidad y validacion de
métodos analiticos para medicamentos

Pais Documento Requisito para obtencion
de Registro Sanitario

Perd Resolucion  Ministerial-DIGEMID- | Evaluacion de la
MINSA (Ministerio de Salud, 2009) | Estabilidad de

Medicamentos
Chile Instructivo para completar la|La metodologia analitica
solicitud manual de Registro | deberd presentar validacion
Simplificado de Producto | (0 test de adecuacion,
Farmacéutico (SRS) Fuente: | segun sea el caso) en todos
(Medicamentos, 2013, pag. 6) aquellos casos que no se
encuentre descritas en las
farmacopeas oficialmente

reconocidas.

El Salvador Guia del usuario para la inscripcion | EI  etiquetado de los

de nuevo Registro Sanitario De
Medicamento
Fuente: (Salvador, 2018, pég. 8)

medicamentos, los
documentos de estabilidad,
de equivalencia terapéutica
y de validacion de métodos

analiticos




Venezuela

Registro Sanitario de Especialidades
Farmaceéuticas

Categoria esencial

Fuente: (Sanitarios, 2004, pag. 48)

Los métodos de andlisis
deben presentar exactitud,
precision, reproducibilidad,
especificidad, linealidad y
robustez e incluir todas las
especificaciones de calidad

del Producto Terminado.

México Autorizacion de  medicamentos, | 6.18.15 Control de proceso
registro, renovacion y | de acondicionado y
modificaciones. (Salud, 2013, pag. | liberacion de producto
44) terminado (combo),

certificados de analisis, y
métodos de analisis para
producto terminado y las
validaciones de métodos
correspondientes.

Paraguay Ley n° 1.119 de productos para la | Estudio  de  estabilidad:
salud y otros el congreso de la |conjunto de pruebas y
nacion paraguaya sanciona con | €NSayos a que se somete un
fuerza de producto en  condiciones
Ley (1997) preestablecidas y que

permitird  pronosticar 0
establecer su periodo de
eficacia.

Colombia Documento  técnico guia  de | Los procedimientos analiticos
estabilidad de medicamentos (2010) | deben estar completamente

validados y ser indicadores de
estabilidad.

Uruguay Decreto N° 324/999 Descripcion del método de

valoracion usado en el estudio
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de estabilidad.

Panama Medicamentos y otros Productos de | Estudios de estabilidad para
Salud Humana (2019) los productos que lo soliciten
por primera vez.
Costa Rica Productos farmacéuticos. Estudios de | Evaluacion de la Estabilidad
estabilidad de medicamentos (2004)
Cuba Centro para el control estatal de la | Evaluacion de la Estabilidad

calidad de los medicamentos (2000)

Para las Américas

Requisitos para el registro de
medicamentos en las Américas.
Fuente: (Farmacéutica, 2013, pag.

12)

2.2.4.4.3. PT. Validacion de
los métodos analiticos: b) En

los productos con métodos

de analisis propios del
fabricante son
indispensables los

resimenes de la validacion

que reflejen los datos
experimentales de los

parametros caracteristicos.

Fuente: Propia

1.3 Antecedentes a nivel Nacional

En Bolivia, en ese momento la entidad reguladora de medicamentos era

UNIMED bajo la resolucion ministerial N° 0909 del 7 de diciembre de 2005 resuelve en

su articulo primero la aprobacion del nuevo Manual de Registro Sanitario que en la parte

de requisitos establece en el apartado 2.5.11 los Estudios de Estabilidad

Dentro de estos estudios de estabilidad deben tenerse métodos analiticos

indicadores de estabilidad de acuerdo al informe 43 de la OMS vy ser desarrollados si no

se cuenta con la metodologia analitica en farmacopeas reconocidas por Bolivia




En Bolivia se cuenta con 15 registros sanitarios de medicamentos que contienen

al Acido Acetilsalicilico como principio activo (datos de la AGEMED junio/2019)

Tabla 3. Registros Sanitarios de Acido Acetilsalicilico en Bolivia (15 registros sanitarios

de Acido Acetilsalicilico de diferentes concentraciones 81mg, 100mg, 500mg.)

5 NOMBRE LABORATORIO PAIS DE
REG. | N° ANO EMPRESA
GENERICO FABRICANTE ORIGEN
Acido Acetil
I 37392 | 16/4/2014 | salicilico Quimfas.a. Paraguay | Quimfa Bolivia s.a.
Acido Acetil
. La Quimica
salicilico o ) o
I 37397 | 15/5/2014 Farmacéutica s.a. Paraguay | Quimfa Bolivia s.a.
Acido Acetil _
o Laboratorios Febsa
salicilico
NN | 60701 | 30/11/2016 srl. Bolivia Febsa s.r.l.
Acido Acetil
salicilico ) o o
NN | 33648 | 7/11/2017 Drogueria Inti s.a. Bolivia Drogueria Inti s.a.
Acido Acetil
salicilico ) o
I 25987 5/3/2018 Bayer s.a. Argentina | Bayer Boliviana Ltda
Acido Acetil
salicilico
NN | 25009 4/1/2018 Grupo Alcos s.a. Bolivia Grupo Alcos s.a.
Acido Acetil _ _
o Laboratorios s.a. Laboratorios Cofar
salicilico o
NN | 57907 | 24/2/2016 "Cofar “ Bolivia s.a
Acido Acetil _ _
o Laboratorios Cofar Laboratorios Cofar
salicilico
NN | 32071 | 21/4/2016 s.a. Bolivia s.a.
Acido Acetil | Indufar C.I.S.A.
salicilico Divisién
I 23263 2/1/2018 laboratorios indufar | Paraguay | Imfars.r.l
Acido Acetil Lab. Industriales Lab. Industriales
NN | 22073 | 22/3/2017 Farmacéuticos Bolivia Farmacéuticos Vita
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salicilico Vita s.a. s.a.
Acido Acetil
salicilico ) . .

I 38310 | 10/8/2015 Quimfa s.a. Paraguay | Quimfa Bolivia s.a.
Acido Acetil
salicilico ) o )

NN | 33657 | 29/8/2017 Drogueria Inti s.a. Bolivia Drogueria Inti s.a.
Acido Acetil
salicilico o

NN | 67868 | 19/12/2018 Grupo Alcos s.a. Bolivia Grupo Alcos s.a.
Acido Acetil
salicilico ) o

I 25986 | 20/2/2018 Bayer s.a. Argentina | Bayer Boliviana Ltda
Acido Acetil
salicilico . -

I 38282 | 7/11/2014 Bayer s.a. Argentina | Bayer Boliviana Ltda

Fuente: Lista de Registros Sanitarios Nacionales e Importados de la AGEMED (junio/2019)

(NN: Registros nacionales, Il: Registros Importados)

En la Facultad de Ciencia Farmacéuticas y Bioguimicas de la Universidad Mayor
de San Andes, existe el trabajo de Investigacién como parte de trabajo de internado:

Este estudio se justifica abordando los distintos problemas que
tiene la poblacién de nuestro pais, a nivel Social por que los
medicamentos son dados a pacientes con diferentes problemas de
salud y las tabletas de Aspirina son de gran uso en nuestra sociedad,
a nivel Politico ya que en Bolivia no existen politicas claras de salud
en cuanto a la estabilidad, biodisponibilidad, seguridad y eficacia de
los medicamentos. (Mamani Poma, 2016) Por lo que se necesita

métodos indicadores de estabilidad para evaluar esta caracteristica.
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DESARROLLO Y VALIDACION DE UN METODO ANALITICO INDICADOR DE
ESTABILIDAD PARA EL ANALISIS DE ACIDO ACETIL SALICILICO EN
TABLETAS POR HPLC

CAPITULO II
MARCO TEORICO
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1. Marco Tebrico
1.1 Acido Acetilsalicilico

El acido acetilsalicilico o ASA (CoHgOa4), conocido popularmente como aspirina,
nombre de una marca que pasd al uso comun, es un farmaco de la familia de los
salicilatos. Se utiliza como medicamento para tratar el dolor (analgésico), la fiebre
(antipirético) y la inflamacién (antiinflamatorio), debido a su efecto inhibitorio, no
selectivo, de la ciclooxigenasa. Tiene problemas reportados como salicilismo, acidosis
metabdlica, hemorragia gastrointestinal, nefropatias, trombocitopenia, anemia aplasica y
agranulocitosis, por lo que su estabilidad. (Sweetman S. C., 2009)

La aspirina es uno de los medicamentos mas utilizados en el mundo, con un
consumo estimado en 40 000 toneladas anuales, o lo que es lo mismo, entre 50 000 y
120 000 millones de comprimidos. Esta en la lista de medicamentos esenciales de la
Organizacion Mundial de la Salud, donde se clasifican los medicamentos basicos que
todo sistema de salud deberia tener.

La aspirina también esta disponible como medicamento genérico y el coste al por
mayor en los paises desarrollados en 2014 era de entre 0,002 y 0,025 ddlares (USD) por
dosis. En el caso de Estados Unidos, en 2015 un mes de medicacion tenia un coste de
media menor a 25 dodlares (USD). (lgual, 2019). La aspirina hoy es un farmaco
registrado en mas de 70 paises del mundo. Desde su comercializacion se han consumido
mas de trescientos cincuenta billones de comprimidos (350 000 000 000 000 de
comprimidos) y se estima que el consumo diario es de unos cien millones de aspirinas
(100000000 comprimidos/dia). (Licencia Creative Commons, 2019)

Consecuentemente, es uno de los farmacos méas usados en el mundo, con un
consumo estimado de mas de 100 toneladas métricas diarias. Actualmente, el 100 % de
la produccién mundial de acido acetilsalicilico manufacturada por Bayer se realiza en
Langreo, Espafia, en una planta quimica de esta empresa multinacional. Desde alli se
envia a diferentes partes del mundo donde se preparan los comprimidos y diferentes

formas farmacéuticas en las que se vende la Aspirina. (Igual, 2019)
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En nuestro pais en el LINAME 2018-2020 (Listado Nacional de Medicamentos
Esenciales) estan descritas dos formas farmacéuticas como se muestra a continuacion:
Tabla 4. Inclusion del Acido Acetilsalicilico en el LINAME 2018-2020 Bolivia

Codigo Cadigo Medicamento F arri(;::rgjti ca Concentracion CX’I i_sigc.
B0101 | B |01 | 01 | Acido acetil salicilico Comprimido 100 mg BO1ACO06
N0201 | N | 02 | 01 | Acido acetil salicilico Comprimido 500 mg NO02BAO1

Fuente: LINAME 2018-2020
1.2 Estabilidad Quimica del Acido Acetilsalicilico

La Aspirina quimicamente es un éster aromatico tiene un grupo carboxilico, por
lo tanto, es relativamente inestable hacia la hidrdlisis y otras transferencias de acilo. Su
perfil de pH revela una catalisis especifica de acido-base de hidrdlisis, mas una curva
sigmoidea pronunciada que resulta de la hidrolisis del anion aspirina. (Connors, 1986)

Grafica 1. Perfil de degradacion pH dependiente de la Aspirina
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Fuente: (Connors, 1986)
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Grafica 2. Grafica de arrehnius para la hidrolisis de aspirina a pH=5,5
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Fuente: (Connors, 1986)

La aspirina es un agente acetilante, ya que es un acetato de fenil sustituido.
Puede reaccionar con las aminas y los grupos hidroxi para producir la correspondiente
aspirina y fenilefrina, n-acetilfenilefrina y, en condiciones mas severas, puede producirse

diacetilacion y triacetilacién. (Connors, 1986)
Oy__OH
Oy OH oH
e i s e
OF
o + — +

14



El estearato de magnesio facilita la transferencia de acilo. Se ha informado que la
aspirina y el acetaminofeno en mezclas dan diacetil-para-aminofenol en una reaccion

acelerada por estearato de magnesio (Connors, 1986)

0CH,
@) OH
o} H H
fonaitn
0 +H0 © —> + NHCOCH,4

Las tabletas de aspirina que contienen 1% de humedad producen un miligramo
de acido salicilico por cada 200 mg de aspirina (Connors, 1986)

La reaccion de degradacion del Acido Acetilsalicilico que genera dos productos
el acido acético y el acido salicilico es la siguiente:

O OH
G\"/ + H,0
O

1.3 Propiedades Quimicas del Acido Acetilsalicilico

O OH

OH 4 cH;CcOOH

Tabla 5. Propiedades Quimicas del ACIDO ACETILSALICILICO

134-136 ° C (encendido)

272,96 ° C (estimacion aproximada)

1,35

1.4500 (estimacion)

250°C

Almacenar a T Ambiente.

H20:10mg/mLa37°C
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cristalino

blanco

3,5 (a 25 °C)

3,39/L (20°C)

14,851

779271

Estable. Mantener seco. Incompatible con agentes oxidantes fuertes,
bases fuertes, &cidos fuertes, varios otros compuestos como yoduros,
sales de hierro, sales de quinina, etc.

Este producto es un cristalino blanco, con punto de fusién 138 ~ 140
°C, insoluble en agua, soluble en alcohol, éter, etc.

Fuente: (Book, Chemical Book, 2019)

Tabla 6. Constante de Velocidad de la Aspirina en Kcal/mol

Kh 16,7
k' 16,4
K 17,6
Ko 12,5

Fuente: (Connors, 1986)

Tabla 7. Energia de Activacion del Acido Acetilsalicilico

24,7+0,9 5,44+0,14

I 28,3 58,3+2,4 13,59+0,34 2 2/3
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Fuente: (Bogdan Tipa, Adriana Fulias, Eleonora Marian, Dumitru Tipa, 2009)

1.4 Propiedades Quimicas del Acido Salicilico

Tabla 8. Propiedades Quimicas del ACIDO SALICILICO

158-161 ° C (encendido)

211 ° C (encendido)

1,44

1,565

157°C

Almacenar a T Ambiente.

etanol: 1 M a 20 ° C, transparente, incoloro

2,98 (a 25 °C)

Solido

2.4 (H20) (solucién saturada)

1,89/L (20°C)

Sensible a la luz

210nm, 234nm, 303nm

70°C

bases fuertes, yodo, flior. Combustible. Sensible a la luz.

Estable. Las sustancias que deben evitarse incluyen agentes oxidantes,

Fuente: (Book, Chemical Book, 2019)



2. Desarrollo de Métodos Analiticos

El desarrollo de métodos analiticos es la aplicacién armonica y secuencial de un
conjunto de conocimientos, métodos y procesos con el fin de lograr alcanzar un objetivo
de analisis especifico (Oscar Alberto Quattrocchi, Sara Inés Abelaira de Andrizzi, Raul
Felipe Laba, 1992)

Grafico 1. Esquema de Desarrollo de Métodos Analiticos

INFORMACION ~ [—| INFORMACION PRIMARIA |<—|  OBJETIVOS |

SOBRE LA 1
MUESTRA
DEFINICION DEL
SISTEMA
PRELIMINAR
v I 7 ]
PASOS |  DETECTOR | CoLumNA METODOS
PREPARATIVOS oL N0 ADA ESPECIALES
| | J J
)
METODO
PRELIMINAR

v
|  PROMISORIO METODO

nER ALTERNATIVO
| OPTIMIZACION-VALIDACION |

| LIBERACION DEL METODO |

Fuente: (Quattrocchi, Andrizzi, & Laba, 1992)

Para el desarrollo de un método analitico de identificacion, screening o
cuantificacion, se puede realizar las siguientes condicionantes:

Cuél es el nivel presente (macro o microcomponente), cudl es la precision
requerida, cuantos componentes se desea valorar, cuantas muestras se desea procesar,
identidad de los componentes de interés, rango de pesos moleculares de los componentes
de interés, estructura quimica, pKa, solubilidad, espectros UV, concentracion tedrica de
los componentes de interés y Naturaleza de la matriz (sangre, cremas, tabletas, jarabes,
suspensiones) (Oscar Alberto Quattrocchi, Sara Inés Abelaira de Andrizzi, Radl Felipe
Laba, 1992)
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3. Disefios Experimentales de Plackett-Burman

Los disefios experimentales de Plackett-Burman son quizas los mas empleados.
Permiten evaluar la influencia a dos niveles de 3 a 23 factores con Factores+1
experimentos (un nimero superior a 24 ensayos se considera impracticable) sin tener en
cuenta las posibles interacciones combinadas entre ellos. Para generar la matriz que
permite construir el disefio solo es necesario conocer la distribucion de la primera
columna de cada matriz, que seria la siguiente (AEFI, 2001)

Tabla 9. Disefio Experimental de Plackett-Burman

EXP A B C D E F G | RESPUESTA
1 + - + + - - + R1
2 + + - + + - - R2
3 - & + - + + - R3
4 - - + + - + + R4
5 + - - + + - + R5
6 + + - - + - R6
7 - + + - - + + R7
8 = = = = = = = R8

Fuente: Propia

Para poder determinar la influencia de los factores tanto en sus niveles positivos o

negativos se obtiene el efecto (Ei) de las respuestas.

o isaR(+) XL, R()
' Nexp/2 Nexp/2

El signo del efecto determina si el factor influye mas estando en su nivel
negativo o positivo, esto ayuda a decidir en que nivel debe estar el factor para optimizar
el disefio de acuerdo a la respuesta obtenida. Esto se evidencia en la grafica de efectos

Ccomo Se muestra a continuacion:
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4,00

2,00 S

0,00

-2,00

-4,00

-6,00

Luego se obtiene la varianza de los efectos (Ei)

n P2
2 _ i=1El

~ n(factores)

Para determinar si existe diferencia estadisticamente significativa se realiza la

prueba de “t” de Student con el valor de los efectos y su desviacidn estandar

_EGf — 1)
=T

Posteriormente se ordenan de manera decreciente los valores de “t” de Student y

se compran con un valor de “t” critico generalmente al 95% de Nivel de Confianza

E
B
t(95%,GL)
A

G

0,00 1,00 2,00 3,00 4,00 5,00 6,00
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4. Eleccion de las condiciones cromatograficas

Para determinar el pH de la fase movil se utiliza el pKa de las moléculas en el
analisis se intenta que estas estén asociadas (no ionizadas) para tener una distribucion
equitativa en los platos tedricos de la columna. (Quattrocchi, Andrizzi, & Laba, 1992)

Para la eleccion de la columna cromatografica se utiliza criterios de polaridad de
las moléculas y las caracteristicas de la fase estacionaria se estan octadecilsilano (C18),
fenilo, octilsilano. (Quattrocchi, Andrizzi, & Laba, 1992)

Para la eleccion de la longitud de onda analitica se recomienda encontrar el punto
isosbestico de las moléculas de interés y sus productos de degradacién. (Quattrocchi,
Andrizzi, & Laba, 1992)

Para la eleccion de la fase movil se utiliza las propiedades quimicas de las
moleculas de interes como la solubilidad para la eleccion de una fase movil capaz de
tener un buen poder resolutivo y ademas que la linea base sea poco ruidosa.

5. Cromatografia en Fase Reversa

Este tipo de cromatografia se basa en que la fase movil tiene un comportamiento
polar y la fase estacionaria un comportamiento apolar en la corrida cromatografica.

Las ventajas de la cromatografia en fase reversa pueden resumirse asi:

» Compuestos no io6nicos, i6nicos e ionizables pueden ser separados en la misma

columna, con la misma fase movil.

* La fuerza de atraccion superficie no polar-soluto es débil.

* La adsorcion irreversible, frecuente en silicagel, raramente ocurre.

* La fase movil predominante es agua, abundante y econdmica.

* El modificador organico predominante es el metanol

El tipo de sustituyente mas empleado en fase reversa es de tipo alquilico,
especialmente C18 y en menor proporcién C8. (Quatrocchi, Abelaira de Andrizzi, &
Laba, 1992)
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6. Parametros Cromatogréaficos

La nomenclatura en cromatografia fue estandarizada por la American Society for
Testing and Materials, ASTM vy la Intemational Union of Pure and Applied Chemistry,
IUPAC vy es, naturalmente, materia de constante debate y actualizacion (Quattrocchi,
Andrizzi, & Laba, 1992)

6.1 Resolucion (R)

Esta expresion, la resolucion, se calcula por cada par de picos adyacentes como:
t2 —t1
%(WZ +wl)

Formula 1. Resolucion Cromatogréafica

La resolucidn entre picos es una medida cuantitativa de la separacion entre picos
gue es necesaria para la correcta separacion de picos

Gréfico 2. Resolucion en cromatogramas

R.=06 Ro=038 Re=10
Ry= 125 R=15 R=20

Fuente: (Quattrocchi, Andrizzi, & Laba, 1992)

6.2 Ancho de pico (w)

Esta medicion se puede efectuar con varios objetivos: para calcular la eficiencia
de la columna (platos tedricos), la resolucion, para el calculo manual del &rea de picos y
en algunos integradores electronicos se ingresa como dato de ajuste de integracion.
(Quattrocchi, Andrizzi, & Laba, 1992)
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Imagen 1. Curva de Gauss. El area definida por p = o corresponde al 68 % del total, el
de u+2c al 95% y el depu+ 3o, al 99.7% del area total bajo la curva

Altura de
pico (%)

100.Q

60.7-
60.0

32.4

13.4
4.4

Fuente: (Quattrocchi, Andrizzi, & Laba, 1992)

6.3 Platos Tedricos

Cada corte se llamo6 “plato" y su espesor “altura equivalente del plato teorico” (H
0 HEPT). Entonces, para una columna de longitud L, con N platos teoricos, la altura del
plato resulta:
Formula 2. Altura equivalente del Plato Tedrico

H=-
N

La eficiencia de una columna cromatografica y por lo tanto su "poder” separativo
se mide en funcion de su numero de platos teéricos.

Formula 3. NUmero de Platos Tedricos

tn

N = (——)*

wtan
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H (y consecuentemente N) depende no solo el diametro, morfologia y calidad de la
particula y otros (Oscar Alberto Quattrocchi, Sara Inés Abelaira de Andrizzi, Radl
Felipe Laba, 1992)

6.4 Asimetria (As)

La asimetria (tailing) es una de las formas mas comunes de alejamiento de la
curva gaussiana y su medicién es importante puesto que puede llevar, de acuerdo a su
magnitud, a errores considerables de cuantificacion, e incluso a oscurecer picos
adyacentes.

Formula 4. Célculo de Factor de Asimetria
As5% =2 As10% =2
a a

Imagen 2. Representacion de Cromatograma indicando a y b para céalculo de asimetria

Tiempo (min)

Fuente: (Quattrocchi, Andrizzi, & Laba, 1992)
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7. Detectores Generales Utilizados en Cromatografia

El detector es la parte del equipo cromatogréafico que permite "ver" y ubicar en
tiempo y espacio la posicién de cada componente de una muestra a la salida de la
columna cromatogréafica. (Quattrocchi, Andrizzi, & Laba, 1992)

8. Solventes en HPLC

Las propiedades mas importantes son:

* Alto poder solubilizante de las muestras, Baja reactividad, Compatibilidad con
el detector utilizado, Adecuado punto de ebullicién, Baja viscosidad, Seguridad, pureza

Todas estas caracteristicas se detallaran a continuacion conjuntamente con las
propiedades quimicas que se deben evaluar para seleccionar un solvente. (Quattrocchi,
Andrizzi, & Laba, 1992)
8.1 Compatibilidad con el Detector

Compatibilidad con el detector utilizado Teniendo en cuenta que el detector de
HPLC mas difundido es el espectrofotométrico, es habitual elegir un solvente
"transparente” a la longitud de onda de trabajo. Esa transparencia puede evaluarse por la
longitud de onda de corte (Ac). (Quattrocchi, Andrizzi, & Laba, 1992)
8.2 Viscosidad

La viscosidad de los solventes esta estrechamente relacionada con la presion del
sistema.
La presion en una columna se puede calcular como:

Formula 5. Formula Para calcular la presion de una columna cromatogréafica

_2fL
~ dp2D?

Fuente: (Quattrocchi, Andrizzi, & Laba, 1992)

Donde “P” es la presion medida en atmdsferas que se obtiene con agua a un

caudal de 1 mL/min, “f” es un factor que vale 1000 para columnas de acero, “L” es la
25



longitud de la columna medida en cm, “dp” es el tamafio de las particulas expresada en

umy “D” es el didmetro interno de la columna medido en mm.

Para determinar la presion utilizando otro solvente, basta relacionar la presion en

agua con la relacion de las viscosidades entre el agua y el solvente en cuestion.

(Quattrocchi, Andrizzi, & Laba, 1992)
9. pHy pH aparente

El valor del pH de la fase movil puede ser un parametro critico en la retencion de

solutos ionizables y en algunos casos, debe controlarse rigurosamente.

Podemos definir el pH, en términos termodinamicos, como:

Formula 6. Formulas para célculo de pH

Ex—Eb
0,0592

pH = —logmhym pH = pHb +

Fuente: (Quattrocchi, Andrizzi, & Laba, 1992)

Por su parte el pH operacional medido: Donde mh es la concentracion molal de

protones, y su coeficiente de actividad, pH" el pH a medir, pHb el pH del buffer de

calibracion, E" la f.e.m. medida en la solucion desconocida y B, la f.e.m. medida con el

buffer.

10. Metodologia para el Desarrollo de Métodos Analiticos

Se basa en el estudio de las propiedades quimicas de los analitos de interés para

establecer la variacién de las condiciones cromatograficas como longitud de onda, fase

movil, diluyente, pH, columna cromatografica, utilizacién de buffers. (Quattrocchi,

Andrizzi, & Laba, 1992)

Una vez completada esta informacion, podra definirse un sistema preliminar.

26



Grafica 3. Pasos en el Desarrollo de Métodos por HPLC

INFORMACION | —{ INFORMACION PRIMARIA |<—] OBJETIVOS
SOBRE LA 1
MUESTRA
DEFINICION DEL
SISTEMA
PRELIMINAR
! | ¥ l
PASOS | DETECTOR | coLumNa METODOS
PREPARATIVOS VoL L0 ADA ESPECIALES
) | I J
1
METODO
PRELIMINAR
[
NO
| PROMISORIO METODO
mER ALTERNATIVO

| OPTIMIZACION-VALIDACION |

1
| LIBERACION DEL METODO |

Fuente: (Quattrocchi, Andrizzi, & Laba, 1992)

11. Definicion del Sistema Preliminar de Analisis

El primer punto a evaluar durante la definicion del sistema preliminar consiste en

determinar qué pasos preparativos pueden necesitarse para mantener el analito en

solucion, en la concentracidon adecuada. En muchos casos la preparacion puede ser tan

simple como la extraccion liquido-liquido o liquido-sélido y en otros, pueden necesitarse

varios pasos de preconcentracion previos como se menciona en el punto “2.2.14

preparacion de la muestra”

El segundo punto a considerar es el detector a utilizar. El detector de primera

eleccion y el mas empleado es el UV, por su simplicidad de uso, robustez y
confiabilidad. (Quattrocchi, Andrizzi, & Laba, 1992)
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12. Peso Molecular de los Analitos de Interés
12.1 Anélisis de Compuestos de Peso Molecular Menor de 2000 g/mol

Cuando el analito tiene peso molecular menor de 1000 o 2000 Daltons los caminos,
indicados en el “Grafico 3”, son totalmente distintos. (Quattrocchi, Andrizzi, & Laba,
1992)

Grafico 2. Arbol de decisiones para Analitos de Peso Molecular Menor a 2000 g/mol

| MUESTRA |
|
PESO MOLECULAR
MENOR DE 2000
v
v v
SOLUBLE EN | sOLUBLEEN AGUA |
SOLVENTES \L
ORGANICOS
! | noionico |[ 1onco |
b ) — 1 .
SOLUBLE EN SOLUBLE EN l’ l’
HEXANO METANOL [Bep-Ne | [BrcRP ] [ e [ EC |
. —
[tsc ][ercre | [ Brore | [ BrC-NP ]

Fuente: (Quattrocchi, Andrizzi, & Laba, 1992)

12.2 Fase reversa

Decidido el punto de partida, es claro que debera definirse un sistema: tipo y
caracteristicas de la columna, fase mdvil, caudal, detector, y masa a inyectar, por
ejemplo:

* Columna silicagel quimicamente unida a ODS (C18).

* Fase movil mezcla agua-modificador (MeOH o AcN).

* Caudal 1.0 ml/min

* Deteccion UV a longitud de onda correspondiente al maximo de absorcién de

190-210 nm o 254 nm para muestras desconocidas.
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* Muestra hasta 100 pg en 20 pl.

Gréfico 3. Ajuste de la concentracion de modificador organico para aumentar la
resolucion

(a) 100% acetonitrilo {b) 80% acetonitrilo

Respuesio
Respuesta

o 1 2 3 4 5 6 7 B 3 10 0o @z 4 5 8 10
Tlempo (min) Ttempo (min)
{c) 60% acetonitrito (d} 40% acetonitrilo
£ 2
b
g s
0o 2z = 4 B B 10 e @z @ 4 & B 10
Tismpo (min} Tiempo (min)

Fuente: (Quattrocchi, Andrizzi, & Laba, 1992)
12.3 Analisis de Compuestos Disociables
De existir compuestos aciclicos, basicos o ambos simultaneamente, se

observaran fenémenos mixtos de retencion debidos a la presencia de sus formas idnica y

no ionica en un medio pobremente regulado:
AH& AT+ H
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B+H0 <> BH™ + OH"

Por ejemplo, segun la ecuacion de Henderson-Hasselbalch, si el pK de la base es
7 debera llevarse el pH a 9 para asegurar que el 99 % de la misma se encuentre en el

estado no disociado
Formula 7. Formula de Henderson Haselbach para soluciones amortiguadoras

H = Pka + log &
p = a OgCa

Fuente: (Quattrocchi, Andrizzi, & Laba, 1992)

En general, la adicién de una amina terciaria, por ejemplo 30 mM de
trietilarnina (TEA), es suficiente para la correccion del cromatograma, Logicamente,
si el analito fuera una base de igual o mayor fuerza que la TEA puede ser necesario
aumentar la concentracion de TEA o emplear una amina mas fuerte.

La “Imagen 3” muestra el efecto del pH y del agregado de una base sobre los
cromatograrnas de una base nitrogenada. Se trata de una dilucion de la misma solucion,
en una columna de CI 8, con una fase movil hidroalcohdlica de pH regulado a 7,0 con
buffer de fosfatos.

Imagen 3. Separacion y mejoramiento de la simetria con el afiadido de TEA de una base

nitrogenada

BuffereOH (1:5) - pH 7.0 . Bufer—eOH (45) - TEA 30 mM - pH 3.0
£ E
+ <
& 3
3 3 1
0 10 15 2 0 2 H § 8 10
Tempo (min) Tiempo (min)
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Fuente: (Quattrocchi, Andrizzi, & Laba, 1992)

Acidos: pH 7,0 hidroxido de

tetrabutilamonio 5 mM en agua - metanol (20:80). La proporcion de metanol se reduce

7,5 regulado con buffer de fosfatos,

gradualmente como para las bases.

La separacion se puede regular con la longitud de la cadena hidrocarbonada del
contraién (por ejemplo, butanosulfonato hasta dodecilsulfonato de sodio para las bases),
su concentracion (0 a 200 mM), y la fuerza idnica a traves de la concentracion del
buffer. De observarse asimetria con compuestos basicos, puede corregirse agregando
trietilamina hasta 1/5 de la concentracion del reactivo de apareamiento ionico.

Tabla 10. Sistemas Cromatograficos segun el tipo de Muestra

Compuestos Método de Eleccion Columna Fase Mavil/Aditivos
Neutros BPC-RP 6 RP C1s-Cs Agua-Modificador
No idnicos Phe-CN (MeOH-ACN-THF)
Acidos Débiles RPLC control de la C1s-Cs Agua-Modificador
ionizacién Phe-CN acido fosforico pH3-
35
Bases Débiles RPLC Ci15-Cs Agua-Modificador
Phe-CN 30mM trietilamina
I6nicos e ionizables RPLC de Preferida Cis Agua-MeOH
apareamiento i6nico | Alternativa Cs -CN Alquilsulfonatos pH
3,5 (bases)

tetraalquilamonios
pH 7,5 (acidos)

Lipofilicos LSC CN-NH; Solventes no polares
Insolubles en Silica

solventes

hidroalcéholicos

lones inorganicos IEC SAX-SCX Agua-modificador
Aminoacidos Base silica 6 pH controlado, fuerza
Péptidos, derivados polimérica iGnica controlada
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de acidos nucleicos
Macromoléculas SEC Base silica 6 Acuosos (GFC)

IEC polimérica Orgénicos (GPC)
Esterioisomeros LSC Silica Solventes no polares
Isdbmeros de posicion
Esterioisomeros Columna Quiral Silica Solventes no polares
(isbmeros Opticos) RPLC
Carbohidratos Columna Amino NH2 Agua-modificador

Fuente: (Quattrocchi, Andrizzi, & Laba, 1992)

Tabla 11. Aplicaciones de Diferentes Columnas Cromatograficas

-CH3
Metil

-En fase reversa para compuestos muy
retenidos en C18

-CH2-CH3
Etil

-Analisis mas rapido que con C18

-Anaélisis de péptidos y proteinas

-(CH2)3-CH3
Butil

-(CH2)5-CH3
Hexil

-(CH2)7-CH3
Octil

-En fase reversa de empleo general.
algo menos en IPC menos retentiva y
maés réapida que C18

-(CH2)17-CH3
octadecil (ODS)

-Fase reversa y IPC de empleo general.
-Es el relleno més utilizado en fase

reversay HPLC
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-(CH2)3-Phe-Metil

Fase reversa y ICP (menos). Para
compuestos moderadamente polares

-Retencion similar a la C8, pero con
mayor selectividad hacia grupos

aromaticos

-(CH2)3-CN

Cianopropil

RP (solventes polares) y NP (solventes
no polares)

-Retencion moderada, selectiva hacia
dobles y triples enlaces

-(CH2)3-Phe-NO2
Nitrofenilpropil

Separacién de compuestos con dobles
enlaces y aromaticos

-(CH2)3-NH2
Aminopropil

En NP como alternativa de
selectividad a CN,NO2 y Silicagel

En RP en andlisis de carbohidratos

En IEC como intercambiador anidnico
débil, incompatible con cetonas y
aldehidos

OH-R-OH

NP, RP, y SEC menos polar que la
silicagel no modificada, pero mas
polar que laCN

Retencion moderada en RP. Menos
Estable

-(CH2)3-N(CH3)2

Intercambiador anicénico débil
(WAX)

-(CH2)3-Phe-SO 3

Intercambiador catiénico fuerte (SCX)

-(CH2)3-PheN(CH3)+

Intercambiador  anicdnico fuerte
(SAX)

COO

Intercambiador cationico débil (WCX)

Fuente: (Quattrocchi, Andrizzi, & Laba, 1992)
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13. Validacion de Métodos Analiticos

Segln la Farmacopea de los Estados Unidos (USP-37) la validacion de un
procedimiento analitico es: “el proceso que establece, mediante estudios en laboratorio,
que las caracteristicas de desempefio del procedimiento cumplen los requisitos para las
aplicaciones analiticas previstas” (Expertos, 2014)

Los parametros fundamentales para la Validacion de un método Analitico son los

siguientes:

-Especificidad y Selectividad, Linealidad e Intervalo de Analisis, Precision, Exactitud,

Limite de Deteccion, Limite de Cuantificacion y Robustez

14. Datos requeridos para la Validacion
14.1 Categorias
14.2 Categoria |

Procedimientos analiticos para la cuantificacion de los componentes principales
de farmacos a granel o ingredientes activos (incluyendo conservantes) en productos
farmacéuticos terminados.

14.3 Categoria Il

Procedimientos analiticos para la determinacion de impurezas en farmacos a
granel o productos de degradacion en productos farmacéuticos terminados. Estos
procedimientos incluyen andlisis cuantitativos y pruebas de limite.

14.4 Categoria Il

Procedimientos analiticos para la determinacion de las caracteristicas de
desempefio (p.ej. disolucidn, liberacion de farmacos, etc.).
14.5 Categoria IV

Pruebas de identificacion.
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Tabla 12. Datos requeridos para la Validacion de Métodos Analiticos

Categoria Il
Caracteristicas de Categoria Anélisis Pruebas de Categoria Categoria IV
Desempefio Analitico 1 Cuantitativo Limite 111
s

Exactitud Si Si * * No
Precision Si Si No Si No
Especificidad Si Si Si * Si
Limite de Deteccion No No Si * No
Limite de Cuantificacion No Si No * No
Linealidad Si Si No * No
Intervalo Si Si * * No

Fuente: USP-37

15. Especificidad

Los documentos de ICH definen especificidad como la capacidad de evaluar de
manera inequivoca el analito en presencia de aquellos componentes cuya presencia
resulta previsible, tales como impurezas, productos de degradacion y componentes de la
matriz. La falta de especificidad de un procedimiento analitico individual puede
compensarse usando otros procedimientos analiticos complementarios (Expertos, 2014)

15.1 Linealidad e Intervalo de Analisis

La linealidad de un procedimiento analitico es su capacidad para obtener
resultados de prueba que sean proporcionales ya sea directamente, o por medio de una
transformacion matematica bien definida, a la concentracion de analito en muestras

dentro de un intervalo dado. (Expertos, 2014)
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15.2 Precision

La precision de un procedimiento analitico es el grado de concordancia entre los
resultados de las pruebas individuales cuando se aplica el procedimiento repetidamente a
maultiples muestreos de una muestra homogénea. La precision de un procedimiento
analitico habitualmente se expresa como la desviacién estandar o la desviacion estandar
relativa (coeficiente de variacién) de una serie de mediciones. La precisién puede ser
una medida del grado de reproducibilidad o de repetibilidad del procedimiento analitico
en condiciones normales de operacién. (Expertos, 2014)

Para establecer si un método es preciso en sus diferentes componentes se tiene la
tabla de Coeficientes de Variacion Mé&ximos Acéptales (AEFI, 2001)

Tabla 13. Coeficientes de Variacién Maximos Aceptables

INTERVALO DE CV(%) maximo aceptable
ACEPTACION

Lim.Inf | Lim.Sup. n=1 n=2 n=3 n=4 n=5
99 101 0,39 0,55 0,67 0,78 0,87
98,5 101,5 0,58 0,82 1,01 1,16 1,30
98 102 0,78 1,10 1,34 1,55 1,73
95 105 1,94 2,74 3,36 3,88 4,33
90 110 3,88 5,48 6,71 7,75 8,67
85 115 5,81 8,22 10,07 11,63 13,00

Fuente: A.E.F.I.

15.3 Exactitud

La exactitud de un procedimiento analitico es la proximidad entre los resultados
de la prueba obtenidos mediante ese procedimiento y el valor verdadero. La exactitud de
un procedimiento analitico debe establecerse en todo su intervalo. (Expertos, 2014)

15.4 Limite de Deteccién

El limite de deteccién es una caracteristica de las pruebas de limite. Es la
cantidad minima de analito que puede detectarse en una muestra, aunque no
necesariamente cuantificarse, en las condiciones experimentales indicadas. Las pruebas
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de limite simplemente comprueban que la cantidad de analito se encuentra por encima o
por debajo de un nivel determinado. El limite de deteccion se expresa habitualmente
como concentracion de analito (p.ej., porcentaje, partes por billon) en la muestra.
(Expertos, 2014)

15.5 Limite de Cuantificacion

El limite de cuantificacion es una caracteristica de las valoraciones cuantitativas
de compuestos que se encuentran en baja concentracion en la matriz de una muestra,
tales como: impurezas en farmacos a granel y productos de degradacién en productos
farmacéuticos terminados. Es la minima cantidad de analito en una muestra que se puede
determinar con precision y exactitud aceptables en las condiciones experimentales
indicadas. El limite de cuantificacion se expresa habitualmente como concentracion de
analito (p.ej., porcentaje, partes por billon) en la muestra. (Expertos, 2014)

15.6 Robustez en el Desarrollo de Métodos Analiticos

La robustez de un procedimiento analitico es una medida de su capacidad para no
ser afectado por variaciones pequefias, aunque deliberadas, en los parametros del
procedimiento indicados en la documentacion, y provee una indicacion de su aptitud
durante condiciones normales de uso. La robustez puede determinarse durante la etapa
de desarrollo del procedimiento analitico. (Expertos, 2014)

15.7 Estabilidad Quimica

Es la extension de tiempo en la que una molécula en solucién puede ser
analizada sin tener resultados que sean variables a causa de degradacién de la solucion.
(Quattrocchi, Andrizzi, & Laba, 1992)
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15.8 Métodos Analiticos Indicadores De Estabilidad

Procedimientos analiticos validados, que pueden detectar los cambios con el tiempo en
las propiedades quimicas, fisicas y microbioldgicas del IFA o PFT y que son especificos
en cuanto al contenido del IFA, productos de degradacion, y otros componentes de
interés pueden ser medidos con precisién y sin interferencias. (Especificaciones C. d.,
Informe 43 de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), 2003)

Para poder determinar la capacidad del método analitico indicador de estabilidad una
vez desarrollado se somete al analito estandar a condiciones extremas como temperatura,
hidrolisis acida, hidrolisis basica, oxidacion, termolisis de las cuales en la hidrolisis
alcalina.

La temperatura para los ensayos se determina a partir de su Energia de Activacion de tal
manera de que en un tiempo determinado se consuma un 90% del analito de interés y
genere sus productos de degradacion y se puedan separar por cromatografia liquida de
alta resolucion (HPLC) que es en general el método analitico de eleccién para determina
la estabilidad quimica de moléculas

Una vez desarrollado el método a través de un disefio experimental de tipo Plackett and
Burman que constituye el estudio de robustez (en niveles positivos y negativos de los
factores) se establece las condiciones cromatograficas como pH de la fase movil , flujo
de la Fase Mdvil, concentracion del Buffer, longitud de onda analitica, columna
cromatogréfica, diluyente de los analitos, proporcion de la fase movil dentro de un
Cromatograma, donde el parametro para determinar la separacion entre picos
cromatograficos es la resolucion.

Una vez desarrollado el método analitico se procede con su validacion para establecer
los pardmetros de especificidad, linealidad e intervalo, exactitud, precision, limite de
deteccion y limite de cuantificacién

Finalmente se desafia el método analizando un medicamento cuyo limite de producto de

degradacién este especificado en una farmacopea reconocida.
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15.9 Método de Andlisis para Acido Acetilsalicilico en tabletas USP-37

Se describe el siguiente método de andlisis en la USP-37.
Valoracion:

-Fase movil: Disolver 2 g de 1-heptanosulfonato de sodio en una mezcla de 850 mL de

agua y 150 mL de acetonitrilo y ajustar con acido acético glacial a un pH de 3,4.
-Solucion de dilucion: Preparar una mezcla de acetonitrilo y &cido formico (99:1).

-Preparacidn estandar: Disolver una cantidad de ER Aspirina USP, pesada con exactitud,
en Solucion de dilucion para obtener una solucion con una concentracion conocida de

aproximadamente 0,5 mg por ml.

-Preparacién de valoracion: Pesar y reducir a polvo fino no menos de 20 Tabletas.
Transferir una cantidad del polvo pesada con exactitud, que equivalga aproximadamente
a 100 mg de aspirina, a un recipiente adecuado. Agregar 20,0 ml de Solucién de dilucion
y aproximadamente 10 perlas. Agitar vigorosamente durante aproximadamente 10

minutos y centrifugar.

Reservar la porcion restante de la Solucion madre para la prueba de Limite de acido
salicilico libre.

-Sistema cromatografico (ver Cromatografia (621) ):Equipar el Cromatdgrafo de
liquidos con un detector a 280 nm y una columna de 4,0 mm x 30 cm rellena con
material L1. La velocidad de flujo es de aproximadamente 2 ml por minuto. Inyectar en
el Cromatografo la Preparacion estandar y registrar el cromatograma segun se indica en
el Procedimiento: el factor de asimetria no es mayor de 2,0 y la desviacion estandar

relativa no es mas de 2,0%.
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Limite de Acido Salicilico Libre:

Los tiempos de retencion relativos son aproximadamente 0,7 para el acido salicilico y
1,0 para la aspirina; la resolucion, R, entre el acido salicilico y la aspirina no es menor
de 2,0; y la desviacion estandar relativa de las respuestas de los picos del &cido salicilico
no es mas de 4,0%. No se encuentra mas de 0,3%. En el caso de Tabletas recubiertas, no

se encuentra mas de 3,0%.
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DESARROLLO Y VALIDACION DE UN METODO ANALITICO INDICADOR DE
ESTABILIDAD PARA EL ANALISIS DE ACIDO ACETIL SALICILICO EN
TABLETAS POR HPLC

CAPITULO Il

PLANTEAMIENTO DEL
PROBLEMA'Y
OBJETIVOS
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1. Justificacién

En la ley del medicamento de Bolivia y el manual de registro sanitario se
especifica que se debe hacer estudios de estabilidad de medicamentos para establecer
fechas de vencimiento, la herramienta imprescindible es contar con un método analitico
indicador de estabilidad que pueda cuantificar de manera inequivoca al Acido
Acetilsalicilico y a su producto de degradacion el Acido Salicilico que es toxico hasta
niveles especificados en farmacopeas reconocidas (0,3% en tabletas, 3% en tabletas

recubiertas

Esta justificacion puede enfocarse en aspectos: politicos, econdémicos, culturales

y sociales

En el aspecto Social el desarrollo del método analitico indicador de estabilidad
para el Acido Acetilsalicilico que es uno de los medicamentos mas utilizados en el
mundo, con un consumo estimado en 40000 toneladas anuales, o lo que es lo mismo,
entre 50000 y 120000 millones de comprimidos y en nuestro pais existen 15 registros
sanitarios de Acido Acetilsalicilico de acuerdo a los registros de la AGEMED
(actualizada en marzo de 2019) de los cuales 7 son importados y 8 producidos en el
territorio nacional, al ser un producto masivo , por lo que su estabilidad fisica, quimica,

microbiologica, biofarmaceutica y organoléptica deben ser evaluadas.

En el aspecto politico es una politica de salud el contar con medicamentos
seguros, eficaces y estables en la lista de medicamentos esenciales de la Organizacién
Mundial de la Salud, donde se clasifican los medicamentos basicos que todo sistema de
salud deberia tener esta el Acido Acetilsalicilico esta incluido en la LINAME (Lista
Nacional de Medicamentos Esenciales) de Bolivia, por lo que es una politica de salud la
determinacion de su estabilidad

En el aspecto econdmico se debe contar con metodologias analiticas

Desarrolladas y Validadas para la cuantificacién de este medicamento, que sean
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alternativas econdmicas a las metodologias de las farmacopeas internacionales y como

un requisito de cumplir con la estabilidad que repercute econdmicamente

En el aspecto cultural nuestro pais debe entrar a la fase de adecuacién de los
Estudios de Estabilidad de Medicamentos exigidas bajo la resolucién ministerial N°
0909 del 7 de diciembre de 2005 resuelve en su articulo primero la aprobacion del nuevo
Manual de Registro Sanitario que en la parte de requisitos establece en el apartado
2.5.11 los Estudios de Estabilidad siendo una parte de las Buenas Practicas de
Manufactura como una actividad necesaria para asegurar la salud publica debido a los
problemas de inestabilidad de los medicamentos y asegurara a través de la vida util, la

fecha de vencimiento y condiciones de almacenamiento

2. Planteamiento del Problema

Tras el desarrollo de un método analitico por cromatografia liquida de alta
resolucién, se podran fijar las condiciones cromatograficas como pH,fase mdvil, fase
estacionaria, flujo, concentracion de andlisis y longitud de onda para cuantificar el &cido
acetilsalicilico sometido a variar condiciones de estrés como temperatura, hidroélisis

acida, hidrolisis basica, oxidacién, termolisis
2.1 Pregunta de Investigacion

¢El método analitico indicador de estabilidad desarrollado tendra la capacidad de
identificar y cuantificar de manera inequivoca al Acido Acetilsalicilico y su producto de

degradacion el acido salicilico en presencia de matriz de la tableta en analisis por

Cromatografia Liquida de Alta Resolucion?
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3. Objetivo General

Desarrollar y validar un método analitico indicador de estabilidad utilizando el disefio
experimental de Plackett and Burman para la cuantificacion de acido acetilsalicilico y su

producto de degradacidn el acido salicilico en tabletas

3.1 Objetivos Especificos
3.1.1 Desarrollo de la metodologia Analitica

Aplicar el disefio experimental de Plackett and Burman y las variaciones de condiciones

cromatograficas estableciendo los niveles positivos (+) y negativos (-)

3.1.2 Degradacion forzada del Acido Acetilsalicilico

Someter soluciones de Acido Acetilsalicilico a condiciones forzadas como temperatura,

hidrolisis acida, hidrolisis basica, oxidacion, termolisis (estrés)
3.1.3 Ensayos de validacién del método analitico

Determinar los parametros de validacion como ser Especificidad, linealidad, precisién y

exactitud y limite de deteccion y limite de cuantificacion a traves de andlisis estadistico

3.1.4 Desafio del método con Medicamentos comercializados en el mercado local

Valorar tres marcas de tabletas de Acido Acetilsalicilico que estén entre 90% y 110% de
la formula declarada una marca de 500mg/tab sin recubierta, la segunda de 100mg/tab
sin recubiertas y la ultima de 100mg/tab sin recubierta del mercado para establecer con
el método analitico validado que cumplan con el limite de &cido salicilico y contenido de

acido acetilsalicilico
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4. Hipdtesis

4.1 Hipdtesis Afirmativa (H1)

La metodologia analitica desarrollada y validada para el andlisis, separara con

una resolucion cromatografica mayor a 2 al acido acetilsalicilico y a su producto de

degradacién el &cido salicilico

4.2 Hipotesis Nula (Ho)

La metodologia analitica desarrollada y validad para el analisis no separara con

una resolucion cromatografica mayor a 2 al acido acetilsalicilico y a su producto de

degradacion el acido salicilico

5. Conceptualizacion de las Variables

Conceptualizacion de las Variables

Variable Independiente

Definicion operacional

Condiciones cromatograficas del

método analitico indicador de

estabilidad desarrollado

Cada una de los componentes de una metodologia
por cromatografia como ser: pH de la fase mavil,
flujo, concentracion del buffer, longitud de onda,
tipo de columna cromatografica, diluyente,

composicion de la fase mavil

Variable Dependiente

Definicién operacional

del
acido acetilsalicilico y su producto

Resolucion  cromatografica

de degradacidn el acido salicilico

La resolucion es una medida cuantitativa de la
separacion cromatografica que tiene que ser

mayor a 2 en el andlisis por cromatografia liquida

Fuente: Propia
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6. Operacionalizacion de las Variables

Variable Definicion Dimensiones Instrumento | Unidad de | Observacion
Operacional Medida
pH de la fase | Potencial de | Acido de 2-5 pHmetro Potencial ~ de | Critico
movil hidrogenion Hidrogenion
Acido de 5-7
Flujo Cantidad en mL | Flujpde2a3 Bomba mL/min Medio
de fase Cuaternaria
movil/minuto
Concentracion Concentracion De 15a30 mM | Balanza mM Critico
del Buffer molar del buffer
Longitud de | Zona del rango | 236 nm y 280 | Detector nm Critico
onda electromagnetico | nm Ultravioleta
que mide la
cantidad de
energia absorbida
por las moléculas
Columna Fase estacionaria | Octadecilsilano | Nominal Nominal Critico
Cromatografica | donde fluye la |y fenil
fase movil que
contiene las
moléculas en
analisis
Diluyente Solvente en que | Acetonitrilo Probeta Proporcion Critico
se disuelven las | (50%)y
moléculas Buffer(50%)
Fase Movil Mezcla de | Acetonitrilo Bomba Proporcién Critico
solventes que | (50%)y cuaternaria
arrastran las | Buffer(50%)
moléculas en
analisis a través
de la fase
estacionaria
Resolucion Medida Mayor a 2 Software de | Unidades Critico
Cromatografica | cuantitativa de la HPLC adimensionales

separaciéon entre
picos en un
cromatograma

Fuente: Propia
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DESARROLLO Y VALIDACION DE UN METODO ANALITICO INDICADOR DE
ESTABILIDAD PARA EL ANALISIS DE ACIDO ACETIL SALICILICO EN
TABLETAS POR HPLC

CAPITULO IV

DISENO
METODOLOGICO
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1. Disefio Metodoldgico

Se tiene el siguiente Disefio metodoldgico

Tabla 14. Caracterizacion del Disefio

VARIABLE

CARACTERISTICA DEL ESTUDIO

Segun la

prospeccion

Concurrente-prospectiva

Se determinara el grado de estabilidad del Acido Acetilsalicilico y se
evaluara los resultados para la toma de decisiones (concurrente)

Se evaluaran los resultados de validacion para establecer el cumplimiento

de los pardmetros de validacion

Segun el corte en el

Longitudinal

tiempo Se realizara el estudio en un espacio de tiempo delimitado ( un inicio y
un final)
Segun la Cuali-cuantitativa

cuantificacion de la

Las variables a evaluar son de tipo cuali-cuantitativas debido a que

variable algunas son subjetivas (dificiles de medir) y cuantitativas (que hay una
magnitud de medicion)
Segun la Correlativa-explicativa

profundidad

Ya que la correlacién entre variables como concentracion y respuesta
analitica determinara la valides del método y explicativa porque si resulta
exitosa se generara un método nuevo alternativo para el anlisis del
Acido Acetilsalicilico y su producto de degradacion mas importante el

Acido Salicilico

Fuente: (Bernal, 2010)
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Esquema 1. Esquema del Desarrollo del método analitico indicador de estabilidad

Desarrollo del método analitico
indicador de estabilidad

Establecer el disefio
experimental para obtener las
condiciones cromatografica
optimas después de un
tratamiento estadistico

estrescomo

Someter soluciones de Acido
Acetilsalicilico a condiciones de
temperatura,
hidrolisis  acida,
basica, oxidacion, termdlisis,

Validar el método analitico
realizando especificidad,

hidrolisis linealidad, exactitud y precision

Fuente: Propia

1.1 Equipos, Materiales, reactivos y sustancias de referencia

EQUIPOS MATERIALES REACTIVOS SUSTANCIAS
DE
REFERENCIA

-Cromatdgrafo Liquido de | -Kitasato -Fosfatos de -Acido Salicilico

Alta Resolucion (HPLC)
Agilent Serie 1200

-Espectrofotémetro UV-
VIS Jasco V630

-Espectrofotémetro
Infrarrojo (IR) Jasco 1200
con transformadas de

Fourier

-Matraces aforados
de 10 mL, 25 mL.
1000 mL

-Pipetas
Volumeétricas de
1,2,5mL

Sodio p.a.
-Acido
Fosforico p.a.

-Acetonitrilo
HPLC

-Agua

Ultrapurificada

-Acido

acetilsalicilico

49




-Estufa de Incubacién
BINDER

-Bomba de Vacio Elicom
-Balanza Analitica AND

-Ultrapurificador de agua
Merck Mily-Q

1.2 Desarrollo de la metodologia Analitica

Mediante el disefio experimental de Plackett and Burman y las variaciones de

condiciones cromatograficas establecer los niveles positivos (+) y negativos (-)

Se propusieron las condiciones cromatograficas después del estudio del Acido

Acetilsalicilico y su producto de degradacion el Acido Salicilico

1.3 Eleccion del pH de la Fase Movil

Se utiliz6 la formula de pH para determinar el pH en el cual el Acido Acetilsalicilico y
su producto de degradacion el Acido Salicilico estan en su forma no disociada (asociada)

para lograr picos simétricos en el cromatograma
Formula 8. Formula de Henderson Hasellbach para soluciones amortiguadoras

H = Pka + log &
p = a OgCa

Fuente: (Quattrocchi, Andrizzi, & Laba, 1992)

[

H =35+ log e
P = 22 T 050y,

Del célculo resulta un pH de 1,5 para que un 99% de las moléculas inyectadas estén en
su forma no disociada y 1% en su forma asociada
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Ya que se recomienda que el pH de operacion en las columnas cromatogréficas sea entre
2y 7 las columnas se eligieron los pH de 3y 2,04 para el disefio experimental

Teniendo la siguiente proporcion de moléculas no asociadas y asociadas para el pH
promedio de 2,5 como se muestra a continuacion:
Cs Cs Cs 01 Cs 91%
- = -

— — 1QpPH-DPKa —— = 1025735 N R
ca_ 0 ~ e 10 Ca 1 Ca_ 909%

Se observa que en promedio un 9,1% de las moléculas estara disociado (pudiendo causar
asimetria en los picos cromatograficos) y un 90,9% esta asociada (favoreciendo a la
obtencion posible de picos cromatograficos simétricos) para el disefio experimental se

ensayara a pH=3 y pH=2,04
1.4 Eleccion del Flujo de la Fase Movil del Sistema Cromatografico

Debido a que se estad utilizando columnas cromatograficas monomericas para
HPLC se debe tener un flujo que produzca una presion de aproximadamente 200 bar
dado que los equipos de HPLC tienen bombas cuaternarias que generan una presion
entre 0 y 400 bar
Formula 9. Formula Para calcular la presion de una columna cromatografica

_21fL
~ dp2D?

Fuente: (Quattrocchi, Andrizzi, & Laba, 1992)

Donde “P” es la presion medida en atmdsferas que se obtiene con agua a un caudal de 1
mL/min(l), “f” es un factor que vale 1000 para columnas de acero, “L” es la longitud de
la columna medida en cm, “dp” es el tamano de las particulas expresada en pm y “D” es

el didametro interno de la columna medido en mm.
Equivalencia 1 atm=1,01325 Bar

P=90 Bar= 88,82 atm, I=1mL/min, f=1000, L=15 cm, dp=5 um, D=4,6 mm
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Se calculo la presion de la siguiente manera

p— 2 % 88,82atm * 100 * 15cm

5um?24,6mm? P =56 atm = 57bar

Despejando de la formula el flujo (1) se tiene para obtener una presién de 150 bar se
tiene un flujo de 2,6mL/min. Para el disefio experimental se utilizara 3mL/min y
2mL/min)

1.5 Eleccién de la Concentracion del Buffer

Para poder tener Acido Acetilsalicilico y su producto de degradacion el Acido
Salicilico en su forma no disociada se necesita una concentracion de Buffer mayor a la
concentracion de andlisis de estas moléculas

Que para el Acido Acetilsalicilico resulta:

0,5mg 1mmol

-~ X 180myg = 2,78 mM Acido Acetilsalicilico

C(mM) =

Y para el Acido Salicilico resulta:

0,1mg 1mmol
mL " 138mg

c(mM) = = 0,72 mM Acido Salicilico

Se eligié un buffer de Fosfato monobasico de sodio (un electrolito débil)
NaH2PO4 a una concentracion 10 veces mas grandes para evitar el fendémeno de “Le
chatellier” ajustado con un acido a concentraciones de 15mM y 30 mM.

1.6 Eleccion de la longitud de Onda

Se disolvio el Acido Acetilsalicilico y su producto de degradacion el Acido
Salicilico en Etanol (96%) para obtener soluciones separadas de 30 pg/mL y se realizd
los barridos espectrales de 200 a 400 nm opera obtener las longitudes de ondas de mayor

absorcion y tener la tentativa de los puntos isosbesticos de las moléculas
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Grafico 4. Barrido Espectral del Acido Acetilsalicilico
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Gréfico 5. Barrido Espectral del Acido Salicilico
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Grafico 6. Superposicion de los Barridos espectrales de Acido Acetilsalicilico y su
producto de degradacién el Acido Salicilico
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Fuente. Propia

Se elegido las longitudes de onda de los puntos isosbesticos de a 280 nm y 236
nm en la que los dos moléculas inyectados en HPLC tendrian mayores respuestas
analiticas y aqui se demuestra que el detector seria un detector de longitud de onda
variable-ultravioleta (WDL-UV)

1.6 Eleccidén de la Columna

Como se vio en el fundamento tedrico las columnas en fase reversa son las méas
adecuadas para analizar moléculas de un peso molecular menor de 2000g/mol que tenga
ligera solubilidad en agua y elevada solubilidad en solventes organicos (metanol) y
ademas disociables. Por lo que se ha eligido una Columna con base de silice unida una
cadena hidrocarbonada de 18 atomos de carbono (C18-Octadecilsilano) L1 segin USP y

una Columna con base de silice unida a grupos Fenil Hexcil (Fenilo) L11 segun USP.
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1.7 Eleccion del Diluyente

Ya que se demostré que las moléculas se mantienen asociadas en pHs &cidos y
ademas son solubles en solventes organicos se eligio las siguientes diluyente:
Buff(50%):ACN (50%) y Buff(100%) y es preferente que sean similares a la FM para
evitar sefiales ruidosas

1.7 Eleccidn de la Fase movil

Como se vio en el fundamento tedrico existen solventes donadores/aceptores de
protones (Metanol) y solventes con momento dipolar (Acetonitrilo) por lo que se eligio
la siguientes condiciones de fases moviles: Buffer (50%): ACN (50%) y Buffer (75%):
ACN (30%)

1.8 Robustez-Matriz del Disefio Experimental

Por los puntos anteriormente expuestos se tiene la siguiente Matriz del Disefio
Experimental

Tabla 15. Matriz del Disefio Experimental Plackett and Burman

FACTORES | CODIGO NIVEL(+) NIVEL(-)
pH A 3 2,04
Flujo B 3mL/min 2mL/min
(Buffer) C 30mM 15mM
A D 280nm 236nm
Columna E FenilHexil (L11) C18 (L1)
Diluyente F Buff(50%):ACN (50%) Buff(100%)
Fase Movil G Buffer (50%): ACN (50%) | Buffer (75%): ACN (30%)

Fuente. Propia

2. Degradacion Forzada del Acido Acetilsalicilico

Tras la revision bibliografica se tiene que el Acido Acetilsalicilico tiene una

energia de activacion de 12500 cal/mol (Bogdan Tipa, Adriana Fulias, Eleonora Marian, Dumitru Tipa, 2009)

Segun la férmula de luis Svant Arrhenius la temperatura para hidrolizar a esta

molecula durante 0,5 horas (media hora) seria:
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Formula 10. Calculo de temperaturas y contantes de velocidad de degradacion

] k2 Eax(T2-T1)
Ml T TR«T1+T2

Segin Connors en “Chemical Stability of Pharmacceuticals” el ti, del Acido
Acetilsalicilico es de 52 horas a 25°C por lo que la constante de degradacion a esta
temperatura seria de K=0,01332h! y un tgo del=7,9 h a 25°C se obtiene la K2=0,21 h*

Entonces la temperatura que se necesitaria para degradar en 0,5 horas un 10% del

Acido Acetilsalicilico seria:

T2 Fa
= E K2
R*(— —InX)

R*T1 K1

Remplazando datos:
12500cal /mol .
T2 = — ToE00cal/mol 031 - T2 =342,78K = 69,78°C
1,987 7 * mol x 1,987cal - 0 01332)
T/mol*298K )

Por lo que se sometieron las soluciones a 70°C segun el siguiente esquema:
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Esquema 2. De la degradacion forzada del Acido Acetilsalicilico

25 mg de Acido Salicilico

125mg de Acido Acetilsalicilico y

e

Matraz Volumétrico de 25 mL

Solvente y Diluyente Buffer:ACN (50:50)

\

VOLUMEN DE LAS ALICUOTAS

1ml 1ml 1ml 1ml 1ml 1ml
VOLUMEN DE LOS MATRACES VOLUMETRICOS
10mL 10 mL 10 mL 10 mL 10 mL 10 mL
(ACN- (ACN- (ACN- (ACN- (ACN- (ACN-
Buffer)50:50 | Buffer)50:50 | Buffer)50:50 | Buffer)50:50 | Buffer)50:50 | Buffer)50:50

condiciones y temperaturas.

Fuente: Propia
Se sometieron soluciones de 0,5 mg/mL de Acido Acetilsalicilico a las siguientes

Condicion Temperatura
HCLO,1N 70°C
NaOH 0,1N 70°C
H20> 70°C
Agua Destilada 70°C
Luz 25°C
Condiciones Normales 25°C

Registrandose los siguientes cromatogramas:
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2.1 Hidrdlisis Acida

Grafico 7. Hidrolisis Acida del Acido Acetilsalicilico

Column Description

Eclipse XDB-C18
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2.2 Hidrdlisis Alcalina

Fuente: Propia

Grafico 8. Hidrolisis Alcalina del Acido Acetilsalicilico

Column Description
Product#

Serial #

Diameter

Particle size
Maximum Pressure
Maximum Termperature:

Eclipse XDB-C18

993967-902 Batch#: BO0911l6
USKHO58287

4.6 mm Length 150.0 mm
5.0 pm Void volume 60.0 %
600 bar Maximum pH : 9

60 °C

Cormrent :
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Fuente: Propia
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2.3 Oxidacion
Grafico 9. Oxidacion del del Acido Acetilsalicilico

Column Description : Eclipse XDB-C18

Product# : 993967-902 Batch#: B09116
Serial# : USKH058287

Diameter : 4.6 mm Length : 150.0 mm
Particle size : 5.0 pm Void volume : 60.0 %
Maximum Pressure : 600 bar Maximum pH : 9
Maximum Temperature: 60 °C

Comment
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Fuente: Propia
2.4 Termolisis

Grafico 10. Termolisis del Acido Acetilsalicilico

Column Description : Eclipse XDB-C18
Productif : 993967-902 Batch#: BO09116
Seriald : USKH058287
Diameter 4.6 mm Length : 150.0 mm
Particle size 5.0 pm Void volume : 60.0 %
Maximum Pressure : 600 bar Maximum pH : 9
Maximum Temperature: 60 °C
Comment :
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Fuente: Propia
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2.5 Condiciones Normales

Grafico 11. Cromatograma en Condiciones Normales

Column Description @

Eclipse XDB-C18
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Particle size 5.0 pm Void volume : 60.0 %
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Fuente: Propia

3. Validacion del Método Analitico

Para realizar la Validacion del Método Analitico se sigui6 las directrices del

Informe 40 de la OMS, anexo 4, apéndice 4 y el capitulo general <1225> de la

Farmacopea de los Estados Unidos (USP) segun la siguiente metodologia.

3.1 Determinacion de la Especificidad

Para la especificidad se someti6 al analisis de Soluciones Estandar y soluciones

“Estandar+ Matriz” con excipientes como ser almidon y croscaramelosa sodica
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Esquema 3. Ensayo de Especificidad del Método Analitico “Estandares Solos”

125mg de Acido Acetilsalicilico y 25 mg
de Acido Salicilico + 100 mg de matriz

4//

Matraz Volumétrico de 25 mL

Solvente y Diluyente
Buffer:ACN (50:50)

\

VOLUMEN DE LAS ALICUOTAS

1ml 1 ml 1ml 1 ml 1ml 1 ml
VOLUMEN DE LOS MATRACES VOLUMETRICOS
10mL 10mL 10mL 10mL 10mL 10mL
(ACN- (ACN- (ACN- (ACN- (ACN- (ACN-
Buffer)50:50 | Buffer)50:50 | Buffer)50:50 | Buffer)50:50 | Buffer)50:50 | Buffer)50:50
Fuente: Propia

Para la realizacion de la matriz se obtuvo del mercado y de informacion

Bibliografica los excipientes utilizados para la fabricacion de Comprimidos: almidon de

maiz, celulosa microcristalina y croscaramelosa sodica. Cada 100 mg de Acido

Acetilsalicilico van acompafiados de 20 mg de excipientes

Para desafiar el método se puso 100 mg de matriz (50% celulosa microcristalina

y 50% croscaramelosa sodica) a cada 100 mg de Acido Acetilsalicilico
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Esquema 4. Ensayo de Especificidad del Método Analitico “Estandares + Matriz”

125mg de Acido Acetilsalicilico y 25 mg Matraz Volumétrico de 25 mL
de Acido Salicilico + 100 mg de matriz Solvente y Diluyente

Buffer:ACN (50:50)

4//\

VOLUMEN DE LAS ALICUOTAS

1ml 1ml 1ml 1ml 1ml Iml
VOLUMEN DE LOS MATRACES VOLUMETRICOS
10mL 10mL 10mL 10mL 10mL 10mL
(ACN- (ACN- (ACN- (ACN- (ACN- (ACN-
Buffer)50:50 | Buffer)50:50 | Buffer)50:50 | Buffer)50:50 | Buffer)50:50 | Buffer)50:50

Fuente: Propia

3.2 Determinacion de la Linealidad e intervalo

Se determind el parametro de Linealidad e Intervalo con soluciones de 80%,
90%, 100%, 110% y 120 % de las concentraciones de analisis del Acido Acetilsalicilico
y su producto de degradacion el Acido Salicilico

Para tal proposito se preparado una solucion de Acido Acetilsalicilico y su
producto de degradacion el Acido Salicilico como se muestra a continuacion:

o 125mg Acido Acetilsalicilico y 25mgAcido Salicilico X

25mL *TomL
mg mg
= 05-—2y01—2
mL Y mL

Entonces 0,5 mg/mL y 0,1 mg/mL son las concentraciones de analisis para el
Acido Acetilsalicilico y su producto de degradacion el Acido Salicilico respectivamente
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Esquema 5. Determinacion de Linealidad e Intervalo

125mg de Acido Acetilsalicilico y Matraz Volumétrico de 25 mL
25 mg de Acido Salicilico Solvente y Diluyente
Buffer:ACN (50:50)

VOLUMEN DE LAS ALICUOTAS

0,8 ml 0,9 ml 1,0 ml 1,1 ml 1,2 ml

VOLUMEN DE LOS MATRACES VOLUMETRICOS

10mL 10mL 10mL 10mL 10mL
(ACN- (ACN- (ACN-Buffer)50:50 (ACN- (ACN-Buffer)50:50
Buffer)50:50 Buffer)50:50 Buffer)50:50

Fuente: Propia

3.3 Determinacion de la Precisién

Se determind la repetibilidad instrumental, repetibilidad del método y precision
intermedia en tres dias diferentes con la participacion de 2 analistas. No se realizo la

reproducibilidad
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Esquema 6. Determinacion de la precision del Método Analitico

Precision

| | |
- Precision o
Repetibilidad Reproducibilidad

Repetibilidad
Instrumental

Repetibilidad del
Método

Fuente: Propia

3.3.1 Repetibilidad Instrumental

Se realizd la inyectando al HPLC de seis veces la misma solucion que contiene
las moléculas de interés y se obtiene el coeficiente de variaciéon tanto de la respuesta

analitica (area) y el tiempo de retencion (minutos)

3.3.2 Repetibilidad del método

Se realizo la inyeccion al HPLC de nueve veces de soluciones que contiene las
moléculas de interés (en tres diferentes niveles de concentracion, 3 por cada nivel para
completar las 9) y se obtiene el coeficiente de variacion de la relacién de las respuesta
analitica/concentracion

3.3.3 Precision Intermedia

Se realizo el analisis de la variabilidad de las repuestas analiticas en tres dias de

analisis, dos analistas y tres replicas por analista
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Tabla 16. Determinacion de la Precision Intermedia

ANALISTA DIA 1 DIA 2 DIA3
ANALISIS 1 ANALISIS 1 ANALISIS 1
ANALISTA X ANALISIS 2 ANALISIS 2 ANALISIS 2
ANALISIS 3 ANALISIS 3 ANALISIS 3

CV% CV% CV% CV%
ANALISIS 1 ANALISIS 1 ANALISIS 1
ANALISTA'Y ANALISIS 2 ANALISIS 2 ANALISIS 2
ANALISIS 3 ANALISIS 3 ANALISIS 3

CV% CV% CV% CV%

CV %

(PRECISION INTERMEDIA)

Coeficiente de variacién Total

Fuente: Propia

3.4 Determinacioén de la Exactitud

Se prepararon soluciones con tres niveles de concentracion al 80%, 100% vy

120% de la concentracion de analisis para la determinacion de la exactitud

Luego se estimd a cada nivel la recuperacion nominal de las soluciones

inyectadas al HPLC

Se determind el porcentaje de recuperacion media con el cual se aplica la prueba

de “t” de Student para demostrar la exactitud del método en tres niveles de

concentracion equivalentes a 80%, 100% y 120% de la concentracion media.

Contrastando con un valor critico Bilateral al 95% de nivel de confianza
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Esquema 7. Determinacion de la Exactitud

125mg de Acido Acetilsalicilico y Matraz Volumetrlco de 25 mL
- - Solvente y Diluyente Buffer: ACN
25 mg de Acido Salicilico (50:50)

Volumen de las alicuotas (mL)

0,8mL | 1,0mL | 1,2mL
VOLUMENES FINALES DE LOS MATRACES VOLUMETRICOS
10mL 10mL 10mL
(ACN-Buffer)50:50 (ACN-Buffer)50:50 (ACN-Buffer)50:50

Fuente: Propia

3.5 Determinacion del Limite de Deteccion y Limite de Cuantificacion

Para la determinacion del limite de deteccion y Limite de Cuantificaciéon se
prepard soluciones de 0,05mg/mL (10%), 0,15mg/mL (30%) y 0,2mg/mL (40%) del
Acido Acetilsalicilico y de 0,01mg/mL (10%), 0,03mg/mL (30%) y 0,04mg/mL (40%)
del Acido Salicilico

Se realiz6 la inyeccion en el HPLC por triplicado para determinar la respuesta en
la base linea y la desviacion estandar en la base linea de la misma manera que se explica

en el “Esquema 8”
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Esquema 8. Determinacion del Limite de Deteccion y Limite de Cuantificacion

125mg de Acido Acetilsalicilico y
25 mg de Acido Salicilico

Matraz Volumétrico de 25 mL Solvente
y Diluyente Buffer:ACN (50:50)

VOLUMEN DE LAS ALICUOTAS(mL)

0,1mL | 03mL | 0,4 mL
VOLUMENES DE LOS MATRACES VOLUMETRICOS FINALES
10mL 10mL 10mL
(ACN-Buffer)50:50 (ACN-Buffer)50:50 (ACN-Buffer)50:50

Fuente: Propia

4. Desafio del Método Analitico Indicador de estabilidad

Se analizé 3 marcas del mercado para establecer si cumplen especificaciones

farmacopéicas de la valoracion del Acido Acetilsalicilico y su producto de degradacion

el Acido Salicilico con tres marcas del mercado nacional la primera tabletas de 500 mg

sin recubierta codificada como marca “A”, la segunda tabletas de 100 mg sin recubierta

codificada como marca “B” y la tercera tabletas de 100mg sin recubierta codificada

como marca “C”.
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DESARROLLO Y VALIDACION DE UN METODO ANALITICO INDICADOR DE
ESTABILIDAD PARA EL ANALISIS DE ACIDO ACETIL SALICILICO EN
TABLETAS POR HPLC

CAPITULO V
RESULTADOS
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1. Resultados
1.1 Desarrollo de la metodologia Analitica

Se tiene la siguiente matriz del Disefio Experimental de Plackett and Burman
donde se eligieron 7 factores cromatograficos (codificados del “A” a la “G” en sus

niveles positivos y negativos)

Tabla 17. Matriz del Disefio Experimental

3 2,04
3mL/min 2mL/min
30mM 15mM
280nm 236nm
FenilHexil (L11) C18 (L1)
Buffer (50%):ACN (50%) Buffer (100%)
Buffer (50%): ACN (50%) | Buffer (75%): ACN (30%)

Fuente. Propia

Después de determinada la matriz del disefio experimental se procedio a la

configuracion del Disefio como se muestra a continuacion:

Tabla 18. Disefio Experimental de Plackett-Burman para desarrollo y Robustez del
Método

Fuente. Propia
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Donde la respuesta a medir fue la resolucion, asimetria del Acido Acetilsalicilico

y su producto de degradacion el Acido Salicilico

Para lo cual se determind la composicion de cada experimento como se muestra a

continuacién

Tabla 19. Composicién de cada uno de los 8 experimentos del Disefio Experimental

EX
P A B C D E F G
pH de la )
fase Flujo de la | Concentracién Longitud Proporcion de la Fase
mévil | Fase Mévil | del Buffer | deOnda | Columna Diluyente Movil
1 | pH=3 | F=2mL/min 30mM A=280nm | C18 |Buf(50%):ACN(50%) | Buf(50%):ACN(50%)
pH de la )
fase Flujo de la | Concentracion | Longitud Proporcion de la Fase
moévil | Fase Mévil | del Buffer de Onda | Columna Diluyente Movil
2 pH=3 | F=3mL/min 15mM A=280nm | Fenil Buffer Buf(75%):ACN(25%)
pH de la )
fase Flujo de la | Concentracion Longitud Proporcién de la Fase
mévil | Fase Mévil | del Buffer | de Onda | Columna Diluyente Movil
3 | pH=2,04 | F=3mL/min 30mM A=236nm | Fenil |Buf(50%):ACN(50%) | Buf(50%):ACN(50%)
pH de la )
fase Flujo de la | Concentracion Longitud Proporcién de la Fase
movil | Fase Mévil | del Buffer de Onda | Columna Diluyente Moévil
4 | pH=2,04 | F=2mL/min 15mM A =280nm C18 Buf(50%):ACN(50%) | Buf(50%):ACN(50%)
pH de la )
fase Flujo de la | Concentracion | Longitud Proporcion de la Fase
mévil | Fase Movil | del Buffer | deOnda | Columna Diluyente Movil
5 pH=3 | F=2mL/min 15mM A=280nm | Fenil Buffer Buf(50%):ACN(50%)
pH de la )
fase Flujo de la | Concentracion Longitud Proporcién de la Fase
movil | Fase Mévil | del Buffer de Onda | Columna Diluyente Moévil
6 pH=3 | F=3mL/min 15mM A=236nm | Fenil Buffer Buf(75%):ACN(25%)
pH de la )
fase Flujo de la | Concentracion | Longitud Proporcion de la Fase
mévil | Fase Movil | del Buffer | deOnda | Columna Diluyente Movil
7 | pH=2,04 | F=3mL/min 30mM A=236nm | C18 |Buf(50%):ACN(50%) | Buf(50%):ACN(50%)
pH de la )
fase Flujo de la | Concentracién Longitud Proporcion de la Fase
moévil | Fase Mévil | del Buffer de Onda | Columna Diluyente Movil
8 | pH=2,04 | F=2mL/min 15mM A =236nm C18 Buffer Buf(75%):ACN(25%)

Fuente. Propia
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Se realizé la inyeccién en el HPLC, con un volumen de inyeccion de 20 uL de
los 8 experimentos de manera individual y se registraron los parametros cromatograficos
como ser: Factor de Capacidad (k’), Resolucion (R), Asimetria(As) y Numero de Platos
Tedricos (N) para evaluar la calidad de separacidn cromatografica

Formula 3 Factor de Capacidad expresado en moles

i = N°de Moles en la Fase Estacionaria
B N°de Moles en la Fase Movil

Formula 4 Factor de Capacidad expresado en tiempos de retencién

tn —to

K =
to

Formula 7. Resolucion Cromatogréafica
_2-t1
%(WZ +wl)

Formula 10. Célculo de Factor de Asimetria
As5% =2 As10% =2
a a

Formula 11. NUmero de Platos Tedricos

tn

N = (——)*

wtan
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1.1.1 Resultados de Experimento 1

Se prepararon las condiciones cromatograficas de acuerdo al experimento 1

descrito en la “Tabla 18”

VWD1 A, Wavelength=280 nm (180502 ESTABILIDAD DISENO EXPERIMENTALEXPERIMENTO 1
nAU 3 ?
2504
- ;
1503
100
50 §
0 2, | .
L L) I L I T I L T l L L) I L I L L L) T I L) I L L) I L L)
0 1 2 3 < 5 mrn

Multiplier: - 1.0000
Dilution: : 1.0000
Use Multiplier & Dilution Factor with ISIDs

Signal 1: VWDl A, Wavelength=280 nm

RetTime k' Area Height Symm. Width Plates Resol Select
[min] mMAU *s [mAU ] (min] ution ivity
------- e B Bt e D B B ey
0.666 - 18.73102 3.77262 0.72 0.0712 4€ - -
1.109 0.48 1248.59143 292.12863 0.73 0.0859 923 3.31 -

1.203 0.6l 1279.64063 179.53078 0.35 0.0890 1012 0.63 1.2¢

Fuente. Propia



1.1.2 Resultados de Experimento 2

Se prepararon las condiciones cromatograficas de acuerdo al experimento 2

descrito en la “Tabla 18”

VWD1 A, Wavelength=280 nm (190502 ESTABILIDAD DISENO EXPERIMENTAL\EXPERIMENTO 2|
mAU -
100
7 @
h o~
60
40
20 =
] s
1 o
0 VAN ’
j I I Y 1 ®
0 1 2 3 m
Area Percent Report with Performance
Multiplier: 1.0000
Dilution: 1.0000

Use Multiplier & Dilution Factor with ISTDs

Signal 1: VWDl A, Wavelength=280 nm

RetTime k' Area Height
[min) MAU ks [mAU ]

------- el foaren e [ood e e
0.471 = 26.77829 5.63634
1.815 2.64 884.78320 111.82800
2.018 3.05 736.28699 65.831¢91

Symm. Width Plates Resol Select

[min] ution ivity

e |Gl i e fadabrin et e tole
D.6e6 0.0709 244 = =
0.61 1272 1128 7.97 -

0.41 1576 908 0.84 1,15

Fuente. Propia
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1.1.3 Resultados de Experimento 3

Se prepararon las condiciones cromatograficas de acuerdo al experimento 3

descrito en la “Tabla 18”

VWD1 A, Wavelength=236 nm (190502 ESTABILIDAD DISENO EXPERIMENTAL\EXPERIMENTO 3
mAU ] -]
1000 f
800
600-]
w0
200 2
04 i
N ! I 1
0 2 4 6 m
Area Percent Report with Performance
Multiplier: 1.0000
Dilution: 1.0000
Use Multiplier & Dilution Factor with ISTDs
Signal 1: VWDl A, Wavelength=23¢ nm
RetTime k' rea Height Symm. Width Plates Resol Select
[min] mAU *s3 [mAU ] [min] ution ivity
------- |m=mesn|mamememeea| mesresssns | nesne | seseses] seesene] smeme fomem——"
0.451 = 25.58913 7.26157 0.80 0.0529 403 - =
0.553 0.11  20.79165 4.51434 0.54 0.0e59 390 1.01 =
0.755 0.51 ©535.24023 1166.03186 0.49 0.0809 483 1.62 4.70
1.009 1.02 270.00125 29.04775 0.27 0.1279 345 1.43 1.99
4,091 7.21 1.32632e4 50.8628¢ 0.38 4.5913 4 0.77 7.03

Fuente. Propia
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1.1.4 Resultados de Experimento 4

Se prepararon las condiciones cromatograficas de acuerdo al experimento 4

descrito en la “Tabla 18”

YWD A, Wavelength=280 nm (190502 ESTABILIDAD DISENC EXPERIMENTALEXPERIMENTC 4
mAl 3 =

500 |'
400 — ||
o |
200 —
1003 3 IR
] @ || ] \

s

U: L T L T

Lrea Percent Report with Performance

Multiplier: : 1.0000
Dilutiom: : 1.0000

Use Multiplier & Dilution Factor with ISTDs

Signal 1: VWDl A, Wavelength=280 nm

RetTime k' Area Height Symm. Width  Plates Resol Select
[min] mAl - [mAT ] [mim] ution iwvity
————————————— || | | e e e
0.664 - £9.45210 23.47382 0.83 0.0437 1275 - -
1.087 0.45 1937.33215 &01.79631 0.85 0.0488 2631 35.31 -

1.183 0.58 1031.86462 277.43537¢ 0.79% 0.0558 2491 1.08 1.28

Fuente. Propia
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1.1.5 Resultados de Experimento 5

Se prepararon las condiciones cromatograficas de acuerdo al experimento 5 descrito en
la “Tabla 18”

YWD A, Wavelength=280 nm (190502 ESTABILIDAD DISENG EXPERIMENTALEXPERIMENTO 5
mAl =
;
200 |
150 _: | =
] | &
100 "
] o | I' | I|
E g3 | Y\
3 == 1 ANy
o =g I
4 e e, N
] T T T ; T ;
] 1 2 3 4 m iy
Area Percent Report with Performance
Multiplier: : 1.0000
Dilution: : 1.0000
Use Multiplier & Dilution Factor with ISTDs
Signal 1: VWDl A, Wavelength=280 nm
RetTime k' Lrea Height  Symm. Width  Plates Resol Select
[min mal o= [z ] [min uticn ivity
------------- | === | | e e | e -
0.e60 - 37.5347¢ 4.0e8%0 0.49 - - - -
0.823 0.10 52.739351 3.72251 0.17 - - - -
1.139  0.52 1e53.16040 292.38000 0.47 0.07e3 1235 - 3.2
1.344 0.80 B8B86.e4B832 108.8e32T7 0.37 0.0874 1312 1.48 1.5

Fuente. Propia
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1.1.6 Resultados de Experimento 6

Se prepararon las condiciones cromatograficas de acuerdo al experimento 6 descrito en
la “Tabla 18~

VWD1 A, Wavelength=236 nm (190502 ESTABILIDAD DISENO EXPERIMENTAL\EXPERIMENTO €
mAU ]

400

g8 8
1 1
$0.475
0.701
N T Se=2042

0 S .
T T L N R R A R R R L
3 < 5 6 m 1
RArea Percent Report with Performance
Multiplier: : 1.0000
Dilution: : 1.0000
Use Multiplier & Dilution Factor with ISTDs
Signal 1: VWDl A, Wavelength=23¢ nm
RetTime k' Area Height Symm. Width Plates Resol Select
[min] mAU s [mAU ] [min] ution ivity
------- e e o Jittetel Bl e B Bttt
0.475 - 30.62641 €.25800 0.e0 0.0714 245 - -
0.701 0.41 le.5141e 2.12485 0.9 0.10e8 236 1.4¢ -
1.82¢ 2.66 4654.41357 5€1.4¢103 0.57 0.1310 107€¢ 5.5¢ €.54
2.042 3.10 2930.33032 252.6lel0 0.39¢ 0.1592 612 0.88 1l.1e

Fuente. Propia
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1.1.7 Resultados de Experimento 7

Se prepararon las condiciones cromatograficas de acuerdo al experimento 7 descrito en

la “Tabla 18”

VWD1 A, Wavelength=236 nm (190502 ESTABILIDAD DISENO EXPERIMENTAL\EXPERIMENTO 7]
mAU 3 ¥
1400
1200 1)
: S
1000-: S
800
600
400 5
3 (<23
200 g 5;
0 ] D~ ' .y
0 0s 1 m i
Area Percent Report with Performance
Multiplier: 1.0000
Dilution: 1.0000

Use Multiplier & Dilution Factor with ISTDs

Signal 1: VWDl A, Wavelength=23¢ nm

[min] mAU *s [mAU ]

Fuente. Propia

Plates Resol Selesct
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1.1.8 Resultados de Experimento 8

Se prepararon las condiciones cromatograficas de acuerdo al experimento 8 descrito en
la “Tabla 18”

YWD A, Wavelength=2356 nm (120502 ESTABILIDAD DISENO EXPERIMENTALEXPERIMENTO B

1200 ﬁ
1000 3 ||
500 ||
] { 5
400 n
. | | Il' I|I
200 E%E |ﬂ .
] - LD | I
03 Ege VS . AN .
T T T T T T
0 1 2 3 4 & G minf
Lrea Percent Report with Performance
Multiplier: : 1.0000
Dilutiom: : 1.0000
Use Multiplier & Dilution Factor with ISTDs
Signal 1: VWDl &, Wawvelength=23¢ nm
RetTime k' Lrea Height Symm. Width Plates Resol Select
[min mAT -] [Ty ] [min ution ivity
————————————— |- | =
0.703 - 25.3e312 3.0737¢ 0.37 0.0777 454 - -
0.859 0.15 17.88740 3.38371 0.87 - - - -
0.08493 0.33 20.214e9 2.04%80 0.54 0.1250 350 - 2.21
3.077 3.11 9%25.87108 1335.85880 0.83 0.1ll1e 4210 10.35 g.49
3.365 6.17 4353.87305 408.44%68 0.92 0.1leZe 6031 9.80 88

Fuente. Propia
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2. Analisis Estadistico del Disefio Experimental tomando como respuesta la

Asimetria del Acido Salicilico

Se utilizé la prueba de “t” de Student para determinar cudles son las condiciones
cromatograficas que influyen de manera estadisticamente significativa en la simetria del

Acido Salicilico

Tabla 20. Resultados del Disefio Experimental tomando como respuesta la Asimetria del
Acido Salicilico

-0,21

0,043056 | 0,0613
0,055956
0,24

0,0217563

0,24
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Fuente. Propia

Gréfico 12. Diagrama de Pareto del Analisis de Disefio Experimental tomando en cuenta el

Factor de Asimetria

E
B
t(95%,GL)
A

G

0,00 1,00 2,00 3,00 4,00 5,00 6,00

Gréfico

Fuente. Propia

13. Efectos de los Factores e Influencia en Nivel (+) y Nivel (-) de la simetria
del Acido Salicilico

3,00

2,00

1,00
0,00

-1,00

-2,00
-3,00

-4,00

-5,00

-6,00

Fuente. Propia
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2.1 Interpretacion de los resultados del Disefio Experimental tomando como

respuesta cromatografica el factor de Asimetria

En el “Grafico 13” se muestra que los factores B (Flujo) y E (Columna
Cromatogréafica) influyen de manera estadisticamente Significativa en la simetria del
pico del Acido Salicilico por lo que se tienen que mantener en el nivel (-) segin la
“Grafica 14”.

Por lo que el Factor B (Flujo) debe ser de 2mL/min y el factor E (Columna
Cromatogréafica) debe ser una columna C18
2.2 Andlisis Estadistico del Disefio Experimental tomando como respuesta la

Asimetria del Acido Acetilsalicilico

Se utilizo la prueba de “t” de Student para determinar cuéles son las condiciones
cromatograficas que influyen de manera estadisticamente significativa en la simetria del
Acido Acetilsalicilico

Tabla 21. Resultados del Disefio Experimental tomando como respuesta la Asimetria
del Acido Acetilsalicilico

EXP A B D E F G | RESPUESTA
1 + - + + - - + 0,84
2 + db o + qpP - = 0,61
3 - + + - ar + = 0,49
4 - - + + - + + 0,85
5 - - + + - + 0,47
6 + - - + - 0,57
7 - + I+ - - I+ + 0,81
8 : : : : - : : 0,83
E(+) 0,6225 | 0,62 | 0,7475 |0,6925| 0,535 | 0,68 |0,7425
E(-) 0,745 0,7475 0,62 0,675 | 0,8325|0,6875 | 0,625
E(+)+E() 1,4 1,4 1,4 14 | 14 | 14 | 14
E(+)-E() | -012 | -0,13 0,13 0,02 | -0,30 | -0,01 | 0,12
Ei EA EB EC ED EE EF EG
-0,12 -0,13 0,13 0,02 | -0,30 | -0,01 | 0,12
E? 0,015006 |0,0163 | 0,0162563 | 0,0003 | 0,0885 | 6E-05 | 0,0138
s2 0,021456
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S 0,15 0,15 0,15 015 | 015 | 0,15 | 0,15
EXP A B C D E F G
Ti 205 | -213 | 213 0,29 | -4,97 | -0,13 | 1,96
Ti 2,05 2,13 2,13 029 | 497 | 013 | 1,9

A 2,05 F 0,13

B 2,13 D 0,29

C 2,13 G 1,9649

D 0,29 A 2,05

E 4,97 B 2,13

F 0,13 C 2,13

G 1,96 |1(95%,GL) | 2,45

1(95%,GL) | 2,45 E 4,97

Grafico 14. Diagrama de Pareto del Anélisis de Disefio Experimental tomando en

Fuente. Propia

cuenta el Factor de Asimetria

E
t(95%,GL)
C

B

0,00

1,00

2,00

3,00

4,00

5,00

6,00

Fuente. Propia
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Grafico 15. Efectos de los Factores e Influencia en Nivel (+) y Nivel (-) de la simetria
del Acido Acetilsalicilico

3,00
2,00
1,00 —
0,00
-1,00 +—

-2,00 +—

-3,00
-4,00
-5,00
-6,00

Fuente. Propia

2.3 Interpretacion de los resultados del Disefio Experimental tomando como

respuesta cromatografica el factor de Asimetria

En el “Grafico 14” se muestra que el factor E (Columna Cromatografica) influye de
manera estadisticamente Significativa en la simetria del pico del Acido Acetilsalicilico

por lo que se tienen que mantener en el nivel (-) segln la “Grafica 15”.

Por lo que el factor E (Columna Cromatografica) debe ser una columna C18
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2.4 Analisis Estadistico del Disefio Experimental tomando como respuesta la

Resolucion del Acido Acetilsalicilico y el Acido Salicilico

Tabla 22. Resultados del Disefio Experimental tomando como respuesta la Resolucion
del Acido Acetilsalicilico y el Acido Salicilico

+ - + + - - +
+ + - + + -

- + + - + + -
- - + + - + +
+ - - + + - +
+ + - - + + -
- + + - - + +

1,0925 |1,3575 1,49 1,1425)1,1575|1,4175 | 1,5025
3,6475 [3,3825 3,25 3,5975 | 3,5825 | 3,3225 | 3,2375
4,7 4,7 4,7 4,7 4,7 4,7 4,7
-2,56 -2,03 -1,76 -2,46 | -2,43 | -191 | -1,74

-2,56 -2,03 -1,76 -2,46 | -243 | -191 | -1,74

6,528025 | 4,1006 3,629
4,61045

2,15

2,15

Fuente. Propia
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Grafico 16. Diagrama de Pareto del Analisis de Disefio Experimental tomando la
Resolucion del Acido Acetilsalicilico y el Acido Salicilico

A
D
E
t(95%,GL)
B

@D O

T T T T T

0,00 0,50 1,00 1,50 2,00 2,50 3,00 3,50

Fuente. Propia

Grafico 17. Efectos de los Factores e Influencia en Nivel (+) y Nivel (-) de la Resolucion
del Acido Acetilsalicilico y el Acido Salicilico

0,00 - T T T T T T
-0,50 -

-1,00

-1,50 -

-2,00 ~

]

-2,50

-3,00

-3,50

Fuente. Propia
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2.5 Interpretacion de los resultados del Disefio Experimental tomando como
respuesta cromatogréafica la Resolucion entre el Acido Acetilsalicilico y el Acido
Salicilico

En el “Grafico 16” se muestra que los factores A (pH), D (A-longitud de onda) y
E (Columna Cromatografica) influyen de manera estadisticamente Significativa en la
Resolucion del Acido Acetilsalicilico y el Acido Salicilico por lo que se tienen que
mantener en el nivel (-) seglin la “Grafica 17”.

Por lo que el factor A (pH de la Fase Movil) debe ser a pH=2,04

Por lo que el factor D (A-longitud de onda) debe ser a una A=236nm

Por lo que el factor E (Columna Cromatografica) debe ser una columna C18
2.6 Condiciones Cromatogréaficas del Método Analitico resultado del Analisis

Estadistico del Disefio Experimental

Tras el analisis Estadistico de los disefios experimentales en los que se tomo en cuenta
simetria 'y resolucion cromatografica se tienen las siguientes Condiciones

Cromatogréficas para proceder con la validacion del método

Tabla 23. Condiciones Cromatograficas para proceder con la validacién del método

EXP A B C D E F G
H de la Concen )
P Flujo de la | tracion | Longitud | Colu . Proporcion de la Fase
fase - Diluyente L
8 movil Fase Movil del de Onda | mna Buffer Movil
_ F=2mL/min | Buffer | A =236nm | C18 Buf(75%):ACN(25%)
A 15mM

Fuente. Propia

3. Resultado de la degradacion Forzada del Acido Acetilsalicilico

3.1 Resultado de la Hidrolisis Acida del Acido Acetilsalicilico

Se sometié una solucion de concentracion final de 0,5mg/mL de Acido

Acetilsalicilico en HCI 0,1 N en una estufa a 70°C
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Grafico 18. Hidrolisis Acida del Acido Acetilsalicilico a 70°C

VDT A, Wavelengit=236 nm (130517 ESPECIFICIDAD DEGRADACION FORZADAHDROLISIS
mAl 3 e
: T
1400 "
o |
IQDUE M .
100 | °
800 | |
1 |
500 ‘ \ | |
] |
40 ) || | A
- o - try O v M =
mi § 88 iNiEcE | 8%y |
1 ° |°Ic:|c: AR e e jon
[]_ I I I I | I I 1 I I I I |
0 % 2| l r-llrnn

Fuente. Propia

Se observa que los tiempos de retencion del Acido Acetilsalicilico 2,113 min y el
Acido Salicilico 3,387 min no cambian cromatograficamente, pero hay aparicion de
respuesta analiticas ruidosas

3.2 Resultado de la Hidrélisis Alcalina del Acido Acetilsalicilico

Se sometié una solucion de concentracion final de 0,5mg/mL de Acido
Acetilsalicilico en NaOH 0,1 N en una estufa a 70°C
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Grafico 19. Hidrolisis Alcalina del Acido Acetilsalicilico a 70°C

\WDT A Wavelength=236 nm (190517 ESPECIFICIDAD DEGRADACION FORZADAHIDROLISIS |
nAl ] @
] 0
2000 i
] '
1500 i
: a
. |
1000 B
: '.
500‘: o N N owo e 0 - @ | |
] a3 Y RT8 N8 83 | |
G e .
I I I I I I I I 1 l 1 | | | | | | | | |
0 1 2 3 4n

Fuente. Propia

Se observa que los tiempos de retencion del Acido Acetilsalicilico 2,141min y el
Acido Salicilico 3,361min no cambian cromatograficamente, hay aparicion de respuesta
analiticas ruidosas y es evidente la hidrolisis del Acido Acetilsalicilico y su degradacion
a Acido Salicilico a tiempo de retencion de 3,361 min

3.3 Resultado de la Oxidacion del Acido Acetilsalicilico

Se sometié una solucion de concentracion final de 0,5mg/mL de Acido
Acetilsalicilico en H202 al 3% en una estufa a 70°C
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Grafico 20. Oxidacion del Acido Acetilsalicilico a 70°C

VWD1 A Wavelength=236 nm (190517 ESPECIFICIDAD DEGRADACION FORZADAIOXIDACION.L
Al o
] W.
4000 ;
: |
30 ] H :
] | 0
) | k i
2000 | a |
] | A |
] | | |
1000 ; (o"w Not o ov | o o H
] 0 | ~0®0 00 || N
- 0 | TNY 0 w® N9
_ DJ N f" N ™ /‘ ‘\\_
0 | S e e — !
I I I | I T T T | T I T T |
0 1 2 3 4mn

Fuente. Propia

Se observa que los tiempos de retencion del Acido Acetilsalicilico 2,113min y el
Acido Salicilico 3,384min no cambian cromatogréaficamente, hay aparicion de respuesta
analitica ruidosa y es evidente la hidrolisis del Acido Acetilsalicilico y su degradacion a
Acido Salicilico a tiempo de retencion de 3,384 min.

También aparece un producto de degradacion por el proceso de Oxidacion a
0,721 min

3.4 Resultado de la Termdlisis del Acido Acetilsalicilico

Se someti6 una solucion de concentracion final de 0,5mg/mL de Acido Acetilsalicilico

en H>O destilada en una estufa a 70°C
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Grafico 21. Termolisis del Acido Acetilsalicilico a 70°C

VWDT A Wavelength=236 nm (190517 ESPECIFICIDAD DEGRADACION FORZADATERMOLISIS
nAl i\
! ?
1400E ﬁ
12001 ‘\
1000 | 0
: | N
800 \‘ B
600 “ | l;' ",I
J I II
400 | | i
200 | a
0 . e e
| | | | | | | | | |
0 1 2 3 i

Fuente. Propia

Se observa que los tiempos de retencion del Acido Acetilsalicilico 2,102min y el
Acido Salicilico 3,250min no cambian cromatograficamente, hay aparicion de respuesta
analiticas ruidosas y es evidente la hidrolisis del Acido Acetilsalicilico y su degradacion
a Acido Salicilico a tiempo de retencion de 3,250 min.

3.5 Resultado de la Fotdlisis del Acido Acetilsalicilico

Se sometié una solucion de concentracion final de 0,5mg/mL de Acido

Acetilsalicilico en H2O destilada en una estufa a 25°C
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Grafico 22. Fotolisis del Acido Acetilsalicilico a 25°C

VWD1 A Wavelength=236 nm (190517 ESPECIFICIDAD DEGRADACION FORZADAIFOTOLISIS [N
nAl §
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Fuente. Propia

Se observa que los tiempos de retencion del Acido Acetilsalicilico 2,098min y el

Acido Salicilico 3,093min no cambian cromatograficamente, la degradacion es minima

3.6 Analisis del comportamiento de degradacion del Acido Acetilsalicilico

Se realizd el Andlisis del comportamiento de degradacion del Acido

Acetilsalicilico en las diferentes condiciones de estrés catalitico como ser la hidrolisis

acida, hidrolisis basica, hidrolisis oxidativa, fotolisis, termolisis y en condiciones

normales
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Tabla 24. Porcentajes de Degradacion del Acido Acetilsalicilico y % de generacion del
Acido Salicilico

ST Acido Acetilsalicilico (4rea) ST Acido SalicilicO (érea)
7896,11 3643
.~ HIDROLISISACIDA
Area Acido Acetilsalicilico Area Acido Salicilico
7335,31 5559,83
% Degradacion Acido Acetilsalicilico % Aumento Acido Salicilico
7,1% 52,6%
_ HIDROLISISALCALINA
Area Acido Acetilsalicilico Area Acido Salicilico
79,37 16843,6
% Degradacion Acido Acetilsalicilico % Aumento Acido Salicilico
99,0% 362,4%
. oxmAcloN
Area Acido Acetilsalicilico Area Acido Salicilico
7460,97 15816,8
% Degradacion Acido Acetilsalicilico % Aumento Acido Salicilico
5,5% 334,2%
. TerRmousls
Area Acido Acetilsalicilico Area Acido Salicilico
7869,63 7531,74
% Degradacion Acido Acetilsalicilico % Aumento Acido Salicilico
0,3% 106,7%
.. FOTOUSS
Area Acido Acetilsalicilico Area Acido Salicilico
7442,33 3983,06
% Degradacion Acido Acetilsalicilico % Aumento Acido Salicilico
5,7% 9,3%

Fuente: Propia
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4. Validacion del Método Analitico para el Acido Acetilsalicilico
4.1 Validacion del Método

4.2 Ensayo de Especificidad

Tabla 25. Resultados de Especificidad del Método para el Acido Acetilsalicilico

ESPECIFICIDAD
ACIDO ACETILSALICILICO
0,5mg/mL

UV 236 nm

C18
CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA
RESOLUCION

7867,46 7896,11
7894,21 7901,47
7585,97 7706,32
7573,67 7697,82
7567,33 7704,32
7968,46 7830,44
7742,85 7789,41
186,21 98,14
2,40 1,26

34675,57 9631,76

3,60

5,05

VARIANZAS IGUALES
0,54
2,23
METODO ESPECIFICO

0,60

LA MATRIZ NO ES UN INTERFERENTE
SIGNIFICATIVO
46,56
85,93
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LIMITE SUPERIOR 238,03

LIMITE INFERIOR -144,91

Fuente: Propia

4.2.1 Interpretacion y discusion

Se evidencia que las varianzas entre el grupo “PA+Matriz” y”’PA” son
estadisticamente homogéneas con un 95% de nivel de confianza, por lo que se concluye
gue no hay diferencia estadisticamente significativa entre las varianzas de ambos grupos
lo que permite determinar igualdad de promedios con la prueba de “t” de Student

Con la prueba de “t” de Student se concluye que con un 95% de nivel de
confianza no hay diferencia estadisticamente significativa entre los promedios de ambos
grupos por lo que se concluye que el método es Especifico.

El % de discrepancia entre ambos grupos es de 0,6% que segun la A.E.F.l. se

recomienda que sea menor al 2%
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4.3 Ensayo de Linealidad del Método Analitico

Tabla 26 Resultados del Ensayo de Linealidad del método para el Acido Acetilsalicilico

‘ 0,995376569

LINEALIDAD E INTERVALO

y = 71,599x + 516,22
R?=0,9954

6280,42 6400 39443675,38 | 502433,6 | 78,50525

78,729833
6295,32 6400 39631053,9 | 503625,6 78,6915 23
6319,42 6400 39935069,14 | 505553,6 | 78,99275
6967,79 8100 48550097,48 | 627101,1 | 77,4198889

77,356222
6966,18 8100 48527663,79 | 626956,2 77,402 -
6952,21 8100 48333223,88 | 625698,9 | 77,2467778
7555,31 10000 57082709,2 | 755531 75,5531

75,496266
7576,38 10000 57401533,9 | 757638 75,7638 67
7517,19 10000 56508145,5 | 751719 75,1719
8373,66 12100 70118181,8 | 921102,6 | 76,1241818

76,566121
8434,74 12100 71144838,87 | 927821,4 | 76,6794545 ’1
8458,42 12100 71544868,9 |930426,2 | 76,8947273
9146,73 14400 83662669,69 | 1097607,6 76,22275
9133,42 14400 83419360,9 | 1096010,4 | 76,1118333 | 76,235222

22

9164,53 14400 83988610,12 | 10997436 | 76,3710833
115141,72 153000 |899291702,4 | 11728968,8
516,221333 7 893333
0,99768560
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5495,0032

1,3533912

68,6751094
74,5227573

136,685811

220,929592
811,513075

52,9033538

2,16036866

Hay Correlacion proporcional entre x.y

52,9033538

2,16036866

La pendientes es diferente de Cero

3,77670023

2,16036866

El Intercepto es diferente
de Cero

214796,8

15379221,
76
7034,1464
67
15443622,
66
64400,895
09




La Regresién

. 21863,66 | 4,964602 es
Regresion 1 15379221,8 | 15379221,76
44 74 Estadisticamen
te Lineal
La falta de
30,51822 | 3,708264
Linealidad 3 64400,8951 | 21466,96503 3 8 ajuste es
representativa
Total 10 7034,14647 | 703,4146467
Hipérbolas de Confianza
X y y+ y-
80 6244,136 6315,238 6173,03379
90 6960,125333 7010,402 6909,84848
100 7676,114667 7717,166 7635,06379
110 8392,104 8442,381 8341,82715
120 9108,093333 9179,196 9036,99113

Hiperbolas de Confianza

—

Fuente: Propia
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4.3.1 Interpretacion y Discusion estadistica

Se demuestra que hay correlacién lineal debido a que el coeficiente de
correlacion de Pearson r=0,9977 y el coeficiente de determinacion r?=0,9954.

El valor de “t” de Student de Regresion es de tr=52,9 con lo que se concluye que
existe correlacion entre el eje “X” que es la concentracion y el eje “Y” que es el area

El intercepto “a” con un 95% de nivel de confianza se demuestra que es
estadisticamente igual a cero (a=0) por lo que se disminuye la probabilidad de obtener
resultados falsos positivos o negativos

La pendiente “b” con un 95% de nivel de confianza se demuestra que es
estadisticamente diferente de cero (b=0) por lo que hay una relacion directamente
proporcional entre “X” y “Y” ose entre la concentracion y el area del pico en el
cromatograma

EL ANOVA demuestra que la regresion es estadisticamente lineal en el intervalo
propuesto, por lo que se concluye que con un 95% de nivel de confianza el intervalo de
80%, 90 %, 100%, 110% y 120 % es adecuado para el analisis del Acido Acetilsalicilico
4.4 Ensayo de Exactitud

Tabla 27. Resultados del Ensayo de Exactitud del método para el Acido Acetilsalicilico

ACIDO ACETILSALICILICO

0,4mg/mL-0,5mg/mL-0,6mg/mL

UV 236 nm

ACN:NaH2P04 30mM pH=2,04 (50:50)
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6280,42

6295,32

6319,42

7555,31

7576,38

7517,19

9146,73

6405,99

9133,42

6368,2

9164,53

6362,93

7498,84

7512,27

7779,64

9188,9

9128,66

9186,52

2,31

METODO EXACTO

0,94197023
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Conclusion

Método Exacto, El factor concentracion si influye en la Variabilidad de los Resultados

Fuente: Propia

4.4.1 Interpretacion y discusion estadistica

Tras el andlisis estadistico se demuestra que el “t” de Student Calculado t=1,57 y
de t critico tc=2,31 que con un 95% de nivel de confianza no se detecta diferencia
estadisticamente significativa entre el 100% vy el % de recuperacion media (100,71%)
por lo que se concluye que el método es Exacto en los tres niveles de concentracion.
Aunque el factor concentracion si influye en la Variabilidad de los Resultados en los tres
niveles de concentracion

4.5 Ensayo de Precision

Repetibilidad Instrumental
Tabla 28 Repetibilidad Instrumental Acido Acetilsalicilico

REPLICA ‘ RESPUESTA ANALITICA

PROMEDIO

DESVIACION ESTANDAR
COEFICIENTE DE
VARIACION(%)
Se obtuvo un coeficiente de variacion de 1,52% que es menor al 2%, por lo que

36605,83333
555,6165644

|
|
|
6
|

1,517836131

se considera que el instrumento tiene la capacidad de ofrecer respuestas estadisticamente
repetibles
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Repetibilidad del Método
Tabla 29 Repetibilidad del Método Acido Acetilsalicilico

NIVEL DE
CONCENTRACION RESPUESTA ANALITICA RELACION

6405,9900 80,07488
6368,2000 79,60250

6362,9300 79,53663
7498,8400 74,98840
7512,2700 75,12270
7779,6400 77,79640
9188,9000 76,57417

9128,6600 76,07217
9186,5200 76,55433
PROMEDIO 77,36913

DESVIACION ESTANDAR ‘ 1,964748364
COEFICIENTE DE
VARIACION(% 2,539447417

Se obtuvo un coeficiente de variaciéon de 2,54% que es menor al 6,71% (Tabla

13. Coeficientes de Variacion Méaximos Acetales), por lo que se considera que el método
tiene la capacidad de ofrecer relaciones de respuesta y concentracién estadisticamente

repetibles

Tabla 30. Resultados de Ensayo de Precision del método para el Acido Acetilsalicilico

DATOS DE IDENTIFICACION

ACIDO ACETILSALICILICO

0,4mg/mL-0,5mg/mL-0,6mg/mL

UV 236 nm

ACN:NaH2P0O4 30mM pH=2,04 (50:50)

CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA
RESOLUCION
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CRITERIOS DE ACEPTACION

NO MAS DE 2%

7968,46

7830,44

7766,03

797191

7685,83

7777,41

7988,09

7800,45

7838,45

7885,54

7762,88

7764,47

7970,41

7857,74

7792,82

7979,93

7853,35

777151

516,22

71,60

evToTAL T 1260

Fuente: Propia




4.5.1 Interpretacién y discusién estadistica

Tras el analisis estadistico se muestra que existe repetibilidad instrumental,
repetibilidad del método, debido a que el coeficiente de variacion d los Dias 1,2 y 3
tanto para el analista “X” y “Y” son menores al 6,71 % (Tabla 13. Coeficientes de
Variacion Maximos Acetales) de acuerdo a la tabla de aceptacion.

En cuanto a la precision intermedia tomando en cuenta los datos de los 2
analistas en los 3 dias, haciendo un total de 18 datos el coeficiente de variacion es menor
al 6,71% por lo que se concluye que el método es preciso para el Acido Acetilsalicilico
4.6 Ensayo para determinar Limite de Deteccién y Limite de Cuantificacion

Tabla 31. Resultados de Limite de Deteccion y Limite de Cuantificacion del Método
Analitico para el Acido Acetilsalicilico

ACIDO ACETILSALICILICO

0,05mg/mL-0,15mg/mL-0,2mg/mL

UV 236 nm

ACN:NaH2PO4 30mM pH=2,04 (70:30)

CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA
RESOLUCION
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611,17
612,42
820,55
818,77 819,2 1,2
818,37

CONCENTRACION vs. RESPUESTA ANALITICA

1000
. y = 19,862x + 22,566
L 500 2
<L =
0
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45

%

CONCENTRACION (%)

10
30
40

CONCENTRACION VS DESVIACION ESTANDAR

10,0

20| y=-0,236¥%

8,0
7,0 R2=0,8913
6,0
5,0
4,0
3,0
2,0
1,0
0,0
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45

Titulo del eje

583

Titulo del eje



11,58 -0,24 -0,94

11,58303443

0,5
0,002201848
0,005470911

Fuente: Propia

4.6.1 Interpretacion del Limite de Deteccién y Limite de Cuantificacion

Tras el anélisis estadistico se tiene la conclusion que el metodo tiene la capacidad
de detectar pero no necesariamiente cuantificar una concentracion de
0,002201848mg/mL y también tiene la capacidad de cuantificar con exactitud y
precision concentraciones superiores a 0,005470911 mg/mL
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5. Validacion del Método Analitico para el Acido Salicilico
5.1 Validacion del Método Analitico

5.2 Ensayo Especificidad

Tabla 32. Resultados de Especificidad del Método para el Acido Salicilico

ESPECIFICIDAD
ACIDO SALICILICO
0,1mg/mL
UV 236 nm
C18
CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA RESOLUCION
4039,99 4033,57
4029,05 4024,31
3789,48 3901,99
3781,53 3900,59
3779,12 3904,87
3643 3552,06
3843,70 3886,23
157,57 175,07
4,10 4,50
24828,07 30649,36
1,23
5,05
VARIANZAS IGUALES
0,44
2,23
METODO ESPECIFICO
1,09
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LA MATRIZ NO ES UN INTERFERENTE
CONCLUSION SIGNIFICATIVO
DIF. ENTRE MEDIAS 42,54
ERROR ESTANDAR 96,16
LIMITE SUPERIOR 256,79
LIMITE INFERIOR -171,72

Fuente: Propia

5.2.1 Interpretacion y discusion

Se evidencia que las varianzas entre el grupo “PA+Matriz” y”’PA” son
estadisticamente homogéneas con un 95% de nivel de confianza, por lo que se concluye
que no hay diferencia estadisticamente significativa entre las varianzas de ambos grupos
lo que permite determinar igualdad de promedios con la prueba de “t” de Student

Con la prueba de “t” de Student se concluye que con un 95% de nivel de
confianza no hay diferencia estadisticamente significativa entre los promedios de ambos
grupos por lo que se concluye que el método es Especifico.

El % de discrepancia entre ambos grupos es de 1,09% que segun la A.E.F.l. se

recomienda que sea menor al 2%
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5.3 Ensayo de Linealidad del Método

Tabla 33. Resultados del Ensayo de Linealidad del método para el Acido Salicilico

Linealidad e Intervalo de Analisis
C(mg/mL) C(%) Y (Respuesta) X2 Y? X*Y f(y/x) Promidio el
0,08 80 2864,14 6400 8203297,94 229131,2 35,80175
0,08 80 2855,82 6400 8155707,872 228465,6 35,69775 | 35,95320833
0,08 80 2908,81 6400 8461175,616 232704,8 36,36012
0,09 90 3168,17 8100 10037301,15 285135,3 35,20188
0,09 90 3164,08 8100 10011402,25 284767,2 35,15644 | 35,16718519
0,09 90 3162,89 8100 10003873,15 284660,1 35,14322
0,1 100 3458,17 10000 11958939,75 345817 34,5817
0,1 100 3480,72 10000 12115411,72 348072 34,8072 34,6616
0,1 100 3459,59 10000 11968762,97 345959 34,5959
0,11 110 3889,38 12100 15127276,78 427831,8 35,358
0,11 110 3902,86 12100 15232316,18 429314,6 35,48054 | 35,46075758
0,11 110 3909,81 12100 15286614,24 430079,1 35,54372
0,12 120 4277,86 14400 18300086,18 513343,2 35’632883
0,12 120 4266,65 14400 18204302,22 511998 35,55541 | 35,57816667
0,12 120 4263,63 14400 18178540,78 511635,6 35,53025
¥ 1500 53032,58 153000 191245008,8 | 5408914,5
a 13,622 b 35,21883333 n 15
r 0,996399547 r2 0,992812056

LINEALIDAD E INTERVALO

y = 35,219x + 13,622 /

R2=10,9928
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2072,36119
0,83113601

33,4232732
37,0143935

83,9406222

-167,720689
194,964689

42,3743322
2,16036866
Hay Correlacion proporcional entre x.y

42,3743322
2,16036866
La pendientes es diferente de Cero ‘
0,16228138

2,16036866
El Intercepto es Cero |

105656,5
3000
3721098,664
2286,755
3745752,605
24653,94049

La Regresion
3721098, | 3721098, | 16272,3 | 4,96460 es

Estadisticame

nte Lineal

Regresién
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La falta de
Linealidad 3 24653,94 | 8217,980 | 35,9373 | 3,70826 | ajuste es
05 163 005 482 representativ
a
Total 10 2286,755 | 228,6755
Hipérbolas de Confianza

X y y+ y-
80 2831,128667 2874,794 2787,46383
90 3183,317 3214,193 3152,4413
100 3535,505333 3560,715 3510,29543
110 3887,693667 3918,569 3856,81797
120 4239,882 4283,547 4196,21716

4500
4000
3500
3000
2500
2000
1500
1000

500

Hiperbolas de Confianza

20 40 60 80 100 120

Fuente: Propia

140

111




5.3.1 Interpretacion y Discusion

Se demuestra que hay correlacion lineal debido a que el coeficiente de
correlacion de Pearson r=0,9963 y el coeficiente de determinacion r?=0,9928.

El valor de “t” de Student de Regresion es de tr=42.37 con lo que se concluye
que existe correlacion entre el eje “X” que es la concentracion y el eje “Y” que es el area

El intercepto “a” con un 95% de nivel de confianza se demuestra que es
estadisticamente igual a cero (a=0) por lo que se disminuye la probabilidad de obtener
resultados falsos positivos o negativos

La pendiente “b” con un 95% de nivel de confianza se demuestra que es
estadisticamente diferente de cero (b=0) por lo que hay una relacion directamente
proporcional entre “X” y “Y” ose entre la concentracion y el area del pico en el
cromatograma

EL ANOVA demuestra que la regresion es estadisticamente lineal en el intervalo
propuesto, por lo que se concluye que con un 95% de nivel de confianza el intervalo de
80%, 90 %, 100%, 110% y 120 % es adecuado para el analisis del Acido Acetilsalicilico

5.4 Ensayo de Exactitud

Tabla 34. Resultados del Ensayo de Exactitud del método para el Acido Salicilico

EXACTITUD
MOLECULA: ACIDO SALICILICO
CONCENTRACION: 0,08mg/mL-0,1mg/mL-0,12mg/mL
LONGITUD DE ONDA: UV 236 nm
SOLVENTE: ACN:NaH2P0O4 30mM pH=2,04 (50:50)
METODO: CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA RESOLUCION
Concentracion (%) RESPUESTA DE ACIDO SALICILICO (ST)
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2864,14

2855,82

2908,81

3458,17

3480,72

3459,59

4277,86

2833,64

4266,65

2829,63

4263,63

2812,77

3401,53

3407,13

3522,60

4248,26

4221,70

4234.45

98,94

98,36

97,89

101,82

99,31

98,95

99,32

98,93

1,37

1,39

9

2,32

3,36

METODO EXACTO

99,36 2,15

4,61

119,03 0,25

0,06

0,792686966
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El factor concentracion no
Conclusion influye en la Variabilidad de los
Resultados

Fuente: Propia

5.4.1 Interpretacion y discusion

Tras el andlisis estadistico se demuestra que el “t” de Student Calculado t=2,31 y
de t critico tc=2,31 que con un 99% de nivel de confianza no se detecta diferencia
estadisticamente significativa entre el 100% y el % de recuperacién media (98,93%) por
lo que se concluye que el método es Exacto con tres niveles de concentracion. el factor
concentracion no influye en la Variabilidad de los Resultados
5.5 Ensayo de Precision

Repetibilidad Instrumental
Tabla 35 Repetibilidad Instrumental Acido Salicilico

REPLICA RESPUESTA ANALITICA

PROMEDIO 36605,83333

DESVIACION ESTANDAR 555,6165644
COEFICIENTE DE
VARIACION(%) 1,517836131

Se obtuvo un coeficiente de variacion de 1,52% que es menor al 2%, por lo que

se considera que el instrumento tiene la capacidad de ofrecer respuestas estadisticamente
repetibles
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Repetibilidad del Método
Tabla 36 Repetibilidad del Método Acido Salicilico

NIVEL DE
CONCENTRACION RESPUESTA ANALITICA RELACION

2833,6400 35,42050
2829,6300 35,37038
2812,7700 35,15963
3401,5300 34,01530
3407,1255 34,07125
3522,5999 35,22600
4248,2559 35,40213
4221,7017 35,18085
4234,4517 35,28710

PROMEDIO ‘ 35,01479
DESVIACION ESTANDAR ‘ 0,558751552

COEFICIENTE DE
VARIACION(% 1,595758584

Se obtuvo un coeficiente de variaciéon de 2,54% que es menor al 6,71% (Tabla

13. Coeficientes de Variacion Méaximos Acetales), por lo que se considera que el método
tiene la capacidad de ofrecer relaciones de respuesta y concentracion estadisticamente
repetibles

Tabla 37. Resultados de Ensayo de Precision del método para el Acido Salicilico

PRECISION
DATOS DE IDENTIFICACION
MOLECULA: ACIDO SALICILICO
CONCENTRACION: 0,08mg/mL-0,1mg/mL-0,12mg/mL
LONGITUD DE ONDA: UV 236 nm
SOLVENTE: ACN:NaH2P0O4 30mM pH=2,04 (50:50)
: CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA
METODO: RESOLUCION
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CRITERIOS DE ACEPTACION

NO MAS DE 2%

3552,06

3513,44

3645,69

3478,24

3515,92

3655,10

3509,20

3544,33

3514,95

3522,22

3556,52
3656 15 3545,73 3524,05
3673.37 3538,35 3520,29

1,76

Fuente: Propia
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5.5.1 Interpretacion y discusion

Tras el analisis estadistico se muestra que existe repetibilidad instrumental,

debido a que el coeficiente de variacion d los Dias 1,2 y 3 tanto para el analista “X” y

“Y” son menores al 6.71% (Tabla 13. Coeficientes de Variacion Maximos Acetales).

En cuanto a la precision intermedia tomando en cuenta los datos de los 2

analistas en los 3 dias, haciendo un total de 18 datos el coeficiente de variacion es menor

al 6,71 % por lo que se concluye que el método es preciso para el Acido Salicilico

5.6 Ensayo para determinar Limite de Deteccion y Limite de Cuantificacion

Tabla 38. Resultados de Limite de Deteccion y Limite de Cuantificacion del Método
Analitico para el Acido Salicilico
LIMITE DE DETECCION Y LIMITE DE CUANTIFICACION
DATOS DE IDENTIFICACION
MOLECULA: ACIDO SALICILICO
CONCENTRACION: 0,01mg/mL-0,03mg/mL-0,04mg/MlI
LONGITUD DE ONDA: UV 236 nm
SOLVENTE: ACN:NaH2PO4 30mM pH=2,04 (50:50)
METODO: CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA
RESOLUCION
C(pg/m RESPESTA PROMEDI | DESV.
CONCENTRACION (%) L) ANALITICA 0] ESTANDAR
10 0,01 103,23
10 0,01 132,24 146,6 52,0
10 0,01 204,28
30 0,03 300,64 300.9 46
30 0,03 296,49
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30 0,03 305,6
40 0,04 385,78
40 0,04 387,4 3901 6.2
40 0,04 397,24

CONCENTRACION VERSUS RESPUESTA ANALITICA

600

2
S 400 y =8,0611x + 64,249 e ———*
:é 200 R=0,98T5
g 9
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45
CONCENTRACION PROMEDIO
50 146,6
70 300,9
90 390,1
CONCENTRACION DESV. ESTANDAR
50 52,0
70 4,6
90 6,2
CONCENTRACION VS DESVIACION ESTANDAR
o 600 y =-1,1457x + 101,13
@ 40,0 R2=10,7232
S 200
o
2 00
= 200 0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

Titulo del eje
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101,13 -1,15 -0,85

Shl
101,1291984
UNIDADES
LIMITE DE DETECCION 5,07 ng/mL
LIMITE DE CUANTIFICACION 16,68 ng/mL
CONCENTRACION 100% 0,1 mg/mL
LIMITE DE DETECCION 0,005073318 mg/mL
LIMITE DE CUANTIFICACION 0,016678154 mg/mL

Fuente: Propia

5.6.1 Interpretacion y discusion

Tras el analisis estadistico se tiene la conclusion que el metodo tiene la capacidad
de detectar pero no necesariamiente cuantificar una concentracion de 0,005073318
mg/mL y también tiene la capacidad de cuantificar con exactitud y precision
concentraciones superiores a 0,016678154 mg/mL, la del coeficiente de correlacion el
LD y LC se debe
6. Desafio del metédo de anélisis de 3 marcas comercializadas a nivel nacional

Para desafiar el metodo analitico indicado de estabilidad desarollado, se
analizaron 3 marcas del mercado, la primera tabletas de 500 mg sin recubierta codificada
como marca “A”, la segunda tabletas de 100 mg sin recubierta codificada como marca
“B” y la tercera tabletas de 100mg sin recubierta codificada como marca “C” con el
método desarrollado, que de acuerdo a USP-37 deben tener un limite de Acido Salicilico

Libre de 0,3 % para tabletas no recubiertas y de 3% para tabletas con recubierta.
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A continuacion se muestran cromatogramas de Soluciones Estandar de Acido
Acetilsalicilico y Acido Salicilico a concentraciones de 0,5 mg/mL y 0,1mg/mL
respectivamente y los cromatogramas de 3 marcas comercializadas a nivel nacional a
concentracion de 0,5 mg/mL para el Acido Acetilsalicilico .

La concentracién del acido salicilico en la tabletas debe ser menor a la
especificaciones ya descritas para que eviten problemas de envanenamiento po
salicilatos, acidosis metabolica, sindrome hemofilico y otros descritos.

Po lo que se puede apreciar en los cromatogramas que fueron elegidos como

ejemplo que alrededor de un tiempo de retencion de 3,5 minutos se

Gréfico 23. Cromatograma de solucion estandar de Acido Acetilsalicilico 0,5 mg/mL y
Acido Salicilico 0,2mg/mL

VIWD1 A, Wavelength=236 nm (190521 VALIDACION DEL METODO\EXACTITUD-REPETIBILIDAD
mAl

1200 -

2088

1000
800

600 -

> 3.379

400 - |

N o=
200 =
0

0

Fuente: Propia
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Grafico 24. Cromatograma de Muestra “A” de Acido Acetilsalicilico concentracion
nominal de 0,5 mg/mL

VWD1 A, Wavelength=235 nm (190618 ANALISIS DE MUESTRASIMIR3.D)
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Fuente: Propia

Graéfico 25. Cromatograma de Muestra “B” de Acido Acetilsalicilico concentracion
nominal de 0,5 mg/mL

YWD1 A, Wavelength=235 nm (180618 ANALISIS DE MUESTRASIMER3.D)
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Fuente: Propia
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Graéfico 26. Cromatograma de Muestra “C” de Acido Acetilsalicilico concentracion
nominal de 0,5 mg/mL

VDT A Wavelengih=236 nm (190616 ANALISTS D NUES TRASWBR3 D)

T 0

1200 ﬁ

1000-

500 |

600 3 |

0]

20 3 3 R 8
=] A - L]

0 : i ; 1

Fuente: Propia

Como se evidencia en las muestras a un tiempo de retencion alrededor de 2,1 min
aparece el Acido Acetilsalicilico y entre 3,5min y 3,6min aparece una sefial

cromatografica, que es el acido salicilico segun el estudio de Validacion.

6.1 Resultados de Valoracion de Acido Acetilsalicilico de la Marca “A”

Tabla 39. Resultados de Valoracién de Acido Acetilsalicilico de la Marca “A”

VALORACION
CONDICIONES ANALITICAS DEL METODO VALIDADO
PRUEBA VALORACION MARCA “A”
PRINCIPIO ACTIVO ACIDO ACETILSALICILICO
CONCENTRACION 0,5mg/mL
LONGITUD DE ONDA UV 236 nm
COLUMNA C18
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CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA
METODO RESOLUCION

LOTE ARMJ23

FECHA DE VENCIMIENTO MAYO de 2020

FORMULA DECLARADA 500 mg

FORMA FARMACEUTICA COMPRIMIDO RECUBIERTO

DETERMINACION

EXNZE ssANDAR MUESTRA “A” (3 REPLICAS)
1ER ENSAYO 7968,46 7955 50
2DO ENSAYO 7971,91
3ER ENSAYO 7988,09 7891,29
4TO ENSAYO 7800,45
5TO ENSAYO 797041 7832.24
6TO ENSAYO 7979,93

7946,54 7893,01
71,94 61,65
0,91 0,78

0,5 0,5
99,3 %
497 mg/tab

ENTRE 90% y 110% DE LO DECLARADO

CUMPLE ESPECIFICACION DE VALORACION

Fuente: Propia

Las tabletas de la Marca “A” cumplen con la especificacion de Valoracién que
esta entre 90% y 110% de lo declarado. Con un resultado de 99,3% equivalente a 497

mg/tab
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6.1.1 Limite de Acido Salicilico libre de la Marca “A”

Tabla 40. Limite de Acido Salicilico Libre de la Marca “A”

PRUEBA

PRINCIPIO ACTIVO
CONCENTRACION
LONGITUD DE ONDA
COLUMNA

METODO

LOTE

FECHA DE VENCIMIENTO
FORMULA DECLARADA
FORMA FARMACEUTICA

ENSAYO
1ER ENSAYO

2DO ENSAYO
3ER ENSAYO
4TO ENSAYO
5TO ENSAYO
6TO ENSAYO

LIMITE DE ACIDO SALICILICO LIBRE
CONDICIONES ANALITICAS DEL METODO VALIDADO

LIMITE DE ACIDO SALICILICO LIBRE

ACIDO SALICILICO

0,1mg/mL

UV 236 nm

C18

CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA RESOLUCION

ARMJ23

MAYO de 2020

500 mg

COMPRIMIDO SIN RECUBIERTA

DETERMINACION

ESTANDAR MUESTRA “A”
3643,0
3645,7
3655,1 62,45
3556,52
3656,15
3673,37
3638,31 62,45
41,46 N/A
1,14 N/A
0,1 0,5
0,34

NO MAS DE 0,3% DE ACIDO SALICILICO LIBRE

NO CUMPLE ESPECIFICACION DE ACIDO SALICILICO
LIBRE

Fuente: Propia

No cumple con la especificacion de acido salicilico libre
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6.2 Resultados de Valoracion de Acido Acetilsalicilico de la Marca “B”

Tabla 41. Resultados de Valoracion de Acido Acetilsalicilico de la Marca “B”

VALORACION
CONDICIONES ANALITICAS DEL METODO VALIDADO
PRUEBA | VALORACION
PRINCIPIO ACTIVO | ACIDO ACETILSALICILICO
CONCENTRACION | 0,5mg/mL
LONGITUD DE ONDA | UV 236 nm
COLUMNA |c18
METODO | CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA RESOLUCION
LOTE | ARM065
FECHA DE VENCIMIENTO SR
FORMULA DECLARADA 100 mg
SOV IYNC =& S COMPRIMIDO SIN RECUBIERTA
DETERMINACION
ENSAYO ESTANDAR MUESTRA 1 (3 REPLICAS)
1ER ENSAYO 7968 46 _—
2DO ENSAYO 7971,91
3ER ENSAYO 7988,09 _
4TO ENSAYO 7800,45
5TO ENSAYO 7970,41 .
6TO ENSAYO 7979,93
7946,54 7550,15
71,94 9,39
0,01 0,12
05 05
95,0
95

ENTRE 90% y 110% DE LO DECLARADO

CUMPLE ESPECIFICACION DE VALORACION

Fuente: Propia
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Las tabletas de la Marca 1 cumplen con la especificacion de Valoracion que esta entre
90% y 110% de lo declarado. Con un resultado de 95,0% equivalente a 95 mg/tab

6.2.1 Limite de Acido Salicilico Libre de la Marca “B”

LIMITE DE ACIDO SALICILICO LIBRE
CONDICIONES ANALITICAS DEL METODO

PRUEBA ‘ LIMITE DE ACIDO SALICILICO LIBRE

PRINCIPIO ACTIVO ACIDO SALICILICO

CONCENTRACION | 0,1mg/mL

LONGITUD DE ONDA | UV 236 nm
COLUMNA C18
CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA
METODO RESOLUCION
LOTE | ARMO65
FECHA DE VENCIMIENTO | OCTUBRE de 2020
FORMULA DECLARADA 100 mg
FORMA FARMACEUTICA | COMPRIMIDO RECUBIERTO
DETERMINACION
ENSAYO ESTANDAR MUESTRA “A”
1ER ENSAYO 3643,0
2DO ENSAYO 3645,7
3ER ENSAYO 3655,1 oy
4TO ENSAYO 3556,52
5TO ENSAYO 3656,15
6TO ENSAYO 3673,37
3638,31 22,44
41,46 N/A
1,14 N/A
0,1 0,5

0,123354128

NO MAS DE 3% DE ACIDO SALICILICO LIBRE

CUMPLE ESPECIFICACION DEACIDO
SALICILICO LIBRE

Fuente: Propia
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6.3 Resultados de Valoracion de Acido Acetilsalicilico de la Marca “C”

Tabla 42. Resultados de Valoracién de Acido Acetilsalicilico de la Marca “C”

VALORACION
CONDICIONES ANALITICAS DEL METODO
PRUEBA | VALORACION
PRINCIPIO ACTIVO | ACIDO ACETILSALICILICO
CONCENTRACION | 0,5mg/mL
LONGITUD DE ONDA | UV 236 nm
COLUMNA |c18
METODO | CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA RESOLUCION
LOTE | ORO153A
FeCHA DE VENCIMIENTO USRI
FORMULA DECLARADA 1100 mg
SN TGN IS COMPRIMIDO SIN RECUBIERTA
DETERMINACION

ENSAYO ESTANDAR MUESTRA “C” (3 REPLICAS)
1ER ENSAYO 7968,46 TR
2DO ENSAYO 7971,91
3ER ENSAYO 7988,09 —
4TO ENSAYO 7800,45

797041 7979,10
6TO ENSAYO 7979,93

7946,54 7995,11

71,94 27,26
0,01 0,34
05 05
100,6
101

ENTRE 90% y 110% DE LO DECLARADO

CUMPLE ESPECIFICACION DE VALORACION

Fuente: Propia
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Las tabletas de la Marca 1 cumplen con la especificacion de Valoracion que esta entre
90% y 110% de lo declarado. Con un resultado de 100,6% equivalente a 101 mg/tab

6.3.1 Limite de Acido Salicilico Libre de la Marca “C”

LIMITE DE ACIDO SALICILICO LIBRE
CONDICIONES ANALITICAS DEL METODO

PRUEBA ‘ LIMITE DE ACIDO SALICILICO LIBRE

PRINCIPIO ACTIVO ACIDO SALICILICO

CONCENTRACION | 0,1mg/mL

LONGITUD DE ONDA | UV 236 nm
COLUMNA C18
CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA
METODO RESOLUCION
LOTE | ORO153A
FECHA DE VENCIMIENTO | JUNIO de 2020
FORMULA DECLARADA 100 mg
FORMA FARMACEUTICA | COMPRIMIDO SIN RECUBIERTA
DETERMINACION
ENSAYO ESTANDAR MUESTRA “C”
1ER ENSAYO 3643,0
2DO ENSAYO 3645,7
3ER ENSAYO 3655,1 20,71
4TO ENSAYO 3556,52
5TO ENSAYO 3656,15
6TO ENSAYO 3673,37
3638,31 20,71
41,46 N/A
1,14 N/A
0,1 0,5

0,113844206

NO MAS DE 0,3% DE ACIDO SALICILICO LIBRE

CUMPLE ESPECIFICACION DEACIDO
SALICILICO LIBRE
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6.5 Resolucion cromatogréafica entre el Acido Acetilsalicilico y el Acido salicilico

Se obtuvo una resolucion cromatografica promedio de 7,41 con un coeficiente de

variacion de +0,96% entre el Acido Acetilsalicilico y el Acido salicilico que cumple con

la hipotesis planteada ya que resolucién debe ser mayor a 2 para cuantificar con

precision y exactitud

mAU ]

1200

1000
800
600
400
200

Determinacién Resolucion
1 7,34
2 7,43
3 7,48
Promedio 7,41
Desviacion Estandar 0,0709
Coeficiente de Variacién 0,96

0.676

| )0.860

o

VWD1 A, Wavelength=236 nm (190521 VALIDACION DEL METODO\LINELAIDAD 100%-3.D)

2.992
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DESARROLLO Y VALIDACION DE UN METODO ANALITICO INDICADOR DE
ESTABILIDAD PARA EL ANALISIS DE ACIDO ACETIL SALICILICO EN
TABLETAS POR HPLC

CAPITULO VI
CONCLUSIONES
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1. Conclusiones

Se logré desarrollar un método analitico indicador de estabilidad con la utilizacién de
disefio experimental de plackett and burman por Cromatografia Liquida de Alta
resolucion (HPLC) variando condiciones cromatograficas en dos niveles, un nivel
negativo y un nivel positivo como ser pH de 2,4 y 2,04 ,un flujo de 3mL/min y 2mL/min
, buffer de 30mM y 15 mM, longitudes analiticas de 280 nm y 236 nm, las columnas
cromatograficas una de 15cm x 4,6 mm C18 (L1 segun USP) y otra columna fenil-hexil
(L11 segnUSP), diluyente 50% de buffer:50% de acetonitrilo y otro 100% de Buffer,
proporcion de la fase movil una de 50% de acetonitrilo:50% de buffer y otra de 25% de
acetonitrilo:75% de buffer, las concentraciones fueron de 0,5 mg/mL para el Acido
Acetilsalicilico y 0,1 mg/mL para el Acido Salicilico para su cuantificacion obteniendo
un método robuzto alternativo al farmacopéico con las siguientes condiciones, pH de la
fase mavil 2,04, flujo de la Fase Mavil 2mL/min, concentracion del Buffer 15mM,
longitud de onda 236nm, columna C18, diluyente buffer , proporcion de la fase movil
Bufer(75%):ACN(25%).

Con el método desarrollado se logra establece las condiciones de estabilidad quimica, a
través de someter al acido acetilsalicilico a condiciones extremas como temperatura,
hidrolisis acida, hidrolisis bésica, oxidacion, termdlisis de las cuales en la hidrolisis
alcalina se consume el 99% del &cido acetilsalicilico a 70°C durante 30 minutos, 7,1%
en Hidrolisis Acida a 70°C durante 30 minutos, 5,5% en Oxidacion a 70°C durante 30
minutos, 0,3% a 70°C durante 30 minutos y 5,7% a 25°C durante 30 minutos irradiado
con luz visible. Se determind la estabilidad de la muestra para andlisis en diferentes

tiempos siendo estable hasta 120 minutos para el analisis

Se establece que el método analitico es cumple los parametros de Validacion, en

Especificidad con la prueba “t” de student se establece que estadisticamente es capaz de
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cuantificar de manera inequivoca al Acido Acetilsalicilico y su producto de degradacion
el Acido Salicilico, en el parAmetro de Linealidad se establece que existe relacion
directamente proporcional entre la concentracion y la respuesta analitica, que el
intercepto es igual a cero y la pendiente diferente de cero con la prueba de “t” de student
y ANOVA, en el pardmetro de Exactitud se establecié que el método es capaz de
recuperar estadisticamente al rededor del 100% de la concentracion de andlisis con la
prueba “t” de student, en el pardmetro de precision a través de los coeficientes de
variacion ~ se determind la repetibilidad instrumental, repetibilidad del método vy
precision intermedia todas cumpliendo los requisitos, también se determino el Limite de
Deteccion y Limite de Cuantificacion demostrando la sensibilidad del método en el
andlisis de pequefias concentraciones de ambos analitos, finalmente se obtuvo una

resolucion entre ambos analitos de 7,41 con un coeficiente de variacion de +0,96%

Se desafio el método analitico indicador de estabilidad desarrollado analizando 3 marcas
del mercado, tabletas que contienen Acido Acetilsalicilico codificadas como (A,B,C),
que de acuerdo a USP-37 deben tener un limite de Acido Salicilico Libre de 0,3 % para
tabletas no recubiertas. Siendo que la marca “A” no cumple con el requisito de Acido

Salicilico Libre con un valor de 0,34%
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DESARROLLO Y VALIDACION DE UN METODO ANALITICO INDICADOR DE
ESTABILIDAD PARA EL ANALISIS DE ACIDO ACETIL SALICILICO EN
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ANEXOS
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1. ANEXOS

A.1. Cromatogramas (Validacion, degradacion, analisis, desarrollo)
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Precision Analista “Y”

Limite de Deteccion y Limite
de Cuantificacion “1”

Limite de Deteccién y Limite
de Cuantificacion “2”

Limite de Deteccion y
Cuantificacion

Analisis de Muestras “A”

Analisis de Muestras “B”
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Analisis de Muestras “C”

VWOTK

Limite de Acido Salicilico

“MA?’

P
#93967-502

Limite de Acido Salicilico

C‘MB”

Lpse K13
393960302

AERERER]

o
™
-,

-

=

=

=

-

=

- 11 i
R A R A TR

Ares Pescent Bepey caance

Sigual 1: VDL A, Wevelen

sy

5.00196e4 428580811
MANER BN

Limite de Acido Salicilico Fotolisis Hidrolisis Acida
“MC”
Maximem Temperature: 60 ° Maximan Temparature
Coamant Comnent
WA VWOTA
o s
- o
o g - ]
= y - %
s, H
S
e [ | L -
= | =
- - = N ’
o m{ BEER IRWEQR i85
- 3 [t A ! an
- i i i
X i By 3 3,34 390006096 694 10010 2.1 0831
ecscsce|cncscs | of soscss 20,%9203 478516 m - -
1., . L0 LM - s - -

139




Hidrolisis Alcalina Oxidacion Termolisis
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