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INTRODUCCION
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El Clenbuterol (4-amino-3,5-dicloro-o-tert-butilaminometilbenzil-etanol. HCl) es
una droga beta-adrenérgica usada como un agente dilatador bronquial para tratamiento de la
deficiencia pulmonar en humanos y animales. Es especialmente usado en el caso del asma
cronica, la estructura quimica esta relacionada con las catecolaminas y puede interaccionar
con receptores adrenergicos. (1)

El Ambroxol, 4-[(2-amino-3,5-dibromofenil-metil) amino] ciclohexanol.HCI, es un
derivado de la anilina altamente sustituida, metabolito de la Brohmexina la cual también
actia como un agente mucolitico bronquial. (1)

Se han publicado métodos de andlisis para la determinaciéon de residuos de
Clenbuterol en tejido animal y fluidos corporales, estos incluyen inmunoensayos (2-4),
cromatografia liquida de alta resolucion con deteccién espectrofotometria UV (2,4-5),
deteccion electroquimica (6) y cromatografia gaseosa acoplado con espectrofotometria de
masa (7-9). Para el andlisis de Clenbuterol como materia prima la BP 2002 proporciona los
métodos de cromatografia en capa fina para el analisis cualitativo, cromatografia liquida
micelar para el estudio de sustancias relacionadas y volumetria en medio no acuoso con
deteccion potenciométrica para el analisis cuantitativo (10).

Se han propuesto dos procedimientos para la determinacion de Clenbuterol en
preparaciones farmacéuticas usando colorimetria e inyeccion de flujo con deteccion
fluorimetrica. (11)

Se han reportado métodos de electroforesis capilar en presencia de enantiomeros de
Clenbuterol (12) y en presencia de otros analitos (13)

Para la determinacion de Ambroxol se han publicado métodos de analisis por
Cromatografia Liquida de Alta Resolucion utilizando Brohmexina como patron interno
(14). En la Farmacopea Mexicana (15) se determina Ambroxol en jarabe por
espectrofotometria UV-VIS y por inyeccion de flujo de pares ionicos con deteccion
espectrofotométrica (16). Se han propuesto métodos de analisis para Ambroxol en Tabletas
(17) por HPLC y Espectrofotometria derivativa UV. Para el analisis de Ambroxol como
materia prima la BP 2002 (10) proporciona los métodos de cromatografia en capa fina y
colorimetria para el andlisis cualitativo, cromatografia liquida para el estudio de sustancias
relacionadas y volumetria acido-base con deteccion potenciométrica para el analisis
cuantitativo.

El desarrollo y validacion de un método de analisis de Clenbuterol y Ambroxol en
jarabe por cromatografia liquida de alta resolucion se debe a la ausencia de monografias en
las Farmacopeas tales como la Europea, USP, BP, etc. y a la inexistencia de métodos de
analisis publicados en revistas periddicas de quimica analitica y de farmacia suscritas por
la Universidad Nacional Autéonoma de Nicaragua (UNAN-Le6n). El producto a analizar es
fabricado por el Laboratorio nacional Ceguel.

La metodologia de validacion se basa en los criterios y recomendaciones
proporcionadas por las guias de la FDA (17-21).
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OBJETIVOS
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OBJETIVO GENERAL.

Desarrollar y validar un método de anélisis por cromatografia liquida de alta
resolucion para la determinacion de Clenbuterol y Ambroxol en jarabe.

OBJETIVOS ESPECIFICOS.

7
°

Desarrollar un método de analisis para la determinacion de Clenbuterol y
Ambroxol.

Demostrar que el método analitico es adecuado para el analisis de Clenbuterol y
Ambroxol.

Identificar y cuantificar Clenbuterol y Ambroxol en Jarabe.

Evaluar los parametros de validacion para la determinacion de Clenbuterol y
Ambroxol.
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MARCO TEORICO
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1. METODOS DE ANALISIS DE AMBROXOL

Diversos métodos se han utilizado para la determinacién de Ambroxol, incluyendo
espectroscopia ultravioleta, cromatografia en capa fina, cromatografia liquido-gas en
conjunto con captura electronica, y cromatografia de alta resolucion usando deteccion UV y
amperométrico.

1.1 Métodos de analisis de Ambroxol por inyeccion de flujo.

Pérez-Ruiz y col. (16) desarrollaron un método espectrofotométrico acoplado con
inyeccion de flujo para la determinacion de Ambroxol en preparaciones farmacéuticas. El
método se basa en la formacion y extraccion de pares i6nicos de Ambroxol con colorantes
acidos. Los resultados mostraron que el azul bromotimol y 1,2-diclorometano fue el mas
efectivo colorante y extractante respectivamente. La absorbancia del extractante organico
fue maxima y constante en el rango de pH de 3 a 4.2.

1.2 Métodos de analisis de Ambroxol por HPLC.

Ferreira y col (14) publicaron un método para la identificacion y cuantificacion de
Ambroxol por HPLC. Ellos utilizaron una columna pBondapak™ C18(10pum)30cmx3.9mm
D.I. Se utilizo un patrén interno de Brohmexina. Fue ensayada una elusion isocratica de
acetonitrilo: metanol: tampon de fosfatos (0,001M) pH 7 (41:41:18) con una velocidad de
flujo de 2ml/min. La longitud de onda analitica utilizada es de 254 nm.

Z. Dincer y col. (17) proponen un método de HPLC en fase reversa para el analisis
de Ambroxol en tabletas. Utilizan una columna C-18 con la fase movil de fosfato acuoso
(0.01M): acetonitrilo: acido acético glacial (59:40:1) (pH 3.12) y deteccion ultravioleta
252nm.

1.3 Métodos de anilisis de Ambroxol por espectrofotometria.

Z. Dincer y col. (17) desarrollaron un método de espectrofotometria UV de
derivadas para la primera derivada y de orden cero.

2. METODOS DE ANALISIS DE CLENBUTEROL.

Se han reportado diversos métodos para la determinacion de Clenbuterol en
matrices bioldgicas incluyendo radioinmunoensayos, inmunoensayos enzimaticos, GC-MS,
HPLC con deteccion UV, deteccion con espectrofotometria de masas y deteccion
electroquimica y HPTLC.

Para la determinacion de Clenbuterol en preparaciones farmacéuticas se reporto un
procedimiento fluorimétrico usando inyeccion de flujo y un procedimiento calorimétrico.
Para la determinacion de materia prima la BP 2002 reporta un método por cromatografia
liquida micelar, de capa fina y un método volumétrico con deteccion del punto final
potenciométrico.
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2.1 Determinacion de Clenbuterol por HPLC.

Ramos y col.(8) optimizaron un método de cromatografia liquida de alta resolucion
con deteccion ultravioleta a 246nm para el analisis de Clenbuterol en muestra de orina en
ganado vacuno. La fase moévil utilizada fue hidrogeno fosfato di-amonio 3,5mM pH =3/
metanol (10:90) con una velocidad de flujo de 1,5 ml/min. La fase estacionaria incluia una
precolumna Waters NOVA-PAK C18 y la columna analitica Sherisorb ODS 2, 150 x4,6
mm, 5 um de didmetro de particula.

Eddins y col. (5) determinaron Clenbuterol en orina de Equino utilizando
cromatografia en fase normal. Operaron a una longitud de onda de 222nm e inyectando
20uL. Las columnas HPLC usadas fueron:

e uBondapak enlazada a fase ciano (Waters Associates), con un tamafio de
particula de 10 um, y 30 cm x 3,9-mm de d.i.

e Enlazada a fase ciano (Analytical Systems Inc.), con un tamafio de particula
de 10 um, y 30 cm x 4,4-mm de d.i.

La fase movil consistié de una solucion de isopropanol 30% v/v, y dodecilsulfato de
sodio al 0,4% en agua. La solucion se ajusto a pH aparente 4,85 con acido clorhidrico. Las
muestras y los estandares fueron cromatografiados usando 2 ml/min a temperatura
ambiente.

Posyniak y col. (2) determinaron Clenbuterol utilizando las siguientes condiciones
cromatograficas: Columna LiChrospher 100 RP-8 (250 mm ,4 mm) con la fase mévil 0.025
nM éacido ortofosforico: ACN (70:30), la lectura se efectu6o a 240 nm, el volumen de
inyeccion de 100 ply con la velocidad de flujo de 1.0 ml min™

X. Z. Zhang y col. (6) determinaron Clenbuterol en higado de cerdo por
Cromatografia liquida de alta resolucion con un sistema de deteccion de electroquimico
debido a que el contiene un grupo electroactivo amino aromadtico. El Clenbuterol fue
analizado por HPLC en la modalidad de fase reversa usando la columna Hypersil ODS (150
mmx4mm i.d. y de tamafo de particula de Sum, Hewlett-Packard, USA). Se utilizo una
guarda columna (Hypersil, Sum, Alltech Associates Inc. USA) para proteger la columna
analitica.

El componente A de la fase movil es 50 mM &cido fosforico-30 mM trietilamina y
el pH se ajusto a 4,0 con solucion de hidréxido de sodio 2M. La fase movil del componente
B es acetonitrilo: metanol en la proporcion de 45:30 (v/v). La mezcla de los componentes A
y B 80:20 (v/v) se utilizo como fase moévil en el método a una velocidad de flujo de 0,8
ml/min y un volumen de inyeccion de 20 uL. El tiempo de retencion obtenido es de 8,1
min.

El pH de la fase movil tiene efecto sobre el factor de retencion y la altura del pico
del Clenbuterol. El factor de retencion del Clenbuterol aumenta con el incremento del pH,
pero la altura del pico del Clenbuterol disminuye continuamente a pH menores y mayores
de 4, por ello la maxima sensibilidad del sistema la realizaron a pH 4.0.
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Las muestras del tejido fueron pretratadas usando una extraccion liquido-liquido
con dietileter y la fase organica fue evaporada a sequedad. El residuo fue disuelto en la fase
movil. Los resultados de los experimentos iniciales demuestran que la eficiencia de la
extraccion varia con el pH. La eficiencia de extraccion es mayor del 70% cuando el rango
del pH es de 11,1 a 11,8 y el punto de mayor extraccion es a pH 11,6. Cuando el pH fue
ajustado a pH 10,8 la eficiencia de extraccion disminuyo al 53%. Y cuando el pH fue
modificado a 13,5 se presentaron dificultades para encontrar el Clenbuterol. Se escogio el
pH de 11,6+2 como el valor optimo.

2.2 Determinacion de Clenbuterol por fluorimetria.

C. Lopez-Erroz y col.(11) determinan Clenbuterol usando la metodologia de
inyeccion de flujo y deteccion fluorimetrica. El método se basa en la reaccion de
derivatizacion del grupo amino primario con los reactivos o-ftaldehido (OPA) y 2-
mercaptoetanol (ME) dando un producto fluorescente. El procedimiento propuesto fue
aplicado con excelentes resultados en la determinacion de la droga en preparaciones
farmacéuticas comerciales.

2.3. Determinacion de Clenbuterol por colorimetria

El método se basa en la reaccion de Clenbuterol con nitrito de sodio, sulfamato de
amonio y el reactivo N-naftiletilendiamina, para formar un compuesto coloreado con un
maximo de absorcion a 545 nm. (11)

3. VALIDACION.

Segun el glosario de las GMP de la Union Europea (23), validacion es la “obtencion
de pruebas con arreglo a las Normas de Correcta fabricacion, de que cualquier
procedimiento, proceso, equipo, material, actividad o sistema produce en realidad el
resultado previsto.”

Para B. Rossi (24) “la validacion es la presentacion de pruebas documentadas que
demuestran que un proceso particular responde a una serie de especificaciones o directrices
elaboradas por entidades reguladoras™.

Se define validacion de un método analitico como el proceso mediante el cual se
establece por medio de estudios de laboratorio que las caracteristicas representativas del
método analitico cumplen con las especificaciones para su aplicacion. (25).

3.1 Parametros para la validacion de métodos HPLC para drogas.

Segin la USP XXVI los métodos analiticos se clasifican en varias categorias para
su validacion (26). Los métodos que son objeto de estudio en el presente trabajo pertenecen
a la categoria I y se clasifican como "métodos cuantitativos para la determinacion del
principio activo como materia prima o en formulaciones farmacéuticas". Los parametros de
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validacion que se deben considerar varian segun los requisitos legales exigidos por distintas
organizaciones. Segun la literatura consultada (20,25-26), para este tipo de métodos deben
de evaluarse la linealidad, la sensibilidad, la exactitud, la precision, la selectividad. En el
estudio, sin embargo se ha incluido el limite de cuantificacion por las concentraciones a
nivel de microgramos/mL del Clenbuterol en el jarabe.

3.2 SELECTIVIDAD.

La selectividad es la capacidad de un método analitico para medir y/o identificar
simultanea o separadamente los analitos de interés, de forma inequivoca, en presencia de
otras sustancias quimicas que puedan estar presentes en la muestra. (21,25-26).

3.2.1 Ambito de aplicacién.

El estudio de la selectividad es uno de los parametros de mayor importancia dentro
de la validacion de un método analitico. Atendiendo a criterios técnicos, se debera
establecer, en cada caso, hasta que punto se debe buscar interferencia (con excipientes,
impurezas y productos de degradacion), debido a la imposibilidad de reflejar todas las
situaciones y consideraciones posibles.

Las conclusiones de los estudios de selectividad estan vinculadas al origen de la
muestra, la optimizacion de la preparacion, la especificidad de la medida y las condiciones
instrumentales. Por tanto cualquier cambio en las mismas supone una reconsideracion del
estudio realizado.

3.2.2 Determinacion cuantitativa de un compuesto o riqueza de un principio activo.

El método debe evitar la interferencia de excipientes, productos de degradacion y/o
impurezas en la respuesta proporcionada por el compuesto o el principio activo objeto de la
evaluacion analitica.

3.2.3 Procedimiento para la determinacion de la selectividad.

En el estudio de la selectividad se comparan los resultados del analisis de muestras
con y sin analito en presencia o ausencia de impurezas, productos de degradacion,
sustancias relacionadas y/o excipiente.

Se pueden plantear diferentes alternativas para proceder a la demostracion
documental de la selectividad del método.

Uno de los procedimientos para determinar la selectividad es la aplicacion de
técnicas confirmatorias con muestras sometidas a estrés para generar los compuestos
potencialmente interferentes.

Este tipo de estudio adquiere especial importancia para los métodos en que se desea
evaluar la estabilidad de un principio activo o forma farmacéutica. Se debe comprobar, a
ser posible, la identidad del analito y que la sefial proviene solo de el.
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Las condiciones de estrés para lograr una degradacion del orden del 10-20% en la
mayoria de principios activos son calor (40-70°C), luz y humedad relativa (85%).

Las condiciones para la materia prima son las siguientes:

Calor (40°C a 100°C).
Luz

Acido (HCI 0.1N)
Base (NaOH 0.1N)
Oxidante (H,0,, 3%)

YVVYVYVYVY

Los productos asi tratados son analizados y se evalua la pureza cromatografica y su
resolucion respecto a los picos mas proximos.

La siguiente tabla indica los criterios de aceptacion recomendables (21).

Parametro Criterio de aceptacion propuesto
Capacidad de discriminacion del EI método ha de permitir distinguir entre
procedimiento todas las especies quimicas que puedan
generarse.
Resolucion  cromatografica entre  picos | Mayor de 1.5 (>2)
cercanos
Factor de cola cromatografico <de 2
Numero de platos tedricos cromatograficos >2000
Identidad del pico cromatografico Pureza del pico, ausencia de coelucion.
3.4 LINEALIDAD Y RANGO.

La linealidad es la capacidad del método para proporcionar resultados que son
directamente (o por medio de transformaciones matematicas) proporcionales a la
concentracion del analito en la muestra dentro de un rango establecido.

El rango se define como el intervalo entre la concentracion superior e inferior del
analito para el cual se ha demostrado la correcta precision, exactitud y linealidad del
método descrito.

En la especialidad farmacéutica los limites de especificaciones suelen establecerse
entre el 95% a 105% a liberacion, 90% a 110% a caducidad, respecto al valor nominal.

Debido a esto se suele evaluar la linealidad de los métodos en un rango mas amplio,
la ICH recomiendan del 80%-120%.

10
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3. 4.1 Procedimiento para la determinacion de la linealidad.

1. Dentro del rango establecido se recomiendan estudiar al menos cinco niveles de
concentracion y analizarlos por triplicado.

2. Para realizar los andlisis se recomienda hacer pesadas independiente, ya que asi se
elimina el posible error sistematico que se podria arrastrar partiendo de una sola
pesada y realizando diluciones.

3. El ntimero de repeticiones de cada muestra dependera de la presion del sistema
instrumental empleado y de lo que se decida incluir como rutina en el
procedimiento analitico a validar.

Con el resultado del estudio de linealidad se prepara una tabla relacionando las
cantidades o concentraciones x (variable dependiente o predictiva) y la repuesta y (variable
dependiente, por ejemplo areas, alturas, etc). La relacion entre ambas variables se expresa
matematicamente como una recta de regresion del tipo y=b*x + a, obtenida por un método
de ajuste, por lo general el de minimo cuadrados. (Ver Anexo 1)

Si la recta no pasa cerca del origen de coordenadas significa que el método a evaluar
esta afectado por un error sistematico, por defecto o por exceso en el intervalo estudiado.

La evaluacion estadistica de la linealidad se presenta en el anexo 1.

Los test estadistico relacionados con la linealidad de caracter obligatorio son los
siguientes:

R/
%

Ecuacion de la recta de regresion.

Representacion grafica de la recta de regresion y de los resultados experimentales.
Coeficiente de correlacion, r y de determinacion r°.

» Caracteristica de la variancia residual.

Analisis de la variancia (significacion de la pendiente y linealidad) comprobando
los supuestos de homogeneidad de variancia y normalidad de residuales.

R/ R/
LR X g

0’0

*
0.0

El test de proporcionalidad informacion adicional sobre el sesgo del método, lo cual
es muy util a la hora de evaluar su capacidad para ser empleado en el analisis de trazas.

3.5 PRECISION.

Expresa el grado de concordancia (grado de dispersion) entre una serie de medidas
de tomas multiples a partir de una misma muestra homogénea en las condiciones prescritas.

El objetivo del estudio de la precision es conocer la variabilidad o el mas-menos del
método de ensayo. Esta variabilidad es debida a errores aleatorios inherentes a todos
métodos de ensayos. Como consecuencia de la existencia de estos errores, los analisis
efectuados sobre muestras idénticas, en las mismas circunstancias no conducen
generalmente a resultados idénticos. Los factores susceptibles de influir sobre los resultados
de un ensayo no pueden ser siempre controlados (analista, equipo instrumental, reactivo y
tiempo), de aqui la importancia del estudio de la precision.

11
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La precision engloba diferentes tipos de estudios.

1. Repetibilidad

1.1 Repetibilidad instrumental
1.2 Repetibilidad del Método
2. Presion Intermedia

3. Reproducibilidad

En el documento solo nos vamos a referir a la Repetibilidad.

3.5.1 Repetibilidad.

Estudia la variabilidad del método efectuando una serie de analisis sobre la misma
muestra en la misma condiciones operativas (por un mismo analista, con los mismos
aparatos y reactivos, etc), en un mismo laboratorio y en un periodo de tiempo corto.

3.5.2 Repetibilidad del sistema instrumental.

Este pardmetro estudia la variabilidad debida tnicamente al instrumento, y se
determina analizando repetidamente una misma muestra de forma consecutiva de 6 a 10
veces.

Se evalia mediante el calculo del coeficiente de variacion de los resultados
obtenidos tras el andlisis de una serie de replicados de una muestra. La USP XXVI
establece como criterio un coeficiente de variacion igual o inferior al 2% en la inyeccion de
5 replicados (o realizarlo sobre 6 replicados si el requerimiento es superior al 2%).

3.5.3 Repetibilidad del método.
El ensayo de Repetibilidad del método se efectia sobre una serie de alicuotas de una

misma muestra que se analiza independientemente desde el principio (preparacion de
muestra) hasta el final (lectura de resultados) por el mismo instrumento y el mismo analista.

Se proponen dos alternativas para realizar este estudio:
e Un minimo de 6 muestra a la concentracién nominal.
e Un minimo de 3 muestras a 3 niveles de concentracion cubriendo el intervalo
especificado (un total de 9 muestras).
La estimacion de la Repetibilidad del método se realiza con el célculo del
coeficiente de variacion de las muestras obtenidas y con los intervalos de confianza a cada

nivel de concentracion estudiado.

La precision de un método analitico se expresa generalmente como el coeficiente de
variacion de una serie de medidas y se calcula matematicamente de la siguiente manera:

12
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CV(%)="*100

= 1w

Donde:
s = es la desviacion estandar.

x = es media aritmética de los resultados.

Segun Camacho y col, (21), el CV (%) maximo aceptable para un intervalo de
aceptacion viene dada por la ecuacion:
In
VA

CV =[100—L4*

Donde:

LA = valor limite aceptado.

n = nimero de replicados que deben de hacerse en el analisis.
Z(0=0,01)=2,58.

Para un intervalo de aceptacion del 80% al 110% se tiene un CV del 13,4% y 6,7
(n=3) para las concentraciones respectivas.
Los intervalos de confianza se calculan a partir de:

Para resultados individuales

xXttxs

Para resultados promedios:

K
xttx—

Jn
Donde

t =es el valor de la t Student de tablas para n-1 grados de libertad y a = 0,05.
n =es el namero de analisis.
s = es la desviacion estandar.

x = es media aritmética de los resultados.
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3.6. EXACTITUD.

La exactitud de un procedimiento analitico expresa la proximidad entre el valor que
es aceptado convencionalmente como valor verdadero o un valor de referencia y el valor
experimental encontrado.

3.6.1 Procedimiento de determinacion de la exactitud.

La exactitud debe de mostrarse en todo el rango especificado para el método
analitico. Se recomienda un minimo de nueve determinaciones sobre tres niveles de
concentraciones diferente del analito que cubra el rango especificado. En funcion del tipo
de método a validar de cada caso concreto se deberda tener en cuenta el rango de
concentracion de trabajo.

Para los ensayos de riqueza de un principio activo en materia prima o en producto
acabado se recomienda determinar la exactitud en el rango de concentracion de trabajo del
80 a 120 %.

La exactitud se expresara como porcentaje de recuperacion en la valoracion de una
cantidad conocida de analito afadida sobre la muestra o como la diferencia entre la media
obtenida y el valor aceptado como verdadero juntos a los intervalos de confianza.

Porcentaje de recuperacion (R) = X, « 100
n
Diferencia = X, - pu
Donde:
Xm: valor medio hallado.
u: valor aceptado como verdadero.
3.6.2 Criterio de aceptacion.

Los valores orientativos aceptable en la industria farmacéutica en formulados
farmacéuticos debe de ser del 97.0% a 103.0% recuperado. A nivel de trazas (0.1-10 ppm)
el coeficiente de recuperacion debe de ser como minimo del 90%.(22).

Los valores orientativos aceptables segin la AOAC (Asociacion oficial de

Quimicos Analiticos), en funcion de la concentracion del analito (27), a nivel del factor de
concentracion desde 100ppb a 10000 ppb es del 80-110%.
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3.7 LIMITE DE DETECCION Y LIMITE DE CUANTIFICACION.

3.7.1 Limite de Deteccion.

Se puede describir el limite de deteccion (LD) de un analito como aquella
concentraciéon que proporciona una sefial en el instrumento y significativamente diferente
de la senal de una muestra en blanco o sefial de fondo.

Una definicion (28) que se utiliza comunmente en quimica analitica es: la cantidad
de concentracidon de analito que proporciona una sefial igual a la sefial del blanco, y yg mas
tres veces la desviacion estandar del blanco, sg.

y—yp =354

Donde:
yg = es la sefial del blanco.
sg = la desviacion estandar del blanco.

Dado un método analitico determinado, se entiende por limite de cuantificacion
(LC) de dicho método, la minima cantidad de analito presente en la muestra que se puede
cuantificar, bajo las condiciones experimentales descritas, con una adecuada precision y
exactitud; y por limite de deteccion la minima cantidad de analito en la muestra que se
puede detectar aunque no necesariamente cuantificar bajo dichas condiciones
experimentales (19).

y—y5 =10s,
3.7.2 Limite de Cuantificacion.

Una prueba de idoneidad del sistema también puede ser util para confirmar la
consecucion de un determinado limite de cuantificacion o de deteccion, con el fin de
comprobar la capacidad de cumplimiento con la funcion para el cual se ha establecido, por
ejemplo para analizar bajos niveles de impurezas.

3.7.1 Método basado en la relacion sefial/ruido.

Este método, uno de los mas conocidos y empleados, requiere que el procedimiento
de andlisis sea instrumental y que proporcione una sefial blanco, un ruido de fondo o una
linea de base, es decir una sefial residual a concentracion cero de analito. Es el caso de
métodos instrumentales tan empleados en el campo quimico-farmacéutico como la
espectrofotometria UV visible o la cromatografia de gases o liquida (HPLC).

Cuando el método de analisis se basa en alguna de estas técnicas, puede establecerse

el limite de deteccion y cuantificacion de forma tedrica mediante el siguiente
procedimiento:

15
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Se establece una senal ruido que proporciona un blanco o placebo (matriz de la
muestra conteniendo todos los ingredientes a excepcion del analito a estudiar) a partir del
analisis reiterado de dicho blanco (se recomienda un minimo de 6-10 analisis
consecutivos). Para métodos cromatograficos el LC sera igual a la concentracion de analito
que proporcione una sefial 10 veces superior al ruido de fondo, y que el LD sera igual a la
concentracion de analito que proporcione una sefal 3 veces superior a este.

Resulta evidente que una vez establecida esta concentracion no se puede escapar a
la comprobacion experimental de que el analisis de muestras conteniendo la concentracion
de analito correspondiente al LD y LC teodricos conducen a los resultados esperados, y para
ello se prepararan un nimero adecuado de muestras (habitualmente un minimo de 6) a
dichas concentraciones y se analizaran de forma que puedan obtenerse los datos para

calcular la precision y la exactitud en el LC, tal y como recomienda la guia tripartita ICH,
Q2B.

H
A 2
WAV AW WA WYY
v ' ¥
3.8 ROBUSTEZ.

La guia ICH, Q2A define la robustez de un método analitico como la medida de su
capacidad para permanecer inalterado ante pequefias pero deliberadas variaciones en ciertos
parametros, proporcionando idea de su fiabilidad o estabilidad durante su empleo de rutina.

Es por tanto la capacidad que demuestra el procedimiento de analisis para
proporcionar resultados validos en presencia de pequefios cambios respecto de las
condiciones descritas en el método, susceptibles de producirse durante su utilizacion.

Los factores a evaluar en cualquier método de analisis pueden ser tantos factores
cuantitativos (ej Influencia del valor de pH, del valor de temperatura, porcentaje de
componente organico en una fase mévil HPLC, etc.) como cualitativos (ej. Fabricante de la
columna cromatografica, fabricante de un determinado reactivo, etc.). Los factores mas
comunmente evaluados en técnica analitica HPLC son:
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e Composicion de la fase movil.

1. Porcentaje de organico.

2. Concentracion de sales en el tampon (fuerza idnica)

3. Concentracion de aditivos (ej. aminas)

4. En gradientes. Composicion inicial y final de la fase movil y pendiente del
gradiente.

¢ Volumen de inyeccion.

e pH de la fase de la fase movil.

e Temperatura de la columna.

e Flyjo.

e Tipo de columna:

1. Fabricante de la fase estacionaria.
2. Lote de columna.

3. Antigiiedad de la columna.

e Detector: Variacion de longitud de onda (UV).
e Sensibilidad de integracion.

Una vez definido los factores que pueden influir en el analisis se ha de fijar entre
que margenes de variacion se quiere evaluar.

La forma mas eficaz de estudiar a Robustez es efectuar un diseno factorial.
Normalmente se utilizan dos tipos de disefos factoriales.

e Disefios factoriales completos y fraccionados.

e Disefios de Plackett-Burman y de Youden-Steiner.

3.9 IDONEIDAD DEL SISTEMA.

El test de idoneidad del sistema consiste en un conjunto de ensayos que permiten
comprobar en el momento de utilizacion del método, que el sistema, (analista, reactivos, e
instrumental) es adecuado para llevar a cabo la determinacion para la que se ha establecido
y validado dicho método. Por lo tanto, el test de idoneidad del sistema se ha de entender
como parte integrante del procedimiento de analisis y requisito previo a su realizacion.

3.9.1 Procedimiento de determinacion de la idoneidad.

El test de idoneidad del sistema debe encontrarse vinculado de forma directa a las
caracteristicas del método analitico para el que se establecio, ya que debe reflejar su
viabilidad en el momento de emplearlo.

Los ensayos de idoneidad del sistema que se establezcan vendran por el
conocimiento adquirido del método y la viabilidad de su empleo en rutina debiendo
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corresponderse con los valores minimos para los que los parametros estudiados permanecen
dentro de las especificaciones establecidas.

Estos ensayos no solo demuestran que el sistema se encuentra en perfectas
condiciones para realizar el andlisis sino que también permiten establecer el criterio por el
que modificar las condiciones analiticas descritas en el procedimiento con el fin de alcanzar
la idoneidad. Estas modificaciones se encontraran siempre dentro de unos limites
establecidos durante el estudio de Robustez.

El procedimiento de realizacion del test de idoneidad, asi como sus criterios de
aceptacion deben encontrarse perfectamente establecidos dentro del método de analisis,
indicando las acciones a realizar en caso de no cumplirse.

3.9.2 Parametros de evaluacion.

Los parametros de evaluacion de los ensayos de idoneidad se pueden agrupar en tres
categorias.

e Precision.

e Parametros cromatograficos.
1. Factor de capacidad (k")

2. Numero de platos tedricos (N)
3. Factor de asimetria o de cola (F)
4. Resolucion (Rs)

e Limites de deteccion o cuantificacion.

La precision instrumental se comento en el apartado 3.5, y la de Limites de
Identificacion y Cuantificacion en el apartado 3.7, de aqui en adelante solo nos vamos a
referir los parametros cromatograficos.

3.9.3 Parametros cromatograficos.

a) Factor de capacidad k’.

El factor de capacidad, también definido como relacion de distribucion de masa (D),
se interpreta como el nimero de volimenes de fase modvil necesarios para eluir un
compuesto después del volumen inicial contenido en la columna (t, ). Este factor determina
la retencion de un soluto y puede ser calculado como.

., tr—to
k=

fo
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Donde:

t, : tiempo en el que un compuesto no retenido pasa por el interior del sistema.
tr : tiempo de retencion del compuesto considerado.

Valores bajos de k’ indican que el pico eluye muy proximo al frente de solvente,
pudiendo verse comprometida la selectividad. Son recomendables valores de k’ superiores
a 1 consiguiéndose una optima resolucion con valores mayores de 2.

b) Numero de platos teoricos (N).

El numero de platos tedricos es una medida de la eficacia del sistema
cromatografico, que expresa el numero de picos que puedan aparecer en el cromatograma
por unidad de tiempo y, por lo tanto, de la capacidad del sistema de proporcional bandas de
elusion estrechas.

El calculo del nimero de platos tedricos se basa en la relacion entre el tiempo de

retencion y la anchura del pico cromatografico pudiendo emplearse distintas formulas
como:

* Farmacopea Europea y Japonesa (Opcional en USP integradores electronicos).

2
N= 5.54*@)
w

Donde:

R¢= Tiempo de retencion.
W= Anchura de pico al 50% de la altura.

* USP.

2
N=16*(RT)
w

Donde:

R¢= El tiempo de retencion.
W= La anchura del pico en la linea de base determinado por la tangente ajustada a
un % de la altura del pico.
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Los parametros sobre los que los que se puede incidir para modificar el numero de
platos teoricos son la columna o soporte (longitud, calidad, tamafio de particula) y las
diversas condiciones Cromatograficas definidas en el método (temperatura, flujo, fase
movil, etc.)

El ntimero de platos teéricos depende del tiempo de elusion pero en general se
recomiendo que sea superior de 2 000. Este parametro tiene especial interés en las pruebas
de idoneidad del sistema donde existe un solo pico de interés dentro del cromatograma y en
el estudio de trazas como complemento a la comprobacion del limite de deteccion.

¢) Factor de asimetria o de cola.
Factor de asimetria o de cola es una medida de la senal generada por el que existen

varias férmulas de calculo que toman la anchura de ambos lados del pico a distintas alturas,
siendo la mas habitual en las farmacopeas.

T — W;).OS
2F

Donde:
Wo.0s = Anchura de pico al 5% de la altura del pico.

F= Distancia entre la perpendicular trazada desde el maximo del pico y el frente al 5% de la
altura del pico.

paak mxfmum-j

Fig. Determinacion del factor de asimetria segtin la USP 26.

Como norma general el factor de asimetria deberia encontrarse entre 0.8 y 1.5,
aunque pueden aceptarse valores de hasta 2.0

Las senales simétricas son preferibles porque minimizan las imprecisiones en la

deteccion del inicio y el final del pico por parte de los sistemas de integracion. Por tanto,
permite una mejor y mas precisa cuantificacion del area bajo la curva.
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d) Resolucion.

La resolucion es la medida de la separacion entre dos picos. Este parametro resulta
muy Util para controlar el comportamiento de posibles interferencias. La férmula de calculo
para la resolucion es:

ch*tR!_tRZ
Wl_Wz

Donde:

tr1y tro =Tiempo de retencion (tiempo de ilusion del maximo del pico medido el
inicio de la inyeccion), tr; < tra.

C= Constante cuyo valor varia segun el criterio con el que se mida la anchura de
pico.

Wiy W,=Anchura del pico a media altura, C=1.18 (EP y JP)

W’y Wy =Anchura del pico por tangentes, C=2.0 (USP).

3

TELTOR SERFOKS

= infactian

D=

TIeL—

4. CROMATOGRAFIA LIQUIDA.

La cromatografia (29-33) agrupa un conjunto importante y diverso de métodos, que
permite a los cientificos separar componentes estrechamente relacionados en mezclas
complejas, lo que en muchas ocasiones resulta imposible en otras medios. En todas las
separaciones cromatografica la muestra se disuelve en una fase movil que puede ser un gas,
un liquido, o un fluido supercritico. Esta fase movil se hace pasar a través de una fase
estacionaria inmiscible, la cual se mantiene fija en una columna o sobre una superficie
solida. Las dos fases se eligen de tal forma que los componentes de la muestra se
distribuyen de modo distinto entre la fase moévil y la fase estacionaria. Aquellos
componentes que son retenidos con fuerza por la fase estacionaria se mueven lentamente
con el flujo de la fase movil. Por el contrario los componentes que se unen débilmente a la
fase estacionaria se mueven con rapidez. Como consecuencia de la distinta movilidad los
componentes de la muestra se separan en bandas discriminadas que pueden analizarse
cualitativa y/o cuantitativamente.
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4.1 Cromatografia de reparto.

La cromatografia se puede subdividir en cromatografia liquido-liquido y
cromatografia de fases unidas quimicamente. La diferencia entre estas técnicas radica en la
forma en que se retiene la fase estacionaria sobre las particulas soporte del relleno.

En liquido-liquido, la fase estacionaria liquida se retiene sobre la superficie del
soporte por absorcion fisica. En la fase unida quimicamente, la fase estacionaria se une
quimicamente a la superficie del soporte.

4.2 Columnas para cromatografia de fase unida quimicamente.

En cromatografia de reparto, los soportes para casi todos los rellenos de fases
unidas quimicamente se separan con silice rigida o composiciones constituidas
basicamente por silice. Estos solidos estan formados por particulas mecanicamente
resistentes, porosas y uniformes, con didmetros de 3.5 0 10 um. La superficie de la silice
totalmente hidrolizada (hidrolizada por calentamiento con HCl 0.1 M durante unos o dos
dias) esta constituida por grupos silanol quimicamente reactivos. Es decir, la superficie de
silice caracteristica contiene cerca de 8umol/m” de grupos OH.

Los recubrimientos de fase enlazada mas utilizados son los siloxanos, que se forman
por reaccion de la superficie hidrolizada con un organoclorosilano.

El recubrimiento de la superficie por sililacion se limita a 4umol/m” o menos a
causa de los efectos estéricos. Los grupos SiOH que no han reaccionado,
desafortunadamente proporcionan una polaridad indeseable a la superficie, lo que origina
picos cromatograficos con cola en especial con los solutos basicos. Para deducir este efecto,
los rellenos de siloxanos muchas veces se desactivan por un proceso de bloqueo mediante
reacciéon con clorotrimetilsilano, el cual, debido a su pequefio tamafio, puede unirse
quimicamente a muchos de los grupos silanol que no habian reaccionado.

5. FASE INVERSA

En la cromatografia en fase inversa, la fase estacionaria es no polar, con frecuencia
se trata de un hidrocarburo, y la fase movil es relativamente polar (como el agua, metanol o
el acetonitrilo), en los métodos en fase inversa, los componentes mas polares aparecen
primero, y un aumento de la polaridad de la fase mévil aumente el tiempo de elusion.

5.1 Fases de utilizacion mas frecuente en la fase inversa.

Ocitil Sl'(CHz )7-CH3 Cs

octadecil = Sl'(CHz )17'CH3 Cis
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5.2 Caracteristicas de cromatografia de fase reversa.

FASE REVERSA
Polaridad de la fase estacionaria. Bajo
Polaridad de la movil. Medio alto
Fase movil prototipo CH; OH/H,O
Orden de elusion Primero el mas polar.
Incremento del tiempo de retencion. Incremento de la polaridad de la fase movil.

5.3 Fase movil.

En la cromatografia sobre fase inversa con fases enlazadas, la fase movil mas
habitual es la mezcla de agua con un disolvente miscible y menos polar, como metanol,
acetonitrilo, tetrahidrofurano, etc. El agua es un disolvente mas débil, y origina los mayores
tiempos de retencion.

La eleccion del componente menos polar de la fase movil depende de diversos
factores, principalmente de la solubilidad de la muestra, compatibilidad fase movil-
muestra-detector, viscosidad de la fase mdvil y eficacia del equipo utilizado.

Debe elegirse una fase movil en la cual se disuelva facilmente la muestra. Si se
realiza la deteccion en el UV lejano, la fase movil debe tener una baja Absortividad molar

en el UV en la zona de deteccion.

5.4 Parametros de solubilidad y polaridad.

SOLVENTE 8, Pa” *10° P’
Acetonitrilo 239 5.8
Metanol 29.4 5.1
Agua 47.8 10.2

5.5 Cromatografia de pares ionicos.

La cromatografia de pares i6nicos (o de formacion de parejas de iones) es un tipo de
cromatografia de reparto en fase inversa que se utiliza para la separacion y determinacion
de especies i6nicas. En la cromatografia de pares ionicos la fase movil esta constituida por
una disolucidon tampon acuosa que contiene un disolvente organico como metanol o
acetonitrilo, y un compuesto i6nico que aporta un contra i6n de carga opuesta al analito.
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Un contra i6n es un i6n que se combina con el 16n del analito para formar una pareja
de iones, que es una especie neutra que es retenida por el relleno de fase inversa. La elusion
de los pares ionicos se consigue mediante una disolucion acuosa de metanol o de otro
disolvente organico soluble en agua.

Las aplicaciones de la cromatografia de pares idnicos con frecuencia se superponen
con las de la cromatografia i6nica.

5.6 Modo de separacion en cromatografia ionica.
Los diferentes modos de separacion para moléculas organicas de interés

farmacéutico por cromatografia de intercambio i6nico en fase reversa se resumen a
continuacion.

PARES IONICOS SUPRESION IONICA
Tipo de columna Silica C-18, 12.5-25cm Silica C18. 12.5-25cm
Buffer + reactivo de par i6nico Buffer + modificador organico.
Fase movil o buffer + modificador
organico + reactivo de par
ionico.
Rango de pH 2-8 2-8

pH o naturaleza/concentracion | Naturaleza o pH/ concentracion del
del par i6nico o naturaleza buffer o modificador organico.
Cambio de retencion /concentracion del modificador
o tipo buffer/ concentracion.
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MATERIAL Y METODOS
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Tipo de Estudio: Experimental.

Area de Estudio: Fl estudio se realizo en el Laboratorio de Control de Calidad de
Medicamentos

Poblacion de Estudio: 1200 frascos de Jarabe de Neumosan Compuesto producidos
en el laboratorio Nacional Ceguel y un Laboratorio extranjero (producto de referencia).

Muestra: 10 frascos de Neumosan Compuesto (Lote 013034) proporcionado por
Laboratorio Ceguel S.A e igual cantidad para Mucosolvan Compuesto (Lote 954660) de
Laboratorio Boehriger Ingelheim.

Unidad de Analisis: Jarabe de Neumosan Compuesto.

Plan de Analisis: El analisis de datos se realizo a través del programa EXCEL XP
presentando la informacion a través de cuadros y cromatogramas.

+ Reactivos.

El Acetonitrilo, Metanol y Trietilamina, grado HPLC, se obtuvo de Fisher Scientific.

El Hidréxido de Sodio y Perdxido de Hidrogeno al 30%, grado reactivo, producidos por
Laboratorios Merck.

El Acido Clorhidrico, grado reactivo de JT Baker.

Agua producida por el sistema de destilacion Classic Electrically Heated Stills.

Estandares de Clorhidrato de Clenbuterol y Ambroxol es proporcionada por el Laboratorio
Ceguel de Nicaragua.

+* Muestra

Numosan Compuesto (Lote: 013034) proporcionado por Laboratorio Ceguel S.A.
Mucosolvan Compuesto (Lote: 954660) de Laboratorio Boehringer Ingelheim

« Equipos.

Cromatografo Liquido con detector UV de longitud de onda variable: (Hewlett Packard
Series 1100) acoplado a una computadora y controlado con el software ChemStation.
Balanza Analitica: (A&D-182A)

pH-metro (Fisher Accumet Model 230A)

*

s Material volumétrico y otros.

Balon clase A de 100ml £0.08ml (Pirex)
Balon de 2540.03ml (Pirex)
Pipetas de 1ml y de Sml (Pirex)
Probeta de 100ml (Pirex)
Beaker 100ml (Pirex)
Espatula
Vidrio Reloj
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Papel de Aluminio (Diamond)

Filtros Econofilter 25/0,2 um N/L. (Agilent Technologies)

Jeringas de 10 mL para filtrar las muestras y los estandares (Agilent Technologies).
Jeringas de 100 pL para introducir las muestras y los estdndares (Agilent Technologies).

¢ Condiciones del método cromatografico.

Se utilizo el Cromatdgrafo Liquido (Hewlett Packard Series 1100), equipado con un
detector UV G1314A, de longitud de onda variable. El control del cromatdgrafo liquido, la
adquisicion de los datos y la integracion de los picos fue desarrollado por el sistema Chem
Station instalado en una computadora.

Fase Movil.

La fase movil esta compuesta por los siguientes componentes:
Buffer Fosfato pH 4:Acetonitrilo:Metanol (75:22:3)

Preparacion del Buffer Fosfato pH 4.

Transferir 900 ml de agua destilada a un frasco volumétrico de 1000ml, afiadir
2.2ml de acido ortofosforico y 4.2ml de trietilamina agitar y llevar a pH 4+0.05 con
solucién de hidroxido de sodio 2M; aforar con agua destilada.

Sistema cromatografico.

El siguiente cuadro describe las condiciones cromatograficas utilizadas en la
investigacion.

Volumen de Inyeccion 50 pLL
Velocidad de Flujo 1.0 ml min™
Longitud de Onda Analitica 244nm
Columna Analitica Eclipse XDB-C18, 5 pm (4.6x250mm)
Guarda Columna Zorbax XDB-C18, 5 pm (4x4mm)

+ Preparacion de las soluciones estandares:
1. Solucion Madre.
Pesar 10mg de Clorhidrato de Clenbuterol, pasar a un matraz volumétrico de

100ml. Pesar 30mg de Clorhidrato de Ambroxol, pasar al mismo matraz volumétrico,
disolver y llevar al aforo con fase moévil.
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2. Solucion Stock diluida.

Pasar una alicuota de 1ml de esta solucién a un matraz volumétrico de 100ml, llevar
aforo con fase movil.

3. Soluciones de trabajo para preparar la curva de calibracion.

Las soluciones estandar de trabajo se preparan en mezcla fase movil, a partir de la
solucion stock diluida.

La siguiente tabla orienta el volumen a tomar y diluir con fase movil en un frasco
volumétrico de 10 mL.

Volumen a tomar de la Concentracion final del Concentracion final del
solucion stock diluida Clenbuterol.HCI Ambroxol.HCI
(ppb) (ppb)
0,5 mL 50 150
1,0 mL 100 300
2,0mL 200 600
3,0 mL 300 900
4,0mL 400 1200

+ Preparacion de la Muestra. Estudio de Exactitud y precision.

Muestra 1. Analisis de Clorhidrato de Clenbuterol.

Las soluciones de la muestra se preparan en fase movil. La siguiente tabla orienta el
volumen a tomar del jarabe y se lleva a aforo en un frasco volumétrico de 10 mL.

Volumen a tomar del Concentracion final del
jarabe. Clenbuterol. HC1
(ppb)
0,5 mL 50
1,0 mL 100
2,0mL 200
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Muestra 2. Analisis de Clorhidrato de Ambroxol.

Solucion 1. Pasar una alicuota de Iml del jarabe a un matraz de 100ml y llevar al aforo con
agua destilada.

Solucion 2. La siguiente tabla orienta el volumen a tomar de la solucién 1 y se lleva a
aforo en un frasco volumétrico de 100 mL con agua destilada. Esta ultima solucion se filtra
y se introduce al cromatografo.

Volumen a tomar del Concentracion final del
jarabe. Ambroxol.HCI
(ppb)
1,0 mL 150
2,0 mL 300
3,0 mL 450
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RESULTADOS Y
DISCUSION
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1. DESARROLLO DEL METODO DE ANALISIS

Para la determinacion del Clenbuterol en jarabe nuestro estudio se baso en la
investigacion de Zhang X.Z., Gan, Y.R, y Zhao (6) con algunas modificaciones en la fase
movil y en el tipo de detector. Las mismas condiciones cromatograficas se aplicaron para la
determinacion de Ambroxol. El método de andlisis propuesto utiliza una fase movil
terciaria (MeOH: ACN: Buffer pH 4) con la incorporacion de trietilamina, para evitar la
presencia de colas que pueden deberse a la interaccion del silanol con el Clenbuterol y
Ambroxol.

2. VALIDACION DEL METODO ANALITICO.

Linealidad del sistema para clorhidrato de Clenbuterol y clorhidrato de Ambroxol.

La linealidad del sistema se ha comprobado con 5 soluciones de Clorhidrato de
Clenbuterol y clorhidrato de Ambroxol patron de distinta concentracion, abarcando un
intervalo que incluye la concentracion teorica de la muestra problema (50-150%).

Los resultados del estudio de linealidad se agrupan en la siguiente tabla; se
eliminaron los datos correspondientes a la concentracion de 150 ppb para el Ambroxol ya
que con estos, el CV de los factores respuestas se disparaba a valores mayores del 6%, lo
que indicaba una mala linealidad.

Tabla 1
Curva de calibrado del Clenbuterol Curva de calibrado del Ambroxol
Concentracion Area F Concentracion Area F
50 5,7 0,114
50 5,8 0,116
50 5,6 0,112
100 11,5 0,115 300 27,7 0,0923
100 11,4 0,114 300 27,4 0,0913
100 10,7 0,107 300 28,4 0,0947
200 22,2 0,111 600 56,1 0,0935
200 22,2 0,111 600 54,7 0,0912
200 22,5 0,113 600 55,9 0,0932
300 32,7 0,109 900 81,5 0,0906
300 32,5 0,108 900 80,9 0,0899
300 33,1 0,110 900 83 0,0922
400 44,4 0,111 1200 109 0,0908
400 44,1 0,110 1200 110 0,0917
400 45,1 0,113 1200 110,3 0,0919
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A estos datos (concentraciones y areas) se ha aplicado el test estadistico de
homogeneidad de variancias de Cochran (tabla 3), obteniéndose una Gexperimentat de 0,658,
para el sistema de Clorhidrato de Clenbuterol que se compara con la Gubias= 0,6838 para
p=0,05 de probabilidad, en 5 concentraciones estudiadas y 3 replicados de cada
concentracion (tabla 2). Para el sistema del Clorhidrato de Ambroxol se obtiene una
Gexperimental de 0,474 que es comparado con la Gubs=0,7679 para p=0,05 de probabilidad,
para 4 concentraciones estudiadas y 3 replicados de cada concentracion (tabla 2).

Dado que el valor experimental de G es inferior al tabulado (tabla 3), puede
afirmarse que no existen diferencias estadisticamente significativas entre las variancias de
los diferentes niveles de concentracion y puede aplicarse la hipotesis de un modelo lineal,
estimado por el método de minimos cuadrados.

Tabla 2.
CLENBUTEROL .HCI AMBROXOL .HC1
Area Des. Est. Varianza(s®) Area  Des. Est. Varianza(s®)
50 5,7 300 27,7
50 58 | 000000 201000 300 | 274 | op513160 | 020333
50 5,6 300 28,4
100 11,5 600 56,1
100 114 | o057735 | 0003333 600 | 547 | o757188 | 07333
100 10,7 600 55,9
200 22,2 900 81,5
200 222 | 0,173205  0.030000 900 80,9 | 1081665 1,17000
200 22,5 900 83
300 32,7 1200 109
300 32,5 | 0305505 | 093333 1200 | 110 | gegoegs | 46333
300 33,1 1200 110,3
400 44,4
400 44,1 0513160 0,263333
400 45,1
Tabla 3. Resultados del test de Cochran.
Analitos G experimental Gtablas
Clenbuterol. HCI 0,658 0,6838
Ambroxol. HCI 0.474 0,7679

El factor de respuesta se calcula dividiendo el area con la concentracion (tabla 1). Se
determina el valor medio, la desviacion estandar y el coeficiente de variacion de los
factores de respuesta calculados.
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Tabla 4.
s =0,00222 s=0,00135
x = 01121 x=0,0919
CV =1,98% CV= 1,47%

El coeficiente de variacion de los factores de respuesta es menor de un 5%, se
considera que se presenta una linealidad suficiente.

Se determina la ecuacion de la recta de calibrado y = bx + a, tomando las ordenadas
como concentraciones (en ppb) y en abscisas las correspondientes areas:

Area = pendiente * concentracion + ordenada origen

Tabla 5.

Clenbuterol. HC1 Y =0,2526 + Conc* 0,1100

I Ambroxol. HC1 Y =0,7330 + Conc* 0,0907
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Figura 1
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Figura 3

CURVA DE CALIBRADO DEL AMBROXOL.HCI
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Tanto el valor del coeficiente de correlacion (cercano a 1,) como el de
determinacion r2, indican una buena linealidad (tabla 6). El coeficiente de determinacion da
una indicacion del grado de aproximacion de los puntos a la relacion lineal. Por lo tanto,
puede afirmarse que esta relacion lineal explica en un 99,938% y 99,941% la variancia de
las areas para el Clenbuterol y Ambroxol respectivamente.

Tabla 6.
Clenbuterol.HCI Ambroxol.HCI
Coeficiente de correlacion mdltiple 0,99969 0,99971
Coeficiente de determinacion r 0,99938 0,99941
Error tipico (Syy) 0,37796 0,80926

Para terminar de comprobar la linealidad y estudiar la proporcionalidad, se calculan
los limites de confianza de la pendiente (b); b + svt, y de la ordenada en el origen (a); a % sa
t (tabla 7).

Tabla 7.

Clenbuterol.HCI Ambroxol.HCI

Coeficientes  Error tipico LCl 95% LCS 95%  Coeficientes  Error tipico LCI95%  LCS 95%
(s) (s)
0,2526 0,1874 -0,1523 0,6576 0,7333 0,5722 -0,5417 2,0083

0,1100 0,0008 0,1083 0,1116 0,0907 0,0007 0,0891 0,0922

Los intervalos de confianza de ambas rectas de regresion lineal incluyen el cero por
lo que no existe sesgo a este nivel.

Los intervalos de confianza para la pendiente no incluyen el cero.
Otro test estadistico de alta significacion es aplicar un analisis de la variancia

(ANOVA) completo a la recta de regresion:

ANALISIS DE VARIANZA DEL SISTEMA DE CLENBUTEROL.HCI

Grados de Suma de Promedio de los F Valor critico de
libertad cuadrados cuadrados F
Regresion 1 2975,0602 2975,060199| 20825,5191| 3,19698E-22
Residuos 13 1,85713415 0,142856473
Total 14 2976,91733

Del cual puede concluirse, que dado que Fexp>Fublas (p=0,05; 1; 13) = 4,67 queda
demostrada la existencia de una pendiente # 0.
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ANALISIS DE VARIANZA DEL SISTEMA DE AMBROXOL.HCI

Grados de Suma de Promedio de los F Valor critico de
libertad cuadrados cuadrados F
Regresién 1 11100,3202 11100,32017 16949,6414 | 1,75438E-17
Residuos 10 6,549 0,6549
Total 11 11106,8692

Del cual puede concluirse, que dado que Fexp>Fublas (p=0,05; 1; 10) = 4,96 queda
demostrada la existencia de una pendiente # 0.

Significacion estadistica de la desviacion estandar de la pendiente y test de
proporcionalidad.

Test de verificacion de Clenbuterol. HC1 Ambroxol.HCI1
la
Estadistico  tp Estadistico tex,  tup
i gl=13 gl=10
a=0,05% o=0,05%

Variable independiente

o de proporcionalidad

prop 1,35 216 1,28 223
Pendiente o de
linealidad 144,31 130,19

Se cumple con el test de Student de la variable independiente en ambos analitos
texp < ttablas-

Cumple también con el test de Student de la pendiente ya que el texp > tiablas-

ESTUDIO DE SELECTIVIDAD EN MATERIA PRIMA.

Para el estudio de la selectividad se aplico técnicas confirmatorias con muestras
sometidas a estrés. Todo el estudio de degradacion de los estdndares fue desarrollado a la
concentracion de 200 ppb.

Condiciones de estrés acidas.
Bajo condiciones acidas se demuestra que el Clenbuterol sufre mas degradacion que

el Ambroxol, no produciéndose interferencia en los tiempos de retencion de los picos.La
figura 5 presenta el cromatograma bajo estas condiciones.
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Analito Area CR % R Media Desv.Est. CV
Clenbuterol.HC1 19,9 178,659 89,33
20,1 180,477 90,24 89,78% 10,4546 0,51%
20 179,568 89,78
Ambroxol.HC1 17,8 188,170 94,08
18,4 194,785 97,39 95,55 1,6842 1,76%
18 190,375 95,19
Figura §
VWD1 A, Wavelength=244 nm (GEMINIS\Y FS00079.D)
mAU im‘: g
6; P E CLENBUTEROL Y AMBROXOL EXPUESTA ENHCI 0.1 N
o
47 0
- 8 AMBROXOL
0 2‘ 4‘1 é é 1‘0 1‘2 1‘4 min

Condiciones de estrés basico.

Cuando el hidroxido fue adicionado a las preparaciones de ensayo designadas para
el estrés basico, se produjo una precipitacion masiva causada por el Clenbuterol y
Ambroxol, por esta razon los experimentos bajo estas condiciones fueron descontinuados y
no se presentan datos.

Condiciones de estrés oxidantes.

Bajo condiciones oxidantes el Clenbuterol no sufre degradacion en peroxido al 3%.
Bajo estas condiciones el método es especifico.En la figura 6 se observva que el
Clenbuterol y Ambroxol no presenta interferencia en sus tiempos de retencién ni
deformacion de los picos.
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22,2 199,998 100,00
Clembuterol. HCI 22,1 199,092 99,55/99.39 | 0.6924 0,70%
21,9 197,278 98,64
23,4 203,1 101,53
Ambroxol.HCI 23,1 200,4 100,221 101,53 | 1,3078 1,29 %
23,7 205,7 102,84
Figura 6
VWDL A, Wavelength=244 nm (GEMINIS\Y FS00083.D)
mAU | =
o
5] o ESTANDARES EXPUESTO A PEROXIDO 3%
] 5 >
o >
] = o
10 w o
] < o =
] ~— ' <C
5 - 2 ~
5
[ [ [ [ [ [ [ T
0 2 4 6 8 10 12 14 min

Condiciones de estrés de luz natural.

Bajo condiciones de estrés de luz natural el Clenbuterol no sufre degradacion.
estas condiciones el método es especifico.En la figura 7 se presenta el cromatograma.

Bajo

22,6 203,210 101,61

Clenbuterol 22.8 205,029 102,51 101,61 0,90933 0,89%
22,4 201,392 100,70
18,6 196,990 98,50

Ambroxol 18,9 200,298 100,15/ g9 78 | 114756 1,15%
19 201,400 100,70
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Figura 7

VWDL A, Wavelength=244 nm (GEMINIS\Y FS00078.D)
mAU ] %
b
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Condiciones de estrés calor.
Para el analisis de la muestra el método es selectivo para la determinacion de

Clenbuterol en jarabe de Mucosolvan compuesto.En la figura 8§ se demuestra que el
Clenbuterol presenta un pico simétrico.
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Figura 8
VWD1 A, Wavelength=244 nm (GEMINISIY FS00063.D)
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Condiciones de estrés luz natural.

Para el andlisis de la muestra el método es selectivo para la determinacion de
Clenbuterol en jarabe de Numosan compuesto. Segun se observa en la figura 9

Figura 9

VWD1 A, Wavelength=244 nm (GEMINIS\Y FS00052.D)
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EXACTITUD Y PRECISION DEL METODO.

Para la evaluacion de la exactitud y precision del método se trabajo a tres niveles de
concentracion y se determino por triplicado (3x3)

CA Area CR % R. CA Area CA. %R.
(ppb) (ppb) (ppb) (ppb)
50 5,6 48,625 97,25 300 27,7 297,321 99,11
50 5,3 45,897 91,79 300 27 289,603 96,53
50 55 47,716 95,43 300 27,3 292,911 97,64
100 10,7 95,001 95,00 450 41,8 452,778 100,62
100 10,3 91,363 91,36 450 41,4 448,368 99,64
100 11,1 98,638 98,64 450 40 432,933 96,21
200 21,8 195,936 97,97 600 55 598,313 99,72
200 21,4 192,298 96,15 600 53,7 583,980 97,33
200 21,6 194,117 97,06 600 56 609,338 101,56
x = 95,63 x =98,71
s =2,57 s=1,87
CV=2,69% CVv=1,89%

A la vista de los resultados se observa que existe precision (repetibilidad) en el
método, ya que el CV en ambos instrumentos es menor 6.71% (n = 3) para el analisis a
nivel de trazas.

Se considera que el método presenta exactitud ya que la recuperacion media se
encuentra en el rango establecido de 80-110% de recuperado para concentraciones de
1000ppb a 100ppb (AOAC,1993).

El calculo del intervalo de confianza se realiza aplicando la siguiente formula:

- K
xttx—

Jn
Donde

n=9
t=(gl=8,a=0,05%)=2231
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Para el Clenbuterol se tiene entonces que:
% Recuperado = 95,63% = 1,98%
Para el Ambroxol se tiene entonces que:

% Recuperado =98,71% = 1,60%

Figura 10

VWD1 A, Wavelength=244 nm (GEMINIS\Y FS00023.D)
VWD1 A, Wavelength=244 nm (GEMINIS\Y FS00051.D)
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En la figura 11 se presenta el cromatograma de Neumosan Compuesto, se observa
que el pico es simétrico no presentando interferencia para el tiempo de retencion.

Figura 11
VWDL A, Wavelength=244 nm (GEVINISIY FS00023.D)

Norm, P
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0

En la figura 12 y 13 se presentan los cromatogramas de Ambroxol para Mucosolvan
Compuesto y Neumosan Compuesto respectivamente, a estos niveles de concentracion se
observa que no se produce interferencia en los tiempos de retencion.
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Figura 12

VWD1 A, Wavelength=244 nm (GEMINIS\Y FS00122.D)
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Figura 13

VWD1 A, Wavelength=244 nm (GEMINIS\Y FS00108.D)
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LIMITE DE DETECCION Y DE CUANTIFICACION.

En la siguiente tabla se demuestran los resultados para la determinacion del Limite
de deteccion (LD) y del Limite de Cuantificacion (LC). El calculo para la evaluacion de
ambos parametros se basa en la metodologia proporcionada por organismos
estadounidenses (27). Para el Limite de deteccion criterio es el siguiente:

Y=Yz =38,
y para el limite de cuantificacion (LC).

y—yp =10s,

Donde yp = sefial del blanco (se puede utilizar el valor del intercepto bO0).
sg = desviacion estandar del blanco (es apropiado utilizar sy, en lugar de sg)

Clenbuterol. HCI Ambroxol.HCI
$uy=0,37796 5, =0,80926
LD=10,308 ppb LD=26,767 ppb
b0 =0,2526 b0 =0,5722
y =1,38648 (Para LD) = 1-C=34:360ppb 5 99998 (Para LD) LC=89,224 ppb
y =4,0322 (Para LC) y =8,66480(Para LC)

Idoneidad del sistema.
Para el test de idoneidad del sistema cromatografico, los tiempos de retencion y la

simetria del pico es obtenida por medio de la estacion quimica ChemStation. La
determinacion de los LCI y LCS se calculo por medio de EXCEL XP.

Tiempo de LCI para LCS para Simetria Ancho  Resolucion

retencion el t, el t, del pico. del pico
(min.)
Clenbuterol.HC1 | 5.877 5.785 5.969 0,823 0,1056
13,90
Ambroxol. HCI @ 7,604 7,535 7,801 0,837 0,1428
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Conforme a los resultados se observa que existe una buena resolucion (Rs >2) y
simetria en ambos picos (T > 0,80)

Figura 14

VWDL1 A, Wavelength=244 nm (GEMINIS\Y FS00091.D)

— ©
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CONCLUSIONES
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El Clenbuterol y Ambroxol puede determinarse a nivel de trazas en Jarabe con
buena sensibilidad usando un procedimiento simple por Cromatografia Liquida de Alta
Resolucion. El procedimiento evita los procesos de extraccion liquido-liquido y/o la
extraccion de fase solida (SPE).

El método es preciso y exacto para la determinacion de Clenbuterol y Ambroxol en
formulaciones farmacéuticas y materia prima.

Con el método analitico propuesto se puede identificar y cuantificar Clenbuterol y
Ambroxol en materia prima y jarabe. La longitud de onda escogida es la de maxima
absorcion en la region UV para Clenbuterol por que este se encuentra a nivel de trazas en la
formulacion. La longitud de onda escogida presenta selectividad y sensibilidad para niveles
bajos de analitos.
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RECOMENDACIONES
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» Determinar el Clenbuterol y Ambroxol utilizando la combinacion de un método de
extraccion en fase solida y el método HPLC propuesto.

= Determinar el Clenbuterol y Ambroxol utilizando cromatografia liquida micelar en
fase reversa.

= Desarrollar y validar un método de analisis para la determinacion de Clenbuterol y
Ambroxol en jarabe por electroforesis capilar.

= Validar el método propuesto para la determinacién de Clenbuterol en jarabe.

» Validar el método propuesto para la determinacion de Ambroxol en jarabe.
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ANEXOS
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ANEXO 1
EVALUACION ESTADISTICA DE LA LINEALIDAD.
El estudio de la linealidad no solo implica una representacion grafica sino que es

necesario realizar una comparacion estadistica. Para realizar esta evaluacion las formulas
que se pueden aplicar son las siguientes.

Ecuacion de la recta y=b*x+a
Valor estimado para x; ¥i=b*x;+a
Valor residual ei=Vi - Vi
1 grupos

Término independiente.

2. y-bp x

a=;/—b;€=

Pendiente.

) 2 B
Z[x—x) 3 @

n

b:

Coeficiente de correlacion.

) w2
D D I s e

n
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Calculo de 1a residual.

(2T

2| vy BN
o ( Z(x_xj 2V —ayy-by

n n—2 n—2

Calculo de la variancia de la pendiente.

2
A

Calculo de la varianza del término independiente.

" sz_(Zx)z* n :Z(x—)_cjz n

n

s =82 *sz Syz’x sz Syz’x *sz

Enfoque del analisis de varianza para la prueba de significancia de la regresion.

Para probar la significancia de una regresion puede utilizarse el método de analisis
de varianza. Como base de la prueba el procedimiento proporciona la variabilidad total en
la variable de respuesta en componentes mas semejantes. La identidad del analisis de
varianza es la siguiente:

n n

S -3f =36, -5f +g<yi )

i=1 i=1
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Se llama a SSE = Z(yi —9,Y  lasuma de los cuadrados de los errores.

y SSR = Z(j/l - ;)Z es la suma de los cuadrados de la regresion.
i=1

La suma de ambos términos se puede escribir como SS |, = SSR + SSE

Donde SS,, = Z(yi - y) es la suma total de cuadrados corregidos de y.

n=1

Por otro lado se tiene que SSE =SS, —bSS,, o puesto que S, =bSS, +SSE, la

suma de los cuadrados de la regresion en la ecuacion es:

xy?

SSR = bSS

La suma de los cuadrados SSyy tiene n-1 grados de libertad, y SSR y SSE tienen 1 y
n-2 grados de libertad, respectivamente.

Si la hipotesis nula Hy: b =0 es verdadera, el estadistico

_ SSR/1_ MSR
* SSE/(n-2) MSE

Sigue a la distribucion F7 ., con lo que Hy debe de rechazarse si Fp>F, 1 -2.

Las cantidades MSR = SSR/1 y MSE = SSE/(n-2) recibe el nombre de medias de
cuadrados.

Lo usual es acomodar el procedimiento de prueba en una tabla de analisis de
varianza.

Tabla de ANOVA.
Fuente de Suma de cuadrados Grados de Medias de Fo
Variacion libertad cuadrados
Regresion | SSR = bSS., 1 MSR MSR/MSE
Error SSE =SS, —bSS,, n-2 MSE
Total SSyy n-1

ANEXO 2
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PROPIEDADES FiSICO-QUIMICAS.
Ambroxol.
4-[[(2-Amino-3,5-dibromopentil)-metil] amino] ciclohexanol; forman metabolito
con la Brohmexina, forman cristales con etanol. (13).
Peso molecular: 414.61
Punto de fusion: 233-234.5°
Formula quimica: C,3 H;9 Br, CL N, O

Estructura quimica:

OH

%
n

Br

I=

HCI

NH»
Br

Clenbuterol.
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4-Amino-3,5-di cloro-a -[[(1,1-dimetiletil) amino] metil] bencilmetanol; Muy
soluble en agua, metanol, etanol, ligeramente soluble en cloroformo, insoluble en
benceno.(13)

Peso molecular: 313.68

Punto de fusion: 174-175.5°

Formula quimica: C;; H;s CL; N, O

Estructura quimica:
H OH
Cl . NHBu!

,HCI

Cl

and enantiomer
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