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La globalizaciéon de la economia mundial ha provoaan incremento en el ingreso
de medicamentos nuevos al mercado nacional, adéanéejustria farmaceéutica del pais
precisa de mejorar la calidad de sus productos madlar asi competir con los productos
extranjeros; de ahi, la creciente necesidad deatantia calidad de los medicamentos ha
obligado a buscar nuevas técnicas analiticas auiéea y brinden una respuesta rapida a
los analisis de los mismos.

Es por eso que de acuerdo a la realidad nacierdglse garantizar el aseguramiento
de la calidad, tanto de los medicamentos fabricadosl pais como los que se compran en
el extranjero. Para esto, los laboratorios de obntie calidad de las instituciones
regulatorias y de la Industria Farmacéutica delmetar con técnicas analiticas verséatiles,
confiables y reproducibles para el analisis y airdie las drogas consumidas en nuestro
pais.

La falta de métodos no establecidos en las Fanpeasoha obligado a la industria
farmacéutica a desarrollar métodos analiticos cqrenipan velar por la calidad de sus
productos.

El proposito de este Estudio es desarrollar urodeetanalitico para tabletas de
Loratadina y Clorhidrato de Pseudoefedrina por Espftometria derivativa UV Visible
con el grado de seguridad y confianza que bringalldacion.
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Objetivo General

* Desarrollar un método de Analisis para tabletas ldbratadina y Clorhidrato de
Pseudoefedrina por Espectrofotometria derivatiVaMis.

Objetivos Especificos

1. Describir la técnica analitica para el ensayo deatadina y Clorhidrato de
Pseudoefedrina.

2. Evaluar los pardametros para la validacion del od@tAnalitico que se empleara
para el analisis de Loratadina y Clorhidrato de eudsefedrina por
Espectrofotometria derivativa UV-Vis.

3. Determinar cuantitativamente Loratadina y Clorhidrde Pseudoefedrina  en
tabletas por Espectrofotometria derivativa UV-Vis.
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1. METODOS DE ANALISIS DE LORATADINA

Se han utilizado diversos métodos para la detacion de Loratadina, incluyendo
espectroscopia ultravioleta, colorimetria, polaabigy, cromatografia liquido-gas,
espectrometria de absorcidn atomica, cromatogtafiada de alta resolucion usando
deteccion UV.

1.1 Método de Analisis de Loratadina por Cromatogréia Liquido-Gas (GLC).

Johnson R y col.1lj desarrollaron un método por cromatografia liqugds para la
determinacion de Loratadina en el plasma humatiaartdo un detector nitrogeno-fosforo.
El método involucra la extraccién con un solventgaaico con un pH neutro y alcalino.
El medio organico a pH neutro es evaporado hasiaes@d después de la extraccion,
reconstituido e inyectado en el sistema GLC. Aximaecion a pH alcalino en el solvente
organico se le afiade trifluoroacetico anhidride. I& adiciona agua; esta mezcla es
centrifugada y el medio organico es evaporado lssfaedad, reconstituido e inyectado en
el sistema GLC que esta equipado con un detegb@ciiso de nitrégeno y una columna
capilar de silica-fusionada.

El método es exacto y preciso; describe y demueste se puede utilizar para la
determinacion de Loratadina presente en las mgedtrplasma de los voluntarios luego de
haber tomado una sola dosis de 10 mg de Loratadijerabe.

1.2 Método de Andlisis de Loratadina por Cromatogréia Liquida de Alta Resolucién
con diferentes técnicas de deteccion.

Sutherland FC y col2) publicaron un método desarrollado para determinar
simultaneamente Loratadina y su metabolito activescdrboetoxyloratadina (DCL)
presente en plasma; usando cromatografia liquidaaltie resolucion con deteccion
espectrofotométrica de masa. Las muestras sonidadrael plasma con tolueno (que
contiene a la Loratadina) y acido formico al 2%apBCL. El tolueno que contiene a la
Loratadina es evaporado, el analito es reconstityichezclado con el extracto de DCL. La
cromatografia es realizada con una columna Pheremeama C18, 5.¢um, 150-2.1mm
con una fase movil constituida de acetonitrilo 0.8%do formico usando como gradiente
de elusion (10-90% de acetonitrilo en dos minuyogh flujo 0.3ml/min. Este es el primer
método descrito para la determinacion simultanelbodatadina y descarboetoxyloratadina
en plasma usando una corrida cromatogréafica. Eétedn es sensible y reproducible para
ser usados en estudios farmacocinéticos.
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Kunicki PK y col @) proponen un meétodo de analisis por HPLC con d#iec
ultravioleta para determinar Loratadina en plasniandno. Después de una simple
extraccion liquido-liquido con 2- metil-butano:hexa (2:1) y evaporacion de la fase
orgénica; los componentes son disueltos en HCI Bl0de nuevo extraido y evaporado y
finalmente separado en una columna Supelcosil 8©8. Este analisis fue hecho a
temperatura ambiente y bajo condiciones isocréaticsando la siguiente fase movil:
CHsCN-agua-0.5 M KHPO,-H3PO, (440:480:80:1, v/v). La deteccion por UV fue
realizada a 200 nm con un limite de cuantificactim 0.5 ng/ml. La precisién fue
encontrada satisfactoria con un rango ensayadeéb(Drig/ml) con una desviacion estandar
relativa de 2.3-6.3 y 5.2-14.1% para ensayos mtrderlaboratorio, respectivamente.

Yin OQ, Shi X, Chow MS y col4) por su parte demuestran que se puede
determinar  simultdneamente  Loratadina (L) y su abwmito activo
Descarboetoxyloratadina (DCL) en plasma por HPLE deteccion de fluorescencia. La
extraccion se realizd con tolueno, los analitosdneseparados usando un gradiente de fase
movil que consiste en metanol-acetonitrilo-buffesfato. La linealidad para la L y DCL
esta en el rango de concentracion de 0.5-16 nglmbeficiente de variacion para ensayos
intra e interdias fue de < 8.3%, con un rango dectitkd desde 98.3 hasta 105.7%. El
limite de cuantificacion fue de 0.5 ng/ml para D@L.

Zhong D, Blume H y col §) determinaron separadamente Loratadina (L) y
Descarboetoxyloratadina (DCL) presente en el plaBoraano por medio del siguiente
procedimiento: A causa de las altas diferenciagpalaridad entre los analitos fueron
determinados separadamente en dos sistemas de Kbt estandar interno propil-4-
(8-cloro-5,6-dihidro-11H-benzo-[5,6]-ciclohepta2ib]-piridina-11-ylidina)-1
piperidincarboxilato y 1-etil-4-(8-cloro-5,6-dihiot11H-benzo-[5,6]-ciclohepta- [1,2-b]-
piridina-11-ylidina)-piperidina  fueron usados patay DCL, respectivamente. La
extraccion fue hecha con solventes organicos désdede plasma, L y DCL fueron
reextraidos con &cido fosférico diluido desde Issefaorganica. La separacion
cromatogréfica fue hecha en una columna RP-18 detaccion de fluorescencia fue lo
suficientemente sensible para la determinacién d®LCL en plasma con un bajo limite de
cuantificacion de 0.5 ng/ml para los analitos.
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1.3 Método de Andlisis de Loratadina por Espectraftometria de Absorcion Atomica
y por Colorimetria.

El-Kousy N y col 6) demostraron que se puede determinar Loratadinepdio de
estos metodos. El primer método depende de laaotiEm de la droga (Loratadina) con
tiocianato de cobalto a pH 2 para formar compldg®arios. Estos complejos son
extraidos con solvente organicos y estimados ptowdoéle absorcion atomica indirecta, la
determinacion del complejo que contiene cobalgpdés de la extraccién con HCI 0.1M.
Se encontrd que la Loratadina puede ser determigradian rango de concentracion de 10-
93 ug/ml con un porcentaje medio recuperado 99.6275%. El segundo método esta
basado en la formacién de pares de iones de codw naranja como resultado de la
reaccion entre Loratadina y el tiocionato de maitoml con una absorcion maxima de 469.5
nm en diclorometano.

1.4 Método de Analisis de Loratadina por Electrofoesis capilar.

Fernandez H, Ruperez FJ, Barbas C y tptdalizaron um estudio para determinar
Loratadina y sus impurezas por Electroforesis @api(EC). EI método que
tradicionalmente se ha usado es HPLC para la dieigein de la pureza de las sustancias
farmacéuticas, la electroforesis capilar ofrece selactividad diferente y es una técnica
complementaria para HPLC. De la Loratadina inahapesu materia prima se separaron
siete impurezas que fueron identificadas y cuaaiifas para el control de calidad de la
droga. La separacién se dio con capilares de gBicam. x 50 microm ID) y fue operado a
un potencial 20 kV. La temperatura fue manteni@ grados C. Para la separacion final
fue preparado un buffer con 100 mMR®D, a un pH 2.5 con NaOH y con 10% acetonitrilo
agregado (v/v). Las impurezas pueden detectarsenavel de 0.1%.

2. METODO DE ANALISIS DE LORATADINA Y PSEUDOEFEDRI NA.

2.1 Método de Analisis de Loratadina y Pseudoefedra por HPLC en fase reversa y
por la primera derivada espectrofotométrica.

Mabrouk MM y col B8) describen un método para determinar simultdnegmen
Loratadina (L) y Pseudoefedrina (PE). EI métoddi&.C involucra la separacion de L y
PE con una columna micro-BondaPak C18 usando urelanée metanol agua:acido
fosférico:fosfato de amonio dihidrogenado (220:20®: g) (V/V/VIP), 60 y 40%
acetonitrilo como fase mévil con un flujo de 2 nilingon deteccidn ultravioleta a 247 nm.
Los graficos de calibracién son lineales desde $iah400 microg/ml de L y desde 120
hasta 1200 microg/ml para PE. Los limites de d&acon de 0.5 microg/ml paralLy 60
microg/ml para PE. El método espectrofotométrida basado en el espectro de la primera
derivada para L y PE a 307, 266 nm, respectivameetestas soluciones en HCI 0.01M,
usando el &cido como blanco. Los graficos de cadibn son lineales en n rango de 5-25
microg/ml para L y 240-720 microg/ml para PE; losites de deteccion son de 0.16
microg/ml para L y 10 microg/ml para PE. El poregatmedio recuperado obtenido por
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diferentes mezclas sintéticas usando este métoeladéu97.6% con un coeficiente de
variacion de 1.79 para L y 101.6% con un coefieedd variacion de 1.95 para PE. Los
dos meétodos fueron satisfactoriamente aplicadosa par determinacion de L en
combinacion con PE en tabletas de Clarinase yferedies formas farmaceéuticas.

2.2. Método de Andlisis de Loratadina y Pseudoefeidia por Espectrofotometria de la
Segunda Derivada.

Ivanovic D y col 9) describen un estudio realizado para determinar
simultaneamente Pseudoefedrina, Ibuprofeno y Ldirsda El espectro de la derivada de
segundo orden en etanol con una modulacién denigitlml de onda fue usada. Para el
ensayo de cuantificacion de todas las sustanci@stigadas en mezclas de laboratorio y
formas farmacéuticas fue aplicada una técnica e®-arossing".

3. METODO DE ANALISIS DE LA PSEUDOEFEDRINA.
3.1 Método de Analisis de Pseudoefedrina por HPL@el par idnico en fase reversa.

Argekar AP y col 10) realizaron un estudio para determinar simultarezaen
Pseudoefedrina y Terfenidina por medio de HPLOodeliénico en fase reversa. Utilizaron
la siguiente fase mavil: acetonitrilo:metanol:a§6@:15:25 v/v) conteniendo 2.9 g de lauril
sulfato de sodio por litro, pH ajustado a 3.1 usaficldo fosférico, y C18 Spherisorb ODS
2 (3 microns, 5 cm. x 4.6 mm i.d.) como fase estsauiia. Se utilizo un detector UV a 254
nm. Un flujo constante de 1.0 ml/min fue mantenddoante todo el analisis. El tiempo de
retencion para la Pseudoefedrina y la Terfenidiigadie 1.90 y 7.35 min, respectivamente.
El rango de linealidad y el porcentaje recuperaa@ pa Pseudoefedrina y la Terfenidina
fueron 24-1200 y 12-600 micrograms/ml, y 100.010§.4%, respectivamente.

3.2 Método de Analisis de Pseudoefedrina por cromagrafia electrocinética de micro
emulsion

Zhang J y col 1) desarrollaron un estudio de cromatografia electética de
micro emulsion con deteccion de fluorescencia éserlinducido para cuantificar Efedrina
(E) y Pseudoefedrina (PE) con 4-cloro-7-nitrobeRzmxa-1, 3-diazol. Para una serie de
optimizacion, una corrida con un buffer compuego20 mM de borato + micro emulsiéon
(23.3 mM de dodecil sulfato de sodio/180.85 mM 1ahol/16.4 mM n-heptano) +8%
acetonitrilo fue aplicado para la separacién ded&rsvadas. Una relacion lineal para E y
PE fue obtenido en un rango de 0.058-11.58 midwig(-1) (coeficiente de correlacion:
0.9993 para E, 0.9995 para PE), y los limites dead&n para E y PE fueron 5.3 y 3.9
ng.mL(-1). El método fue aplicado a el andlisisdies alcaloides en preparaciones de
hierbas tradicionales de la China con un rang@aieentaje recuperado de 96.9-105.4%.
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3.3 Método de Analisis de Pseudoefedrina por cromagrafia liquida.

Mansour AM y col 12) llevaron a cabo un método de cromatografica diglen
fase reversa isocréatico para la determinacion séme& de clorhidrato de Pseudoefedrina
(PE) y maleato de Carboximina (C) en formas farmacas.El analisis fue conducido a
una columna CN (10 microns), con una fase mové gantiene acetonitrilo-metanol-
buffer fosfato (pH 5.3)-agua (140 + 170 + 40 + 190 deteccion a una longitud de onda
de 262 nm. El método fue validado para la linealjgecision, exactitud, reproducibilidad
del sistema. Recuperando en un rango desde 97a 1 7% y desde 98.5 hasta 100.2%
para PE y C, respectivamente. Los resultados dealidad fueron coeficiente de
correlacion, r > 0.9995 para PE en un rango de-7880micrograms/mly r > 0.9999 para
C en un rango de 20-60 micrograms/ml.

3.4 Método de Analisis de Pseudoefedrina por Espeatotometria

Mahgoub H y col 13) publicaron un estudio desarrollado para determina
Pseudoefedrina en tres mezclas binarias con femadina (mezcla 1), cetirizina
(mezcla 2) y Loratadina (mezcal 3) usando la prangarivada de un espectro de radio. El
método esta basado en el uso de la primera derdeda espectro de radio. El espectro de
radio es obtenido dividiendo el espectro de ab8orde la mezcla para cada uno de los
componentes. La concentracidon de los otros compesefue determinada desde su
respectiva grafica de calibracion tratada similart@elLa influencia de Delta lambda para
obtener la primera derivada del espectro de radio gfecto de la concentracion divisor en
las graficas de calibracion estudiadas. El métasodplicado para la determinacién de
estos en mezclas sintéticas y formas farmaceéuticas. resultados obtenidos fueron
precisos y exactos.

Validacion de Métodos Analiticogl4)

El término Validacion ha sido definido en la laerra, de diversas maneras y por
numerosos autores. Aunque los términos dados $erelies el significado de las mismas
es siempre el mismo: 1-especificar e implementaapfobar y 3- documentar.

» Definicion:

Es el proceso establecido para la obtencion de lpmeeconvenientes, documentadas y
demostrativas de que un proceso de fabricacion taoéde control es lo suficientemente
fiable para producir el resultado previsto dentre ths especificaciones y los atributos de
calidad previamente establecidos.

La importancia de la validacion es crucial paragasar que determinado método

analitico sea exacto, preciso, especifico, repiibtbuy robusto, dentro de una variacion
especifica en que un analito presente una mattia dieser analizado.

10
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El proceso de validacion de métodos de andlisigsiste en demostrar
experimentalmente la funcionalidad del método pesaplicaciones analiticas propuestas,
asi como la evidencia documentada del procedimieiigefio experimental, un tratamiento
estadistico apropiado y un criterio de aceptacion.

A pesar de asumirse la validacion de los métaglosdlidad es que los mecanismos
de desempefio para una validacion rigurosa no gstéralmente bien definidos o no son
bien ejecutados.

Se pueden considerar tres tipos de validacionspediva, retrospectiva vy
revalidacion. La primera para nuevas metodolodéasegunda para metodologias usadas
repetidamente, no validadas anteriormente y sobse cuales existe documentacion
suficiente para probar la adecuacion del métodmaymente, la revalidacion que consiste
en repetir de forma total o parcial la validacigm, sea debido a modificaciones en el
método, equipos, en la muestras a analizar, eta, garantizarla obtencion de resultados
fiables.

Existen términos relacionados con la validaciomao

- Cualificacion: El término validacion se amplia ace® para incluir el concepto de
cualificacion y consiste en la operacion por la gegecomprueba que un equipo
funciona correctamente y produce en realidad legltados previstos.

- Calibracion: Conjunto de operaciones que determindajo condiciones
previamente definidas, la relacion entre los valarelicados por el sistema de
medicion y los valores indicados por el sistemangdicion y los valores conocidos
correspondientes a un patrén de referencia.

- Validar: Es verificar documentalmente que un métodwoceso hace lo que tiene
que hacer.

Es fundamental en el desarrollo de un método &wmlé validacion del mismo, o sea,
debe probarse el método para determinar su ef@ativiLa validacion incluye una
evaluacion de la precision, linealidad, exactieshecificidad, etc; que proporciona una
media del comportamiento del método. Para evalaala cuno de los parametros
mencionados anteriormente se debe realizar de maerigente y rigurosa el
procedimiento a seguir, el tratamiento estadistitas criterios de aceptacion, debido a
la variabilidad de la respuesta que se puede ab&meada uno de los procedimientos
seguidos para la validacion del método.

Definicion de las caracteristicas de practicabiida

Han de evaluarse los pardmetros de practicabilighanétodo analitico: precision
exigible, sensibilidad deseable, grado de selelzd;i tiempo, costo, tamafio de la
muestra, cualificacion del personal, tipo de equepmstrumentacion, condiciones de
seguridad, etc.

11
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Puesta a punto. Caracteristicas de idoneidad.

La puesta apunto de un método analitico, incllasde los primeros estudios de
tanteo con patrones, hasta la utilizacion del neédmuestras reales que garanticen el
buen funcionamiento del sistema en le momento dksan

El estudio de robustez se utiliza para optimizaey la criticidad del valor de los
parametros del método antes de validar. A partiregie estudio se definirdn las
caracteristicas de idoneidad o conjunto de parésie@fue garantizan que el sistema
responde en le momento del andlisis, a los reqgaiditados. Dichas caracteristicas se
relinen en un ensayo conocido como ensayo de idaheid

Caracteristicas de Fiabilidad.

Esta Ultima etapa permitira conocer las caratiemisde fiabilidad del método para
su aplicacion rutinaria. Dichas caracteristicaslasrmgue demuestran la capacidad de un
método analitico para mantener a lo largo del teendgs criterios fundamentales de
validacion.

12
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Selectividad.

Capacidad de un método analitico para medir yfentificar simultdnea o
separadamente los analitos de interés, de formguiv@ca, en presencia de otras
sustancias quimicas que puedan estar presentasrerestra.

La presencia de interferencias puede tener distietectos en la determinacion del
analito como:

- Imposibilitar su inequivoca identificacion (apadicide falsos positivos).

- Distorsionar la respuesta del analito (afectan atmante a la pendiente y ordenada
en el origen de la recta de calibrado). Este efpaotxe delatar las interferencias
desconocidas, aunque también puede ser consecudacigecuperaciones no
lineales.

En el analisis farmacéutico la tendencia mayoétas la utilizacion de métodos lo mas
selectivos posibles, en los que la presencia desotomponentes tienen escasa
influencia en los resultados, por ejemplo métodomatograficos.

El estudio de la selectividad es uno de los pa@nele mayor importancia dentro
de la validacion de un método analitico.

Los criterios de selectividad que debe satisfaser método pueden diferir
dependiendo de la finalidad con que se apliqugr&lo de selectividad asociado a un
método adquiere mayor relevancia si su finalidadweduar el principio activo o de la
forma farmacéutica.

El método debe evitar la interferencia de exciigignproductos de degradacion y/o
impurezas en la respuesta proporcionada por el westp o el principio activo objeto
de la evaluacion analitica.

En el estudio de la selectividad se comparandssltados del andlisis de muestras
con y sin analito en presencia o ausencia de impareproductos de degradacion,
sustancias relacionadas y/o excipientes.

13
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Con el fin de estudiar la capacidad del métodoite@lpara cuantificar el principio
activo en presencia de la matriz de excipientespreeede a preparar muestras
correspondientes a los siguientes grupos:

Determinaciones para la Forma Farmacéutica

Matriz

Principio Activo

Matriz + Principio Activo

Se preparan seis muestras de un placebo cargsele gle principio activo solo. La
eleccion de la concentracion en la que se realizzstedio podria ser la tedrica de
trabajo para el principio activo u otros compuestesnterés y las interferencias a su
limite maximo establecido. Se valoran mediant®&tetila siguiente:

%dediscrepacia= % x100

S
Donde:
D; = Respuesta media con interferencia
Ds= Respuesta media sin interferencia

También seria de aplicacién una prueba t de Stymeatcomprobar la existencia o
no de diferencias significativas entre los dos gsup
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Linealidad y Rango

Es la capacidad del método para proporcionar teekes que son directamente
(o por medio de transformaciones matematicas) peaptales a la concentracion del
analito en la muestra dentro de un rango estaldecid

Se buscard una respuesta de tipo lineal quetéaailsu trazado, interpolacion e
interpretacion.

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

Se suele evaluar la linealidad de los métodos en namgo de
80- 120 %, recomendado por la ICH (Internationahi€eence of Harmonization).

Procedimientos de determinacion de la Linealidad.

» Dentro del rango establecido se recomienda estuliamenos cinco niveles de
concentracion y analizarlas por triplicado (K =K8°,de réplicas = 3) con un total de 15
determinaciones (n = 15). Por ejemplo: 80, 90, 100, 120% del contenido tedrico.

» Para realizar los analisis se recomienda hacedassadependientes (por ejemplo 15
pesadas), ya que asi se elimina el posible erstensético que se podria arrastrar
partiendo de una sola pesada y realizando dilusione

* El niumero de repeticiones de cada muestra (porpdjeel nimero de inyecciones en
HPLC) dependera de la precision del sistema ingntiah empleado, y de lo que se
decida incluir como rutina en el procedimiento &ical a validar.

Para evaluar la linealidad se utilizan las siga@eribrmulas:

Ecuacion de la recta:

y=blx +a
Valor estimado para x
g =blx +a
Valor residual
g§=9-Y
igrupos
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S (x-x)(y-y) 22X

ZXZV

D (x=x)°
=Zy—b2x

Término Independiente Pendiente

a=y-hx

Coeficiente de Correlacion

DRIN
Y-y Xy
> 02 (y-v)? \/(ZXZ_(ZnX) )(Zyz_(zny) )

Coeficiente de determinacion

r? = SGee/ SG

Céalculo de la variancia residual

, Zex-xy-yf

2(x=%)* > y*-ay y-by xy Z(y y) a-

n-2 n-2

Célculo de la variancia de la pendiente

s= S

. _ (%"
2=

z 52 (ZX)

Z(y. _ €

2 n-2

16



Facultad de Ciencias Quimicas.
g’aw,ega de g);amn,aua

Célculo de la variancia del término independiente

2 e X Sy 22X S X
S =50 = 0 = 0
=5 n sz—(zx)z n > ((x-x? n
n

ANALISIS DE VARIANZA

Para probar la significancia de una regresion pusitizarse el método de analisis
de varianza. Como base de la prueba el procedionmoporciona la variabilidad total en
la variable de respuesta en componentes mas sdewjdm identidad del andlisis de
varianza es la siguiente:

n

Zn:(yi _9)2 :2(9i _Y)z +Z(Yi _9i )2

i=1 i=1 i=1
Se llama aSSE= Z(yi -9.) lasuma de los cuadrados de los errores.

y SSR= Z(f/i —9)2 es la suma de los cuadrados de la regresion.
i=1
La suma de ambos términos se puede escribir c8§)o= SSR+ SSE

Donde S§, = Z(yi - y) es la suma total de cuadrados corregidog de

n=1

Por otro lado se tiene QUBSE= S§, —bSS, 0 puesto qussS, =bSS, + SSE la
suma de los cuadrados de la regresion en la ecuesio

SSR=bSS,

La suma de los cuadradosypfiene n-1 grados de libertad SRy SSEtienen 1y
n-2 grados de libertad, respectivamente.

Si la hipétesis nula g1 b =0 es verdadera, el estadistico
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°" ssE(n-2) MSE
Sigue a la distribuciék; ., con lo que KHdebe de rechazarseFsPF 1 n-2

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

Lo usual es acomodar el procedimiento de pruebanentabla de andlisis 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= S%y - bsgy n-2 MSE
Total Sy n-1

Ecuacion de la recta. Pendiente y ordenada enigeor.

En la recta de regresign= b * x + g x es la concentraciowy, la respuesta) el
valor de la pendiente g,el término independiente.

La pendientdb se encuentra relacionada con la sensibilidad d@bdo de forma
gue a mayor pendiente mayor sensibilidad. El téonmaependienta, u ordenada en el
origen, es la interseccion de la recta con el geolenadas y es indicativo del error
matematico.

Coeficiente de correlaciom)(y coeficiente de determinacian)(

El coeficiente de correlaciéon indica el grado @éagion entre la variabla
(concentracién), y la variablg (respuesta). Su valor maximo &sSir es cercano a la
unidad significa que existe correlacién con unéabilidad elevada. Un valor nulo indica
ausencia de relacion lineal entre las variablesaklr recomendado para el coeficiente de
correlacion es 0.999.
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Variancia residual constantehgmoscedasticidad
La representacion de los residuakes aporta mucha informacion acerca de la
validez del modelo. De entre las diversas formasaterlo la mas habitual consiste en
representar los residuales (eje de ordenadasgfeeloks valores estimados (eje de abcisas).
Analisis de la VarianciaANOVA
Para poder realizar una ANOVA se deben cumplisigsientes supuestos:
A) Homogeneidad de variancias
B) Normalidad de los residuales
A) Homogeneidad de variancias
La homogeneidad de variancias se puede comprphieardo un test de Cochran

gue indicara si el factor de concentracion tiemggirz influencia en la variabilidad de los
resultados.

El valor de Gy, se calcula de la siguiente forma:

2 2
G = S maxima - Shéaxima
WS T grgrsises

Donde:
s> =Variancia de cada grupo

S aima = Variancia maxima de los grupos
Gtablas =(a= 005K =5n=23) =068

Las variancias no deben ser estadisticamenteedifess entre si para el grado de
significacion escogido, generalmente 005.

B) Normalidad de los residuales

La normalidad de los residuales se puede compnolggtiante la representacion
gréfica que algunos programas estadisticos reatiedns mismos o bien aplicando un
test de normalidad.

Una vez comprobados estos supuestos, se calcldaréstadisticob1y Fo.

Fiep ™ Franas demuestra la existencia de una pendiente distenta

19



Faoullad de Cienciao Quimicas.
g’aw,ega e g);amn,aua
F. <F demuestra la linealidad entre los resultados addsn

2exp 2tablas

Los valores tabulados para F se obtienen de tdastastadisticas de acuerdo a los
grados de libertad correspondientes y a un gradsigiéficacion @ normalmente igual a
0.05.

Test de linealidad

Existen varios procedimientos para verificar |aéihdad:
a) Coeficientes de variacion de los factores de redp(f®
El factor de respuesta (f) expresa la relacionedattectura o respuesta (area) y
la concentracion y puede tomarse como una expreggoximada de la
sensibilidad de calibrado. En una calibracion lirlea factores de respuesta
deben ser semejantes entre si y cercanos al valta dendiente. Los valores
recomendados del coeficiente de variacion no debesuperiores al 2%.

Procedimiento a segquir:
» Corregir respuestasi{g).
e Calcular f para cada concentracion.

» Determinar f (promedio de los factores respuestadydesviacion estandar de

los factores respuesta).
» Calcular el coeficiente de variaci@V (%).

Sy
CV = = (7100,

Donde:
s, =Desviacion estandar de los factores de respuesta

f =Valor medio de los factores de respuesta

b) Significacion estadistica de la desviacion efdéde la pendiente
Se trata de comprobar que existe una pendientdisagivamente distinta de
cero mediante una prueba de t de Student.
b
tey = — S, Se obtiene a partir del célculo de la varianciideal s2
Sb
La pendiente tiene que ser estadisticamente distiatcero para un grado de
significaciona igual a 0.05.
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También es habitual calcular los intervalos de iemizh a partir de la
expresionb £t s, , siendo en este casel valor de la distribucion de Student

para n-2 grados de libertad y un grado de sigmificea igual a 0.05.
Estos intervalos de confianza no deben incluieeb.c

Test de proporcionalidad

El test de proporcionalidad permite evaluar sirdata pasa por el origen de
coordenadas determinando si la variable indepetedies significativamente distinta de
cero. Suele aceptarse que el valor de dicha ordeseal como maximo el que corresponde
a un 1% de la respuesta del analito a valor nominal

Para llevar a cabo este test se recurre a unbgudeesignificacion t de Student (n-2
grados de libertad= 0.05):

=2
Sy

exp

s, Se obtiene a partir del calculo de la variancsidieal s; ,

La ordenada en el origen tiene que ser estadigtitiz igual a cero para el grado de
significacion escogido.
En los intervalos de confianfa+tCs,) debe estar incluido el cero.

Precision

Expresa el grado de concordancia (grado de digpgrsntre una serie de medidas
de tomas multiples a partir de una misma muestraolgénea en las mismas condiciones
prescritas.

El objetivo del estudio de la precision es condaefariabilidad o el mas-menos del
método de ensayo. Esta variabilidad es debidaogesraleatorios inherentes a todo método
de ensayo. Los factores susceptibles de influirests resultados de un ensayo no pueden
ser siempre controlados (analista, equipo instraahemractivos tiempo, etc.)

Repetibilidad:Estudia la variabilidad del método efectuando serée de analisis sobre la
misma muestra en las mismas condiciones operafp@sun mismo analista, con los
mismos aparatos y reactivos, etc.), en un mismardabrio y en un periodo d tiempo corto.

Precision IntermediaEstudia la variabilidad del método efectuando se@e de andlisis
sobre la misma muestra pero en condiciones opasatifferentes (diferentes analistas,
aparatos, dias, etc.) y en un mismo laboratorio.

La precision de un método analitico se expresargémente como el coeficiente de
variacién (CV) de una serie de medidas y se cabbella siguiente manera:
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CV(%) = > 100
X

Donde:
s =Desviacion estandar
X =Media aritmética de los resultados

Uno de los factores que mas pueden influir eepetibilidad del método de andlisis
es la concentracion del analito, ya que la desiaestandar de las respuestas obtenidas
aumenta al disminuir la concentracion del analibnimero de replicados se deduce a
partir del coeficiente de variacion de repetibitid#el método. La repetibilidad se expresa
matematicamente por el coeficiente de variacion.

» Repetibilidad del sistema instrumental.

Este parametro estudia la variabilidad debida aimente al instrumento, y se
determina analizando repetidamente una misma naudstforma consecutiva de 6 a 10
veces.

Para especialidades farmacéuticas y materia pionelen aceptarse valores
inferiores al 1-2%.

» Repetibilidad del método.

El ensayo de repetibilidad del método se efeabbaesuna serie de alicuotas de una
muestra homogénea que se analizan independientedesde el principio (preparacion de
la muestra) hasta el final (lectura de resultagms) el mismo instrumento y el mismo
analista.

Existen dos alternativas para realizar este estudi

- Un minimo de 6 muestras a la concentracion nominal.

- Un minimo de 3 muestras a 3 niveles de concentracubriendo el intervalo
especificado (total de 9 muestras).

La estimacion de la repetibilidad del método sdiza con el célculo del coeficiente
de variacion de las respuestas obtenidas y comt@wvalos de concentracion a cada nivel
de concentracion estudiado.

a) Coeficiente de Variacion.

El célculo permite deducir el nUmero de replicados se deben realizar en el
método de ensayo para un determinado intervalcejaacion.

CV =[100- LA D@

Donde:

LA = Valor limite aceptado.n = Numero de replicados que se deben realizar en el
método de andlisis.

Z = (0= 0.01)=2.58
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Los valores aceptables del coeficiente de vanadel sistema instrumental deben
ser inferiores a los valores que se aceptan p&s del método.

CV..  =CV.. . [1/2

método sistema
b) Intervalos de confianza. Se calculan a partir de:
-Los resultados individuales x +t[Cs

-Los resultados promedios x+t E%
n

Donde:
X =Media de una serie de resultados obtenidos en smomivel de concentracion.

t= Valor de la t de Student de tablas para n-1 grdddibertad yo= 0.05
n= Namero de andlisis.
s= Desviacién estandar.

Precision Intermedia:Determina la variabilidad del método efectuanda serie de
andlisis sobre la misma muestra en un mismo lafxoapero en condiciones operativas
diferentes. Tipicos factores a estudiar incluyedi@| el analista, el instrumento, etc.

La estimacion de la precision intermedia se raatan el calculo del coeficiente de
variacion global de las respuestas obtenidas, dersido cada resultado

independientemente.

Se aceptan valores de coeficiente de variaciola geecision intermedia inferiores
al doble del coeficiente de variacion de la repleddd del método.

Exactitud

Expresa la proximidad entre el valor que es adeptonvencionalmente como
valor verdadero o un valor de referencia y el vakgrerimental encontrado.

En la practica la exactitud puede ser determinieda siguiente manera:
* Cuando no existe un material certificado se proaeti fortificacion de la matriz de
interés, como minimo, con un nivel de concentracidmocida del analito. En general, se

asume que deben ejecutarse dos o tres nivelesrtificdoion con tres replicados como
minimo o mejor cinco replicados de la misma mdtamogénea para cada nivel.

Los niveles de concentracion a usar para la iicatifon deben cubrir la variacion de
interés e incluir una concentracion proxima al féngde cuantificacion.
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En funcion del tipo de método a validar y de ceaso concreto se debera tener en
cuenta el rango de concentraciones de trabajo:
-Riqueza de un principio activo en materia primengroducto acabado: 80-120%.

La exactitud se expresara como porcentaje de eeadpn en la valoracion de una
cantidad conocida de analito afladida sobre la mauestomo la diferencia entre la media
obtenida y el valor aceptado como verdadero juriés entervalos de confianza.

Porcentaje de recuperacion (I'éE (100
u

Diferencia =x,, — u

Donde:
X,, = Valor medio hallado

M = Valor aceptado como verdadero

Para determinar si el factor concentracion tedgena influencia en los resultados
se utiliza un test de igualdad de variancias desarupos maestrales del mismo tamafo

como puede ser el test de Cochran.
2
S

max

Gop= SI¥S, +55

Gtablas(a’ = 005k, n)
Dondek el nUmero de gruposryel nimero de determinaciones por grupo.

Al ser Gexyp < Gubias Significa que las variancias de las tres conceiuinas
utilizadas son equivalentes, es decir, que el factncentracion no influye en la
variabilidad de los resultados.

Para confirmar se aplica un test de t:
_100-X Oi/n
oP Ccv

Al sertexp < twplas NO existe diferencia significativa entre la reqage®n media y
100 por lo que la exactitud es correcta.
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Espectroscopia

La Espectroscopia o Espectrofotometria de absomidsiste en la medida de la
absorcion por las diferentes sustancias de unaaiadi electromagnética de longitudes de
onda situadas en una banda definida y estrechaiakeente monocromaticay).

La luz ultravioleta se extiende aproximadamenté de€850 nm y la visible de 350 a
800 nm. La region ultravioleta se divide por condadi en ultravioleta lejano  (de 1-200
nm) y ultravioleta proximo (200-400 nm).

Una transicién espectroscépica es la energia nelgupara llevar una molécula de
un estado de baja energia (estado basal o fundalinanin estado de alta energia (estado
excitado).

La luz visible y la ultravioleta proporcionan suéinte energia para las transiciones
electrénicas. Los espectros visibles y ultraviolega conocen, pues, como espectros
electrénicos.

Transmitancia

Si un haz de radiacion paralela atraviesa una dapsgolucion de una especie
absorbente de concentracion ¢, de b cm de grosgoga una interaccion entre los fotones
y las particulas absorbentes; la potencia del ba#enta def hasta P. La Transmitancia
T de la solucion es por tanto, la fraccion de r@dmaincidente transmitida por la solucion.

T=F

P

(o]

A menudo, se expresa la Transmitancia como un ptajee

%T =B><100
P

(o]

Absorbancia

La absorbancia A de una solucién viene definida por

PO
A=-log,,T = IogF

A diferencia de la Transmitancia, la absorbanciauda solucion aumenta cuanto
mayor es la atenuacion del haz.
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Absortividad y Absortividad Molg16)

La absorbancia es directamente proporcional angitied b de la trayectoria a
través de la solucion, y a la concentracion ¢ desfzecie absorbente. Estas relaciones se
expresan por:

A=abc

En la que a es una constante de proporcionalidadndeada Absortividad. La
magnitud de a dependera de las unidades utilizaai@sb y c. a menudo b se expresa en
cm, y ¢ en gramos por litro. Entonces la Absoraddiene unidades Cgm™.

Cuando la concentracion de A=abc se expresa ersrpoldlitro y la longitud de la
cubeta en cm, la Absortividad se denomina Absaldidi molar y se representa con el
simbold]. Cuando b se da en cm y ¢ en moles por litro.

A=0bc

En la quell tiene unidades de Lmt¢m™.
Ley de Beer

Esta ley establece que:
La absorbancia es directamente proporcional jeettoria de la radiacion a través
de la solucion y a la concentracion de la espaggepgoduce la absorcion. Es decir:

A=0Obc= Iog&
P

La ley de Beer se aplica a soluciones que conteng#s de una clase de especie
absorbente.

Limitaciones de la Ley de Beer.

La Ley de Beer solo describe bien el comportarielet la absorcion en soluciones
diluidas; en este sentido es una ley limite. A eot@ciones elevadas (> 0.01 M), la
distancia promedio entre las especies responsdbliEsabsorcion disminuye hasta el punto
en que cada uno afecta a la distribucion de caggausd vecinas. Esta interaccion, a su vez,
puede alterar la capacidad de que las especiegbabso una determinada longitud de onda
de radiacion. Dado que el grado de interaccion mipele la concentracion, el hecho de
gue ocurra este fendmeno causa ciertas desviacideet relacion lineal entre la
absorbancia y la concentracion.
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Andlisis de Multicomponent€$7).

Cuando en una muestra se encuentra mas de un mentppésta puede ser objeto
de un analisis multicomponente, técnica que permé@eerminar cuantitativamente los
diversos componentes de una mezcla sin separa@@iapEsto es posible siempre que los
espectros de absorcion de los componentes pozanab sean idénticos. Se determina el
espectro de cada componente que se absorbe emeelaio de longitudes de onda
empleadas y se almacena en la memoria como umpatré

Espectrofotometria derivada.

En la Espectrofotometria derivada, los espectroolsenen representando la
derivada primera o de orden mas alto de la absoidarde la transmitancia con respecto a
la longitud de onda en funcidn de esta. Estas septaciones muestran detalles espectrales
gue se pierden en un espectro ordinario. Las medidda concentracion de un analito en
presencia de una interferencia pueden ser, a veauds, faciles o mas precisas.
Desafortunadamente, las ventajas de los espearosdos son contrarrestadas, al menos
parcialmente, por una degradacién en la sefal-rgjde acompafia a las derivadas
obtenidas. En muchas zonas de las regiones daViolgta y del visible, sin embargo, la
relacion sefal-ruido no es un factor limitante geres aqui donde los espectros derivados
se utilizan mas.

Un espectro en derivadas es la representacioicaddl cociente diferencial:

d—A Primera Derivada.
dA

A es la absorbancia ¥ la longitud de onda. La primera derivada del espec
también puede definirse como la representacidénicgrafe la pendiente de la curva de
absorbancia en un punto cualquiera de la zonaeyastadia.
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Expresion de la derivada de curvas de Gauss.

Del recubrimiento parcial de numerosas bandasetifes de tipo gausiano resulta
un espectro de absorcidn electronico. Los estudimscos se refieren a este tipo de curvas,
mas faciles de analizar que los espectros reales.

La expresion matemética de una banda gausia@asagliente:

- —Amax)z}

A=A . ex
AYnax [{ 2L2

y su derivada de orden n expresa mediante la fégmul

Aq =S AI\_T:]éx .eX[{_ (/1 _Améx)z i|p

217

p=by—b+b} —b +b) —b
A = absorbancia a urfadeterminada.

Anax = absorbancia maxima a la longitud de ohda.

A = longitud de onda.

L = mitad del ancho de la banda a la altura d@logos de inflexion.
n = orden de la derivada

by, br....= coeficientes del polinomio.

(/1 - Améx)z
212
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Puntos notables y signos de las curvas de las aléais.

La primera derivada representa la pendiente ¢geod®, se anula en las longitudes
de onda de los maximos y pasa por los puntos eatrean las longitudes de onda de los
puntos de inflexion. Es de signo positivo en laciomes ascendentes de la curva original y
de signo negativo en sus partes descendentes.

Aspecto de las bandas.
Las bandas de un espectro en derivadas son dgpdes
- Las bandas principales, centrales, las méas intensas

- Las bandas satélites, mas pequefias, que roddaamidas principales.

Una de las caracteristicas sobresalientes de esamd en derivadas es la reduccion
notable del ancho de la banda principal a mediaaalton el aumento del orden de la
derivada. Sin embargo, esta mejoria de la resaidaiéeduce el aumento concomitante del
namero y la amplitud relativa de las bandas se#liue dificultan la lectura e
interpretacion del espectro, razones por las cdal@sportancia de la espectrofotometria
disminuye después de la cuarta derivada.

Intensidad de la sefal.

La intensidad que se mide disminuye cuando elrodéela derivada aumenta, lo
gue requiere, por consiguiente, ampliar la sefirota.

La intensidad de la sefial es inversamente prapuatide manera exponencial) al
orden de la derivada y al ancho del pico a medisegllo que significa que mientras mayor
sea el orden de la derivada, mas se amplificarbdaslas estrechas en relacion con las
bandas anchas.

Espectros reales.

Por definicion, los espectros reales son curvasraxentales que se originan por la
superposicion de varias curvas gausianas desc@soddpriori, es imposible conocer su
ecuacion y calcular su derivada. El Unico enfocpl&le es el razonamiento intuitivo que se
basa en el cambio de la pendiente de los espectros.
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Para obtener espectros en derivadas se siguemfdogies experimentales:

- Espectrofotometria con modulacién de longitud ddaon de dos longitudes de
onda que actuan sobre el haz luminoso en la pptieadlel espectrofotémetro.

- Diferenciacion electrénica, taquimetros mecanicoslifgrenciacion digital que
transforman la sefal que da el espectrofotometro.

En conclusion, la espectrofotometria en derivadi@se las siguientes ventajas:

- Determinacion precisa de la posicion de los maxidesbsorcién y de los puntos
de inflexion.

- Mejoria de la resolucion espectral (aumento depeaficidad).
- Mediciones cuantitativas directas en medio turbimloreado.

- Mediciones cuantitativas en sistemas complejos.
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MATERIAL Y METODO
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Método

Tipo de EstudioExperimental

Area de EstudioLaboratorio de Control de Calidad de MedicamentedadFacultad de
Ciencias Quimicas, ubicada en el Complejo Doceata $alud, Campus Médico.

Poblacion de Estudiol0000 Tabletas de Loratadina 5mg y Clorhidrato slBoefedrina
120 mg, correspondientes al 100% producidas ploatsbratorio Ceguel.

Muestra: 100 tabletas que contienen Loratadina 5 mg y @oato de Pseudoefedrina
120 mg del lote # 090803, que corresponde al 1% gdeblacion total.

Unidad de AndlisisTabletas de Loratadina 5 mg y Clorhidrato de 8gefedrina 120
mg.

Método de Recoleccidrtas tabletas fueron proporcionadas por LaboratGeguel. A
esta muestra se le aplicé el método de analisiE ppectrofotometria UV.

Procedimiento:Se realizé en coordinacion con el responsablesteeastudio monografico
y el responsable del Laboratorio Ceguel.

Plan de Analisis:El analisis de datos se realizo a través del pnogrde EXCEL XP,
presentando la informacion a traves de cuadroaficgs

Material:
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Reactivos:

Solventes y Soluciones de :

Acido Clorhidrico, grado reactivo JT Baker.

Agua Destilada producida por el sistema de deslila€lassic Electrically
Heated Stills.

Estandares y Muestras de:
Loratadina proporcionada por Laboratorios Ceguel
Clorhidrato de Pseudoefedrina proporcionado pootatbrio Ceguel

Muestra: Tabletas de Loratadina 5 mg y Clorhidosd’seudoefedrina 120 mg
producidas por Laboratorios Ceguel. Lote No 09803

Equipos:

|. Cristaleria:

Matraz volumétrico de 50, 100 y 250 ml.
Pipetas del, 5y 10 ml.

Mortero y pilon.

Balones de 25, 100, 1000 ml.

Pera.

Beacker de 25, 100 y 250 ml.

Espatula

Il. Instrumentos:

Agitador magnético y magneto

Sonificador.

Sistema de Espectroscopia UV HP 8453 compuestogspectrofotometro
HP 8453; computadora HP Ventra; software Chem$tatid-Visible y una
impresora HP Desk Jet.

Balanza Analitica. Balance Electronic AC 115V, 8é\ib. 470233.
Calculadora Casio Fx-82.

Metodologia Analitica:

* Preparacion de los Reactivos.
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* Solucién de Acido Clorhidrico 0.1 N.

- Enun balén de 1000 ml con 250 ml de agua destdéddir 8.5 ml HCI, aforar con
agua destilada.

» Preparacion de las soluciones Patron.
Preparacion para Loratadina
1. Pesar una cantidad de Loratadina de pureza iclaneguivalente a 25 mg.
1.1. Pasar a un matraz volumétrico de 100 ml, afma HCI 0.1 N.
1.2. Tomar alicuotas de 2, 4,8, 12 y 16 ml de lacsdn anterior.
1.3. Transferir estas alicuotas a matraces volicoétde 100 ml, aforar con HCI 0.1 N,
para obtener soluciones con concentraciones d®,30,130 y 40 ug/ml de Loratadina
respectivamente.
Preparacion para Clorhidrato de Pseudoefedrina
2. Pesar una cantidad de Clorhidrato de Pseudasdede pureza conocida equivalente a
500 mg.
2.1. Pasar a un matraz volumétrico de 100 ml, afaoa HCI| 0.1 N.
2.2. Tomar alicuotas de 4,6, 10, 14 y 16 m| delacsbn anterior.
2.3. Transferir estas alicuotas a matraces volicnétde 100 ml, aforar con HCI 0.1 N,

para obtener soluciones con concentraciones de ZWW, 500, 700 y 800 ug/ml de
Clorhidrato de Pseudoefedrina respectivamente.
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* Preparacion de las Muestras.

1. Pesar 20 tabletas, calcular su peso promedio.

2. Triturar hasta polvo fino.

3. Pesar una cantidad de polvo equivalente al gpesma tableta.

4. Pasar a un matraz volumétrico de 100 ml, adéciéd ml de HCI 0.1 N.

5. Agitar por 30 minutos en el agitador magnéticduggo al sonificador por 10
minutos.

6. Aforar con HCI 0.1 N.
7. Tomar alicuotas de 5, 7 y 10 ml de la solucidtergor.
8. Transferir a matraces volumétricos de 25 milraafeon HCI 0.1 N para obtener
soluciones con concentraciones de Loratadina dé4l§,20 ug/ml; de Clorhidrato de
Pseudoefedrina igual a 240, 336 y 480 ug/ml, rés@enente.
Procedimiento:
Obtener las absorbancias de las soluciones patd@nlgs soluciones de la muestra

para cada uno de los principios activos a unafodgie onda maxima de absorcion
de 307 nm para la Loratadina y 261.2 nm para lad®ésefedrina.
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RESULTADOS Y
DISCUSION

1. Desarrollo del Método de Analisis.
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El presente estudio se baso en la investigacidregigaz Onur, Cem YUcesoy,
Saadet Dermis, Murat Kartal, Gamze Kokdil8) para determinar simultaneamente
Loratadina y Pseudoefedrina en tabletas haciergimas modificaciones en las longitudes
de onda, en el espectrofotometro (En el estudiatiizo un instrumento de arreglo de
diodos), en condiciones ambientales y matricesatifes; variando las concentraciones de
los estandares y muestras cuando se obtuviergndfisas de orden cero y de primer orden
y utilizando concentraciones mas bajas.

Control del Disolvente.

Se determina la absorbancia del disolvente (HQl W) frente al aire; la
absorbancia debe ser inferior de 0.40 y preferibfgmmenor de 0.2.

Figura 1.
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El gréfico del blanco muestra la absorbancia obtnidonde puede
comprobarse que es menor al 0,20 en todo el espectr

Derivada de Orden Cero.
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Para la obtencion de estos redodtase utiliz6 una mezcla de Loratadina
(12.65 ug/ml) y Pseudoefedrina (763.8 ug/ml) enN0de HCI; en un rango de longitud de
onda de 230-325nm. Se puede observar que paraxehmée absorcion de la Loratadina
la interferencia de la Pseudoefedrina es minimap pe asi para el caso de la
Pseudoefedrina donde se produce una interfereigaidicativa por parte de la Loratadina.

Figura 2.
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» La Linea Roja representa a la Pseudoefedrina.
» La Linea Negra representa a la Loratadina.

Derivada de Primer Orden.
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La determinacion simultanea de Loratadina y Psdeddea se realizé con una
mezcla de éstas con una concentracion de 12.69 pghan Loratadina y de 763.8 ug/ml
para Pseudoefedrina a longitud de onda de 307261y nm respectivamente. Se observa
gue en estas longitudes de onda no se produceferstecias entre los analitos estudiados.

Figura 3.
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* La Linea Roja representa a la Pseudoefedrina.
e La Linea Negra representa a la Loratadina.

2. Validaciéon del Método de Analisis.
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Linealidad del Sistema para Loratadina.

La Linealidad del sistema fue comprobada con 5csmhes de Loratadina
patron, en dos dias diferentes y a diferentes oramones, que abarca un intervalo donde
se incluye la concentracion teodrica de la muestrastudio (25-200%).

Los resultados obtenidos se plasera las siguientes tablas. Se muestran los
resultados obtenidos en lo dos dias de analisis.

Tabla 1.
Dia 1 Dia 2
Curva de Calibrado de Loratadina Curva de Calibrado de Loratadina
Concentracién(ug/ml) | Absorbancia | Factor f | Concentracién(ug/ml) | Absorbancia Factor f
5 -3,77E-03 | -7,54E-04 5 -3,78E-03 -7,55E-04
5 -3,80E-03 | -7,59E-04 5 -3,71E-03 -7,42E-04
5 -3,83E-03 | -7,66E-04 5 -3,64E-03 -7,28E-04
10 -7,90E-03 | -7,90E-04 10 -7,55E-03 -7,55E-04
10 -7,92E-03 | -7,92E-04 10 -7,59E-03 -7,59E-04
10 -7,87E-03 | -7,87E-04 10 -7,59E-03 -7,59E-04
20 -1,56E-02 |-7,79E-04 20 -1,51E-02 -7,55E-04
20 -1,56E-02 |-7,82E-04 20 -1,52E-02 -7,61E-04
20 -1,55E-02 |-7,77E-04 20 -1,52E-02 -7,60E-04
30 -2,35E-02 |-7,83E-04 30 -2,32E-02 -7,72E-04
30 -2,35E-02 | -7,84E-04 30 -2,30E-02 -7,66E-04
30 -2,36E-02 |-7,87E-04 30 -2,30E-02 -7,66E-04
40 -3,13E-02 |-7,82E-04 40 -3,09E-02 -7,72E-04
40 -3,13E-02 |-7,82E-04 40 -3,10E-02 -7,76E-04
40 -3,13E-02 |-7,82E-04 40 -3,09E-02 -7,72E-04
Tabla 2.
Loratadina Dia 1 Loratadina Dia 2
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Absorbancia Des Es | Varianza Absorbancia Des Es Varianza
5 -3,77E-03 5 -3,78E-03
5 -3,80E-03 3,007E-05| 9,046E-10 5 -3,71E-03 | 6,794E-05 | 4,616E-09
5 -3,83E-03 5 -3,64E-03
10 -7,90E-03 10 -7,55E-03
10 -7,92E-03 2,260E-05| 5,109E-10 10 -7,59E-03 | 2,255E-05 | 5,086E-10
10 -7,87E-03 10 -7,59E-03
20 -1,56E-02 20 -1,51E-02
20 -1,56E-02 4,476E-05| 2,004E-09 20 -1,52E-02 | 5,632E-05 | 3,172E-09
20 -1,55E-02 20 -1,52E-02
30 -2,35E-02 30 -2,32E-02
30 -2,35E-02 5,472E-05| 2,994E-09 30 -2,30E-02 | 1,14E-04 | 1,296E-08
30 -2,36E-02 30 -2,30E-02
40 -3,13E-02 40 -3,09E-02
40 -3,13E-02 1,001E-05| 1,003E-10 40 -3,10E-02 | 8,611E-05| 7,416E-09
40 -3,13E-02 40 -3,09E-02

A los resultados obtenidos (concendrag absorbancia) se les aplico el test de
homogeneidad de variancias o Test de Cochran, louakse obtuvo unadg para el
dia 1 igual a 0,459632 y unaspara el dia 2 igual a 0,452004 que se comparan con
Gtablas igual a 0,6838 para p = 0,05 de probabilidad emcaiconcentraciones y tres
replicados para cada concentracion que se esflal( 2).

Al resultar G<Granlas(Tabla 3) se puede afirmar que el factor concei@nano
influye en la variabilidad de los resultados.

Tabla 3.

Analito Gexc Gabla:

Loratadina Dia 1 0,459632 0,6838
Loratadina Dia 2 0,452004

El factor de respuesta se calcdividiendo la absorbancia entre la
concentracion (Tabla 1). Se calcula el valor melialesviacion estandar y el coeficiente
de variacion de los factores de respuesta calcsij@&kpresados en la siguiente tabla:

Tabla 4.
| Resultados estadisticos de Loratadina. D| Resultados estadisticos de Loratadina. D
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a2




ga»o\wga de g);a/zm,am
X=-779E-04 X =-760E-04
s = 1,0998E-05 S = 1,24296E-05
CV% =1,41 CV% = 1,64

Al ser los coeficientes deiaaion de los factores de respuesta menores al 2%
en ambos dias, significa que hay una relacionlliere&l estudio.

La ecuacion de la recta debcatlo se determina con y = m*x+b, tomando
como abscisas las absorbancias y como ordenadesesntraciones correspondientes.

Absorbancia = pendiente* conc + intercepto
Tabla 5.

Loratadina Ecuacion de la recta

Dia 1 Y = -7,84E-04*conc + 4,30128E-05

Dia 2 Y =-7,77E-04*conc + 2,31E-04

El coeficiente de correlacioelyde determinacion indican que hay una
buena linealidad (Tabla 6). El coeficiente de dwieacion indica el grado de
aproximacion de los puntos en la relacidn linealdecir, que se puede afirmar que esta
relacion lineal explica en un 99,994% para el dig9b,989% para el dia 2 la variancia de
las absorbancias para la Loratadina.

Tabla 6.
Loratadina

Estadisticas de la regresion Dial Dia 2
Coeficiente de correlacion

multiple 0,999972 0,999948005
Coeficiente de

determinacion r? 0,999943 0,999896013
Error tipico 0,000081 0,000109003

Se calculan los limites de canfede la pendiente (b); b £sbt, y de la
ordenada en el origen (a); a £ sa t (tabla 7), frainar de comprobar la linealidad y
estudiar la proporcionalidad.

Tabla 7.

Loratadina Coeficientes | Error tipico LCl 95% LCS 95%

| Intercepto 4,30128E-05| 4,02032E-05| -4,384E-05| 0,00012987
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Dia 1 Pendiente -7,84E-04 1,63449E-06 | -0,0007875 | -0,0007804
) Intercepto 2,31E-04 5,4057E-05| 0,00011453| 0.0003481
Dia 2 Pendiente -7,77E-04 2,1977E-06| -0.0007817 | -0,0007722

Los intervalos de confianza de la recta del dia incluye el cero pero si esta
incluido el cero en el dia 2; por lo tanto exigego a este nivel en el dia 1.

Se le aplico un test de analisis deatéancia (ANOVA) a la recta de regresion.

Tabla 8.
Andlisis de Variancia para Loratadina
Grados de Suma de Promedio de Valor critico
libertad cuadrados los cuadrados F de F
Regresion 1 0,001511799 | 0,001511799 |230034,408| 5,3144E-29
Dial | Residuos 13 8,54367E-08 | 6,57206E-09
Total 14 0,001511884
; Regresion 1 0,001485 0,001485236 |125002,438| 2,799E-27
Dia2 I Residuos 13 1,54E-07 1,18817E-08
Total 14 0,001485

Significacién estadistica de la desviacion estardirla pendiente y test de

Dado que dgp>Franias(p=0,05; 1; 13) = 4,67 queda demostrada la existete
una pendiente diferente de 0.

proporcionalidad.

Tabla 9.
Test de Verificacion de Loratadina Dial Loratadina Dia 2
ttab ttab
Estadistico g,0 =13 Estadistico g, =13
texp a=,05% texp a =,05%
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Variable independiente 1,06988478 4,27913947
Pendiente 2,16 2,16
479,619024 353,556838

Se cumple con el test de Student de la variabkepieadiente en el dia 1
texp< tablas NO asi en el dia 2 donde se dio un error sistem@rror en la pesada o en la
transferencia de volimenes) puest twaplas

Cumple también con el test de Student de la petedienque eleky> tabias

Figura 4.
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Curva de Calibrado Estandar de Loratadina Dial
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El grafico demuestra la relacion lineal entre laaamtracion y la primera derivada de la
absorbancia. Los mismos comentarios se aplicarafitg del dia 2. (Fig. 6)

Figura 5.

Loratadina Gréfico de los residuales. Dia 1
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La representacion de los residuales demuestraagdisttibucion de los puntos es aleatoria
y no refleja ninguna tendencia. Los mismos com@#ase aplican al grafico del dia 2.

(Fig. 7)
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Figura 6.

Curva de Calibrado Estandar de Loratadina. Dia2
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Figura 7.
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Linealidad del Sistema para la Pseudoefedrina.
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La Linealidad del sistema fue comprobada con Gcsmhes de Pseudoefedrina
patron, en dos dias diferentes y a diferentes oram@ones, que abarca un intervalo donde
se incluye la concentracion teodrica de la muestrastudio (25-200%).

Los resultados obtenidos se plasera las siguientes tablas. Se muestran los
resultados obtenidos en lo dos dias de analisis.

Tabla 10.
Dia 1 Dia 2
Curva de calibrado de Pseudoefedrina Curva de calibrado de Pseudoefedrina
Concentracion Concentracion
(ug/ml) Absorbancia Factor f (ug/ml) Absorbancia Factor f
201,6 5,18E-03 2,57E-05 200,08 5,13E-03 2,56E-05
201,6 5,14E-03 2,55E-05 200,08 5,12E-03 2,56E-05
201,6 5,11E-03 2,53E-05 200,08 5,17E-03 2,59E-05
302,4 7,59E-03 2,51E-05 300,12 7,86E-03 2,62E-05
302,4 7,64E-03 2,53E-05 300,12 7,78E-03 2,59E-05
302,4 7,66E-03 2,53E-05 300,12 7,81E-03 2,60E-05
504 1,28E-02 2,54E-05 500,2 1,29E-02 2,59E-05
504 1,28E-02 2,54E-05 500,2 1,29E-02 2,58E-05
504 1,27E-02 2,53E-05 500,2 1,29E-02 2,57E-05
705,6 1,82E-02 2,57E-05 700,28 1,80E-02 2,57E-05
705,6 1,81E-02 2,57E-05 700,28 1,80E-02 2,57E-05
705,6 1,82E-02 2,58E-05 700,28 1,80E-02 2,57E-05
806,4 2,03E-02 2,52E-05 800,32 2,03E-02 2,54E-05
806,4 2,05E-02 2,54E-05 800,32 2,02E-02 2,52E-05
806,4 2,06E-02 2,56E-05 800,32 2,02E-02 2,52E-05
Pseudoefedrina Dia 1 Pseudoefedrina Dia 2
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Absorbancia Des Est Variancia Absorbancia | Des Est Variancia

201,6 5,18E-03 | 3,60714E-05| 1,30114E-09 | 200,08 5,13E-03 | 2,75226E-05| 7,57493E-10
201,6 5,14E-03 200,08 5,12E-03

201,6 5,11E-03 200,08 5,17E-03

302,4 7,59E-03 | 3,29949E-05| 1,08866E-09 | 300,12 7,86E-03 | 4,08438E-05| 1,66821E-09
302,4 7,64E-03 300,12 7,78E-03

302,4 7,66E-03 300,12 7,81E-03

504 1,28E-02 | 3,45977E-05 1,197E-09| 500,2 1,29E-02| 3,8527E-05| 1,48433E-09

504 1,28E-02 500,2 1,29E-02

504 1,27E-02 500,2 1,29E-02

705,6 1,82E-02 | 4,43772E-05| 1,96933E-09 | 700,28 1,80E-02 | 2,35018E-05| 5,52333E-10
705,6 1,81E-02 700,28 1,80E-02

705,6 1,82E-02 700,28 1,80E-02

806,4 2,03E-02 | 0,000159559 | 2,5459E-08 | 800,32 2,03E-02 | 7,40968E-05| 5,49033E-09
806,4 2,05E-02 800,32 2,02E-02

806,4 2,06E-02 800,32 2,02E-02
Tabla 11.

A los resultados obtenidos (concentracion y dizswia) se les aplicé el test de
homogeneidad de variancias o Test de Cochran, lotuakse obtuvo unadg para el
dia 1 igual a 0,820857 y unayspara el dia 2 igual a 0,551642 que se comparan con
Gtanlas igual a 0,6838 para p = 0,05 de probabilidad ewaciconcentraciones vy tres
replicados para cada concentracion que se esflaliia( 11).

Al resultar Gp<Gnbias (Tabla 12) se puede afirmar que el factor coneeitn
no influye en la variabilidad de los resultadosetmia 2; pero si en el dia 1 al ser

Gexp>GtabIas
Tabla 12.

Ana|lt0 Gexr Gtabla:
Pseudoefedrina Dia 1 0,820857 0,6838
Pseudoefedrina Dia 2 0,551642

de los factores de respuesta calculados; expresadassiguiente tabla:

El factor de respuesta se caldivaliendo la absorbancia entre la concentracion
(Tabla 10). Se calcula el valor medio, la desvia@8tandar y el coeficiente de variacion
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Tabla 13.

Resultados estadisticos de Pseudoefed
Dial

Resultados estadisticos de Pseudoefed
Dia2

rina.

X = 254E -05 X =257E-05
s = 2,07469E-07 S = 2,78894E-07
CV% = 0,82 CV% =1.09

Al ser los coeficientes deiaeaion de los factores de respuesta menores al 2%
en ambos dias, significa que hay una relacionlliere&l estudio.

La ecuacion de la recta debcatio se determina con y = m*x+b, tomando
como abscisas las absorbancias y como ordenadasniesntraciones correspondientes.

Absorbancia = pendiente* conc + intercepto

Tabla 14.

Pseudoefedrina

Ecuacion de la recta

Dia 1

Y = 2,5585E-05*conc +(-6,0384E-05)

Dia 2

Y = 2,52057E-05*conc + 2,04E-04

El coeficiente de correlacioelyde determinacion indican que hay una
buena linealidad (Tabla 15). El coeficiente de mheteacién indica el grado de
aproximacion de los puntos en la relaciéon linealdecir, que se puede afirmar que esta
relacion lineal explica en un 99,964% para el dig9b,954% para el dia 2 la variancia de

las absorbancias para la Pseudoefedrina.

Tabla 15.

Pseudoefedrina
Estadisticas de la regresién Dial Dia 2
Coeficiente de correlacién miltiple 0,99982 0,99977
Coeficiente de determinacion r* 0,99964 0,99954
Error tipico 0,0000119| 0,0001323

Se calculan los limites de camfmde la pendiente (b); b +sbt, y dela
ordenada en el origen (a); a + sat (tabla 165 minar de comprobar la linealidad y

estudiar la proporcionalidad.
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Facultad de Ciencias Quimicas.
Bocnela de Farmacia.
Tabla 16.
Pseudoefedrina Coeficientes | Error tipico LCI 95% LCS 95%
Intercepto -6.0385E-05 | 7,41611E-05 2,21E-04| 9,983E-05
Dia 1 Pendiente | 2 55857E-05 | 1,33879E-07| 2,5297E-05| 2,5875E-05
) Intercepto 2,04E-04 8,23687E-05| 2,5808E-05| 3,82E-04
Dia 2 Pendiente | 2 52057E-05 | 1,49825E-07 | 2,4882E-05| 2,5529E-05

Los intervalos de confianza de la recta de amiasrb incluyen el cero por lo
tanto no existe sesgo este nivel.

Se le aplico un test de analisis de la vaisa(ANOVA) a la recta de regresion.

Tabla 17.
Analisis de Variancia para Pseudoefedrina
Grados de Suma de Promedio de Valor critico
libertad cuadrados los cuadrados F de F
Regresion 1 5,19E-04 5,19E-04 36523,4607 8,31E-24
Dial [ Residuos 13 1,85E-07 1,42E-08
Total 14 5,19E-04
; Regresion 1 4,96E-04 4,96E-04 28602,6237| 4,36E-23
Dia2 1" Residuos 13 2,28E-07 1,75E-08
Total 14 4,96E-04

Dado que Ep>Fanias(p=0,05; 1; 13) = 4,67 queda demostrada la existete una

pendiente diferente de O.

Significacién estadistica de la desviacion estardirla pendiente y test de

proporcionalidad.

Tabla 18.

| Test de Verificacion de

Pseudoefedrina Dial

Pseudoefedrina Dia 2
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ttab ttab
g,/ =13 g,/ =13
Estadistico a=,05% Estadistico | a=,05%
texp texD
Variable independiente | -0,814239508 2,47369559
Pendiente 2,16 2,16
191,1111213 168,233864

Se cumple con el test de Student de la variablepiaddiente en el dia 1 al sgp€
tiablas NO asi en el dia 2 dondgt tanasdebido a un erraistematico (error en la pesada o
transferencia de volimenes).

Cumple también con el test de Student de la petedienque ekkp> tiaplas

Figura 8.
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Curva de Calibrado Estandar de
Pseudoefedrina. Dia 1
3,00E-02
2,00E-02
dl Abs
1,00E-02
0,00E+00
0 200 400 600 800 1000
Concentracion (ug/mL)

El grafico demuestra la relacion lineal entre laagamtracion y la primera derivada de la
absorbancia. Los mismos comentarios se aplicarati€g del dia 2. (Fig. 10)

Figura 9.

Pseudoefedrina Grafico de los residuales. Dia2

0,0003

0,0002
0,0001

0

Residuos

-0,0001

-0,0002

-0,0003

Concentracion (ug/mL)

La representacion de los residuales demuestraagdisttibucion de los puntos es aleatoria
y no refleja ninguna tendencia. Los mismos com@#ase aplican al grafico del dia 2.
(Fig. 11)

Figura 10.
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Curva de Calibrado Estandar de
Pseudoefedrina. Dia2
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1,50E-02

1,00E-02

d1 (Abs)
5,00E-03
0,00E+00
0 200 400 600 800
Concentracion (ug/mL)
Figura 11.
Pseudoefedrina Grafico de los residuales. Dia2
0,0002
0,00015
0,0001
0,00005
8 0
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-0,00015
-0,0002
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Exactitud y Precision del Método para Loratadina.
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Para evaluar la exactitud y la precision del métao trabajo a tres
concentraciones diferentes y por triplicado cada un

Loratadina. Dia 1

Loratadina. Dia 2

Absorbancia |Conc teérica | Conc calculd |%R | Absorbancia | Conc teérica |Conc calculd |%R
-7,23E-03 10 9,28 (92,83 -7,38E-03 10 9,79 (97,94
-7,70E-03 10 9,87 (98,72 -7,30E-03 10 9,69 [ 96,95
-7,73E-03 10 9,92(99,19 -7,02E-03 10 9,33(93,32
-1,04E-02 14 13,33 95,19 -1,02E-02 14 13,45 | 96,09
-1,05E-02 14 13,45|96,10 -1,01E-02 14 13,27 (94,75
-1,05E-02 14 13,46 | 96,13 -1,01E-02 14 13,27 (94,75
-1,47E-02 20 18,83 (94,13 -1,47E-02 20 19,22 (96,11
-1,47E-02 20 18,87 | 94,33 -1,44E-02 20 18,78 (93,89
-1,47E-02 20 18,79 93,96 -1,45E-02 20 19,00 | 94,98

X = 95,62 X =95,42
s =2,16355162 s =1,47695874
CV% = 2,26 CV% = 1,55

Como muestra la tabla anterior, los resultadosresgm que existe precision
(repetibilidad) en el método, ya que el CV en amtlias es menor de 3% para el analisis
de métodos espectrofotométrico. Obteniéndose npgoision el dia 2.

Se considera que el método presenta exactitud galajuecuperacion media se
encuentra en el rango establecido de 90-110% deeeado.

El calculo del intervalo de confianza se realizicapdo la siguiente formula:

- S
Xt O—
/n

Donde
n=9
t=(g.l = 8,0 =0,05%) = 2,31

Exactitud y Precision del método para Pseudoefedra.
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Igual que para la Loratadina, lactixad y precision del método para la
Pseudoefedrina se calculd con tres concentracitifesentes y cada una por triplicado.

Pseudoefedrina. Dial Pseudoefedrina. Dia 2
Absorbancia | Conc tedrica | Con calculada |%R | Absorbancia | Conc tedrica | Conc calculada | %R

5,41E-03 240 213,90|89,12 5,82E-03 240 222,81 (92,84
5,88E-03 240 231,99 | 96,66 5,89E-03 240 225,78 | 94,08
5,78E-03 240 228,35|95,14 6,09E-03 240 233,44 | 97,27
7,93E-03 336 312,29 (92,94 8,57E-03 336 331,88 98,77
8,03E-03 336 316,15 | 94,09 8,52E-03 336 329,92 (98,19
8,11E-03 336 319,38 | 95,05 8,41E-03 336 325,60 | 96,90
1,14E-02 480 447,33193,19 1,22E-02 480 474,47 | 98,85
1,14E-02 480 448,74 193,49 1,22E-02 480 474,74 198,91
1,15E-02 480 451,44 194,05 1,21E-02 480 473,51 | 98,65

X =93,7503288 X =97,16

s = 2,08479789 s =2,23750118

CV% = 2,22 CV% = 2,30

Los resultados que se muestran en la tabla antexpresan que existe precision
(repetibilidad) en el método, ya que el CV en antdtias es menor de 3% para métodos de
analisis espectrofotométrico.

Se considera que el método presenta exactitud galajuecuperaciéon media se
encuentra en el rango establecido de 90-110% deeeado.

El célculo del intervalo de confianza se realiziicapdo la siguiente formula:

- S
Xt O—
/n

Donde
n=9
t=(g.l = 8,0 =0,05%) = 2,31
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CONCLUSIONES

Para desarrollar el método s¥aron diferentes longitudes de onda para la
obtencion de las condiciones Optimas de la prindgdavada para cada uno de los
compuestos analizados.
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En vista de los resultados oiokes en este estudio se demuestra que el método
analitico propuesto es factible para el analisidaiidetas de Loratadina y Clorhidrato de
Pseudoefedrina por Espectrofotometria UV.

El método desarrollado es lmrdécil y sobre todo rapido de ensayar.
Utilizando el andlisis estadistico de los gruposddéns se establece que el método es
exacto y preciso para la determinacion de Loratagi@lorhidrato de Pseudoefedrina tanto
en formulaciones farmacéuticas como en productos-as@borados.

El método de andlisis es lirmalin rango de concentracién de 5-40 ug/ml para
la Loratadina y de 200-800 ug/ml para la Pseudivigfe.

Con el método analitico propuestoposible la identificacion y cuantificacion
de Loratadina y Clorhidrato de Pseudoefedrina emlymtos semi-elaborados y tabletas.
Este método puede ser aplicado con gran éxito lameterminacion simultdnea de
Loratadina y Pseudoefedrina en tabletas sin erentia de cada uno.
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RECOMENDACIONES

1. Realizar estudios posteriores para comparaado espectrofotométrico con métodos
cromatogréficos.
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2. Aplicar este método para ensayos de disoluci@mugbas comparativas de perfil de
disolucion.

3. Estudiar la aplicabilidad de este método patadéass de estabilidad y disolucién de
formas farmacéuticas de Loratadina y Clorhidrat®seudoefedrina.

59



ga»o\wga de g);a/wn,aua

BIBLIOGRAFIA

60



Facultad de Ciencias Quimicas.
g’aw,ega de g);amn,aua

1. Johnson R, Christensen J, Lin CC. Sensitiveligasd chromatographic method for the
determination of loratadine and its major activetabelite, descarboethoxyloratadine, in
human plasma using a nitrogen-phosphorus detettGhromatogr B Biomed Appl. 1994
Jul 1;657(1):125-31.

2. Sutherland FC, de Jager AD, Badenhorst D, Scanelundt HK, Swart KJ, Hundt AF.
Sensitive liquid chromatography-tandem mass speeiy method for the determination
of loratadine and its major active metabolite dassathoxyloratadine in human plasma. J
Chromatogr A. 2001 Apr 20; 914(1-2):37-43.

3. Kunicki PK. Determination of loratadine in humalasma by high-performance liquid
chromatographic method with ultraviolet detectidi€hromatogr B Biomed Sci Appl.
2001 May 5;755(1-2):331-5.

4. Yin OQ, Shi X, Chow MS. Reliable and specificglperformance liquid
chromatographic method for simultaneous deternonatif loratadine and its metabolite in
human plasma. J Chromatogr B Analyt Technol Biomiéel Sci. 2003 Oct 25; 796(1):165-
72.

5. Zhong D, Blume H. [HPLC-determination of lomditze and its active metabolite
descarboethoxyloratadine in human plasma]. Phaema2pP4 Oct; 49(10):736-9.

6. El-Kousy N, Bebawy LIl. Determination of sometilistaminic drugs by atomic
absorption spectrometry and colorimetric method®2hdrm Biomed Anal. 1999 Aug;
20(4):671-9.

7. Fernandez H, Ruperez FJ, Barbas C. Capillaptrelghoresis determination of
loratadine and related impurities. J Pharm BiomedlA2003 Mar 10;31(3):499-506.

8. Mabrouk MM, el-Fatatry HM, Hammad S, Wahbi AZimultaneous determination of
loratadine and pseudoephedrine sulfate in pharniaaétormulation by RP-LC and
derivative spectrophotometry. J Pharm Biomed A2@03 Nov 24;33(4):597-604.

9. lvanovic D, Medenica M, Markovic S, Mandic G.c8ad-derivative spectrophotometric
assay of pseudoephedrine, ibuprofen and loratadipearmaceuticals.
Arzneimittelforschung. 2000 Nov; 50(11):1004-8.

10. Argekar AP, Shah SJ, Raj SV.Simultaneous detation of pseudoephidrine HCI
(PSE) and terfanidine (TER) from formulations byaesed-phase ion pair high-
performance liquid chromatography (RP-HPLC). . D&y Ind Pharm. 1998 Mar;
24(3):219-23.

11. Zhang J, Xie J, Liu J, Tian J, Chen X, HMicroemulsion electrokinetic
chromatography with laser-induced fluorescenceadtiete for sensitive determination of
ephedrine and pseudoephedrine. Electrophoresid. 2825(1):74-9.

61



Facultad de Ciencias Quimicas.
g’aw,ega de g);amn,aua

12. Mansour AM. Determination of pseudoephedringrbghloride and carbinoxamine
maleate in combination drug formulation by liqultt@matography. J AOAC Int. 1998
Sep-Oct; 81(5):958-62

13. Mahgoub H, Gazy AA, El-Yazbi FA, El-Sayed MApissef RM. Spectrophotometric
determination of binary mixtures of pseudoephedwite some histamine H1-receptor
antagonists using derivative ratio spectrum metlld®harm Biomed Anal. 2003 Mar 26;
31(4):801-9.

14. Pérez, José Antonio y Pujol, Marti; CoordinadoValidaciéon de Métodos Analiticos.
Asociacion Espafiola de Farmacéuticos de la Indui E. F. 1.). Pag. 23-26, 31-36, 46-
47, 56-57, 61-77, 106-109, 119-121.

15. Connors A. Kenneth. Curso de Andlisis Farmace@utSegunda Edicion. Editorial
Reverté. Espafia. 1981. Pag. 195, 233, 243-2456823-

16. Skoog, D. A; Leary, J. Andlisis Instrumentalarta Edicién. Editorial McGraw-Hill.
Espafia. 1994. P4g. 55, 67-69, 84, 107, 119-120.

17. Acezat-Mispelter. Andlisis Quimicos Farmacésgicde Medicamentos. Coordinador

Pradeau, Dominique. Primera Edicion. Editorial UT&ALMéxico. 1998. P4g.582-585.

18. Feyyaz Onur, Cem Ylcesoy, Saadet Dermis, Maghl, Gamze Kokdil.
Simultaneous determination of pseudoephedrine atépkdexbrompheniramine maleate
and loratadine in pharmaceutical preparations atid spectra derivative
spectrophotometry. Talanta 51 (2000) 269-279.

19. Farmacopea de los Estados Unidos Mexicano$a &elxcion, México (1994). Pag.
730-731.

20. British Pharmacopeia. (2002). Volumen Il. PEgD2.

21. USAN and USP Dictionary of Drug Names. The Baibtates. Pharmacopeial
convention. USA. 1993. P4g. 392.

62



ga»o\wga de g);a/zm,am

ANEXOS

Propiedades Fisico-Quimicas
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Clorhidrato de Pseudoefedrina

Clorhidrato de[1-(metilamino)etil][S-(R*,R*)bencenometanol. Muwglsible en agua;
facilmente soluble en etanol; poco soluble en é¢toroo (19, 20).

Peso molecular201.7
Punto de fusién:182-186°C
Formula quimica: C10H1sNO, HCI

Estructura quimica:

Loratadina

Etil4-(8-cloro-5,6-dihidro-11H-benzo[5,6]ciclohepte2-b]piridin-11-ylideno)-1-
piperidincarboxilato. Muy soluble en acetona, atlohcloroformo; insoluble en agua
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Peso molecular:382.89

Formula quimica: Cy,H23CIN2O,

Estructura quimica:

\ /"

cl
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