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“La excelencia es el arte que se alcanza a través del
entrenamiento y del habito,

nosotros somos lo que hacemos repetidamente,

la excelencia entonces, no es un acto, sino un habito”

Aristoteles
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PROLOGO

Jean Cocteau decia que escribir era un acto de amor. Y es probable que asi
sea, porque dificilmente el escritor lo hace tan so6lo para satisfacerse a si
mismo. De todos modos el escritor de ficciones o de ensayos raramente llegue
a conocer a la mayoria de sus lectores, a diferencia del autor de un texto, que
seguramente tomara contacto con algunos de ellos (sus futuros alumnos).

Y este hecho le otorga caracteristicas especiales al acto de escribir,
reafirmando que se trata de un acto de amor, como lo es la ensefianza en si

misma, sea oral (presencial o virtual) o escrita.

Un libro de texto tiene destinatarios precisos y en las asi llamadas “ciencias
duras” el autor subordina la redaccién de cada frase a las premisas que
condicionan el ejercicio de la docencia en estas disciplinas: esto es, claridad y
concisiéon en la informacion que se brinda. El libro que coordinan los profesores
Volonté y Quiroga y en el que colaboran destacados docentes del area de
control de la calidad de medicamentos de la Facultad de Ciencias Exactas es
un fiel ejemplo de lo dicho. Los autores han dedicado un tiempo precioso para
que los alumnos no dilapiden el suyo (un bien escaso entre los estudiantes
universitarios) en la busqueda de bibliografia dispersa y/o de dificil acceso. El
hecho es que —en este caso- los estudiantes avanzados de la carrera de
Farmacia podran disponer (y disfrutar) de un material de estudio de gran
utilidad, no solo por la calidad intrinseca del mismo sino porque enriquece un
acervo bibliografico no demasiado abundante en obras de esta disciplina en

lengua castellana.

La obra que ha sido titulada sobriamente “Analisis Farmacéutico”, contiene
informacion precisa sobre los contenidos esenciales del control de calidad de
medicamentos, el aseguramiento de la calidad farmacéutica, la validacion de
metodologias analiticas y bioanaliticas, asi como ensayos especificos para
avalar la performance de distintos tipos de formas farmacéuticas y productos

biofarmacéuticos.



Los coordinadores exhiben antecedentes académicos y cientificos que
garantizan el nivel de excelencia alcanzado por el texto que ahora se pone a
disposicion de alumnos y graduados: la Dra. Volonté es miembro de la
Academia Nacional de Farmacia y Bioquimica, integra la Comision Permanente
de la Farmacopea Argentina y posee una vastisima experiencia en la docencia
de grado y de posgrado en nuestro pais y en el exterior; por su parte el Lic.
Pablo Quiroga, quien realizé un Master Universitario en Toxicologia en la
Universidad de Sevilla, desarrolla su actividad docente en Control de Calidad
de Medicamentos y en Toxicologia Farmacéutica, participando ademas en la

Subcomisién de Controles Toxicologicos de la Farmacopea Argentina.

Finalmente, corresponde felicitar a las autoridades de la Universidad Nacional
de La Plata por esta valiosa iniciativa de brindar a sus calificados docentes la

posibilidad de acercar a alumnos de las diversas disciplinas que se cultivan en
esa Casa de Altos Estudios una bibliografia moderna y actualizada.

Néstor O. Caffini
La Plata, Marzo de 2013



CAPITULO 1

INTRODUCCION AL CONTROL DE CALIDAD DE MEDICAMENTOS

Maria Guillermina Volonté

Garantia de Calidad de Medicamentos

Los farmacéuticos que se dedican a la elaboracién de medicamentos, ya sea a
nivel industrial, oficinal u hospitalario, deben asegurar que los mismos sean
adecuados para su uso previsto, es decir, no expongan a los pacientes a
riesgos debidos a defectos en la seguridad, calidad o eficacia de ellos.

Para que un medicamento pueda considerarse de buena calidad debe estar
elaborado con procedimientos técnicos adecuados, que cumplan en forma
estricta normas internacionales de fabricacion. Por supuesto que la calidad no
la da el control de calidad en si mismo, sino que debe estar incorporada en el
producto. De nada servira disponer de un laboratorio o servicio de control de
calidad que detecte todos los defectos de un lote de medicamentos, si la
produccion es defectuosa en si misma y por lo tanto ese medicamento ya no
cumplird con su objetivo fundamental: llegar a manos de un paciente
ofreciéndole eficacia y seguridad. Es decir, la calidad del medicamento
dependera de como fue elaborado. Este paradigma de “fabricar con calidad”
genero un verdadero cambio conceptual en el enfoque que se le daba al tema.
Esta calidad habra que asegurarla tanto en la Industria Farmacéutica, como en
la Oficina de Farmacia y en la Farmacia Hospitalaria. Durante mucho tiempo se
consider6 errbneamente que la nocion de control de calidad de medicamentos
solo era competencia de la industria farmacéutica, sin embargo, las
preparaciones magistrales y la fabricacion a nivel hospitalario, también deben
someterse a reglas precisas, si bien es cierto que requieren una consideracion
diferente a aquellas fabricaciones de nivel industrial. Lo importante es que en
ningun caso puede estar ausente la idea central de obtener un producto eficaz

y seguro para el paciente, es decir, de buena calidad.



Mientras que la eficacia se define como la capacidad de un medicamento para
obtener la accion terapéutica buscada, en tiempo y forma, se entiende que un
medicamento es seguro en tanto los riesgos que tenga para el paciente solo
resulten aceptables en términos de un analisis riesgo-beneficio.

Qué entendemos por Calidad? En lineas generales podemos decir que calidad
es la capacidad de un producto, de un proceso o de un servicio, de satisfacer
las necesidades del usuario. En nuestro caso el producto es el medicamento, el
proceso es la elaboracion propiamente dicha de éste y el servicio es su
dispensa, mientras que el usuario es el paciente.

Todos los pacientes deben tener la certeza que el medicamento que
consumen: no se haya contaminado, se haya fabricado de acuerdo a una
formulaciéon correcta, permanezca en su estado original y no se haya
deteriorado y se encuentre en un envase correcto e inviolable, para evitar
dafnos o contaminaciones en su transporte y almacenamiento.

Como aseguramos la calidad de los medicamentos? Para conseguir el objetivo
de calidad de forma confiable es necesario un sistema de Garantia de Calidad,
disefiado globalmente y aplicado en forma adecuada segun las Buenas
Practicas de Elaboracion de Productos Farmaceéuticos, habitualmente
denominadas GMP, en referencia a las siglas de su nombre en inglés (Good
Manufacturing Practice) y segun el Control de Calidad, propiamente dicho.
Estos conceptos guardan una estrecha relacién entre si, cuando hablamos de
Garantia de calidad no estamos diciendo otra cosa que Aseguramiento de la
Calidad, por lo tanto sera la suma total de actividades organizadas, con el
objetivo de garantizar que los medicamentos posean la calidad requerida para
Su uso previsto, es decir que comprendera todas aquellas acciones,
planificadas y sistematizadas, necesarias para proveer adecuada confianza de
que un material o un proceso, cumplira los requisitos de calidad establecidos.
Por lo tanto, es un concepto amplio que abarca todos los aspectos que,
individual o colectivamente, influyen en la calidad del producto.

Un sistema de Garantia de Calidad adecuado para la elaboraciéon de
medicamentos debe asegurar el disefio y desarrollo de los medicamentos, que

las operaciones de produccién y control estén claramente especificadas, que



se tomen todas las medidas adecuadas para la elaboracion, que se realicen
todos los controles necesarios de los productos intermedios y del producto
terminado y cualquier otro tipo de control durante el proceso, validandose todos
ellos, y por ultimo que se garantice que los medicamentos se almacenan y
distribuyen de forma que su calidad se mantenga integra hasta la fecha de
vencimiento.

El Sistema de Garantia de Calidad sustituye el antiguo concepto que suponia
que la calidad era competencia Uunicamente del servicio de control de calidad
del laboratorio farmacéutico.

Antes solamente se consideraban los controles de calidad en las distintas fases
de la elaboracion: materias primas, material acondicionamiento, proceso y
producto.

Ahora se debe operar de acuerdo a normas que disminuyan errores y
garanticen un producto de calidad.

Buenas Practicas de Manufactura (GMP)

Las GMP son la parte de la Garantia de Calidad que asegura que los
productos se elaboran de forma homogénea y se controlan para conseguir los
niveles de calidad adecuados a su uso previsto. Se refieren tanto a la
produccion como al control de calidad.

Las GMP abarcan todos los aspectos del proceso de fabricaciéon: locales,
almacenamiento y transporte adecuados; personal calificado y capacitado para
la produccion y el control de la calidad; descripciones detalladas de las tareas a
realizar y organigrama de trabajo de cada seccion; programas de higiene y
salud del personal y detalle de la especial vestimenta que deberan poseer.

Los laboratorios deberan ser apropiados y estar diseflados, construidos y
mantenidos de acuerdo a las operaciones a realizar; con iluminacion,
temperatura, humedad y ventilacion adecuadas.

Podemos distinguir varias areas en un establecimiento de elaboracién de

medicamentos, que cumpla con las GMP:
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2 Areas Accesorias: vestuarios, talleres, descanso, etc.

2 Areas de Almacenamiento: de materiales, productos, recepcion,
muestreo, materiales aprobados o rechazados o en cuarentena,
psicotrépicos, impresos, etc.

2 Areas de Pesaje: parte del area de almacenamiento o de produccion.

2 Areas de Produccion: independientes segin el producto,
almacenamiento durante proceso, envasado, etc.

2 Areas de Control de calidad: equipos, muestras, referencias.
Procedimientos e instrucciones escritas aprobadas; registros donde consten
todas las etapas de los procedimientos definidos adoptados; posibilidad de
seguir un producto en todas sus etapas mediante registros de procesado de
lotes y registros de distribucién y por ultimo sistemas para la investigacion de
reclamos mediante procedimientos escritos, personal a cargo, registros,
investigacion, acciones a seguir (correctivas y/o preventivas), plan de accion
para eliminar la causa del problema, plan de seguimiento y retiro de productos
del mercado farmacéutico, que se efectia una vez que es identificado el
defecto, requiriendo también procedimientos escritos, informacion a las
autoridades sanitarias y un almacenamiento segregado del producto retirado y
del stock remanente.

Respecto a los tipos de defectos y la premura con que se tomen acciones
frente a estos, podran ser:

< Criticos: constituyen un riesgo para la vida del paciente: etiquetado
incorrecto, potencia incorrecta, contaminacion microbiana, etc.

o Mayores: pueden poner al paciente en riesgo de reacciones adversas:
informacion en prospectos o rotulos incompleta o incorrecta, falta de
cumplimiento de ciertas especificaciones, etc.

< Menores: constituyen un riesgo menor para el paciente: empaque y/o
cierre defectuoso, contaminaciones menores, etc.

Entre otros documentos que deberan llevarse para cumplir con las GMP

podemos mencionar a las: Especificaciones, es decir los requisitos que tienen
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que cumplir los productos o materiales utilizados u obtenidos, generalmente
seran las que codifiquen las Farmacopeas mas reconocidas.
Formula Patron, Método Patréon e Instrucciones de acondicionamiento,
incluyendo a las materias primas utilizadas y las operaciones de elaboracion y
acondicionamiento.
Procedimientos, forma de realizar ciertas operaciones (limpieza, vestuario,
muestreo).
Protocolos, historia de cada lote de producto.
Rétulos, internos y de los productos.
Ademas se deben validar las fases criticas de los procesos de elaboracién es
decir aquellas que pueden causar variacion en la calidad final del producto
farmacéutico, por ejemplo el mezclado y homogenizacion de los polvos en el
proceso de elaboracion de comprimidos.
Las GMP tienen como objetivo fundamental disminuir los riesgos inherentes a
la produccién farmacéutica, en especial riesgos provenientes de una
contaminacion cruzada o de una confusion provocada por un rotulado
equivocado. De esta manera se disminuyen los riesgos inherentes a toda
produccién farmacéutica, que no pueden prevenirse completamente mediante
el control final del producto.
En nuestro pais las Autoridades Regulatorias (ANMAT/INAME) adoptaron las
Buenas Practicas de Manufactura emitidas por la OMS vy actualizadas en 1992,
que figuran en la Farmacopea Argentina (FA VII ed. afio 2003), capitulo
<1020>
Cuando una persona se acerca por primera vez a estos conceptos, puede
pensar que es algo sencillo, pero en la practica no lo es. Uno de los principales
agentes que producen contaminacion, confusiones y errores son las personas.
Los principales tipos de contaminantes, caracteristicos de la industria
farmacéutica, son:

2 Contaminacion por particulas, polvo o suciedad.

2 Contaminacion por mezcla erronea de componentes, como parte de la

formula farmacéutica.

2 Contaminacién por microorganismos.
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La aplicacion estricta de las GMP evita cualquiera de estas contaminaciones.
La meta de las GMP es garantizar productos seguros y que tengan la identidad,
eficacia, pureza y calidad que el fabricante expresa que tiene.

Por qué deben cumplirse estas condiciones?

Seguridad: porque el producto debe ser destinado para consumo humano, sin
efectos adversos o toxicos debidos a errores de elaboracion.

Identidad: porque debe tener lo que declara su rotulo, sin excepcién ni errores.
Potencia: porque debe tener la concentracion correcta para ser efectivo en su
accion.

Pureza: porqué tiene que ser puro, es decir, sin contaminantes

Calidad: porque siempre debe elaborarse igual, con los mismos estandares de
calidad.

El principio rector de las GMP debe ser que la calidad forma parte integral de la
elaboracion del medicamento, y no es algo que meramente se somete a prueba
en el producto. Por consiguiente, con esto se asegura que el producto no sélo
cumple con las especificaciones finales, establecidas por las Farmacopeas en
su monografia respectiva, sino que se ha fabricado por los mismos
procedimientos y en las mismas condiciones cada vez que se elabora.

Hay muchas formas de lograr esto: la validacion es la parte de las GMP por la
cual se logra que los sistemas, los equipos, los procesos y los procedimientos
para los ensayos de calidad estén bajo control y, por consiguiente, se produzca

uniformemente un producto de calidad.

Control de Calidad

En cuanto al Control de Calidad, es la parte de las GMP que se refiere al
muestreo, especificaciones y ensayos necesarios para que las materias primas,
material de acondicionamiento y productos terminados, sean considerados de
buena calidad y por lo tanto aprobados para su distribucion y dispensacion.

El Departamento de Control de Calidad debe ser independiente de otros

departamentos, en especial del de Produccion, y estar bajo la autoridad de una
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persona calificada y experimentada, que tenga a su disposicion uno 0 mas
laboratorios de control. Debe contar con recursos suficientes para asegurar que
los procedimientos de control de calidad pueden efectuarse con eficacia y
confiabilidad.

Un medicamento es un producto complejo que requiere un protocolo de control,
que solo puede garantizarse mediante la utilizacion de métodos analiticos
apropiados.

Los requisitos basicos de un correcto control de calidad contemplan la
realizacion del muestreo y control de materias primas, material de
acondicionamiento y producto terminado, asi como también del medio
ambiente donde se elaboren los productos, que seran llevados a cabo por
personal adecuado, es decir entrenado y calificado, mediante la aplicacion de
métodos analiticos validados, y llevando una documentacion organizada de
todos los pasos.

Ademas se encargaran de los estudios de estabilidad de nuevos productos, de
gue se mantenga una investigacion analitica permanente para la actualizacion
y validacién de los métodos.

Ser4 este departamento responsable de las sustancias de referencia,
utilizadas en los ensayos de control de calidad, asi como también de las contra

muestras de cada lote analizado.

Buenas Practicas de Laboratorio

Los laboratorios de control de calidad hoy en dia deben organizarse de tal
manera gue trabajen bajo estrictas normas de Buenas Practicas de Laboratorio
o GLP, en referencia a las siglas de su nombre en inglés (Good Laboratory
Practice), asegurando que los resultados obtenidos en dicho laboratorio sean
confiables, para lo cual se deben disponer de reglas, procedimientos y
practicas que aseguren la calidad y rectitud de dichos resultados.

Las GLP establecen requisitos de aptitud de instalaciones, de métodos

debidamente validados, de reactivos en cuyos rotulos debera figurar la
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identificacion del contenido del envase, su concentracion o titulo, la fecha de
preparacion, de valoracion y de vencimiento, asi como las condiciones de
almacenamiento. Respecto a los equipos deberan estar correctamente
verificados, limpios y con un mantenimiento actualizado. Todo estara
debidamente documentado o registrado. Por ello es tan importante llevar al dia
Procedimientos  Normalizados de  Trabajo, denominados también
Procedimientos Operativos Estandar, que son documentos que describen como
llevar a cabo ciertas actividades o ensayos de rutina. Se escriben para los
siguientes casos:

< Inspecciones de rutina, limpieza, mantenimiento, control y calibracion de
equipos
Acciones frente a fallas de equipos

Métodos analiticos

O 0 0

Almacenamiento, manipuleo y descarte de materiales

2 Precauciones referentes al cuidado de la salud y la seguridad
Estos procedimientos deben ser escritos detalladamente como para que el
analista no tenga que realizar consultas continuamente, pero sin crear
confusion.
Se deben guardar en el archivo general del laboratorio y copias en los lugares
de trabajo, archivando correctamente tanto los que estan en vigencia como las
versiones anteriores.
En el caso de los equipos de laboratorio lo importante es obtener resultados
confiables con ellos, en tiempos razonables, con una actualizaciéon constante
de la tecnologia, por lo cual se deben contar con instrumental y equipos
adecuados, con un correcto mantenimiento y calibracion y con personal
capacitado y calificado.
Con respecto a la calificacion de los equipos, podemos mencionar tres tipos de
procedimientos:
Calificacion de Instalacion (1Q). Se verifica que todos los aspectos claves de
la instalacion se cumplan de acuerdo con las especificaciones del fabricante.

Ejemplos: descripcion del equipo, informacion del fabricante, especificaciones
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del disefio del equipo, informacion del mantenimiento, procedimientos de
operacion, planos de instalacion, etc.

Calificacion de Operacion (OQ). Se verifica que todos los equipos funcionen
de la forma esperada y sean capaces de operar satisfactoriamente sobre todo
el rango de los parametros operacionales para los que han sido disefiados. La
finalidad es demostrar que el sistema, maquinaria y/o equipo involucrado opera
correctamente una vez que se ha concluido la calificacién de instalacion.
Calificacion de Funcionamiento (PQ). Es el programa documentado que
demuestra la efectividad y reproducibilidad del proceso bajo condiciones
normales de operacion y bajo condiciones limites de operacion. Los aspectos
incluidos en esta calificacion son especificos para cada equipo, sistema o

proceso. Se llama también Calificacién de Desempefio.

Tecnologia Analitica de Proceso

Los ultimos avances en calidad estan dados por el Proceso PAT (Process
Analytical Technology) 6 Tecnologia Analitica de Proceso, al cual podemos
definir como una oportunidad para mejorar y optimizar los procesos productivos
y la calidad de los productos farmaceéuticos.

PAT es un sistema para disefar, analizar y controlar la elaboracién por medio
de medidas en linea de los atributos definidos como criticos en las materias
primas, productos intermedios, terminados y en el proceso en si mismo. El
término “analitico” en PAT tiene una definicibn amplia, abarcando cuestiones
quimicas, fisicas, microbiologicas, matematicas y de analisis de riesgo,
trabajando en forma conjunta.

Los objetivos de trabajar con PAT son, entre otros, incrementar profundamente
el conocimiento de los procesos productivos. El concepto de “calidad por
disefio” se basa en este conocimiento acabado del proceso ya que solo con
este conocimiento vamos a ser capaces de monitorear y controlar
efectivamente un proceso. Debemos conocer los puntos criticos y saber qué

propiedades medir en los mismos. Trabajar activamente para reducir la
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variabilidad de los mismos y reducir los muestreos y analisis off-line. Predecir la
calidad del producto final por medio de medidas efectuadas en diferentes pasos
de la elaboracion del mismo.

Esto permitira la liberacion rapida de productos y la desaparicion de eventuales
“sorpresas desagradables” cuando se esta esperando la salida de un producto,
asi como minimizar los potenciales riesgos de no conformidades y problemas
regulatorios.

PAT es una forma de control de calidad “en linea” que permite realizar
pequefios ajustes en un lote en tiempo real, de modo que se pueda mantener
su calidad y completar el proceso de acuerdo con un programa establecido.

Un sistema PAT consiste en sensores conectados en red a sistemas
computacionales que realizan aplicaciones analiticas para procesar en tiempo
real datos en bruto sobre los lotes.

No obstante, si no se cuenta en forma permanente con computadoras, redes y
sistemas de almacenamiento adecuados, los sistemas PAT seran menos utiles
que los procesos manuales. La infraestructura IT (Tecnologia de la
Informacion) debera superar niveles estandares de confiabilidad, disponibilidad
y tiempo de funcionamiento.

Las principales herramientas utilizadas en un sistema PAT son:

2 Herramientas multivariantes para el disefio, adquisicion de datos y
analisis. Existen métodos que pueden adquirir informacion de multiples
atributos en forma simultanea y no destructiva.

2 Analizadores de procesos

2 Herramientas de control de proceso. En los procesos clasicos la
variabilidad no medida de propiedades de los componentes hace que el
resultado no sea el esperado, para evitar esto se pueden utilizar
métodos que permitan medir variables criticas “en—tiempo” PAT y asi
detener un proceso cuando se alcanza la condicién éptima.

2 Herramientas de mejora continua y gestion del conocimiento adquirido.

Ejemplos: Analisis en linea de la humedad remanente en un proceso de secado

en un secadero de lecho fluido y seguimiento de un proceso de mezclado.
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Ambos ejemplos estan basados en técnicas espectrofotométricas utilizando la
zona del infrarrojo cercano (NIR) ya que ha demostrado ser una zona con
informacion muy util para obtener datos de sustancias y procesos en forma no
destructiva.

Otro ejemplo: Sensores instalados en la linea de produccién que alimentan
datos continuos de pH en un modelo PAT matematico. El sistema PAT detecta
una significativa disminucién de la acidez del lote y comunica la novedad al
técnico en tiempo real, quién hace las correcciones necesarias para superar el

problema.

Garantia de Calidad de Formulaciones Magistrales

Cuando hablamos de medicamentos elaborados en la farmacia oficinal u
hospitalaria nos referimos a las Formulaciones Magistrales, cuya definicion nos
dice que son medicamentos destinados a un paciente individualizado,
elaborado por el farmacéutico, o bajo su direccion, para cumplimentar una
prescripcion detallada de los principios activos que incluye, segun las normas
técnicas y cientificas del arte farmacéutico, dispensado en su farmacia y con la
debida informacion al paciente.

No debe confundirse con Preparaciones Oficinales, que son aquellos
medicamentos de accion terapéutica comprobable, distinguidos con un nombre
genérico y que puede prepararse en la oficina de farmacia. Para su expendio a
semejanza de la especialidad farmacéutica o medicinal, debera presentar una
forma farmaceéutica estable, envasarse uniformemente y sujetarse a la
autorizacion previa de la Secretaria de Salud Publica de la Nacién. El término
preparacion magistral tampoco debe asociarse al de medicamento o Preparado
Oficial, que es todo medicamento inscripto en la Farmacopea y que por tanto

puede prepararse libremente en la oficina de farmacia.

Las formulaciones magistrales constituyen una parte integral de la practica

farmacéutica y son esenciales para la administracion del cuidado de la salud.
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Algunas de las caracteristicas que las diferencian de las especialidades
medicinales elaboradas en la industria, incluye la existencia de una relacion
especifica entre el farmacéutico, el paciente y el profesional prescriptor,
logrando tratamientos individualizados que responden a necesidades
particulares.

Dentro de las pautas de actuacion tendientes a optimizar la prescripcion y
dispensaciéon de estos medicamentos, debemos considerar que solamente
deberan ser utilizadas para cubrir vacios terapéuticos (caso de medicamentos
pediatricos no elaborados por las industrias farmacéuticas) o adaptar los
medicamentos a los pacientes (modificacion de la forma farmacéutica para
lograr una mejor aceptacion por parte del paciente, por ejemplo comprimidos
muy voluminosos destinados a pacientes con problemas de deglucion). Salvo
que, mediante una variacion de la dosis del principio activo o del excipiente se
pretenda una adaptacion del medicamento a la situacion clinica del paciente,
no se justifica una preparacion magistral cuya composicién sea igual que la de
una especialidad ya comercializada. De existir una especialidad que posea el o
los mismos principios activos prescriptos en cantidad igual a la especificada en
la prescripcién, con idéntica via de administracion y que no contenga entre los
componentes de la formulaciéon sustancias no toleradas por el paciente, se
preferira siempre la dispensacion de la especialidad.

Por otra parte no se deberan utilizar principios activos retirados del mercado,
por su ineficacia o falta de seguridad. Se debe procurar no asociar mas de dos
principios activos, salvo en aquellos casos en los que esa asociacion esté
claramente indicada. Este principio se ajusta a los criterios del uso racional de
medicamentos, segun los cuales son pocas las ocasiones en que es necesario
asociar mas de dos principios activos. De esta manera se evitan los riesgos de
incompatibilidades fisico-quimicas que pueden afectar negativamente el efecto
farmacoldgico.

No se debe elaborar, ni dispensar mas cantidad de la estrictamente necesaria.
Se evitaran asi problemas de inestabilidad, de mayor consumo de dosis por

parte del paciente, etc.
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Se recomienda elegir cuidadosamente los excipientes. Considerar siempre las
posibles incompatibilidades entre el principio activo y los excipientes

Facilitar siempre instrucciones al paciente. Las formulaciones magistrales
tienen que ir siempre acompafadas de la informacion suficiente que garantice
su correcta identificacion y conservacion y su segura utilizacion.

Los casos en que se aconseja la utilizacion de preparados magistrales son
para pacientes que responden mejor con farmacos que no se encuentran en el
mercado, 0 pacientes que necesitan dosis de principios activos que no se
encuentran en las especialidades, pacientes con afecciones dermatolégicas o
con problemas de intolerancia a determinados excipientes o que necesitan una
via de administracion no habitual.

Las Buenas Practicas de Elaboracion de Magistrales comienzan con el disefio
de la formulacién, desde el momento de la recepcién de la receta. Por lo cual
se debe estudiar y evaluar la prescripcion, en especial la posologia de los
principios activos, los excipientes y la cantidad de féormula a preparar, para, si
fuese necesario, proponer modificaciones al prescriptor. A su vez, si fuera
necesario, se deber& recoger informacion del paciente, para complementar la
que suministra la receta, como por ejemplo, perfil farmacolégico del paciente,
modo de aplicacion del producto, etc.

El disefio galénico, es probablemente el acto mas importante desde el punto de
vista farmacéutico para asegurar la calidad final.

Las normas o pautas de correcta elaboracién no se adoptan tnicamente en un
sentido evaluador del producto terminado, sino que incluyen tambiéen al
personal responsable de la elaboracién y al local o laboratorio de magistrales,
gue debera estar diferenciado en la farmacia, totalmente independiente del
lugar de atencion al publico y del depdsito, adecuadamente disefiado para
realizar en él la elaboracion de los preparados. Debera estar disefiado de forma
gue tenga superficies lisas de facil limpieza, facilmente lavado, desinfectado e
incluso esterilizado si fuere necesario. Ninguna de las superficies que puedan
entrar en contacto con el producto ha de ser susceptible de afectar la calidad

del medicamento o de sus componentes.
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Los equipos a usar deberan ser adecuados a la preparacion que se va a
elaborar y compatibles con las materias primas a utilizar, faciles de limpiar y
calibrados, sobre todo la balanza, y otros elementos de medidas, como
probetas, etc. En el caso de pesadas de sustancias muy activas, se
recomienda efectuar las diluciones adecuadas para dar mas exactitud a la
pesada y facilitar la posterior mezcla de las sustancias.

Las materias primas son fundamentales en este caso, pues de su calidad
dependera sustancialmente el resultado del producto final. Se entiende por
materia prima todo producto que participe en la composicion de una férmula
magistral, ya sea principio activo o excipientes. Como es légico la calidad de la
materia prima va a ser un determinante de la calidad del producto final. El
farmacéutico debe garantizar la adecuacion de los productos que utiliza, para
ello debera tener en cuenta el origen de las materias primas, el control analitico
de las mismas, (realizado por el proveedor, quién deberd suministrar un
Certificado Analitico de las materias primas, por un tercero o en su defecto por
el propio farmacéutico). Debera poner atencién en la recepcion de las mismas
examinandolas para verificar su integridad, aspecto y etiquetado del envase.
Se debera etiquetar adecuadamente cada materia prima, constando nombre y
namero de lote, fecha de recepcion, si se ha controlado, fecha de vencimiento,
condiciones especiales de almacenamiento, etc.

Los documentos constituyen una parte fundamental del sistema de control de
calidad, pues permiten autentificar los procesos realizados y supervisar “a
posteriori” su desarrollo. Estos documentos deberan ser claros y concisos para
facilitar la rapida comprension de los mismos. Deberan mantenerse registros y
documentos generales, relativos a la materia prima, al material de
acondicionamiento y al producto terminado. En general deberan documentarse
procedimientos de limpieza del local y del material, normas de higiene del
personal, lista de proveedores, registros de materias primas y de envases,
fichas de andlisis de materias primas, procedimientos de elaboracién de

férmulas magistrales y datos de su dispensacion (Libro Recetario).
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Los residuos de origen quimico seran evacuados en forma regular, en
recipientes adecuados, y bajo las consideraciones legales correspondientes a
residuos patogenicos.

En la Oficina de Farmacia la garantia de calidad alcanza su maxima
importancia en la fase de la preparacion propiamente dicha. Consistir4 en la
aplicacion de técnicas y procedimientos que permitan asegurar que se
alcanzara el objetivo de un producto no desviado del éptimo, establecido en su
disefio. Se deberan realizar comprobaciones previas a la elaboracion como por
ejemplo: verificar que en la zona de trabajo no existan otras materias primas
que las necesarias para esa preparacion en particular, la limpieza del local,
equipos preparados y calibrados, documentos disponibles, etc. Luego estan las
acciones propias de la elaboracién, todas realizadas por el farmacéutico o bajo
Su supervision, como por ejemplo: pesadas, medidas, etc. En el caso de
productos poco estables y/o toxicos, se manipularan conforme a
procedimientos escritos de manejo de los mismos. Durante la preparacion se
irh cumpliendo la ficha de elaboracion previamente disefiada. El envasado se
hara acorde con la formulacién en particular.

Por dltimo un correcto etiquetado, la informacion al paciente, oral y escrita, las
pautas para la conservacion y el establecer una fecha de vencimiento, son el
valor agregado a los medicamentos magistrales que jerarquizan la
dispensacion.

En la etiqueta deberan figurar los siguientes datos: composicion cuali y
cuantitativa de los principios activos (utilizando el nombre en espafiol de la
Denominacion Comun Internacional de la OMS, no aceptandose las sinonimias
o nombres alternativos); descripcion cualitativa de los excipientes; forma
farmacéutica, via de administracion y cantidad dispensada; nimero de registro
en el libro recetario; fecha de preparacion; fecha de vencimiento; condiciones
de conservacion; nombre del paciente.

La dispensacién de un medicamento debe ir siempre acompafiada de la
informacion al paciente necesaria para su correcta utilizacion, toda la
informacion tanto oral como escrita, deberda ser suministrada por el

farmacéutico. Si el envase lo permite esta informacion podria consignarse en el
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rétulo adherido al mismo, de no ser posible se puede entregar en hoja aparte.
La informacion constara al menos de: identificacion de la formulacion, forma
farmacéutica y via de administracion, precauciones, contraindicaciones,
incompatibilidades, interacciones, efectos secundarios, intoxicacion y su
tratamiento, normas de correcta administracion, condiciones de conservacion y
advertencias, nombre, direccion y teléfono de la Farmacia.

Las pautas para la conservacion es una actividad que debera ser desarrollada
con especial atencién por el farmacéutico y las instrucciones que dara al
paciente son las siguientes: guardar los preparados al abrigo de la luz y en un
lugar fresco y seco (nunca en el cuarto de bafo); conservarlos en heladera
cuando es necesario, no siempre, puesto que algunas formulaciones pueden
alterarse con los cambios de temperatura; mantener los envases abiertos el
menor tiempo posible y asegurarse que queden bien cerrados; consultar al
farmacéutico frente a cualquier cambio observado en la formulacién, etc.
Respecto a la fecha de vencimiento, se debera tener en cuenta que los
preparados farmacéuticos se hacen con la intencién de dispensarse para una
administracion inmediata o para almacenamiento a corto plazo, pueden
asignarse fechas de vencimiento en base a criterios diferentes a los empleados
para productos elaborados en escala industrial. Cuando se asigna una fecha de
vencimiento, los farmacéuticos deben consultar y aplicar la documentacién
general sobre estabilidad y la vinculada a la droga en particular. La fecha de
vencimiento deberd asignarse siguiendo un criterio conservador. Como pautas
generales y en ausencia de informacion sobre la estabilidad aplicable a la
droga o a un preparado especifico, se recomiendan las siguientes pautas:

2 Para preparaciones sélidas o liguidas no acuosas y cuando una
especialidad medicinal es la fuente del principio activo, la fecha de
vencimiento no debera exceder el 25% del tiempo remanente hasta la
fecha de vencimiento de la especialidad, o de 6 meses; el tiempo que
resulte mas corto.

o Para preparaciones sélidas o liqguidas no acuosas que se realicen a
partir de materias primas individuales, la fecha de vencimiento no debera

exceder los 6 meses.
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< Para preparaciones acuosas la fecha de vencimiento no debera exceder
los 14 dias, conservadas en heladera.
<2 Para todas las otras preparaciones la fecha de vencimiento no debera

exceder el tiempo de duracion de la terapia 6 30 dias; el tiempo que

resulte mas corto.
La calidad de las formulaciones magistrales vendr4d enmarcada en la
adecuacion de estas a una serie de propiedades cuantitativas y cualitativas
tales como: peso, composicion, aspecto, estabilidad, absorcion y distribucién
en el organismo, etc. El control de calidad de preparaciones magistrales, se
aplica de manera diferente a como se hace en la industria, en este caso se
pone especial énfasis en asegurar la calidad de los pasos intermedios de
elaboracion, fundamentalmente en lo que se refiere a la idoneidad de las
materias primas, al correcto seguimiento del protocolo de preparacion y a la
preparacion realizada Unicamente por el farmacéutico, lo cual constituye un
verdadero respaldo para la calidad final.
No es menos cierto, sin embargo, que existen una serie de pruebas sencillas
de realizar y que pueden facilitar una idea de la aceptabilidad o no del producto
terminado.
En general podemos afirmar que la seguridad, calidad y rendimiento de los
preparados farmacéuticos dependen del empleo de ingredientes y calculos
correctos, mediciones exactas y precisas, condiciones de formulacién y
procedimientos apropiados y del juicio prudente del farmacéutico. Como control
final, el farmacéutico debe revisar cada procedimiento del proceso de
elaboracion del preparado farmacéutico. Para garantizar la exactitud vy la
integridad, el farmacéutico debe observar la preparacién terminada para
asegurarse de que parece ser el preparado esperado. Si hubiera alguna
discrepancia debera investigar el origen y tomar medidas correctivas
apropiadas antes de que la prescripcion se dispense al paciente.
Controles de calidad recomendados para preparados magistrales:
Se procedera, como minimo, al examen detallado de los caracteres

organolépticos y un control de la rotulacion.
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Seria sumamente deseable y a veces necesario, realizar el andlisis cuantitativo

del principio activo al menos cuando el margen terapéutico es estrecho. En una

farmacia esto representa una verdadera dificultad, por lo que es preferible

renunciar a elaborar preparaciones riesgosas si no se tienen los medios

adecuados para determinar la cantidad de principio activo.

Es conveniente efectuar ademds los siguientes controles no destructivos o que

requieran una pequefa cantidad adicional de preparado, para las diferentes

formas farmacéuticas:

1. Cépsulasy otras formas sélidas via oral:

3.

=

O

Uniformidad de peso: pesar individualmente 20 unidades ¢ todas las
elaboradas si el numero es inferior a 20. Cada unidad controlada debera
tener un peso entre 90 — 110 % del peso tedrico.

Test de desintegracidon: segun Farmacopea Argentina.

Revision de caracteres externos: capsulas limpias, bien cerradas, con

buen aspecto.

Preparados semisdélidos de aplicacion topica:

=

=
=

=

=

Homogeneidad: extender una capa fina sobre una superficie negra,
comprimir con una placa de vidrio y examinar con una lupa.

pH: realizar sobre una dispersion al 10% en agua

Desviacion de peso respecto al tedrico: peso de la férmula terminada
descontando el envase, una desviacion alta sobre el valor teérico puede
indicarnos un error de elaboracion.

En el caso de emulsiones confirmar su tipo (O/W 6 W/QO): por dispersion
de una pequefia cantidad en agua O por colorantes. Si se utilizan
colorantes de la serie Sudan y se colorea, estaremos ante una emulsion

w/0; con azul de metileno si se produce coloracion, la emulsion sera o/w.

Soluciones y suspensiones orales y topicas:

Aspecto: debera observarse ausencia de particulas extrafias y
transparencia en las soluciones.

Hermeticidad del cierre.
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2 pH: para preparados acuosos se tomara directamente, mientras que

para los no acuosos se recomienda una dispersion al 10% en agua.

Las Farmacopeas

Las Farmacopeas constituyen las normas oficiales de calidad. Para el registro
de Medicamentos ante los Organismos de Control, no solo es necesario aportar
datos de seguridad y eficacia de las materias primas y los productos
terminados sino que es imprescindible garantizar esas condiciones,
estableciendo adecuados controles de calidad. En nuestro pais este control de
la calidad se debe realizar de acuerdo a las monografias correspondientes que
figuran en la Farmacopea Argentina VIl edicion, de reciente actualizacion.
Las Farmacopeas son cddigos oficiales que recogen los estandares de calidad
de las materias primas farmacéuticas y de los medicamentos, que deben estar
adaptados a la situacién actual del conocimiento y a las posibilidades de la
instrumentacion analitica.
De un modo general la funcion de una Farmacopea es establecer los requisitos
de calidad que los principios activos y los medicamentos deben
obligatoriamente cumplir.
Para que un producto sea considerado de buena calidad debera responder
adecuadamente con una serie de estandares, como ser, identidad, pureza,
potencia, biodisponibilidad y estabilidad, cada uno de ellos involucra ensayos
especificos que el producto debera cumplir.
En las farmacopeas encontramos: Monografias de principios activos y
monografias de medicamentos, sin la dosis utilizada. En una monografia de un
principio activo se incluye:

> Definicion

< Sinonimia

o Caracteres generales

2 Envasado y conservacion

< Sustancias de Referencia
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O O 0 00

=

Identificacion

Pérdida por secado o Determinacién de agua

Residuo de igniciéon

Pureza cromatografica o Sustancias relacionadas

Otros ensayos: ensayos limites, impurezas organicas volatiles, rotacion
Optica, pH.

Valoracion

En una monografia de un medicamento se incluye

=

O 0 00 00

=

Definicién

Envasado y conservacién

Sustancias de Referencia

Identificacion

Disolucion (segun la forma farmacéutica)

Uniformidad de unidades de dosificacion

Otros ensayos: pH (para formas farmacéuticas liquidas, polvos, cremas),
endotoxinas bacterianas (para inyectables), esterilidad (para soluciones
oftalmicas)

Valoracion

Preguntas Orientadoras

1. A qué se denomina “Fase critica de un proceso”? Ejemplos.

2. Queé tipos de documentos deben llevarse en un Laboratorio productor

para cumplir con las GMP?

3. Como define GLP?. Qué son los Procedimientos Normalizados de

Trabajo, en qué casos se aplican y qué incluyen?

4. Con que finalidad se procede a la calibracion de equipos de

laboratorio como por ejemplo balanzas y espectrofotometros?
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5. Cuéles son las etapas en la calificacion de un equipo que nos
permitird asegurar un funcionamiento coherente dentro de los limites

establecidos?

6. En las preparaciones magistrales, que controles de calidad le

realizaria a las capsulas y a las soluciones?

Test de Autoevaluacion

1. Uno de los principales objetivos de las Buenas Préacticas de
Manufactura (GMP) es:
(a) Disminuir los errores de trazabilidad de las Sustancias de
Referencia
(b) Disminuir los riesgos de confusion en los rétulos
(c) Disminuir los errores de dispensacion de los medicamentos

(d) Aumentar la eficacia de un principio activo

2. Qué controles de calidad le realizaria a un preparado magistral, cuya
forma farmacéutica es una crema?
(a) Determinacion del tiempo de disolucion
(b) Determinacion del pH
(c) Ensayo de uniformidad de contenido

(d) Determinacion de la viscosidad

3. Qué fecha de vencimiento asignaria a un preparado magistral
elaborado a partir de una especialidad:
(a) 1 afo
(b) La fecha de vencimiento de la especialidad
(c) 50% de la fecha de vencimiento de la especialidad

(d) 25% de la fecha de vencimiento de la especialidad
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4. Qué ensayo de control de calidad le realizaria a capsulas preparadas
en una Farmacia Oficinal:
(a) Ensayo de Disolucion
(b) Ensayo de Uniformidad de Unidades de Dosificacién por peso
(c) Determinacion del pH
(d) Ensayo de esterilidad
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CAPITULO 2

EL METODO ANALITICO EN EL CONTROL DE CALIDAD

Maria Guillermina Volonté

El concepto de Validacion

En el capitulo anterior mencionamos que la validacion es la parte de las GMP
por la cual se logra que los sistemas, los equipos, los procesos y los
procedimientos para los ensayos de calidad estén bajo control y, por
consiguiente, se produzca uniformemente un producto de calidad.

La validacién se define como el establecimiento de pruebas de laboratorio,
debidamente documentadas, que aportan un alto grado de seguridad de que un
proceso planificado se efectuara uniformemente en conformidad con los
resultados previstos especificados, es decir, que dicho proceso sera apropiado
para el uso propuesto. Los estudios de validacion son aplicables a los métodos
analiticos no codificados en las Farmacopeas, a los equipos tanto de
produccion como analiticos, a las computadoras, programas y sistemas, asi
como a los servicios del establecimiento (por ejemplo aire, agua, vapor, etc.) y
a los procesos (como el de fabricacion, limpieza, esterilizacion, llenado estéril,
liofilizacion, etc.). Se hara una validacion para el liofilizador como equipo y otra
para el proceso de liofilizacion; una para la limpieza del material de vidrio y otra
para la limpieza del establecimiento; una para el proceso de esterilizacion y
otra para las pruebas de esterilidad. Es preciso demostrar que cada paso del
proceso de fabricacién de un medicamento se efectia segun lo previsto.

Los objetivos de una validacion son otorgar Confiabilidad, Seguridad y
Efectividad al proceso que se estéa validando.

Y por qué se debe validar? Porque un sistema validado es un sistema estable,
capaz y robusto y es asi como nos interesa mantenerlo, dado que estas
caracteristicas son esenciales para mantener altos niveles de calidad

Los estudios de validacion verifican el sistema en estudio y en condiciones de

pruebas extremas (pruebas a las que se llaman habitualmente “peor caso”),
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semejantes a las que cabria esperar durante el proceso, a fin de comprobar
que dicho sistema est& bajo control. Una vez que el sistema o proceso se ha
validado, cabe prever que permanezca bajo control, siempre y cuando no se
hagan cambios en el mismo. Si se producen modificaciones o0 surgen
problemas, o0 si un equipo se sustituye o se cambia de ubicacion, habra que
efectuar la revalidacién. Los equipos y procesos de importancia critica se
revalidan en forma sistematica a intervalos adecuados a fin de demostrar que
siguen bajo control.

El concepto de validacion se aplicd por primera vez en la produccion estéril. A
raiz de varios graves incidentes ocurridos en Estados Unidos en 1968, en
Inglaterra en 1972 y en Francia en 1977, donde murieron pacientes a los que
se les habian administrado soluciones intravenosas contaminadas, se vio la
necesidad de intensificar los controles a los procesos de esterilizacion vy
envasado aséptico. En el caso de Inglaterra la investigacion mostré tres fallos
no detectados: el autoclave no alcanzé en todo su volumen la temperatura de
esterilizacion, por estar una valvula bloqueada; el operario hizo caso omiso del
registro de temperatura (incorrecto) por ser correcto el de presiones y el test de
esterilidad no detect6 el fallo a pesar de estar contaminadas 1/3 de las
unidades, ya que solo se muestreo de la parte superior de la carga.

Las validaciones pueden ser Retrospectivas cuando combinan nuevos criterios
con la experiencia adquirida anteriormente o Prospectivas cuando se inicia
desde un comienzo una validacion. La Revalidacion se realiza cuando
procedimientos 6 métodos ya validados han sufrido alguna modificaciéon o
cambios en la droga o en la composicion del producto y por lo tanto se deben
volver a validar.También se debe realizar cuando la matriz y/o la concentraciéon
de analito son distintos a los originalmente analizados.

Con la validacion se consigue un aseguramiento de la calidad correcto,
reduccion de costos, aumento de la productividad, cumplimiento de las
regulaciones y optimizacién de los procesos.

Las validaciones se deben llevar a cabo en plantas pilotos donde se elaboran

nuevos productos, en plantas farmacéuticas, en plantas quimicas que elaboran
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drogas o excipientes, en plantas que elaboran productos de diagndstico, en
plantas de biotecnologia y en laboratorios de control.

Cuando se valida se debe realizar una planificacion previa con todas las
variables, elegiendo siempre el “peor caso”. Se debe elaborar un Plan Maestro,
protocolos de validaciéon, un plan de muestreo extensivo, considerar el proceso
propiamente dicho, un andlisis fisico quimico y microbiologico intensivo y por
altimo un informe final.

Para la planificacion debe existir un comité de validacién formado por expertos
de las distintas disciplinas, quienes deberan elaborar un listado de prioridades.
El Plan Maestro es un programa que describe cémo se planifica y de que
manera se hard el trabajo de validacion antes de que el area, planta, operacion
0 proceso pueda ser considerado para ser validado. El nivel de detalles varia
con la magnitud del plan. El protocolo es un documento de investigacion e
imaginacion. Describe paso a paso como sera la validacion antes de comenzar.
El plan de muestreo forma parte del protocolo. No es el plan de muestreo
rutinario a utilizar durante una produccién normal del producto. Respecto del
namero de muestras a evaluar, dependera si estamos validando un proceso o
un producto, habitualmente se utilizan tres lotes. Estadisticamente es un
namero pobre, pero aceptable. No se puede fabricar una cantidad mayor y
elegir los tres mejores lotes o los tres que cumplieron. Se debe determinar
previamente tres lotes consecutivos con sus nameros de lote a ser fabricados
en el futuro para ser parte de la validacion.

La produccion deberd seguir los métodos de manufactura y la formula
aprobados, pero con especial cuidados y detalles. Los andlisis fisico quimicos y
microbiolégicos son la parte mas delicada, la que mas puede ser influida por
errores humanos, de equipos no validados, etc. En el informe final se incluiran
los resultados analiticos de las muestras durante el proceso y del producto
terminado o del método validado y un dictamen final.

Antes de iniciar una validacion se debe verificar que las instalaciones donde se
realizara la misma sean adecuadas, al igual que los Procedimientos Operativos
gue se van a utilizar, que los equipos estén calificados, que los materiales y

reactivos sean los adecuados, que las sustancias de referencia con las cuales
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se hara la validacién sean trazeables y que el personal a cargo de la validaciéon
esté capacitado y entrenado.

El Método Analitico

El empleo de métodos analiticos se inicia en la etapa de investigacion y
desarrollo de un medicamento, para luego aplicarse en las diferentes fases de
su fabricacion, asi como en estudios posteriores tales como los de
bioequivalencia, analizando el farmaco en fluidos bioldgicos, para establecer
condiciones de intercambiabilidad. En cada uno de los casos la metodologia
analitica debera ajustarse a los requerimientos necesarios para cumplir con la
finalidad especifica de la mencionada etapa.

Con la aplicacion de métodos analiticos podremos dar respuesta a diversos
interrogantes que debemos afrontar cuando a calidad de un medicamento nos
referimos. Entre otros, los principales son:

La identidad y la pureza del principio activo y de los excipientes empleados en
la formulacién, ¢,cumplen con las especificaciones farmacopeicas?

Cual es el contenido de principio activo en la formulacion? Cumple con lo que
declara?

Cuél es su estabilidad y cual su fecha de vencimiento?

A qué velocidad se libera el activo desde la forma farmacéutica, para luego
absorberse?

Cual es la concentracion del farmaco en un fluido biologico, después de
administrar una dosis de medicamento?

La eleccién del método analitico adecuado para responder a cada una de estas
preguntas, sera determinante para la veracidad de los resultados obtenidos, ya
que no siempre el mismo método analitico sera valido para obtener la
respuesta correcta, quizas el método seleccionado para evaluar la pureza de la
materia prima del principio activo, no sea el 6ptimo para controlar el contenido
del mismo en la formulacibn o para establecer su estabilidad en dicha

formulacion. En las Farmacopeas podremos encontrar las especificaciones de
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los métodos a utilizar en cada uno de estos casos, asi como la instrumentacion
mas idonea, las cuales habitualmente requieren de la utilizacion de sustancias
de referencia apropiadas, de calidad garantizada, tanto para calibrar los
equipos utilizados, como para llegar a un resultado cuantitativo con el método
de analisis propuesto.

En todos los casos los métodos analiticos que se utilicen deberdn estar
siempre validados, como cualquier otro proceso utilizado en la fabricacion

industrial de medicamentos, tal como ya hemos sefalado.

Validacion del método analitico

Por validacion analitica se entiende el trabajo experimental encaminado a
obtener pruebas documentadas de que un método proporciona
fehacientemente la informacion requerida al uso al que se destina. En otras
palabras la validacién nos otorga la confianza necesaria para aplicar el método
y a su vez confiar en los resultados obtenidos: un método analitico validado es
un método analitico confiable.

Las Buenas Préacticas de Fabricaciéon y Control (GMP) requieren que los
métodos analiticos empleados para evaluar las especificaciones establecidas
sean apropiados.

La validacion de un método es el proceso por el cual se establece, por medio

de estudios de laboratorio, que un método es adecuado para el uso propuesto.

Aspectos regulatorios de la validacion

e A nivel Nacional:
» Farmacopea Argentina (FA) VIl ed. <1130> Validacion de Métodos
analiticos.
» Disposiciones de la Administracion Nacional de Medicamentos,
Alimentos y Tecnologia Médica (ANMAT) 1930/92, 853/99, 2819/04.
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e A nivel Internacional:
» USP 34 <1225> Validation of Compendials methods.
» International Conference on Harmonisation of Technical
Requeriments for Registration of Pharmaceuticals for Human Use
(ICH) (Japon, Estados Unidos y la Comunidad Europea), Guidelines

Q2Ay Q2B.

Qué debe validarse?

Deben validarse métodos analiticos de:
e Materias Primas.

« Control de Procesos.

o Control de Productos Intermedios.

o Control de Productos Terminados.

» Estudios de Estabilidad.

« Validaciones de Limpieza.

Todos los métodos no codificados en Farmacopeas reconocidas deben ser
validados; los métodos codificados en Farmacopeas sé6lo deben validarse
cuando son destinados a estudios de Estabilidad y para Validacion de

Limpieza.

Parametros a evaluar

o Especificidad.
e Linealidad y Rango.
o Exactitud.
e Precision
» Repetibilidad
» Precision Intermedia
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» Reproducibilidad
Sensibilidad

» Limite de Deteccion (LD)

» Limite de Cuantificacion (LC)

Robustez.

Cada uno de estos Parametros se determina utilizando un estandar del analito

0 Sustancia de Referencia.

En qué casos evaluar cada parametro?

Los métodos analiticos se clasifican en 4 categorias:

CATEGORIA I: Incluye los métodos analiticos para la cuantificacion de los
componentes mayoritarios de las materias primas o de los principios activos

(incluyendo los conservantes) en productos farmacéuticos.

CATEGORIA 1I: Incluye los métodos analiticos empleados para la
determinacién de impurezas en las materias primas o productos de
degradacion en los productos farmacéuticos. Estos métodos incluyen

valoraciones cuantitativas y ensayos limites.

CATEGORIA 1II: Incluye métodos analiticos para la determinacion de las
caracteristicas de desempefio (como por ejemplo, disolucién, liberaciéon de

principios activos).

CATEGORIA IV: Incluye ensayos de identificacion.

Para cada categoria de analisis, se necesita diferente informacion analitica. En

la tabla a continuacién, se indican los elementos que normalmente se requieren

para cada una de estas categorias.
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CATEGORIA DEL METODO

I [l (Cuant.) Il (Lim.) [l v
Especificidad + + + *) +
Linealidad + + * * @)
Exactitud + + *) *) *)
Precision + + *) + *)
LD *) * + * +
LC *) + *) ) )
Robustez + + + + +
Intervalo + + *) * *)

(*) Puede requerirse segun la naturaleza del ensayo.

A continuacion se definen cada uno de los atributos necesarios para validar un
método analitico junto con una breve descripcion de como deben determinarse.
Cada uno de los parametros se determinan utilizando Sustancia de Referencia

o estandar del analito (SR)

Especificidad

Definicion

La especificidad de un método implica su capacidad para evaluar al analito en
presencia de otros componentes que pueden estar presentes, tales como
impurezas, productos de degradacion, componentes de la matriz, productos
laterales de sintesis, componentes enddégenos o metabolitos del mismo analito
en un fluido biolégico, excipientes, etc. En otras palabras, se debera corroborar
gue la matriz que rodea al analito, no influya en los resultados obtenidos al

aplicar el método.

Determinacioén

a) Si se dispone de dichos componentes.

e En el caso de andlisis cualitativo (ensayos de identificacién) debe

demostrarse la capacidad de discriminar entre sustancias de estructuras
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estrechamente relacionadas que pudieran estar presentes. La
discriminacion del método se determina aplicando el mismo a una
muestra conteniendo SR y los otros componentes y a una muestra que

no contenga SR (blanco).

e En el caso del andlisis de impurezas, la especificidad puede
establecerse por el agregado de cantidades apropiadas de impurezas a
la SR o al producto farmacéutico y demostrando que estas impurezas

son determinadas con la precision y exactitud necesarias.

e En el caso de una valoracion, se debe demostrar que el método no se
ve afectado por la presencia de impurezas o excipientes. En la préctica,
esto puede realizarse agregando, a la SR, cantidades apropiadas de
impurezas 0 excipientes y/o al producto farmacéutico, cantidades
apropiadas de impurezas, demostrando que el resultado de la valoraciéon

no se ve afectado por la presencia de estos materiales extrafios.

b) Si no se dispone de dichos componentes (productos de degradacion o

impurezas).

e La especificidad puede ser demostrada por comparaciéon de los
resultados del ensayo con muestras que contienen impurezas o0
productos de degradacion a traves de un segundo método
independiente (como por ejemplo, métodos farmacopeicos u otro
método analitico validado). Estas comparaciones deberian incluir
muestras almacenadas bajo condiciones exigentes de calor,
humedad, hidrélisis acido-base y oxidacion. En el caso de
valoraciones los dos resultados deberian compararse. En el caso de
ensayos cromatograficos para impurezas deberian compararse los
perfiles cromatograficos.
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e Otra forma seria generar productos de descomposicion mediante

degradaciones forzadas parciales (no mayor a un 20%):

Por ejemplo: en HPLC evaluar
pureza de pico (MS-HPLC,

Fotolisis

Hidrdlisis arreglo de diodos, relacion a dos
Hidrolisis &cida (HCI 1N) A 0 degradacibn enzimatica
Hidrolisis alcalina (NaOH 1N) especifica).

Oxidacion (H,05) Para determinar si  algun
Reduccién producto de descomposicidn
Calor produce un pico superpuesto al

del analito y que no se alcance a
evidenciarlo.
Conviene complementar este
estudio con un método
alternativo TLC o GC,
comparar los resultados (n° y %
de los componentes de

muestra degradada)

Criterios de aceptacion

No deben observarse interferencias entre las sefiales de los excipientes,
impurezas de sintesis y/o productos de degradacion y la sefial o0 respuesta
(por ejemplo: absorbancia, area o altura de pico, etc.) del compuesto de

interés.

Linealidad e Intervalo

Definicion

La linealidad de un método analitico es su capacidad de producir resultados
directamente proporcionales a la concentracion de analito, dentro de un
intervalo de concentracion. En algunos casos puede ser necesaria la aplicacion

de transformaciones matematicas para obtener una recta.
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El intervalo se refiere al rango de concentraciones de analito que pueden ser
determinadas con precision y exactitud. Normalmente se expresa con las

mismas unidades que los resultados del ensayo.

Determinacion

La linealidad debe establecerse a lo largo del intervalo de concentraciones del

método analitico. Se debe establecer por medio de un método estadistico

adecuado (por ejemplo regresién por cuadrados minimos). Deben informarse el
coeficiente de correlacion (r), el coeficiente de determinacion (r%) la ordenada al
origen (a) y la pendiente (b) de la recta de regresion.

Para establecer la linealidad se debe ensayar un minimo de cinco

concentraciones con tres réplicas de cada uno y tres determinaciones de cada

réplica.

Se recomienda considerar los siguientes intervalos:

e Parala Valoracion de una sustancia (o producto farmacéutico): 80-120% de
la concentracion de ensayo.

e Para la determinacion de Impurezas: LC (limite de cuantificacion)-120% de
la especificacion.

e Para la determinacién de Uniformidad de contenido: 70-130% de la
concentracion del ensayo a menos que se justifigue otro intervalo de
acuerdo a la naturaleza de la forma farmaceéutica.

e Para ensayos de Disolucién: + 20% del intervalo especificado.

e Para estudios de estabilidad: 40-120% de la concentracion de ensayo.

Con los resultados obtenidos se evalua la linealidad por el método de regresion
de los cuadrados minimos, de tal manera de obtener la ecuacion de una recta:

y =a+ bx

> Yi—bXY X La ordenada (a) evalla la proporcionalidad entre la
n sefal y la concentracion (si hay errores aleatorios, la
recta no pasa por cero)

a =
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XY

2 XiYi— T La pendiente (b) evalla la sensibilidad del método.
b =
2
Z Xi2 _ (Z XI)
n
ZXYi— z Xinz Y El coeficiente de regresion lineal (r)

r =

mide el ajuste al modelo lineal.

2 Xy e 2 By
%Zm ey, n]

El valor r=1 indica una recta perfectamente lineal; un valor r=0 indica la no
correlacion entre x e y. Sin embargo, el mejor indicador del modelo lineal no es
r sino un test estadistico de Student (t), en el cual se calcula un valor de t; para
(n-2) grados de libertad y se compara con el valor t tabulado para el nivel de
confianza requerido.

En este caso, la Hipoétesis Nula (Hp) es la no correlacion entre x e y. Si el valor
observado de t; es mayor que t de tabla, se rechaza la hipoétesis nula, siendo la

correlacion lineal significativa con la probabilidad calculada.

. ‘r|\/(n —2) Donde r?= coeficiente de determinacion
r = r— n = numero de determinaciones independientes
V@a-r?)

Los limites de confianza del estimador de la pendiente (b) y la ordenada al
origen (a) se

calculan en funcién de sus varianzas.

2
22X
Sa =1/Sp ==
2
Zyj —aXyj —bXxjy;

2 S =
2_(2)(') Xy n_2
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[b£1tSy]
Luego los intervalos de confianza seran:
[a+tS,]

Siendo t el que figura en tabla de Student para cierto nivel de confianza,
generalmente 0,05 y (n-2) grados de libertad.

Criterios de aceptacion

« Coeficiente de correlacion:
> para Macrocomponentes, r>0,99y r?> 0,98
» para Impurezas, r 2 0,98.

« Intervalo de confianza de la ordenada al origen: debe incluir al cero.

Exactitud

Definicion

La exactitud, interpreta los errores sistematicos o tendencia de un método
analitico, expresa la proximidad entre el resultado obtenido y “el valor
verdadero”. Debe establecerse en todo el rango especificado para el método
analitico.

Matematicamente suele expresarse de los siguientes modos:

J— A

e Error absoluto = X — X

_ (X — X)x100 X : valor medio exp erimental
e Errorrelativo % = ——-—— .
X X : valor verdadero
. X x100
e Recuperacion = %

Los errores deben ser tan pequefios como sea posible para que el valor medio
experimental se aproxime al de referencia o verdadero, si no fuera asi y segun
su significancia los aceptaremos o reformularemos el protocolo de aplicacion
del método, para minimizarlos o adaptarlos a los requerimientos exigidos para

cada método analitico, en lo que a errores se refiere.
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Dicho de otro modo, la recuperacion debe acercarse al 100%, En todos los
casos, la exactitud debe evaluarse mediante el disefio que emplea un minimo
de nueve determinaciones sobre un minimo de tres niveles de concentracion
que cubran el intervalo especificado para linealidad, por ejemplo tres
concentraciones al 80, 100 y 120% del valor esperado, al que se le agregan los
excipientes del producto (Ensayo de Recuperacion), con tres repeticiones
completas del método para cada una de las concentraciones. Puede utilizarse
un test t de Student, efectuando varias determinaciones de la muestra de
concentracion conocida y calculando el t experimental, to, , que se compara con
el t de tabla para (n-1) grados de libertad en el nivel de confianza escogido,
generalmente p = 0,05.

[Ho: no hay error sistematico]

X _i‘ Si toh < t de tabla, no existen diferencias significativas
tosz entre recuperaciéon media y 100 % y por lo tanto el
T método tiene la exactitud requerida para ese ambito
n de confianza.
_ [100-R] Si to > t de tabla, el método tiene un error sistematico
ob™ "y para ese ambito de confianza.
ﬁ S: desviacion estandar,

n: nimero de determinaciones independientes.

R: recuperacion porcentual promedio de todas las
concentraciones.

CV: coeficiente de variacion.

Por otra parte, resulta conveniente graficar en todos los casos descriptos a
continuacion, masa hallada vs. masa agregada, rectificando por el método de
los cuadrados minimos. En este caso r 2 0.99, la pendiente debera ser cercana
a 1 o el Intervalo de confianza de la pendiente incluir al 1 y la ordenada al
origen debera ser préxima a 0 o el intervalo de confianza de la ordenada incluir
al 0. Si la pendiente fuera significativamente distinta de 1 indica un error
proporcional (por ejemplo, debida a la extraccion de un porcentaje constante
del componente). Una ordenada al origen significativamente diferente a cero

indica un error de tendencia constante y se visualiza como una recta paralela a

43



la tedrica, en la cual el valor de la ordenada al origen corresponde a la
magnitud del error.
Si no es posible obtener muestras de todos los componentes del producto,
puede ser aceptable agregar cantidades conocidas del analito al producto
(Método del Estandar Agregado) o comparar los resultados obtenidos con un
segundo método cuya exactitud haya sido establecida.

Cm: concentracion de la muestra o
(Cm+s—-Cm)x100 producto sin agregado de SR.

Cs Cm+s: concentracion de muestra + SR.
Cs: concentraciéon de SR

% Recuperacién =

Precision

Definicion

La precision de un método analitico es el grado de concordancia entre los
resultados del ensayo individual cuando el método se aplica repetidamente a
varias alicuotas de una muestra homogénea. Esta relacionada con la
dispersion de las medidas alrededor de su valor medio o central. La precision
de un método analitico generalmente se expresa como la desviacion estandar
(o), estimada analiticamente por S 0 mas comidnmente con la desviacién
estandar relativa o coeficiente de variacion (CV).

El estimador S de la desviaciéon estandar se calcula como:

- XX

siendo X =
n

, el estimador de la media poblacional

oy = 5x100

X
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Ambos estimadores, desviacion estandar y CV permiten evaluar los errores

aleatorios en la estimacion de la medida correspondiente a la dispersién de

datos alrededor de la media.

La precision puede ser considerada en tres niveles:

Repetibilidad o Precision Intra-ensayo: expresa la precision bajo las
mismas condiciones operativas en un intervalo de tiempo corto (mismo
analista, mismo dia, mismo equipo y condiciones).

Precision intermedia o Precision Inter-dia: expresa las variaciones
intralaboratorio, es decir, distintas condiciones en distintos dias, dentro del
mismo laboratorio (diferentes dias, diferentes analistas, diferentes equipos,
etc.)

Reproducibilidad o Fortaleza: expresa la precisibn entre laboratorios
(estudios colaborativos)

Determinacioén

La precision de un método analitico debe estudiarse sobre:

El sistema: se calcula como el coeficiente de variacion (CV%) de 6
determinaciones de una misma solucion del Estandar del Principio activo, al
100% o de 9 determinaciones (3 a tres concentraciones)

El método: se calcula como el CV% de 6 muestras de una misma
concentracion (al 100% o 9 a 3 concentraciones). La evaluacion
corresponde a todo el procedimiento, desde la preparacion de la muestra

hasta la medicion del analito por parte del instrumento.

Criterio de Aceptacion: CV < 2%

Sensibilidad: Limite de Deteccion (LD) Limite de Cuantificacion (LC)

La sensibilidad de un método analitico corresponde a la minima cantidad de

analito que puede producir un resultado significativo. Un método es sensible

cuando frente a una pequefia variacion en la concentracién se obtiene una

significativa variacion en la sefal.

Se debe diferenciar claramente entre dos tipos de sensibilidad:
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e Sensibilidad de calibracion, correspondiente a la pendiente de la curva de
calibracion.

e Sensibilidad analitica, correspondiente al cociente entre la sensibilidad de
calibracion y la desviacidon estandar de la medida.

Resulta claro que dos técnicas o la misma técnica empleada para diferentes

matrices, pueden tener la misma sensibilidad de calibracion, pero diferente

sensibilidad analitica debida a factores propios como necesidad de extraccion,
concentracion, etc.

Los parametros a definir al evaluar la sensibilidad de un método son los limites

de deteccion y de cuantificacion.

Definiciones

El limite de detecciébn es la concentracion mas baja de analito que puede

detectarse, pero no necesariamente cuantificarse, en una muestra bajo las

condiciones experimentales establecidas.

El limite de cuantificacion es la menor concentracion de analito que puede

determinarse con precision y exactitud en una muestra, bajo las condiciones

experimentales establecidas.

Determinacion

Existen diversas maneras para determinar el limite de deteccién, dependiendo

de si se trata de un método no instrumental o instrumental.

e Para métodos no instrumentales: ambos limites se determinan por el
andlisis de muestras con concentraciones conocidas de analito y
estableciendo el minimo nivel al cual el analito puede ser detectado en
forma confiable (LD) y el minimo nivel al cual puede ser cuantificado con
precision y exactitud (LC). Se los suelen llamar Métodos de los Falsos
Negativos.

e Para métodos instrumentales que exhiben ruido de fondo. Para el limite
de deteccion puede efectuarse por comparacion con la respuesta de un
blanco o placebo, siendo positiva cuando la sefial del analito supere la
relacion sefal/ ruido en un factor de 2 o 3. Para el limite de cuantificacion se
mide la sefial de fondo (relacion sefial/ ruido); efectuando mediciones

repetidas sobre un blanco o placebo, se mide su desviacion estandar y se
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calcula el limite de cuantificacion multiplicando esa desviacién por un factor,
generalmente 10. El valor resultante se valida por andlisis de un namero
variable de muestras de concentracion cercana al limite fijado.
Dado que la determinacién de los limites de deteccién y de cuantificacion
supone un trabajo importante, en general sélo se efectia para el analisis de
impurezas o trazas o cuando el rango analitico se encuentra muy proximo al
limite de deteccion. En caso contrario, solo se estudia la precision y la exactitud
en la menor concentracion probable para el analito.
Ambos limites también pueden estimarse a partir de la curva de regresion,
siempre que se hayan considerado concentraciones bajas de analito, por

extrapolacion a cero:

1. Se determina la pendiente (b) de la curva de calibracion (concentracion
VS respuesta) en el rango apropiado.

2. Se obtiene otra curva de calibracién, cada punto por triplicado, pero en
este caso para concentraciones menores de analito, determinandose la
ecuacion de esta nueva recta de calibracion y se extrapola la respuesta
a concentracion cero, obteniéndose un estimado de la respuesta del
blanco: Yy,.

3. Se determina la desviaciobn estandar (s) correspondiente a cada
concentracion del punto 2, se calcula la recta correspondiente a
concentracion vs s y se extrapola como en el caso anterior la desviacion
estandar a concentracion cero, obteniéndose el estimado Sy
correspondiente a la desviacion estandar del blanco.

4. Se calculan ambos limites para n’ medidas individuales como:

_ Ybl +3Sb| LC = Ybl +1OSb|

bvn' bvn'

Cualquiera sea el método empleado, el LD y LC debe ser confirmado por medio

LD

del andlisis de un numero apropiado de muestras con concentraciones

similares a los limites hallados.
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Robustez

Definicion

La robustez de un método analitico es la medida de su capacidad de no verse
afectado por variaciones pequefas, pero deliberadas, en los parametros del
método y proporciona una indicacion de su confiabilidad. Ejemplos de
variaciones que deben estudiarse durante la evaluacion de la robustez son:

e diferentes instrumentos,

o diferentes lotes de reactivos,

o diferentes tiempos de valoracion,

o diferentes temperaturas,

¢ diferentes columnas cromatograficas (distintos lotes o proveedores).

La robustez se expresa como la falta de influencia de las variables operativas y
del entorno sobre los resultados del ensayo y dara confianza al método en su
aplicacion frente a cambios imprevistos en los equipos utilizados, en los
analistas encargados de aplicarlo o en otros parametros que se puedan alterar

durante la utilizacion del mismo.

Determinacioén

Se determina mediante el andlisis de alicuotas a partir de lotes homogéneos
empleando condiciones operativas diferentes pero que estan dentro de los
pardmetros especificos en la valoracion. El grado de reproducibilidad de los
resultados del ensayo se compara con la precision de la valoracion bajo
condiciones normales para obtener una medida de la robustez del método

analitico.

Valoraciones respetando el disefio habitual:
Minimo 3 niveles que incluyan a todo el intervalo (80%- 100%- 120%)
Si quisiera modificar todas las variables en cada uno de los ensayos, tendria

gue realizar numerosos ensayos.
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A fin de organizar y disminuir el numero de ensayos, se puede disefar el
estudio utilizando una Matriz de Placket-Burman (Disefio de Experimento

Multifactorial) donde para (n) variables se realizan (n+1) ensayos.

Disefio de Placket-Burman:

Nimero de ensayo

Variables 1 2 3 4 5 6 7 8
A a a a a A A A A

B b b B B b b B B

C c C c C c C c C

D d d D D D D d d

E E e E e e E e E

F F f f F F f f F

G G g g G g G G o]

% SVD S t u v w X y z

Ensayos: 1,2...8 Variables: A,B...G Parametros: s;t...z

Para cada variable elijo 2 niveles: por ejemplo (A) extremo o alto y (a) Nominal
0 bajo.
Hallar para cada variable evaluada la DP: diferencia promedio:

DP = (Promedio de las valoraciones obtenidas a altos niveles) — (Promedio

de las valoraciones obtenidas a bajos niveles).

El criterio de aceptacion segun este disefio es:
Para cada variable evaluada: |DP|< SD V2 (No hay Diferencias
Significativas)

(Donde SD: desviacion estandar obtenida en el ensayo de repetibilidad)

Ventaja: en un disefio normal de “una variable por vez’, el estudio de 5
variables resultaria en 2° = 32 ensayos, en cambio siguiendo este disefio serfan
solamente 6 ensayos.

Calculo de las DP de respuesta para cada parametro:
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Parametros Diferencia (DP)
A-a DP4 = Ya (WHX+Yy+2) - Y4 (S+H+U+V)
B-b DPg = Y4 (U+v+y+2) - Y4 (S+H+w+y)
C-c DP¢ = Y4 (t+v+x+2) - Y4 (SHu+w+y)
D-d DPp = ¥4 (U+v+w+X) - Y4 (S+t+y+2)
E-e DPg = Y4 (SHU+X+Z) - Y4 (t+v+w+y)
F-f DPg = Y4 (S+v+w+2) - Y4 (tHu+x+y)
G-g DPg = Y (S+v+X+y) - Y4 (t+u+w+2)

Recordar: La validez de un método analitico puede comprobarse sélo
mediante estudios de laboratorio. En consecuencia, la documentacién que
avale tales estudios es un requisito basico para determinar si un método es
apropiado para una aplicacion determinada. Cualquier método analitico
propuesto debe estar acompafiado de la documentacion necesaria.

Aptitud del Sistema (Test de Adecuabilidad o System Suitability Test)

Es una herramienta cuya aplicacion permitira verificar que determinados
parametros instrumentales se mantienen bajo control, confirmando que nuestro
sistema en particular, brindara resultados dentro de los limites especificados,
es util ya que son habituales las variaciones en la estabilidad de los reactivos,
equipos y analistas, por ejemplo en HPLC la variacion del pH de la FM,
diferentes lotes de columnas, la temperatura, el flujo, etc.

Los pardmetros del Test de Adecuabilidad se deben establecer para cada tipo
de método en particular. Su principal aplicacion es en métodos
cromatograficos. Se emplea para comprobar que la resolucion y la
reproducibilidad del sistema cromatografico por HPLC son aptas para realizar
el ensayo. Los pardmetros de aptitud del sistema se determinan para el pico de
la sustancia, a menos que se especifique de otro modo en la monografia
correspondiente. Si es necesario, pueden realizarse ajustes en las condiciones

operativas para cumplir con los requisitos de aptitud del sistema, entre ellos,
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las proporciones de los componentes de la fase movil y el caudal. La resolucion
R es una funcion de la eficiencia de la columna y se especifica para asegurar
que las sustancias que eluyan muy cercanas se resuelvan entre si y para
asegurar que los estandares internos se resuelvan de las sustancias a ensayar.
La eficiencia de la columna, determinando el Niumero de Platos Tedricos (N),
puede especificarse también como requisito de aptitud del sistema,
especialmente si hay solo un pico de interés en el cromatograma, sin embargo,
el valor aislado de eficiencia no puede asegurar la resolucidon para el sistema
en estudio. La eficiencia de la columna es una medida de la agudeza de los
picos, importante para detectar componentes en baja concentracion. Para
evaluar si se cumplen los requisitos de aptitud del sistema se realizan
inyecciones repetidas de la Preparacion estandar empleada en la Valoracion u
otra Solucion estandar. A menos que se especifigue de otro modo en la
monografia correspondiente, para calcular la desviacion estandar relativa
(RSD) o Coeficiente de Variacion (CV), se emplean los datos de cinco
inyecciones repetidas del estandar si el requisito es 2,0% o0 menor, y seis
inyecciones repetidas si el requisito de la desviacion estandar relativa es mayor
de 2,0% .

El factor de asimetria (As) o tailing, una medida de la simetria del pico, es 1
para los picos perfectamente simétricos y su valor aumenta a medida que la
asimetria es mas pronunciada. En algunos casos, pueden observarse valores
menores de la unidad. Como consecuencia de la asimetria del pico, la

integracion y la precision se tornan menos confiables.

~ Wo,05 .

AS YE en el cual Wypo5 es el ancho del pico al 5% de altura y f es la

distancia entre el borde simétrico del pico y el centro del mismo medida al 5%
de la altura.
Estos datos se obtienen a partir de inyecciones repetidas del estandar u otras

soluciones segun se especifique en la monografia correspondiente.
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Métodos para evaluar resultados anémalos

Es sabido que determinaciones repetidas aplicadas sobre una misma muestra
no siempre dan resultados concordantes. Para evaluar si estos resultados son
andémalos y se los puede rechazar se recurre a diversos test estadisticos como
por ejemplo:

» Test de Dixon

» Test de Grubbs
En ambos con la observacion sospechosa se calcula un estadistico de prueba,
el cual se compara con un valor limite basado en la suposicion de un
comportamiento aleatorio de los datos.
En el test de Dixon si el valor del estadistico supera el tabulado para una
determinada probabilidad, se considera que es poco probable que ese dato se
obtenga de un muestreo aleatorio de la poblacion de resultados posibles y por
lo tanto se lo considera anomalo.

El test de Grubbs es a la inversa.

Test de Dixon

Aplicado cuando tenemos un solo dato sospechoso.
Se procede de la siguiente manera:
Se ordenan los datos obtenidos en forma creciente
Si el dato sospechoso es el mayor (X)), se calcula un estadistico Q:
Q = (Xn — Xn-1))/(Xn — X1)
3. Si el dato sospechoso es el menor (X3):
Q = (Xo = Xp)/(Xn = Xy)
Se compara el valor de Q con el valor critico para (n) grados de libertad
Si el valor obtenido es mayor que el critico se concluye que el dato es

anémalo
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Test de Grubbs

Aplicado cuando tenemos dos datos sospechosos. Se aplica de la siguiente
manera:

Se ordenan los datos obtenidos en forma creciente

Se calcula la varianza de los mismos eliminando los 2 datos
sospechosos

Se calcula la varianza para todos los datos

Se obtiene el cociente entre ambas varianzas

Se compara el valor obtenido con el de tabla para (n) grados de libertad.

En este caso como, es un test por disminucion, si el valor obtenido es

menor que el critico se concluye que los 2 datos son anémalos

Resumiendo:

La Validacion de un Método Analitico debe ser verificada unicamente por
estudios de laboratorio.

Debe estar adecuadamente documentada.

Cada parametro de validacion debe determinarse con un Estandar o
Sustancia de Referencia.

La exigencia de uno u otro parametro dependera del uso del método, es
decir, del destino del método.

Los métodos Farmacopeicos no deben ser validados, excepto los
destinados a Estudios de Estabilidad o Validacién de Limpieza.

Unicamente se les aplicara el Test de Aptitud del Sistema (Test de
Adecuabilidad)

Los métodos se deben Revalidar cuando se introduce algin cambio en
el mismo o cuando la matriz y/o la concentracion del analito en un producto se

ha modificado.
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Preguntas Orientadoras

1. Qué métodos analiticos se incluyen en la Categoria Il de las
Farmacopeas?

2. Si Ud. deseara estudiar la robustez de un método, ¢cémo disefaria
el estudio? Indique qué variables y qué niveles de cada una de ellas
elegiria, y la forma general de realizar el ensayo.

3. Describa los métodos que Ud. conoce para evaluar la selectividad de
un método analitico.

4. Cual es la Hipotesis Nula (Hp) al aplicar el Test de Student para

evaluar Exactitud?

Test de Autoevaluacion

1. En la validacion de un método analitico destinado al control de una
especialidad, qué parametro debe determinar para evaluar errores
inherentes al mismo:

(a) Selectividad

(b) Limite de cuantificacién
(c) Exactitud

(d) Linealidad

2. En la validacion de un método analitico, qué pardmetro debe
determinar para evaluar si el método es reproducible:
(a) Selectividad
(b) Limite de cuantificacion
(c) Exactitud
(d) Precision

3. Qué parametro debe determinar para evaluar que los excipientes no
interfieren:

(a) Especificidad
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(b) Limite de cuantificacion
(c) Exactitud
(d) Linealidad

4. COmo se expresa la Exactitud?
(a) Desviacion estandar
(b) Error relativo
(c) Pendiente de la curva de calibracién

(d) Intervalo de confianza

5. La Fortaleza de un método analitico expresa:
(a) Precision del Sistema
(b) Robustez
(c) Reproducibilidad

(d) Datos no anémalos

6. La ordenada al origen de una curva de calibracion evalla:
(a) La dispersién del método
(b) La sensibilidad del método
(c) La presencia de errores aleatorios

(d) La presencia de productos de degradaciéon
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CAPITULO 3

CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA (TLC)
Pablo Quiroga

Introduccion

Las técnicas de separacién cromatograficas, son métodos de separacion de
multiples etapas en los que los componentes de una muestra se distribuyen
entre dos fases, una de las cuales es estacionaria y la otra movil.

La cromatografia en capa fina, es una de las técnicas mas ampliamente
utilizadas para la separacion, identificacion y determinacion de pureza de
drogas en su estado puro, o formando parte de una especialidad medicinal,
drogas vegetales, fitoterapicos y/o muestras biolégicas. Es una técnica analitica
de eleccion por su simplicidad, confiabilidad, bajo costo y versatilidad en la
deteccibn de sustancias, a través del uso de diversos procedimientos de
localizacion.

La cromatografia en capa fina (TLC), es una forma de cromatografia de
adsorcion en la cual la fase moévil se mueve por capilaridad a través de la fase
estacionaria (adsorbente) aplicada como una capa fina y uniforme sobre un
soporte inerte (vidrio, plastico, lamina de aluminio). La TLC puede ser
considerada como una cromatografia de lecho abierto, y el mecanismo de
separacién se basa generalmente en un proceso de adsorcion, sin embargo,
es factible que ocurra un proceso de particion o a una combinacién de ambos
efectos, dependiendo del tipo particular de adsorbente, su preparacion y el uso
con diferentes fases moviles. Si por ejemplo la fase movil contiene agua,
metanol, u otro solvente muy polar, este liquido puede ser adsorbido desde la
fase mévil que estd avanzando, convirtiendo asi el sistema de adsorcion en un
sistema cromatografico de particion.

Cuando una mezcla de drogas se siembra sobre la placa y se desarrolla el
cromatograma, cada sustancia correrd distancias diferentes a través de la

placa dependiendo de afinidad por cada una de las fases (determinada por su
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polaridad), sus valores de pKa, su capacidad de formar uniones de hidrégeno,
etc.

Pardmetros basicos en Cromatografia en capa fina - Ry y R,

Los parametros cromatograficos utilizados en TLC son R; (Relacién de Frente)
y Rx. R es la relacion entre la distancia recorrida por la sustancia y la distancia
recorrida por el frente de la fase movil, ambas medidas desde el punto de
siembra (aproximadamente a 2 cm. del extremo inferior de la placa) al centro
de la mancha si esta es redonda o al centro del area de mas intensidad si la
mancha tiene cola. Ry se calcula como el cociente entre la distancia recorrida
por la sustancia y la distancia recorrida por la sustancia de referencia eluida
bajo condiciones idénticas, ambas distancias medidas de la misma manera que
las distancias para calcular el R.

Los valores de R; pueden estar comprendidos entre 0 y 1, mientras que los
valores de Ry pueden ser mayores que 1.

R¢ varia con las condiciones experimentales. Los factores que afectan la
reproducibilidad de R; son:

Fase estacionaria: calidad del adsorbente, espesor de la capa, activacion de la
placa, distribucion y tamafio de las particulas.

Fase movil: calidad y pureza de los solventes. Debe prepararse para cada
corrida debido a que los solventes pueden ser volatiles o higroscopicos.
Camara de desarrollo: saturacién de la misma (minimo 30 minutos antes de la
corrida).

Temperatura: la camara de desarrollo no debe colocarse cerca de fuentes de
calor, ni luz solar directa, ya que un aumento de temperatura aumenta la
volatilidad de solventes, y R; decrece ligeramente

Cantidad de siembra: aumentar la cantidad de masa sembrada frecuentemente
produce un incremento de los valores de R¢ especialmente por efecto de la

cola de las manchas.
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Para mejorar la reproducibilidad del Rf, es necesario cromatografiar en la

misma placa la muestra problema y la sustancia de referencia.

Aplicaciones dela TLC

En el Andlisis Farmacéutico, se utiliza habitualmente para identificacion de
principios activos y determinacion de pureza cromatografica de los mismos
Bajo condiciones controladas puede ser empleada como técnica de
cuantificacion.

Criterio de Identidad. Consiste en cromatografiar simultaneamente la sustancia
desconocida, la sustancia de referencia y una mezcla de cantidades
aproximadamente iguales de ambas. De cada muestra debera sembrarse
aproximadamente la misma cantidad de material a cromatografiar. Si la
sustancia desconocida y la referencia corren distancias iguales (igual Rf), si Rx
= 1y si la mezcla de ambas se comporta como una sola sustancia (mancha
Unica) puede presumirse que se trata de la misma sustancia, presuncion que
puede reforzarse si se ensaya en 3 0 4 condiciones cromatograficas distintas
y los resultados son coincidentes. Muchos compuestos isoméricos no logran
separarse. Por lo general se combina alguna prueba no cromatogréfica (tal
como historia de la muestra, UV, IR, reacciones coloreadas, etc.) con los datos
de TLC para establecer la prueba de identidad.

Criterio de pureza. Una sustancia es cromatograficamente pura, cuando al ser
sometida a distintas condiciones cromatograficas se comporta en todos los
casos como una unica sustancia (Unica mancha). Aunque nunca es posible
demostrar que un producto es puro, es posible afirmar que no contiene
determinadas impurezas o si las hay estan en cantidades menores a los limites
detectables. Por ejemplo, el acido acetil salicilico (AAS) y el acido salicilico
(AS) pueden separase por TLC. Si una muestra de AAS se cromatografia con
la aparicion de una mancha uUnica correspondiente al valor de Rf del AAS,
entonces puede decirse que el AS, si lo hay en la muestra, es en cantidad

menor que el limite de deteccion del método para AS.
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Ensayo de Pureza cromatografica / Sustancias relacionadas. Estos ensayos
estan codificados como: Ensayo de Pureza Cromatogréfica en la Farmacopea
de Estados Unidos (USP) y como Ensayo de Sustancias Relacionadas en
Farmacopea Europea (EP) y Britanica (BP), en diferentes monografias. Los
mismos consisten en determinar que las impurezas que puedan acompafar a
una determinada materia prima, no superen los limites codificados o
preestablecidos; por debajo de estos limites se puede garantizar que la
muestra cumple con los ensayos de calidad. Una impureza es un componente
de la droga o de un producto terminado (excluyendo el agua) que no es la
entidad quimica definida como la droga. Pueden ser por ej. subproductos de
sintesis, productos de degradacidn, sustancias estructuralmente relacionadas
con la droga, impurezas originadas en el proceso de manufactura.

Hay casos en los que no se requiere conocer la identidad de las impurezas,
entonces el ensayo se realiza efectuando diluciones convenientes de la
muestra problema y realizando una comparacion visual de las intensidades de
las manchas sobre la cromatoplaca, una vez reveladas. Cuando se necesita
identificar y cuantificar alguna impureza en particular es necesario contar con
la sustancia de referencia de la misma. Estos ensayos son aplicables tanto a
materia prima como a producto terminado.

A continuacién, se describen dos ejemplos de aplicacion para este tipo de
ensayo, uno aplicable a materia prima y otro a producto terminado:

Ejemplo 1: Ensayo de Pureza Cromatogréfica - Metoclopramida Clorhidrato
Materia Prima - USP 34.

Condiciones Cromatograficas:

Fase estacionaria: silicagel GF2s4

Fase movil: cloroformo: metanol: tolueno: hidréxido de amonio (140:60:20:1)
Revelador: UV 254nm

Especificacion: ninguna mancha secundaria presente en el cromatograma de
la muestra, debe ser mas intensa o0 mas grande que la mancha
correspondiente al 0.5 % y la suma de las intensidades de todas las manchas
secundarias presentes en el cromatograma de la muestra, no debe ser mayor

gue el 1.0%.
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Nota: Se cuenta con Metoclopramida Clorhidrato Sustancia de Referencia
(Titulo: 100 % sdtc)

Resolucion:

Lo primero que debemos considerar es el célculo del Limite de Deteccion (LD)
de metoclopramida clorhidrato, utilizando la sustancia de referencia de dicho
principio activo. A los fines de este capitulo, definimos Limite de Deteccion
como la menor cantidad de principio activo y/o impurezas o sustancias
relacionadas en unidades de masa (Mg) que es detectable y cuantificable de
manera reproducible en las condiciones de trabajo.

Para este ejemplo consideraremos el LD = 0.5 ug

En este ejemplo, tenemos que responder a una especificaciéon con dos criterios
de aceptacion, y no se exige la identificacion de las impurezas o sustancias
relacionadas, por lo cual no es necesario contar con sustancia de referencia de
las mismas. Podemos proceder de acuerdo 2 opciones que se describen a
continuacion;

Opcionl. Considerar que el LD corresponde al 0.5 % de la cantidad a sembrar
(en unidades de masa) de la materia prima bajo estudio (una de los criterios de
aceptacion de la especificacion).

Opcidén 2. Considerar que el LD corresponde a un % de la cantidad a sembrar
(en unidades de masa) de la materia prima bajo estudio menor al 0.5 %.

A continuacion, desarrollaremos ambas opciones:

Opcidn 1:

Asignamos al LD (0.5 pg), el 0.5 % respecto de la cantidad a sembrar (en
unidades de masa) de la materia prima bajo estudio (Muestra), al realizar esta
consideracion, nos aseguramos que todas aquellas impurezas o sustancias
relacionadas que estén presentes en la materia prima en un % = a 0.5%, seran
detectadas ya que corresponden a una cantidad igual o mayor al LD, teniendo
en cuenta esto ultimo, debemos calcular la cantidad en unidades de masa que
debemos sembrar de materia prima en la placa, de manera que todas aquellas
impurezas que estén presentes en un % = a 0.5 % puedan ser detectadas.
0.5%.ccviiiieeeeiiiiiee e 0.5 ug (LD)
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Debemos sembrar 100 pug al menos de materia prima bajo estudio, para poder
visualizar todas aquellas impurezas o0 sustancias relacionadas que estén
presentes en la misma enun % =a 0.5 %.

Preparacion de las soluciones de trabajo:

Solucion de Metoclopramida Sustancia de Referencia (Sol. SR 1): 50 mg de la
SR, se disuelven en 50 de metanol de manera de obtener una solucién de 1
mg/ml — 1 pg/ul.

Sol.SR A: realizar una dilucion 1 en 20 de la Sol. SR 1 en metanol: 0.05 mg/ml-
0.05 pg/pl.

Solucion SR para identificacion (Sol SR 1): realizar una dilucién 1 en 2 de la Sol.
SR 1 en metanol: 0.50 mg/ml- 0.50 pg/pl.

Solucion de la Muestra en estudio (Sol. M): 500 mg de la materia prima bajo
estudio, se disuelven en 50 de metanol de manera de obtener una solucion de
10 mg/ml — 10 pg/pl.

Se siembran 10 ul de cada una de las soluciones, resultando:

Sol. SR I: 0.50 pg/pl x 10 pl=5 pg

Sol. SR A: 0.05 pg/pl x 10 pl= 0.5 pg

Sol. M: 10 pg/pl x 10 pl= 100 ug

A continuacién se muestra la placa cromatogréfica resultante:

©Q 0 @

Sol. SR Sol. SR A Sal. M
(5rg) (0.5ug) (100 pa)

En este caso, luego de revelar la placa, como no aparece ninguna mancha
secundaria en el cromatograma de la muestra y como 0.5 pg, representa el 0.5
% de los 100 pg sembrados de la muestra de la materia prima en estudio,,
podemos concluir que ninguna mancha / impureza esta presente en un % = al
0.5%, pero no podemos decir nada acerca de la especificacion que indica

gue, la suma de las intensidades de todas las manchas secundarias
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presentes en el cromatograma de la muestra no debe ser mayor que el 1.0 %.
Por lo tanto la opcion desarrollada anteriormente, no es la mas adecuada o la
mas correcta para evaluar el cumplimiento de la especificacion tal cual como la
hemos planteado. Para responder a la misma y utilizando una sola placa
cromatografica desarrollaremos a continuacion la opcion 2.

Opcién 2: consideraremos que nuestro LD = 0.5 pg, corresponde al 0.1 %
respecto del total a sembrar de la materia prima bajo estudio, al proponer esta
relacion, nos aseguramos que todas aquellas impurezas o0 sustancias
relacionadas que estén presentes en la materia prima en un % = a 0.1 %, seran
detectadas/ cuantificadas, ya que corresponden a una cantidad igual o mayor al
LD, teniendo en cuenta esto ultimo, procederemos a calcular la cantidad en
unidades de masa que debemos sembrar de la materia prima bajo estudio en
la placa, de manera que todas aquellas impurezas que estén presentes en un
% = a 0.1 % puedan ser detectadas / cuantificadas.

0.1 %, 0.5 ug (LD)

Debemos sembrar al menos 500 pg de la materia prima, para poder detectar /
cuantificar aquellas impurezas o sustancias relacionadas que estén presentes
en la misma en un % =a 0.1 %.

Preparacion de las soluciones de trabajo:

Solucién de Metoclopramida Sustancia de Referencia (Sol. SR 1): 50 mg de la
SR, se disuelven en 50 de metanol de manera de obtener una solucién de 1
mg/ml — 1ug/pl.

Solucion SR para identificacion (Sol SRI): realizar una dilucion 1 en 2 de la Sol.
SR 1 en metanol: 0.50 mg/ml- 0.50 pg/ul.

A partir de la Sol. SR 1 realizamos las diluciones en metanol, que se describen

en la siguiente Tabla:

Porcentaje (%) respecto de la cantidad

Sol. SR | Dilucién Conc. pg/ul
sembrada de MP

len4 0.25 0.5
B 3en20 0.15 0.3
len 20 0.05 0.1

Tabla 1. Diluciones correspondientes a la Solucién SR1
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Solucion de la Muestra en Estudio (Sol. M): 500 mg de la materia prima bajo
estudio, se disuelven en 10 ml de metanol de manera de obtener una solucion
de 50 mg/ml—50 pg/ul.

Se siembran 10 ul de cada una de las soluciones, resultando:

Sol. SR1: 0.50 pg/pl x 10 pl=5 pg

Sol. SR A: 0.25 pg/pl x 10 pl= 2.5 pg

Sol. SR B: 0.15 pg/pl x 10 pl= 1.5 pg

Sol. SR C: 0.05 pg/pl x 10 pl=0.5 pg

Sol. M: 50 pg/ul x 10 pl= 500 ug

A continuacién en una placa cromatografica, se ejemplifica uno de los

resultados posibles:

Sol SR1  Sol SRA Sol. SR B Sol. SRC Scl. M
(5ng) (2.5 pg) (1.5 pg) (0.5 pg) (300 pg)

A partir de la placa anterior, observamos que aparecen dos manchas
secundarias en el cromatograma de la muestra, para comprobar el
cumplimiento o no de la especificacion, procederemos de la siguiente manera:
comparamos el tamafo e intensidad de cada una de las manchas secundarias
presentes en el cromatograma de la muestra, con el tamafo e intensidad de
las manchas de las soluciones de referencia, en este caso, observamos que
ambas manchas secundarias tienen un tamafio e intensidad menor que la
mancha de la Sol. SR A (0.5%), por lo tanto podemos confirmar, que ninguna
impureza esta presente en un % = al 0.5 % en la muestra evaluada, las otras
manchas secundarias presentes, corresponden al 0.3 % y al 01 %, resultando
la suma de todas las manchas secundarias presentes en el cromatograma de

la muestra igual al 0.4%, lo cual es menor que el limite maximo permitido del
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1% de la especificacion. Procediendo de acuerdo a lo descripto en la opcion 2,
podemos responder a la especificacidbn y podemos concluir que la materia
prima bajo estudio, cumple con el Ensayo de Pureza Cromatogréfica.

Ejemplo 2: Ensayo de Sustancias Relacionadas Paracetamol Comprimidos —
British Pharmacopoeia - 2005.

Condiciones Cromatograficas:

Fase estacionaria: silica gel GFos4

Fase movil: tolueno: acetona: cloroformo (10:25:65)

Revelador: UVas4nm

Especificacion: Ninguna mancha correspondiente a 4’ cloroacetanilida, presente
en el cromatograma de la solucion Muestra 1 no debe ser mas intensa que la
intensidad de la mancha obtenida con la solucion 3. Ninguna mancha
secundaria obtenida en el cromatograma de la soluciébn Muestra 2 con Ry
menor que la 4 cloroacetanilida debe ser mas intensa que la mancha obtenida
con la solucion 3. El ensayo es valido si el cromatograma obtenido con la
solucion 4, muestra claramente la separacion entre las dos manchas
principales y la mancha correspondiente a la 4 cloroacetanilida, tiene mayor
valor de Ry.

Formula cuali-cuantitativa - Paracetamol comprimidos:

Paracetamol ............... 1000 mg

Excip. Csp...covvivinnnnn.n. 1350 mg

En la monografia correspondiente se describe el siguiente procedimiento para
la preparacion de las distintas soluciones.

Preparacion de las soluciones de trabajo:

Solucion Muestra 1 (Sol. M1): se pesan 10 comprimidos de paracetamol, se
pulverizan en mortero y a partir del polvo se pesan 1350 mg, equivalentes a
1000 mg de paracetamol, se transfieren a un tubo de centrifuga de 20 ml y se
adicionan 5 ml de éter libre de perdxido, se agita durante 30 minutos, se
centrifugan a 1000 r.p.m. durante 15 minutos y a partir de sobrenadante se
siembran 200 pl.

Soluciéon Muestra 2 (Sol. M2): diluir 1 ml del sobrenadante de la solucién

Muestra 1 a un Vs de10 ml con etanol 96%.
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Solucion 4 cloroacetanilida (Sol. 3): 50 mg de 4 cloroactenailida Sustancia de
Referencia (SR) se transfieren a matraz de 10 ml y se completa a volumen con
etanol al 96%, posteriormente se realiza una dilucion 0.1:10 con el mismo
medio (Solucion 3: 0.005% P/V) - se siembran 40 pl

Solucion 4 (Sol.4): se pesan 0.25 g de 4’cloroacteanilida (SR) + 0.1 g
paracetamol y se disuelven en 100 ml de etanol 96%. Se siembra 40 pl

Sol. MI: 200 pg/pl x 200 pl= 40000 pg

Sol. M2: 20 pg/pl x 40 pl= 800 pg

Sol. 3: 0.05 pg/ul x 40 pl= 2 ug

Sol. 4: (2.5 pg/ul +1 pg/ul) x 40 pl =100 pg + 40 pg

En este ejemplo, si necesitamos contar con sustancia de referencia de
4’cloroacetanilida ya que debemos identificar y cuantificar la misma. Si
transformamos la especificacion en unidades correspondientes al porcentaje
(%) maximo de sustancias relacionadas presentes en la muestra bajo estudio
resulta:

4’ Cloroacetanilida:

40000 pg............. 100 %

20 (o ORI 0.005 %

Otras sustancias relacionadas, diferentes de 4" Cloroacetanilida:
800 ug.....cuvunnnn 100 %

221V (o PO 0.25 %

A continuacién en una placa cromatografica, se ejemplifica uno de los

resultados posibles:

o——>o @
o

® o @
o

Sol.M1  Sol.M2  Sol.3 Sol. 4
(4000pg) (800pg) (2pg) (100 pg+40pg)
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Analizando la placa anterior, podemos concluir, que el ensayo es valido ya que
la 4"cloroacetanilida y el paracetamol se separan perfectamente entre si, y el Ry
de la 4’cloroacetanilida es mayor que el R; del paracetamol (validacion in situ),
y que la muestra de comprimidos de paracetamol analizada cumple las
especificaciones.

Andlisis cuantitativo. Cuando se aplica TLC al analisis cuantitativo, se deben
remover cuidadosamente las manchas desde la cromatoplaca, luego eluirlas
con un solvente adecuado y posteriormente aplicar un método cuantitativo que
permita detectar pequefias cantidades (ej. Espectrofotometria UV), o bien
medir intensidades de manchas por densitometria sin necesidad de removerlas
de la cromatoplaca. Una estimacion semicuantitativa puede realizarse por

comparacion visual del tamafio e intensidad de las manchas.

Técnica general

La técnica de TLC comprende diferentes etapas:

e Preparacion de la camara de desarrollo

e Activacion de la placa

e Siembra de las muestras

e Corrida de la placa

¢ Revelado o localizacién de las manchas

Ver descripcion de las mismas en FA. VIl ed. (pag. 63); USP 23 (pag. 1770/71);
Farmacopea Britanica 93 (pag. A92/A93).

Ademas de la forma de cromatografia convencional, descripta en la bibliografia
mencionada, donde se corre la fase movil en direccion ascendente, hasta que
la misma haya recorrido las tres cuartas partes de la placa, existen otros tipos
de desarrollo:

Desarrollo Multiple. Consiste en correr primero con una fase movil, secar y
correr luego con la misma fase o con otra mas polar o de diferente pH, en la

misma direccion. Este proceso puede repetirse cuantas veces sea necesario
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para lograr la separacion. Esta técnica es particularmente Gtil para separar
compuestos de polaridades diferentes.

Cromatografia bidimensional: consiste en correr la placa en una direccion con
la primera fase movil, secar, girar la placa 90° y correr nuevamente usando una

fase movil diferente.

Materiales

Fase Estacionaria: La fase estacionaria (FE) se adhiere convenientemente a
una placa de vidrio, ldmina de aluminio, o plastico. La adherencia se logra con
el agregado de sulfato de calcio a la FE. Si bien el vidrio es el soporte mas
conocido, los otros dos tienen la ventaja de poder cortarlos en placas menores
por su flexibilidad. Muchas de las FE son adsorbentes (ej. silicagel, alimina) y
la separacion ocurre por interaccion de las sustancias con la FE. Otras (ej.
celulosa) operan primariamente por particion de la muestra entre FE y FM,
aungque generalmente es un proceso combinado. Cuando la FE es mas polar
que la FM el sistema se denomina de fase normal (ej. silicagel con solventes
organicos no polares); cuando la FE es la menos polar de las dos fases, el
sistema se denomina de fase reversa (ej. placa impregnada de parafina usando
una FM acuosa). Las Fases Estacionarias pueden ser inorganicas, organicas o
mixtas.

Inorganicas: silicagel; alamina; silicato de magnesio (Florisil); etc. La silica gel o
SiO,, es el mas usado de los adsorbentes: contiene grupos silanoles
responsables de actividad adsorbente y es de naturaleza débilmente acida. Las
placas tienen una distribucién uniforme de tamafio de particula normalmente
alrededor de 20 um de diametro. Puede contener sulfato de calcio hidratado
(SO4Ca. 1/2H,0) como aglutinante (en proporcién 5%-15%), en cuyo caso se
denomina silicagel G. La silicagel H no contiene SO4Ca. 1/2H,0, ni otro
aglutinante. También existe silicagel G o H con indicador de fluorescencia
(F2s4), la materia fluorescente es un silicato de Zn activado con Mn. La alumina

o Al,O3; es otro adsorbente bastante empleado; puede ser neutro (pH 7.5),
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alcalino (pH 9) o acido (pH 4). Su actividad de adsorcion es menor que la
silicagel y necesita ser activada para obtener mejores separaciones. Tiene el
inconveniente de producir reacciones colaterales, como por ej. hidrolisis,
apareciendo entonces dos manchas cuando en realidad la sustancia no estaba
impurificada.

Organicas: celulosa, urea, poliamida, carbén, sacarosa, etc. La celulosa imita
muy bien a la cromatografia en papel, el mecanismo de separacion es
particion. La velocidad de corrida es mayor que con la silicagel a igual espesor.
Mixtas: Resultan de la combinacion de las fases anteriores.

Otras fases estacionarias:

Fases Reversas

Los sistemas de fase reversa consisten en placas de silicagel impregnadas con
materiales tales como parafina, siliconas, grasas, con fases moviles acuosas.
Estos sistemas tienen una buena separacién para un rango amplio de
sustancias, pero tiene la desventaja de su lenta velocidad de corrida, y pobre
reproducibilidad. Otros sistemas de fase reversa, consisten en placas de silica
modificada, por unién de cadenas hidrocarbonadas de distinta longitud, a los
grupos silanoles libres; estos sistemas tienen alta resolucion. Las mas
conocidas son las fases con cadenas de Cig (octadecyl). Pueden ser usadas

como fases moviles Metanol : Agua o Acetonitrilo : Agua.

Resinas de Intercambio I6nico
Estas placas de TLC poseen resinas de intercambio cationico o anionico unidas

a su superficie. Las resinas son de estireno-divinilbenceno con grupos amonio
cuaternario o &cido sulfénico para el intercambio i6nico.

El contenido de agua juega un papel importante en la actividad del adsorbente
ya que por ej. en el caso de la silicagel se solvatan los grupos silanoles que
son los sitios activos, impidiendo la union a los mismos de las sustancias a
cromatografiar, afectando consecuentemente la reproducibilidad del sistema.
La Aliumina se presenta en cinco grados de activacion, de | a V segun su
contenido acuoso; la de grado | no contiene agua por lo tanto es la de mayor

actividad y el contenido acuoso aumenta hasta llegar a la de grado V.

68



Determinacion de la actividad de los adsorbentes.

Existen métodos para medir la actividad del adsorbente por ej. el Método de
Brockman y Schodder que utiliza para determinar el grado de actividad de una
alumina, una serie de azo-colorantes que ordenados de acuerdo a su creciente

adsorbibilidad son:

1. Azobenceno

2. p- Metoxiazobenceno

3. Benceno-azo-2-naftol (Amarillo Sudan)
4. Rojo Sudan (Sudan III)

5. p-Aminoazobenceno

6. p-Hidroxiazobenceno

Para ello se siembra un volumen determinado de una mezcla de estos
colorantes en solucion, en distintas columnas que contienen alimina con
distinto grado de activacion, dado por su % de agua y luego se hace pasar por
todas ellas un mismo volumen del mismo eluyente. La velocidad de corrida de
cada colorante dependera de la actividad del adsorbente. Por €j. la alimina de
mayor actividad , es decir la que no contiene agua adsorbera azobenceno, o
sea el colorante de menor adsorbibilidad, en la parte inferior de la columna, en
la parte superior de la misma se adsorberd p-metoxiazobenceno, es decir el
gue le sigue en poder adsorbente y no eluye fuera de la columna ningun
colorante, todos los demas quedaran retenidos en el punto de siembra. En la
de grado Il (3% de agua) el azobenceno se eluye fuera de la columna, el
metoxiazobenceno es retenido en la parte inferior, el amarillo sudan queda en
la parte superior de la columna y el resto en el punto de siembra y asi
sucesivamente. La alumina de grado Il tiene un 6% de agua, la de grado IV un
10% vy la de grado V 15% de agua. La actividad | se logra por calcinacion,
mientras que las otras se consiguen por exposicion prolongada al aire. Si

tenemos una alimina de actividad desconocida, rellenamos con ella una
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columna y sembramos la mezcla de colorantes, segun el comportamiento de
los mismos podremos deducir su actividad.

En lugar de columnas pueden utilizarse placas de TLC determinando el Rf de
cada colorante.

Otro método es el indice de Azobenceno: se mezclan 0.5 g de adsorbente con
3 ml de una solucion 0.1 M de azobenceno puro en ciclohexano puro, en un
recipiente de tapa hermética y se agita repetidamente. Al cabo de una hora el
liquido sobrenadante se centrifuga y se lee su absorbancia determinandose la
perdida de azobenceno mediante el uso de curvas de calibracién. Se calcula la
cantidad adsorbida en moles/ gramo de adsorbente por medio de la siguiente

ecuacion:

Moles/gramo = a/m (C1 - C2)
a = volumen de la solucion del colorante.
m = gramos de adsorbente

C1 y C2 = concentracion inicial y final del colorante

Fase Movil (Eluyente): La eleccién de la fase movil (FM), dependera de las
sustancias a cromatografiar. Puede estar constituida por un solvente organico o
mezcla de los mismos, pudiendo también agregarse acidos o bases para
controlar la elucién. Los solventes usados deben ser secados y redestilados,
estables al aire, no toxicos y no reaccionar con la sustancia a separar.

Existen series que indican la diferencia de poder eluyente y se denominan
series eluotrépicas, las mismas se describen en la Tabla 2.
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Segun Wohlleben Segun Strain
n-pentano Eter de petroleo (30-50 C)
Eter de petroleo Eter de petroleo (50-70 C)
n-hexano Eter de petroleo (70-100 C)
n-heptano Tetracloruro de carbono
Ciclohexano Ciclohexano
Tetracloruro de carbono | Sulfuro de carbono
Tricloro etileno Eter dietilico
Benceno Acetona
Diclorometano Benceno
Cloroformo Tolueno
Dietiléter Esteres de acidos organicos
Acetato de etilo 1,2 dicloro etano
Piridina Cloroformo
Acetona Alcoholes
n-propanol Agua
Etanol Piridina
Metanol Acidos organicos
Agua Mezcla de acidos con bases, agua, alcohol o piridina

Tabla 2. Series eluotrdpicas

Muestra a cromatografiar: En términos generales si la sustancia a
cromatografiar es poco polar, se trabajara con adsorbentes fuertes y eluyentes
débiles. Para sustancias polares se trabajara con adsorbentes débiles vy
eluyentes fuertes.

1. Los hidrocarburos saturados son poco adsorbidos. La introduccién de dobles
enlaces en la molécula, aumenta la polaridad de las moléculas y con esto la
fuerza adsortiva sobre el adsorbente.

2. Si se introducen grupos funcionales en una cadena hidrocarbonada aumenta
la afinidad de adsorcion. La serie de adsorcion descendente es:

-COOH > CONH; > NHCOCHj3; >NH; > OCOCH3 > N-(CH3), > NH, > OCH3z > H
> Cl

3. En una molécula en la que se encuentran presentes varios grupos
funcionales, la afinidad por el adsorbente la da el grupo funcional mas hidréfilo
no existiendo aditividad con respecto a su influencia sobre la afinidad de

adsorcion.
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Reveladores: Muchas sustancias pueden ser localizadas examinando la placa
conteniendo un indicador de fluorescencia, bajo luz UV a longitudes de onda
corta (254 nm); los compuestos que absorben en la region del UV pueden
verse entonces como manchas oscuras sobre un fondo verde fluorescente.
Puede también usarse para revelar luz UV de longitud de onda larga (360 nm),
las sustancias de naturaleza fluorescente podran visualizarse. Algunas
sustancias no absorben luz UV, porgue se encuentran en su forma ionica en la
placa debido al pH de la FE o de la FM. Por €j., los barbituratos no son visibles
si la placa es acida, pero pueden rapidamente detectarse si se somete a la
placa a vapores de amoniaco. Similarmente muchas bases pueden ser
localizadas si se cambia el pH de la placa por exposicién a vapores de acido
clorhidrico. Muchas sustancias que no presentan color propio, absorcion al UV,
ni fluorescencia se detectan con reactivos especificos que se pulverizan sobre
la placa. La aspersién no debe ser excesiva con objeto de que no difundan las
manchas. Se pueden usar reactivos agresivos como acido sulfarico
concentrado, acido sulfocrémico, &cido sulfurico- acido nitrico, y carbonizar las
sustancias organicas por calentamiento a temperaturas elevadas.

Agregando 0.5% de aldehidos (p-dimetilaminobenzaldehido, vainillina, aldehido
anisico, aldehido salicilico o formaldehido) al acido sulftrico se obtiene en frio
colores intensos y calentando a temperaturas entre 100° y 300° C son visibles
un amplio espectro de compuestos. Muchas sustancias son detectadas con I.
El I, se une fisicamente a los compuestos, por lo tanto puede luego eliminarse.
En la bibliografia de referencia se describen mas métodos especificos para
determinados grupos funcionales (ej. ninhidrina para aminas primarias) o

grupos de compuestos (ej. Reactivo de Dragendorff para alcaloides).

Técnicas especiales

Cromatoplacas con zonas de concentracion. Tienen dos zonas en la misma
placa, la primera contiene un adsorbente inerte o0 de poca capacidad

adsorbente, por ej. Kieselgur (tierra de diatomeas) y la segunda un adsorbente
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activo ej. silicagel. Se utiliza cuando la muestra es compleja, por ej. formas
farmacéuticas con excipientes, cuando las sustancias se degradan al sembrar,
0 cuando tienen muchas impurezas de tipo organicas, y de esta manera se
limpian (clean up), pues son retenidas en el Kieselgur. En estas placas no es
necesario sembrar en punto o banda, puede colocarse la placa directamente
en la solucién de siembra porque todas corren en forma de bandas.
Cromatografia en Capa Fina de Alta Performance HPTLC. Esta técnica utiliza
placas de silicagel con tamafio de particula de aproximadamente 5um, mientras
gue las comunes el tamafio es de 20um. Para el desarrollo de estas placas se
usan camaras de desarrollo horizontal, con las cuales se puede sembrar en
ambos extremos de la placa y el solvente corre desde ambos extremos hacia el
centro. La cAmara posee dos pequefas cubetas en los extremos para colocar
el solvente, y esto posibilita el uso de dos solventes distintos, las placas se
ponen con el adsorbente para abajo, en forma horizontal. Para la
cuantificacion, este tipo de técnica permite el uso solamente de Densitometria.
Los densitbmetros miden la intensidad de la mancha, pueden trabajar en modo
transmitancia, fluorescencia o reflexion, es decir se mide la cantidad UV o
Visible transmitida, fluorescente o reflejada, luego se transforman estos valores
en areas que son proporcionales a la concentracién. Un densitbmetro consta
de una fuente luminosa, un filtro, un colimador, una fotocélula y un
galvanémetro. La cromatoplaca se coloca entre la fuente luminosa y la
fotocélula y la radiacion se mide usando como referencia un lugar de la placa
sin muestra. Las sefales se transmiten a un registrador donde las manchas
aparecen en forma de picos cuya area es proporcional a la concentracién de la
sustancia.

Ventajas de la HPTLC: mayor resolucion debido al menor tamafio de particula
lo cual implica mayor superficie expuesta, mayor sensibilidad, tiempos mas
breves, recorridos mas cortos y mayor reproducibilidad. Las propiedades
cromatograficas de este tipo de TLC correlacionan muy bien con los sistemas
de HPLC que usan la misma fase estacionaria.

Es util para trabajos preparativos y su uso se ha incrementado a partir de la

aplicacion de muestras con sembradores automaticos y la cuantificacion por
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medio de densitometros. En la Tabla 3 se resumen las diferencias entre TLC y

HPTLC.

Condiciones Tipicas TLC HPTLC
Dimensiones de la placa (cm) 20x 20 10x10
Tamafio de particula (silicagel) (um) Alrededor de 20 Alrededor de 5
Espesor de la placa (um) 100 - 250 150 - 200
Volumen de muestra (ul) 1-10 <0.1
Diametro de la mancha antes de corrida (mm) <4 <15
Didmetro de la mancha después de corrida (mm) 5-10 2-5
Distancia de corrida (cm) 10-15 3-6
Tiempo de corrida (min) 30- 120 5-15
Numero de muestras por placa 10-15 30-40
Limite de deteccion (Absorcion) (ng) 10 - 100 30 - 40
Limite de deteccidn (fluorescencia) (ng) 01-1 0.01-1.0
Reproducibilidad de Rf Alrededor 3% Alrededor 1%
Reproducibilidad de cuantificacion Alrededor 5% 2% -3%

Tabla 3. Diferencias Principales entre TLC y HPTLC

En la figura 1 se describe de manera esquematica el procedimiento para el

desarrollo de HPTLC.

Preparaciéon Muestra y Estandar
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Application Estandar
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Figura 1. Procedimiento para el desarrollo de HPTLC
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TLC Preparativa. Como técnica preparativa TLC es usada por ej., para el
aislamiento de componentes de mezclas para su posterior estudio como para
la obtenciébn de materiales puros para ser usados como sustancias de
referencia.

En TLC preparativa el espesor de la capa de adsorbente es mayor (0,5 a

2mm), lo cual permite sembrar mayor cantidad de muestra. Es mejor aplicar la
muestra en forma de banda que de punto, (se puede cromatografiar mas
muestra al mismo tiempo) La visualizacion de las manchas debe hacerse por

métodos no destructivos, por ejemplo UV.

Agradecimiento: A la Lic. Analia Nolasco por el disefio de las figuras y

gréaficos incluidos en el presente capitulo.

Preguntas Orientadoras

Describa los factores que influyen o afectan la reproducibilidad del Rg.
Describa las diferencias fundamentales entre TLC y HPTLC.
Que mecanismo/s se pone/n en juego en la separacion por TLC.

Describa en que consisten los sistemas de fase reversa.

o bk w0 DN PE

Detalle el procedimiento para el analisis cuantitativo por TLC.
Utilizaria un método Volumétrico para cuantificar las manchas?.

Justifique

Test de Autoevaluacion

1. En este capitulo se define el Limite de Deteccion como:
(&) La menor concentracion de principio activo y/o impurezas o
sustancias relacionadas en unidades de masa (ug) que es
detectable y cuantificable de manera reproducible en las

condiciones de trabajo.
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(b) La menor cantidad y concentracién de principio activo y/o
impurezas o0 sustancias relacionadas en unidades de masa
(1g) que es detectable y cuantificable de manera reproducible
en las condiciones de trabajo.

(c) La menor cantidad de principio activo y/o impurezas o
sustancias relacionadas en unidades de masa (ug) que es
detectable y cuantificable de manera reproducible en las

condiciones de trabajo.

2. Durante el ensayo de Pureza Cromatografica o Sustancias
relacionadas siempre debo:

(a) Contar con sustancia de referencia del principio activo y de
todas las impurezas o sustancias relacionadas.

(b) Nunca debo contar con sustancia de referencia de las
impurezas o sustancias relacionadas.

(c) Siempre debo contar con sustancia de referencia del principio
activo.

(d) Ninguna es correcta

3. La cromatografia en Fase reversa esta constituida por:
(a) Fase Estacionaria Polar y Fase Movil Polar
(b) Fase Estacionaria Polar y Fase Mévil No Polar
(c) Fase Estacionaria No Polar y Fase Movil Polar

(d) Ninguna es correcta.

4. Cual o cuales de las siguientes opciones son correctas:
(a) La HPTLC, posee menos resolucion y utiliza menor tamafio de
particula de la silica menor que la TLC.
(b) La reproducibilidad para el R en TLC es menor que en
HPTLC.
(c) La reproducibilidad para la cuantificacion y el tiempo de corrida

es menor en HPTLC que en TLC.
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(d) El limite de deteccion (absorcién) es mayor en TLC que en
HPTLC.
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CAPITULO 4

CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA RESOLUCION (HPLC)

Maria Guillermina Volonté

Su aplicacién al Analisis Farmacéutico

Introduccion

La Cromatografia Liquida de Alta Resoluciéon (HPLC) es una técnica de
separaciéon muy utilizada debido a su gran versatilidad, ya que cubre un amplio
espectro de aplicaciones, con rapidez y con excelentes resultados, siendo
ademas un muy buen método analitico cuantitativo. Se aplica en casi todos los
laboratorios donde se realizan analisis quimicos, bioquimicos y farmacéuticos,
tanto de rutina como de investigacion.

Mediante HPLC se separan los componentes de una mezcla, en base a la
migracion diferencial de los mismos, en un sistema que consta de dos fases,
una moévil, que fluye continuamente en una determinada direccién, y otra
estacionaria, que permanece fija. Se realiza en columna y por sus
caracteristicas particulares se ha convertido en una de las de mayor
rendimiento y eficacia

Durante muchos afios se practicé la cromatografia liquida en una forma que
llamaremos “clasica” y que consistié basicamente en lo siguiente: una columna
de vidrio, cuyo diametro variaba entre 2-10 cm, una longitud de 50-500 cm,
rellena de algun material, como silicagel, alimina, etc., cuyas particulas
poseian un tamafio entre 150-200 ym, en la que la muestra se introducia
disuelta en la fase movil u otro disolvente y luego se agregaba el mismo, con el
cual eluia a través de la columna. Los tamafios de la muestra variaban entre
0,1-1,0 g o mas. El disolvente o fase movil fluia a través de la columna por
efecto de la gravedad y se recolectaba en la base de la misma en fracciones de
determinado volumen. Uno de los inconvenientes de esta técnica era el largo

tiempo de andlisis requerido, horas o dias, otra desventaja era que el material
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de relleno se utilizaba por lo general una sola vez debido a que parte de la
muestra se adsorbia en forma irreversible en él.

Otro problema consistia en la identificacion y cuantificacion de los
componentes separados, en general mediante técnicas auxiliares, como ser la
espectrofotometria, gravimetria, etc.

En HPLC en cambio, se usan columnas de acero inoxidable, de didmetro muy
reducido, por ejemplo 2 mm, rellenas de materiales cuyas particulas tienen un
tamafio no mayor de 30—-40 pm, usualmente entre 3-10 um. Este tipo de
columna ofrece una gran resistencia al flujo de la fase mévil, o sea una gran
caida de presion. Por esta razon es necesario emplear sistemas de bombeo de
alta presion (hasta 6000 psi) que hagan fluir la fase mdvil a una velocidad
razonable a través de la columna. La cantidad de fase estacionaria dentro de la
columna es pequefia, por lo que se requiere que la muestra también sea
pequefia, en el rango de pg a pocos mg.

La muestra se introduce en el sistema mediante valvulas de inyeccion.

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

muestra.
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Figura 1. Esquema de un HPLC tipo
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Ventajas y limitaciones de la HPLC

Ventajas:

Con esta técnica es usual obtener separaciones en el término de
minutos y hasta segundos.

Otra ventaja es la alta resolucién que permite separar mezclas muy
complejas, por ejemplo muestras de fluidos biolégicos, como la orina,
plasma, etc.

También proporciona muy buena informacién de tipo cuantitativo.
Presenta un escaso deterioro de la columna a pesar de su repetido
uso.

Quizas la ventaja mas importante sea la diversidad de sus aplicaciones,
tanto a compuestos organicos como inorganicos, a muestras de alto y
bajo PM, a sustancias sélidas y liquidas, idnicas o covalentes. Desde el
punto de vista practico las Unicas muestras que no son susceptibles de
ser analizadas por HPLC son las gaseosas.

Por ultimo presenta la gran ventaja de automatizar los instrumentos de
forma tal que realicen el andlisis completo de la muestra, desde su
introduccién en el cromatografo hasta el calculo e impresion de los

resultados, en forma automatica.

Limitaciones:

Instrumental costoso.

El personal que utilice esta técnica tendra que tener experiencia como
para poder obtener el mayor provecho de la técnica instrumental.

La comparacion de los tiempos de retenciébn, como método de
identificacion, no es confiable, por lo que sera necesario emplear otras
técnicas, tales como Espectroscopia de Masa, IR, o Resonancia
Magnética Nuclear para obtener identificaciones mas precisas.

No existe aln un detector universal y sensible para HPLC, el detector de
indice de refraccion es de respuesta universal pero de limitada
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sensibilidad y el detector de luz UV es sensible, pero su respuesta es
selectiva y responde solo a compuestos que absorben radiacion UV.
Tipos de mecanismos de separacion
Hay cinco métodos de realizar la HPLC, cada uno basado en diferentes
mecanismos de separacion de los componentes de la muestra:

1. Cromatografia liquido-liquido: EI mecanismo de separacion se basa en
la distinta solubilidad que presenta una molécula de la muestra en la fase movil
y en la fase estacionaria, ambas liquidas. Se utiliza para compuestos
moderadamente polares, cuyo PM sea inferior a 1500. EI mayor inconveniente
de esta técnica es la solubilidad de la fase estacionaria en la fase movil y el
deterioro de la columna. Una forma de resolverlo es saturando la fase movil
con la fase estacionaria por medio de una precolumna que contenga un alto
porcentaje de fase estacionaria.

2. Cromatografia de fase quimicamente unida o fase ligada: Surgié como
otra forma de evitar la solubilizacion de la fase estacionaria en la fase movil, ya
que utiliza materiales que contienen la fase estacionaria quimicamente unida a
la superficie de un soporte (generalmente particulas de silice), a través de sus
grupos funcionales. Estos pueden ser de naturaleza polar, como el grupo
amino (-NHy) y el nitrilo (-CN) en el caso de la cromatografia de fase normal, o
bien no polar como el grupo octilo (-CgH17), octadecilo (-CigHs7), fenilo (-CeHs),
en el caso de la cromatografia de fase reversa.

El mecanismo de separacion de esta técnica es complejo, con caracteristicas
similares a las de la cromatografia liquido-sélido.

3. Cromatografia liquido-solido: Llamada también de Adsorcion, cuyo
mecanismo se basa en la competencia que existe entre las moléculas de la
muestra y las de la fase mévil o disolvente por ocupar los sitios activos en la
superficie de un sélido polar, como es la silicagel o la alumina. Se aplica a
moléculas de baja o media polaridad, de PM no mayor a 1000.

4. Cromatografia de exclusion molecular: Este tipo de cromatografia
conocida también como cromatografia de Permeacién o de Filtraciéon, efectia
la separacion de acuerdo con el tamafio de las moléculas. Las columnas se

rellenan de un gel, cuyos poros son de tamafio similar al tamafio de las
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moléculas de la muestra. Las moléculas pequefias pueden penetrar dichos
poros y quedan retenidas, en tanto que las grandes no lo hacen. El intervalo de
PM de las muestras esta entre 500 hasta varios millones.

Las dos variantes que existen en cromatografia de exclusion son: la
Cromatografia de Permeacion en gel y la Cromatografia de Filtracion en gel,
ésta Ultima emplea materiales blandos (dextranos) incapaces de resistir
presiones mayores de 60 psi y es muy aplicada en el estudio de biopolimeros.
En cambio la cromatografia de Permeacion emplea materiales de relleno
semirigidos (poliestirenos) o rigidos (silica porosa, vidrio poroso) que pueden
resistir presiones muy elevadas y es aplicada en estudios de polimeros
sintéticos (poliolefinas, poliamidas). Aunque existen excepciones, la eficiencia
de las columnas de cromatografia de exclusién es relativamente baja, por lo
cual no es corriente en esta técnica obtener la separacién de compuestos
individuales, sino mas bien fracciones de un cierto intervalo de PM.

5. Cromatografia de intercambio i6nico: Se basa en la competencia
entre la fase movil y la muestra iénica por los sitios 6 grupos activos de una
resina intercambiadora. Se aplica a compuestos de un intervalo de PM muy
amplio, por ejemplo péptidos y aminoacidos.

Términos y simbolos caracteristicos
« Cromatograma: Grafico u otra representacion de la respuesta del

detector, concentracion del eluente u otra cantidad usada como una medida de

concentracion del eluente, versus el volumen de eluente o tiempo (IUPAC).

Respuesta

Tiempo

Inyeccion

Figura 2. Cromatograma tipo
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El cromatograma se inicia en el momento en que la solucibn muestra es
inyectada. Las sefiales encontradas en el cromatograma pueden ser:

« Volumen de elucidén (Ve): es el volumen de fase mévil eluida entre la
inyeccion y la deteccion de la concentracion maxima de cada componente de
la muestra.

« Volumen muerto (Vo): es el volumen que la fase movil puede ocupar
entre las particulas de la fase estacionaria y todos los espacios libres
existentes en la columna, en las tuberias, uniones, etc. La solucion atraviesa
estos espacios, sin participar en ningln proceso separativo.

« Linea de Base: es la porcion del cromatograma donde sélo se aprecia
la elucion de la fase movil, sin sefial debida a los componentes de la muestra.

« Tiempo de Retencion (tn): es el tiempo medido entre la inyeccion y la
elucion de la concentracion maxima de cada componente de la muestra
(méaxima sefial). La distancia entre este maximo de la sefial y la linea de base
es la altura del pico (hy).

«  Tiempo muerto (tp): es el tiempo del primer pico que aparece, no
perteneciente a ningiin componente de la muestra. Como su valor se utiliza en
algunos célculos cromatogréaficos hay que determinarlo con exactitud, no se
tiene la completa seguridad de que el primer pico, generalmente debido al
solvente de disolucion de la muestra o0 a alguna impureza desconocida, sea el
correcto. Para su estimacién pueden utilizarse, en Fase Reversa, soluciones
diluidas de nitrato de sodio o de dicromato de potasio.

« Tiempo de Retencidén neto o relativo (t'n): también llamado tiempo de
retencién ajustado o corregido, es la diferencia entre el tiempo de retencién de
un pico y el tiempo muerto.

« Anchura de la base de la sefial o Ancho de Pico (w): es la porcion de la
linea de base interceptada por tangentes trazadas a ambos lados de una sefial
cromatografica. Este valor de anchura se emplea en el calculo de la resolucién
(R) y eficiencia de los sistemas cromatograficos (N). Se puede -calcular
tomando el ancho en distintas posiciones, por ejemplo al 50 % de la altura de

pico, al 60.7 %, etc.
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« Numero de platos tedricos (N): un plato tedrico es el equilibrio de
distribucion de la muestra entre la fase moévil y la fase estacionaria. EI nUmero
de platos teéricos se calcula como: N = a (t,/w)?

El valor de (a) puede variar de acuerdo a como se determine el ancho de pico
(w), ver la siguiente tabla:

w a | Altura de pico (%)
Wi 4 60,7% (inflexion)
w, | 5,54 | 50% (media onda)

ws | 9 32,4% (30)
w, | 16 13,4% (40)
ws | 25 4,4% (50)
Wian | 16 tangente

El ndmero de platos tedricos es una medida de la eficiencia de la columna y
sistemas asociados y por lo tanto de su poder separativo, es asi que cuanto
mayor sea N, mas eficiente sera la columna, nos dara picos mas estrechos y
mejor separados.
« Altura equivalente del plato teorico (H): se calcula como:
H=—=
N
donde L es la longitud de la columna expresada en mm. Si el valor de H es
pequefio, esto se traduce en un mayor namero de platos teéricos por unidad
de longitud y por lo tanto la columna serd mas eficiente. Sirve para comparar
columnas de distinta longitud.
« Velocidad lineal (p): para la comparacion de métodos que emplean
columnas de diferente didmetro interno es preferible la expresion de la

velocidad lineal en lugar del caudal. Se expresa en cm/seg y se calcula:

L
H=—
Zy

« Factor de Capacidad (k’): Conceptualmente es la relacion entre el

namero de moles de cada componente de una muestra en la fase estacionaria
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y el numero de moles del mismo en la fase movil. Como k’ es proporcional al
tiempo de retencién del soluto se calcula para el pico enésimo como:
(lﬂ _fO) — (]//Z _VO)
ZL() T/()
k' puede variar entre cero (si no es retenido en la fase estacionaria) e

& =

infinito (si se retiene en forma irreversible). Se ajusta modificando la fuerza de
elucién de la fase movil, por ejemplo:

* En fase reversa k' disminuye al aumentar la proporcion del compuesto
organico (metanol, acetonitrilo, tetrahidrofurano) y aumenta al aumentar la
proporcion de fase acuosa.

* En fase normal k’ disminuye al aumentar la proporcion de solvente polar y
aumenta al aumentar la proporcion del no polar.

* En cromatografia de intercambio ionico la variacion del pH de la fase
movil puede aumentar o disminuir k' de acuerdo a las caracteristicas acido-
base del analito.

« Factor de Separacion (a): es el cociente entre los factores de capacidad
de un par de picos. Si no existe separacion entre dos picos, por ejemplo pico 1
y 2, a es igual a la unidad y su valor aumenta cuando aumenta la separacion.

Se calcula como:

No depende de la fuerza de elucién, sino de la afinidad del soluto respecto
de la fase movil y de la columna.
La variaciéon de a puede lograrse:
* modificando el componente activo de la fase movil (metanol,
acetonitrilo, tetrahidrofurano, en fase reversa o Cloroformo en fase
normal)
* modificando el pH de la fase movil
* empleando aditivos (reactivos de apareamiento, complejantes, etc.)
* cambiando la fase estacionaria
» Resolucion (R): es una medida cuantitativa del grado de separacion
obtenido entre dos compuestos:
(7, —1)

C1/2-(wy + 1)
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Un valor de R= 1,5 significa separacion completa.

« Asimetria (As): la asimetria (tailing) es una medida de la simetria del
pico, tiene el valor 1 para un pico perfectamente simétrico y su medicion es
importante puesto que puede llevar a errores considerables de cuantificacion,
e incluso a solapar picos adyacentes de tal manera que la integracion y la

precision se tornan menos confiables. Se calcula:

As = a+b/2a

Donde a y b son las medidas entre la linea que une el maximo del pico con la
linea base y los extremos anterior (simétrico) y posterior del pico (con tailing)

respectivamente, medidos al 5 o0 al 10 % de su altura.

Respuesta

Tiempo (min)

Figura 3. Esquema de un pico asimétrico

Ensanchamiento de la Banda Cromatografica

Al cromatografiar una mezcla de solutos en un volumen determinado de
solucion, por ejemplo 20 ul, cuando la mezcla se separa y eluye de la columna,
cada componente estara disuelto, no en los 20 pul originales de solvente sino en
un volumen mayor, debido a que sufre diluciones a medida que avanza a

través del sistema. Este fenOmeno puede verse en los cromatogramas, donde
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se observa claramente que los picos o bandas menos retenidos tienen mayor
ancho que los mas retenidos.

Este ensanchamiento de banda es normal y se conocen como ensanchamiento
de banda intracolumnar. Existen sin embargo otros procesos, extracolumnares,
gue provocan el ensanchamiento de los picos y son producidos por factores

instrumentales y experimentales.

.  Ensanchamiento de banda intracolumnar

Segun Van Deemter, las contribuciones al ensanchamiento de banda dentro de
una columna cromatografica son cuatro:

o Proceso multipaso

o Difusién longitudinal

o Resistencia a la transferencia de masa en la fase movil

o Resistencia a la transferencia de masa en la fase estacionaria
o Proceso multipaso: Cuando el soluto atraviesa la fase estacionaria
encontrara diversos caminos por los cuales sera impulsado por la fase movil a
recorrerlos. Algunas moléculas seguiran caminos directos y otras, encontrando
particulas en su paso, caminos mas complejos, retrasandose respecto de las
primeras. Este fendbmeno se conoce también como Difusion de Eddy y su
contribucion al ensanchamiento de banda esta dado por el didmetro de la
particula de la fase estacionaria y por una constante que depende del relleno y
de la calidad de su empaquetamiento en la columna. Una reduccion del tamafio
de particula de 45 a 6 um origina una disminuciéon de diez veces de la altura del
plato tedrico (H).
o Difusién longitudinal: Las moléculas de un soluto en un liquido, en este
caso la fase moévil, no permaneceran inmdviles sino que difundiran en todas
direcciones hasta que su concentracion sea uniforme en todo el seno de
liquido. Este efecto ocurre en forma evidente o imperceptible y sera mas
notorio cuanto menor sea el caudal empleado.
La contribucion de este efecto al ensanchamiento estd en funcion inversa con

la velocidad lineal de la fase movil (u) y en forma directa respecto del
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coeficiente de difusion del soluto en el solvente y de una constante que evalla
el espacio ocupado por la fase movil y su geometria.
o Resistencia a la transferencia de masa en la fase movil: El soluto se
desplaza a través de la columna y sus moléculas se transferiran, por un
proceso reversible, desde la fase movil hacia la fase estacionaria y desde ésta
nuevamente hacia la fase mavil.
Las moléculas de soluto mas cercanas a la fase estacionaria interaccionaran
mejor con ésta y las mas alejadas a la inversa. Como la fase movil esta en
movimiento, las moléculas més alejadas de la particula habran recorrido un
determinado trayecto antes de que sean retenidas por la fase estacionaria, lo
que resultard en una dispersion de la banda inicial.
La contribucion de este efecto al ensanchamiento de banda es directamente
proporcional a un factor dependiente de k', a la velocidad lineal de la fase maovil
() y al diametro de la particula, e inversamente proporcional al coeficiente de
difusion del soluto en la fase movil.
o Resistencia a la transferencia de masa en la fase estacionaria: Este
efecto es semejante al anterior. Las moléculas de soluto se retienen en la fase
estacionaria y son luego devueltas a la fase movil en un tiempo finito. Las
moléculas de soluto préximas a la superficie seran devueltas a la fase movil
mas rapidamente que las moléculas que difundieron profundamente, lo que
dara lugar a un ensanchamiento de la banda original. EI ensanchamiento sera
proporcional al espesor de la fase estacionaria, a la profundidad del poro e
inversamente proporcional al coeficiente de difusion del soluto en la fase
estacionaria.
La combinacién de los cuatro efectos descritos da lugar a la expresion final de
la ecuacion de Van Deemter:

H=A+B/u+Cu
Donde A, B y C son los coeficientes de difusion aparente, provocada por el
proceso multipaso, difusién longitudinal y de transferencia de masa,
respectivamente, y 1 es la velocidad lineal de la fase movil.
De la ecuacion de Van Deemter pueden extraerse valiosas conclusiones. Se

deduce una mayor eficiencia de la columna en las siguientes condiciones:
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» Cuanto menor sea el diametro de la particula.

= Cuanto menor sea la viscosidad de la fase mévil (menor coeficiente de
difusion)

= A mayor temperatura, (disminucién de la viscosidad de la fase mévil)

= Cuanto mejor sea el empaquetamiento del relleno.

= Cuanto menor sea el espesor de la capa de fase estacionaria fijada al

soporte de relleno.

. Ensanchamiento de banda extracolumnar

Hay componentes del equipo cromatografico que pueden ser responsables de
un ensanchamiento de los picos, lo que lleva a la pérdida de eficiencia. Por
esta razon es importante verificar el disefio instrumental, por ejemplo controlar
el armado de longitud y tipo de tuberias, uniones, etc. Este ensanchamiento
dependera de:

« Volumen de tuberias inyector-columnay columna-celda del detector

* Volumen de inyeccion

+ Detector: volumen y velocidad de respuesta
Ensanchamiento de banda producido por tuberias: el ensanchamiento es
mayor a mayor longitud y didmetro interno de las tuberias.
Ensanchamiento de banda producido por el volumen de inyeccion: Se
recomienda que el volumen de inyeccion sea pequefio, que no supere 1/6 del
volumen del primer pico de interés, otros criterios son mas estrictos y
recomiendan un volumen no mayor de 17 yl para columnas convencionales.
De todos modos, es interesante destacar que es posible inyectar voliumenes
mayores si la muestra se disuelve en un solvente mas débil que la fase movil.
Ensanchamiento de banda producido por el detector: El detector puede
contribuir de dos formas al ensanchamiento de banda, en funcion del tubo de
ingreso a la celda, volumen y geometria de la misma y en funcion de su
componente electronico (velocidad de respuesta).
Evidentemente el volumen de esta celda debe ser pequefio, para que no vuelva

a mezclar los componentes que fueron separados en la columna.
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Ademas del volumen de la celda debe considerarse su disefio, ya que las
celdas que induzcan flujos turbulentos son capaces de producir dispersion.

La constante de tiempo (T) de un detector indica, por su parte, la velocidad a la
cual éste responde a un cambio instantaneo de la concentracion de analito. Si
la constante de tiempo es muy alta (respuesta lenta), un pico angosto podria
achatarse tanto que no se detecte 6 mezclarse con otro pico adyacente. Este

problema no ocurre si la constante de tiempo es muy baja (respuesta rapida).

Descripcion y tipo de instrumental

Existen dos tipos de equipos de HPLC, los integrados y los modulares. En los
primeros cada una de sus partes esta reunida en un gabinete, lo cual
proporciona un mejor aprovechamiento del espacio, menos cables, tuberias y
conexiones expuestas. En los segundos, cada parte es un médulo distinto,
como si fueran instrumentos individuales.

En cualquier tipo de instrumental, ya sea integrado o modular, hay ciertas
caracteristicas de orden general que deben ser reunidas, como ser:

O Versatilidad: el instrumental debe ser apto para resolver y trabajar con
muestras de diferente tipo, debe prestarse a las distintas técnicas
cromatograficas y realizar el maximo de operaciones, tales como,
programacion de la fase movil, recoleccion de fracciones a la salida de la
columna, etc.

U Rapidez: para obtener rapidez en el analisis es necesario contar con
materiales de relleno de columna de alta eficiencia y que el instrumento
posea adecuados sistemas de bombeo de alta presion para la fase mavil.

U Reproducibilidad y estabilidad: el instrumento debe poseer un control
adecuado sobre los parametros de operacion, tales como el flujo de la
fase movil, la temperatura, presion, composicion de la fase movil, etc. y
para ello debe estar provisto de controles de temperatura y flujo, sistema
de bombeo de alta presion, programadores de fase movil, detectores, etc.
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O Sensibilidad: un buen instrumental ademés de trabajar con pequefias
cantidades de muestra, debe generar sefiales de intensidad apreciable.
La sensibilidad de todo cromatografo de liquidos depende sobre todo del

sistema de deteccidn que utiliza.

Componentes basicos de un equipo de HPLC

» Recipiente para la Fase Movil:

Es conveniente ubicarlo algunos centimetros sobre el nivel de la bomba para
que la fuerza de gravedad dirija el solvente hacia ésta, manteniendo llenas las
conexiones. Puede utilizarse un frasco de laboratorio de buena calidad, con
una tapa adecuada. En el extremo del tubo de salida de solvente se conecta un
filtro de acero (buzo) con 2 o 10 um de porosidad que impide el ingreso de

particulas a la bomba.

» Tuberias:

Las tuberias que se utilizan para conectar los componentes sometidos a alta
presién son de acero inoxidable (entre bomba e inyector, inyector y columna,
columna y detector y entre detectores conectados en serie) y son de materiales
poliméricos las que conectan componentes donde la presién es atmosférica o
ligeramente superior (entre el reservorio de solvente-bomba, Ultimo detector-
frasco de desperdicios).

Las tuberias de acero tienen un diametro externo estandarizado: 1/16
pulgadas. Sin embargo su didametro interno es variable, por lo cual se
selecciona la de secciébn mas fina para conectar los instrumentos por donde
circula la muestra (entre el inyector y detector, de modo de no provocar
dilucion de la muestra) y la de seccion mas gruesa para conectar aquellos
componentes del sistema por los que no circula la muestra, y en los cuales un
diametro interno delgado s6lo aumentaria la presion del sistema.

Se debe considerar la longitud de las tuberias ya que tuberias demasiado

largas conducen a ensanchamientos extracolumnares importantes, como ya
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hemos visto. Las conexiones entre bomba e inyector y posteriores al detector
no contribuyen al ensanchamiento de banda extracolumnar y su efecto es

menos importante.

= Uniones:
Las uniones permiten conectar las tuberias con los distintos componentes del
sistema cromatografico. Las uniones deben reunir determinadas
caracteristicas, entre ellas:

O Deben ser inertes a fases moéviles y muestras.

O Deben cerrar herméticamente.

O No deben contribuir en forma notable al ensanchamiento de banda

extracolumnar por la presencia de volumenes muertos.

» Sistemas de Bombeo:

La bomba de un HPLC impulsa la fase movil desde el recipiente que la
contiene hacia el inyector y desde alli hacia la columna. El flujo de dicha fase
movil puede ser muy variable, desde pl/min hasta ml/min.

Las bombas estan construidas de materiales muy resistentes tanto al ataque
quimico como al desgaste mecénico.

Los aspectos mas importantes de todo sistema de bombeo son:

v Presion maxima de operacion, usualmente hasta 6000 psi con un
sistema de corte al excederlo.

v Intervalo de volumenes obtenibles, entre 0.1-10 ml/min (flujo).

v Caracteristicas del flujo, que debe ser libre de pulsaciones, ya que
generarian “ruido” y provocarian variaciones en el flujo del solvente,
lo que es muy importante en el analisis cuantitativo ya que las areas
de los picos de HPLC cambian cuando varia el flujo.

v Control y reproducibilidad del caudal mejor del 0,5% relativo.

v Componentes resistentes a la corrosion.

v Facilidad para efectuar el cambio de fases moviles.

v Limpieza del sistema.
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Segun las caracteristicas de funcionamiento y de disefio hay tres tipos de
bombas mecanicas:
A) Bombas reciprocas o reciprocantes, con piston o diafragma.
B) Bombas de desplazamiento continuo o bombas jeringas.

C) Bombas neumaticas o de presion constante

A) Bombas Reciprocas: En la actualidad aproximadamente el 90% de los
equipos cromatograficos utilizan bombas con pistones de tipo reciprocante.
Pueden ser de un solo pistbn, de dos pistones, de tres pistones, bomba
tandem, y bomba a pistdn y diafragma flexible, de bombeo hidraulico.

Estas bombas permiten modificar el caudal entregado variando el recorrido del
piston o variando la velocidad de movimiento del piston.

El volumen de la camara del piston es pequefio, normalmente entre 35-400 pl.
Las fases moviles constituidas por solventes puros no causan problemas, pero
las soluciones salinas (buffer fosfatos, por ejemplo) pueden producir depésitos
por evaporacion. Estos depdsitos pueden rayar los sellos o los mismos
pistones, por lo cual es recomendable lavar el sistema con un solvente

apropiado luego de usarlas.

La bomba de un solo piston es el modelo mas sencillo de las bombas
reciprocantes. Esta bomba impulsa a la fase mdévil, por el movimiento de vaivén
de un pistén accionado por un motor, en ciclos alternados de llenado y vaciado
de la camara de bombeo. En uno de los ciclos el piston entrega el solvente
contenido en la camara y en el ciclo complementario cierra su comunicacion
con la columna y toma solvente del reservorio. Es evidente que cuando la
bomba llena la camara del piston, el caudal se discontinGa. Este proceso se
visualiza como un pulso originando ruido en la linea de base del cromatograma,
este inconveniente puede reducirse empleando amortiguadores de pulso,
engranajes excéntricos o utilizando dos o mas pistones de funcionamiento

sincronico.
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Figura 4. Esquema de una bomba reciprocante

B) Bombas de Desplazamiento Continuo: Llamadas también bombas de
émbolo o de tipo jeringa porque un émbolo desplazado en forma continua, por
un mecanismo de tornillo accionado mediante un motor de pasos, comprime un
liquido en una camara obteniéndose un flujo de volumen constante, uniforme y
continuo, es decir, libre de pulsaciones, pero la capacidad de la bomba es
limitada, aproximadamente 250 ml, y para rellenar la cAmara es necesario

suspender momentaneamente la operacion.
jR @ Reposicién de
Fase Movil

Motor ala Columna

Figura 5. Bomba Jeringa

C) Bombas Neumaticas: En estas bombas la fase mévil se encuentra en un

contenedor plegable colocado en un recipiente que puede presurizarse
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mediante gas comprimido. No provocan pulsaciones aunque tienen una
limitada capacidad y presion de salida, menores a 2000 psi, ademas el caudal
depende de la viscosidad del solvente y no pueden utilizarse en la elucion con

gradiente.

= Sistemas de Inyeccion:

Son valvulas que orientan el caudal hacia la columna, pasando o no, segun su
posicion, a través de un loop en el cual se introduce la soluciéon a inyectar
(figura 6). Las valvulas pueden accionarse manual o automaticamente.

Poseen un cuerpo fijo, un rotor con un sello que gira y un loop externo,
intercambiable, con volumenes entre 5-500 ul, que contiene la muestra.
También existen valvulas de inyeccion de micromuestras, con loops de
volumenes entre 0,5-5pl. Los inyectores autométicos deben poseer ademas un

carrusel que aloja viales donde se coloca las muestras a inyectar.

Jeringa Jeringa

Volumen de

la Muestra uestra

Bomba

/ Bomba /

Wy /)'\ Il\\ )\

Toma de la Muestra Inyeccion de la Muestra

|

Figura 6. Valvula de inyeccion

» Programadores de Fase Movil:

Se utilizan para cambiar la composicién de la fase movil conforme transcurre el
analisis. Por lo general se utilizan dos disolventes de diferente polaridad y se
varia el porcentaje del disolvente mas polar en la mezcla binaria. Las ventajas
que ofrece esta técnica son: analisis mas rapidos, mejores separaciones,

mayor simetria en los picos y mejor detectabilidad.
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La elucidén isocratica (composicion constante de la fase moévil) en algunos
casos insume mucho tiempo y la forma de las sefiales no es muy buena, en
cambio la separacion por gradiente es rapida y las sefiales son simétricas.
Hay programadores de dos clases:
1. Gradientes de baja presién o programadores que efectian el
mezclado en una cadmara, después de lo cual el liquido pasa a la

bomba, la que envia la mezcla a la columna.

Mezclador

Programador Bomba l——> 2 la Columna
‘ e unica

solventes ‘

Figura 7. Sistema de formacion de gradiente de baja presion

2. Gradientes de alta presion 6 programadores de mezclado en
corriente. Requieren dos bombas, que por lo comun son del tipo de
desplazamiento continuo y desplazan cantidades determinadas de cada
liquido, lo que permite generar cualquier forma de gradiente. El uso de
microprocesadores permite hoy dia emplear los generadores de

gradientes en forma automatica.

Bomba

5
S Mezclador — a la Columna

—

Bomba

Figura 8. Sistema de formacion de gradiente de alta presion
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. Detectores:

El detector es la parte del equipo cromatografico que permite ubicar en tiempo
y espacio la posicion de cada componente de una muestra a la salida de la
columna cromatografica.

El detector ideal sera aquel que satisfaga los siguientes requisitos: alta
sensibilidad, estabilidad, lectura continua y respuesta universal. El detector
debe poseer un dispositivo que mida en forma continua alguna propiedad
fisicoquimica de los componentes de la muestra o de la solucion que los
contiene y que genere una sefial proporcional a la concentracion de la muestra,
a medida que esta sale de la columna.

Al considerar un detector en términos de su aplicacion a un cierto problema,
deben tenerse en cuenta algunas propiedades generales tales como:

O Respuesta: Puede ser universal o selectiva, segun la capacidad que
tenga el detector de trabajar con todo tipo de muestras o solo con una
especifica. En general, los detectores universales son mas deseables, si
bien los selectivos, que suelen ser mas sensibles, efectian mejor el
andlisis de muestras complejas porque detectan ciertos componentes a
muy bajas concentraciones.

O Sensibilidad: Se define la sensibilidad de un detector como la razon entre
la sefial generada y la cantidad de muestra que produce dicha senial.
Este es un término relativo puesto que a partir de un mismo detector, la
sefal obtenida puede ser muy diferente para diversas muestras.

U Ruido: Es la variacion en la sefial del instrumento que no es atribuida a la
muestra y que puede ser producida por fallas electrénicas, variaciones de
flujo 6 temperatura, fluctuaciones en el voltaje, burbujas de aire atrapadas
en el detector, etc.

U Linealidad: Para utilizar la sefial generada por el detector como una
medida cuantitativa, dicha sefial debe guardar una relacién lineal con la
concentracion de la muestra, esta propiedad se conoce como linealidad.
El intervalo lineal de un detector se puede definir como la diferencia entre
las concentraciones maximas y minimas respecto a las cuales la

respuesta del detector es lineal.
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U Estabilidad: Un buen detector debe ser insensible a los cambios de
temperatura y a la variacion de flujo y ser compatible con programaciones

de fase movil.

Tipos de detectores

= Detector de indice de Refraccion:

Mide la diferencia de indice de refraccion entre el solvente puro y el solvente
gue contiene la muestra. Es decir, es un detector basado en una propiedad de
la disolucion, pues responde a una propiedad de la fase movil que se modifica
por la presencia de un analito. Es un detector universal, ya que es imposible
que el indice de refraccion del soluto sea similar al del solvente y ademas no es
destructivo. Sin embargo es muy poco sensible, lo cual limita su campo de
aplicacién y es muy afectado por los cambios de temperatura. No puede
utilizarse con gradiente de fase moévil porque el cambio de composicién de la
misma se acompafia con un cambio de su indice de refraccion y entonces no
puede estabilizarse la linea base.

= Detector UV:

Es el detector mas utilizado en HPLC. En este caso, es un detector basado en
una propiedad del soluto, como es la de absorber al UV, que no es propia de la
fase movil. Es muy sensible y posee un rango lineal, permite detectar analitos
en el orden de los nanogramos. No es destructivo y puede emplearse con
gradientes de fase movil. Es un detector muy poco sensible a los cambios de
flujo y de temperatura.

Existen tres tipos de detectores UV: de longitud de onda fija y de longitud de
onda variable y de ordenamiento de fotodiodos.

El primero de ellos es el mas simple, trabaja a longitudes de onda fijas,
especialmente a 254 nm, aunque pueden encontrarse detectores que lo hagan
a otras longitudes de onda. El detector de onda variable o espectrofotométrico,
es simplemente un espectrofotbmetro en el cual se reemplaza al

compartimiento de cubetas por una celda de flujo. Permite seleccionar
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libremente la longitud de onda de trabajo y en los equipos mas modernos
pueden elegirse 1,2 6 mas longitudes de onda, obteniéndose cromatogramas
superpuestos a cada una de ellas.

El detector de ordenamiento de fotodiodos, posee una distribucion distinta de la
red de difraccion, se emplea un sistema o6ptico invertido: la celda se ilumina con
luz “blanca”, es decir, no monocromatica y la luz emergente de la celda llega a
la red de difraccion y alli es dispersada hacia el elemento fotosensible. En lugar
de una fotocélula se emplea un conjunto de fotocélulas o fotodiodos montados
en un chip de silicio. De esta forma, se consigue medir no solo la luz
transmitida a una longitud de onda, sino todo el espectro de absorcion del
eluido en tiempo real. Una de las formas de presentacidon de los datos
espectrales que resulta Gtil para la identificacion de las especies y para elegir
las condiciones de la determinacién cuantitativa, consiste en un gréfico
tridimensional. Para poder controlar y procesar toda la informacion es
necesario la presencia de una computadora con el software adecuado.

Es el detector ideal para realizar el desarrollo de métodos analiticos por HPLC,
ya que permite asegurar, dentro de ciertos limites, la integridad y pureza de un
pico cromatografico.

» Detector de Fluorescencia:

Utilizado en el analisis de sustancias que presentan fluorescencia natural u
obtenida por derivatizacion con un reactivo fluorogénico. Es de muy alta
sensibilidad y selectividad por lo cual es muy adecuado para el andlisis de
trazas. La selectividad se debe a que existen pocas sustancias fluorescentes y
ademas las reacciones de derivatizacién implican la presencia de un grupo
funcional derivatizable en la molécula del analito, lo cual no es siempre posible.
La fluorescencia se detecta por medio de un detector fotoeléctrico colocado
perpendicularmente respecto al haz de excitacion.

= Detector Electroquimico:

Es mucho mas sensible que el detector UV ademas de ser altamente selectivo,
ya que no solo detecta compuestos capaces de ser oxidados y reducidos, sino
que puede seleccionarse el potencial aplicado, con lo cual se reducen los

compuestos detectables. Se basan en cuatro métodos electroanaliticos que
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incluyen la amperometria, la voltamperometria, la coulombimetria y la
conductimetria.
Otros detectores:

e De absorbancia en el Infrarrojo

e De Dispersion de luz

e Detectores de espectrometria de masas

Fase Movil

No todos los solventes son adecuados para trabajar en HPLC. Un solvente
apropiado para HPLC debe cumplir con algunos requisitos, por ejemplo:

e Solubilizar bien las muestras

e No degradar o disolver la Fase Estacionaria

e Poseer baja reactividad

e Ser compatible con el detector utilizado

e Poseer baja viscosidad

e Serseguro

e Tener alto grado de pureza

La muestra a inyectar debe estar completamente disuelta. Es conveniente que
el solvente de disolucién de la muestra sea la misma fase movil. Si esto no es
posible, debe tenerse en cuenta tanto la miscibilidad entre el solvente de
disolucién y la fase mévil, como la precipitaciéon de componentes de la muestra
al estar en contacto con la fase movil.

Los solventes muy reactivos no se utilizan en HPLC, ya que pueden reaccionar
con la muestra, la fase estacionaria, o0 los componentes del equipo
cromatografico.

Si se tiene en cuenta que el detector mas usado es el espectrofotométrico,
debe usarse un solvente transparente a la longitud de onda de trabajo. Para
ello es muy util conocer la longitud de onda de corte (A;) o sea la longitud de

onda a la cual la absorbancia del solvente, en una cubeta de 10 mm de paso
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optico, es igual a 1 unidad de absorbancia usando aire como referencia. Es
decir, si un solvente tiene una longitud de corte de 254 nm no se puede usar a
A menores, pero si a mayores A. Solventes como el tolueno (Ac: 285 nm) y
acetona (A::330 nm) practicamente no se emplean, ya que la sefial de fondo
que producen en un detector convencional es muy alta y por lo tanto impide la
medicion de los compuestos eluidos. En cambio el metanol (A:: 205 nm) y el
acetonitrilo (Ac: 190 nm) son los solventes mas empleados en HPLC.

La viscosidad de los solventes esta estrechamente relacionada con la presion
del sistema. Con los solventes viscosos, la eficiencia de la separacién es
menor debido a que el coeficiente de difusién de la muestra se reduce, y se
dificulta la transferencia de masa del soluto entre la fase moévil y la fase
estacionaria. A mayor viscosidad mayor presion en el sistema, por eso se
prefiere evitar el uso de solventes de alta viscosidad como dimetilsulféxido o
isopropanol.

Como en cualquier método analitico, en HPLC debe evitarse el empleo de
solventes que por sus caracteristicas (en particular inflamabilidad y toxicidad),
representan un serio riesgo para el operador.

La presencia de impurezas puede producir una sefial de base importante en el
detector. A veces no es posible obtener comercialmente un solvente de buena
pureza. En estos casos pueden emplearse solventes de menor calidad, pero se

recomienda una purificacion previa.

Preparacion de la fase movil:

Hay que tener en cuenta la posible contraccién de volumen, que se produce al
mezclar solventes muy polares. Esta alteracién en la composicion de la fase
movil puede modificar los tiempos de retencion de los analitos provocando la
superposicion de picos que en condiciones apropiadas serian separados.

La fase mévil luego de preparada, debe ser filtrada y desgasificada. La filtracién
se efectua por medio de membranas de 0.45 ym de porosidad, en equipos de
filtracion adecuados. Las soluciones a inyectar también deben filtrarse a través

de membranas semejantes a las empleadas para la fase movil. Si la cantidad
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de muestra es muy pequefia, se puede reemplazar la filtracion por la
centrifugacion.

Los gases disueltos en la fase maovil pueden producir varios inconvenientes,
entre ellos: liberacion de burbujas en el cabezal de la bomba, liberacién o
formacién de burbujas en la celda del detector, que se veran como sefiales en
el cromatograma y afectaran la estabilidad de la linea de base. Los métodos
qgue habitualmente se emplean para la desgasificacion de la fase movil son:
calentamiento, ebullicion a reflujo, burbujeo de un gas inerte, vacio y
ultrasonido.

El valor del pH de la fase moévil puede ser un parametro critico en la retencion
de solutos ionizables y en algunos casos, debe controlarse rigurosamente. A
valores de pH mayores a 7,5 se disuelve la silice de base de las columnas, y a

pH menores a 2 se hidroliza la union entre la silice y la fase enlazada.

Columnas

En todo sistema cromatografico, ya sea en fase liquida 6 gaseosa, la columna
es el corazon del sistema puesto que en ella se lleva a cabo la separacion de
los componentes de la mezcla en estudio.

Béasicamente la columna consiste en un segmento de tubo de algun material
inerte, de didmetro uniforme y capaz de resistir altas presiones. De entre todos
los materiales, el acero inoxidable es el mas usado. Las paredes internas
deben tener una superficie finamente pulida pues se ha observado que posee
una cierta influencia sobre la eficacia de la columna.

La longitud de la columna se encuentra entre 10 y 50 cm, aunque puede ser
bastante mas larga, en especial en cromatografia de permeacion donde se
suele usar varias columnas conectadas una detras de otra. El diametro en la
mayoria de los casos es de alrededor de 3-4 mm.

Tal vez la columna més frecuentemente utilizada con fines analiticos sea la de
25 cm de longitud y 4,6 mm de diametro interno, empaquetada con particulas

de 5 um, que pueden tener de 40000 a 60000 platos/metro. Recientemente han
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aparecido columnas con 1-4,6 mm de diametro interno, rellenas con particulas
de 3-5 pum y longitud entre 3-7,5 cm, con 100000 platos/metro, presentando la
ventaja de la rapidez y el minimo consumo de solventes.

Si se desea realizar trabajos de tipo preparativos, 0 sea separar y recuperar los
componentes de una muestra en cantidad suficiente para poder utilizarlos
posteriormente, se debe recurrir a columnas con dimensiones mayores. Dichas
columnas efectuaran la separacion en forma mas lenta y con una eficiencia
menor que una columna de diametro pequefio.

Respecto a la forma o geometria de la columna, por regla general, se prefieren
las rectas a las de cualquier otra forma, sobre todo porque hay cierta pérdida
de eficiencia cuando se doblan las columnas.

Las conexiones entre columnas, asi como entre la columna y el detector o el
inyector deben ser herméticas. En los extremos de la columna se coloca un
disco de teflébn o metal poroso para evitar que el relleno de la columna se afloje
o pierda, es necesario que este disco o tapon retenga las particulas del relleno
sin producir una caida de presion muy grande.

En muchas ocasiones, para aumentar la vida de la columna, se coloca delante
una pre-columna que elimina la materia en suspension y los contaminantes de
los solventes. Su relleno debe ser semejante al de la columna analitica con
tamafos de particulas mayores para minimizar la caida de presion.

La mayoria de los equipos llevan hornos para las columnas que controlan la
temperatura de las mismas, cuando es necesario trabajar a una temperatura
estricta.

El material de relleno de las columnas se denomina Fase Estacionaria y se

detalla a continuacion.

» Fase Estacionaria:

El material ideal sera aquel que en el menor tiempo posible dé la mejor
resolucién para la separacion de la mezcla, tenga la maxima capacidad de
muestra, produzca caidas de presion pequefias y que ademas sea de costo
reducido, por supuesto que no existe un material con todas estas propiedades

y a veces se justifica sacrificar algunas ventajas para obtener otras.
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Los materiales que se utilizan son:

Materiales porosos, cuyas particulas sean de tamafo menor a 40 pm
(silicagel y alimina)

Adsorbentes peliculares, también conocidos con el nombre de adsorbentes
de capa porosa, de porosidad superficial o de centro solido. Consisten en
particulas esféricas, generalmente vitreas, no porosas, recubiertas de una capa
muy fina de un adsorbente, como silicagel o alimina. El espesor de esta capa
es de alrededor de 1 um.

Estos dos tipos de materiales tienen cosas en comun pues ambos pueden
utilizarse en cromatografia liquido-sélido, o bien pueden recubrirse de alguna
fase liquida y utilizarse en cromatografia liquido-liquido. Asimismo se pueden
unir quimicamente en su superficie a compuestos polares o no y transformarse
en una fase quimicamente unida o ligada. De los materiales de fase
quimicamente unida los de mas uso son los que contienen el grupo octadecilo,
no polar, RP-18 o Cig, lo cual equivale a decir que la cromatografia de fase
inversa O reversa es quizas la mas popular.

Materiales para cromatografia de intercambio i6nico, son resinas porosas
que consisten en particulas rigidas del copolimero estireno-divilbenceno en
cuya superficie y poros se encuentran los grupos intercambiadores de iones.
Intercambiador de iones peliculares o resina pelicular, consisten en
particulas vitreas de forma esférica recubiertas de una capa muy fina del
copolimero estireno-divinilbenceno, las cual contiene los grupos activos.
Materiales porosos de silicagel con grupos intercambiadores
guimicamente unidos, tienen la ventaja de resistir presiones elevadas y
poseer una capacidad de intercambio superior a la de los materiales
peliculares.

Los grupos presentes en todo tipo de resinas de intercambio idnico suelen ser
—NR;"y —NH,, en el caso de resinas de intercambio anionico, que se obtienen
comercialmente en forma de cloruros y —HSO3; en el caso de resinas de
intercambio catidnico, que se adquieren en forma de sales de sodio.

Materiales para cromatografia de exclusién molecular, varian de acuerdo

con su rigidez y con el intervalo de pesos moleculares dentro del cual son
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utiles, es decir, el material a utilizar en la columna dependera del tamafio de las
moléculas que se deban analizar. El intervalo de pesos moleculares dentro del
cual es util un material esta determinado por dos limites, uno inferior, llamado
limite de permeacion, por debajo del cual todas las moléculas de menor
tamafio son igualmente difundidas dentro de los poros del material y otro limite
superior, limite de exclusion, por encima del cual todas las moléculas de mayor
tamafo son demasiado grandes para penetrar los poros. Moléculas de tamario
intermedio entre ambos limites seran total o parcialmente separadas de
acuerdo con la selectividad caracteristica de cada material. Es obvio que
moléculas mas pequefas que el limite de permeacion 6 mas grandes que el
limite de exclusion seran eluidas de la columna sin resolucion.

Entre este tipo de materiales encontramos a los materiales blandos, que son
geles de polidextranos y poliacrilamidas, utilizados casi siempre con
disolventes acuosos, su capacidad es elevada y no resisten presiones
superiores a 60 psi. Los limites de pesos moleculares en los cuales se pueden
utilizar varian desde 100 hasta 200.000. Como ya se ha mencionado la técnica
que utiliza este tipo de materiales se denomina Cromatografia de filtracion y se
aplica a biopolimeros.

Los materiales semirigidos 6 geles macroporosos, usados en analisis de
olefinas, resisten presiones del orden de 900 psi, son por lo general
microesferas de algun copolimero, como el poliestireno-divinilbenceno. Se
emplean soélo con disolventes acuosos. Los limites de pesos moleculares en los
cuales se pueden utilizar varian desde 100 hasta 1.000.000.

Los materiales rigidos, se utilizan a cualquier presion y son generalmente
particulas de silice porosa o vidrio poroso. A causa de su rigidez se pueden
obtener separaciones muy rapidas a flujos de fase mévil acuosa, 0 no acuosa,
sumamente altos, lo cual requiere presiones elevadas. Los limites de pesos
moleculares en los cuales se pueden utilizar varian desde 100 hasta 1.000.000;

se aplica a muestras de proteinas y polisacaridos.

105



Preparacion de la muestra

Esta etapa es sumamente importante sobre todo cuando la matriz que rodea al

analito es muy compleja. La seleccion del método mas apropiado depende de

muchos factores, como ser:

Propiedades fisicoquimicas del analito. Es conveniente conocer su
estructura quimica, peso molecular, solubilidad, propiedades &cido-base
(pKa) y respuesta frente al tipo de detector seleccionado.

Concentracion del analito en la muestra. Para analitos en altas
concentraciones, en general se requieren preparaciones de muestras
sencillas como la solubilizacion vy filtracion. Analitos en bajas
concentraciones, pueden requerir metodologias mas complejas.

Naturaleza de la matriz de la muestra. Los componentes de la matriz
pueden interferir en la deteccion del analito. Hay que conocerlos para saber
coémo preparar la muestra.

Forma en la que se presenta el analito en la muestra. Es necesario conocer
el estado en el que se encuentra el analito en la muestra. En muestras de
origen biologico el analito puede no encontrarse como tal, sino unido a
proteinas transportadoras, como metabolito, etc.

Compatibilidad de los medios de solubilizacion con el sistema
cromatografico. La solucién a inyectar debe ser compatible y miscible con la
fase movil.

Tipo de detector. Los detectores poco selectivos como el de indice de
refraccion generalmente requieren muestras mucho mas limpias que los
detectores mas selectivos como el de fluorescencia.

Compatibilidad con el detector. No es conveniente utilizar solventes como la
acetona o el tolueno si se ha de emplear un detector UV porque estos
solventes poseen una elevada absorcion de base y pueden producir picos

espureos o sefales importantes en el frente del solvente.

Es decir que cada muestra debera ser preparada en forma apropiada para

reducir interferencias y aumentar la vida de la columna.
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En los casos mas simples, por ejemplo si la muestra es liquida, quizas
solamente se necesite inyectarla directamente, previa filtracion, en cambio si es
un sélido es necesario pulverizarlo y homogeneizarlo apropiadamente y luego
solubilizarlo en un solvente adecuado.

En cambio, hay muestras que necesitan pasar por un proceso de
desproteinizacion previo a la inyeccion en el cromatografo, por ejemplo las
muestras biolégicas. Este proceso se puede realizar agregando alguno de
estos agentes: solventes organicos, como el metanol, acetonitrilo o etanol,
sales neutras, &cidos, como el tdngstico, tricloroacético, perclérico,
metafosférico, cationes del tipo Hg*, Cd**, Fe*, Cu® y zZn** o bien por
ultrafiltracién. En muchos casos durante la desproteinizacion se produce una
pérdida de analito por adsorcion al precipitado lo que acarrea bajas
recuperaciones, es decir baja exactitud analitica. Este efecto puede
minimizarse controlando apropiadamente las condiciones en las que se realiza
la desproteinizacion y agregando la solucibn muestra al agente
desproteinizante y no el agente desproteinizante a la solucién muestra.

Puede ser necesario una extraccion liquido-solido, también llamada lixiviacion,
que consiste en la solubilizacién del analito, presente en una muestra soélida
previamente molida, con un solvente adecuado, con la ayuda de agitacion,
manual, mecanica o ultrasénica. Un tipo especial de extraccion liquido-sélido
emplea sistemas continuos con solventes calientes (Soxhlet) y se aplican a
analitos poco solubles o a matrices muy complejas.

La extraccion liquido-liquido también puede ser utilizada en algunas ocasiones,
para preparar una muestra antes de cromatografiarla, si bien la extraccion
convencional es una operacion lenta, tediosa y esta expuesta a numerosos
problemas: formacion de emulsiones, manipulacion de grandes cantidades de
solventes toxicos e inflamables, peligro en evaporaciones finales, etc.

En todos los casos la muestra debera filtrarse antes de inyectarse al equipo, ya
gue tanto las muestras como los estandares deben estar totalmente libres de
particulas en suspension. La filtracion de las muestras se realiza con

dispositivos desmontables o fijos que contienen membranas de 0.45 6 0.22 ym
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de un material apropiado, seleccionado de acuerdo a su resistencia frente al
solvente de disolucion de las muestras.

Existe un proceso de extraccion denominado en Fase Sdlida, que utiliza
columnas o cartuchos de extraccion, de suma utilidad cuando las muestras son
muy complejas y cuando la concentracion del analito es muy baja, ya que
permiten aumentar su concentracion. Consiste en una extraccion liquido-sélido
a través de una pequefia columna ¢ cartucho de plastico (usualmente
polipropileno), relleno con cantidades variables (desde 100 hasta 500 mg) de
distintos materiales similares a los empleados para el relleno de las columnas

de HPLC, pero de mayor granulometria.

Cuerpo de la
columna

S (polipropileno)

:‘ <07 Filtro

T Material
adsorbente

Figura 9. Esquema de un cartucho de extraccion en fase soélida

Los materiales que se emplean para el relleno comprenden desde adsorbentes
muy polares como la silica, hasta muy poco polares como una fase ligada de
RP-18, incluso también materiales de intercambio ionico.

La extraccion en fase soélida tiene lugar mediante mecanismos de sorcion-
desorcion de los analitos en la superficie del material activo de las columnas.

La seleccion de las condiciones Optimas para la extraccion depende de la
naturaleza del analito y de la matriz que lo rodea.

En primer lugar se debe lavar el cartucho para eliminar la sustancias
provenientes de muestras anteriores que pudieran quedar retenidas en la
columna, esto se realiza fluyendo metanol u otros solventes menos polares
como acetonitrilo o tetrahidrofurano. Luego debemos activar la columna, para
solvatar los grupos funcionales del material de relleno de la columna, en fase

reversa la activacion se suele realizar percolando aproximadamente dos
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volumenes de columna de agua o buffers acuosos. A continuacion se agrega
lentamente la muestra en la columna, utilizando un caudal determinado (1 a 10
ml/min). Esta operacion puede efectuarse aplicando directamente la solucion a
inyectar de manera tal de lograr la elucion del analito y la retencion de
impurezas cuyo comportamiento sea muy afin a la columna. Otra forma es
mediante la retencion del analito en la columna utilizando un solvente débil, en
general seguido de un lavado con un solvente con el cual no eluya el analito y
posteriormente eluirlo con un solvente fuerte. Este método es el mas habitual y
puede utilizarse para la preconcentracion de muestras, pasando a través de la
columna un volumen mayor de muestra y luego eluyendo con poco volumen de
solvente.

Una vez aplicada la muestra deben eliminarse las impurezas retenidas en el
paso anterior utilizando un solvente relativamente débil con el cual el analito no
eluye. Finalmente el analito se eluye con un solvente tal que posea la fuerza de
elucién apropiada utilizando para ello desde 5 hasta 20 volimenes de columna.
Esta etapa puede realizarse impulsando el solvente con la ayuda de una
jeringa o aspirarlo con vacio. En todo momento las columnas deben
mantenerse humedas y no dejar que se sequen para obtener una buena
recuperacion del analito. Existen camaras especialmente disefiadas para
efectuar todas las operaciones citadas, para ello se colocan varias columnas
juntas de manera tal que es posible procesar varias muestras en forma
simultanea. En muchos casos las columnas pueden reutilizarse dependiendo
de la naturaleza de los componentes de la matriz y de las condiciones de

lavado.

Figura 10. Esquema de una cadmara para extracciéon en fase sélida
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Dentro de las metodologias no convencionales de preparaciéon de muestras
podemos citar a la denominada cromatografia de intercambio de columnas
(column- switching). Esta técnica se pudo aplicar gracias a la aparicion de
valvulas apropiadas, con bajos volimenes muertos y capacidad para operar a
altas presiones. Estas véalvulas estan construidas de acero inoxidable, soportan
presiones de hasta 6000 psi y se accionan electronicamente, automatizando el
proceso de intercambio de columnas. Ademas existen valvulas de intercambio
de solventes que operan a bajas presiones, construidas de teflon y que se usan
en combinacién con las de alta presion para las metodologias de intercambio
de columnas donde se seleccionan distintos solventes, y también se utilizan
solas para lavar las columnas, recolectar fracciones o purgar las celdas de

referencia de los detectores.

La cromatografia de intercambio de columnas comprende varios modos
diferentes de operacion, entre ellos la seleccion de columnas, que combinada
con algun dispositivo que permita el cambio automético de solventes como las
valvulas de intercambio de baja presién, permite cambiar automaticamente las
columnas y los solventes. Otra aplicacién es en la operacion en contracorriente,
utilizada para solucionar los problemas que producen algunos compuestos muy
afines al material de relleno de las columnas que se retienen fuertemente y no
eluyen en las condiciones de operacién habituales y deben removerse
diariamente con el lavado. Quizds la aplicacibn mas frecuente de estos
métodos sea la preparacion de la muestra en la misma linea del cromatégrafo
en forma automatica (clean-up online) que puede efectuarse con la
combinacion apropiada de una valvula, un guardacolumna y una columna
analitica. Fundamentalmente estas preparaciones comprenden la retencion del
analito utilizando una fase movil débil en un guardacolumna o columna
secundaria, el lavado de la misma, y la elucién posterior utilizando un solvente

mas fuerte.
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Figura 11. Esquema de un intercambio de columna para clean-up de muestras

Son también sumamente aplicados los métodos de enriguecimiento que
comprenden un proceso de concentracidn del analito en el mismo equipo
cromatografico seguido de alguna modalidad de preparacion de las muestras.
Pueden utilizarse sistemas similares a los indicados para la preparacion de las
muestras en la figura 11 con la diferencia que el volumen de muestra
introducido es mucho mayor.

Otro procedimiento que se suele aplicar antes de cromatografiar una muestra
es la derivatizacién que se refiere a la reaccién quimica que se produce entre el
analito y un reactivo determinado, ya sea dentro o fuera del equipo
cromatografico. Si se efectla antes de inyectar la muestra en el cromatdgrafo,
la derivatizacion se denomina precolumna y los derivados ya formados se
separan en la columna cromatograéfica.

Una de las mayores ventajas de la derivatizacién pre-columna reside en el
hecho que no existen limitaciones en cuanto a la cinética de la reaccion, es

decir, que puede esperarse todo el tiempo que sea necesario como para
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completar la reaccidon sin ningun perjuicio en el resultado cromatografico.
Ademas, puede utilizarse un gran exceso de reactivo que puede eliminarse en
un paso previo 0 separarse en la misma corrida cromatografica. La mayor
desventaja de los sistemas pre-columna reside en la posible aparicion de picos
espureos provenientes de derivados no deseados.

También puede realizarse la derivatizacion después de inyectar la muestra, en
cuyo caso se denomina post-columna. La derivatizacidbn post-columna
comprende la reaccion quimica del analito en el mismo equipo de HPLC. Esta
reaccion se realiza después de la separacion cromatografica en dispositivos
denominados reactores. En la figura 12 se esquematiza un equipo de HPLC
para operar con derivatizacién post-columna. Este instrumento consta de los
modulos habituales de un cromatografo convencional, conjuntamente con los
mddulos necesarios para realizar la reaccion de derivatizacién en la linea del
instrumento. En primer lugar se necesita una bomba para bombear el reactivo
hacia el eluyente de la columna. Esta bomba opera en la zona de baja presion
del instrumento por lo cual no necesita ser de alta presion. En segundo lugar se
necesita un dispositivo en el cual pueda mezclarse intima y rapidamente el
liquido eluyente de la columna, este dispositivo se denomina mezclador y un
reactor donde los analitos puedan reaccionar a temperatura controlada con el

reactivo derivatizante.
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Figura 12. Esquema de un equipo de HPLC para operar con derivatizacién post columna
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Para aplicar un método de andlisis por derivatizacion post-columna de las
muestras se debe conocer el tiempo necesario para completar la reacciéon. Las
reacciones rapidas pueden realizarse con reactores que permitan tiempos de
estadia cortos, mientras que las lentas requieren la utilizacion de reactores que
permitan mayores tiempos de estadia. En general no es necesario que la
reaccion alcance su punto maximo, y puede operarse sin dificultad con
reacciones incompletas. Esto se debe a que la deteccion se realiza siempre al
mismo tiempo, aunque no se complete en su totalidad.

La eleccion de un método de derivatizacion pre o post-columna depende
principalmente de la velocidad de la reaccion y de la compatibilidad de la
reaccion (y los reactivos) con la fase movil empleada.

Los motivos por los que se recurre a la derivatizacion pueden ser, en primer
lugar para mejorar la deteccién, debido a la falta de detectores universales que
posean la sensibilidad adecuada. Muchos compuestos que no poseen grupos
cromoforos o fluoroforos no pueden ser detectados mediante un detector de UV
o de fluorescencia, como por ejemplo los acidos grasos y los aminoacidos.
Estas sustancias deben derivatizarse para poder detectarse por HPLC. Existen
diversos reactivos de derivatizacion dirigidos al grupo amino o al carboxilo.
Habitualmente se derivatiza el grupo amino para producir derivados
fluorescentes. Otro motivo por el cual se recurre a la derivatizacion es para
mejorar la selectividad, en este caso le utiliza para separar compuestos, que de
otra manera, o bien no se pueden separar 0 bien la separacion resulta muy
compleja. Si bien la derivatizacion para mejorar la selectividad no es frecuente
en HPLC, dado que una adecuada combinacion de fases estacionaria y movil
puede resolver sin dificultades la mayoria de las preparaciones, existe un caso
especial que se refiere a la separacion de isOmeros oOpticos. Como los
enantiomeros no poseen propiedades diferentes entre si, salvo las que se
refieren a su comportamiento frente a la luz polarizada, dificilmente puedan
separarse por algun sistema cromatografico. En este caso, y para lograr la
separacion, los enantiomeros se derivatizan con reactivos estereoespecificos

para formar los correspondientes diasteroisomeros, siendo estos ultimos,
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sustancias mas simples de ser separadas. Se puede usar Fase Estacionaria 6

Fase movil quiral, o combinar ambas.

Analisis cuantitativo

El analisis cuantitativo por medio de HPLC es tan confiable como el realizado
por cromatografia de gases. Etapas del analisis cuantitativo:

. Muestreo.

. Preparacion de la muestra

. Inyeccién de la muestra

. Separacion cromatogréfica

. Deteccidn

. Integracién de la sefal

~N O o b~ WwDN P

. Célculo de la concentracion del analito

Los puntos 1, 2, y 3 ya fueron oportunamente tratados.

4. Separacion cromatografica: Puede ser la fuente de muchos errores debido a
multiples factores. Por ejemplo puede haber descomposicién del analito o
interaccion del analito con el instrumento, por ejemplo adsorcion irreversible de
los componentes de la muestra en la columna, ya sea por efecto de la fase
movil o del material de relleno de la columna, o también pueden ser errores
asociados a la separacion en si misma. Para minimizar estos ultimos errores se
deben controlar los parametros cromatograficos descriptos con anterioridad:

factor de capacidad (k’), tailing y resolucion (R).

5. Deteccion: La sensibilidad, estabilidad, linealidad y especificidad del detector
son muy importantes. El tamafio de la muestra debe estar dentro del intervalo
lineal del detector, los cambios de flujo, de temperatura y las fallas electrénicas
pueden afectar las caracteristicas de la respuesta del detector, por otra parte el

detector puede ser completamente ciego a un determinado tipo de muestra o
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bien su sensibilidad variar para compuestos de diferente estructura. Por estas
razones se recomienda tener cuidado al interpretar los resultados.

6. Integracion de sefiales: Se lleva a cabo por diversas técnicas que varian en
cuanto a complejidad y exactitud. El propédsito de esta etapa es transformar de
alguna forma la intensidad de las sefiales emitidas por el detector en medidas
gue puedan relacionarse con la cantidad de muestra. La sefal generada por el
detector se transmite a integradores que transforman la sefial analogica en
digital, calculan el &rea o altura de los picos y efectian una serie de

operaciones programadas generando finalmente un reporte analitico.

7. Célculo de la concentracion de analito: Se lleva a cabo por alguno de los

siguientes métodos:

a) Normalizacion Interna 6 Estandarizacion Interna. Relaciona las areas

obtenidas con el % de composicion de la mezcla.

A
%A, = ——"1—x100 2
AvreaTotal

Esta técnica requiere que todos los componentes de la mezcla sean separados
y que la respuesta del detector sea igual para todos ellos, condicién ésta que
por lo comdn no se cumple y que da lugar a que la normalizacion de areas lleve
implicito el uso de factores de correccion 6 de respuesta.

b) Calibracién Externa 6 Estandar Externo. Es el método de cuantificacion
mas utilizado en HPLC. Consiste en la preparacion de estandares de
concentracion aproximadamente igual al analito en la muestra y en el
ensayo cromatografico de ambas, muestra y estandar, en las mismas
condiciones operativas. La concentracion de analito en la mezcla se
determina comparando el area del pico en cuestion con el area

correspondiente al estandar de referencia, es decir:

A .
ECTRASTING T
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Donde P = % analito en la muestra

An Yy As = areas de la muestra y de estandar

Cs = concentracion del estandar

D = factor de dilucion
Estandar Interno. Consiste en agregar cantidades iguales vy
exactamente medidas de la solucién de una sustancia asi denominada,
tanto a la muestra como a un estandar de referencia del analito. Para
determinar la concentracion de analito en la muestra se calcula la
relacion de areas de analito a estandar interno tanto en la muestra

como en el estdndar y se efectla el cociente entre ambas, es decir:

Donde Rn, y Rs son las relaciones de area de analito a estandar interno

en la muestra y el estadndar respectivamente.

Este método no es sensible a los errores de inyeccion debido a que estos

errores se compensan al utilizar relaciones de areas.

La sustancia utilizada como patron interno debe ser similar al compuesto

analizado, estar presente en concentraciones similares, tener un tiempo de

retencién cercano al del compuesto problema, pero sin interferir con él, ser

inerte y no formar parte de la muestra.

d)

Estandar Agregado. Consiste en inyectar dos muestras para realizar un
analisis, una de ellas es la muestra tal cual y la otra es la muestra a la
gue se le agrega una cantidad conocida de estandar de referencia. Esta
segunda muestra se utiliza como estandar. La concentracion del analito

en la muestra se calcula de la siguiente manera:

A -C
P=—2 " xDx100
A —A

s V4

Donde P es el porcentaje de analito en la muestra, A, Y Ams SON las

areas del analito en la muestra tal cual y la muestra a la que se le ha
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agregado el estandar respectivamente, Cs es la concentracion de

estandar y D es un factor de dilucion.
Este método, como el del Estandar Externo, tiene principalmente dos
desventajas: requiere el uso de un estandar de referencia y es sensible a los
errores de inyeccion y preparacion de la muestra. A pesar de que es mucho
menos utilizado resulta el método de eleccion cuando la matriz de la muestra
es muy compleja y lleva a cambios o deformaciones en los picos. En estos
casos suele también agregarse la matriz de la muestra al estdndar como
alternativa al método del Estandar Agregado.
Con este método se puede, al igual que con los anteriores, efectuar
directamente los calculos o trabajar con una curva de calibracion. La diferencia
respecto de los otros métodos es que en este caso la curva de calibracién no
es proporcional, es decir no pasa por el origen, y la ordenada al origen
corresponde a la concentracion de analito en la muestra, como se puede ver en

la siguiente figura:

Respuesta

®

. .
Concentracién

Agradecimiento: A la Lic. Analia Nolasco por el disefio de las figuras y

gréficos incluidos en el presente capitulo.

Preguntas Orientadoras

1. Defina los siguientes parametros y explique conceptualmente qué
interpretan cada uno de ellos y para qué se utilizan:

* Tiempo de retencion
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* Numero de platos tedricos
* Factor de capacidad

* Factor de separacion

* Resolucion

* Tailing
2. Con qué varia el Tiempo de Retencion?

3. En un sistema cromatografico en fase reversa como puede modificar
el factor de capacidad y el factor de separacién?

4. Cudles son las causas de la aparicion del tailing? Como puede
disminuirlo?

Test de Autoevaluacion

1. En la cuantificacion de un principio activo por HPLC, con cudl de estos
meétodos se independiza de los errores originados por variaciones en
el volumen de inyeccién de la muestra?

(a) Método del Estandar Interno
(b) Método del Estandar Externo
(c) Método del Estandar Agregado

2. La derivatizacion de un principio activo previo a la inyeccion en el
cromatégrafo puede realizarse cuando:
(a) El principio activo es polar
(b) El principio activo esta en gran cantidad
(c) El principio activo no absorbe al UV

3. La velocidad lineal (1) no depende de:

(a) El tamafio de particula de la Fase estacionaria
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(b) La seccion interna de la columna

(c) La porosidad del relleno de la columna

4. En Cromatografia en Fase Reversa, con cual de estas Fases Moviles
tendra un mayor valor de k' (Factor de Capacidad), para un
determinado principio activo:

(a) Metanol: Agua (60:40)
(b) Metanol: Buffer Fosfato (70:30)
(c) Acetonitrilo: Buffer Acetato (40:60)

5. Cudl de estos factores es importante para un buen rendimiento del
sistema de bombeo en HPLC?
(a) Fase mavil correctamente desgasificada
(b) Temperatura de trabajo

(c) Sistema de inyeccion automatico

6. Cudl detector de los siguientes es mas sensible?
(a) Detector de Indice de Refraccion
(b) Detector UV

(c) Detector Electroquimico

7. Cudl de estas Fases Estacionarias se usan en Cromatografia de
Adsorcion:
(a) Copolimero de estireno-divinilbenceno
(b) Dextrano

(c) Alumina

8. Cual de estos factores extra-columnares influye en el
ensanchamiento de los picos:
(a) Volumen de inyeccién
(b) Material de las tuberias

(c) Longitud de onda de deteccion
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9. En HPLC, cudl de los siguientes parametros interpreta la Eficiencia
de la columna cromatografica:
(a) Tiempo de retencién
(b) Namero de platos tedricos

(c) Factor de capacidad
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CAPITULO 5

ELECTROFORESIS CAPILAR
Pablo Quiroga

Introduccion

La Electroforesis Capilar (EC), constituye una técnica de separacion efectiva
para un amplio espectro de analitos, desde pequefios iones inorganicos hasta
macromoléculas, permitiendo la separacién tanto de moléculas cargadas como
no cargadas. La misma provee datos confiables, requiere una preparacion
minima de las muestras, ofrece un alto grado de automatizacion, presenta alta
eficiencia en la separacion, cortos tiempos de analisis, bajo volumen de
inyeccion, permite la separacion quiral sin la necesidad de columnas
especiales, es de facil operacién y permite una variedad de sistemas de

deteccion.

Principios basicos y fundamentos

La Electroforesis Capilar (EC) utiliza un campo eléctrico para separar los
componentes de una mezcla, y se diferencia de otras formas de electroforesis
en que la misma es llevada a cabo dentro de un capilar de diametro estrecho.
Fue desarrollada combinando propiedades o caracteristicas de distintos
métodos, los cuales incluyen, el principio de la electroforesis en gel, la
Cromatografia Gaseosa en capilar de silice fundido (GC) y la Cromatografia
Liquida de Alta Performance (HPLC) con detectores altamente sensibles. Es
altamente reconocido que las moléculas pueden estar cargadas eléctricamente

ya sea de modo positivo 0 negativo; cuando el nimero de cargas positivas y
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negativas es el mismo, las cargas se cancelan dando origen a una molécula
neutra (sin carga). Si tenemos una mezcla constituida por sustancias iGnicas
disueltas en un solvente o medio adecuado (por ejemplo: agua), en ausencia
de un campo eléctrico, el movimiento de los iones es esencialmente al azar
,pero, cuando un campo eléctrico es aplicado, las especies cargadas inician su
movimiento y el mismo da como resultado una distribucion de las particulas
cargadas menos al azar, los cationes (iones cargados positivamente) se
mueven hacia el catodo (electrodo de carga negativa) y los aniones (iones
cargados negativamente) se mueven hacia el anodo (electrodo cargado

positivamente) (ver figura 1).

Figura 1. Principio basico de la electroforesis

La electroforesis en solucion, se basa en la relacién (carga / masa). En la
Figura 1, podemos observar cuatro tipos de especies cargadas: particulas
pequefias y grandes cargadas positivamente y particulas pequefias y grandes,
cargadas negativamente, si cada particula tiene una sola carga, el valor
absoluto de la Fuerza (F) en cada una de ellas puede ser la misma y la
aceleracion creada por esta fuerza esta dada por la siguiente ecuacion:

F = masa x aceleracion

El principio basico de la EC se basa en la migracion diferencial de iones o

solutos bajo la influencia de un campo eléctrico, en la misma, el fenomeno de
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electroforesis es llevado a cabo dentro de un capilar de didmetro estrecho,
relleno con electrolitos. Una de las ventajas de que la electroforesis se realice
en capilares de diametro estrecho (20 um a 100 um) es que los mismos evitan
la generacion de gradientes de temperatura, los cuales generan
ensanchamiento de los picos y pérdida de resolucion. La movilidad de los
analitos depende de su tamafio, carga, el grado de ionizacion, la viscosidad del
medio, temperatura, voltaje y constante dieléctrica del electrolito soporte.
La separacion por electroforesis como dijimos anteriormente, se basa en las
diferentes velocidades de los solutos bajo la influencia de un campo eléctrico,
la velocidad de un ion puede expresarse con la siguiente ecuacion:

Vet = et X E (EC. 1)
Doénde: ver: velocidad del ion; pes: movilidad electroforética y E: campo eléctrico
aplicado. ElI campo eléctrico (E), es una funcién del voltaje aplicado (V) y la
longitud total del capilar (L) (Volts/cm).
La movilidad, para un determinado ion y en un determinado medio, es una
constante, la cual es caracteristica de dicho ion, la misma es el resultado de
dos factores: por un lado el ion es atraido hacia el electrodo de carga opuesta
moviéndose través del medio y al mismo tiempo, fuerzas de friccion dificultan
su movimiento. El balance de estas dos fuerzas determina su movilidad final:

Let oo Fuerza Eléctrica (Fg) (Ec. 2)

Fuerza de Friccion (Fg)
La Fuerza del campo eléctrico y la Fuerza de Friccion, pueden representarse
por las siguientes ecuaciones:

FE=qgxE (Ec. 3)
Fr=-6znrv (Ec. 4)

Doénde: q: carga del ion; n: viscosidad de la solucién; r: radio del ion; v:
velocidad del ion.
Durante el estado estacionario en la electroforesis, definido por el balance de
estas fuerzas, las mismas son iguales pero opuestas, igualando las ecuaciones
3y 4 obtenemos:

gxE=-6znrv (Ec.5)

Si reemplazamos la velocidad en la ecuacion 5, por la ecuacion 1, resulta:
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gXE=-67nr X E (Ec. 6)
g = -6m 1 r pes — Despejando el término correspondiente a s obtenemos la
siguiente relacion:
Uet=0 /67 nr(Ec.7)

Por lo tanto un ion de pequefio tamafio, sufrirh menores fuerzas de friccion y
por lo tanto se movera en el medio con mayor velocidad que uno de mayor
tamafo, similarmente un ion con cargas mdultiples, experimentara una mayor
atraccion hacia el electrodo moviéndose en el medio también mas rapidamente.
Esta diferencia de velocidades es el fundamento del efecto de separacion en la

electroforesis.

Flujo Electroosmotico

Cuando se aplica un campo eléctrico a través del capilar relleno con solucion
amortiguadora, se genera un flujo de disolvente dentro del capilar que se
denomina Flujo Electroosmotico (EOF), el mismo es un fendmeno que existe
en un sistema electroforético, el mismo se genera, debido a que los capilares
utilizados estan constituidos por silice fundida (cuarzo), por lo tanto la superficie
interna del capilar esta constituida por grupos silanoles (Si—OH), los cuales
pueden presentar multiples grados de ionizacion (pl = 3.0), por lo tanto, a todo
pH > a 3.0 los grupos silanoles se ionizan o hidrolizan en un buffer electrolito
acuoso, generando u originando como resultado una superficie interna del
capilar negativa. Las cargas negativas de la pared interna del capilar, atraen los
cationes de la solucion del electrolito, los cuales estan hidratados, creando una
diferencia de potencial (potencial zeta) y generando una doble capa eléctrica.
Cuando un voltaje es aplicado a través del capilar, los cationes que forman la
doble capa difusa, son atraidos hacia el catodo, y como los mismos estan
solvatados / hidratados, generan un movimiento de fluido hacia el catodo,
dando origen al EOF. La velocidad del EOF, depende de la movilidad
electroosmotica (ueof) que a su vez depende de la densidad de la carga en la

pared interna del capilar y de las caracteristicas de la solucion amortiguadora.
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La velocidad electroosmotica (Veor) @ través del capilar, esta definida por la
ecuacion de Smoluchowski:

Veof = -(&¢1477) E (EC.8)
Donde ¢ es la constante dieléctrica del electrolito, ¢ es el potencial zeta (Volts),
n es la viscosidad (Poise) y E es el potencial aplicado (Volts/cm). Controlando
la magnitud del EOF, se puede influenciar de manera significativa la eficiencia
y selectividad de la separacion, debido a que el EOF es la principal fuerza que
dirige la EC produciendo la migracién de los analitos a través del mismo. Los
factores que afectan el EOF incluyen, el campo eléctrico, pH, la concentracion
i6nica del buffer electrolito soporte o solucién amortiguadora, la adicién de
aditivos, temperatura y recubrimiento capilar.
Una caracteristica importante del EOF, es el perfil de flujo plano, lo que indica
que las fuerzas impulsoras del flujo estan uniformemente distribuidas a lo largo
del capilar. Este flujo plano es beneficioso para la separacion, debido a que el
mismo no contribuye a la dispersion de la zona de los solutos. Bajo condiciones
normales (superficie del capilar cargada negativamente), el EOF tiene la
direccién anodo-catodo, por lo tanto La movilidad electroforética del analito y la
movilidad del EOF, pueden actuar en la misma direccion o en direcciones
opuestas, dependiendo de la carga del soluto. En la electroforesis capilar
normal, los aniones migraran en la direccion opuesta al flujo electroosmotico y
sus velocidades seran menores que la velocidad electroosmatica. Los cationes
migraran en la misma direccion del flujo electroosmético y sus velocidades
seran mayores que la velocidad electroosmoética. Bajo condiciones en las
cuales hay una velocidad electroosmatica rapida con respecto a la velocidad
electroforética de los solutos, tanto los cationes como los aniones se pueden
separar en la misma corrida. Las movilidades eletroforéticas y electroosmotica
del analito pueden tener el mismo sentido o sentido opuesto, segun la carga
(positiva o0 negativa) del soluto, resultando la velocidad del soluto (v) la
siguiente:

V= Vef + Veor (EC.9)

Se utiliza la suma o la diferencia entre las dos velocidades (Vef Y Veof)

dependiendo de si las movilidades tienen el mismo sentido o sentido opuesto,
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por lo tanto lo que medimos en presencia del EOF, es la llamada movilidad o
velocidad aparente y no intrinseca de cada analito.
El tiempo que tarda en migrar la distancia (I) desde el extremo de inyeccion del
capilar al punto de deteccion (longitud efectiva del capilar) es el siguiente:

t= 1/ (Ver + Veor) (EC. 10)

Descripcién y tipo de instrumental
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| b |

Tji=

A C

AN A

4 ° o I

D (o]

o (W) 4 o

S

L | Buffer Buffer -

Figura. 2. Esquema equipo basico de electroforesis capilar

Un equipo de Electroforesis capilar (ver Figura 2), esta compuesto basicamente
por una fuente de alimentacion de alto voltaje controlable, dos reservorios para
las soluciones amortiguadoras, que se mantienen en el mismo nivel y que
contienen las soluciones anddicas y catédicas, dos electrodos (anodo y catodo)
sumergidos en los reservorios de las soluciones amortiguadoras y conectados
a la fuente de alimentacion, un capilar, generalmente de silice fundida
(cuarzo), donde se lleva a cabo la separacion, cuyos extremos se encuentran
ubicados en los recipientes de las soluciones amortiguadoras. El material del
capilar debe ser quimica y eléctricamente inerte, transparente al UV-Visible,
flexible y robusto; la silice fundida (cuarzo), reune la mayoria de estos

requerimientos, y es por esta razén que el mismo es primariamente el material
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empleado hoy en dia. Para facilitar el manejo del capilar, el mismo esta
recubierto por una capa protectora de poliimida, la cual le confiere alta
flexibilidad, la desventaja que presenta este recubrimiento, es que el mismo es
opaco a la luz UV, por lo tanto el mismo debe ser removido con el objetivo de
generar una ventana o celda de deteccion sobre el capilar, esta ventana de
visualizacion oOptica, estd alineada con el detector y permite la denominada
deteccion “en linea”, es decir los analitos son detectados ha medida que migran
por el capilar. Un aspecto critico del capilar lo representa el espesor de la pared
del mismo, debido a la generacion de calor, el cual es producido cuando una
corriente eléctrica pasa a través de un electrolito, este calor debe ser removido
para evitar la generacion de gradientes de temperatura y esto se logra
reduciendo el espesor de la pared del capilar (25-75 um), permitiendo de esta
manera una disipacion uniforme del mismo.

Otro componente fundamental de un equipo de EC, es el sistema de
introduccién cuantitativa (debido a que el volumen de muestra no es medido Si
no calculado mediante ecuaciones) de la muestra al capilar, la misma puede
ser realizada por numerosos métodos, los dos mas comunmente utilizados son:
inyeccion electrocinética o hidrodinamica. La inyeccion hidrodinamica (ver
figura 3), se basa en las diferencias de presion entre el inicio y el final del
capilar, la cual puede ser llevada a cabo mediante la aplicacion de presion en el
vial de entrada de la muestra, aplicacion de vacio en el extremo final del capilar
o por elevacion del vial de ingreso de la muestra respecto del reservorio de
salida de la muestra (efecto siféon). Con este tipo de inyeccion, la cantidad de
muestra cargada dentro del capilar, es independiente de la matriz de la
muestra. En la inyeccién electrocinética, el reservorio inicial es reemplazado
por el vial conteniendo la muestra, un bajo voltaje (ej. 5-10 KV) es aplicado
durante la inyeccion, este voltaje de inyeccion es generalmente 3 a 5 veces
menor que el utilizado para llevar a cabo la separacion de los componentes de
la muestra. Durante este tipo de inyeccion los analitos ingresan al capilar tanto
por migracion como por accion de bombeo del EOF. Una propiedad Unica de
este tipo de inyeccion es que la cantidad ingresada o cargada en el capilar es

dependiente de las movilidades electroforéticas de los solutos individuales,
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introduciendo un posible sesgo en los resultados. La inyeccion electrocinética
es muy simple y ventajosa cuando son empleados medios viscosos 0 geles en
el capilar y cuando la inyeccion hidrodinamica no es efectiva.

Sistemas de deteccidn: la separacion en EC, puede ser detectada por diversos
sistemas de deteccion, los cuales incluyen, UV, UV-Visible, fluorescencia
inducida  por  laser, espectrometria de masas, fluorescencia,
qguimioluminiscencia, amperometria, NMR, etc. La deteccion UV indirecta es
ampliamente utilizada para la deteccion de solutos que no contienen grupos
cromodforos en su estructura, tales como, iones metalicos, o aniones
inorganicos. En el caso de la deteccién UV indirecta, es necesario la adicion de

una sustancia cromofora a la solucién amortiguadora.
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Figura. 3. Diagrama de los métodos de introduccién de la muestra al capilar

Modos de separacion en electroforesis capilar

El proceso de electroforesis capilar, es actualmente un término genérico y
dependiendo del tipo de capilar y el electrdlito utilizado, la tecnologia de EC
puede ser dividida en diferentes técnicas o0 modos de separacion:

Electroforesis Capilar en Solucion Libre (ECSL), Electroforesis Capilar en Gel,
Cromatografia Electrocinética Capilar, Cromatografia Electrocinética Micelar
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(CECM), Isoelectroenfoque Capilar, Electroforesis Capilar Quiral (ECQ), entre
otras. A continuacién, se describen los modos de separacion de mayor
aplicacion en el analisis farmacéutico de pequefias moléculas:

Electroforesis Capilar en Solucién Libre (ECSL): en esta técnica de EC, los
analitos se separan en un capilar que contiene Unicamente una solucion
amortiguadora sin ningin medio anticonvectivo. La separacion ocurre debido a
que los distintos componentes de la muestra migran como bandas discretas
con velocidades diferentes. La velocidad de cada banda depende de la
movilidad electroforética (relaciobn carga/masa) del soluto y del flujo
electroosmatico en el capilar. Es el modo mas comunmente utilizado en EC. El
orden de migracion en esta técnica, sera el siguiente: los cationes con grandes
relaciones carga/masa, migraran primero, seguido por los cationes con relacion
carga/masa menor, los solutos neutros, aniones con menor relacién

carga/masa, y finalmente los aniones con mayor relacion carga/masa.

HleoO: oo |||-

Anodo Catode

¥

Flujo Electroosmético (EOF)

Figura. 4. Orden de migracion en electroforesis capilar en solucion libre

Esta técnica permite separar tanto aniones como cationes en la misma corrida
bajo condiciones de alto EOF. Esté método de EC es apropiado para el
analisis de moléculas pequefas (PM <2000) y grandes (2000 < PM < 10000).
Debido a la alta eficiencia lograda, se pueden separar moléculas que presenten
diferencias pequefas en su relacion carga/masa. Esté método también permite
la separacion de compuestos quirales al agregar selectores quirales a la
solucion amortiguadora de separacion.

Para lograr una Optima separacién, hay que tener en cuenta diferentes

parametros que se describen a continuacion:
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Voltaje: el tiempo de separacion es inversamente proporcional al voltaje
aplicado, sin embargo, un aumento en el voltaje aplicado, puede producir la
generacion de un calor excesivo, aumentando de esta manera los gradientes
de temperatura y viscosidad en la solucion amortiguadora dentro del capilar,
cuya consecuencia es el ensanchamiento del pico o banda de cada soluto con
la consecuente disminucion de la resolucion.

Temperatura: el principal efecto de la misma es sobre la viscosidad y la
conductividad eléctrica de la solucién amortiguadora, afectando la velocidad de
migracion.

Capilar: el largo y diametro interno del capilar afectan el tiempo de analisis y la
eficiencia de las separaciones. El aumento tanto del largo efectivo, como del
largo total, permiten disminuir los campos eléctricos a un voltaje constante, lo
cual aumenta el tiempo de migracion. Para una soluciébn amortiguadora y un
campo eléctrico determinado, la disipacion del calor (ensanchamiento del pico
o banda de cada soluto) depende del diametro interno del capilar, como hemos
descripto anteriormente. Es importante destacar que el diametro del capilar
puede afectar el limite de deteccién, dependiendo del volumen de muestra
inyectado en el mismo y el sistema de deteccion utilizado.

Cromatografia Electrocinética Micelar (CECM):

En esta técnica, la separacion ocurre en una solucion electrolitica que contiene
un agente tensioactivo, generalmente iénico (el mas comanmente utilizado es
el Dodecilsulfato de sodio), en una concentracion por encima de la
concentracion micelar critica. El principio de la separacion, esta basado en la
particion diferencial de las moléculas de soluto entre la solucién amortiguadora
acuosa Yy la pseudo fase estacionaria compuesta por las micelas segun el
coeficiente de particion del soluto. Esta técnica puede ser considerada un
hibrido entre la electroforesis y la cromatografia. Presenta gran utilidad para la
separacién de mezclas que contienen, tanto especies ibnicas como neutras y
compuesto farmacéuticos muy hidrofébicas y sus correspondientes metabolitos
polares. En la CECM, las moléculas hidrofébicas permaneceran la mayoria del
tiempo en la micela, mientras que las moléculas hidrofilicas migraran

rapidamente a través del solvente.
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A pH neutro y alcalino, se genera un flujo electroosmético fuerte que arrastra
los iones de la solucibn amortiguadora de separacion hacia el catodo. Si se
utiliza dodecilsulfato de sodio como tensioactivo, la migracion electroforética de
la micela aniénica se produce en sentido opuesto. Como resultado, la velocidad
general de migracion de las micelas disminuye en comparacion con el EOF. En
el caso de solutos neutros, como el mismo puede repartirse entre la micelay la
solucion amortiguadora acuosa y no tiene movilidad electroforética, la velocidad
de migracion del analito dependera Unicamente del coeficiente de particion
entre la micela y la solucion amortiguadora. En el electroferograma, el pico
correspondiente a cada soluto sin carga, siempre se encuentra entre el del
marcador del flujo electroosmoético y el de la micela; y el tiempo transcurrido
entre estos dos picos se denomina ventana de separacion. Para los solutos con
carga eléctrica, la velocidad de migracion depende del coeficiente de particion
del soluto entre la micela y la solucion amortiguadora acuosa y de la movilidad
electroforética del soluto en ausencia de micelas.
El mecanismo de separacion es esencialmente cromatografico y la migracion
del soluto y la resolucion se pueden expresar en funcion del factor de
capacidad del soluto (K™), que es la relacién entre el nimero total de moles de
soluto en la micela y los moles en la fase movil. Si consideramos un compuesto
neutro, K" esta dado por la siguiente ecuacion:

K" = (t —to) / to (1- t;/ tmy= K [ Vs / V] (Ec.11)
t., es el tiempo de migracion del soluto; Ty es el tiempo de andlisis del soluto no
retenido obtenido al inyectar un marcador de flujo electrosmético que no
ingresa ni interactda con la micela (ej. Metanol); t;, es el tiempo de migracion de
la micela medido al inyectar un marcador de micela, (Ej. Sudam Ill) el cual
migra asociado de manera continua con la micela; K es el coeficiente de
particion del soluto; Vs es el volumen de la fase de las micelas; y Vy es el
volumen de la fase movil.
Para lograr una Optima separacion hay que tener en cuenta diferentes
parametros que se describen a continuacion:
Voltaje: el tiempo de separacion es inversamente proporcional al voltaje

aplicado, sin embargo, un aumento en el voltaje aplicado, puede producir la
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generacion de un calor excesivo, aumentando de esta manera los gradientes
de temperatura y viscosidad en la solucion amortiguadora en la seccién
transversal del capilar, este efecto puede ser significativo con amortiguadores
de pH de alta conductividad, como por ejemplo aquellos que contienen micelas.
La disipacion insuficiente del calor ensancha el pico o banda y disminuye la
resolucion.

Temperatura: las variaciones en la temperatura del capilar afectan el
coeficiente de particion del soluto entre la solucidbn amortiguadora y la micela, la
concentracion micelar critica, y la viscosidad de la solucibn amortiguadora,
todos estos pardmetros afectan el tiempo de migracion de los solutos.

Capilar: el largo y el diametro interno contribuyen al tiempo de analisis y a la
eficiencia de las separaciones. El aumento del largo efectivo y del largo total
puede disminuir los campos eléctricos, trabajando a un voltaje constante,
aumenta el tiempo de migracién y mejora la eficiencia de la separacion.

Tipo de agente tensioactivo y concentracion: el tipo de agente tensioactivo, al
igual que la fase estacionaria en cromatografia, afecta la resolucion ya que
modifica la selectividad de la separacion. El logaritmo de K™ de un compuesto
neutro aumenta linealmente con la concentracion de detergente en la fase
movil. Cuando K~ se acerca al valor de (tm / to)“? la resolucién de la CECM
alcanza su maximo. La modificacibn de la concentracion del agente
tensioactivo cambia la resolucion.

pH: si bien el pH no modifica el coeficiente de particion de solutos no ionizados,
puede modificar el EOF en capilares sin recubrimiento. Si se disminuye el pH
de la solucion amortiguadora, disminuye el EOF, aumenta la resolucién de los
solutos neutros y aumenta el tiempo de andlisis.

Disolventes organicos: la adicion de solventes organicos a la solucion
amortiguadora (ej. Metanol, acetonitrilo, propanol, etc) disminuye el tiempo de
migracion, también afecta la formacion de las micelas por lo cual estos
modificadores organicos pueden utilizarse hasta una concentracion
determinada para un agente tensioactivo especifico, de manera de evitar la
eliminaciéon o alteracion del equilibrio de micelacion. Si desaparecen las

micelas, desaparece el mecanismo de particion de la CECM.
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Electroforesis Capilar Quiral: la separacion quiral, constituye una herramienta
muy importante para la separacion de drogas quirales, porque numerosas
moléculas farmacéuticas son quirales y cada enantiomero expresa una
actividad farmacologica y toxicologica diferente, por ejemplo: AINES, y drogas
antihipertensivas. La separacion quiral es necesaria en el andlisis farmacéutico
para la obtencion del enantiomero seguro y efectivo. La ECQ, puede ser
llevada a cabo por métodos directos o indirectos. En los métodos indirectos, la
mezcla racémica interacciona con un reactivo quiral originando
diastereoisomeros con propiedades fisicas y quimicas diferentes, permitiendo
separa ambos diastereoisomeros. En los métodos directos, los selectores
quirales son adicionados a la solucibn amortiguadora para interaccionar de
manera estereoselectiva con cada enantiomero. EI método directo, es mas
favorable que el método indirecto, debido a que es mas simple y se cuenta con
una amplia disponibilidad de selectores quirales. Las ciclodextrinas son los
selectores quirales mas utilizados en la separacién quiral de drogas y forman
complejos de inclusién con los enantiomeros. La separacion quiral puede ser
realizada mediante la aplicacion de la CECM, en la cual se adicionan
selectores quirales en el sistema micelar unido al agente tensioactivo por
enlace covalente o agregando directamente al electrolito de separacién micelar
Las micelas que tienen un grupo con propiedades de discriminacién quiral

incluyen sales, N-dodecanoil-L-aminoacidos, sales biliares, etc.

Andlisis cuantitativo en electroforesis capilar

Las areas de los picos se dividen por el tiempo de migracion correspondiente
con el objetivo de obtener el area corregida a fin de compensar el cambio en el
tiempo de migracion de corrida a corrida, reduciendo la variabilidad de la
respuesta. Dividiendo las areas de los picos por el tiempo de migracion, se
compensan las distintas respuestas de los constituyentes de la muestra que

tienen diferentes tiempos de migracion. Cuando se utiliza un estandar interno,
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hay que verificar que no enmascare ninguno de los picos de la muestra a

analizar.

Aplicaciones de la Electroforesis Capilar al analisis farmacéutico

La EC es una poderosa herramienta analitica, la cual ha incrementado su
utilidad en el analisis farmacéutico en los ultimos tiempos. Es utilizada como
una técnica alternativa al HPLC, debido a su alta eficiencia, velocidad de
analisis, reduccion en el consumo de solventes y muestra, y bajo costo de
operacion comparada con la metodologia por HPLC. Es utilizada en el control
de calidad de rutina, en la valoracion de ingredientes farmacéuticos activos en
las distintas formas farmacéuticas, evaluacion de impurezas en productos
farmacéuticos, separacion y cuantificacion de moléculas quirales, cuantificacion
de principios activos y/o metabolitos en fluidos biologicos, estudios de

estabilidad y es altamente utilizada en la industria farmacéutica biotecnolégica.

Preguntas Orientadoras

1. Describa el fundamento de la Electroforesis Capilar.

2. A que se denomina ventana de separacion y como procederia para

evaluar la misma?

3. Que técnica de electroforesis capilar utilizaria para la separacion de

compuestos neutros? Justifique.
4. Describa el Flujo electroosmaotico.

5. Que parametro utiliza en la cuantificacion de un analito en EC y que

precauciones debe seguir con el mismo.? Justifique
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Test de Autoevaluacion

1. El calor generado durante una separacion por EC
(a) Aumenta la resolucion.
(b) Disminuye el ancho de las bandas o picos
(c) Aumenta el ancho de las bandas o picos y disminuye la
resolucion

(d) Aumenta la eficiencia

2. La separacion y cuantificacion de compuestos quirales puede
llevarse a cabo utilizando:
(a) Electroforesis capilar en Solucion Libre
(b) Cromatografia Electrocinética Micelar
(c) Cromatografia Electrocinética Micelar con selectores quirales
(d) Electroforesis capilar en Solucion Libre con la adiciéon de

selectores quirales

3. La modificacién de la Temperatura en la EC:
(a) Afecta la conductividad eléctrica
(b) Afecta la viscosidad de la solucion amortiguadora
(c) Afecta el tiempo de migracién

(d) Todas son correctas

4. El Flujo Electroosmoético es mayor a:
(a) pH acidos
(b) pH neutro

(c) pH alcalino
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CAPITULO 6

METODOS ESPECTROSCOPICOS APLICADOS AL ANALISIS FARMACEUTICO

Maria Guillermina Volonté

Introduccion

Todos los atomos y moléculas son capaces de absorber energia, de acuerdo
con ciertas limitaciones, las cuales dependen de la estructura de la sustancia.
La energia se puede proporcionar en forma de radiacion electromagnética (luz).
El tipo y cantidad de radiacion absorbida por una molécula guarda relacion con
la estructura de la molécula; la cantidad de radiacion absorbida depende del
namero de moléculas que interaccionan con la radiacion. El estudio de estas
dependencias se conoce como Espectroscopia de absorcion.

La espectroscopia de absorcion es, indudablemente una de las técnicas
analiticas mas Uutiles; sus ventajas incluyen rapidez, sencillez, especificidad y

sensibilidad.

Espectroscopia ultravioleta y visible

Consiste en la medida de la absorcion de las radiaciones electromagnéticas
comprendidas en un intervalo espectral de 200 a 400 nm para la region
ultravioleta y de 400 a 700 nm para la region visible.

El grado en que la radiacion es absorbida se expresa en términos de
absorbancia, A, que es el logaritmo decimal de la inversa de la transmitancia,
T, siendo esta ultima definida como la fraccion de radiacion incidente que logra

atravesar la muestra.
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Donde Iy es la intensidad de radiacion incidente e | es la intensidad de
radiacion transmitida.

De acuerdo con la ley de Lambert Beer, la absorbancia es proporcional al paso

optico, b, de la capa absorbente atravesada por la radiacion y a la

concentracion, c, del analito:

A=kbc (1)

La constante de proporcionalidad, k, es independiente de la concentracion,
paso de luz e intensidad de la radiacion. Depende de la temperatura,
disolvente, estructura molecular y longitud de onda (A) de la radiacion. Asume
distintas denominaciones segun las unidades en que b y ¢ se expresan:

— Absortividad (a): es la absorbancia de una solucién cuya concentracion

es de 1 g por litro, medida en una celda de paso Optico b, de 1 cm.

1%

— Absortividad especifica (AL2

): es la absorbancia de una solucion

cuya concentracion es de 1%, medida en una celda de paso 6ptico b, de 1 cm.

A
A% _ Z _10a
lcm cb

— Absortividad molar (€): es la absorbancia de una solucién cuya
concentracion es 1 mol por litro, medida en una celda de paso Optico b, de 1
cm. Puede calcularse como el producto de la absortividad por el peso

molecular, PM, del analito:

e =aPM

Al%

Los valores de a, Tem

y €, a una longitud de onda especifica y en un solvente

determinado son caracteristicos del analito.
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Espectro de absorciéon

Se obtiene un espectro de absorcion midiendo la absorbancia de una solucion
como funcion de la longitud de onda. Los espectros ultravioleta y visible (UV-
VIS) se representan como trazados de la absorbancia (eje de ordenadas)

respecto a la longitud de onda.

-
o

o
B

D—OSVT-O0OVTIT

n .
200 250 300 350 400

Longitud de onda (nm)

Figura 1. Espectro tipico de absorbancia de una sustancia determinada

Analisis cuantitativo

Si de una serie de soluciones de la misma sustancia se mide la absorbancia de
cada una de ellas a la misma longitud de onda, temperatura y condiciones de
disolucién, y se representa la absorbancia de cada solucién en funcion de su
concentracion se obtendra por lo general, una linea recta que pasa por el
origen, de acuerdo con la ecuacion (1). Esta grafica se denomina trazado de la
ley de Beer, o curva de calibracion para el método de absorcion UV-VIS, y si la
linea es recta se dice que cumple con la ley de Beer en el margen de
concentracion investigado.

La pendiente de la linea es igual a [kb] y dado que se conoce b se puede

calcular la absortividad (k).
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La longitud de onda seleccionada para la determinacion de la absortividad es
usualmente A max, POr dos razones:

1) la sensibilidad méxima se alcanza trabajando en el maximo de la banda,
puesto que una concentracion dada produce la sefial mas fuerte a esta
longitud de onda;

2) la variacion de la absorbancia para pequefios cambios de la longitud de
onda es minima en el maximo de la banda; por consiguiente, los
inevitables pequefios errores en la fijacion del selector de longitudes de
onda del instrumento no seran causa de grandes errores en la medida

de la absorbancia.

Analisis de un componente Unico

Para determinar la concentracion de una muestra desconocida con un Unico
componente, se debe obtener una curva de calibracion usando soluciones de
un estandar del principio activo. La longitud de onda seleccionada corresponde
al maximo de absorcion. Luego se mide la absorbancia de la muestra
desconocida y su concentracion puede obtenerse graficamente, por
interseccion en la curva de calibracion, o analiticamente, por interpolacién en la
ecuacion de la recta.

En una versibn simplificada de este método se emplea una medida
concomitante "unipuntual” de la Absorbancia con la solucion de la muestra y
una solucion preparada con un estandar de referencia o Sustancia de

Referencia (SR), y se expresa la ley de Beer para cada solucion:

A, = abC p = Sustancia de Referencia (SR)
Anm = abCp, m = muestra

Dividiendo estas ecuaciones y resolviendo para Cp,

_ AmxCp
Ap

Cm
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La reproducibilidad dentro de una serie de medidas individuales es usualmente
0.5-2% Por ello, para reproducir la absortividad es necesario realizar las
lecturas de referencias o patrones, y muestras al mismo tiempo y con el mismo
equipo. En el caso de que se haya obtenido una curva de calibracion, es

conveniente realizar un control de la misma cada vez que se emplea.

Analisis de multicomponentes

En caso de tener una mezcla de dos sustancias en un disolvente transparente
y que cada una de las mismas absorba luz, procedemos de la siguiente
manera: si los espectros de absorcion de los dos componentes son tan
diferentes que se pueden encontrar dos longitudes de onda en las cuales cada
sustancia absorbe luz sin interferencia de la otra, el problema se reduce al del
analisis de un componente Unico, porque ningun componente interfiere en el
analisis de los demas. En el caso mas general, ambas sustancias absorben luz
a las mismas longitudes de onda, pero si sus espectros de absorcién son
marcadamente distintos aln es posible analizar la mezcla.

Primero hay que determinar los espectros de absorcion de los dos
componentes puros (P y Q), los cuales se comparan convirtiendo los valores de
absorbancia a un dato comdn, como absortividades molares y procediendo a
superponer los espectros. Se seleccionan dos longitudes de onda analiticas, de
tal forma que sea maxima la diferencia entre la absorcién de los compuestos a
estas longitudes de onda siendo la absortividad del compuesto P mayor que
para el compuesto Q a una longitud de onda y menor en la otra. En general, es
necesario seleccionar tantas longitudes de onda analiticas como componentes
hay en la mezcla.

La proxima etapa en el andlisis consiste en trazar las representaciones de la
ley de Beer, utilizando soluciones de las sustancias puras para cada
compuesto a cada longitud de onda. Asi se obtienen cuatro gréficas de la ley

de Beer, a partir de las cuales se calculan cuatro absortividades, simbolizadas
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por a;P, a,°, a;%,a,", donde el superindices indica el compuesto y el subindice,
la longitud de onda.

Ahora se puede analizar cualquier solucion que contenga los compuestos P y
Q. Se mide la absorbancia de la solucion a las longitudes de onda 1 y 2. Se
considera que la absorbancia de una mezcla es igual a la suma de las
absorbancias de los componentes de la mezcla. Por tanto, si A; y Az son las

absorbancias de la mezcla a las longitudes de onda 1y 2,

A]_: A]_P + Alq (2)
Ao= Azp + Azq (3)

Se pueden reemplazar las absorbancias de los segundos miembros de las
ecuaciones (2) y (3), por las correspondientes expresiones de la ley de Beer;

asi, A;" = a;"bCp, etc.

A= a;PbC;” + a;9bC 4 4)

A= a,’bCoP + a9 C,1 (5)
Las ecuaciones (4) y (5), constituyen un sistema de dos ecuaciones con dos
incégnitas, C? y CY facil de resolver. Cabe extender esta descripcion del

andlisis de mezclas a aquellas que tengan mas de dos componentes si los

espectros de absorcion son lo suficientemente distintos.

Desviaciones de la ley de Beer

e De origen quimico. En algunos casos se observa que la representacion de
la ley de Beer no es una recta sino que presenta cierta curvatura. Los
equilibrios de asociacion y disociacién son las causas usuales de estas

desviaciones.
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De naturaleza instrumental. Las lamparas de deuterio o tungsteno, las
cuales emiten radiacion continua ultravioleta-visible, son empleadas como
fuente de luz de espectrofotometros. El monocromador selecciona un haz
de radiacion de longitud de onda dada por medio de un elemento
dispersante (prisma o red de difraccion) y una rendija. Sin embargo, la
banda de radiacién puede no ser verdaderamente monocromatica, y la luz
emitida puede contener luz de longitud de onda cercana a la seleccionada.
Por tanto, se debe considerar que, sobre la muestra incide un intervalo
espectral de anchura finita (AL).

Diferentes AL dan distintas absorbancias para una misma muestra, pues la
absortividad depende de la longitud de onda y del AL . La absortividad
observada difiere de la verdadera y son posibles desviaciones en el trazado
de la ley de Beer.

Se suele minimizar este efecto estableciendo la A de lectura a la Amax,
maximo de absorcion, ya que a esta longitud de onda, la absortividad no
cambia demasiado con la longitud de onda excepto que la banda de

absorcion sea extremadamente aguda.

Otra causa de desviaciones es la luz extrafia, que es radiacion espurea,
procedente de fuentes incontroladas, tales como orificios del alojamiento del
compartimento de la cubeta. Es radiacion que incide sobre el detector sin
pasar por la muestra. Para absorbancias bajas, una pequefa cantidad de
luz externa inabsorbida producird un error pequefio, pero a absorbancias
muy altas se produce un error negativo mayor (la absorbancia leida sera
menor pues la transmitancia resultante es mayor ya que se suma a la luz
transmitida por la muestra, la luz espuarea). Es decir, que este efecto origina

una desviacion negativa en el trazado de la ley de Beer.

Espectrofotometros de absorcion ultravioleta y visible

Los componentes basicos de un espectrofotdmetro son: la fuente de luz, el

selector de longitudes de onda, el compartimento de la muestra, el detector de

radiacion y el sistema de procesamiento y dispositivo de lectura de las sefales.
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En la region ultravioleta se emplean lamparas de deuterio (160-375 nm) y en el
visible ldmparas de filamento de tungsteno (350 — 2500nm), como fuentes de
luz continua.

En referencia al selector de longitudes de onda, para la mayoria de los analisis
espectroscopicos se necesita una radiacién constituida por un grupo limitado y
continuo de longitudes de onda estrechas denominado banda. Existen dos
clases de selectores: los filtros y los monocromadores. Los primeros pueden
ser filtros de absorcion, que se limitan a la region visible, o de interferencia que
operan en las regiones UV-VIS e infrarroja (IR). En cuanto a los
monocromadores estan disefiados para realizar barridos espectrales, utilizan
rendijas, lentes, espejos, ventanas y prismas o redes de difraccidn, constituyen
los elementos dispersantes que permiten seleccionar luz de una determinada
longitud de onda, en realidad en bandas estrechas de longitudes de onda,
como ya hemos mencionado.

Las celdas o cubetas que contienen la muestra deben ser transparentes a la
radiacion, por lo que se emplean cubetas de cuarzo o silice fundida en el UV y
de vidrio en el visible.

Para detectar la intensidad de luz transmitida por la muestra se emplean
dispositivos electronicos sensibilizadores o fototubos y tubos multiplicadores
que convierten la energia radiante en una sefal eléctrica. Pueden ser
detectores fotoeléctricos, llamados también cuanticos o detectores calorificos.
Por dltimo la sefial del detector es amplificada mediante un dispositivo
electronico con el cual se obtiene una lectura de transmitancia o de
absorbancia. Los instrumentos modernos incorporan distintos tipos de
dispositivos de lectura, algunos digitales, escalas potenciométricas,
registradores y tubos de rayos catodicos.

En general los espectrofotdmetros pueden ser de simple o de doble haz. Los
primeros utilizan un prisma o red de difraccion y son de alta precision, en ellos
la muestra y la referencia deben ser interpuestas manualmente en el haz de
luz. En cambio en los de doble haz la radiacion del monocromador es dividida
en dos, por un espejo rotatorio, mientras que un haz atraviesa la muestra el

otro lo hace por la referencia y luego son recombinados en el foco del detector.
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Calibracioén de los espectrofotometros

El objetivo de calibrar un espectrofotdmetro es asegurar que el mismo funciona
totalmente bajo control y proporcionara, de forma consistente y repetitiva,
lecturas correctas de absorbancia a determinadas longitudes de onda.

Los parametros a estudiar son los siguientes:

A. Comprobacion de las absorbancias

(exactitud fotométrica) - \\ ,\ P ———
1°) Preparar una solucién de dicromato potasico (R) L \\
NN
de la siguiente manera: secar el dicromato, calidad - /,’ \\

estandar, a 130°C hasta peso constante. Pesar -

aproximadamente y exactamente, 60 mg; disolver y L

220 250 300 gy 280

401

430

llevar a 1000 ml con &cido sulfarico 0,005 M.
2°) Determinar la absorbancia de dicha solucion en cubeta de 1cm de paso
optico, utilizando &cido sulfarico 0,005 M como blanco, a 235; 257; 313 y 350
nm.

3°) Calcular para cada longitud de onda la absortividad especifica, mediante la
expresion:

ALl% _ A(A)x10
lcm™ cC

1%

4°) La tolerancia de A7 ",

a cada longitud de onda se indican en la siguiente

tabla:

Longitud de onda _
Tolerancia
A (nm)
235 122,9- 126,2
257 142,4 — 145,7
313 47,0 -50,3
350 104,9- 108,2
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B. Comprobacion de laluz esplrea

o . .
1°) Preparar una solucion de cloruro de potasio al et e ds
1,2% p/v en agua destilada.
2°) Determinar su absorbancia en cubeta de 1 cm, a 1o

200 nm =+ 2, utilizando agua destilada como blanco. 05|

Lamibda 25y 35

La absorbancia leida debera ser mayor a 2. e T >

B. Celdas
Se determina la absorbancia de un solvente (Etanol 96°), utilizando dos celdas
distintas, a 285 nm. Las lecturas deben tener igual valor. De lo contrario debe
aplicarse un factor de correccién al intercambiar las celdas.
Tolerancia + 0,005 cm en el paso 6ptico.
C. Solventes
Cuando se mide la Absorbancia del solvente de trabajo a una A determinada, la
Absorbancia de la celda de referencia y su contenido no debe ser mayor a 0,4 y
es preferible que sea menor a 0,2 cuando se mide con referencia al aire.
Absorbancia solvente de trabajo (1) < 0,4 (referencia aire)
D. Deriva
Medir la absorbancia sin celda a lo largo del tiempo, durante 30 minutos en el
rango de 200 a 700 nm. Elegir tres A. Calcular la diferencia de absorbancia
entre 0 y 30 minutos a cada A y multiplicar por 2, para obtener la deriva.
Deriva )= (Apy30 min - Ap)0 min) x 2
Especificacion = 0,0003 A/ hora

Otros ensayos:

120 Verificacion de la escala de longitud de
. S S A onda: existen diversas formas de
- verificarla, una de ellas consiste en medir
A los maximos de absorbancia de una

solucion estandar de perclorato de holmio
a 214,15; 287,15; 361,50 y 536,30 nm.

¥

2000 350 300 350 400 450 SO0 550 EOD &S0 TODUO
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05— Prueba de resolucién: se prepara una
8T solucion al 0.02% p/v de tolueno en
el 0.4552 L, .

hexano. La relacion de picos a 269 nm vy

266 nm debe ser mayor a 1.5.

Campos de aplicacion

Las aplicaciones de los métodos cuantitativos de absorcién ultravioleta/visible
son numerosas Yy abarcan todos los campos en que se demanda informacion
quimica cuantitativa.

En la mayor parte de los analisis espectrofotométricos cuantitativos se emplean
medidas realizadas en las regiones ultravioleta y visible del espectro
electromagnético. EI compuesto a ensayar debe tener absorcion de suficiente
intensidad para tener utilidad en andlisis, y la muestra no debe contener
sustancias interferentes.

Una de las ventajas de la espectroscopia de absorcion es su especificidad, o
ausencia de interferencias. Incluso en aquellos casos en que las bandas de
absorcion se interfieren parcialmente, es posible superar dicha interferencia ya
sea provocando un desplazamiento del espectro de absorcion del compuesto a
cuantificar hacia una zona libre de bandas interferentes por medio de una
variacion de pH, o bien se puede recurrir a una técnica especial, por ejemplo la
espectroscopia derivativa.

Otra forma de desplazar el espectro de absorcion de un compuesto es por
conversion en la region visible, convirtiéendose entonces una sustancia incolora
en un derivado coloreado. Esta técnica se denomina: analisis colorimétrico.
Existen técnicas generales de analisis colorimétrico para los distintos grupos
funcionales.

Es muy importante para un analisis correcto, determinar con exactitud las

condiciones en que se realiza el método; por ejemplo: solvente, pH, tiempo de
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reaccion, concentracion de la solucion de lectura, y cualquier variable que

puede afectar o modificar la absorbancia de la sustancia analizada.

Espectroscopia Derivativa

La espectroscopia derivativa es una técnica analitica moderna de gran utilidad
para extraer informacidn cualitativa y cuantitativa a partir de espectros
compuestos por bandas sin resolver, utilizando la primera derivada o derivadas
de ordenes superiores, de la absorbancia con respecto a la longitud de onda.
La técnica enfatiza caracteristicas sutiles del espectro, presentdndolas de una
forma distinta y visualmente accesible, permitiendo la resolucion de muestras
multicomponentes y reduciendo el efecto de interferencias, ya que permite
aumentar la detectabilidad, sensibilidad y especificidad en dichos andlisis.
Comparada con la espectroscopia convencional posee un gran valor ya que
permite eliminar interferencias sin recurrir a técnicas separativas, mas
complejas y costosas. Ha encontrado amplia aplicacibn en muchos campos
analiticos, particularmente en las ciencias farmacéuticas y bioquimicas ya que
mantiene todas las leyes de la espectroscopia clasica (por ejemplo, la
dependencia lineal del valor derivado respecto de la concentracién de analito y
la ley de aditividad).

Se expresa:

dA/d) Para la primera derivada;

d’A/dr? Para la segunda derivada

d"A/d\" Para una derivada de orden n de una funcion original A=f().)
Para una aplicacion cuantitativa:

(d"A/dA"), = (d"eldA") b C
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Figura 2. Espectro de absorcion de orden cero

y de segundo orden de una sustancia determinada

Los picos y valles de un espectro de orden (n-1), se transforman en ceros en el
espectro de orden (n), mientras que por otra parte los puntos de inflexion de un
espectro de orden (n-1) se transforman en maximos y minimos del espectro de
orden (n). Los espectros derivados conducen por lo general a perfiles de
bandas caracteristicas, donde son observados sustanciales cambios en los
gradientes y curvaturas, asi como un comportamiento bipolar de los mismos.
Por todo esto son utilizados ampliamente como herramienta de identificacion
de principios activos, ademas de la aplicacion cuantitativa.

En estos métodos la sefal se denomina “amplitud” o simplemente “derivada”,
en lugar de absorcidén y se puede medir considerando la distancia “cero-pico”
(Z), “pico-pico” (P, y P2) o por el método de la tangente (T) entre dos picos del
mismo signo.

Figura 3. Distintas alternativas de medicién de la amplitud de un espectro derivado
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Una propiedad importante de los procesos derivativos es que las bandas
anchas tienden a enangostarse o hacerse agudas cuando se incrementa el
orden de la derivada, debido a que la amplitud de una banda es inversamente
proporcional al ancho de la banda original, es decir a la banda de orden cero
elevado al orden n de la derivada. Por lo tanto, cuanto mayor sea el orden de la
derivada, més angosta sera la banda del espectro derivado, como se puede

observar en la siguiente figura.

Figura 4. Derivadas de orden creciente, hasta la cuarta derivada, de una sustancia

Los métodos por espectroscopia derivativa son rapidos, simples, de baja
contaminacion ambiental y econdmicos comparados con los métodos
cromatograficos, como el HPLC, por lo que pueden ser utilizados como una
excelente alternativa en analisis rutinarios de control de calidad de
medicamentos, asi como en estudios de equivalencia farmacéutica y en
algunos casos como métodos indicativos de estabilidad o para la determinacién
de productos de descomposicién. Estos métodos presentan capacidad para
resolver muestras de multicomponentes presentes en medicamentos y asi
eliminar las interferencias existentes, ya sea de alguno de sus otros
componentes activos o de los propios excipientes que contenga la formulacion
(técnica llamada de los “ceros cruzados”). Esta técnica consiste en medir la
amplitud de un componente en una mezcla, mientras los otros no dan sefal a

la longitud de onda de trabajo y en ese orden de derivada y luego repetir el
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procedimiento pero a la inversa, es decir, que habrd que determinar tantos

“ceros” como componentes tenga la muestra.

También se utiliza este recurso analitico para cuantificar principios activos que

se encuentran en bajas dosis en una especialidad o que presentan espectros

de absorcidbn con bandas no bien definidas, ya que este método permite
transformar los suaves cambios de pendientes de un espectro directo en
bandas positivas o negativas mas evidentes en el espectro derivado.

Cuando se desea desarrollar un método por espectroscopia derivativa, en

primer lugar habra que optimizar condiciones de trabajo como: eleccion del

solvente de trabajo; orden de derivatizacion y longitud de onda de lectura.

Posteriormente deberd ser validado, para ello se realizan las siguientes

comprobaciones previas:

e No interaccion de las drogas activas en la mezcla (para el caso de
multicomponentes), para lo cual se debe verificar que la suma de las
absorbancias a las distintas longitudes de onda, para el espectro de orden
cero, concuerde con las de la mezcla.

e Comprobacioén de los “ceros cruzados”: la sefial obtenida (amplitud) en el
cero de cada componente, a un determinado orden de derivada y a una
determinada longitud de onda, debe ser funciéon Unicamente de la amplitud
del otro componente y viceversa. Es decir, que la amplitud de la mezcla en
el cero cruzado, sera funcién solamente de uno de ellos, aquél que dé sefal
a esa longitud de onda en el espectro derivado. Para demostrar esta
propiedad se debe trabajar con mezclas binarias de concentracion
constante del componente que da sefal y concentraciones crecientes del de
amplitud cero.

Estos tres requisitos que habra que verificar son especificos de los métodos

derivativos, ademas de ellos se deberd proceder a calcular los habituales

parametros de validacion como linealidad, especificidad, precision, exactitud,
limite de deteccién, de cuantificacion y robustez.

En general, los métodos para dar derivadas espectrales pueden ser: métodos

opticos, que operan sobre la radiacion del mismo haz y métodos electronicos o

digitales, que actuan a la salida del detector fotométrico.
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Espectroscopia Infrarroja

La espectroscopia infrarroja (IR) es de gran importancia en andlisis de
medicamentos porque puede aplicarse como técnica analitica cualitativa y
cuantitativa, siendo la primera la de mayor aplicaciéon. Puede detectar grupos
funcionales cuya presencia seria imposible de determinar por ensayos
quimicos convencionales.

El espectro IR de una sustancia es caracteristico de ella, por lo tanto la técnica

de IR resulta Gtil para determinar la identidad de una sustancia.

Figura 5. Espectros IR tipicos

La region del IR se encuentra entre 0,70 — 200 y que equivale a 700 — 200.000
nm y si lo expresamos en numero de onda, que es la reciproca de la longitud
de onda expresada en cm, serfa entre 4000 — 700 cm™. A su vez esta regién
se divide en la region de frecuencias de grupo, entre 4000 — 1300 cm™ y de las
huellas digitales entre 1300 — 700 cm™. En esta region del espectro, pequefias
diferencias en la estructura y la constitucion de las moléculas originan cambios
importantes en la distribucion de los picos de absorcion. Como consecuencia,
la estrecha correspondencia entre dos espectros en esta region constituye una

evidencia de la identidad de los compuestos que producen los espectros.

152



Ndamero de onda, cm™! _
5000 4000 3000 2500 2000 1500 1400 1300 1200 4100 1000 900 800 700

L e 2 e e e L R S B i e T T T T
rog [T T T T T | ] 100
I S0 — 9C
g 80 - 86
S 70 | -{ 70
Qo
= 60 I - 60
2 50 I {50
g 40 . I CH,CHCH,CH, — 40
£ 20 = tension | CH, 20
e 10 - W__|-C—H —110
0= | flexién -
coveda v el vy by by b r s e by v b by e b sy et

2 3 4 5 [ 7 8 9 10 11 12 13 14 15
Longitud de onda en micrones
l«—Regién de frecuencias de grupo —l«—————Regidén de «huella digital» ———s]

Figura 6. Frecuencia de grupo y region de huella digital del espectro IR medio

Las transiciones que se producen en el IR se deben a vibraciones de grupos de
atomos, las que se originan en la region de las huellas digitales son
caracteristicas de una determinada sustancia. Las vibraciones caracteristicas
de a&tomos unidos covalentemente se clasifican en dos tipos, vibraciones de
tension, valencia o estiramiento, que suponen un cambio continuo en la
distancia interatomica a lo largo del eje del enlace entre dos atomos, que a su
vez pueden ser simétricas 0 asimétricas. Y por otro lado, vibraciones de flexion
o deformacion, que corresponden a cambios en el angulo de enlace y que
pueden ser de tijereteo, balanceo, aleteo y torsién, en el plano o fuera del
plano. No todas las vibraciones seran activas en IR, sélo aquellas en las que se
cambie el momento dipolar permanente de la molécula, como consecuencia de

su movimiento de vibracion o de rotacion.

N N

Simétrica Asimétrica
(a) Vibraciones de tension

v ' o
Balanceo en el plano Tijereteo en el plano

Aleteo fuera del plano Torsién fuera del plano

{b) Vibraciones de flexion

Figura 7. Tipos de vibraciones moleculares
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Determinados grupos quimicos dan bandas de vibracion caracteristicas,
independientemente de la molécula a la que pertenezcan. El rango de nimeros
de onda en el que aparecen esas bandas se ve afectado por factores inter e
intramoleculares, como por ejemplo la masa atémica de los grupos adyacentes,
el acoplamiento mecénico entre grupos similares, la formacion de puentes de
hidrégeno, simetria, electronegatividad, conjugacion, etc.

Los espectrofotdmetros IR se basan en los mismos principios y disefios opticos
qgue los espectrofotometros UV-VIS, excepto que en los instrumentos de IR el
compartimento de la muestra y de la referencia siempre se colocan entre la
fuente y el monocromador. Por otra parte los materiales de la Optica, prismas,
ventanas, celdas, etc., deben ser de sales transparentes a la radiacion IR,
como son los halogenuros de metales alcalinos, especialmente BrK y CINa.

La mayoria de los instrumentos modernos utilizan un microordenador con un
software capaz de presentar la sefial de salida en una variedad de formatos,
tales como transmitancia vs. longitud de onda y absorbancia vs. nimero de
onda o longitud de onda. La preferencia por la escala lineal de nimero de onda
se debe a la proporcionalidad directa que hay entre esta magnitud y la energia
o la frecuencia.

En la actualidad los equipos mas modernos trabajan con el sistema de
transformadas de Fourier que utiliza una técnica interferométrica, donde se
utiliza un interferometro en lugar de un dispositivo dispersante y un software
para procesar los datos espectrales. Estos equipos permiten una mejor
relacion sefal/ruido ya que la luz no debe pasar por un monocromador, se
miden todas las frecuencias a la vez, lo que da mucha mayor rapidez, poseen
elevada exactitud y reproducibilidad en la determinacion de frecuencias y
presentan una alta resolucién, de menos de 0,1cm™ y los espectros pasan
necesariamente por una computadora lo que facilita el analisis y manejo
espectral.

En IR es muy importante el método que se utilice para preparar la muestra. A
diferencia del UV-VIS donde en la mayoria de los casos las muestras se

obtienen a partir de disoluciones diluidas del analito, en IR no es sencillo repetir
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esta practica debido a que no existen buenos disolventes que sean
transparentes en toda la regién espectral.
En general podemos prepararlas de tres maneras distintas: en fase sélida, en

fase liquida y en fase gaseosa.

Fase solida. Las muestras se obtienen dispersando el analito en una matriz
liquida o sélida. Estas técnicas requieren que el tamafio de particula del solido
suspendido sea menor que la longitud de onda del haz IR, en caso contrario se
pierde una parte de la radiacién por dispersion.

Uno de los métodos utilizados consiste en triturar de 2-5 mg de una muestra
finamente pulverizada (tamafio de particula < 2um) y suspenderlos en unas
pocas gotas de un aceite pesado de un hidrocarburo (Nujol). Si es probable
que interfieran las bandas del hidrocarburo se puede utilizar Fluorolobe, un
polimero halogenado, donde los Hidrégenos se han sustituido por Fldor. En
cualquiera de los dos casos la muestra resultante se examina luego como una
pelicula delgada entre dos placas planas de sal (CINa). Esta preparacion de la
muestra es la recomendada para polimorfos.

Otra forma de preparar una muestra en fase sélida es partiendo de un
miligramo de muestra finamente triturada que se mezcla con unos 100 mg de
bromuro de potasio en polvo desecado. La mezcla se efectia en un mortero y
luego se comprime en un instrumento especial a una presion de 700-1000
Kg/cm?, eliminando el aire ocluido mediante vacio, para obtener un disco muy
delgado y transparente, luego este disco o comprimido se coloca en el haz del

instrumento en un soporte adecuado.

Fase liquida. Si la muestra es liquida de por si, es decir se trata de un liquido
puro, se coloca una pelicula muy delgada de dicho liquido entre dos placas de
CINa que se mantienen unidas por capilaridad y luego se colocan en la
trayectoria del haz. Si la muestra es sélida hay que disolverla en un disolvente
adecuado, como por ejemplo cloroformo, disulfuro de carbono o tetracloruro de
carbono, aunque es evidente que no existe un solo disolvente que sea

transparente en toda la region del IR. El agua y los alcoholes practicamente no
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se utilizan, no solo porque absorben intensamente, sino porque atacan a los
haluros de metal alcalino de las cubetas. Las cubetas suelen ser muy
estrechas, es decir con caminos Opticos muy cortos, frecuentemente son

desmontables y para llenarlas o vaciarlas se utilizan jeringas hipodérmicas.

_ Tubos de entrada A
Placa 0 ﬁ /
pasterior
oy 0
L | o g 20,
Q

Junta de J Ventana ﬁ@
neopreno Espaciador Ventana
Junta de neopreno

0
Placa frontal h_/ @

Tuercas extrarrapidas (4)

Figura 8. Vista extendida de una celda desmontable para muestras liquidas

Fase gaseosa. El espectro de un liquido de bajo punto de ebullicion o de un
gas, se puede obtener expandiendo la muestra en una cubeta en la que se ha
hecho vacio. Existen diversas cubetas con este fin, con caminos 6pticos mucho
mayores (varios centimetros). No es un método de preparacion de muestra

muy utilizado en la actualidad.

Preguntas Orientadoras

Qué entiende por espectroscopia de absorcion? Para qué se utiliza?
En gué se basa el analisis espectroscopico cuantitativo?

Qué es la absortividad? Unidades. Dependencias.

Queé tipo de desviaciones puede sufrir la ley de Beer?

ok~ 0N PF

Cudles son los componentes basicos de un espectrofotometro UV-
VIS?
Como se cuantifican por UV multicomponentes?

7. Como se valida un método de Espectroscopia Derivativa?
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8.

Clasificacion de las vibraciones al IR. Tipos de preparacién de

muestra.

Test de Autoevaluacion

1. De cual de estos parametros depende la Absortividad de un principio

N

activo en solucion:
(a) Concentracion
(b) Temperatura
(c) Intensidad de la radiacion
(d) Longitud del camino éptico

. En espectroscopia UV-VIS se trabaja a la Amax porque:

(a) El método es mas exacto
(b) El método es mas preciso
(c) El método es mas lineal
(d) EI método es mas sensible

De qué material son las cubetas de un espectrofotdmetro ultravioleta:
(a) Vidrio
(b) Cloruro de sodio
(c) Cuarzo
(d) Polietileno

A qué técnica recurre para identificar un principio activo:
(a) Espectrofotometria Infrarroja (IR)
(b) Volumetria acido-base
(c) Extraccion liquido-liquido
(d) Potenciometria

Como se debe preparar una muestra de un polimorfo para analizarlo

por Espectroscopia Infrarrojo:
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(a) En solucién cloroférmica
(b) Como comprimido con Bromuro de potasio
(c) En suspension con Nujol

(d) En solucién acuosa
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CAPITULO 7

METODOS DE ANALISIS TERMICO

Maria Esperanza Ruiz

Introduccion

La definicion generalmente aceptada de analisis térmico (AT) abarca al grupo
de técnicas en las que se mide una propiedad fisica de un sistema (sustancia o
un material) en funcion de la temperatura, mientras se le somete a un programa
de temperatura controlado. La representacion grafica de la propiedad media en
funcion de la temperatura (o tiempo) se denomina termograma. Se pueden
distinguir mas de una docena de métodos térmicos que difieren en las
propiedades medidas y en los programas de temperatura. Estos métodos
encuentran una amplia aplicacion tanto en el control de calidad como en
investigacion de productos farmacéuticos, arcillas y minerales, metales y
aleaciones, polimeros y plasticos.

Durante el calentamiento o enfriamiento de los materiales cambia su estructura,
estado o composicion quimica. Estas transformaciones y reacciones estan
intimamente relacionadas con el intercambio de calor entre la muestra y la
atmosfera que la rodea. Los métodos térmicos proporcionan informacién sobre
estos intercambios de calor y, por consiguiente, sobre un gran namero de
procesos fisicos y fisicoquimicos que pueden tener lugar en la muestra:
absorcion, adsorcién, desorcion, quimisorcion, hidratacion, deshidratacion,
fusién, vaporizacién, sublimacion, reacciones en estado sdlido, transiciones
entre estados polimérficos o pseudo-polimérficos, reacciones gas-sélido,
descomposicion, degradacion, etcétera.

En el AT, el cambio de peso que sufre una muestra en funcion de la
temperatura constituye la base de la termogravimetria (TG), mientras que la
medida de los cambios de temperatura origina el analisis térmico diferencial

(ATD), y si en lugar de temperatura se miden cambios de energia la técnica se
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denomina calorimetria diferencial de barrido (DSC, se retiene esta sigla en
inglés -differential scanning calorimetry- por ser la forma abreviada de nombrar
a esta técnica, aun en idioma espafol). Asi por ejemplo, la TG indica el
momento y la magnitud de los cambios de peso de una muestra, mientras que
el ATD y el DSC permiten determinar si una reaccion o cambio fisico es
endotérmico o exotérmico, y, en el caso de DSC, también permite medir la
variacion de calor.

Las tres técnicas mencionadas son las mas empleadas dentro del AT aunque
no las Unicas, ya que existen otra serie de propiedades que también pueden
ser medidas aunque las técnicas a las que dan lugar sean de aplicacion mas
limitada, como microscopia de platina caliente, analisis termomecanico, analisis
de evolucion de gases, termosonimetria, termoelectrometria, termometrias
entalpicas, entre otras. Algunas de estas técnicas seran descriptas brevemente
al final de este capitulo.

Termogramas

Tanto para el ATD como para DSC, los picos observados en los termogramas
presentan varias temperaturas caracteristicas que se emplean a la hora de
describirlos:

- Latemperatura de inicio (T;) y la temperatura extrapolada de inicio (Tie).

- Latemperatura de pico (Tp)

- Latemperatura de recuperacion (T,)
La Figura 1 muestra un esquema donde se pueden observar a qué parte de la
curva corresponden cada una de dichas temperaturas (su determinacion es
igual tanto para picos endo como exotérmicos). La temperatura extrapolada de
inicio corresponde a la interseccion entre la linea de base previa al pico y la
linea que surge de extrapolar el primer segmento del pico. En el caso de picos
anchos o poco definidos, resulta conveniente determinar la temperatura de pico
como la interseccién entre las lineas extrapoladas de las curvas laterales de

dicho pico.
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Figura 1. Tipica curva de andlisis térmico en la que se distinguen la temperatura de inicio (T;),

de inicio extrapolado (Ti), de pico (T,) y de recuperacion (T,)

Al inicio de una corrida, la temperatura de los pocillos correspondientes a la
muestra y a la referencia pueden no ser idénticas, por lo que se suele observar
una pequefio escalon, tanto endo como exotérmico, al principio de los

termogramas, como se observa en la Figura 1.

Termogravimetria (TG)

En un andlisis termogravimétrico se registra, de manera continua, la masa de

una muestra colocada en una atmoésfera controlada, cuando:

- Es sometida a un incremento continuo y lineal de temperatura (experimento
dindmico)

- Es sometida a una temperatura dada, durante un cierto intervalo de tiempo
(experimento isotérmico)

La representacion de la masa o del porcentaje de masa en funcion del tiempo o

de la temperatura genera el termograma o curva de descomposicion térmica.

En dicha curva se distinguen tramos horizontales o mesetas, en las que el peso

permanece constante, y tramos donde una pendiente descendente indica la
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velocidad de pérdida de peso.

Con frecuencia se wusa una Vvariante de esta técnica denominada
termogravimetria derivada (TGD), que consiste en derivar los termogramas en
funcién del tiempo o temperatura. Las curvas de TGD relacionan la velocidad
de pérdida de peso con la temperatura. En estas curvas, los valores de
ordenada cero (dP/dt = 0) corresponden a las mesetas del termograma original,
mientras que los maximos coinciden con los puntos de maxima pendiente de
los tramos descendentes. La TGD no es una técnica en si misma ni aporta
informacion adicional a la TG, pero si permite lograr una mayor resolucion que
las curva de TG normal: las temperaturas/tiempos a los que se produce un
cambio de masa se observan como un escalén en TG mientras que en TGD se
ven como un maximo, lo que permite una determinacion mas exacta de su
valor, como asi también un pequefio hombro en la curva de TGD es una
indicacién de reacciones consecutivas que pueden pasar desapercibidas en la
curva original.

En la Figura 2 se representan estos dos tipos de termogramas, TG

convencional y diferencial.

? 1

| - = TG
~ 1 — TGD
g " "\
e ) T
© Se-==s =
z | \ 5
z | \ =
. \_ B
o | RN
©
gl
g1 \

| ‘\

|

1

0 100 200 300 400 500 600

Temperatura (°C)

Figura 2. Termograma diferencial (curva inferior, eje derecho) y convencional (curva superior
punteada, eje izquierdo)
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Descripcion de equipo

Los instrumentos que permiten el registro continuo de las curvas
termograviméntricas, es decir, la variacion del peso de la muestra en funcion de
la temperatura, se denominan termobalanzas. Suelen tener la posibilidad de
variar la velocidad de calefaccién y de registro, como asi también de controlar
la atmésfera en la que se encuentra la muestra (inerte, oxidante, reductora,
vacio o alta presion).

La Figura 3 presenta un esquema de una termobalanza, donde se pueden
observar sus tres partes principales: el horno, la balanza, y el sistema de

registro para la adquisicion y visualizacion de datos.

Control de atmosfera

Programador de la
temperatura

Registrador
Sensor de

temperatura

Control de
Balanza
la balanza

Figura 3. Esquema de una termobalanza. El registrador, conectado a la termocupla que censa
la temperatura del horno y a la balanza, registra la temperatura y el peso de la muestra,
simultaneamente.

La balanza debe poseer exactitud, precisidon y sensibilidad adecuadas, ademas
de buena estabilidad térmica y mecanica. Si bien el soporte de la muestra debe
estar situado en el horno, el resto de la balanza debe estar aislado
térmicamente del horno.

El horno es de material refractario, y contiene en su interior un crisol en el que

163



se coloca la muestra. El sistema calefactor eléctrico est4 controlado por un
microprocesador que permite un incremento o disminucion lineal de la
temperatura de la muestra a velocidad regulable, desde aproximadamente cero
hasta valores tan elevados como 200 °C/min. En el interior del horno la
temperatura debe ser lo més uniforme posible.

La temperatura registrada en un termograma es idealmente la temperatura real
de la muestra. Esta temperatura puede, en principio, obtenerse introduciendo
una termocupla pequefia en la muestra. Sin embargo, este procedimiento
puede generar la descomposicion catalitica de la muestra, su contaminacion
y/o errores de pesada. Es por ello que la temperatura se mide generalmente en
un punto ubicado lo mas cerca posible del contenedor de la muestra.

Existen equipos capaces de proporcionar informacién cuantitativa sobre
muestras cuyas masas pueden llegar a los 100 g, si bien lo mas comun es
trabajar en un intervalo entre 5y 20 mg. El intervalo de temperaturas de trabajo
también varia entre modelos, pero para andlisis farmacéutico no se suele
trabajar por encima de los 350 - 400 °C.

La preparacion de una muestra implica colocar la cantidad inicial de muestra
sobre una capsula de platino y luego colocar dicha capsula dentro del horno. La

propia termobalanza se utiliza para pesar la masa inicial de muestra.

Analisis térmico diferencial (ATD)

El analisis térmico diferencial o ATD se basa en la medida de la diferencia de
temperatura (AT) entre la muestra y un material de referencia térmicamente
inerte, mientras ambos son sometidos al mismo programa de temperatura.
Mediante ATD se pueden detectar todos los procesos que involucren absorcion
o liberacion de calor por parte de la muestra, lo que permite seguir sus cambios
de fase o la existencia de determinadas reacciones quimicas que tengan lugar
durante el proceso. El ATD suele ser considerado inferior respecto a la técnica
de DSC, debido a que sélo permite obtener informacién cualitativa de la

muestra. Sin embargo, es una herramienta muy utilizada en analisis

164



farmacéutico por su capacidad para proveer informacion muy Util, como por
ejemplo transiciones de fase.

El termograma de ATD consiste en la representacion de AT en funcion de la
temperatura de calentamiento. En la Figura 4 se observa una curva de este
tipo: en las regiones planas de dicha curva, de pendiente cero, la energia
provista por el calentador del equipo es utilizada, tanto por la muestra como
por la referencia, para aumentar la temperatura, por lo que la temperatura en
ambos pocillos sera la misma y AT = 0. Cuando sucede una transformacion
endotérmica en la muestra (fusion por ejemplo), la energia aportada por el
horno se empleard en dicha fusibn y no en aumentar la temperatura,
mientras que la referencia inerte sigue aumentado su temperatura junto con
el horno, resultando entonces en un aumento del AT (hacia valores
negativos, en este caso) entre ambos pocillos, hasta alcanzar un valor
minimo donde AT es méaximo. Luego, cuando la masa de material
absorbente de calor supera a la del material que se transforma, la muestra
comienza a aumentar su temperatura y el sistema retorna a la linea de base
cuando se iguala a la referencia. Si, por el contrario, sucede una

transformacion exotérmica, el pico observado sera en el sentido contrario.
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Figura 4. Termograma de ATD

El hecho de representar los procesos endotérmicos con picos hacia abajo y
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exotérmicos hacia arriba es una convencién, que si bien se respeta en la
mayoria de los casos no evita que puedan encontrarse termogramas a la
inversa.

En algunas ocasiones se observa que la linea base de gradiente de
temperaturas sufre un desplazamiento transitorio o permanente después del
pico, lo que indica un cambio en el calor especifico de la muestra después de la
reaccion.

En principio, se trata de una técnica cualitativa que indica la temperatura a la
cual tiene lugar el cambio energético en estudio y si el proceso es endotérmico
0 exotérmico. Las curvas DTA son caracteristicas de cada sustancia, aunque
estan muy influidas por las condiciones experimentales a las que se obtienen.
El area del pico en una curva DTA depende de la masa de muestra utilizada,
de la entalpia de la reaccion, y de una serie de factores adicionales como la
geometria y la conductividad térmica de la muestra. Ademas, existe una
constante de calibrado que depende de la temperatura, lo que significa que no
es posible convertir directamente areas de picos en unidades de masa o de
energia a menos que se conozca el valor de esta constante para una
determinada temperatura, de lo que se deduce la importancia de un buen
calibrado en DTA.

Por lo tanto, con un adecuado -calibrado es posible convertirla en

semicuantitativa y obtener informacion del calor involucrado en el proceso.

Descripcién del equipo

Un aparato tipico de ATD se puede ver esquematicamente en la Figura 5, e
incluye un horno o sistema de calentamiento, con pocillos para la muestra y la
referencia, un controlador diferencial de temperatura con su sistema de
amplificacion y registro asociado y los controladores de temperatura y
atmosfera del horno. Al funcionar, el equipo mide la diferencia de temperatura
entre la muestra y la referencia (AT) en funcion de la temperatura del horno o

temperatura programa (Tp).
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El soporte de la muestra consiste habitualmente en un bloque de material inerte
de alta conductividad térmica (acero inoxidable, aluminio, cobre, niquel,
etcétera) en el que se ubican los pocillos de muestra y referencia. Esta ultima
debe ser una sustancia tal que no sufra ningin cambio en el intervalo de
temperatura de trabajo: alimina, carburo de silicio, cuentas de vidrio, etc.

El conjunto se ubica dentro del horno, que se calienta de forma programada a
medida que se registra su temperatura (Tp). Dicho horno también permite
regular el tipo y presion del gas en contacto con la muestra. En contacto con
los pocillos se ubican termocuplas que censan en todo momento la temperatura
de muestra y referencia, y su diferencia (AT=Tgr-Tw).

Diferentes modelos comerciales pueden varian en cuanto al rango de
temperatura de operacion: son adecuados para el analisis farmacéutico
equipos de alta sensibilidad y con un rango aproximado de -150 a 500 °C.
Otros equipos, por ejemplo aquellos que pueden alcanzar hasta 1600 °C,

resultan mas adecuados para el analisis de materiales inorganicos.

Control de
atmosfera

Programador de
temperatura

Muestra

// 7
Sensores de /

temperatura
(termocuplas) Amplificador de

sefial

Registrador

Figura 5. Esquema de un equipo de ATD.

Calorimetria diferencial de barrido (DSC)
La calorimetria diferencial de barrido (DSC, differential scanning calorimetry) es

un meétodo directo y cuantitativo para la determinacion del calor de
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transformacion y los cambios de entalpia. En esta técnica se realiza la medida
de la diferencia de cantidad de calor entre una sustancia y una referencia en
funcién de la temperatura de la muestra cuando ambas estan sometidas a un
programa de temperatura controlado. Permite el estudio de todos aquellos
procesos en los que se produce una variacién entalpica, por lo que es Util para
determinar calores especificos, puntos de ebullicion y cristalizacion, pureza de
compuestos cristalinos, entalpias de reaccion y determinacion de otras
transiciones de primer y segundo orden.

Al igual que en ATD, la muestra y la referencia se alojan en dos pocillos
idénticos que se calientan segun un programa predeterminado, pero la
diferencia fundamental con ATD es que en este caso el calentamiento de los
pocillos se realiza mediante resistencias independientes. Esto hace posible
emplear el principio de “balance nulo” de temperatura. Cuando en la muestra
se produce una transicion térmica (un cambio fisico o quimico que da lugar a
una liberacion o absorcion de calor), se adiciona energia térmica bien sea a la
muestra o a la referencia, con objeto de mantener ambas a la misma
temperatura. Debido a que la energia térmica es exactamente equivalente en
magnitud a la energia absorbida o liberada en la transicion, el balance de
energia proporciona una medicién calorimétrica directa de la energia de la
transicion.

La técnica por DSC es similar al ATD y suministra una informacion semejante.
La principal diferencia entre ambas radica en que en DSC en lugar de medir
una diferencia de temperaturas entre la muestra y una referencia térmicamente
inerte, se mide la energia que es necesaria suministrar a la muestra para

mantenerla a idéntica temperatura que la referencia.

Descripcién del equipo

Existen dos modelos comerciales de equipos de DSC:

1) DSC por flujo de calor. Esta técnica es una modificacion del método de
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ATD, en la cual se mide la diferencia de cantidad de calor entre la muestra y la
referencia, cuando la temperatura de la muestra aumenta o disminuye
linealmente.

2) DSC por compensacion de potencia. La muestra y el material de referencia
son calentados por calefactores separados, si bien sus temperaturas se
mantienen iguales mientras las temperaturas se aumentan o disminuyen
linealmente.

Con los dos métodos se obtienen resultados reproducibles y consistentes, y
ambos proporcionan la misma informacion, aunque actualmente es mas
utilizado el de potencia compensada.

En la Figura 6 se muestra un esquema de un aparato de DSC de potencia
compensada. Los pocillos que contienen la muestra y la referencia estan
equipados con un sensor (termocupla) para la medida de su temperatura, y una
resistencia de calentamiento independiente para cada una de ellos. Estas
resistencias mantienen ambos recipientes a una temperatura programada Tp.
Las temperaturas instantaneas de cada pocillo (Ty y Tr) se miden y comparan
continuamente con el valor programado Tp. El sistema trabaja de modo que la
energia suministrada en cada momento por cada resistencia de calentamiento,
es funcion de la diferencia entre las temperaturas de cada pocillo y la

temperatura programada, es decir:

EM=WM'(TM_TP) (1)
Ep=W,- (T, — Tp) 2)

Donde Ey y Eg son las energias eléctricas suministradas por las resistencias, y
Wn Yy Wr son constantes del sistema, que dependen de las caracteristicas de
cada material, como su masa y capacidad calorifica. La diferencia de energia
(AE = Em — ER) requerida para mantener los dos pocillos a la temperatura
programada, es la cantidad que se representa en funcion de la temperatura (Tp,
Tm 0 Tr), en el caso de experiencias dinamicas, o en funcion del tiempo a
temperatura constante, en el caso de experiencias isotérmicas.

La mayoria de los equipos permiten operar en atmaosfera inerte o reactiva (tanto
oxidante como reductora), y algunos permiten incluso trabajar a altas
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presiones. Los pocillos para muestra y referencia son generalmente de
aluminio, descartables, con una capacidad que varia desde 0,1 — 100 mg,
dependiendo de la densidad de la muestra. Normalmente estas capsulas se
sellan con una tapa de aluminio para impedir que por problemas de dilatacion o
descomposicion de la muestra, ésta se proyecte fuera de la capsula
contaminando el equipo.

En el pocillo de referencia se puede colocar una sustancia inerte, igual que en

ATD, o simplemente se puede dejar la capsula vacia.

’ Control de atmoésfera ‘

Programador de
temperatura (Tp)

v

Disco Termoeléctrico

Muestra Referencia

) \\ ) __ Termocuplas que
L} L / miden Ty y Tg
Termocuplasque — -\ '\ I/
miden Ey, y Eg \ /

Sistema digital de
amplificacidony
captura de datos

|

Registrador ‘

Figura 6. Esquema de un aparato de DSC de potencia compensada.

Los termogramas obtenidos son similares a los de ATD, pero en este caso el
area bajo la curva de cada pico es proporcional a la energia requerida por la
muestra para compensar el proceso endotérmico, o por la sustancia de
referencia para igualar la energia emitida por la muestra cuando se trata de un
proceso exotérmico. Aunque también es necesario realizar una calibracion, en
este caso es para determinar un factor de conversién eléctrico, que no depende
de las caracteristicas de la muestra.

En un equipo DSC bien disefiado, el valor de esta constante es independiente
de la temperatura, lo cual explica el atractivo de esta técnica para

determinaciones calorimétricas cuantitativas. Es posible determinar
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directamente los cambios de entalpia de una reaccion a partir de la masa de la
muestra, la constante anterior y el area del pico correspondiente.

Calibracion

El calor total correspondiente a la transformacion producida en una muestra
(AHy) se determina a partir del termograma obtenido en el DSC. El coeficiente
de calibracion, Ky, es la constante de proporcionalidad que relaciona
directamente el area A, que hay entre el pico de una curva y la linea base con
el cambio de entalpia, es decir:

AH, — K, -4 (3)

Para determinar Ky es necesario utilizar un material con calores de fusion
perfectamente conocidos como muestra patron. Con frecuencia se suelen
utilizar metales de alta pureza como patrones de calibracion. Los metales mas
utilizados para este fin son el Indio (Tssisn = 429,8 °K, AHssisn = 28,4 J/g) y el
Zinc (Trsion = 692,7 °K, AHssisn = 6,2 J/g). Determinando el area del pico de la
muestra patron se puede calcular Ky. El valor de Ky puede utilizarse entonces
para determinar valores de entalpia de cualquier otra sustancia ya que no
depende de la velocidad de calentamiento ni de la temperatura. Una vez
calculado su valor, debe ser comprobado de forma regular.

Cuando se hace un barrido a una velocidad determinada dT/dt, la temperatura

de la muestra aumenta (o desciende) linealmente, y el flujo de calor es:

(dH /dt) _ (dh’ /dT) . (dT/dt) @)
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Es decir, el flujo de calor es proporcional a la velocidad de calentamiento
(dT/dt) y a la capacidad calorifica (Cp = dH/dt). Por tanto las curvas de DSC
pueden representarse en funcion de la capacidad calorifica.

Principales aplicaciones de los métodos de AT

La Tabla 1 resume algunos de los usos generales de las técnicas de AT.

Aplicacion TG ATD DSC
Punto de fusion - + +
Andlisis de solvatos

Solvente ligado + + +

Solvente adsorbido + + +
Transicién Vitrea - + +
Calores de transicion - +? +
Determinacién de pureza - +? +
Andlisis de incompatibilidades + + +
Cinética de descomposicion + + +
Transiciones polimorficas - + +

Tabla 1. Resumen de las principales aplicaciones con relevancia en el andlisis farmacéutico de
los métodos de AT. (+): Aplicable, (-): No Aplicable, (+?): Potencialmente Aplicable.

A. Analisis cualitativo e identificacion, ya que los termogramas son muy
caracteristicos de un material.

B. Analisis cuantitativo. Mediante TG, los escalones correspondientes a las
pérdidas de peso pueden ser utilizados para determinar la cantidad de cada
componente en el material. Por otro lado, DSC puede emplearse como
técnica cuantitativa, por ejemplo en la determinaciéon de la pureza de un
material.

Determinacion de pureza: La determinacion de la pureza de sustancias

organicas por DSC se basa en el hecho de que la presencia de impurezas, aln

en cantidades muy pequefas, disminuye el punto de fusion a la vez que

provoca el ensanchamiento del rango de fusion. Un ejemplo de esto se muestra
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en la Figura 7, donde se el efecto del nivel de pureza sobre el termograma de

DSC del principio activo Fenacetina.

Una vez conocida la constante Ky del equipo a utilizar, se puede calcular la

pureza de un compuesto por aplicacion de la ecuaciéon de Van’t Hoff:
AHp (To-T5) 1

1
F. R T2 X,
= 0 2

(5)

Donde T es la temperatura instantanea de la muestra en el rango de fusién y
To es la temperatura de fusién de la sustancia pura, AH,, es la entalpia molar
de fusién del material puro (J/g), X, es la fraccion molar de impureza en la
muestra, R es la constante de los gases (8,314 J/mol.°C), y Fs es la fraccion de
fusién de la muestra a temperatura Ts. La fraccion Fs se mide como AJA,
donde A es el &rea bajo la endoterma de fusion hasta la temperatura Tsy A es
el area total de la endoterma de fusion (ver Figura 7).

Tomando varios pares de valores (Ts, Fs) y graficando luego Ts vs. 1/Fs (grafico
de Van't Hoff) se obtiene una recta cuya pendiente corresponde a
[X2.R.(To)’)/AHm. Por lo tanto, conociendo el valor de entalpia molar y la
temperatura de fusién para la sustancia pura, es posible conocer la fraccién de

impureza en la sustancia que estamos analizando.

Eutéctico Fusion
l’
]
(] \ l'
2 H
£ Pureza 94,86% \ ;
3 P;=133,4 °C >\
)
o
2
w Pureza 98,34%
P;=13512C — >
.
90 100 110 120 130 140

Temperatura (2C)

Figura 7. Termograma de DSC de la Fenacetina en dos grados de pureza. T es una
temperatura instantanea de la muestra en el rango de fusion y A es el area bajo la endoterma
de fusion hasta dicha temperatura Ts

173



C. Determinacion de constantes térmicas:

Punto de fusion: una transicibn de fusion soOlo es instantdnea o
verdaderamente isotérmica en el caso de la situacion ideal de materiales 100%
puros. De lo contrario, se obtiene un rango de temperaturas donde ocurre la
fusién, o “rango de fusion”, del que se suele informar la temperatura inicial, es
decir, aquella donde se comienza a detectar una fase liquida.

Punto de ebulliciobn: muy pocos equipos comerciales son capaces de
determinar esta temperatura. Ademas, como los calores de vaporizacion son
mucho mayores a los de fusion, se requiere trabajar con tamafios de muestra
menores, lo que a su vez genera pérdida de sensibilidad. En cuanto al valor
informado, se toma la temperatura de inicio extrapolada como punto de
ebullicion de la muestra.

Temperatura de descomposicion: toda descomposicién, endo o exotérmica,
se reflejard en un pico o sefial tanto en DSC como en ATD. Por otro lado, si
ademas la descomposicién implica pérdida de masa (CO,, por ejemplo),
también podra ser detectada mediante TG, y en dicho caso también podra
conocerse la estequiometria de la reaccion.

Calores especificos y calores de transicion: la determinacion de este tipo de
parametros constituye uno de los usos principales de la técnica DSC.

D. Caracterizacion de materiales:

Temperatura de transicion vitrea: muchos sélidos, cuando se calientan por
encima de su punto de fusién y luego se enfrian rapidamente por debajo del
mismo no cristalizan inmediatamente sino que forman un liquido sobre-
enfriado. Dependiendo de la velocidad de enfriamiento, la recristalizacion
puede ser retardada no solo unos pocos grados centigrados sino incluso puede
modificarse la capacidad calorifica del liquido sobre-enfriado inhibiendo asi la
posterior recristalizacion. Este fendmeno se conoce como “transicién vitrea”, y
es el motivo por el cual siempre se deben emplear curvas de calentamiento (y
no de enfriamiento) para determinar el punto de fusion. Los cristales vitreos son
especialmente interesantes en el desarrollo farmacéutico debido a que por
tratarse de un estado solido energéticamente desfavorable presentan mayores

velocidades de disolucion.
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Andlisis de solvatos: los métodos de AT son muy Uutiles para el estudio de
materiales que poseen solvente incorporado en el estado soélido, siendo los
hidratos los mas comunes. Al calentar, el solvente es liberado en una o varias
etapas, las que se registran como endotermas en ATD y DSC, o como
porciones descendentes en TG. A partir de ATD y DSC, se pueden calcular los
calores de desolvatacién, mientras que por TG se puede conocer la
estequiometria del solvato.

En un trabajo realizado en 2012, Sorrenti et al. realizan la caracterizacion
fisicoquimica de las formas solidas de Clorhidrato de Tacrina monohidrato
(TCR.H20), un inhibidor reversible de la acetilcolinesterasa, activo a nivel del
sistema nervioso central, que se utiliza para el tratamiento de los sintomas
leves 0 moderados del Alzheimer. En una parte de dicho trabajo, los autores
estudian el efecto de la conservacion de cristales de TCR.H,O bajo distintas
condiciones de humedad relativa (HR). La Figura 8 a continuacién muestra los

termogramas obtenidos por TG y DSC.
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Figura 8. Termogramas por DSC (graficos superiores) y TG (inferiores) correspondientes a TCR anhidra
expuesta a 32% de Humedad Relativa (HR, izquierda) y a 100% de HR (derecha). En el caso de 32% HR,
los tiempos fueront=0 (a, @), t = 10 dias (b, b’), t = 20 dias (c, ¢), y t = 60 dias (d, d’). En el caso de
100% de HR, los tiempos fueront =0 (e, e),t=1h (f,f), t=24 hs (g, g), t = 20 dlas (h, h’) y t = 40 dias
(i, i’). Adaptada de Sorrenti et al., Solid-state characterization of tacrine hydrochloride. J Pharm Biomed
Anal 63, 53. Copyright 2011. Con permiso de Elsevier.
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La exposicion de la forma anhidra de TCR (Figura 8, izquierda) a una HR 32%
a temperatura ambiente, resulté en la hidratacion gradual de la fase soélida
anhidra hasta la completa transformacion en la forma de monohidrato. Dicho
monohidrato se caracteriza por un primer pico endotérmico de pérdida de
solvente en el intervalo 150-160 °C, seguido de la fusién de la forma anhidra
hasta descomposicion a 290 °C.

Por otro lado, cuando la misma forma anhidra fue sometida a una HR 100%, se
produjo la absorcion de una mayor cantidad de agua, como se puede ver por
los dos picos endotérmicos en las curvas de DSC (Figura 8 superior, derecha)
correspondientes a dos pasos secuenciales de desolvatacion en TG, tipicos de
la forma TCR.2H,0 (una primera eliminacion cerca de 90 °C y otra alrededor de
150 °C, antes de la fusién con descomposicién a 300 °C). Mas aun, la pérdida
total de masa por TG luego de 40 dias a 100% HR se corresponde con la

estequiometria de la forma dihidrata, TCR.2H,0

Estudio de polimeros: el andlisis de la quimica de polimeros constituye una
de las principales aplicaciones de los métodos de AT. Mediante ATD y DSC se
obtiene informacion de la fusidn, recristalizacion y transiciones vitreas. Por
analisis de evolucién de gases se puede conocer, por ejemplo, la estabilidad
térmica de los polimeros, mientras que por andlisis termomecanico se pueden
estudiar fenbmenos indetectables por otros métodos, como las transiciones
liquido-liquido. La TG, por su parte, proporciona informacion sobre los
mecanismos de descomposicion de las preparaciones poliméricas. Ademas, los
modelos de descomposicion son caracteristicos de cada tipo de polimero y, en
algunos casos, pueden ser utilizados con finalidades de identificacion. Todas
estas y otras aplicaciones del AT al estudio de polimeros no seran tratadas en

este capitulo, pero se puede encontrar extensa literatura sobre el tema.

E. Cambios estructurales, que tienen lugar en las transiciones sélido-sélido, y
gue pueden ser endotérmicos 0 exotérmicos. Los picos correspondientes en
las curvas de ATD o DSC son generalmente reproducibles, considerandose

como la huella dactilar del elemento en estudio.
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Transiciones polimérficas: ElI AT y los métodos calorimétricos ofrecen
grandes ventajas para el estudio del polimorfismo y pseudo-polimorfismo, que
es una parte importante de los estudios de preformulacion. La distincion entre
el polimorfismo y pseudo-polimorfismo es facil y el nimero de formas en las
mezclas puede deducirse por andlisis combinado de DSCy TG.

En algunos casos se puede observar un pico endo o exotérmico en DSC
correspondiente a la transicion sélido-solido entre dos formas polimérficas, sin
pérdida de masa en TG. En otros casos, se pueden observar dos puntos de
fusion, el primero correspondiente al polimorfo de menor punto de fusién y el
segundo al de mayor punto de fusion, que se forma por recristalizacion del
liquido en la forma mas estable (entre ambos picos aparece otro exotérmico
indicando el evento de recristalizacion). Por otro lado, en el caso de pseudo-
polimorfismo (hidratos o solvatos), éstos también pueden detectarse facilmente
por AT, principalmente por TG combinada con DSC, ya que la desolvatacion o

deshidratacion constituyen evento endotérmicos.

F. Andlisis de incompatibilidades

Incompatibilidades entre principios activos y excipientes: constituye uno
de los principales usos del AT en andlisis farmacéutico, mediante el estudio de
interacciones en estado solido realizando los termogramas de los componentes
solos y de mezclas binarias activo-excipiente.

Las proporciones de cada componente (principio activo:excipiente) en las
mezclas pueden variar, pero existen valores recomendados segun la categoria
funcional de cada excipiente: 1:5 para diluyentes, 3:1 para aglutinantes o
disgregantes, 5:1 para lubricantes, 10:1 para colorantes, etc.

Una vez realizados los termogramas de los componentes solos y de las
mezclas binarias (se pueden hacer tanto en condiciones normales de trabajo
como en condiciones de estrés térmico), se analizan comparativamente los
resultados para detectar posibles interacciones. Cabe aclarar que, en caso de
observar una interaccion, ésta no necesariamente implicara incompatibilidad,

sino que debe estudiarse luego por otros métodos (cromatograficos, por
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ejemplo) el fundamento de dicha interaccibn (qué esta pasando) para
finalmente decidir si te trata de una incompatibilidad o no.

En un trabajo muy interesante realizado en el afio 2003 por Araujo et al., se
presenta el estudio de posibles interacciones entre el principio activo
antirretroviral Zidovudina (AZT) y varios excipientes mediante el uso de TG y

DSC. Las Figuras 9 y 10 muestran los termogramas por DSC.
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Figura 9. Termogramas de DSC del principio activo AZT y los excipientes en estudio, obtenidos
bajo atmdsfera dinamica de nitrégeno (50 ml/min) a una velocidad de calentamiento de 10
°C/min. Adaptada de Aradjo et al., Thermal analysis of the antiretroviral zidovudine (AZT) and
evaluation of the compatibility with excipients used in solid dosage forms. Int J Pharm 260, 303.
Copyright 2003. Con permiso de Elsevier.
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Figura 10. Termogramas de DSC de mezclas binarias 1:1 de AZT més excipientes, obtenidos
bajo atmdésfera dinamica de nitrégeno (50 ml/min) a una velocidad de calentamiento de 10
°C/min. Adaptada de Aradujo et al., Thermal analysis of the antiretroviral zidovudine (AZT) and
evaluation of the compatibility with excipients used in solid dosage forms. Int J Pharm 260, 303.
Copyright 2003. Con permiso de Elsevier.

En el caso de AZT, se observan dos picos principales: un primer pico
endotérmico, correspondiente a la fusiéon (120-124 °C, Ti= 122,6 °C; AH=123,6
J/g) y dos picos posteriores, correspondientes a la descomposicion térmica. El
primero de ellos representa un evento exotérmico entre 180-250 °C con un
elevado valor de entalpia (905 J/g), mientras que el segundo es un evento
endotérmico en el rango 250-355 °C (AH=165 j/g).

Observando los graficos anteriores, como asi también los termogramas por TG
presentes en el trabajo original, los autores concluyen que sélo existe una
interaccion significativa entre AZT y PEG600, ya que en la mezcla binaria de
ambos desaparece el pico correspondiente a la fusion del AZT y solo se
observa el pico de fusién del PEG600 a 62 °C.

Esto es un claro ejemplo de una interaccion que no necesariamente implica
incompatibilidad, ya que si bien la desaparicion del pico de fusion del farmaco

es indicativa de una interaccion fuerte, la misma puede atribuirse a la disolucién
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del farmaco en el polimero fundido 62 °C, lo que dificiimente se observaria en

las condiciones normales de uso del medicamento.

Otros métodos térmicos

La microscopia de platina caliente, también conocida como microscopia
termoelectronica, se utiliza para estudiar mediante observacién la naturaleza de
eventos exo o endotérmicos, ya que consiste en colocar el portaobjetos con la
muestra sobre una platina capaz de variar su temperatura en forma lineal y
programada. Una vez iniciado el programa de temperatura, se puede observar
directamente la muestra o grabar las imagenes con un software adecuado. Asi,
es posible correlacionar los cambios que se detectan por TG, ATD y/o DSC con
las modificaciones de la muestra.

Por ejemplo, se puede observar la descomposicibn de una muestra con
produccion de gas o la pérdida de agua de cristalizacién a partir de un hidrato
simplemente colocando cristales de la muestra en un aceite inerte (silicona, por

ejemplo) y observando su evolucion a lo largo de un programa de temperatura.

El analisis termomecanico permite medir los cambios de dimension que sufre
una muestra (tales como expansién o contraccion) cuando es sometida a un
programa de temperatura, o en funcion del tiempo cuando se mantiene la

temperatura constante (experimento isotérmico).

El analisis de evolucion de gases es una técnica que se utliza para
identificar la naturaleza de los gases o vapores producidos durante una
descomposicion térmica. Es una técnica altamente especifica y muy costosa,
ya que requiere acoplar los equipos de DSC, ATD o TG a un espectrometro de
masas o infrarrojo por transformada de Fourier (FT-IR).

La termosonometria consiste en medir el sonido producido durante el cambio

en materiales cristalinos sometidos a un programa de enfriamiento o
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calentamiento. Dicho sonido puede ser producido por la propagacion de
rajaduras en el cristal que se pueden originar por estrés térmico o por la
produccion de gases o vapores (por ejemplo, pérdida de solvente de
cristalizacion). La cristalizacion a partir de un material fundido también puede
producir sefales sonoras.

No se trata de una técnica cuantitativa, pero permite el estudio de fenébmenos
gue a veces son indetectables por DSC o ATD, y asi caracterizar con mayor

detalle la naturaleza del material en estudio.

Las termometrias entalpicas se basan en registrar las variaciones de
temperatura de una solucion de la muestra problema cuando la misma se
valora, en condiciones adiabaticas y en presencia de una termocupla, con un
reactivo adecuado. La Figura 11 (a y b) muestra las curvas tipicas que se
obtienen segun la reaccién entre la muestra y el valorante sea endotérmica o

exotérmica, respectivamente.
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Figura 11. Curvas termomeétricas entalpicas. a) Endotérmica. b) Exotérmica. PE: Punto de

equivalencia.

Antes de la adicion de reactivo el grafico es horizontal, y al comenzar la

reaccion por adicion del reactivo se produce un salto (endo o exotérmico) hasta

181



que se completa dicha reaccion. El gasto de reactivo hasta el punto de
equivalencia permite conocer la concentracion de la muestra problema.

Las termometrias entalpicas se han utilizado en la valoracién de calcio en
presencia de magnesio, de resinas de intercambio i6nico, de EDTA y de otras

sustancias formadores de complejos.

Otras técnicas tales como termooptometria (estudio de la variacion de alguna
propiedad O6ptica de la muestra durante el tratamiento térmico),
termoelectrometria (estudio de la conductividad eléctrica en funciéon de la
temperatura), termofotometria, termomagnetometria y andlisis térmico de
emanaciones son procedimientos sumamente especificos y raramente usados

para el analisis farmacéutico, por lo que no seran descriptos aqui.

Preguntas Orientadoras

1. ¢En qué se basan todos los métodos de analisis térmico (AT)?

2. Describa el fundamento y principales caracteristicas de una
termobalanza.

3. ¢Cuales son las principales aplicaciones de la TG en el andlisis

farmacéutico?

Fundamento y equipamiento de la técnica ATD.

Fundamento y equipamiento de la técnica por DSC.

¢, Cual es la principal diferencia entre ATD y DSC?

N g &

Explica el fundamento del empleo de DSC como técnica cuantitativa,

y la manera de hacerlo (calibrado del equipo).

8. Enumera las principales constantes térmicas que pueden obtenerse
mediante AT, y cual es la técnica de eleccion para cada una de ellas.

9. Si Ud. posee una sustancia que puede encontrarse tanto en forma

anhidra como mono o dihidrato, ¢qué técnica escogeria para

establecer de qué forma se trata? Indigue brevemente como se veria

el termograma en cada caso.
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10.Uno de los principales usos del AT en la etapa de preformulacion
consiste en el analisis de incompatibilidades. Describe una manera

de llevar a cabo dicho analisis, y cdmo se interpretan los resultados.

Test de Autoevaluacion

1. ¢ Cual de los siguientes fendmenos no podria ser estudiado por TG?
(a) Pérdida de solvente
(b) Descomposicion con liberacién de CO,
(c) Transicién polimérfica sélido-solido

(d) Hidratacion del sélido

2. ¢, Cudl es la principal diferencia instrumental entre ATD y DSC?
(a) El material que forma el horno
(b) El sistema programador de temperatura
(c) La manera de calentar los pocillos de muestra y referencia

(d) El material utilizado como referencia

3. Si un principio activo se deshidrata a T;, funde a T, y se descompone
completamente a T3 (con produccion de CO,), como cree Ud. que se
vera su termograma por ATD:

(a) Un pico endotérmico a T;, uno exotérmico a T, y ninguna
sefial a T3

(b) Un pico endotérmico a T, otro endotérmico a T, y exotérmico
aTs

(c) Un pico endotérmico a Ti, otro endotérmico a T,, otro
exotérmico a T3 seguido por una caida de la linea de base

(d) Un pico endotérmico a T;, otro endotérmico a T, y una caida

de la linea de base a partir T3
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4. Para el mismo principio activo de la pregunta anterior, como cree Ud.
que se vera su termograma por TG:
(a) Tres escalones sucesivos descendentesa Ty, T,y T3
(b) Solamente un escalon descendente a T,
(c) Un escal6n descendente a T;, nada a T, y otro escalon
descendente a T3

(d) Ninguna de las anteriores

5. Al realizar un andlisis de incompatibilidad entre un principio activo y
varios excipientes, Ud. encuentra que para la mayoria de las mezclas
binarias no se producen cambios en los termogramas, excepto con
un excipiente, con el que observa que no aparecen los picos
caracteristicos del principio activo. ¢Qué medidas tomaria a
continuacion?

(a) Descartaria ese excipiente

(b) Repetiria el andlisis de incompatibilidad, tal vez en otra
condicién de humedad relativa o de temperatura

(c) Repetiria el analisis de incompatibilidad, pero cambiando la
proporcién principio activo:excipiente.

(d) Trataria de dilucidar el mecanismo de la interaccion mediante

otras técnicas analiticas
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CAPITULO 8

DETERMINACION DE AGUA

Claudia Marano

Introduccion

El agua merece especial atencion porque usualmente se debe indicar el
contenido de humedad de una muestra analitica. En las muestras liquidas, el
agua puede considerarse como diluyente 0 como impureza.

Las sales de acidos inorgéanicos y organicos asi como otros compuestos
cristalinos pueden retener agua de diferentes formas:

¢ Agua enlazada
¢ Agua adherida o libre

El agua libre (no enlazada) es humedad adsorbida en la superficie del solido, y
el agua enlazada es agua de cristalizacion (agua de hidratacion). Por
consiguiente, se tiene al agua libre como una impureza, mientras que el agua
enlazada, aunque en realidad es un diluyente, de hecho forma parte de la

estructura del cristal.

Determinacion de agua por el método de Karl Fischer

La determinacion de agua por el método de Karl Fischer se basa en la reaccion
cuantitativa entre el agua y un reactivo constituido por didxido de azufre y yodo
en presencia de metanol y una base organica como Piridina segun la siguiente

ecuacion:
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3{/ \N + Iz + CHzOH + H,O0 —= 2</ NE] </ \Nﬁ%sozowg

Existen dos métodos diferentes basados en la reaccion con el Yodo:
e Titulacion volumétrica: El yodo se disuelve en el reactivo y el contenido de
agua es determinado midiendo la cantidad de yodo consumido como resultado

de la reaccion con el agua. Segun el procedimiento empleado puede ser:
» Titulacion volumétrica directa

» Titulacion Volumétrica por retorno. En la titulacion por retorno se agrega
un exceso de reactivo, se espera un tiempo suficiente para que la reaccion se
complete y se titula el exceso de reactivo con una solucion estandar de agua

en metanol.

o Titulacion culombimétrica: El yodo es producido por la electrdlisis de un
reactivo de Karl Fischer que contiene el ion yoduro. El contenido de agua en
una muestra se puede determinar midiendo la cantidad de electricidad que

se requiere para producir yodo durante la titulacion.

o
20— 1, + 2¢°

El sistema de produccion de yodo se compone de un anodo y un catodo,
separados por un diafragma. Se determina la cantidad de electricidad, C =
intensidad de corriente (A) x tiempo (s), requerida para la produccion de yodo

durante la titulacion y se calcula el contenido de agua (%) en la muestra, por la

%H:20 = {L}xloo

férmula siguiente:

10.72x P

C = Cantidad de electricidad requerida para la produccion de yodo

10,72 = Cantidad de electricidad requerida para producir lodo por 1 mg de agua

P = Peso de muestra.
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La reaccion con el agua se desarrolla en dos pasos, la primera reaccion es
reversible y la piridina fuerza la posicién del equilibrio hacia la derecha
combinandose con el IH producido. La piridina también incrementa la
estabilidad formando complejos de transferencia de carga con yodo y diéxido
de azufre del reactivo.
Pueden ocurrir numerosas reacciones secundarias, consumiendo reactante.
Las relaciones molares aproximadas en la preparacion del reactivo de Karl
Fisher son:
11,:3S0,:10 CsHsN

la fuerza del reactivo queda limitada a su contenido de yodo. La misma se
expresa en mg de agua equivalente a 1 ml de reactivo y decrece rapidamente
debido al consumo de yodo en las reacciones secundarias y debera ser
valorado periddicamente.
El reactivo se estandariza con cantidades conocidas de agua o con estandares
primarios hidratos cristalinos (por ejemplo tartrato de sodio). Tales estandares
deben cumplir con algunos requisitos:
» Ser comercialmente asequibles en calidad de reactivo de grado puro y

poseer el contenido tedrico de agua.

» Liberar cuantitativamente su agua por reaccién con el reactivo de Karl
Fisher en solucién metandlica y no experimentar reacciones colaterales con

el reactivo.

» Ser estables y no absorber humedad atmosférica en las condiciones

ordinarias de almacenaje de un laboratorio.

» Se ha de poder determinar con exactitud su contenido de agua con un

método independiente.

Dada la toxicidad de la piridina y el hecho de obtener mayor imprecisién en los
resultados (la piridina no se acopla perfectamente ya que debido a su débil
basicidad y su poca afinidad por el anion CH3SO3 ™ la velocidad de la reaccion
es muy lenta y el punto final de la valoracion inestable), en la actualidad es

remplazada por otras bases con mayor eficacia como por ejemplo el imidazol
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que ha resultado ser la mejor base para la reaccion de Karl Fisher ya que

asegura una valoracion rapida y exacta.

B @ ©
CH3 OH + SOZ + RN —> RNH SOSCHg
® © @ © ® ©

RNH SO3CHs + H,O + I, + 2RN — RNH SO,CHs + 2(RNH)|

RN: Base

La segunda reaccion es la reaccion de oxido-reduccion propiamente dicha. El

anion del acido metilsulfénico es oxidado a metilsulfato y el iodo reducido a

yoduro. Esta reaccion es instantdnea y consume una molécula de agua por

molécula de yodo.

La primera ecuacion produce un producto intermedio del di6xido de azufre este

ultimo forma con el alcohol (habitualmente metanol) un éster, el anion del acido

metilsulfonico CH3SO3™ que es rapidamente neutralizado y estabilizado por la

base. Esta reacciéon determina e impone su velocidad a la reaccion de Karl

Fisher. Es decir, es de gran importancia la base utilizada.

La reaccién de Karl Fisher tiene un rango 6ptimo de pH entre 5-7 en el cual el

curso de la reaccion es rapido y estequiométrico.

Las valoraciones volumétricas se utilizan preferentemente en la determinacion

de grandes cantidades de agua 1-100 mg de agua.

La culombimétrica es un micro-método adecuado en determinaciones de 1 ug-

10 mg de agua.

Precauciones

» Es obligatorio que la bureta, la botella de almacenamiento y todas las
conexiones estén perfectamente secas, el agua que puede haber en dichos

lugares conduciria a resultados erréneos.

» EI reactivo debe almacenarse en un sitio frio, protegido de la luz y la

humedad.

Estandarizacion del reactivo.
El reactivo de Karl Fischer preparado por alguno de los métodos existentes,
debe estandarizarse antes de cada uso, porque su actividad para la

determinaciéon de agua cambia con el tiempo.
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Para la determinacion de contenidos de agua mayores al 1% el reactivo puede
estandarizarse con agua, exactamente pesada. El célculo del Titulo del
Reactivo, correspondiente a la cantidad de agua, en mg por ml de reactivo, es
el siguiente
F=P/IV

P: Cantidad de agua expresada en mg
V: volumen en ml de reactivo consumido en la titulacion.
Para la determinacion de agua menores al 1% el reactivo puede estandarizarse
con tartrato de sodio (C4H4sNa,0s.2H,0). EIl calculo del factor de equivalencia,
correspondiente a la cantidad de agua, en mg, por ml de reactivo, es el
siguiente:

F = 2(18,02/230,08)(P/V)
Peso Molecular de agua: 18,02
Peso Molecular del tartrato de sodio di hidratado: 230,08
P: Peso en mg del tartrato
V: volumen en ml de reactivo consumido en la titulacién
Técnica
Adicion del solvente: en el vaso de valoracion se afiaden 20-30 ml de solvente
(Ejemplo: metanol) dependiendo del tamafio de la muestra y de la celda, cerrar
la celda para evitar al maximo la entrada de agua.
Pre-valoracion: Se utiliza para eliminar el agua del disolvente y la humedad
adherida dentro del recipiente.
Pesada de la muestra: El tamafio de la muestra depende de la cantidad de
agua que contenga, del volumen de la bureta, del titulo del reactivo y de la
exactitud deseada, es aconsejable utilizar la mitad del volumen de la bureta. ej:
con una equivalencia de 5 mg H,O/ml y una bureta de 20 ml una cantidad
Optima de muestra sera la que contenga 50 mg de agua.
Valoracion del agua: Introducida la muestra se debe valorar inmediatamente, la
velocidad de agregado del reactivo inicialmente es mas rapida disminuyendo
cerca del punto final. Una determinacion clara del punto final es tan importante

como la prevaloracion.
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Ensayo blanco: Este ensayo se realiza bajo las mismas condiciones que la
muestra.
Célculos: Una vez alcanzado el punto final debe leerse en la bureta el volumen
de reactivo utilizado.

%H20 = (VxF/P)x100
donde:
F: titulo del reactivo (mg H>O/ml)
V: volumen de reactivo
P: peso de muestra en gramos
Es necesario realizar una serie de valoraciones a las cuales se debe
determinar la media y su desviacion estandar.
Indicacion del punto final: Se puede localizar de diferentes maneras el punto
final de la valoracion de Karl Fischer.
» La indicacién visual ocurre con un cambio de color de amarillo a marrén-

rojizo (caracteristico del primer exceso de reactivo luego del punto final).

» Indicacion electronica del punto final, para ello se emplean dos electrodos
de platino, a los cuales se aplica un potencial hasta que un galvanémetro
registra cero con los electrodos inmersos en la solucién. Cuando se alcanza
el punto final, el primer pequefio exceso de yodo en la solucién produce un
largo flujo de corriente, con lo que resulta una deflexién de las agujas del
galvanometro. Esta forma de valoracion se llama “ dead-stop ” porque se
valora la solucion hasta que cambia la aguja del galvanémetro, no se toman

medidas precisas.

» La indicacion fotométrica habitualmente se mide la absorbancia a 525 - 600
nm. Se traza una representacion de la absorbancia en funcion del volumen

de valorante.

Antes del punto final la absorbancia permanece préxima a cero, luego del punto
final se incrementa linealmente con el volumen. La Interseccién de las dos
lineas sefiala el punto final. La valoraciobn fotométrica suministra mayor

sensibilidad y precision que la lograda con la deteccion visual del punto final.
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Interferencias:

Gran parte de los compuestos orgénicos no interfieren. Puede valorarse el
agua en presencia de &acidos, alcoholes, fenoles, éteres, hidrocarburos,
anhidridos, aminas, amidas y muchas otras sustancias.

Aquellas sustancias que consumen yodo perturban cuantitativamente, un
analisis por separado permitira aplicar una correccion.

Los compuestos cabonilicos interfieren por formacion de acetales y cetales con
el metanol, liberando agua en el proceso.

Los &cidos carboxilicos son capaces de esterificar con metanol, esta reaccion
de condensacién produce agua. El uso de piridina y dioxano como medio de

valoracion limita las reacciones de esterificacion.

Determinacion de agua por destilacion azeotropica

Este método se basa en la destilacion por arrastre con vapor de tolueno, del
agua contenida en la muestra de un producto bajo condiciones establecidas.
Los componentes de la mezcla azeotrépica son inmiscibles, el destilado
condensado se separa en dos capas.

Este método es claramente aplicable si la muestra no contiene otras sustancias
volatiles susceptibles de afectar al volumen aparente de agua en el colector.

El método de destilacién con tolueno es adecuado para drogas crudas, muchos
unglentos y otras mezclas complejas que no se pueden analizar por la

valoracion de Karl Fischer.

Determinacion de agua por secado en estufa

Quizas el método mas sencillo para determinar el agua contenida en un sélido
sea el secado en estufa, a presion atmosférica, a 100-150°C, hasta que se
alcanza peso constante. La pérdida de peso de la muestra se atribuye a la

pérdida de agua. Para que este método sea valido, no debe haber sustancias

192



volatiles distintas del agua en la muestra, y ésta ser estable en las condiciones
de tratamiento del secado.

Se determina tanto el agua libre como enlazada. Es necesario buscar para
cada compuesto la temperatura apropiada y el periodo requerido de secado
para desalojar toda el agua. Algunos compuestos hidratados son muy
resistentes a la completa expulsién del agua por secado a la estufa.

Si la muestra es labil al calor, también cabe someterla al secado a la estufa,
pero a presion reducida. Esto, naturalmente, tiene el efecto de disminuir el
punto de ebullicion del agua, por lo que se utilizar4 una temperatura mas baja
en el proceso.

Si el secado a la presion reducida a temperatura ambiente es suficiente para la
separacion completa del agua, un desecador con vacio es el aparato mas
sencillo para eliminar el agua de este tipo de muestras. Se coloca un desecante
en la parte inferior del desecador para absorber la humedad. Entre los mejores
desecantes se encuentran:

e Perclorato de magnesio (Dehydrita)
e Sulfato de calcio anhidro (drierita)
e Deut6xido de fosforo

Se ha de interponer un desecante (ej: acetona helada) entre el desecador y la
bomba para evitar el paso de agua dentro de la bomba o los vapores quimicos
de la bomba de aceite dentro del desecador.

El proceso de secado con presion reducida cabe describirlo como una
aproximacion al equilibrio, el cual se alcanza cuando la presién parcial del agua
es la misma en todo el sistema. Asi en la etapa inicial de un secado por
desecacion, la presion parcial del vapor de agua de la muestra es bastante
mayor que sobre el desecante. Por lo cual dejar enfriar una muestra desecada
en la estufa al prepararla para secarla es una fuente potencial de error. Si la
muestra esta mas seca que el desecante, el agua pasara del desecante a la

muestra; por esto se debe emplear un agente desecante eficaz.
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Técnica.

Homogeneizar y pesar exactamente la muestra y, a menos que se especifique
de otro modo en la monografia correspondiente, llevar a cabo la determinacion
sobre 1 0 2 g de muestra. Pesar un pesa-filtro seco y colocar la muestra en el
mismo. Distribuir la muestra lo mas uniformemente posible. Tapar y colocar el
pesa-filtro en la camara de secado. Secar la muestra a la temperatura y
durante el tiempo especificado en la monografia correspondiente.

Nota: la temperatura especificada en la monografia se considera dentro del
intervalo de + 2°c del valor establecido.

Abrir la camara de secado tapar el pesa-filtro y llevarlo a temperatura ambiente
en un desecador antes de pesar.

Para muestras contenidas en capsulas, emplear el contenido de no menos de
cuatro unidades finamente pulverizadas.

Si la monografia correspondiente establece:

e Pérdida por secado mediante andlisis termo gravimétrico, emplear una

termo balanza.

e Secado al vacio sobre un desecante o secado en un desecador, emplear un
desecador de vacio, una pistola de secado al vacio u otro aparato
apropiado de secado al vacio, teniendo las precauciones necesarias para
asegurar que el desecante se mantenga activo reemplazandolo

frecuentemente.

e Secado en un pesa-filtro con tapa provista de un capilar, emplear un pesa
filtro y un tubo equipado con una tapa provista de un capilar de un diametro
de 225 + 25 ym y mantener la camara de calentamiento a una presion de 5
mmHg o menor. El pesa-filtro debe permanecer tapado durante toda la
determinacion. Al finalizar el periodo de calentamiento, llenar la cAmara de
calentamiento con aire seco, retirar el pesa-filtro y con la tapa colocada

dejarlo enfriar en un desecador antes de pesar.
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Determinacion practica de agua en una materia prima

La forma de expresar el titulo de una materia prima para determinar si cumple

con las especificaciones de la Farmacopea es:

Sobre Droga Anhidra: SDA
Sobre Droga Desecada: SDD

Cuando un titulo esta especificado como SDA nos indica que el contenido de
agua fue determinado por el método de Karl Fischer ya que por él determino
solamente el agua, ya sea libre o ligada.

Cuando el titulo estd especificado como SDD nos indica que el método
empleado fue pérdida por secado, el mismo no solo determina agua si no
también sustancias volatiles a 105°C. Cuando vamos a elaborar un
medicamento es importante conocer el titulo sobre droga tal cual (SDTC) esto

evitard dudas al momento de pesar.

Como se relacionan estas expresiones de titulos de la materia prima? Lo

veremos con dos ejemplos:

Ejemplo 1

Se realizé la valoracion de la siguiente materia prima CgHgCIN;OHCI.2H, (P.M.:

302,2), aplicando una volumetria acido base en medio no acuoso.

Determinacion del contenido de agua de la materia prima (impureza)

Se disuelven tres alicuotas de la materia prima (mp) en 10 ml de metanol y se
valora el contenido de agua con reactivo de Karl Fischer (RKF) de titulo 13,9
mg/ml. Se realiza un ensayo en blanco con 50 ml de metanol y se obtiene un
consumo de 0,45 ml de RKF.
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Cantidad de
Volumen de Vol.RKF-Vol
Peso mp (g) Agua encontrada | % de Agua
RKF (ml) blanco
(mg)
0,503 4,51 4,42 61,44 12,21
0,509 4,55 4,46 61,99 12,18
0,500 4,49 4,4 61,16 12,23
Valor medio 12,21
C.V.% 0,21

El volumen del blanco que debe restarse al volumen de reactivo gastado en

cada alicuota se calcula de la siguiente manera:

0,45 ml de RKF

10 ml de metanol (utilizado para la disolucion de cada alicuota) — X= 0,09 ml de RKF

50 ml de metanol (consumieron) —

Con los ml de RKF corregido vy el titulo de RKF determinamos los mg de H.O

encontrados en cada alicuota y luego lo expreso como % de HO.

0,503 g de muestra — 0,06144 g de H,O
100 g de muestra — x= 12,21 g de H,O =12,21% de H,0O

Nota: Para expresar el resultado debo calcular el valor medio de mis tres
determinaciones y una medida de la desviacion de los datos obtenidos

respecto del valor medio. (C.V %)

Valoracion de la materia prima.

Procedimiento: Se disuelve cada una de las alicuotas en 100 ml de acido
acético glacial, se agrega 10 ml de acetato de mercurio y se mezcla. Se
adicionan 4 gotas del indicador
(HCIO,).

1 ml de &cido perclérico 0,1N es equivalente a 26,61 mg de CsHgCIN;OHCI

y se titula con acido perclérico 0,1021N
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Peso mp () Vol. HCIO, |Vol. HCIO,- Vol. g de mp o il
(ml) blanco (ml) encontrados
0,422 13,7 13,5 0,367 86,91
0,374 12,2 12 0,326 87,17
0,381 12,3 12,1 0,329 86,35
0,392 12,8 12,6 0,342 87,24
0,2
Valor medio 86,92 %
CV.% 0,46

% sdtc =V. N. P meqg. 100/ P mtra.
V = Es el volumen corregido de HCIO,4 en ml gastado con cada alicuota.
N = La normalidad del reactivo titulante 0,1021
Pmeq = Peso mili equivalente de CgHgCIN;OHCI
Pmtra = Peso de cada alicuota
Nuestra materia prima tiene un titulo de 86,92 % sdtc y 12,21 % de H2O. Si
gqueremos saber si cumple con las exigencias de la monografia (98,0 — 100,0
% de CgHgCIN7OHCI expresado SDA), debemos expresar el titulo SDA.
En esta materia prima 12,21 % corresponde a agua y el 87,79% (100-12,21) es
p.a. CeHgCIN;OHCI mas impurezas (polvo anhidro). Pero como el polvo anhidro
tiene una pureza de 86,92%, entonces lo que tengo de CgHgCIN;OHCI
expresado SDA es 99,0 %
87,79g de polvo anhidro — 86,92g de CsHsCIN;OHCI
100g de polvo anhidro — x = 99,0 % (de CsHsCIN;OHCI) SDA
Una forma aproximada de determinarlo seria:
% de H,O + Titulo %SDTC =% SDA

12,21% + 86,92% =99,13% SDA

Ejemplo 2
Se debe preparar 100 capsulas conteniendo metoclopramida clorhidrato 10 mg
1 caps --------- 10 mg metoclopramida clorhidrato

100 caps --------- X= 1000 mg metoclopramida clorhidrato
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En protocolo analitico de metoclopramida clorhidrato MP se informa:
Titulo 99,0 % SDA

% de agua: 5,13%

En este caso me interesa conocer el titulo SDTC:

100 g MP anhidro .......... 99,0 g metoclopramida clorhidrato

94,87 g MP anhidro ........ X= 93,92 g metoclopramida clorhidrato
93,92 % es ahora el titulo de metoclopramida clorhidrato SDTC
Necesito 1000 mg de metoclopramida clorhidrato.

93,92 mg metoclopramida clorhidrato ......... 100 mg polvo

1000 mg metoclopramida clorhidrato .......... X=1064,73 mg MP
Se debera pesar 1064,73 mg de MP para obtener 1000 de metoclopramida

clorhidrato.

Preguntas Orientadoras

1. Que entiende por agua libre y agua enlazada?

2. Como esta formado el reactivo de Karl Fischer?

3. Que métodos de determinacion de agua conoce? Explique
detalladamente

4. Se disolvieron 0,5404 g de agua en 50 ml de metanol. Se afiadieron
5 ml de esta solucion a 20 ml de metanol y valoraron con RKF,
consumiéndose 9,5 ml. Asimismo 25 ml del mismo metanol
requirieron 0,8 ml de reactivo. Calculese el titulo del reactivo de KF

5. Se disolvieron 0,2310 g de una muestra en 10 ml de metanol y se
valoré con el RKF del problema anterior .Se requirieron 2,4 ml de
reactivo para valorar el agua de la muestra. Cual es el porcentaje de

agua que contenia la muestra?

Test de Autoevaluacion

1. El reactivo de KF se estandariza con:

(a) Cantidades conocidas de alcohol
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(b) Cantidades conocidas de agua
(c) Cantidades conocidas de tartrato de sodio

2. El punto final de la valoracién con KF se puede detectar mediante:
(a) Cambio de color amarillo a marrén rojizo
(b) Por absorcion a 425 nm
(c) Por absorcion a 525-600 nm midiendo absorbancia versus

volumen de valorante

3. Las sustancias que interfieren en la valoracion de KF son:
(a) Acidos y fenoles
(b) Sustancias que consumen iodo cuantitativamente

(c) Grupos carbonilos por formacion de acetales

4. La determinacion de agua por secado en estufa a 105°C se utiliza
para:
(a) Sustancias labiles a la temperatura
(b) Sustancias volatiles distintas al agua
(c) Para determinar tanto agua libre como enlazada
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CAPITULO 9

ANALISIS FUNCIONAL

Patricia Retaco

Introduccion

Se llama Grupo Funcional al &tomo o conjunto de atomos que presentan una
estructura y propiedades fisico-quimicas determinadas que caracterizan a los
compuestos organicos que los contienen.

Un alto porcentaje de principios activos presentes en medicamentos son
moléculas organicas formadas por una estructura C e H y de la sustitucion de
estos atomos se obtienen los grupos funcionales o funciones quimicas, y son
estos grupos funcionales quienes determinan las propiedades quimicas y
farmacoldgicas en los farmacos.

Una vez reconocidos los grupos funcionales presentes en una molécula
organica y conociendo las reacciones quimicas que ellos experimentan
posteriormente se podra seleccionar el grupo funcional presente mas
adecuado para realizar un analisis cuantitativo. Los Métodos de Andlisis son
practicos para comprobar la identidad de un medicamento. Ciertos compuestos
organicos son suficientemente &acidos o béasicos por lo cual y bajo ciertas
condiciones, se pueden determinar por valoracién directa con un titulante,
valorante o solucion estandarizada.

A continuaciéon se describirdn algunos métodos de analisis para grupos

funcionales presentes en ingredientes activos farmacol6gicamente.

< Compuestos hidroxilicos

El comportamiento quimico del grupo hidroxilo estd marcadamente afectado

por la estructura del resto de la molécula.
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Considerando su reactividad pueden dividirse en cuatro grandes grupos:
alcoholes, glicoles, enoles y fenoles.

Los alcoholes contienen un grupo OH enlazado a un atomo de C, y se pueden
clasificar en Alcoholes primarios, secundarios y terciarios. Los glicoles poseen
mas de un grupo OH adyacentes. Los enoles son compuestos en lo que uno de
los atomos de hidrégeno unido a un carbono de un doble enlace es remplazado
por un grupo hidroxilo.

Los Fenoles contienen un grupo OH enlazado a un atomo de C en un anillo
aromatico. Si bien los fenoles pueden parecerse a un alcohol, el anillo

bencénico altera las propiedades del grupo Hidroxilo.

OH H 1—|I
|
c —C¢C
HO/\CH | |
3 Etanol Fenol HO H Enol

Algunos farmacos en donde el grupo hidroxilo es esencial para la actividad:
haloperidol, morfina y esteroides (17 a-Etinilestradiol) entre otros.

Métodos de Andlisis

1. Acilacién con anhidrido acético

Fundamento
Los métodos de acilacion se utilizan para alcoholes primarios y secundarios, en
presencia del reactivo acilante y bajo ciertas condiciones forman ésteres. La

reaccion implica la sustitucion del hidrogeno del hidroxilo por un grupo acilo.

R-OH + (R'CO),0  « R'COOR + R'COOH

Para incrementar la velocidad de la reaccion, se adicionan catalizadores a la

mezcla de reaccion. Se pueden utilizar:
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» Catalizadores nucleofilicos como la piridina que acelera la velocidad de
reaccion con respecto a otros solventes. Se produce la formacion de un
intermediario, el ion acil- piridinio (agente acilante).

» Catalisis acida: con acido perclérico y como solvente piridina.

» Adicionando é&cido perclérico y con acetato de etilo. Este sistema esta
sujeto a numerosas interferencias a causa de la alta reactividad del acetato
de etilo.

El mecanismo supone la formacion del ion acetilio:

(AC)2 + HC|O4 > (AC)z OH+ + C|O4-
(Ac), OH* < HOAc + CHs;CO"  ion acetilio
CH,CO* +R-OH < ACOR +H'

Técnica

Se trasvasa la muestra pesada con exactitud a un erlenmeyer seco con tapon
de vidrio esmerilado, se adiciona un exceso de reactivo anhidrido acético. Se
agita la mezcla para disolver la muestra. Se deja en reposo un cierto tiempo y a
una determinada temperatura para que se lleve a cabo la acilacion.
Completada la reaccion se hidroliza el exceso de anhidrido y se valora el acido
formado con un alcali estandar (hidroxido de sodio 0.5N, libre de carbonato),
usando como indicador fenolftaleina 1% en piridina. Debera hacerse un ensayo
en blanco.

Nota: Para que la reaccion sea completa el consumo de la muestra debe

representar aproximadamente el 60% del consumo del blanco.

Interferencias

» Los compuestos hidroxilicos requieren elevadas temperaturas para que la
reaccion sea cuantitativa y si existe impedimento estérico, la reaccion es
muy lenta.

» Los compuestos hidroxilicos aromaticos que reaccionan incompletamente,
(en estos casos es posible la determinacién utilizando como catalizador

acido perclorico en acetato de etilo).
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» Muchas aminas primarias y secundarias reaccionan cuantitativamente con
el reactivo por un mecanismo idéntico al ya descrito y mas rdpidamente que
los compuestos hidroxilicos originando la formacion de una amida. Las
aminas terciarias al no poseer un hidrogeno reemplazable no experimentan
esta reaccion.

» Los aldehidos de bajo peso molecular que por condensacion aldélica

formen una funcién hidroxilo acilable.
2. Para 1,2 glicoles con acido periodico

Fundamento
Se produce la oxidacion del compuesto 1,2 dihidroxilico por el acido periédico
obteniéndose dos aldehidos.

OH OH

R-CH-CH-R" + HIO, — RCHO + R'CHO +H,0O + HIO;
Posteriormente se afiade un volumen de una solucion de ioduro de potasio y se

valora con solucién de tiosulfato de sodio.

Valoracion del blanco
El acido periddico oxida el ioduro a iodo. El acido iédico producido es capaz de
oxidar al ioduro.

2H"+ HIO, +2I' = HIO; + I, + H,0O

5H" + HIO; + 5" - 31,+ 3H,0
Cada mol de acido periodico produce 4 moles de iodo (8 equivalentes)
Considérese ahora la valoracion de la muestra. Completada la oxidacion del
glicol, la solucién contiene exceso de acido periédico mas un mol de acido
i6dico por cada unidad 1,2 dihidroxilica que se oxid6. Asi cada periddico
produce 4 iodos y cada iédico, 3 iodos, con el resultado total de que por cada
unidad 1,2 dihidroxilica en la muestra resulta la produccion de 1 mol (2
equivalentes) menos de iodo relativo a la valoraciéon del blanco. Es decir 1 mol
de unidad 1,2 dihidroxilica corresponde a una disminucion de 2 equivalentes en
el consumo de tiosulfato; por tanto, el peso equivalente de una unidad 1,2
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dihidroxilica sencilla es igual a la mitad de su peso molecular, segun la
reaccion final de valoracion.

Se ha observado que si un compuesto posee n grupos hidroxilicos adyacentes
se consumiran en la oxidacion (n-1) moles de acido periodico. Asi, de hecho,
se oxidan (n-1) unidades dihidroxilicas y el Peso Equivalente (PE) de la
muestra es igual a %2(n-1) veces su peso molecular.

Para el etilenglicol, por ejemplo, n=2 y peso equivalente (PE) =PM/2.

De acuerdo con el razonamiento anterior, si la muestra, el glicol, consume
todo su acido periddico, el volumen empleado en la valoracién de la muestra
sera un 75% que el invertido en la valoracion del blanco. Si el volumen
empleado en la valoracién de la muestra es menor que, aproximadamente el
80% del volumen del blanco, es aconsejable repetir el analisis con una
muestra mas pequefia de glicol, para asegurarse de que hay exceso de &cido

periédico.

Técnica

Se adiciona a la muestra, previamente disuelta, un exceso de acido periddico
(este reactivo debe protegerse de la luz). Completada la oxidacién, se afade
ioduro de potasio y se valora el iodo liberado con tiosulfato. La diferencia entre
el tiosulfato consumido por el blanco y la muestra guarda relacion con la
cantidad de acido periddico utilizado en la oxidacién del glicol. Se debe hacer

un ensayo en blanco.

Interferencias

Los aminoalcoholes e hidroxicetonas son posibles interferencias.
3. Bromacion de Fenoles
Fundamento

Compuestos hidroxilicos aromaticos reaccionan con bromo via sustitucion en

posicion orto y para respecto del grupo hidroxilo.
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Técnica

Se adiciona a la muestra, previamente disuelta, un exceso de reactivo de
bromo (en acido acético). Completada la reaccion, se afiade ioduro de potasio
y se valora el iodo liberado con tiosulfato. Se debe hacer un ensayo en blanco.
La diferencia entre el tiosulfato consumido por el blanco y la muestra guarda
relacion con la cantidad de bromo utilizado para sustituir el compuesto

hidroxilico.

Interferencias
» Aminas aromaticas capaces de dar reacciones de sustitucion.
» Aldehidos y olefinas que pueden consumir reactivo y sufrir oxidaciones y

adiciones respectivamente.

Métodos de Analisis Alternativos

A. Método colorimétrico con ion férrico

Fundamento
Los fenoles reaccionan con una solucién de nitrato de hierro (lll) en acido
nitrico, se produce un color caracteristico cuya intensidad se mide en la regién

del visible a una determinada longitud de onda.

B. Método colorimétrico con las sales de diazonio

Fundamento

Los fenoles se acoplan en posicion para respecto al grupo fendlico (si esta
posicion esta ocupada el acoplamiento se desarrollara en la posicion orto) con
una sal de diazonio, para dar un compuesto coloreado caracteristico cuya

intensidad se mide en la region del visible a una determinada longitud de onda.
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C. Método colorimétrico con acido cromotrépico para 1,2 glicoles

Fundamento

Los compuestos que poseen 1,2 glicoles y que por oxidaciéon con acido
periodico generan como producto de reaccion formaldehido, éste reacciona con
acido cromotropico (1,8 dihidroxinaftaleno-3,5-disulfénico) desarrollando una
coloracién caracteristica cuya intensidad se mide en la region del visible a una

determinada longitud de onda.

D. Volumetria acido-base

Fundamento

Los fenoles se comportan como &cidos débiles ya que ocurre la estabilizacion
resonante del anién por deslocalizacion de la carga negativa. Es posible
valorarlos con exactitud en sistemas no acuosos. Los disolventes
recomendados para valorar acidos débiles tienen caracter basico, pueden ser
neutros también para la valoracion diferenciadora de mezclas (ver tabla 1).
Valorantes adecuados son por ejemplo:

»  Metbxidos de sodio, potasio y litio en soluciones de metanol-benceno

»  Hidroxido de tetrabutilamonio.

Todos los valorantes basicos han de almacenarse en recipientes pyrex o de
polietileno y con minima exposicién al C0, atmosfeérico.

Para estandarizar la solucion de valorante se suele usar acido benzoico, las
valoraciones se efectdan en corriente de nitrégeno o en el punto de ebullicién

para minimizar la absorcion de C02.

Aplicaciones
Los acidos cuyos valores de pKa < 7 (entre 3-6) se valoran con deteccion

visual del punto final mediante azul de timol, en dimetilformamida. Los acidos
con pKa entre 7-11 requieren deteccion potenciométrica del punto final.
Los alcoholes son acidos muy débiles y muy pocos se pueden valorar como

acidos. Con los fenoles la situacion es diferente, a pesar de ser acidos débiles
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se pueden valorar en medios no acuosos. Los tioles son &cidos mucho mas

fuertes que sus analogos oxigenados.

< Aminas

Las aminas se clasifican en:

Aminas Primarias R-NH,
Aminas Secundarias R-N-HR,
Aminas Terciarias R-N-R;R2(R3N)

R: Radicales alifaticos y/o arométicos.

Las alquilaminas son mas basicas que el NH3z ya que los grupos alquilo son
donantes de electrones al N en cambio los grupos que atraen electrones
disminuyen la basicidad, por lo cual las aminas aroméaticas son bases mas
débiles que las alifaticas.

Ejemplos de aminas presentes en principios activos:

C
=
HO \L

v, Dopamina Dobutamina
Los antidepresivos triciclicos a menudo se clasifican como aminas terciarias

(amitriptilina, imipramina) y secundarias (desipramina)

HN

CHy

Métodos de Analisis

1. Formacion de iminas (Bases de Schiff) usando como reactivo 2,4
pentanodiona
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Fundamento
Las aminas primarias alifaticas experimentan condensacion con carbonilos
para producir iminas.

RNH, + R'"CHO < R'HC =NR + H,O

Técnica

Se adiciona a la muestra, previamente disuelta en piridina, un exceso de
reactivo 2,4-pentanodiona, completada la formacion de iminas, se adiciona un
indicador (timolftaleina) y el exceso del compuesto carbonilico, se valora por
retroceso con solucion estandar de alcali como por ejemplo metéxido de sodio.
Se debe hacer un ensayo en blanco.

Interferencias

» Los acidos libres reaccionan lentamente con el reactivo valorante.

» Puede ser aplicado a aminoacidos, pero previamente deben ser
transformados en su sal sddica.

» También se puede aplicar para determinar amino-alcoholes, etilenaminas y
compuestos amino primario que tengan un nitrégeno heterociclico. Dicha
clase de compuestos, es dificultoso determinarlos por otros métodos.

» Las aminas aromaticas primarias no pueden ser determinadas por este
método.

» Alcoholaminas secundarias, como dietanolamina y tioles reaccionan bajo
las condiciones del método.

» Aminas secundarias heterociclicas, como piperazina y morfolina,
reaccionan lentamente con 2,4-pentanodiona. Dicha interferencia puede ser

corregida conduciendo la reaccion a 0°C.
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2. Volumetria 4cido-base para aminas

Fundamento

Esta técnica tiene amplio uso en analisis farmacéutico, muchas de estas
valoraciones figuran en la Farmacopea Argentina, en la USP y en otras
farmacopeas. La posibilidad de utilizar la volumetria acido-base depende de la
concentracion de la base y de su fuerza.

Las aminas alifaticas son suficientemente basicas para poder ser valoradas en
soluciones acuosas con un &cido fuerte, mientras que las aminas aromaticas

son demasiado débiles para valorarlas en medio acuoso.

Aplicaciones
Las bases cuyos valores de Kb sean iguales o mayores que 10° podran ser

valoradas en medios acuosos (pKb < 6 y pKa =8), en cambio las bases con
valores de Kb menor que 10 (pKb > 6 y pKa <8) no podran ser valoradas en
medios acuosos y requerirdn de medios no acuosos. Ademas las bases cuyos
valores de pKaen agua) > 4 (PKb < 10) estan niveladas en acido acético glacial y
se pueden valorar por deteccion visual del punto final, en cambio las bases
cuyos valores de pKagen aguay S€ hallan en el margen 1-4 (pKb> 10) cabe
analizarlas mediante deteccidén potenciométrica del punto final. Muchas aminas
heterociclicas y aminas aromaticas sustituidas pertenecen a esta clase.

El &cido acético glacial es el disolvente mas usado en la valoracion de bases, el
anhidrido acético se utiliza para el analisis de bases muy débiles, tales como
las amidas.

Algunas veces se analizan mezclas de bases de distintas fuerzas
seleccionando un disolvente diferenciador para las bases, como pueden ser
acetonitrilo o nitrometano y se detecta el punto final por potenciometria.

Las sales halogenadas de aminas no pueden determinarse directamente ya
gue no son sustancias intrinsecamente basicas por la relativamente alta acidez
del hidrogeno del haluro, éste puede ser reemplazado por acetato por adicion
de un exceso de solucion de acetato de mercurio, por conversion a un derivado

basico, el acetato de la amina.
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El acetato de mercurio que no reaccioné no interfiere ya que en medio de &cido
aceético glacial tiene una basicidad despreciable, debido a que los haluros de
mercurio en solventes organicos con baja polaridad estan practicamente no

disociados y no forman parte en el equilibrio.

2RNH,.HX S  RNH® + 2X
2X + ACoHg S  XoHg + 2AC
2CI04H + 2AcOH > 2AcOH," + 2CI0,

2AcOH," + 2Ac~ — 4AcOH
Donde X=Cl, Br, |, F.

Los acetatos de aminas son valorados en forma usual. Con el agregado del
acetato de mercurio a la solucion del haluro se produce el reemplazo de las
bases por una cantidad equivalente de ion acetato que se comporta como la
base mas fuerte que puede existir en medio acético.

Los disolventes que se usan como medios en la valoracién de bases débiles
son neutros o 4cidos (ver Tabla 1).

Como valorante se utiliza un &cido fuerte. Por ejemplo:

> Acido perclorico: como el disolvente, acido acético, es diferenciador para
los acidos minerales, el perclorico es el mas fuerte y aconsejable. Este acido
disuelto en acido acético es el valorante mas usado para determinar bases
débiles. Se disponen comercialmente de acido perclérico en solucién acuosa
concentrada, por lo que conviene separar el agua, con este propdsito se suele
adicionar cierta cantidad (estimada de antemano) de anhidrido acético, se
evita adicionar exceso de anhidrido por que las muestras acilables, tales como
las aminas primarias y secundarias, podrian convertirse en su presencia en
compuestos mucho menos béasicos (amidas).

La estandarizacion de valorantes acidos es factible con cualquier sustancia que

sea una base fuerte y de gran pureza, por ejemplo: biftalato de potasio:

COOH

COOK
E;[/ HClO, —> @: + KCIO,
COOH

COOH
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El andlisis volumétrico en soluciones no acuosas presenta el inconveniente del
alto valor del coeficiente de expansion cubica de la mayoria de los liquidos
organicos, es decir que con los cambios de temperatura la normalidad de las
soluciones puede variar.

La deteccion del punto final se efectia por lo general con indicadores o de
modo potenciométrico. Los indicadores que se utilizan para las valoraciones de
bases son bases muy débiles (ver tabla 1). Para la valoracion de bases se
utiliza el cristal violeta (violeta de genciana), también el violeta de metilo se
comporta de manera similar. EI cambio de color es complejo pasa del violeta
(color béasico) al azul-verdoso, verde esmeralda, amarillo (color acido).

El colorante a-naftolbenceina es adecuado para valoraciones en acido acético
glacial, el cambio de color es de amarillo (color basico) al verde (color acido).
Otro buen indicador es el rojo de quinaldina siendo el cambio de color de rosa
(color basico) a incoloro (color acido).

3. Nitrito volumetria para aminas primarias aromaticas

Fundamento

Este método es llamado también de Diazotacion, pues el fundamento del
mismo consiste en la reaccion entre el acido nitroso y el grupo amino primario
aromatico, para dar una sal de diazonio. La reaccién global entre el &cido

nitroso y las aminas aromaticas es:

R-NH, + NO,H + HCI — (R-Np)'ClI + 2H,0

Es probable que la reaccién se desarrolle por medio de una nitrosacion inicial
de la amina seguida de la tautomerizacion de la nitrosamina y de la
descomposicion del diazohidroxido:
R-NH, + NO;H — R-NH-N=O + H),0
nitrosamina
R-NH-N=O & R-N=N-HO

diazohidroxido
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R-N=N-HO + HCl — (R-N=N)"CI' + H,0

Sal de diazonio

Debido a la inestabilidad del acido nitroso se lo reemplaza por nitrito de sodio
en medio acido.
Este método se puede aplicar a anestésicos locales con funcion amina libre y

para sulfas.

Técnica

La muestra de la amina a valorar se disuelve en agua destilada y se le agrega
una determinada cantidad de HCI concentrado (puede usarse como catalizador
de la reaccion de nitrosacion BrK al 25% si la amina no reacciona
rapidamente). Se sumerge el recipiente conteniendo la solucién en un bafio de
hielo—agua (= 5°C) para minimizar la pérdida del acido nitroso. Luego se
sumerge la punta de la bureta conteniendo el valorante (Solucién de nitrito de
sodio) en la solucién a valorar, se adiciona el valorante desde bureta
lentamente y con agitacion continua, tratando de evitar una alta concentracion
de NO2H.

Se determina el punto final empleando electrodos apropiados (platino-calomel o
platino-platino) o mediante un indicador externo, como puede ser un papel de
filtro impregnado con engrudo de almiddn y solucion de ioduro de potasio o
una piedra de toque con dicha solucion. Luego del punto final una gota de la
solucion de valoracion produce inmediatamente un color azul, estable durante
un minuto (no confundir un lento y progresivo color azul que es causa de la
oxidacion en el aire del ioduro en medio acido). El valorante se estandariza con

acido sulfanilico como patrén primario.

Interferencias

» Interfieren las aminas secundarias que consumen NO,H, por formacion de
los derivados N-nitrosados, y las aminas alifaticas que también consumen
NO,H con liberacion de nitrégeno y produccién de un alcohol.

» Las aminas terciarias alifaticas en su reaccibn con NO,;H producen

nitrégeno.
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» Las aminas terciarias aromaticas forman compuestos C-nitroso aromaticos.

Métodos de Analisis Alternativos

A. Método colorimétrico de diazotacién y copulacién para aminas primarias

aromaticas

Fundamento

En primera instancia se produce diazotacion de la amina aromética primaria
seguido del acoplamiento de la sal de diazonio, altamente reactiva, con un
segundo compuesto organico para dar un compuesto azo coloreado. El fenol
es el reactivo copulante caracteristico.

El producto de reaccidbn es altamente conjugado y absorbe radiacién de
longitudes de onda en la zona del visible, del cual se puede medir
espectrofotométricamente su concentracion.

Otro reactivo de acoplamiento es la N-(1-naftil) etilendiamina (Reactivo de

Bratton-Marshall).

B. Método colorimétrico para aminas primarias alifaticas con salicilaldehido

Fundamento

Las aminas alifaticas primarias reaccionan con salicilaldehido como reactivo
para generar una salicilimina que forma un complejo imino-cuprico, con una sal
de cobre que se extrae en n-hexanol. Se determina colorimétricamente el cobre
por reaccién con acido N,N-di (hidroxietil) ditiocarbamico, dando un complejo

de cobre ditiocarbamato determinandose su absorbancia a 420 nm.

Volumetria en Fase Heterogénea

Fundamento
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La valoracién en dos fases de aminas terciarias y sales de amonio cuaternarias
con tensioactivos anionicos, tales como laurilsulfato de sodio o
dioctilsulfosuccinato de sodio es un método analitico de interés farmacéutico.

El proceso esencial en esta valoracion de un ion amonio organico (Q*) o de una

amina (Q) con laurilsulfato de sodio (X) es una extraccion de par ionico:

+ -
Q ag. + X ag-
Qorg + X aq

onrg
onrg

i

La magnitud de la extraccién depende de la estructura del par i6nico y sus
componentes asi como las propiedades de la fase organica. Todos los pares
iGnicos tienen mas o menos caracter polar y solventes no polares tales como
cloroformo y diclorometano son agentes extractivos muy usados pero
compuestos hidrofilicos pueden requerir solventes més protofilicos, por ejemplo
alcoholes lipofilicos.

El punto final puede ser indicado por el uso de un colorante que forme par

ionico con el valorante en la fase organica:

coloranteyy +LSNa ,q S colorante.LSNagg

También puede usarse un indicador que forme par i6nico con la sal de amonio

o la amina valorada:

Q+aq
Qorg

+ colorantegg s Q colorantegyg

El primer caso seria el de un colorante basico; el laurilsulfato de sodio se
combina con la base organica dando un compuesto soluble en fase organica,
ante el primer exceso del tensioactivo éste se compleja con el colorante dando
un compuesto insoluble en agua, que se visualiza en el punto final por un

cambio de color del indicador que queda complejado en la fase organica.
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Es conveniente usar en lo posible este tipo de indicadores, ya que la constante
de extraccion de su par ionico serd independiente de las propiedades de la
muestra.

En el segundo caso se trata de un colorante acido; al iniciarse la valoracion se

encuentra complejado con la base en la fase organica. Cuando se agrega el

tensioactivo; éste desplaza al colorante, que pasa en su forma disociada a la
fase acuosa, que se va coloreando paulatinamente, en el punto final se
decolora la fase orgéanica.

En este tipo de valoraciones es importante la eleccién de la base orgénica a

valorar:

»  Su peso molecular debe ser elevado, superior a los 200 g/mol.

» La presencia de grupos hidrofilicos, por ejemplo -OH, disminuye el
rendimiento.

» Los grupos metoxi, etoxi y cabonilo pueden ejercer una influencia
perturbadora, pero esto debe comprobarse para cada caso en especial, ya
que dicho efecto puede anularse ajustando ciertas variables como por
ejemplo pH de la reaccion, valorante, solvente organico, etc. Debera ponerse
a punto el método.

La puesta a punto del método también es necesaria en el caso de sustancias

con mas de una funcién nitrogenada.

En general las bases organicas que podrian ser valoradas por esta técnica se

agrupan de la siguiente manera:

» Amonios cuaternarios alifaticos, del tipo:

Ri1, Rz, Rsy R4 cadenas alifaticas de numero de carbonos elevado

Como por ejemplo: Cetrimonio, Cetavlon, Biocetab.
» Amonios cuaternarios carbociclicos o heterociclicos. Como por ejemplo:

Cloruro de Benzalconio.
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» Aminas terciarias. Como por ejemplo: derivados de la Fenotiazina,
Levomepromazina, Clorpromazina.
» Alcaloides del grupo de la morfina y otras bases organicas. Como por

ejemplo: Narcotina, Reserpina.

Ventajas del método

» Es un método simple y rapido, facil de realizar.

» Se puede aplicar directamente sobre el producto terminado ya que la mayor
parte de los excipientes no interfiere y no hay que eliminarlos.

» Tiene buen limite de deteccién ya que permite valorar cantidades del orden
de los 10 mg de sustancia, a diferencia de otros métodos volumétricos que
requieren por lo menos 1mEq de principio activo, por ello es llamado también
método semi-microvolumeétrico.

» Requiere reactivos e instrumental muy sencillo.

» Permite valorar la base orgéanica libre o salificada, con solo disolverla en la
fase adecuada.

» El punto final es facil de detectar, incluso a veces ofrece una doble

indicacién, coloracién de una fase y decoloracion de la otra.

Reactivos empleados

» Solventes: agua, cloroformo o benceno.

» Colorantes: pueden ser acidos: azul de timol, azul de bromofenol, pdrpura
de bromocresol o béasicos: azul de metileno, amarillo de dimetilo.

» Agente tensioactivo: laurilsulfato de sodio, que es una mezcla de
alquilsulfatos de sodio constituida principalmente por dodecilsulfato de sodio.
La solucion de laurilsulfato de sodio se debe estandarizar con papaverina

como patrén primario.

Técnica
Disolver la muestra (se disolvera en una u otra fase segun esté libre o
salificada) en una mezcla de volumenes iguales de los solventes

seleccionados, (por ejemplo, 20:20 cloroformo:agua), se aflade 5 ml del
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colorante indicador y se titula con el agente tensioactivo, agitando
constantemente luego de cada agregado, hasta viraje del indicador.

Interferencias
Pueden llegar a interferir los acidos organicos y los fenoles pues suelen formar,
sobre todo con los colorantes basicos, una sal entre el anién y el catidn

colorante.

Muchas aminas y compuestos de amonio cuaternario forman pares iénicos con
colorantes &cidos, determinandose la concentracion de las mismas por

extraccidon con un solvente determinado y leyendo su absorbancia al visible.

2 Compuestos carbonilicos

Los aldehidos y cetonas tienen un grupo carbonilo, es decir un atomo de
carbono unido a un atomo de oxigeno por medio de un doble enlace, ese
enlace se encuentra altamente polarizado debido a la alta electronegatividad
del oxigeno, siendo éste nucleofilico, mientras que el carbono porta una carga

positiva parcial, siendo un sitio electrofilico y reacciona con los nucledfilos.

\?_l

| o
C=0

Las reacciones generales de los compuestos carbonilicos son:
» Adicion nucleofilica
» Sustitucion nucleofilica
» Condensacion del grupo carbonilo

> Sustitucion en a
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Métodos de Analisis de Aldehidos

1. Adicién de bisulfito

Fundamento
El bisulfito se adiciona al doble enlace carbonilico —C=0 por un ataque

nucleofilico sobre el carbono. Se forma un enlace C - S

o OH
I -
R-C-R + HSOg — R—Cl—R
SO

Técnica

En este método el bisulfito no se usa directamente como reactivo dada su
inestabilidad. Se trabaja con un exceso de sulfito de sodio al que se afade
antes de incorporar la muestra, un volumen conocido de acido sulfarico que
genera el bisulfito “in situ”, completada la reaccién de adicion se valora con

alcali, el exceso de bisulfito. Se debe hacer un ensayo en blanco.

Interferencias
» Las metilcetonas y las cetonas aliciclicas y las cetonas voluminosas que
adicionan bisulfito con bastante lentitud.

> Acidos o bases que impurifiquen la muestra.

2. Método de oxidacion

Fundamento
Se pueden oxidar los grupos aldehidos a los correspondientes acidos
carboxilicos con agentes oxidantes tales como 6xidos de plata (AgO,) Reactivo
de Tollens.

R-CHO + Ag;O — RCOOH + 2Ag
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Técnica

Se determina por adicion de un exceso de Reactivo de Tollens. Se produce la
aparicion de un espejo de plata o una turbidez. Completada la oxidacion, se
determina el exceso de plata por valoracion con ioduro de potasio.

También puede valorarse el &cido producido con alcali estandar.

Se debe hacer un ensayo en blanco.

3. Formacion de hidrazonas con dimetilhidracina

Fundamento
La formacion de hidrazona se lleva a cabo por condensacion entre el grupo
carbonilo y una hidracina.

@] N-NH-R

I Il
R-C-H + R - NH — NH, o R-C-H + H,0

Técnica

Se adiciona a la muestra un exceso de reactivo, culminada la reaccién el
exceso de dimetilhidracina se valora por retroceso con un acido estandarizado,
con deteccion potenciométrica del punto final. Se debe hacer un ensayo en

blanco.

Interferencias

» Los acidos fuertes.

» Las cetonas son bastante basicas y no podrian diferenciarse del exceso de

hidracina (basica) y no es posible distinguirlas potenciométricamente del

reactivo.

Métodos de Analisis de Aldehidos y Cetonas

1. Formacioén de hidrazona con 2,4-dinitrofenilhidracina
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Fundamento
La formacion de hidrazona se lleva a cabo por condensacién entre el grupo

carbonilo y una hidracina.

NH - NH,
H H NO
@] | | 2

NO
I AN 2 R/C%N/N\
R-C-H + | P - s + H0

NO,

NO,

Las 2,4-dinitrofenilhidrazonas son derivados insolubles, cristalinos vy
coloreados. Se aislan y pesan facilmente, y el alto peso molecular de la
hidrazona permite el andlisis de muestras relativamente pequefias por

gravimetria.

Técnica
Se adiciona el reactivo 2,4-dinitrofenilhidracina a la muestra a analizar disuelta
en una solucién acida. Transcurrida la condensacion se filtra el sélido obtenido

a través de un crisol tarado, que posteriormente se secay pesa.

Interferencia

Acetales y cetales ya que la reaccion se lleva a cabo en medio acido.

2. Método colorimétrico con 2,4-dinitrofenilhidracina

Fundamento

La formacion de hidrazona se lleva a cabo por condensacion entre el grupo
carbonilo y una hidracina (2,4-dinitrofenilhidracina).

Cuando se adiciona un alcali a la 2,4-dinitrofenilhidrazona, se produce un color
rojo vino, debido a la formacién de un compuesto quinoidal. Este color
proporciona un ensayo colorimétrico muy sensible leyéndose la absorbancia a
480 nm.
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3. Formacion de oximas con hidroxilamina

Fundamento
El producto de Condensacion de un aldehido o cetona con clorhidrato de

hidroxilamina NH>OH.HCI, se conoce con el nombre de oxima.

Técnica

Se aflade un exceso de clorhidrato de hidroxilamina a la muestra, culminada la
reaccion, se valora el &cido formado con un alcali estandarizado utilizando
deteccién potenciométrica del punto final (la detecciébn potenciométrica es
necesaria para diferenciar el consumo de &lcali debido al HCI formado del

consumo por parte del exceso de NH,OH.HCI)

Interferencias
Acetales, cetales y éteres vinilicos se hidrolizan facilmente ya que la reaccion

se lleva a cabo en medio acido.

2 Esteres

R

\5+ 8
c—Q;

085

*N
H

Los derivados de acidos carboxilicos pueden ser haluros de acido (RCOCI),
anhidridos de acido (RCOOCOR), ésteres (RCOOR’) y amidas (RCONH2).
Las reacciones de acidos carboxilicos y derivados tienen lugar mediante un

proceso de sustitucion por adicién-eliminacion.

O @)
0 Nu ~ X
I | I
R-C -X _— R-C -X —_— R-C -Nu
Reaccién de | Reaccion de
Adicion NU Eliminacion

221



El orden de reactividad de los derivados de &cido para los procesos de adicion

nucleofilica-eliminacién es:

i o 0 i 0 i
) [l >
C > C > C C > »
2N SN S Pt VAN SN
R cl R™ 0" g R" o R N, R 0
Cloruro de Acido Anhidrido Ester Amida Carhoxilato

Métodos de Andlisis

1. Saponificacion

Fundamento

Una base promueve la hidrdlisis de los ésteres porque proporciona el reactivo
fuertemente nucleofilico oxidrilo que ataca al atomo de carbono electrofilico y
desplaza al ion alcoxido. La velocidad de la reaccion esta controlada por los

dos primeros pasos.

0. ONa
IE |
R-C-0OR + Na OH —_— R-Cll-OR'
OH
O :Na O
| 3 I
R-C-OR’ —_— R-C-O Na* + R'OH
|
OH
Técnica

Se disuelve la muestra en el disolvente seleccionado (agua, alcohol). Se
adiciona un exceso conocido de alcali estandar, se calienta a reflujo.

Culminada la reaccion se deja enfriar la solucion, se agrega solucién indicadora

222



de fenolftaleina, y se valora el exceso de alcali con un acido estandar. Se debe

realizar un ensayo en blanco.

Interferencias

» Cetonas y aldehidos.
» Los ésteres vinilicos no pueden ser determinados debido a que éstos

consumen hidréxido.

2. Método colorimétrico con hidroxamato de hierro (lll)

Los ésteres (y otros derivados de acidos carboxilicos) reaccionan con
hidroxilamina en presencia de bases fuertes produciendo &cidos hidroxamicos,
los cuales forman complejos (1:1) de color purpura intenso con el ion férrico,

cuya absorbancia se lee en la regién del visible.

0 oUnooood O O
|0000000 I
OR - C -OR” 0+0 NH,OH —_— R - C -NHOHO+ OR” OH
RCONHOH + Fed* —_ R-C-NH[? +H*
||
Q 9
Fe
< Amidas

Las amidas se forman por reacciéon de acidos carboxilicos con amoniaco,
aminas primarias y secundarias. La reaccidn se realiza bajo calefaccion,

predominando en estas condiciones el ataque nucleofilico que formara la

amida.
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9] @)
I A |
CH3-C-OH + :NH3 e CH3‘C'NH2 + Hzo
A Calentamiento > 100°C

Como ejemplo podemos mencionar las siguientes estructuras:

o
OH “ N
o _:/ ~¢ = ‘
cl H HoN X
N N
H
cl OH o]

Las lactamas son amidas ciclicas obtenidas por condensacién, con pérdida de

Cloranfenicol Pirazinamida

agua, de una molécula que contiene grupos acido y amino.
La Penicilina V es un agente antibiotico que contiene un anillo S-lactamico en

su estructura molecular:

Métodos de Analisis

1. Valoracioén acido base

Técnica

Las amidas son bases muy débiles. Para valorarlas se usa como medio
anhidrido acético, como titulante solucion estandar de acido perclorico en acido
acético glacial o dioxano. El punto final se debe determinar por potenciometria
usando un electrodo de vidrio modificado. Se recomienda determinar el punto
final usando el método de la derivada primera o segunda

(En el electrodo de vidrio modificado, se ha reemplazado la solucién acuosa
saturada de CIK por una solucion de ClO4Li 0.1M preparada en anhidrido
acético. El electrodo se estabiliza dejandolo sumergido 12 hs. en anhidrido

aceético antes de usarlo).
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2. Saponificacion

Las amidas son mas dificiles de saponificar que otros derivados de acidos, las
condiciones deben ser mas drasticas. Se debe usar elevada temperatura y

calentamiento a reflujo en presencia de un exceso de alcali (ver Esteres).

< Alguenos

Se considerara a los compuestos que contienen el doble enlace carbono-
carbono. El tipo y grado de reactividad quimica conferido a una molécula por
una insaturacioén carbono-carbono depende de la estructura molecular local.

Un dieno es un compuesto organico que tiene dos enlaces dobles.

Un polieno tiene més de dos.

Dependiendo de su posicion relativa se distinguen tres tipos de compuestos:

Doble enlace aislado CH,=CHCH,CH=CH,
Dieno conjugado CH,=CHCH=CH
Acumulados CH,=C=CH,
Insaturaciones vinilicas R-CH=CH2

a,B Insaturados R-CH=CH-X

(X es un grupo sustractor de electrones)

El doble enlace C=C tiene una nube electronica p desde la que se pueden
ceder electrones a un atacante electréfilo. Por tanto, la reaccibn mas
importante de los alquenos es la adicion electrofila.

Los dienos aislados no tienen propiedades especiales y se comportan como
alquenos normales. Los acumulados o alenos tienen propiedades estructurales
especiales. Pero los mas interesantes son los conjugados, que tienen una

reactividad muy caracteristica, como por ejemplo los B-Carotenos
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B-Carotenos

Métodos de Analisis

1. Método del acetato de mercurio (II)

Fundamento
Se adiciona acetato de mercurio (II) en medio de metanol a los alqguenos con
dobles enlaces aislados y vinilicos, produciendo un compuesto de adicion y

acido acético.

I—||gOAc
R-CH=CH; + Hg(OAc), + CH;OH ——> R-C|:H-CH2 + AcOH
OCHgs;

Técnica

Este método se puede resolver de dos formas distintas:

» Titulando el AcOH formando con HOK/CH3OH vy fenolftaleina. Se debe hacer
un blanco y determinar previamente tiempo y temperatura de reaccion
(generalmente se trabaja a bajas temperaturas o a temperatura ambiente).

» Agregando un exceso conocido de Ac,Hg vy valorando el exceso con
solucion de HCI estandar y azul de timol como indicador. Tanto el exceso de
Ac,Hg como el producto de adicion formado consumen &cido, pero en
distintas proporciones:

Hg (OAc), + 2HCI — ClbHg + 2AcOH
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RO RO

| |
H-C-C -H + HCI — H-C-C -H+ AcOH

| |
Hg OAc Hg Cl

Es decir que el exceso de Ac;Hg consume 2 moles de HCI por mol vy el
compuesto formado consume 1 mol de HCI. Se hace un blanco y luego la
diferencia entre los equivalentes de HCI consumidos por este blanco y la

muestra nos daré el nimero de equivalentes del alqueno en la muestra.

Interferencias
Los dienos conjugados y los a,3 insaturados reaccionan pero no

cuantitativamente.
2. Método de adicion de halégenos

Fundamento

Se produce la adicion del reactivo electrofilico al doble enlace C=C presente
en alquenos, se pueden valorar compuestos insaturados aislados, conjugados
y vinilicos. No todos los dobles enlaces reaccionan de la misma forma, por
ejemplo en los compuestos aromaticos los enlaces participan de un sistema

conjugado siendo entonces su reactividad menor que la de un sistema aislado.

Br

H,C=CH, 4 Br—Br —_— \_\

Br

Técnica

Se afiade un exceso de bromo a la muestra, culminada la reaccion se adiciona
ioduro de potasio inmediatamente se titula con tiosulfato de sodio
estandarizado hasta desaparicion de color amarillento en el punto final.

Se debe hacer un ensayo en blanco
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3. Método de la morfolina para a, B insaturados

Fundamento

Cuando el doble enlace esta situado en a, respecto a un grupo aceptor de
electrones (X) la fuerte atraccion de electrones de este grupo induce una
densidad positiva en el CB que es susceptible de ser atacado por reactivos
nucleofilicos, como la morfolina, una amina secundaria ciclica, produciéndose

la adicion al doble enlace de la misma y obteniéndose una amina terciaria.

H

H N

| /\

RC|:=C-X + - -~ 0 N -C RH - CH, - X
H o) —

Técnica

Se afiade un exceso de morfolina a la muestra, culminada la reaccién, que se
debe realizar a temperatura ambiente y a un tiempo entre 5-60 minutos, se
acila el exceso de morfolina con anhidrido acético en medio de acetonitrilo e
inmediatamente se titula con acido clorhidrico estandarizado la amina terciaria

formada. Se debe realizar un ensayo en blanco.

Interferencias

> Acidos y bases presentes en la muestra.
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Relativamente

Relativamente

) De caracter acido De carécter bésico neutro
Tipo de ) » neutro ) » ) »
para titulacion de ) » para titulacion de para titulacion
solvente para titulacion o ) )
bases y sus sales i ) acidos diferencial de
diferencial de bases o
acidos
o o Acetonitrilo
Acido acético
) Alcoholes ) ) ) Acetona
glacial Dimetilformamida o
o - Cloroformo ) ) Acetonitrilo
Anhidrido acético n-butilamina o
o . Benceno o Metil etil cetona
Solvente Acido formica piridina ) )
o o Tolueno ) o Metil isobutyl
Acido propiénico etilendiamina
Clorobenceno . cetona
Cloruro de . morfolina .
. Acetato de etilo Alcohol ter-butilico
sulfurilo _
Dioxano
) _ Azul de timol Azo violeta
Cristal violeta ) )
_ ) ) ) ) Timolftaleina Azul de
Rojo de quinaldina | Rojo de metilo ) )
) ) ) ) Azo violeta bromotimol
Indicador p-naftolbenceina Naranja de metilo ) o
) ) o-nitroanilina p-
alfazurina 2-G p-naftolbenceina ) .
. p- hidroxiazobenceno
verde de malaquita ] ) )
hidroxiazobenceno azul de timol
Vidrio/calomel ) )
o o Antimonio/calomel _ )
Vidrio/plata/cloruro | Vidrio/calomel ) S Antimonio/calomel
Antimonio/vidrio o
Electrodos | de plata Calomel/plata/cloruro Vidrio/calomel

Mercurio/acetato

de mercurio

de plata

Antimonio/antimonio
Platino/calomel

Vidrio/calomel

Vidrio/platino

Tabla 1. Sistemas para titulaciones en medio no acuoso
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Preguntas Orientadoras

1. Cual es el fundamento de la reaccidon de acilacion para valorar un
compuesto con una funcion alcohdlica primaria.

Qué métodos colorimétricos conoce para valorar fenoles.

3. Para qué tipo de aminas es aplicable el método de formacion de
iminas.
4. En qué consiste la volumetria en fase heterogénea.

Coémo valoraria una muestra de acido acetilsalicilico?

Test de Autoevaluacion

Las opciones son Verdadero (V) o Falso (F)

1. En la acilacién de una muestra, que contiene un grupo hidroxilo, con
anhidrido acético el volumen consumido por la muestra es igual a
Vg/2.

VIF
2. La siguiente reaccion describe la formacion de imina:
RNH; + R'CHO <~ R'CH=NR + H)O
VIF
3. Las cetonas reaccionan con Ag0.
VIF

4. Derivados de acidos carboxilicos y su orden de reactividad en una
reaccion de adicion.

Ester > Amida > Carboxilato
VI/IF

5. Para valorar una amina aromatica primaria presente en una materia

prima se utiliza la volumetria en fase heterogénea
VIF

6. Para valorar la funcibn amida presente en un principio activo se

utiliza una volumetria acido base en medio acuoso.
VIF
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7. Muchos principios activos de uso farmacéutico son acidos o bases
débiles y pueden ser valorados utilizando medios no acuosos
VIF
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CAPITULO 10

LA PRUEBA DE DISOLUCION

Maria Esperanza Ruiz

Introduccion

La evaluacion de la disolucién tiene aproximadamente un siglo de desarrollo.
Sin embargo, en las Ultimas décadas ha suscitado mayor interés,
especialmente por su aplicacién al estudio de productos medicamentosos
sélidos, en los que el proceso de disolucion se encuentra relacionado con la
biodisponibilidad del farmaco en el organismo.

Para que una molécula con determinada actividad intrinseca pueda convertirse
en un farmaco, debe ser capaz de alcanzar su lugar de accion en el organismo.
En el caso de farmacos formulados para su administracién oral, el proceso de
absorcion dependerd de su disolucidbn o solubilizaciébn bajo condiciones
fisiolégicas y de su permeabilidad a través de la membrana de las células del
tracto digestivo. Por otro lado, si ademas se trata de una forma farmacéutica
solida, deberé ser liberado de ella antes de disolverse.

En consecuencia, la velocidad a la que aquellos principios activos poco
solubles en agua se disuelven en el tracto gastrointestinal a partir de la forma
farmacéutica se correlaciona con su velocidad de absorcion sistémica. Es por
ello que el ensayo de disolucion es la prueba in vitro de eleccion para estudiar
el comportamiento que tendran los medicamentos in vivo, y se ha convertido en
un requisito farmacopeico y regulatorio para la evaluacion de formas
farmacéuticas. Si bien inicialmente se aplicaba exclusivamente a formulaciones
sélidas, con el tiempo se ha expandido méas alld de los comprimidos y las
capsulas, para abarcar también a los productos de liberacibn modificada,

productos transdérmicos, suspensiones orales, etcétera.
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Por lo tanto, es la relacion existente entre la disolucidon de un medicamento y su
posterior desempefio in vivo el motivo de la relevancia de la prueba de
disolucién, ya que, con ciertas limitaciones, la misma puede emplearse como
elemento predictivo de la biodisponibilidad in vivo del farmaco. La FDA define la
biodisponibilidad (BD) como la "cantidad y velocidad a la cual el principio activo
es absorbido desde un producto farmacéutico y queda disponible en el sitio de
accion”. Sin embargo, debido a que para la mayoria de los principios activos no
es posible conocer nunca su concentracion en el sitio de accién, se ha
propuesto otra definicibn segun la cual la BD es la "cantidad relativa del
medicamento que ha accedido a la circulacibn general después de su
administracion, y velocidad a la cual se ha producido dicho acceso". Esta ultima
definicion ha sido adoptada por la autoridad sanitaria de nuestro pais entre
otras, y constituye tanto el fundamento de la determinacion préactica de la BD
como de su estrecha relacion con el ensayo de disolucion in vitro.

Asimismo, el ensayo de disolucion posee otras y muy variadas aplicaciones, las
que seran tratadas al final de este capitulo. Entre las principales podemos
mencionar su empleo en el control de calidad de medicamentos, para la
evaluacion de la uniformidad entre lotes, en la etapa de pre-formulacion, en
estudios de estabilidad y de equivalencia farmacéutica, entre otros.

Por ultimo, para que los resultados de disolucion sean comparables y
reproducibles, el ensayo debe realizarse segun las recomendaciones dadas en
la Farmacopea Argentina (FA) y asegurando que el equipo cumple las medidas
indicadas en el Capitulo General sobre Ensayo de Disolucion (320) de la FA.
Se trata de un ensayo complejo donde entran en juego muchas variables, las

gue deben enmarcarse en los principios de las GLP.

Leyes que rigen la disolucién de un sélido

La disolucion se define como la transferencia de masa desde un soélido al
medio de disolucién o solvente que lo rodea. Es una propiedad dindmica que

se modifica en el tiempo y que explica el proceso por medio del cual se puede
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obtener una mezcla homogénea de un sélido o un liquido en un solvente.
Fisicoquimicamente, puede representarse como el proceso inverso a la
cristalizacion, lo que macroscopicamente corresponde a la desintegracion de la
estructura cristalina bajo la accion del disolvente que la rodea.

En 1897 Noyes y Whitney publicaron el articulo “Rate of dissolution of solid
substances in their own solution”, el que se convirti6 en una de las primeras
referencias a la evaluacion de la disolucion. En dicho articulo, los autores
sugieren que la velocidad de disolucion (dC/dt) es limitada por una capa
estanca de solucion saturada que se forma instantdneamente alrededor de las
particulas del solido y a partir de la cual las moléculas difunden al seno de la
solucion (ecuacion 1). Luego, en 1904 Nernst y Brunner establecieron la
relacion entre la velocidad de disolucion y el coeficiente de difusion (D),
mediante una ecuacion derivada de la de Noyes-Whitney por la aplicacion de la
ley de difusion de Fick (ecuacién 2). Las ecuaciones correspondientes son las

siguientes:

dc

— =k (-0 M
dac Ds

@ v =0 @)

En las ecuaciones anteriores, dC/dt representa la velocidad de disolucion de la
droga; k es una constante; Cs es la concentracion de la droga en la capa
estanca (concentracion de saturacion); C es la concentracion en el seno de la
solucion; S es el area superficial del sélido; D es el coeficiente de difusion, V es
el volumen de solucion y h es el espesor de la capa estanca.

En 1931 Hixson y Crowell expresaron el area superficial (S, ecuacion 2) en
funcién de la masa m. Considerando particulas esféricas, se tiene que S es
proporcional a m?®y eso permite la aplicacién de los célculos a la disolucién de
particulas compactas. Haciendo los calculos correspondientes e integrando
luego, se obtiene una ecuacion que relaciona al tiempo con la raiz cubica de la

masa (ecuacion 3). Cuando las concentraciones disueltas son pequefias y por
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lo tanto la diferencia (Cs — C) puede aproximarse constante, esta ecuacion se

puede expresar como:
Wulfg—wlf3=k2't {3}

Las tres ecuaciones anteriores pueden ser consideradas como diferentes
expresiones del “modelo de la capa de difusién”. Es decir, este modelo seria la
herramienta empleada para explicar fisicamente el proceso de disolucion, de la
que luego se derivan las diferentes ecuaciones. En todos los casos, la etapa
limitante es la difusién de las moléculas a través de la capa estanca de liquido

(de espesor h) alrededor de la superficie sélida.

e

sO

(@ B w i w

A\

C

Figura 1. Esquema de la disolucion de una particula esférica en un flujo laminar que permita
suponer la existencia de una capa de liquido estanca de espesor uniforme h adsorbida
alrededor de cada particula. Cs es la concentracion de la droga en la capa estanca
(concentracién de saturacién) y C es la concentracién en el seno de la solucién

El modelo anterior, si bien fue uno de los mas aplicados y desarrollados, no fue
el unico propuesto. El modelo de la barrera interfacial, propuesto inicialmente
por Wilderman en 1909, postulaba que la etapa limitante del proceso de
disolucion era el transporte a través de la interfaz (en lugar de la difusion a
través de la capa estanca) debido al elevado valor de energia de activacion

para el mismo. En 1951 Danckwerts propone otra teoria llamada de
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“renovacion de superficie”, que suponia la existencia de conjuntos o “paquetes”
macroscopicos de disolvente que se desplazan hacia el solido, y
seguidamente, por un simple proceso de difusién, cada “paquete” absorbe
soluto y luego es reemplazado inmediatamente por otro fresco, generandose
asi un ciclo de disolucion continuo.

A pesar de lo discutido hasta aqui, no existe actualmente una Unica teoria que
logre explicar satisfactoriamente el comportamiento de disolucion de los
sélidos. Y si tenemos en cuenta que en el caso de productos farmacéuticos la
situacién es mas compleja ya que no suelen tratarse de sélidos puros sino de
mezclas de componentes (activo + excipientes), la situacion es adn mas
desfavorable. Sin embargo, las teorias expuestas resultan Utiles para analizar,
por ejemplo, la influencia que tendran distintos factores experimentales sobre la

velocidad de disolucion (agitacion, area superficial).

De Noyes-Whitney a la actualidad

A pesar de los avances en el estudio de la disolucion in vitro hasta aqui
descriptos, los mismos pertenecian al campo de la ingenieria quimica, mientras
gue para las ciencias farmacéuticas la importancia de este fendbmeno no fue
reconocida de manera generalizada hasta el comienzo de los afios 50. En 1930
comenzaron a aparecer experimentos de disolucion bajo la forma de
correlaciones in vitro-in vivo, y en 1934 fue la primera vez que un libro oficial, la
farmacopea Helvética de Suiza, incluyé el test de desintegracién para
comprimidos, que se realizaba en agua a 37 °C con agitacién constante. Sin
embargo, recién en 1950 dicho test se convirtio en oficial para la Farmacopea
de los Estados Unidos (USP 14).

El primer test oficial de disolucion para formas soélidas de dosificacién fue
incorporado en la USP 18 (1970). Luego, debido al creciente interés en los
topicos de disolucion y absorcion gastrointestinal, se produjo una explosion en
el numero de monografias con requerimientos de disolucion en las siguientes

ediciones de la USP/NF, y a partir de alli también comenzaron a aparecer los
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primero equipos de disoluciéon o “disolutores”, los que hasta el dia de hoy
consisten en un bafio de agua con control de temperatura donde se sumergen
seis vasos que contienen el medio de disolucion y el producto a ensayar,
agitados a velocidad variable (Figura 2). Recién en 1985 se publicé un capitulo
general llamado “Drug Release” en la USP 21. Para el afio 1990, habia 23
monografias para formas farmacéuticas de liberacion modificada en USP 22-
NF 18, y en 1997 aparecen las guias de la FDA para disolucion de formas
sélidas orales (de liberacion inmediata, modificada y prolongada) que aun

permanecen vigentes.

ON 0| @ .
o 50.0rpm ® 37.0eC
- - —/
= = =

Figura 2. Esquema de un equipo de disolucion. Los vasos que contienen el medio donde se va
a disolver el principio activo (al menos seis) se sumergen en un bafio de agua con control de
temperaturay se agitan a la velocidad deseada (50 rpm, por ejemplo) mediante un vastago

central (en el esquema, con forma de paleta).

Factores que influyen en la velocidad de disolucion

Dada la complejidad del proceso de disolucion, son numerosos los factores que
pueden modificar la velocidad a la que se produce. Estos factores pueden

clasificarse en:
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A) Factores que dependen del medio de disolucién

Son factores experimentales, variables criticas a definir durante los ensayos.

Agitacion

De acuerdo con la teoria de Nernst y Briinner, el espesor de la capa liquida que
rodea a las particulas es inversamente proporcional a la velocidad de agitacion.
Por lo tanto, si aumenta la intensidad de la agitacion, disminuye el espesor del
film, favoreciendo la difusion de las moléculas al seno de la solucion.

Se han desarrollado otros modelos mas complejos para explicar la relacion
entre la velocidad de la disolucion y la intensidad de la agitacion, sobre todo en
los casos donde no se puede suponer flujo laminar. Pero en todos los casos, la

relacion entre estas variables es directa: mayor disolucién a mayor agitacion.

Temperatura

Segun la ley de Le Chatellier, un proceso endotérmico es favorecido por el
aumento de temperatura: como la mayoria de los sélidos presentan calores de
disolucién positivos, el aumento de temperatura favorece su solubilidad y
velocidad de disolucion.

Por otro lado, la ecuacion de Nernst-Brunner (ecuacion 2) muestra la relacion
directamente proporcional entre velocidad de disolucién y coeficiente de
difusiébn de una molécula que, acorde a la ecuacién de de Stokes-Einstein,

aumenta con la temperatura (ecuacion 4):

RT

ﬂ_

= 4

emnrN { }
En la ecuacion anterior, D: coeficiente de difusion; R: constante de los gases,
T. temperatura (°K); #n: viscosidad; r: radio de la particula y N: namero de

Avogadro.
Composicion del medio de disolucion
El pH es importante en todos los productos de caracter idnico, ya que la

solubilidad de un electrolito varia en funcion del pH. Para un acido débil:

238



(=G +[A7] (9)

Donde Cy es la solubilidad intrinseca del 4cido no disociado y Cs la solubilidad

total. Por lo tanto la velocidad de disolucion seria:

= - T dm _ . Ky
Para un acido débil: = - K- G (1 + [H+]) (6)
T dm __ "]
Para una base debil: - - K- CD(l + < ) (7)

A partir de las expresiones anteriores puede verse que la velocidad de
disolucién de un &cido aumenta si se incrementa el pH, mientras que para las
bases débiles sucede lo contrario.

Por otro lado, la ecuacion 4 muestra también que el coeficiente de difusién de
una molécula es inversamente proporcional a la viscosidad del medio, por lo
tanto a mayor viscosidad del medio, menor velocidad de disolucion.

En cuanto a las sales presentes en el medio de disolucién, éstas pueden
actuar por dos mecanismos, “salting in” (aumentan la solubilidad, por ejemplo la
urea) o “salting out” (disminuyen la solubilidad al hidratarse a expensas del
agua libre, ejemplo NaCl).

Otro factor que puede influir es la tension superficial. Los agentes
tensioactivos provocan una disminucion de la tension superficial y contribuyen
asi a aumentar la velocidad de disolucion de un solido mediante tres
mecanismos principales:

)] Pueden mejorar la humectacién de las particulas, es decir, favorecer el
contacto entre éstas y el disolvente y asi aumentar la superficie libre para el
ataque por el liquido disolvente.

1)) Pueden aumentar la solubilidad a través de un mecanismo de falsas
emulsiones o soluciones. A partir de una cierta concentracion, cuando el
tensioactivo ya no se encuentra en solucién verdadera sino que se encuentra

en forma micelar, el poder solvente frente a las sustancias hidréfobas aumenta.
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i) Los agentes tensioactivos también pueden influir sobre los fendmenos

de difusién asociados a los procesos de disolucion.

B) Factores que dependen del sélido a disolver
Son factores no modificables durante los ensayos.

Solubilidad

Es un parametro termodinamico que representa la concentracion de la solucion
de un farmaco en equilibrio con el soluto. Segun la ecuacién de Noyes-Whitney
(ecuacion 1) la solubilidad (Cs) es el factor mas importante en la velocidad de
disolucién. Varios factores pueden modificar la solubilidad de una sustancia
solida:

La solubilidad depende principalmente de la naturaleza quimica del sdélido.
Los electrolitos se disuelven facilmente en agua, mientras que en el caso de
sustancias que contienen a la vez grupos polares y no polares, su solubilidad
en agua depende de la relacion entre esos grupos. Por otro lado, en el caso de
sustancias acidas o basicas, también se puede modificar la solubilidad segun
se utilice la forma libre (genéricamente denominada “forma base”) o una sal.

El polimorfismo, es decir la capacidad de una sustancia de cristalizar en mas
de un sistema, también incluye en la solubilidad, ya que cada polimorfo posee
propiedades fisicas diferentes, entre ellas el punto de fusién, la solubilidad y la
velocidad de disolucion.

En algunos casos, la presencia de impurezas o trazas de impurezas, no
detectables por los métodos quimicos que suelen ser aceptados por las

farmacopeas, pueden inhibir la disolucion.

Area superficial
Depende principalmente del tamafio de las particulas, aunque también de su
porosidad y forma geométrica. Al disminuir el tamafio de las particulas aumenta

su area superficial S, y con ella la velocidad de disolucion (ver ecuacion 2).
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C) Factores tecnoldgicos y de formulacion:

Al igual que los anteriores, estos factores no pueden modificarse durante el
ensayo, sino solamente en la etapa de preformulacion. Tanto los
procedimientos de fabricacidbn (mezcla, granulacion, fuerza de compresion)
como los excipientes que acompafian a los principios activos en la formulacion

pueden influir de alguna manera en el proceso de disolucion.

Excipientes

Los diluyentes, que se emplean para dar volumen a un comprimido (ej:
sacarosa, lactosa), pueden generar comprimidos demasiado consistentes, con
menores velocidades de disolucion. También se han indicado efectos de
adsorcién y complejacion de algunos farmacos con diluyentes.

Por el contrario, los desintegrantes contribuyen a la disgregacion rapida en el
fluido gastrointestinal (ej. almidones), y por lo tanto suelen aumentar la cantidad
de desintegrante aumenta la velocidad de disolucién.

Los excipientes que se utilizan para dar resistencia mecanica a los
comprimidos (también llamados aglutinantes) en general producen un
aumento en el tiempo de desintegracion y, por lo tanto, la disminucion de la
velocidad de disolucion. Los lubricantes, por su parte, también disminuyen la
velocidad de disolucion. Dichos excipientes, que se incluyen en la mezcla para
evitar la adherencia y mejorar la fluidez de los polvos, en porcentaje elevado
impiden la humectacion de las particulas, disminuyendo asi su disolucion (ej:

estearato de magnesio)

Método de granulacién
De acuerdo con el método empleado pueden obtenerse comprimidos de
diversa resistencia mecdnica, la cual influye en la velocidad de disolucién del

principio activo.
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Fuerza de compresion

Durante la compresion es dificil mantener las caracteristicas granulométricas
de los principios activos. La velocidad de disolucién, segun algunos autores,
aumenta con el aumento de la fuerza de compresion, llega a un maximo y
luego decrece hasta un nivel constante. Otros autores consideran que cuando
se aplica una fuerza débil, las particulas se aglomeran, y disminuyen la
velocidad de disolucion, pero si aumenta la fuerza llega un punto en que las
particulas se rompen, y la velocidad de disolucién aumenta hasta un maximo

para luego disminuir.

Envejecimiento

La velocidad de disolucién de comprimidos envejecidos puede ser menor que
la de los recién elaborados. Este efecto se puede deber a diferentes causas,
como la presencia de ciertos excipientes que aumentan la dureza de los

comprimidos en el tiempo, o al efecto del agua residual del granulado.

Objetivos y aplicaciones del ensayo de disolucion

Las pruebas de disolucién como hoy las conocemos son métodos de control in
vitro que permiten evaluar las caracteristicas de liberaciéon de un farmaco
desde su forma farmacéutica a un medio de disolucion apropiado, en
condiciones experimentales cuidadosamente estandarizadas. La evaluacion de
la disolucién es un ensayo con numerosos objetivos y aplicaciones. Dentro de
las aplicaciones rutinarias del ensayo de disolucion podemos citar:

- Evaluar materias primas. Si se emplea una materia prima con pobres
caracteristicas de disoluciébn, muy posiblemente se verd afectado el
comportamiento de disolucion del producto terminado. Para realizar este
ensayo se coloca la droga pura en una capsula de gelatina.

- Servir como guia para el desarrollo de formas farmacéuticas orales durante

la etapa de preformulacion.
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- Monitorear la calidad, consistencia y estabilidad de formulaciones en el
tiempo, ya que debe asegurarse que los parametros iniciales de disolucion
se mantengan durante toda la vida util del producto. En este sentido, la
prueba de disolucién se convierte en un indicador de del proceso de
biocaducidad.

- Determinar la uniformidad entre diferentes lotes producidos de un mismo

medicamento.

Las anteriores, sin embargo, no son las Unicas aplicaciones de este ensayo. La
valiosa informacion que se obtiene al evaluar el desempefio de disolucion de
los productos farmacéuticos, como asi también la estrecha relacion entre dicha
informacion y el posterior desempefio in vivo del producto, dan lugar a otra
serie de aplicaciones biofarmacéuticas de estos ensayos, las cuales seran
brevemente discutidas al final de este capitulo.

Equipos de disolucion

La USP codifica siete aparatos de disolucion:

1) Canastillo

2) Paleta rotatoria

3) Cilindro reciprocante

4) Celda de flujo

5) Paleta sobre disco

6) Cilindro rotatorio

7) Disco reciprocante

Los mas usados son los equipos 1y 2, y son los Unicos incluidos en la FA VI
Ed. Ambos equipos constan de un bafio de agua en el que se sumergen al
menos seis vasos de 1 litro de capacidad, los que contienen el medio de
disolucion. Durante el ensayo, la temperatura de dicho bafio se fija en 37 + 0,5
°C (productos de administracion oral). Por otro lado, los equipos poseen un
motor giratorio (velocidad variable entre 25 a 200 rpm, aproximadamente) que
acciona elementos de agitacion o vastagos sumergidos en el centro de cada
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vaso. Los aparatos 1 y 2 se diferencian entre si por el método de agitacion del
medio de disolucion contenido en los vasos:

Aparato 1: en el extremo inferior del vastago se coloca un canastillo de acero
inoxidable con malla de 0,12 mm de abertura, en el que se coloca la muestra a
analizar y se sumerge en el medio de disolucion hasta 2,5 cm del fondo (Figura
3A).

Aparato 2: utiliza vastagos cuyo extremo inferior tiene forma de paleta (de
acero inoxidable o recubierta de un polimero adecuado, Figura 3B). La muestra

se introduce directamente en los vasos y por gravedad se deposita en el fondo.
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Figura 3. Esquemas de los equipos (las medidas son en mm). A: vastago correspondiente al
aparto 1 o canastillo, B: aparato 2 o paleta.

Control del equipo — Calibracién

- Comprobar la rectitud del eje, visualmente y/o con una regla.
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- Examinar el revestimiento de la paleta o del canastillo para detectar
posibles grietas en el mismo.

- Comprobar que la paleta o el canastillo posean las dimensiones y distancias
al eje especificadas.

- Montar la paleta o el canastillo en el equipo y comprobar tanto que su
posicion sea centrada como que la distancia al fondo del recipiente sea la
adecuada (25 + 2 mm).

- Controlar el aparato para garantizar la velocidad de rotacion, la que debe
mantenerse dentro de + 4% del valor especificado durante todo el ensayo.

- Controlar el nivel de vibracion de todo el aparato (con un medidor de
vibraciones), y eliminar cualquier fuente de vibracién posible.

- Inspeccionar el estado de limpieza (como asi también la presencia de
grietas o rayas) de la paleta o el canastillo, y de todas las partes del equipo
que vayan a estar en contacto con el medio de disolucion.

- Calibrar peridodicamente el sistema con calibradores adecuados, lo que

también se denomina calibracién quimica.

Respecto a este Ultimo punto, la USP ofrece dos tipos de calibradores: tabletas
o comprimidos desintegrables (Prednisona 50 mg) y no desintegrables (Acido
Salicilico 300 mg), los cuales poseen tiempos fijos de disolucion bajo

determinadas condiciones experimentales.

Test de disolucion

Para el control de calidad de productos orales de liberacion inmediata las
farmacopeas indican, en las monografias correspondientes, las condiciones en
las que se debe realizar el test de disolucion. Bajo dichas condiciones
experimentales, se ensayan seis unidades del producto en cuestion y, a un
tiempo que también se encuentra especificado en dicha monografia, se toma
una muestra de cada vaso y se cuantifica el principio activo disuelto, el cual

debe haber superado cierto porcentaje de disolucion para cumplir con dicho
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test. Por lo tanto, se trata de un ensayo a un unico tiempo, que sélo permite
determinar si el producto evaluado cumple con los requisitos de disolucion
establecidos en la monografia correspondiente.

Las condiciones que se encuentran en el apartado correspondiente al test de
disolucion en la monografia individual de un producto son las siguientes:
Equipo: tipicamente, aparatos 1 o 2.

Temperatura: para productos de administracion oral, siempre es 37 £ 0,5 °C
Medio de disolucion: se indica qué medio utilizar y qué volumen del mismo. Si
el medio es una solucién buffer, se debe ajustar el pH hasta + 0,05 unidades
del valor establecido.

Agitacion: expresada en rpm

Especificacion o tolerancia: se expresa como dos datos. Un valor Q, que es un
%Disuelto (sobre valor declarado —SVD-) a un tiempo dato t (tiempo al que se
debe alcanzar dicho %D.

Tipo de muestreo: en la mayoria de los casos el muestreo es individual, es
decir se toma una muestra de cada vaso y se analizan por separado,
obteniéndose seis valores de %Disuelto (%D). Pero en algunos casos las
farmacopeas pueden requerir muestreo unificado, segun el cual las seis
muestras obtenidas se juntan para formar una Unica muestra que se analiza.
Método analitico: empleado para la determinacion del %D en las alicuotas

extraidas del equipo de disolucion.

Por lo tanto, la realizacion experimental de un test de disolucion consiste en los

siguientes pasos:

* Preparacion del equipo: se coloca el volumen correspondiente de medio de
disolucion, previamente desgasificado, en los vasos del equipo, se inicia la
agitacion a la velocidad estipulada en la monografia correspondiente y se
espera a que el sistema alcance la temperatura del ensayo, 37+ 0,5 °C.

* Se pesan los comprimidos o unidades de dosificacion a ensayar

* Una vez alcanzada la temperatura, se coloca cada comprimido en un vaso,

a la vez que se comienza a cronometrar el tiempo. Generalmente se deja
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una diferencia de algunos segundos entre vaso y vaso, de manera de tener
tiempo de muestrear posteriormente.

Al cumplirse el tiempo establecido en la monografia, se extrae una muestra
de cada vaso (con la diferencia de tiempo con que se colocaron los

comprimidos) de aproximadamente 5 o 10 ml (exactamente medidos).

Las muestras se deben tomar a una altura equivalente a la mitad de

distancia entre la superficie del medio de disolucidon y el borde superior

de la paleta o canastilla, y a no menos de 10 mm de la pared del vaso.

* Se deben separar todas las particulas sélidas que pudieran estar presentes

en las muestras, por lo que las mismas deben ser filtradas o centrifugadas.
En el caso de filtracidn, se debe verificar previamente (durante la validacion)
gue el sistema de filtracion no adsorba al principio activo ni libere sustancia
al filtrado.

Se analizan las muestras asi tratadas por un método adecuado (UV, HPLC).
Pueden analizarse directamente o previa dilucion de las mismas en el
medio de disolucién

Se calcula el porcentaje disuelto en cada una de ellas por comparacién de
los resultados obtenidos respecto a una solucién de referencia preparada el
mismo dia de trabajo.

Lo anterior es valido para la mayoria de los productos orales de liberacion

inmediata (LI). Sin embargo, existe otro tipo de productos que requieren

condiciones de disolucion especiales:

Productos de liberacion prolongada (LP): sus monografias poseen la misma
informacion que en el caso de LI, excepto que se debe muestreara 3,405
tiempos, y para cada uno se especifica un valor de Q o rango de Q.

Productos de liberacion retardada con cubierta entérica (LR): las
farmacopeas codifican dos ensayos posibles (Ensayos A o B), ambos con

una etapa acida inicial (2 hs en HCI) y etapa buffer de 45 min. La diferencia
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entre ambos ensayos consiste en la forma en que se produce el cambio de

un medio al otro.

Criterios de Aceptacion

En el caso de productos LI, y a menos que se especifique de otro modo en la

monografia correspondiente, los requisitos se cumplen si la cantidad de

principio activo disuelto al tiempo especificado cumple el criterio de aceptacion

(Tabla 1). En caso que los resultados no se ajusten al limite especificado en

E1l, continuar el ensayo con E2 y si no cumple con la exigencia de E2,

proseguir hasta E3. El valor de Q que se encuentra en la tabla es el

especificado en la monografia correspondiente al producto en cuestién. Los

valores de 5, 15 y 25% en la Tabla 1 corresponden a porcentajes SVD, de

modo que estos valores y Q estan en los mismos términos.

Unidades N .
Etapa Criterios de aceptacion
ensayadas
E1l 6 Cada unidad no debe ser menor de Q + 5%
E2 6 El promedio de 12 unid.(E1 + E2) debe ser igual o mayor de Q y
ninguna unidad menor de Q-15%
El promedio de 24 unid.(E1 + E2+ E3) debe ser igual o mayor de Q,
E3 12 no mas de 2 unidades menores de Q-15% y ninguna unidad menor
de Q-25%
Tabla 1. Aceptacion para muestreo individual de productos LI
Unidades o .
Etapa Criterios de aceptacion
ensayadas
El 6 El promedio disuelto debe ser igual o mayor de Q+10
E2 6 El promedio de 12 unid.(E1 + E2) debe ser igual o mayor de Q+5%
E3 12 El promedio de 24 unid.(E1 + E2+ E3) debe ser igual o mayor de Q

Tabla 2. Aceptacion para muestreo unificado de productos LI
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En el caso de productos LP, la monografia correspondiente especificaba 3, 4 o
5 tiempos de muestreo, con sus respectivos valores de Q o rangos de Q
(generalmente, se especifican rangos para los tiempos iniciales e intermedios,
y un valor unico de Q para el tiempo final). Los requisitos se cumplen si la
cantidad de principio activo disuelto a cada tiempo especificado cumple el
criterio de aceptacion (Tabla 2). Al igual que para productos LI, si los resultados
no se ajusten al limite especificado en E1, se continda con E2 y si ho cumple

con la exigencia de E2, hasta E3.

Eta Unidades

pa ensayadas Criterios de aceptacion

El 6 Ningun valor individual fuera de los rangos establecidos

El promedio de 12 unid. debe estar dentro del rango establecido, y
ningun valor individual debe representar mas del 10% fuera del rango.
Al tiempo final, ningan valor debe estar mas del 10% por debajo del
limite establecido.

E2 6

El promedio de 24 unid. debe estar dentro del rango establecido. No
mas de 2 unid deben representar mas del 10% fuera del rango y
E3 12 ninguna unidad representa mas del 20% fuera del rango. Al tiempo
final, no mas de 2 deben estar mas del 10% por debajo del limite
establecido y ninguna més del 20% por debajo de dicho limite.

Tabla 3. Aceptacién para productos LP

En el caso de productos LR, la monografia correspondiente especifica si debe
realizarse el ensayo A o B, como asi también la tolerancia para la etapa buffer
del ensayo. Una vez realizado el ensayo completo, los requisitos se cumplen si,
durante la etapa acida, la cantidad de principio activo disuelto a cada tiempo
especificado cumple el criterio de aceptacién presentado en la Tabla 3. Para la

etapa buffer, se aplican los mismos criterios que para productos LI (Tabla 1).

249




Unidades o -
Etapa Criterios de aceptacion
ensayadas

El 6 Ningun valor individual excede el 10% disuelto
El promedio de 12 unid.(E1 + E2) no es mayor del 10% disuelto y

E2 6 : . o
ninguna unidad individual es mayor al 25%
El promedio de 24 unid.(E1 + E2+ E3) no es mayor del 10% disuelto y

E3 12 : . o
ninguna unidad individual es mayor al 25%

Tabla 4. Aceptacién para la etapa acida de productos LR

Perfil de disoluciéon

A pesar de que el test de disolucion es el ensayo oficial codificado, una Unica
determinaciéon (Unico tiempo de muestreo) no permite caracterizar la forma
farmacéutica, y por lo tanto resulta de interés evaluar y comparar perfiles de
disolucion: registros del %Disuelto (SVD) en funcién del tiempo. Ademas de los
objetivos generales ya mencionados, la obtencién de un perfil de disolucion
también permite:

- Determinar el orden cinético del proceso de disolucion

- Determinar constantes de velocidad del proceso de disolucion

- Detectar y cuantificar tiempos de latencia

- Determinar cambios en el proceso de disolucién

Los perfiles de disolucion se pueden llevar a cabo siguiendo las mismas
condiciones experimentales establecidas para el test de disolucion u otras
diferentes, segun sea el objetivo. La metodologia a seguir es similar a la del
test, con la diferencia de que se toman muestras a varios tiempos (por ejemplo,
5, 15, 30, 45 y 60 minutos) para poder obtener luego la curva de %D vs. tiempo
(figura 4).
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Figura 4. Perfil de disolucion

Por otro lado, el muestreo puede hacerse con o sin reposicion, segun se

reemplace o no el volumen extraido de cada vaso, a cada tiempo, por un

volumen igual de medio fresco. En el caso de ser con reposicidén, es necesario

que el equipo cuente con al menos 7 vasos, de manera de disolver las 6

unidades simultaneamente y tener medio fresco para reponer (en iguales

condiciones de agitacion y temperatura) en el séptimo vaso.

En cuanto a los calculos, cuando se cuantifica la concentracion del principio

activo disuelto en cada vaso, se debe tener en cuenta que:

- Cuando se calculan los mg encontrados a un tiempo dado, debe sumarse la
masa retirada en las alicuotas tomadas en los tiempos anteriores.

- Si se trata de un perfil sin reposicién, los calculos deben contemplar la
disminucién de volumen de los vasos por las sucesivas extracciones de

muestras.
Comparacion de perfiles de disolucion
Con el aumento de relevancia de los estudios de disolucién in vitro de

productos farmacéuticos, al punto de permitir reemplazar a los estudios in vivo

en ciertas circunstancias, aumento también la discusién acerca de los métodos
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empleados para comparar dichos datos, como asimismo acerca de qué criterio
de similitud aplicar.

En la década de los 90, aparecieron en la literatura cientifica numerosas
propuestas de métodos Utiles para la comparacién de perfiles de disolucion.
Estos métodos pueden clasificarse en tres categorias:

* Métodos independientes del modelo

* Métodos estadisticos basados en ANAVA

* Métodos dependientes del modelo
Métodos independientes del modelo

Son aquellos que permiten comparar perfiles de disolucion sin necesidad de
ajustar los datos a un modelo o ecuacion que los represente. Incluyen, entre
otros, a los métodos mateméticos de calculo de indices de diferencia/similitud,
como los factores f; y f,, y también la comparacion de parametros obtenidos a
partir de los perfiles, como el area bajo la curva (ABC) y/o la eficiencia de
disolucion (ED).

El mas conocido de los métodos empleados para comparar perfiles de
disolucion, posiblemente por ser el método actualmente exigido por la mayoria

de los agencias regulatorias de medicamentos, es el factor de similitud f»:

f, =50 xlog{[1+(1/m) X, (R,~T.)°] " x 100} 8)

Donde R; y T; son los %D promedio al tiempo t. Los mismos autores que

desarrollaron el factor de similitud también desarrollaron el de diferencia, f:

tn g
fi= {E— "“} X 100 ©

Ll Re

Los perfiles se consideran similares si el valor del f, entre ellos es mayor o igual

a 50, y el fy menor a 15. Requisitos para el calculo del factor de similitud f,:

252



- Los %D de los dos productos a comparar deben haber sido obtenidos bajo
las mismas condiciones experimentales, y los tiempos de muestreos deben
haber sido los mismos en ambos casos.

- Para el calculo, se consideraran todos los valores por debajo y s6lo uno por
encima del 85% disuelto, como minimo 3 tiempos sin considerar el cero.

- Para que puedan usarse los %D promedio, el coeficiente de variacion (CV)
del primer tiempo considerado debe ser menor al 20%, mientras que para
los tiempos restantes debe ser menor al 10%.

- No es adecuado el uso del factor de similitud f, en el caso de productos de

rapida o muy rapida disolucion (mas del 85% disuelto en 15 minutos).

Otro método consiste en calcular el area bajo la curva (ABC), por el método de

los trapecios por ejemplo, y/o la eficiencia de disolucién (ED), dada por la

ecuacion 10:
.rrr.:ﬂ;'ﬁ'fff ABC
ED=—>——x100 = —2L x 100 (101
:!'{“I:'.'msl::3'5'~r:_r'_::| Mo lmax 5T

Donde %Dy, es el porcentaje disuelto al tiempo t, %Dnax €s el maximo disuelto,
correspondiente al ultimo tiempo T, y ABCo.t es el area bajo la curva desde
cero a T. Una vez obtenidos los valores de ABC y ED para cada comprimido
individual de las dos formulaciones que se desean comparar, se deben evaluar
estadisticamente mediante un Analisis de Varianza (ANAVA), e incluso se
puede calcular el intervalo de confianza del 90% para el cociente de medias
(1C90%).

Métodos estadisticos basados en ANAVA

Estos métodos tratan al porcentaje disuelto como variable aleatoria, y la
someten a un andlisis de varianza tomando a la formulacibn como unica
variable de clase (monofactorial) y comparando tiempo a tiempo, o
considerando a la formulacién y el tiempo (bifactorial) como variables de clase

o factores en forma simultanea, bajo la hipotesis nula de similitud.
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Sin embargo, su aplicacién no es estrictamente correcta ya que se viola la
hipotesis de independencia debido a la correlacion entre el %Disuelto y el
tiempo. Y mas alla de eso, estos métodos de comparacion suelen resultar
sobre-discriminantes, detectando diferencias “estadisticas” en lugar de

“biofarmacéuticas” entre los perfiles que se estan comparando.

Métodos dependientes del modelo

Incluyen diferentes formas estadisticas de comparaciéon de perfiles, con el
denominador comun de precisar, todas ellas, una etapa previa de modelado de
los datos, de manera de ajustarlos a ecuaciones que describan su evolucion
temporal. El criterio de seleccion del modelo, asi como la interpretacion de sus
parametros son desventajas de estos métodos. Luego de ajustados los datos,
éstos pueden compararse de diversas maneras, tales como la prueba T? de
Hotelling o mediante el método de “regiones de similitud” propuesto por Sathe y
colaboradores.

Algunas de las ecuaciones matematicas no-lineales mas empleadas para el

ajuste de datos fueron de disolucién pueden verse en la Tabla 4 a continuacién:

Modelo Ecuacion
Primer Orden %D (t) = %D,z - [1 — exp(—k - £)]
Gomperiz %D (t) = %D s, - €Xpi—a - exp[—b - log ()]}
.- _ . expla+blog (£)]
Logistico %D (t) = %D sy {—Hmp[ﬁmng(ﬂ]]

Weibull %D(t) = %D s, {1 —exp[—a- (£)*1}

Tabla 5. Modelos matematicos con sus respectivas ecuaciones empleados para el gjuste de
los datas %oDisuelto vs. flempa

A pesar de que se han postulado otros modelos matematicos para ajustar los
datos de %Disuelto vs. tiempo, los cuatro descriptos en la tabla anterior son los
mas utilizados por su mejor ajuste a datos provenientes de formas sdlidas de

liberacién inmediata.
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Para ajustar datos experimentales a una ecuacion o modelo se trabaja con
programas estadisticos adecuados (Systat, Infostat, etcétera), los que buscan
de manera iterativa los valores de los parametros de la ecuacion que estamos
ensayando que mejor ajustan a los datos experimentales. Luego, una vez que
el programa arroja los valores de los parametros de cada ecuacion para el
mismo conjunto de datos experimentales, se debe elegir entre ellas. Existen
diferentes formas para ello, pero una muy sencilla e informativa consiste en
realizar el test estadistico de Lack of fit (falta de ajuste) a los datos ajustados a
los diferentes modelos, de manera de determinar estadisticamente si el ajuste
es aceptable en todos los casos.

Por ultimo, una vez seleccionada la ecuacion a utilizar y calculados los
pardmetros de la misma para los dos productos que se desea comparar, dichos
parametros deben compararse estadisticamente. Para esto también existen
diversas maneras, siempre pertenecientes a la estadistica multivariada
(estadistico T? de Hotelling, método de regiones de similitud, etcétera), por
tratarse de ecuaciones con al menos dos parametros, que deben ser

comparados simultdneamente.

Otras aplicaciones del ensayo de disolucion

Correlaciones in vitro/in vivo

Este tipo de correlaciones permiten predecir la absorcion in vivo del principio
activo a partir de los resultados obtenidos al realizar perfiles de disolucion in
vitro. De esa forma, se logran reducir costos y acelerar el desarrollo de
productos farmacéuticos, ademas de evitar la realizacion de estudios de BD/BE

en voluntarios humanos.
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Establecer la similitud entre dos medicamentos

* Entre productos conteniendo el mismo principio activo, en igual dosis y
forma farmacéutica, pero provenientes de distintos laboratorios (es decir,
potenciales equivalentes farmacéuticos).

* Productos del mismo productor que han sufrido algiin cambio posterior a su
aprobacion: escalado, cambio de composicién, de sitio de produccion, de

eguipamiento, etc.

Sistema de clasificacién biofarmacéutica (BCS): bioexenciones o

biowaivers

De acuerdo al Sistema de Clasificaciébn Biofarmacéutica (BCS) todas las
drogas se encuadran en una de cuatro categorias (I, II, 1ll o IV), segin sean
altamente solubles y altamente permeables, poco solubles y altamente
permeables, muy solubles y poco permeables o poco solubles y poco
permeables, respectivamente (Figura 4).

En el afio 2000 surgido el concepto de “bioexenciones” para denominar a
aguellos productos que podrian ser eximidos de realizar los estudios de BE in
vivo. En su planteo original, las bioexenciones podian ser permitidas para
aguellos productos solidos de liberacidbn inmediata, destinados a ser
administrados por via oral, conteniendo drogas pertenecientes a la clase | del
BCS, si se cumplieran los siguientes requisitos: el farmaco no posee estrecho
margen terapéutico y es estable en el tracto gastrointestinal, los excipientes no
afectan la velocidad ni el grado de absorcién, y el producto no ha sido disefiado
para su absorcion en la cavidad bucal. En esos casos, los perfiles de
disolucién in vitro podrian reemplazar a los estudios de BE in vivo.

La justificacion de dicha propuesta consiste en que la liberacion y disolucion del
principio activo en el medio acuoso gastrointestinal y su absorcion a través de
las membranas celulares hacia la circulacidbn sistémica son procesos

consecutivos, por lo que si el primero es mas lento que el segundo (clases 1y II
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del BCS), la velocidad total del proceso quedara supeditada a la del primero.
Se dice, en ese caso, que la liberacién es el factor limitante de la absorcion.

Sin embargo, una intensa discusion se ha desarrollado recientemente acerca
de la posibilidad de ampliar los criterios de elegibilidad de bioexenciones. En
nuestro pais, la Disp. 758/2009 establece los criterios para eximir de la
realizacion de estudios de BE a determinados medicamentos sélidos orales de
liberacion inmediata: en base al BCS y en funcion de los resultados de ensayos
de disolucion, son candidatos a bioexenciones aquellos productos conteniendo
principios activos considerados de riesgo intermedio (segun la clasificacion
original establecida en la Disp. 3185/99) cuando los mismos pertenecen a las
clases | o lll del BCS.
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T Solubles
{ Permeables
< Solubilidad

Figura 4. Representacion esquemética del Sistema de Clasificacion Biofarmacéutica (BCS).
FA: fraccién absorbida. D/S: relacién dosis/solubilidad

Preguntas Orientadoras

1. ¢Por qué es importante el estudio de la disolucién de los principios
activos solidos?
2. Principal modelo propuesto para explicar el proceso de disolucion y

ecuaciones derivadas.
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. ¢Logran dichas expresiones describir satisfactoriamente la disolucion
de medicamentos solidos?

. Factores que influyen sobre la velocidad de disolucién. Clasificacion,
breve justificacion del efecto de cada uno de ellos.

. Diferencia entre test y perfil de disolucion. Principales objetivos de
cada uno.

. ¢,Por qué es importante realizar estos ensayos en forma normatizada,
respetando las condiciones codificadas en las farmacopeas?

. ¢ Cudles son los equipos de disolucién que codifica la FA VII Ed?
Describalos brevemente.

. Principales métodos que existen para comparar perfiles de disolucion.
¢, Cuadl es el mas utilizado? Describa su forma de calculo y andlisis de

los resultados.

9. Otras aplicaciones del estudio de la disolucion de productos

farmacéuticos. ¢ Qué entiende por equivalentes farmacéuticos?

10. ¢Qué son las bioexenciones? ¢En qué se basan y cual es su

relaciéon con el ensayo de disolucion?

Test de Autoevaluacion

1. ¢Qué ensayo de calidad le realizaria a comprimidos para evaluar in

vitro su biodisponibilidad?
(a) Ensayo de friabilidad
(b) Ensayo de uniformidad de dosis
(c) Ensayo de estabilidad
(d) Ensayo de disolucion

2. El Sistema de Clasificacion Biofarmacéutica, clasifica las drogas

segun:
(a) Su margen terapéutico

(b) Sus caracteristicas de solubilidad y permeabilidad
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(c) Su velocidad de disolucion
(d) Su accion farmacologica

3. Si un principio activo se considera perteneciente a la clase Il del BCS,
el factor limitante de su absorcion sera:
(a) Su liberacion de la forma farmacéutica
(b) Su solubilidad
(c) Su permeabilidad a través de las membranas bioldgicas.

(d) Todos los anteriores.

4. Si finalizado un ensayo de disolucion los resultados obtenidos para los
6 comprimidos fueron 55, 62, 68, 75, 77 y 80 %D, y el valor de Q
especificado en la monografia correspondiente era de 75%, ¢qué
medidas tomaria ud. a continuacion:

(a) Aprobaria el lote por cumplir con el test de disolucién en E1

(b) Ensayaria 6 comprimidos mas para evaluar si cumple la E2 de
dicho test

(c) Ensayaria directamente 18 comprimidos mas para evaluar si
cumple la E3.

(d) Descartaria el lote sin realizar mas ensayos.

5. Si al comparar los perfiles de disolucién de dos productos similares se
obtiene que los mismos cumplen con el criterio de similitud del factor
f, (>50) pero al comparar estadisticamente sus ABC las mismas
resultan diferentes, ¢cémo cree ud. que dichos productos resultaria
si se ensayan in vivo?
(a) Bioequivalentes
(b) Equivalentes en términos de cantidad pero no de velocidad
(c) Equivalentes en términos de velocidad pero no de cantidad

(d) Ninguna de las anteriores
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CAPITULO 11

UNIFORMIDAD DE UNIDADES DE DOSIFICACION

Susana Mabel Gomez

Introduccion

El ensayo de uniformidad de unidades de dosificacién, es uno de las pruebas
que garantiza la calidad de un producto terminado. Permite verificar que cada
unidad de dosificaciéon de un lote en estudio, contenga una cantidad de
principio activo dentro de un intervalo estrecho alrededor de la cantidad
declarada, y asi, inferir la homogeneidad del mismo. Se entiende como
“‘unidades de dosificacion” las formas farmacéuticas que contienen una unica

dosis o parte de una dosis de un farmaco en cada unidad.

Métodos de Uniformidad de Unidades de Dosificacion

La uniformidad de las unidades de dosificacion se puede demostrar mediante
uno de los siguientes métodos:

= Uniformidad de peso

» Uniformidad de contenido
Para la realizacion de ambos métodos, se seleccionan 30 unidades de
dosificacion y en una primera etapa se ensayan 10.
En el método de uniformidad de peso, a partir del resultado obtenido en el
ensayo de valoracion, en el cual se ha utilizado un método analitico validado y
apropiado, y el peso individual de las unidades ensayadas, se calculan los
contenidos en cada una de las mismas.
En el método de uniformidad de contenido, se valoran individualmente las
unidades de dosificacion, utilizando un método analitico validado y apropiado.
Los criterios a tener en cuenta para aplicar el método de uniformidad de peso,

varian de acuerdo a la Farmacopea que se considere. El método de
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uniformidad de contenido puede aplicarse en todos los casos. En cada método,
los criterios de aceptacion dependen de la farmacopea que se tome como
referencia. A continuacion se describen los métodos y sus correspondientes
criterios de aceptacion, de acuerdo a Farmacopea Argentina VII Ed. y

Farmacopea de Estados Unidos (USP 35).

1. Farmacopea Argentina VII Ed.

Método Uniformidad de peso: este método puede aplicarse cuando el producto
a ensayar contiene 50 mg o mas de un principio activo, el cual corresponde al
50 % o mas del peso de la unidad.

Para determinar la uniformidad de unidades de dosificacion mediante este
meétodo, se deben seleccionar no menos de 30 unidades. El procedimiento
varia segun la forma farmacéutica del lote en estudio.

e Comprimidos y Comprimidos con cubierta filmica: Se pesan
exactamente y en forma individual diez comprimidos. A partir del
resultado de la valoracion obtenido segun se indica en la monografia
correspondiente se calcula el contenido de principio activo en cada uno
de los diez comprimidos, asumiendo que dicho principio activo esta
uniformemente distribuido.

e Capsulas rigidas: Se pesan exactamente y en forma individual diez
capsulas rigidas intactas, teniendo cuidado de conservar la identidad de
cada unidad. Se vacia el contenido de cada céapsula. Se pesan
exactamente las capsulas vacias individualmente y se calcula para cada
capsula el peso de su contenido, restando al peso original de la misma
el peso de la capsula vacia. Se calcula el contenido de principio activo
en cada una de las diez cépsulas, empleando el resultado de la
valoracion obtenido segun se indica en la monografia correspondiente,
asumiendo que dicho principio activo esta uniformemente distribuido.

e Capsulas blandas: Se pesan exactamente y en forma individual diez
capsulas intactas para obtener el peso original de cada una, teniendo
cuidado de conservar la identidad de cada cépsula. Se corta las

capsulas y se extrae el contenido mediante el lavado con un solvente

263



apropiado. Se deja que el solvente ocluido en las cipsulas se evapore a
temperatura ambiente durante aproximadamente 30 minutos; evitando
absorcion o pérdida de humedad. Se pesan exactamente y en forma
individual las capsulas vacias. Se calcula el contenido neto de cada
capsula, restando al peso original el peso de cada unidad vacia. Se
calcula el contenido de principio activo en cada una de las diez c4psulas,
empleando el resultado de la valoracion obtenido segun se indica en la
monografia correspondiente, asumiendo que dicho principio activo esta
uniformemente distribuido.

e Sodlidos (incluyendo sdlidos estériles): se procede de la misma forma que
para capsulas rigidas.

e Soluciones orales y jarabes: se procede de la misma forma que para
capsulas rigidas.

e Soluciones orales y jarabes — Se pesa exactamente y en forma
individual la cantidad de liquido que drena en no mas de 5 segundos de
diez unidades. Si fuera necesario, tener en cuenta el volumen
equivalente después de determinar la densidad aparente. Se calcula el
contenido de principio activo en cada una de las diez unidades,
empleando el resultado de la valoracién obtenido segun se indica en la

monografia correspondiente.

Método Uniformidad de contenido: este método debe aplicarse cuando las
unidades de dosificacion contienen el principio activo en una proporcion menor
a la mencionada en el método de Uniformidad de peso. Es decir, productos que
no cumplen con alguna de las dos condiciones exigidas para Uniformidad de
peso y, en todos los casos, para comprimidos recubiertos (excepto cubierta
filmica), sistemas transdérmicos, suspensiones en envases unitarios o en
capsulas blandas, aerosoles dosificadores y supositorios.

Para determinar la uniformidad de unidades de dosificacion mediante este
meétodo, se deben seleccionar no menos de treinta unidades. El procedimiento

consiste en valorar diez unidades individualmente segin se indica en la
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valoracion, a menos que se especifiqgue de otro modo en el Procedimiento para
uniformidad de contenido en la monografia correspondiente.

Cuando se especifigue un Procedimiento especial para uniformidad de
contenido en la monografia correspondiente, se deben hacer las correcciones

necesarias de los resultados obtenidos.

Criterios de aceptacion:
Se aplican estos criterios, a menos que se especifique de otro modo en la
monografia correspondiente.
Criterio A: Si el promedio de los limites especificados en la definicion de
potencia (Xp) de cada producto en la monografia correspondiente
(especificacion para el ensayo de valoracion) es 100,0 % o menos. Xp < 100.
Comprimidos, comprimidos recubiertos, comprimidos con cubierta filmica,
supositorios, suspensiones, soluciones orales y jarabes, sélidos y solidos
estériles para uso parenteral: a menos que se especifique de otro modo en la
monografia correspondiente, los requisitos para la uniformidad se cumplen si la
cantidad de principio activo en cada una de las diez unidades de dosificacion
(x)) determinada empleando el método de Uniformidad de peso o Uniformidad
de contenido se encuentra dentro del intervalo de 85,0 a 115,0% del valor
declarado y la desviacion estandar relativa es menor o igual a 6,0%.

85,0% SVD < xj< 115,0% SVD y CV< 6%
Si una unidad esta fuera de dicho intervalo y ninguna unidad esté fuera de 75,0
a 125,0% del valor declarado, si la desviacion estandar relativa es mayor a
6.0% o si ambas condiciones prevalecen, ensayar veinte unidades adicionales.
Los requisitos se cumplen si no mas de una unidad de las treinta unidades de
dosificacion esta fuera del intervalo de 85,0 a 115,0% del valor declarado,
ninguna unidad esta fuera del intervalo de 75,0 a 125,0% del valor declarado y
la desviacién estandar relativa no es mayor a 7.8%.

75,0% SVD < xj< 125,0% SVD y CV< 7,8%
Capsulas, sistemas transdérmicos y soluciones para inhalacién: a menos que
se especifique de otro modo en la monografia correspondiente, los requisitos

para la uniformidad se cumplen si la cantidad de principio activo en no menos
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de nueve de las diez unidades de dosificacion determinada empleando el
método de Uniformidad de peso o Uniformidad de contenido se encuentra
dentro del intervalo de 85,0 a 115,0 % del valor declarado, ninguna unidad esta
fuera del intervalo de 75,0 a 125,0 % del valor declarado y la desviacion
estandar relativa es menor o igual a 6,0 %.

Si dos o tres unidades de dosificacion estan fuera del intervalo de 85,0 a 115,0
% del valor declarado, pero no fuera del intervalo de 75,0 a 125,0 % del valor
declarado, si la desviacion estandar relativa es mayor a 6,0 % o si ambas
condiciones prevalecen, ensayar veinte unidades adicionales. Los requisitos se
cumplen si no mas de tres unidades de las treinta unidades de dosificacion
estan fuera del intervalo de, 85,0 a 115,0 % del valor declarado, ninguna
unidad esta fuera del intervalo de 75,0 a 125,0 % del valor declarado y la
desviacion estandar relativa no es mayor a 7,8 %.

Aerosoles dosificadores: a menos que se especifigue de otro modo en la
monografia correspondiente, los requisitos para la uniformidad se cumplen si la
cantidad de principio activo liberado en no mas de una de las diez unidades de
dosificacion, determinada segun el método de Uniformidad de contenido cae
fuera del intervalo de 75,0 a 125,0 % del valor declarado y ninguna unidad esta
fuera del intervalo de 65,0 a 135,0 % del valor declarado. Si dos o tres
unidades de dosificacion se encuentran fuera del intervalo de 75,0 a 125,0 %
del valor declarado, pero no fuera del intervalo de 65,0 a 135,0 % del valor
declarado, ensayar veinte unidades adicionales. Los requisitos se cumplen si
no mas de tres unidades de las treinta unidades de dosificacion estan fuera del
intervalo de 75,0 a 125,0 % del valor declarado y ninguna unidad esta fuera del
intervalo de 65,0 a 135,0 % del valor declarado.

NOTA: una unidad de dosificacion se define como el liquido obtenido
accionando la valvula, tantas veces como se indique en el rotulo, para obtener
la dosis recomendada. Seguir las indicaciones de uso indicadas en el rétulo.
Para la obtencién de la unidad de dosificacion del inhalador, proceder seguin se
indica en el ensayo para Uniformidad de contenido de la dosis en <390>.
Ensayos farmaceéuticos para aerosoles
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Criterio B: Si el promedio de los limites especificados en la definicion de
potencia de cada producto (Xp) en la monografia correspondiente
(especificacion para el ensayo de valoracién) es mayor de 100,0 %. Xp > 100
Debemos considerar las siguientes tres opciones, a saber:
(1) Si el valor del promedio de las unidades de dosificacion ensayadas (X) es
100 o menos, X < 100, los requisitos son como en A). Este criterio no es de
Farmacopea pero es de uso habitual.
(2) Si el valor del promedio de las unidades de dosificacion ensayadas (X) es
mayor o igual al promedio de los limites especificados en la definicion de
potencia en la monografia correspondiente (Xp), X > Xp, los requisitos son los
descriptos en (A), excepto que las palabras valor declarado se reemplazan por
las palabras "valor declarado multiplicado por el promedio de los limites
especificados en la definicion de potencia en la monografia correspondiente
dividido 100". Los intervalos resultantes son:

[85,0 . Xp/100 - 115.0 . Xp/100]

[75,0 . Xp/100 - 125.0 . Xp/100]

(3) Si el valor promedio de las unidades de dosificacidn ensayadas (X) esta
entre 100 % y el promedio de los limites especificados en la definicion de
potencia en la monografia correspondiente (Xp), 100 < X < Xp, los requisitos
son los descriptos en (A), excepto que las palabras valor declarado se
reemplazan por las palabras "valor declarado multiplicado por el valor promedio
de las unidades de dosificacidbn ensayadas (expresado como porcentaje del
valor declarado) dividido 100". Los intervalos resultantes son:

[85,0 . X/100 - 115,0 . X/100]

[75,0 . X/100 - 125,0 . X/100]

2. Farmacopea de Estados Unidos -USP 35 (armonizado con los textos de
Farmacopea Europea y Farmacopea Japonesa).
Método Uniformidad de peso: este método puede aplicarse para las siguientes
formas farmacéuticas:

e Soluciones contenidas en envases de dosis Unica y en capsulas blandas
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e Sdlidos (incluidos los polvos, granulos y sdlidos estériles) envasados en
envases unitarios y que no contengan sustancias activas o inactivas
agregadas.

e Sdlidos (incluidos los estériles) envasados en envases unitarios, con o
sin sustancias activas o inactivas agregadas, que hayan sido preparados
por liofilizacion a partir de soluciones verdaderas en sus envases finales
y que declaran este método de preparacion

e Capsulas duras, tabletas sin cubierta o tabletas recubiertas con peliculas
que contengan 25 mg o mas de un farmaco que corresponda al 25% o
mas, en peso, de la unidad de dosificacion o, en el caso de capsulas
duras, el contenido de las capsulas, excepto que se demuestre la
uniformidad de otros farmacos presentes en proporciones menores en
cumplimiento de los requisitos de uniformidad de contenido.

En este método la valoracion del/los principio/s activo/s se realiza, en una
muestra representativa del lote en estudio utilizando un método analitico
apropiado. El resultado se expresa en porcentaje de la cantidad declarada. Se
asume que la concentracion del principio activo en la unidad de dosificacién es
uniforme. Se seleccionan no menos de 30 unidades de dosificacion. El
procedimiento varia segun la forma farmacéutica, a saber:

Tabletas sin cubierta o recubiertas con pelicula: se pesan con exactitud 10
unidades individualmente. Se calcula el contenido, expresado como porcentaje
de la cantidad declarada, a partir del peso de la tableta individual y del
resultado de la valoracion. Se calcula el valor de aceptacion.

Capsulas duras: se pesan con exactitud 10 unidades individualmente, teniendo
cuidado de preservar la identidad de cada una de ellas. Se retira el contenido
de cada capsula por un medio adecuado. Se pesan individualmente con
exactitud las cubiertas vacias y se calcula para cada capsula, el peso neto de
su contenido. Luego, el contenido de principio activo de cada capsula a partir
del peso neto del contenido de la capsula individual y del resultado de la
valoracion, y por ultimo, el valor de aceptacion.

Céapsulas blandas: se pesan con exactitud 10 capsulas intactas

individualmente, teniendo cuidado de preservar la identidad de cada una de
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ellas. Se cortan y abren las mismas con ayuda de un elemento cortante seco,
limpio y adecuado y se retira el contenido lavando con un disolvente adecuado.
Se espera que el disolvente ocluido se evapore de las cubiertas a temperatura
ambiente por 30 minutos aproximadamente. Se pesan las cubiertas y se
calcula el contenido neto. Luego, el contenido de principio activo en cada
capsula a partir del peso neto del contenido de la cépsula individual y del
resultado de la valoracion, y por ultimo, el valor de aceptacion.

Formas farmacéuticas sélidas diferentes de tabletas y capsulas: se procede del
mismo modo que para cipsulas duras.

Formas farmacéuticas liquidas: se pesan con exactitud la cantidad de liquido
gue se retira de cada uno de 10 envases individuales en condiciones normales
de uso. Se calcula el contenido de principio activo en cada envase a partir de la
masa de producto retirada de los envases individuales y del resultado de la

valoracion, y luego, el valor de aceptacion.

Método Uniformidad de contenido

Se seleccionan no menos de 30 unidades y se procede segun la forma
farmacéutica, a saber:

Formas farmacéuticas solidas: se valoran 10 unidades individualmente usando
un método analitico apropiado. Se calcula el valor de aceptacion.

Formas farmacéuticas liquidas o semisélidas: se valoran 10 unidades
individualmente usando un método analitico apropiado. Se realiza la valoracion
sobre la cantidad de material bien mezclado que se retira de un envase
individual en condiciones normales de uso y se expresan los resultados como

la dosis entregada. Se calcula el valor de aceptacion.

Célculo del valor de aceptacion:
El valor de aceptacion (VA) se calcula a partir de la siguiente ecuacion
VA= /M- X/ + ks (Ec. 1)
M: valor de referencia que toma distintos valores (ver mas adelante)
X: media de los contenidos individuales, expresados como Porcentaje Sobre
Valor Declarado (%SVD)
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k: constante de aceptabilidad. Toma distintos valores segun la cantidad de
unidades ensayadas.

sin=10, k=2,4

si n=30, k=2,0

n: nimero de unidades ensayadas

s: desviacion estandard de la muestra.

Caso 1: Se aplica cuando T es < 101,5% .

(a) Si985% < X < 101,5% M=Xy VA=ks

(b) Si X <98,5% M=985% y VA=/985- X/+ks
(c) Si X >101,5% M=1015%yVA=/X-101,5/+ks
Caso 2: Se aplica cuando T es > 101,5%

(@) Si985% < X <T M=Xy VA=ks

(b) Si X <98,5% M=985% y VA=/985- X/+ks
(€) Si X>T M=T yVA=/X-T/+ks

Donde T corresponde al contenido deseado por unidad de dosificacién al
momento de la fabricacion, expresado como porcentaje de la cantidad
declarada. A menos que se indique de otro modo, T es 100% o es el contenido

deseado aprobado por el fabricante por unidad de dosificacién.

Criterios de aceptacion
Se cumple el ensayo de uniformidad de unidades de dosificacion si:
e El valor de aceptacion de las primeras 10 unidades ensayadas es menor
o igual a Ly, (primera etapa)
Si es mayor, se deben analizar 20 unidades mas y calcular el nuevo valor de
aceptaciéon Se cumple con los requisitos si:
e El valor de aceptacion de las 30 unidades es menor o igual que L, y
e El contenido individual de principio activo de cada una de las unidades
de dosificacion esta dentro del intervalo [1 + (0,01.L;)]M (segunda
etapa) donde L;=15y L,=25
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Preguntas Orientadoras

1. Indique el objetivo del ensayo de Uniformidad de Unidades de
Dosificacion

2. describa los métodos mediante los cuales se puede verificar la
Uniformidad de Unidades de Dosificacion

3. Indique los criterios en los que se basa la aplicacion de los métodos
descriptos en la pregunta anterior

4. En qué se basan los criterios de aceptacion del Ensayo de
Uniformidad de Unidades de Dosificacion de Farmacopea Argentina
VIl Ed

5. Cémo se calcula el valor de aceptacién segun USP 35 y cuales son
los criterios de aceptacion?

Test de Autoevaluacion

1. El ensayo de uniformidad de unidades de dosificacién es una prueba
de calidad para:

a) materia prima

b) producto terminado

C) materia prima y producto terminado

2. El ensayo de Uniformidad de Unidades de Dosificacion permite:

a) verificar que cada unidad de dosificacion de un lote en estudio,
contenga una cantidad de principio activo dentro de un
intervalo estrecho alrededor de la cantidad declarada

b) inferir la homogeneidad de cada unidad de dosificacion de un
lote

c) verificar que cada unidad de dosificacion de un lote en estudio,
contenga una cantidad de principio activo dentro de un
intervalo estrecho alrededor de la cantidad declarada y asi

inferir la homogeneidad del mismo
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. El ensayo de Uniformidad de Unidades de Dosificacion se puede
demostrar mediante:
a) El método de uniformidad de peso o de contenido, segun
corresponda
b) El ensayo de disolucién
c) El método de los ceros cruzados

. Los contenidos de principio activo en las unidades de dosificacion
ensayadas, se calculan valorando individualmente cada una de ellas
en

a) el método de uniformidad de peso

b) el método de uniformidad de contenido

c) en ambos métodos

. El método de Uniformidad de peso puede aplicarse cuando el
producto a ensayar contiene 50 mg o mas de un principio activo el
cual corresponde al 50 % o mas del peso de la unidad

a) segun USP 35

b) segun FA VII Ed

C) segun Farmacopea Japonesa

. El método de Uniformidad de peso puede aplicarse cuando el
producto a ensayar contiene 25 mg o mas de un principio activo el
cual corresponde al 25 % o mas del peso de la unidad

a) segun USP 35

b) segun FA VII Ed

C) segun Farmacopea Japonesa

. Segun FA VIl Ed, si el promedio de los limites especificados en la
definicion de potencia de cada producto en la monografia
correspondiente es 100,0 % o menos, se aplica:

a) Criterio A
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b) Criterio B
c) Criterio C
8. Segun FA VII Ed Si el promedio de los limites especificados en la
definicion de potencia de cada producto en la monografia
correspondiente es mayor de 100,0 %, se aplica:
a) Criterio A
b) Criterio B
c) Criterio C

9. Segun USP 35, el criterio de aceptacion para las primeras 10
unidades ensayadas exige que
a) VA <lLiy
b) VA>Liy
c) VA <Ly
d) VA <lay

10. Segun USP 35, el criterio de aceptacion para la segunda etapa,
exige que
a) VA <lLay
b) VA>Lie
c) VA <Liy Yy el contenido individual de principio activo de cada
una de las unidades de dosificacion esté dentro del intervalo
[1+(0,01.L)]M

Bibliografia
1. Ministerio de Salud — ANMAT. Farmacopea Argentina. VIl ed. (2003) Buenos
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2. Farmacopea de los Estados Unidos de América (USP 35) (2011) Rockville.
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CAPITULO 12

ESTABILIDAD DE DROGAS Y MEDICAMENTOS

Maria Guillermina Volonté

Introduccion

Qué se entiende por estabilidad en términos generales? Es la cualidad de
mantenerse sin peligro de cambiar, caer o desaparecer.

Por ello, cuando hablamos de medicamentos podremos decir que estabilidad
es el grado en el que un medicamento retiene, dentro de limites especificados y
durante todo su periodo de almacenamiento y utilizacion, las mismas
propiedades y caracteristicas que poseia en el momento de la preparacién

Y cual serd, entonces, el objetivo de un estudio de estabilidad?

El propdsito general de los estudios de estabilidad es proveer evidencia de

como la calidad de una materia prima o un medicamento varia con el tiempo

bajo la influencia de factores de naturaleza ambiental tales como temperatura,

humedad, luz, gases atmosféricos y factores relacionados con el medicamento

en si, como ser los componentes de la formulacion y su envase.

Los Estudios de Estabilidad son necesarios para asegurar que una materia

prima o una formulacién mantenga su integridad, identidad, potencia, calidad y

pureza, frente a dichos factores, durante el periodo de vida util asignado.

Basicamente los objetivos de los estudios de estabilidad son dos:

e Seleccionar las condiciones Optimas de almacenamiento de la materia
prima o del medicamento.

e Establecer la fecha de reandlisis (en el caso de las materias primas) y la
fecha de vencimiento (en el caso de los medicamentos).

Como podemos definir Fecha de Vencimiento? Sera la fecha proporcionada

por el elaborador, basada en los estudios de estabilidad del producto

farmacéutico, después de la cual el mismo no debe emplearse. El producto

debe cumplir durante este periodo con las especificaciones dadas en

Farmacopea Argentina. (FA VIl ed.)
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Es decir, sera la fecha en la que se considera terminado el periodo de vida util
de las materias primas o los medicamentos, no pudiendo asegurarse de alli en
MAas que una u otra mantengan las caracteristicas de eficacia (potencia,
biodisponibilidad) y seguridad originales, asi como tampoco sus propiedades
fisicas o sus caracteristicas organolépticas.

Qué tipos de estabilidad podemos definir?

Condiciones que debe mantener el

Tipo de estabilidad producto a lo largo de la vida util
Cada ingrediente activo retiene su identidad
Quimica guimica y la potencia indicada, dentro de los

limites de las especificaciones.

Se mantienen las propiedades fisicas
indicadas originalmente, incluyendo
apariencia, palatabilidad, uniformidad y
disolucion.

Fisica

Son retenidas, segun corresponda, la
esterilidad o la resistencia al crecimiento
microbiano. Los agentes antimicrobianos

presentes retienen su efectividad.

Microbioldgica

Terapédutica El efecto terapedtico permanece invariante.

No hay incremento significativo en la

Toxicologica -
9 toxicidad.

Tabla 1. Tipos y condiciones de estabilidad

En los estudios de estabilidad la materia prima o la formulacion se colocan en
un envase adecuado (el envase en el cual seran comercializadas) y son
almacenadas bajo condiciones normales y extremas. A intervalos adecuados
se ensaya la potencia del producto mediante un método indicativo de
estabilidad, validado y se observa si han aparecido cambios fisicos. Cuando
corresponde, concluido el tiempo que dura el estudio de estabilidad, deben
ensayarse asimismo la esterilidad, la resistencia al crecimiento microbiano, la
toxicidad y la biodisponibilidad (por lo general se acepta que si el medicamento
cumple con el test de disolucion la biodisponibilidad se ha mantenido).

Cabe mencionar que las condiciones en que se llevan a cabo los estudios de

estabilidad dependen de la region climatica en la que la materia prima o el
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medicamento seran utilizados. Se considera que el mundo se encuentra

dividido en cuatro zonas climaticas, que se especifican en la tabla siguiente,

perteneciendo la Argentina a la Zona Il.

Zona climética Definicion Condiciones de almacenamiento

| Clima templado 21 °C - 45 % humedad relativa

Il Clima subtropical y mediterraneo 25 °C — 60 % humedad relativa
11 Clima célido y seco 30 °C — 35 % humedad relativa
Y] Clima célido y humedo 30 °C — 45 % humedad relativa

Tabla 2. Zonas climaticas y condiciones de almacenamiento

A continuacion se presentan las definiciones de la terminologia utilizada

habitualmente para referir las condiciones en las que debe almacenarse una

droga o un medicamento.

Freezer: cualquier temperatura mantenida termostaticamente entre -25 y
-10°C.

Frio: cualquier temperatura que no exceda los 8°C.

Heladera o refrigerador: se refiere a un lugar en el que la temperatura se
mantiene termostaticamente entre los 2 y los 8°C.

Fresco: cualquier temperatura entre 8 y 15°C.

Temperatura ambiente: es la temperatura del area de trabajo.

Temperatura ambiente controlada: es la temperatura mantenida
termostaticamente entre los 20 y los 25°C.

Célido: cualquier temperatura entre los 30 y los 40°C.

Tipos de estudios de estabilidad

Estudios de degradacién forzada: Sirven para establecer posibles rutas de
degradacion de la molécula de principio activo y los productos de
degradacion mas probables. Esto reviste especial importancia, ya que es
necesario conocer los productos de degradacion para validar el método
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analitico utilizado. Pueden realizarse sobre un anico lote de materia prima o
producto terminado, y utilizar condiciones mas drasticas que las empleadas
en un estudio de estabilidad acelerado (por ej. temperaturas mas altas).

e Estudios de estabilidad acelerados: Disefiados para aumentar la velocidad
de degradacion quimica y la velocidad de cambio en las propiedades fisicas
de una sustancia o producto, empleando condiciones de almacenamiento
extremas. El estudio de estabilidad acelerado es optativo, excepto cuando
se desee realizar la presentacion del producto medicamentoso ante la
autoridad sanitaria previamente a la finalizacion del estudio de estabilidad a
largo plazo. En este caso los resultados provisorios del estudio de
estabilidad a largo plazo deben acompafarse de por lo menos seis meses
de estudio acelerado. Se requiere la evaluacion de las caracteristicas de la
materia prima o producto por lo menos a tres tiempos distintos. Si en la
determinacién del tercer tiempo se observa un cambio significativo
inminente, debe determinarse un cuarto tiempo. Si el estudio de estabilidad
acelerado da lugar a un cambio significativo, debe procederse a realizar un
estudio de estabilidad intermedio. Se considera cambio significativo a la
pérdida de 5 % de potencia; aparicion de cualquier producto de degradacién
gue exceda los limites establecidos; valores de pH fuera de los limites
especificados; resultado del ensayo de disoluciéon fuera de los limites
especificados; incumplimiento por parte del producto de las caracteristicas
de apariencia y propiedades fisicas tales como color, separacién de fases,
etc.

El estudio de estabilidad acelerado se emplea para:

e Determinar los parametros cinéticos de los procesos de degradacion.

e Predecir la vida util del producto farmaceéutico en condiciones normales de
almacenamiento.

e Evaluar el impacto de desviaciones de corta duracion con respecto a las
condiciones declaradas en el rotulo, como suele ocurrir durante el
transporte y distribucion.

En la tabla siguiente se incluyen las condiciones de los diferentes estudios de

estabilidad acelerados segun la materia prima o el medicamento estén
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destinados para almacenaje a temperatura ambiente controlada (25°C), en

heladera o en freezer:

Almacenaje | Temperatura | Humedad relativa | Tiempo
Temperatura
ambiente 40°C = 2°C 75% = 5% 6 meses
controlada
Heladera 25°C +2°C 60% + 5% 6 meses
Freezer 5°¢C +3°C - 6 meses

Tabla 3. Condiciones de los estudios de estabilidad

Estudios de estabilidad intermedios: Se realizan en el caso de que el
estudio de estabilidad acelerado dé lugar a un cambio significativo. Los
estudios de estabilidad intermedios deben abarcar, como minimo, doce
meses y exigen por lo menos cuatro determinaciones en el tiempo. Cuando
la materia prima o el medicamento se destine a almacenaje a 25°C, las
condiciones especificadas para el estudio de estabilidad intermedio seran
de 30°C = 2°C, 60% = 5% HR. Junto a los estudios de estabilidad
acelerados, permiten establecer el impacto de desviaciones de corta
duracion en las condiciones ambientales con respecto a las condiciones

declaradas en el rétulo.

Estudios de estabilidad a largo plazo, natural, en tiempo real o estudios de
estabilidad en estanteria: La duracién de este estudio y las condiciones de
almacenamiento deben ser suficientes para cubrir la distribucion,
almacenamiento y periodo de uso subsiguiente. En el caso de productos
que deben ser reconstituidos se deben establecer las condiciones de
almacenamiento y las correspondientes fechas de vencimiento para el
producto antes y después de ser reconstituido. La frecuencia de
determinaciones en los estudios a largo plazo sera -como minimo- la
siguiente: cada tres meses en el primer afio, cada seis meses en el

segundo afio y cada doce meses luego del segundo afio. Para la
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aprobacion del producto medicamentoso para su comercializacion, el
estudio de estabilidad deberd tener, como minimo, en el momento de
presentacion, doce meses de estabilidad natural y seis meses de
estabilidad acelerada, de lo contrario el producto no podra ser presentado
ante las autoridades sanitarias para su evaluacion. Mientras que los
estudios de estabilidad acelerados e intermedios son de caracter optativo, el
estudio de larga duracién es obligatorio. El laboratorio fabricante asume a
su vez el compromiso de completar los estudios necesarios de acuerdo al
protocolo aprobado, evaluar la estabilidad de al menos un lote anual y
retirar del mercado todo lote de producto que no cumpla con las
especificaciones. Este compromiso recibe el nombre de Compromiso de
Estabilidad.

A continuacién se presenta la tabla con las condiciones de temperatura y
humedad relativa utilizadas en el estudio de estabilidad a largo plazo segun

se trate de un producto destinado a almacenaje a 25°C, heladera o freezer.

Almacenaje | Temperatura | Humedad relativa Tiempo

25°C 25°C + 2°C 60% + 5% 12 meses
Heladera 5°C + 3°C - 12 meses
Freezer -20°C £ 5°C - 12 meses

Tabla 4. Condiciones para estudios de estabilidad a largo plazo

Protocolo de estabilidad

Deben considerarse:

Tipo, tamafio, niumero de lotes, orientacion del envase y cierre: los estudios
de estabilidad a largo plazo deben llevarse a cabo por lo menos en tres
lotes de igual formulacién, proceso de elaboracion y envase. Dichos lotes
deben estar elaborados en planta piloto que simule la planta de produccion.
Plan de muestreo: se refiere a los tiempos de muestreo, ya indicados para
cada estudio.
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e Especificaciones: Los limites de aceptabilidad deberian derivarse de los
estudios preclinicos y los ensayos clinicos. Las especificaciones deben
incluir limites superiores individuales y totales para impurezas y sustancias
relacionadas. Habitualmente se utilizan las especificaciones que figuran en
las farmacopeas.

e Aplicacion de un método analitico adecuado y obtencion de resultados del
estudio. Se desarrolla a continuacion.

e Evaluacion estadistica de los datos obtenidos durante el estudio. Idem.

e Establecimiento de la fecha de reandlisis y fecha de vencimiento. Idem.

e Compromiso de estabilidad: asumido por el laboratorio elaborador, como ya

se indico.

Caracteristicas que debe reunir el método analitico

Un método analitico indicativo de estabilidad es aquel que permite cuantificar
con exactitud y precision el o los principios activos intactos en presencia de sus
productos de degradacién, impurezas de sintesis y —en el caso de un producto
medicamentoso— de otros componentes de la formulacién. De ahi que sea
fundamental la validacion del método analitico para que sea considerado
método indicativo de estabilidad.

Entre los parametros que hay que determinar es de suma importancia, sobre
todo en este caso, la especificidad que, si recordamos, se define como la
capacidad de determinar un analito en presencia de compuestos que son
esperables de encontrar en la muestra analizada, es asi que se comprendera
que la especificidad es un requisito fundamental de cualquier método indicativo
de estabilidad.

Los métodos mas utilizados son los separativos, como los cromatograficos,
HPLC, GC, TLC, y Electroforesis capilar.
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Evaluacion estadistica de los datos obtenidos durante el estudio y

establecimiento de la fecha de vencimiento

Si el analisis estadistico de los tres lotes utilizados muestra que la variabilidad
lote a lote es pequefia, resultara ventajoso combinar los datos de los tres lotes
en una Unica estimacion total. A continuacidbn se presenta un arbol de
decisiones en el que se indica si la combinacion de los resultados obtenidos es

0 no posible.

Del andlisis de los
— resultados se observa » Nose aplica el estudio
que el principio activo estadistico.
no sufre degradacion o
gue la misma es muy

baja Pueden
— combinarse
JLa comparacié_n, de > S| — las rectas. ]
rectas de regresion de regresion
lineal muestra igualdad de los tres
en las pendientes y la lotes
La degradacion __, ordenada al origen de ]
es apreciable las rectas de cada No pueden
lote? ¢ Se verifica combinarse
igualdad de varianza > NO —» | lasrectas
en los lotes para cada de regresion
punto de muestreo? de los tres
lotes

En el caso de que el analisis estadistico indiqgue que la informacion dada por
los tres lotes no puede combinarse, la vida util debera determinarse a partir del
lote que se haya mantenido dentro de las especificaciones durante el menor
tiempo.

Segun las guias internacionales (ICH, FDA, WHO, USP) y segun la
Farmacopea Argentina, una aproximacion aceptable para los atributos
cuantificables que disminuyen con el tiempo (como por ejemplo cantidad de
principio activo intacto) consiste en determinar el tiempo al cual el limite inferior
del intervalo de confianza (p=95%) para la curva media de degradacion se

intercepta con el limite inferior del intervalo de aceptacion.

281



Se utiliza el limite inferior del IC como modo de extremar las precauciones y
garantizar la eficacia y seguridad del medicamento.

Si se tratara de una propiedad cuantificable que aumenta con el tiempo (como
ser, por ejemplo, cantidad presente de una determinada sustancia relacionada
o de un producto de degradacion) la situacion se invierte y se determina el
tiempo para el cual el limite de aceptacidén se intercepta con el limite superior
del intervalo de confianza (p=95%).

Es importante considerar que cualquier evaluacion de la estabilidad de una
droga o un medicamento deberia cubrir no solo el contenido de principio activo,
sino también los niveles de sustancias relacionadas y otros atributos
apropiados, como velocidad de disolucion, % de impurezas, etc.

En ese marco, debe hacerse notar que la fecha de vencimiento de un
medicamento esta dada por el menor tiempo en el cual deja de cumplirse
alguna de esas especificaciones (cantidad de principio activo intacto, cantidad
total de sustancias relacionadas, cantidad de una sustancia relacionada en
particular, velocidad de disolucion, etc.). A modo de ejemplo, supongamos que
las especificaciones de un medicamento determinado indican que la cantidad
de principio activo del mismo debe estar entre el 90 y 110 % del valor
declarado y que la cantidad de sustancia relacionada X no debe ser mayor al
1% del valor declarado de principio activo. Si los estudios de estabilidad
indicaran que el principio activo alcanza el 90% del valor declarado en cuatro
afnos y que en cambio la sustancia relacionada X sobrepasa el 1% especificado
en tan solo dos afos, se elegira como fecha de vencimiento no cuatro, sino dos

afos a partir de la fecha de elaboracién del medicamento.

Factores que afectan la estabilidad

En general, podemos clasificarlos en :
e Factores que dependen de las condiciones de almacenamiento: como ser
Temperatura, Luz, Gases atmosféricos, Humedad

e Factores que dependen de la interaccion con el envase y con excipientes.
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Respecto a los primeros, los factores ambientales que pueden afectar a las

drogas y a los medicamentos son:

Temperatura: las altas temperaturas pueden acelerar la velocidad de las
reacciones degradativas y, en el caso de formulaciones liquidas,
aumentar la evaporacion de disolventes. Las bajas temperaturas pueden
facilitar el deterioro de algunos materiales plasticos.

Luz: este factor es una amenaza para los compuestos fotolabiles. Para
evitar esto se utilizan, en los envases primario y secundario, materiales
opacos 0 que bloqueen radiaciones de ciertas longitudes de onda
particularmente nocivas (por ejemplo, frascos de color caramelo-
inactinicos).

Gases atmosféricos: Si bien el oxigeno es el que mas inconvenientes
puede causar, dado que favorece la oxidacion de muchas sustancias, el
diéxido de carbono también debe ser tomado en cuenta, ya que puede
alterar el pH de las soluciones (con la subsecuente precipitacion
potencial de algin compuesto de caracteristicas acido—base) y dar lugar
a la formacién de carbonatos insolubles. El uso de envases fabricados a
partir de materiales impermeables y de cierres herméticos es una buena
estrategia para evitar las consecuencias de la exposicion a la atmdsfera,
al mismo tiempo que se minimiza la pérdida de sustancias volatiles
presentes en la formulacion. En el caso de formas farmacéuticas
multidosis solidas (por ejemplo comprimidos) conviene recurrir a envases
con compartimentos separados para cada una de las dosis. En el caso
de formas farmacéuticas liquidas (por ejemplo un jarabe) interesa que el
cierre mantenga su caracteristica hermética con el uso sucesivo, es decir
que siga siendo efectivo al cerrarlo luego de la primera vez de uso.
Recordemos que una estrategia adicional de naturaleza farmacotécnica
es, en el caso de sustancias de alto potencial de oxidacién, la inclusion
en la formulacion de sustancias antioxidantes.

Humedad: el agua, tanto en su forma liqguida como en su forma vapor,

puede producir dafios de tipo fisico (tales como ablandamiento de una

283



capsula y endurecimiento de un comprimido), como quimico
(efervescencia, hidrdlisis). Una buena estrategia para proteger drogas y
medicamentos de la humedad es el uso de envases fabricados en
materiales impermeables y con cierres herméticos. Es una practica
comun incluir, dentro del envase secundario, alguna sustancia desecante

(por ejempilo, silicagel).

Hay factores que dependen del envase, para comprenderlos se deben tener en

cuenta los distintos tipos de envase, funciones, etc.

Envases — Clasificacion

Primario: se define como envase primario a aquel

Envases » que se encuentra en contacto directo con el

medicamento. A modo de ejemplo podemos citar

los blisters, frascos y ampollas.

Secundario: se define como el embalaje en el que
L

se encuentra incluido el envase primario.

Funciones del envase

Las principales funciones del envase (entendido como la suma de los envases

primario y secundario y el prospecto) son dos, a saber:

e Proporcionar proteccion frente a agentes externos, tanto los de tipo
mecanico (golpes, caidas, presiones) como los de naturaleza ambiental
(humedad, temperatura, luz, gases atmosféricos) y bioldgica (insectos,

bacterias, hongos).
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Proporcionar identificacion e informacion necesaria para su adecuada
administracion y conservacion, tanto al paciente como al profesional
sanitario. En el prospecto debe incluirse la formulacion y los aspectos
farmacolégicos y toxicolégicos, con el objeto de conseguir una
administracion mas segura. El paciente tiene el derecho y la obligacion de
conocer qué laboratorio ha fabricado el medicamento, su fecha de
vencimiento, las contraindicaciones y reacciones adversas, etc. Una buena
medida para inducir al paciente a leer el prospecto es la inclusién, en el
envase primario o secundario, de una invitacibn expresa y claramente
visible a leer las instrucciones que figuran en el prospecto. Entre las buenas
practicas de atencion farmacéutica figura que, al dispensar un
medicamento, el profesional farmacéutico no solo instruya sobre las
caracteristicas mas generales que el paciente debe tener en cuenta para
garantizar la administracién segura, minimizar efectos adversos y favorecer
la observacion rigurosa del tratamiento, sino también que invite a conocer la

informacién dada por el prospecto y por los envases primario y secundario.

Caracteristicas del envase primario

El envase primario deberia cumplir con las siguientes caracteristicas:

No debe reaccionar con ningin componente de la forma farmacedutica.

No debe ceder ningin componente al medicamento.

No se debe producir ni adsorcion ni absorcién de ningin componente del
medicamento sobre el mismo.

No debe afectar negativamente ninguna de las caracteristicas que hacen a
la estabilidad y calidad del medicamento.

Como minimo, debe incluir la siguiente informacién: nombre del
medicamento, lote de fabricacion, fecha de vencimiento, via de

administracion y peso o volumen del medicamento contenido en el envase.

285



Caracteristicas del envase secundario

El envase secundario suele estar constituido por una caja de carton satinada
con el fin de mejorar la presentacion y dar mayor proteccién frente a la
humedad y la luz. Una de sus principales funciones es proteger al envase
primario contra golpes y caidas. También actia como elemento de

identificacion externa.

La informacion que debe contener el envase secundario es:

¢ Nombre del medicamento y nombre genérico del principio activo

e Composicion cuali — cuantitativa.

e Forma farmacedutica y contenido en peso o volumen.

e Via de administracion.

e La advertencia “Manténgase fuera del alcance de los nifios”.

e Fecha de vencimiento.

e Precauciones que deben tenerse en cuenta para su adecuada
conservacion.

e Nombre y direccién del titular de la autorizacién del medicamento.

¢ Identificacion del lote de fabricacion.

e Las leyendas “Venta Libre” o “Venta bajo receta”, segun corresponda.

En cuanto a los factores que pueden afectar la estabilidad dependientes de la
interaccion con excipientes, debemos tener en cuenta que éstos no deben
reaccionar entre si, ni con los principios activos, mediante distintos tipos de
reacciones, por ejempl,: formacion de complejos, de pares idnicos,

transferencia de acilo, etc.
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Ampollas: recipientes de pequefio volumen,
elaboradas con vidrio incoloro o color caramelo.
El contenido se extrae en una sola vez, previa
ruptura. La ampolla debe romperse por el
estrangulamiento, limando esa zona con lima
metalica o si se dispone de las llamadas
ampollas de facil ruptura, pueden abrirse
ejerciendo una pequefia presion con las manos
sobre una zona de fragilidad del
estrangulamiento, sefialada con un punto o una
linea de pintura

Viales: recipientes de vidrio incoloro o color
caramelo de capacidad variable; el cerrado se
efectlia con un tapon de material elastomérico y
el sellado con una céapsula de aluminio o
aluminio — pléstico

Jeringas prellenadas: su interés reside en la
nula manipulacién del inyectable para ser
administrado. Se utiliza para la administracion
de insulinas, heparinas, etc.
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Tubo de metal: si se utiliza correctamente, el
riesgo de contaminacién de la fraccién
remanente es minimo ya que el tubo, al ser
colapsable, no vuelve a inspirar aire hacia el
interior una vez que cede la presion de la mano.
Si la formulacion es incompatible con el metal,
el interior se recubre con sustancias céreas o
resinas epoxi

Tubo de plastico: inodoro, irrompible, con gran
inercia quimica. Son capaces de mantener su
forma durante toda su vida util, lo cual supone
una ventaja estética compensada con una
desventaja en lo que respecta a la estabilidad:
al recuperar su forma original luego de la
administracion puede ocurrir la entrada de aire,
lo que constituye un riesgo de alteracién de la

fraccién remanente.
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Las formas solidas de administracion oral
suelen acondicionarse en envases de tipo
blister, constituidos por una lamina moldeada
en forma de pequefias cavidades sellada en su
parte inferior. La superior puede ser de aluminio
o cloruro de polivinilo. La inferior es de
aluminio.

Otra forma menos comdn es envasar las
formas sélidas de administracién oral entre dos
laminas de plastico, papel y aluminio, que
mediante termosellado en los bordes alrededor
de cada dosis da origen al envase de tiras,
Optimo para comprimidos efervescentes por la
baja permeacién a la humedad.
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Respondabilidades del farmaceutico respecto a la estabilidad de los

medicamentos en la oficina de farmacia

Varias son las acciones mediante las cuales el farmacéutico debe asegurar que

los productos bajo su supervision cumplan los criterios de estabilidad:

Dispensar siempre el stock mas viejo; controlar la fecha de vencimiento de

los productos en stock y, también, al momento de dispensarlos.

Almacenar los productos medicamentosos y las materias primas bajo las

condiciones de almacenamiento establecidas por la monografia

correspondiente o indicadas en el envase y prospecto. Cuando un producto
deba ser almacenado a resguardo de la luz y se encuentre en un envase
primario transparente contenido a su vez en un envase secundario opaco,
éste Ultimo no debe descartarse hasta que se haya terminado de
administrar el medicamento. En ausencia de instrucciones especificas en el
envase y prospecto, el medicamento o la droga deberian ser almacenados

a temperatura ambiente controlada. Se debe evitar almacenar el

medicamento o la materia prima en las proximidades de una fuente de calor

o luz excesivos o variables, como puede ser, a modo de ejemplo, un tubo

fluorescente.

Observar los medicamentos en busca de evidencias de inestabilidad.
Formas farmacéuticas sélidas: la aparicion de gotas de liquido
condensadas dentro del envase es evidencia de condiciones
inadecuadas. Algunas drogas como el acido salicilico pueden sublimar y
depositarse en las paredes del envase en forma de cristales. En el caso
de las capsulas el ablandamiento o endurecimiento de la cubierta son los
principales indicativos de inestabilidad. Otro signo de inestabilidad lo
constituye cualquier evidencia de desprendimiento gaseoso, como ser
gue parte del envase se encuentre distendida. En el caso de
comprimidos, pueden citarse a modo de ejemplos de signos de
inestabilidad: decoloracion, distintos tipos de erosion y picado, fusién de
comprimidos, aparicion de cristales en las paredes del envase o sobre los

comprimidos. Las capsulas no deberdn mostrar evidencia de
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abalandamiento o endurecimiento de la cubierta. Los polvos y granulados
no deberan aglomerarse formando particulas grandes.

Figura 1. Ejemplos de erosién de nucleos, agrietamiento,

erosion de bordes, descamacion, picado y pegado.

Formas farmacéuticas liquidas: Un aspecto de suma importancia en las
formas farmacéuticas liquidas es la homogeneidad y la ausencia de
desarrollo microbiano excesivo. El desarrollo microbiano puede ir
acompafiado de produccién de gas. En el caso de suspensiones, se
considerara evidencia de inestabilidad la formacion de agregados que no
sean facilmente resuspendibles (coagulados).

Formas semisélidas: La ruptura de una emulsién es uno de los signos
mas frecuentes de su inestabilidad (no debe confundirse con el cremado,
una separacion de la fase oleosa facilmente reversible). Otros signos de
inestabilidad son el crecimiento cristalino o la reduccion por evaporacion
de la fase acuosa. Los unguentos pueden sufrir “sangrado” (separacion
de cantidades excesivas de liquido). Los supositorios pueden liberar mal
olor a causa de enranciamiento; como regla general, estos Ultimos

siempre se almacenaran en heladera.
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e Apropiado tratamiento de productos sometidos a manipulacion adicional
(reempacado, dilucion o mezcla).

e Informar y educar al paciente: el farmaceéutico esté obligado a informar al
paciente sobre las condiciones adecuadas de almacenamiento y es
conveniente remarcar que la fecha de vencimiento tendra validez so6lo si

dichas condiciones de almacenamiento se respetan.

Se debe recordar que los medicamentos una vez vencidos no se deben utilizar
bajo ningun concepto y que se transforman en un tipo de residuos que pueden
ser considerados peligrosos, pudiendo contener sustancias toxicas o de
especial cuidado.
Los medicamentos vencidos pueden provocar los siguientes efectos:

a Contaminacion del agua potable

&« Perjuicio de la vida acuéatica

« Muerte de microorganismos claves para el ecosistema

& Resistencia a microorganismos patégenos

& |Liberacion de contaminantes cuando son quemados en forma

inapropiada

Bioacumulacion en tejidos de seres vivos

Pasar a la cadena de distribucién informal e ingresar nuevamente al
mercado

Es muy importante recordar que la OMS establece que el concepto de
Intercambiabilidad de medicamentos se debe aplicar no solo a la forma
farmacéutica sino también a las instrucciones de uso y a las especificaciones
de los envases, cuando éstas son criticas para la estabilidad y vencimiento. Por
ello es imprescindible que la informacibn que aparece en los envases
secundarios y en los prospectos de los medicamentos sea coherente y
completa, respecto a condiciones de conservacion: temperatura, luz, humedad.
Seria deseable lograr una unificaciébn de criterios en este sentido lo cual no
crearia incertidumbre, ni en los farmacéuticos oficinales u hospitalarios, ni en

los pacientes, respecto de como almacenar los productos.
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En relacién a la estabilidad y conservacion de drogas y medicamentos que
necesitan para ello ser mantenidos a bajas temperaturas, repasaremos a

continuacion conceptos relacionados a la llamada Cadena de Frio.

Cadena de Frio

Se define la cadena de frio como la serie de elementos y actividades
necesarios para garantizar que, a lo largo de los procesos de distribucion,
almacenamiento y manipulacién, las drogas, medicamentos y vacunas sean
conservados dentro de los rangos de temperatura establecidos para que

mantengan su potencia o, en el caso de las vacunas, su poder inmunoldgico.

Eslabones de la cadena de frio

Recursos Humanos. Se requieren recursos humanos capacitados vy
concientizados en la importancia de la cadena de frio. La capacitacion debera
incluir todos los aspectos relativos a la cadena de frio (pautas para optimizar el
rendimiento de los equipos de frio, horas de vida en frio de cada dispositivo) y
a la termoestabilidad de las distintas vacunas. Las personas que forman parte
de la cadena de frio deben comprender que si cada eslabon de la cadena no se
utiliza eficazmente no sélo se pone en riesgo la salud de la poblacién sino que
la total inversion de un programa de vacunacion puede perderse. Una de las
tareas del farmacéutico, como responsable de la elaboracion y dispensacion de
vacunas y medicamentos, consiste en formar y concientizar al eslabon humano
de la cadena de frio.

Recursos materiales. Se refiere a los dispositivos y elementos utilizados para
asegurar que la temperatura de las vacunas y medicamentos se mantenga
dentro del rango de temperaturas 6ptimo para su conservacion (incluyen
vehiculos frigorificos, refrigeradores portatiles, cajas isotérmicas, portavacunas,

controladores de temperatura, camaras frigorificas, congeladores, heladeras,
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etc). Respecto a la autonomia de las heladeras (denominada hold over, es
decir, tiempo en el que la temperatura se mantiene entre 0 y 10°C luego de un
corte en el suministro eléctrico), la OMS establece que debe ser, como minimo,

de seis horas.

Indudablemente el eslabén més débil de la cadena es el transporte, algunas

soluciones para reforzarlo son utilizar:

Indicadores electrénicos, con software de monitoreo y alarma

Indicadores de temperatura (etiquetas sensibles a cambios de

temperatura, con cambios de color)

Registradores de datos

Tecnologia de identificacion de frecuencia de radio (RFID)

Contenedores aislados de poliestireno expandido o de espuma de

uretano

Refrigerantes

Pautas para el almacenaje de vacunas y medicamentos

En todos los niveles de almacenaje se debera disponer o tener identificada una
heladera auxiliar de referencia donde almacenar las vacunas en caso de averia
de la heladera principal o durante la limpieza de ésta.

Realizar controles diarios de la temperatura de la heladera (se requiere de un
termémetro o controlador de temperatura fiable). Llevar un registro de
temperaturas.

En caso de no disponer de registro continuo de temperatura, ésta debera ser
controlada y registrada dos veces al dia, una por la mafana y otra por la tarde.
Cualquier anomalia detectada debera comunicarse rapidamente a servicios de
mantenimiento

Ubicacion de las vacunas. Deberén tenerse en cuenta varios aspectos:
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Termoestabilidad: es conveniente almacenar las vacunas mas termolébiles en
las zonas mas frias de la camara o heladera, reservando las zonas menos frias
para el almacenamiento de las vacunas mas termoestables. Nunca colocar
vacunas en la puerta o en el estante inferior.

Accesibilidad: conviene que las vacunas de salida mas frecuente se ubiquen
en los espacios mas facilmente accesibles; no sélo se busca limitar el nUmero
de veces que se abre la camara o heladera para minimizar las variaciones de
temperatura, sino también la duracién de dichas aperturas.

Caducidad: las vacunas que se encuentren mas proximas a su fecha de
vencimiento deberan ubicarse en los espacios mas accesibles.

Sefalizacion. Es aconsejable la sefializacion (mediante un plano o croquis
colocado en el exterior de la cAmara, heladera o frigorifico) de la ubicacion de
las vacunas en el interior, con la finalidad de facilitar su localizacion, evitar
aperturas innecesarias y limitar el tiempo de éstas. En el interior de la camara
también deben sefializarse los estantes o las zonas de almacenaje indicando:
el tipo de vacuna, el laboratorio, el lote, la caducidad y el nimero de dosis
almacenadas.

Control de la congelacion de las vacunas. En el caso de no disponer de
registro continuo de temperatura, es conveniente verificar, al iniciar la jornada,
gue las vacunas no han estado congeladas. Para lo cual debera realizarse el
test de agitacidon. Este es un test practico, econémico y fiable que consiste en
agitar enérgicamente un vial de vacuna presuntamente congelada colocandolo
después sobre una superficie plana y ante una luz. Se repite la operacién con
otro vial que no haya sido congelado, de la misma vacuna y del mismo
fabricante y se comparan. En el momento mismo de la realizacion del test la
vacuna no congelada aparece lisa y turbia, mientras que la congelada presenta
granulos o fléculos y menos turbidez. Esta diferencia se hace mas evidente
pasados unos minutos, asi pues, si observamos el vial a los quince minutos de
la realizacidon del test, observaremos que la vacuna no congelada permanece
lisa y turbia, mientras que en la congelada aparece un sedimento en el fondo
del vial. Pasados treinta minutos, la vacuna no congelada empieza a aclararse

pero no tiene sedimento, mientras la vacuna congelada es casi completamente
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clara y con un sedimento denso. Si finalmente observamos los viales al cabo
de una hora, veremos que la vacuna no congelada se mantiene medio clara
con un sedimento turbio y espeso que se mueve cuando se inclina el frasco
mientras que la vacuna congelada aparece completamente sedimentada, con
un sedimento que apenas se mueve al inclinar el frasco. Es recomendable
realizar este test en el momento de la recepcion de las vacunas y ante la
sospecha de que hayan podido congelarse durante el almacenamiento. Si la
vacuna ha sido congelada debe desecharse.

Control de la caducidad de las vacunas. Llevar un registro de la fecha de
vencimiento de cada uno de los lotes almacenados.

Mantenimiento del congelador. Inspeccionar diariamente el congelador y
comprobar que no haya habido descongelacién o que la capa de hielo no tiene
un grosor superior a 5mm. Un sistema practico para poder comprobar si se ha
producido descongelacion, es colocar sobre la placa del congelador un par de
cubitos de hielo. Si, al inspeccionar el congelador, los cubitos han perdido su
forma inicial, significardA que ha existido un ciclo de descongelacion-
congelacion. Cuando el grosor de la capa de hielo del congelador supere los
5mm, debera procederse a su descongelacion. Si se utilizan acumuladores de
frio se refrigeraran en la heladera antes de colocarlos en el congelador. Al
almacenarlos en el congelador deberan colocarse sobre la placa de éste y no
apilados unos sobre otros. En el congelador es conveniente disponer siempre
de acumuladores congelados. Esto contribuira a que la temperatura del
congelador sea mas fria y por tanto a que los nuevos acumuladores se
congelen con mayor rapidez.

Mantenimiento de la heladera y de las heladeras portatiles. Tener siempre
botellas de agua (o acumuladores llenos de agua) colocados en los espacios
libres de la heladera con la finalidad de estabilizar mas rapidamente la
temperatura en caso de aperturas y de aumentar la duracién de la refrigeraciéon
en caso de averia. Evitar siempre el almacenamiento de bebidas o alimentos
en la heladera, ya que el calor de los alimentos y de las bebidas, asi como la
apertura reiterada de la puerta, haran aumentar la temperatura interior de la

heladera, lo cual puede deteriorar las vacunas. Cuando se utilicen las
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heladeras portétiles, debera tenerse la precaucion de limpiarlas después de
cada uso y quitarles la tapa, para facilitar su secado. Después de cada
utilizacidon es conveniente examinar las paredes internas y externas de la
heladera para detectar la aparicion de fisuras o grietas, en cuyo caso, y de no
poder repararlas, se debera cambiar la heladera. La exposicion directa al sol de
estas heladeras puede provocar la aparicion de estas fisuras o0 abombamiento,
por lo que siempre debera evitarse dicha exposicion.

Controlar la autonomia de la heladera.

Otras estrategias para garantizar la cadena de frio

Uso de sensores de control de los viales de vacuna. Un cuadrado sensible
al calor situado en el interior de un circulo cambia de color bajo la influencia
combinada del calor y del tiempo. Si tras la exposiciéon al calor durante un cierto
lapso el cuadrado alcanza el mismo color que el circulo, o lo supera en

intensidad, debe descartarse el vial.

Elcolor del cuadrado interno es menos intenso
V que el del circulo extemo.
USAR la vacuna, siempre que no se haya

sobrepasado la fecha de caducidad.

Elcuadrado interno se ha oscurecido, pero sigue
V estando mas claro que el circulo externo.

USAR la vacuna, siempre que no se haya

sobrepasado la fecha de caducidad.

Punte de descarte: el color del cuadrado
x interno se confunde con el del circulo externo.

MO usar la vacuna.

Punto de descarte superado: el cuadrado
“ interno presenta un color mas intenso que el del
. circulo externo.
NO usar la vacuna.

Figura 2. Indicadores de control de temperatura

Recordar que la sensibilidad a la temperatura en el caso de las vacunas no

s6lo implica sensibilidad al calor, sino también al exceso de frio.
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Sensibilidad de las vacunas al calor:

Mayor sensibilidad

Oral contra la polio
Rubeola

Triple bacteriana (DPT)
Fiebre amarilla

BCG (tuberculosis)

Hib (gripe) — DT

Td — TT — Hepatitis B

Menor sensibilidad

Sensibilidad de las vacunas al frio:

Mayor sensibilidad

Hepatitis B
Hib

DPT

DT

Td

TT

Menor sensibilidad

Preguntas Orientadoras

1. Objetivos de un estudio de estabilidad. Como se determina la fecha

de vencimiento de una especialidad y como se estima el periodo util

de una preparacion magistral?

2. Qué tipos de estudios de estabilidad conoce?

3. Como elaboraria un protocolo para determinar la fecha de

vencimiento de una formulaciéon farmacéutica?
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4. Enumere los estudios de estabilidad de los productos destinados
para almacenar a Temperatura Ambiente. Describa condiciones y
tiempo/s de muestreo/s.

5. Qué factores pueden afectar la estabilidad de un producto?

6. Qué medidas deben llevarse a cabo para controlar y optimizar el
funcionamiento de un equipo de refrigeracion destinado a almacenar

vacunas y otros medicamentos que requieren cadena de frio.

Test de Autoevaluacion

1. Cuél de estos factores afecta la estabilidad de una forma farmacéutica
liquida?
(a) Humedad
(b) pH
(c) Solubilidad

(d) Indice de refraccion

2. A cudl de estas materias primas hay que proteger en especial de la
Humedad?
(a) Droga con una funcion fendlica
(b) Droga con una funcién éster
(c) Droga con una funcion aldehido
(d) Droga con una funcion alcohdlica.

3. A cudl de estas materias primas hay que proteger en especial de la
Oxidacion?
(a) Droga con una funcion fendlica
(b) Droga con una funcién éster
(c) Droga con una funcién amina

(d) Droga con una funcion amida.
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4. Cudl de estos factores puede afectar la estabilidad de una forma
farmacéutica solida?
(a) Humedad
(b) pH
(c) Solubilidad
(d) Indice de refraccion

5. Las reacciones de Hidrdlisis afectan a las materias primas con el
siguiente grupo funcional
(@) Funcion fendlica
(b) Funcion éster
(c) Funcién amina

(d) Funcion cetona.
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CAPITULO 13

ENSAYOS BIOLOGICOS
Pablo Quiroga

Introduccion

En general, los sistemas de control de calidad para productos biofarmacéuticos
son muy similares a los utilizados rutinariamente en productos farmacéuticos
de bajo peso molecular, la diferencia fundamental entre estos sistemas de
control de calidad para productos obtenidos por biotecnologia y productos
farmacéuticos tradicionales reside en el tipo de métodos que se emplean para
determinar la identidad del producto, su uniformidad, su pureza y el perfil de
impurezas. La complejidad de los sistemas de control de calidad para los
productos biofarmacéuticos estad relacionada con el tamafio y con las
caracteristicas estructurales del producto y el proceso de fabricacién.

En este capitulo desarrollaremos los fundamentos y principios basicos de los
Ensayos Biolégicos o Bioensayos los cuales constituyen una parte integral de
la evaluacion de la calidad de productos de origen biolégico y son utilizados

comunmente para la estimacion de la potencia de un principio activo.

Biofarmacéuticos/Bioterapéuticos

Agentes terapéuticos producidos a partir de organismos vivos o sus productos
(incluyendo tecnologia ADN recombinante, procesos de manufactura
biotecnolégica, y sintesis quimica utilizando nucle6tidos o aminoacidos) e
incluye los anticuerpos monoclonales, fragmentos de anticuerpos, péptidos,
factores de reemplazo, proteinas de fusion, oligonucledtidos, y preparaciones
de ADN para terapia génica. Esta clase de agentes terapéuticos ha tenido un

gran crecimiento en estos ultimos afios y han sido y son utilizados para un
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amplio espectro de indicaciones terapéuticas que van desde la oncologia y
enfermedades autoinmunes hasta enfermedades huérfanas y de origen
genético. Si bien las vacunas y otros productos bioldgicos no estan incluidos en
la definicion anterior, la determinacion de su potencia relativa es realizada
aplicando los ensayos biologicos o bioensayos.

Ensayos Bioldgicos o Bioensayos: se describen para la valoracion de ciertas
sustancias y preparaciones cuya potencia no puede garantizarse
adecuadamente mediante analisis quimico o fisico. El principio a aplicar,
siempre que sea posible, a lo largo de estos ensayos, es comparar una
preparacién desconocida con una preparacion patron y determinar que
cantidad de la sustancia, que sé esta examinando, produce el mismo efecto
biolégico que una cantidad dada, la Unidad, de la preparacion patrén / estandar
de referencia. Es una condicién esencial, que los ensayos sobre la preparacion
estandar y sobre la sustancia a examinar se realicen al mismo tiempo y bajo
condiciones tan idénticas como sea posible (Farmacopea Europea Suplemento
2000, capitulo 5.3 Statistical Analisis of Results of Biological Assay and Tests).
Estos ensayos se diferencian de los ensayos fisicoquimicos por su
dependencia de un sustrato biolégico (ej. Animales, células vivas, o complejos
funcionales de receptores blancos).

Estos ensayos constituyen herramientas fundamentales en la determinacion de
la potencia y el aseguramiento de la actividad de proteinas, vacunas, terapia
celular, terapia génica, y mezclas complejas, los mismos juegan un rol muy
importante en el monitoreo de la estabilidad de los productos biofarmacéuticos.
Por lo tanto las aplicaciones comunes de los ensayos bioldgicos incluyen la
caracterizacion de los productos biolégicos y biotecnoldgicos, liberacion de
lotes productivos y estudios de estabilidad.

Como hemos visto en la definicion de ensayo bioldgico los mismos son
ensayos relativos por lo cual debemos contar con materiales biol6gicos de
referencia, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS / WHO) provee dichos
materiales referencia (al igual que la Farmacopea de Estados Unidos-USP vy la
European Pharmacopoeia-EP), los cuales sirven como fuente de referencia

para una actividad biologica definida la cual es expresada internacionalmente
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como Unidad. EI concepto de la utilizacion de preparaciones bien
caracterizadas como referencia contra los cuales diferentes lotes de productos
bioldgicos son valorados, continua siendo fundamental para asegurar la calidad
de los productos biolégicos y también para demostrar la consistencia en la
produccién de los mismos, los cuales son esenciales para el establecimiento de
apropiados niveles clinicos de dosificacion.

La OMS en su WHO Technical Report Series, No. 932, 2006- Anexo 2 define a
estandar de referencia como “materiales que son utilizados como calibradores
en los ensayos”. La OMS provee estandar de referencia para un rango de
sustancias las cuales son consideradas como “bioldgicos”. sustancias las
cuales no pueden ser completamente caracterizadas solamente por métodos
fisicoquimicos, y requieren de esta manera la utilizacion/aplicacion de alguna
forma de ensayo biol6gico. Los estdndar de referencia son provistos para la
calibracion de los ensayos basados en la interaccion de componentes de
sistemas vivos, incluyendo aquellos basados en la funcién biolégica,
reactividad inmunoldgica, activacion y amplificacion enzimatica y actian como
estandares globales de “orden superior” para la medicién de los analitos que
ellos definen. Para la liberacion de lotes productivos, los bioensayos son
utilizados para evaluar la potencia del principio activo antes de la liberacién del
producto biofarmacéutico, vacunas, etc. En estos se debe establecer una
especificacion de liberacion, mediante la definicion de un rango de valores de
potencia que son aceptables para el producto en sus condiciones de
almacenamiento / conservacion declaradas hasta su fecha de vencimiento.

Los Bioensayos pueden ser divididos en:

Bioensayos in vivo. (animales)

Bioensayos ex vivo.

Bioensayos in vitro (células)

Bioensayos in vivo: los ensayos de potencia in vivo son bioensayos en los
cuales un namero de diluciones tanto del estandar como del material test son
administradas a los animales, para la estimacion de la potencia se utiliza una
relacion Dosis vs. Respuesta. Con la aparicion de lineas celulares especificas

para mecanismo de accion fisioldgico propuesto, la utilizacion de animales para
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la determinacion de la potencia ha sido ampliamente disminuida. Cuando la
actividad in vitro no esta fuertemente asociada con la actividad in vivo, es
necesario recurrir a una combinacion de ensayos in vitro basados en células y
un adecuado método fisicoquimico para poder sustituir un bioensayo in vivo.
Bioensayos ex vivo: en este tipo de bioensayos células o tejidos obtenidos de
animales o donantes humanos pueden ser cultivados en el laboratorio y
utilizados para la valoracion de una preparacion Desconocida.

Bioensayos in vitro (basados en células): estos bioensayos utilizan clones de
lineas celulares que responden a un ligando o agente infeccioso especifico y
pueden ser utilizados como ensayos de liberacion de lotes de bioterapéuticos.
Estas lineas celulares pueden derivar de tumores, lineas celulares de
ingenieria transfectadas con un receptor apropiado, entre otros. Los avances
en la tecnologia ADN recombinante y el entendimiento de los mecanismos de
sefializacion celular han permitido la generacion de lineas celulares de
ingenieria las cuales mejoran la respuesta y aumentan la estabilidad de las
mismas. Las respuestas incluyen: proliferacion celular, muerte celular, actividad
antiviral, diferenciacion, secrecién de citoquinas/mediadores y activacion
enziméatica.

Teniendo en cuenta lo indicado en el Tépico Q6B de ICH no siempre es
necesario en el ensayo biolégico reproducir exactamente la actividad Biologica
del producto en una situacion clinica, pero debera previamente establecerse en
estudios farmacodinamicos o clinicos una correlacién entre la respuesta clinica

esperada y la actividad evaluada en el ensayo bioldgico.

¢,Cuando debemos recurrir a un ensayo biologico?
¢ Cuando la droga no puede ser valorada por procedimientos quimicos o
fisicos por no presentar caracteristicas que lo hagan posible

¢ Cuando los métodos quimicos o fisicos no son capaces de distinguir
diferencias estructurales de la droga, que sin embargo repercuten

considerablemente en su actividad biologica.
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¢ Cuando la presencia de otros compuestos interfiere en las valoraciones

fisicas o quimicas.

¢ Cuando el principio activo se encuentra en una concentracion tan pequefia

que no es posible detectarlo por ningun método fisico o quimico.

Los bioensayos se basan en la relacion Dosis/Concentracion vs. Respuesta

o ( p Sistema biolégico (animal
Estimulo (Dosis , entero, parte de él, cultivo | Respuesta
Concentracién) celular etc.) (medicién)

Figura 1. Esquema relacion dosis/concentracion- respuesta

Una vez obtenida la respuesta sé gréfica la dosis/concentracion vs la
Respuesta media de "n” determinaciones, la respuesta (Y) puede ser
directamente la respuesta medida o una transformacion de la misma y en el
caso de la dosis o concentracion (X) se utliza fundamentalmente la
transformacién logaritmica, diferentes funciones matematicas pueden ser
utilizadas para describir de manera adecuada y correcta la relacion dosis/
concentracion- respuesta tal que los valores de Y de X satisfagan la hipétesis
de linealidad Y = a + bX.

Clasificacion de los Ensayos Bioldgicos

Los ensayos biologicos los podemos clasificar en:  Ensayos Directos y
Ensayos Indirectos:

Ensayo Directo: es aquel en el cual se mide la dosis de la preparacion
Estandar y Desconocido que producen una respuesta biolégica especifica y
bien definida, la respuesta es fija, y la dosis variable llamada dosis umbral. El
cociente entre la dosis umbral media para la preparacion Estandar y la dosis
umbral media para la preparacion Test proporciona directamente la potencia.

La dosis umbral se determina dos veces en cada animal, una con el Estandar y
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la otra con el Desconocido, posteriormente cada dosis se convierte en su
logaritmo, se determina la diferencia entre ambos logaritmos de las dosis
respectivas para cada animal y se calcula la potencia a partir del promedio de
estas diferencias. Los ensayos directos no siempre son posibles, el mayor
inconveniente esta en la determinaciébn exacta de la dosis que produce
respuesta biologica especifica, a continuacion se describe en ejemplo de este
tipo de ensayo.

Bioensayo in vivo. Valoracion de Adrenalina de F.A. VI ed.

Procedimiento
Se preparan las soluciones Estandar de adrenalina y de la solucién

Desconocida en solucion al 0.9 % de CINa en agua para inyectable (sol.
Fisiologica), se anestesia el animal con solucion de cloralosa 8%, se aisla la
cardtida y se le conecta un mandémetro de Hg el cual permite registrar la
presion arterial, posteriormente se le inyecta por vena un volumen de la
solucion patron de adrenalina hasta obtener la respuesta indicada, cuando la
presion vuelve a su nivel inicial se repite la inyeccion de la misma dosis,
debera obtenerse en esta y 2-3 inyecciones sucesivas la misma respuesta. Una
vez fijada la dosis del patrén que produce un efecto constante se determina,
procediendo de forma anéloga, la dosis de la solucién a valorar que produzca
la misma respuesta, posteriormente se procede a inyectar nuevamente la
solucion de adrenalina Estandar, con el objetivo de comprobar que la
sensibilidad del animal no ha variado. De la comparacion de las dosis umbral
de ambas soluciones transformadas a logaritmo, se calcula la Potencia Relativa
(PR) de la sustancia Desconocida, de acuerdo a la siguiente formula:

PR= DE/DD aplicando la transformacion logaritmica de los valores de dosis,

log PR =log DE —log DD =M

PR = Antilog M

PR: Potencia Relativa

DE: Dosis de la preparaciéon Estandar requerida para producir la respuesta
bioldgica especifica y definida.
DD: Dosis de la preparaciéon Desconocida requerida para producir la misma

respuesta.
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Ensayo Indirecto: En estos ensayos por lo general la dosis umbral no puede
medirse directamente, por lo tanto la potencia se determina de manera
indirecta por comparacion de las respuestas a dosis conocidas del Estandar y
las respuestas después de una o varias dosis del Desconocido, es decir en
este tipo de ensayos se administran dosis predeterminadas de la preparacién
Desconocida y de la preparacion Estdndar y se registran las respuestas de
cada unidad experimental a cada dosis administrada.

Existen fundamentalmente dos tipos de datos en este tipo de ensayos:

A. Respuestas Graduales o cuantitativas

B. Respuestas Cuantales - Cualitativas o del Todo o nada.

Esta clasificacion se refiere a la naturaleza de la respuesta utilizada para la
construccion del modelo (relacion Dosis/Concentracion vs. Respuesta) en el
ensayo.

A. Respuestas graduales o cuantitativas: estas respuestas son mediciones
numericas sobre una escala continua (Ej. Respuesta espectrofotometrica,
luminiscencia, densidad optica, peso corporal, etc.) son aquellas en las cuales
se administran diferentes Dosis/Concentraciones del preparado Estandar y del
Desconocido a cada unidad experimental (en el caso de un bioensayo en vivo)
y se mide el efecto o respuesta en cada una de ellas sobre la base de una
escala cuantitativa, es decir en cada unidad experimental se observa y
cuantifica una respuesta (ej. si la unidad experimental es el ratén y cada grupo
tratado esta compuesto por 6 ratones, obtendremos un valor para cada uno de
los 6 ratones, a partir de los resultados individuales se obtiene un valor medio
con su respectiva dispersion). Los ensayos que se basan en este tipo de
respuesta se denominan Ensayos Cuantitativos.

B. Respuestas Cuantales - Cualitativas o del "Todo o nada”: son respuestas
categoricas, aquellas en las cuales es imposible o excesivamente laborioso
cuantificar o medir la respuesta en cada unidad experimental, por lo tanto se
evalua si un efecto o sintoma (ej. muerte o sobrevida, ausencia o presencia de
convulsiones) ocurre 0 no ocurre en cada unidad experimental, en este caso en
lugar de tener “n” valores individuales de respuesta, tendriamos un solo valor

para cada tratamiento, este valor se expresa como la fraccion o el porcentaje
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de unidades experimentales en cada grupo tratado que ha mostrado una
respuesta determinada. Ej. si la unidad experimental es el raton y cada grupo
estd compuesto por 10 ratones y la respuesta buscada es la muerte o
sobrevida del animal, si 6 animales mueren, entonces el resultado sera 6/10 o
sea 0.6 o 60%. Los ensayos que se basan en este tipo de respuesta se
denominan Ensayos Cuantales, a continuacion se describe un ejemplo de
Ensayo Cuantal

Ejemplo:

Valoracion de Insulina por inyeccion subcutanea en raton. (European
Pharmacopeia, 1997)

Respuesta: presencia de convulsiones debido a hipoglucemia dentro de los 75
minutos posteriores a la inyeccion subcutanea de insulina.

Procedimiento: Se administran 2 dosis de 24 miliunidades/raton y 40
miliunidades/raton contenidas en un volumen de 0.25 ml, de la preparacion
patrén, dosis equivalentes de la preparacién desconocida son preparadas en
base a la potencia declarada. Cada dosis de la preparacion Estandar y
Desconocida son administradas a grupos de 24 ratones cada uno. Se

presentan los resultados en la Tabla 1.

Preparacion Dosis (MU) (n)* (n° P=r/n
Estandar (E) 40 (E1) 24 21 0.88
24 (E2) 24 8 033
Desconocido (D) 40 (T1)# 24 20 0.83
24 (T2)# 24 10 0.42

Tabla 1. * N° de ratones por grupo, ° N° de ratones por grupo que presentaron respuesta,
# Las dosis de la preparacion Desconocida fueron preparadas basandose en la potencia
declarada.
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Validaciéon de los Ensayos Bioldgicos

Antes de aplicar un ensayo biolégico en nuestro laboratorio, debemos
proceder a validar el mismo con el objetivo de evaluar las condiciones o
caracteristicas operacionales del procedimiento propuesto, tal cual lo descripto
en el Capitulo 2 de este libro.

La validacion de un ensayo biologico debera incluir muestras que sean
representativas del material que sera evaluado durante el mismo, con el
objetivo de evaluar su performance.

Para estudiar las propiedades de los reactivos empleados (animales, lineas
celulares, etc) y las condiciones de nuestro laboratorio, el primer paso es
obtener una curva Dosis/Concentracion vs. Respuesta con la preparacion
Estandar, con un buen nivel de precisién y en un amplio rango de dosis, en el
caso de un ensayo in vivo, se utilizard un niamero determinado de animales
(por €j. 30), divididos en seis grupos, cada grupo es administrado con un nivel
de dosificacién, es decir evaluamos 6 Dosis diferentes en total. En general
cuando se grafica Dosis/Concentracion o log. Dosis/Concentracion vs.
Respuesta, las curvas obtenidas tiene forma sigmoideas, pero sélo debemos
considerar la parte central de dicha curva que es lineal, la cual toma el nombre

de linea de regresion Figura 2.

Response

—* Linea de Regresion

log[Dose]
Figura 2. Relacion Logaritmo Dosis - Respuesta
Los parametros a evaluar para la validacion son similares a los descriptos en el
capitulo 2 y son: exactitud relativa, especificidad, precisién intermedia y rango,

respecto de otros parametros como el limite de cuantificacion y deteccion los

mismos en general no son considerados relevantes para un ensayo bioldgico
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donde el objetivo sea reportar una potencia relativa, si bien la robustez no es
un requerimiento en la validacion de los bioensayos, es recomendable
realizarlo como pre-validacion o mediante ensayos adicionales inmediatamente
posterior a la validacion.

Las definiciones para los parametros descriptos anteriormente son las mismas
que las dadas en el capitulo de validaciones, la diferencia es que en estos

casos estamos en un ensayo bioldgico.

Métodos utilizados para el calculo de la potencia relativa

Una vez validado el ensayo biolégico procederemos a aplicar el ensayo como
control de calidad de rutina en las condiciones establecidas en la validacion,
para lo cual deben ensayarse la preparacion Estdndar y Desconocido
simultaneamente, obteniéndose 2 curvas Dosis/Concentracion vs. Respuesta:
una para el Estdndar y otra para el Desconocido, las cuales se compararan
entre si y por medio de andlisis estadistico se estimara la potencia relativa y el
intervalo de confianza del 95 % de probabilidad.

Para seleccionar el método/modelo estadistico a aplicar en un bioensayo para
calcular la potencia relativa, debemos considerar: el tipo de dato y el disefio del
bioensayo, en general el modelo debe reflejar fuertemente el disefio del mismo
(completamente al azar, bloques al azar, etc.).

En los métodos para el célculo de la potencia relativa, se asume primariamente
la similaridad o similitud, dos preparaciones son similares si ellas contienen el
mismo o los mismos constituyentes efectivos y en la misma proporcion. Si esta
condicion se cumple, la preparacion Desconocida se comporta como una
dilucion (o concentracién) de la preparacién Estandar.

La similaridad o similitud puede ser representada matematicamente por la
siguiente formula:

Fr(2) = Fs(p2)

F1: funcion dosis/concentracion — respuesta para la preparacion Desconocida

Fs: funcidn dosis/concentracion — respuesta para la preparacion Estandar
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Z: representa la dosis/concentracion
p: potencia relativa de la muestra Desconocida relativa al Estandar
Los modelos estadisticos para la estimacion de p en los ensayos cuantitativos

pueden ser:

Relacion de pendientes (1)

Modelos estadisticos \

Lineas Paralelas (ll)

Para ambos modelos se asumen las siguientes condiciones: todos incluyen un
término residual, el cual se asume que es independiente de una medicion a
otra y que tiene una variancia constante entre diferentes concentraciones.

Para aplicar cualquiera de estos dos modelos estadisticos deben cumplirse las
siguientes condiciones:

1. Los diferentes tratamientos deben ser asignados al azar a las unidades
experimentales.

2. Las respuestas a cada tratamiento deben distribuirse normalmente.

3. La desviacién estandar de las respuestas dentro de cada grupo de
tratamiento, para la preparaciéon Estandar y Desconocida, no debe diferir
significativamente una de otra (homocedasticidad de los datos).

4. Cada preparacion (Estandar y Desconocida) en el ensayo debe ser
contrastada con el mismo ndmero de dosis.

5. En el modelo de relacibn de pendientes, el intervalo entre dosis/
concentraciones adyacentes debe ser constante para todos los tratamientos en
el ensayo (progresion aritmética), en el modelo de lineas paralelas, el cociente
entre las dosis / concentraciones adyacentes debe ser constante para todos los
tratamientos del ensayo (progresion geométrica).

6. Debe haber un numero igual de unidades experimentales para cada
tratamiento.

I. Modelo de relacion de pendientes, este modelo puede aplicarse cuando:

A. La relacion entre la dosis / concentracion y la respuesta es lineal.

B. Las rectas Dosis/Concentracion vs. Respuesta del Estandar y del

Desconocido tienen la misma ordenada al origen (no necesariamente debe
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corresponder al origen de coordenadas), lo cual demuestra la similitud
estadistica.

Para que el ensayo sea estadisticamente valido deben cumplirse, ademas de
las ya mencionadas (1, 2, 3) las siguientes condiciones:

1. La variacion debida a los blancos en los disefios (h x d + 1) debe ser no
significativa, es decir la respuesta debida a los blancos no difiere
significativamente. En el ejemplo anterior seria (2 x 3 + 1)

donde:

° h : NOomero de preparaciones en el ensayo incluyendo la preparacion
Estandar

°d: Numero de niveles de dosis para cada preparacion ( excluyendo el

blanco)

Estandar

Desconocido

Respuesta (y)

dosis (x)

Figura 3. Relacion Dosis — Respuesta- Modelo de relacion de pendientes

2. Demostrar estadisticamente la igualdad de las ordenadas al origen.

3. Demostrar linealidad (para ensayos que incluyen al menos tres dosis), el
mismo indica que la relacién entre la dosis y la respuesta puede representarse
por una linea recta en todo el intervalo de dosis utilizadas, los valores medios
de respuesta de las preparaciones no se apartan significativamente de una
recta en el rango de dosis/concentraciones utilizadas.

Una vez establecida la validez estadistica, se procede a estimar la potencia y el
intervalo de confianza del 95 % de probabilidad, a continuacién se detallan las
ecuaciones para el calculo de la potencia relativa:

Para la Preparacion Estandar:
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Y=a+bDg De = Dosis preparacion del Estandar
Para la preparacion Desconocida:

Y=a +b' Dp Dp = Dosis preparacion Desconocida

Como hemos comprobado que el ensayo es valido podemos asegurar que las
rectas tienen una ordenada al origen (a) igual, pero difieren en el valor de la
pendiente (b y b'), si consideramos De y Dp frente a la misma respuesta Y,

igualando ambas ecuaciones tenemos:
/d+b DE:)'X‘FleD

DE/ DD: bllb
PR = DE/DD
PR=b'/b=p

La Potencia relativa (p) de la preparacion Desconocida esta dada por la
relacion de pendientes de ambas rectas, debido a esto este tipo de modelo se
denomina Modelo de Relacion de Pendientes.

II. Modelo de lineas paralelas, para aplicar este modelo deben cumplirse las

siguientes condiciones:

A. La relacién entre el logaritmo de la dosis y la respuesta se representa por
una linea recta en el intervalo de Dosis/Concentracion utilizadas
B. Para cualquier preparacion Test en el ensayo, la linea recta es paralela al

Estandar, lo cual demuestra la similitud estadistica.

* Estandar

* Desconocido

Respuesta (y)

In dosis (x)

Figura 4. Relacién Logaritmo Dosis/Concentracion vs. Respuesta -Modelo de lineas paralelas

312



Para que el ensayo sea estadisticamente valido deben cumplirse las siguientes
condiciones:

1. Hipdtesis de regresion: La pendiente de la curva log Dosis/Concentracion vs.
Respuesta difiere significativamente de cero.

2. Hipotesis de paralelismo: Para cualquier preparacion Desconocida en el
ensayo, la linea recta es paralela al Estandar.

3. Hipotesis de linealidad: La relacion entre el logaritmo de la dosis/
concentracion y la respuesta debe representarse por una linea recta en todo el
intervalo de dosis utilizadas. Una vez establecida la validez estadistica, se
procede a estimar la potencia relativa y el intervalo de confianza del 95 % de
probabilidad.

Hemos demostrado que el término de linealidad es significativo entonces
procedemos a calcular la potencia para cada preparaciéon Desconocida:

Y =a+blog De

Y =a'+b log Dp

Hemos demostrado que ambas rectas son paralelas por lo tanto tienen la
misma pendiente (b) pero distinta ordenada al origen, trabajando a iguales
valores de respuesta (y)

a +blog De=a' +b log Dp (1)

Despejando a*

a'=a+blogDg-b logDp

a' =a+ b (log Dg - log Dp) como log. De - log Dp=log PR

a'=a+blog PR

Reemplazando en (1) obtengo:

atblogDg=a+blogPR +b log Dp

b log. De = b (log PR + log Dp)

log. De=log PR + log Dp

log PR =log Dk - log Dp

log PR =log (De / Dp) = log p

Podemos observar que cuando las lineas Dosis/Concentracion vs. Respuesta

son paralelas, la separacion horizontal corresponde para una misma respuesta
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a la diferencia en el nivel de actividad biologica, esta diferencia horizontal
corresponde numericamente a log p (logaritmo de la Potencia Relativa).

En la siguiente Tabla se resumen las condiciones que deben cumplirse para
aplicar cada uno de los modelos estadisticos discutidos anteriormente.

Condiciones para su | Modelo Relacién | Modelo de lineas
aplicacion de Pendientes Paralelas
Regresion X X
Linealidad X X
Interseccion X _
Paralelismo _ X

Tabla 2. Condiciones para la aplicacién de los modelos estadisticos

Ensayos cuantales: para los ensayos biol6gicos que dependen de respuestas
cuantales se aplica el modelo estadistico de lineas paralelas.

Como hemos visto anteriormente en estos ensayos se registra la fraccion de
unidades experimentales en cada grupo tratado que ha mostrado una
respuesta determinada, cuando estas fracciones son graficadas vs. el log. de
las dosis la curva resultante es sigmoidea mas que lineal, entonces una funcién
matematica que representa esta curvatura sigmoidea es utilizada para estimar
la curva Dosis vs. - Respuesta, la funcion mas comunmente utilizada es la
funcion de distribucion normal acumulativa, de esta manera transformamos una
curva sigmoidea en lineal, es decir ahora se reemplaza cada respuesta (ej.
fraccion o porcentaje de respuesta por grupo) por el correspondiente valor de
la distribucion normal acumulativa estandar este valor usualmente llamado
"normit” tiene un rango teodrico entre - «; + oc, entonces se propuso adicionar el
valor 5 a cada "normit" dando origen al termino probit, una vez que la curva
Dosis - Respuesta ha sido linealizada es posible aplicar el modelo de lineas
paralelas. Antes de calcular la potencia y el intervalo de confianza debe
determinarse que el ensayo es estadisticamente valido, para esto deben

cumplirse las hipotesis de linealidad y de paralelismo explicadas anteriormente.
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Combinacién Ponderada de resultados de multiples ensayos

En general, un solo ensayo no es suficiente para reportar un valor de potencia
relativa para cumplir con las exigencias regulatorias, por lo tanto con el objetivo
de disminuir los efectos de la variabilidad, es necesario la repeticion de
bioensayos independientes y combinar los resultados de los mismos para
obtener un solo valor reportable de Potencia Relativa. Para que puedan
combinarse los resultados de los diferentes bioensayos se debe demostrar que
los mismos son:

1. Independientes (la ejecucion de un ensayo no afecta las probabilidades de
los posibles del otro), los errores aleatorios en la totalidad de los factores
esenciales que influyen sobre el resultado en un bioensayo, tienen que ser
independientes de los correspondientes aleatorios en el otro. Ensayos
realizados en distintos dias pero utilizando las mismas soluciones originales y
conservadas de Estandar no corresponden a ensayos independientes.

2. Las potencias individuales estimadas forman un conjunto homogéneo: los
resultados son considerados homogéneos cuando difieren solamente debido a
los errores al azar dentro del ensayo.

3. El nimero de grados de libertad de los errores residuales individuales, no es
inferior a 6 y preferiblemente es mayor a 15.

4. Para cada ensayo el valor de C esta proximo a 1 (menor de 1.1)

Hipotesis Esenciales para la validez fundamental de los Ensayos

Biologicos

A. Las diferencias entre los valores medios de las respuesta debido a los
distintos tratamientos se deben Unicamente a los mismos o0 a variaciones
mueéstrales del azar, con esto estamos suponiendo que todos los demas
factores que indudablemente afectan las respuestas han sido controlados por
el investigador. Por lo tanto el investigador debe estudiar cuales son las
condiciones que pueden modificar las respuestas y poder controlarlas, por ej:
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Al. Deberdn mantenerse constantes las condiciones ambientales (macro y
microambiente)
A2. El experimento deberd disefiarse tal que las distintas fuentes de

variabilidad puedan segregarse en el analisis de varianza.

A3. Distribuir las unidades experimentales al azar entre los distintos
tratamientos. Azar significa: un método de seleccion de unidades de muestreo
de modo tal que una muestra tenga una probabilidad fija y determinada de ser
seleccionada.

B. La respuesta esperada debe ser una funcién mondétona determinable de
la dosis dentro del rango de dosis utilizadas, es decir que siempre crece o
siempre decrece. Muchos errores pueden cometerse cuando los ensayos son
realizados con pocas dosis y sobre reactivos biolégicos no bien conocidos
como ser la cepa o colonia de rata que se emplea etc. Entonces con dosis muy
grandes pueden obtenerse respuestas que pueden ser menores que las
correspondientes respuestas a dosis mas bajas, por lo tanto debe conocerse el
sistema bioldgico de manera de asegurar que las respuestas que se esta
evaluando invaliden el ensayo en lo fundamental, este hecho puede no ser

detectado con los test estadisticos.

C. Las respuestas producidas por la preparacion Estandar y la preparaciéon
Desconocida deben ser debidas a un mismo principio activo. En el caso de que
esté presente mas de un principio activo, éstos deben estar en igual proporcién
en ambas preparaciones. Si se cumple esta hipotesis de similitud las funciones
que relacionan las respuestas con las dosis deben tener la misma forma para

ambas preparaciones en las mismas condiciones experimentales.

Hipotesis Esenciales para la validez estadistica

A. Hipétesis de linealidad: La relacion entre Y (valor esperado de Y) y X

debe expresarse por la ecuacion de una linea recta por lo menos en el
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rango de observaciones utilizadas en el célculo: Y= a + bX, esta recta

puede calcularse por el método de cuadrados minimos.

B. Hipoétesis de normalidad: la variable Y se distribuye normalmente para

cada nivel de dosis X utilizado en el calculo.

C. Hipotesis de Homocedasticidad: la varianza de la respuesta o
transformaciéon de las mismas es independiente del nivel de dosis
utilizado. Para corroborar esta hipétesis puede utilizarse el test de Bartlet
en el cual se estudian las diferencias entre las varianzas. Si en una serie
de ensayos existe la tendencia a un aumento o disminucién de las
varianzas de las respuestas con el aumento de las dosis debera
procurarse otra transformacion de las respuestas, que sin alterar el
cumplimiento de las otras hipoétesis, iguale las varianzas en los distintos

grupos de dosis.

Preguntas Orientadoras

[ERN

. Indique cuando es necesario recurrir a un ensayo biologico.
Describa como se clasifican las respuestas en un ensayo indirecto.
3. Describa como demuestra la similitud en un modelo estadistico de
lineas paralelas
4. Qué parametros evaluaria durante la validacion de un bioensayo?
Qué condiciones se deben cumplir para calcular la potencia relativa

en un modelo estadistico de relacion de pendientes.

Test de Autoevaluacion

1. Los ensayos biolégicos pueden ser solo realizados en:
(a) Animales
(b) Células
(c) Células y animales
(d) Animales, células y tejidos

317



2. Un ensayo biologico debe:

(a) Siempre reproducir exactamente la actividad biologica del
principio activo.

(b) No siempre debe reproducir exactamente la actividad biolégica
del principio activo y no debe establecer correlacion con la
misma

(c) No siempre debe reproducir exactamente la actividad biolégica
del principio activo pero debe establecer correlacién con la
misma.

(d) Ninguna es correcta

3. Enun ensayo directo las respuestas pueden ser:
(a) Cuantitativas
(b) Cualitativas
(c) Cuantitativas y cualitativas

(d) Ninguna es correcta

4. Para reportar un valor de Potencia relativa, en general es suficiente
con:
(a) Un solo ensayo independiente
(b) Combinacién de varios ensayos independientes
(c) Combinacién de varios ensayos independientes y con
resultados homogéneos
(d) Combinacibn de varios ensayos independientes, con

resultados no homogéneos

5. En los ensayos directos puedo aplicar los siguientes modelos
estadisticos para el célculo de la potencia relativa.
(a) Lineas paralelas
(b) Relacion de pendientes
(c) Lineas paralelas y relacién de pendientes

(d) Ninguna de las anteriores.
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CAPITULO 14

TRAZABILIDAD DE MEDICAMENTOS
Pablo Quiroga

Introduccion

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) conjuntamente con los diferentes
paises del mundo y a través de sus Agencias Regulatorias, desde hace mas de
20 afos, lucha denodadamente para evitar el ingreso de medicamentos
falsificados a la cadena legitima de distribucidén y que los mismos lleguen a los
pacientes, ocasionando diferentes problemas a la salud de los mismos y a los
sistemas de salud.

Los productos meédicos falsificados (medicamentos, vacunas, derivados
sanguineos, otros productos biolégicos, productos diagnosticos, dispositivos
meédicos, su combinacion y sus componentes) constituyen el mayor riesgo a la

salud publica para todas las comunidades en el mundo.

Medicamento Falsificado

En 1992 se realiza el primer Workshop sobre “Counterfeits Drugs- Medicinas
Falsificadas” organizado por la OMS vy la International Federation of
Pharmaceutical Manufacturers Associations (IFPMA), en el mismo se acuerda
la siguiente definicién para medicamento falsificado: “Medicamento falsificado
es un producto manufacturado indebidamente, de manera deliberada y
fraudulenta en lo que respecta a su identidad o su origen. Pueden incluir
productos con los ingredientes correctos o con los ingredientes incorrectos, sin
principios activos, con principio activo insuficiente o con envasado falsificado”.

La necesidad de una mayor cooperacion internacional para combatir los

productos médicos falsificados ha sido reconocida por la OMS en sus
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resoluciones WHA41.16 (1988), WHA47.13 (1994), WHA52.19 (1999) vy
WHA57.14 (2004).

El grupo de trabajo para luchar contra la falsificacion de medicamentos fue
establecido en 1999 en el marco de la Red Panamericana de Armonizacion de
la Reglamentacion Farmacéutica. Se realizd6 un estudio de alcance regional,
para determinar la situacion relativa a la falsificacion de medicamentos en los
paises de la Region de las Américas. El estudio reveld que la falsificacion de
medicamentos era un problema que se planteaba en grados diversos en la
mayoria de los paises de la Regidn.

En el afio 2006 la OMS propone la creacién del grupo IMPACT (International
Medical Products Anti-Counterfeiting Taskforce) y en septiembre de 2006
anuncia su creacion. IMPACT es definido como “una coalicion voluntaria de
partes interesadas, cuyo propésito es coordinar actividades internacionales
contra la falsificacién de productos médicos, con el propdsito de proteger la
salud publica”, dicha coalicién en el afo 2007, elabora una nueva definicion de
producto médico falsificado en el contexto de los principios de legislacion “Un
producto médico es falsificado cuando hay una presentacién falsa en relacion a
su identidad ©, historia o fuente " Esto aplica al producto, a su recipiente u otra
informacion del empaque o etiqueta. La falsificacion se puede aplicar tanto a
productos de marca como genéricos. Las falsificaciones pueden incluir
productos con ingredientes/componentes correctos, como ingredientes/
componentes incorrectos, sin ingredientes activos, con cantidades incorrectas
de ingredientes activos o con empaques falso. Los defectos de calidad o el no
cumplimiento con las Buenas Practicas de Manufactura o de Distribucion
(GMP/GDP) en productos legitimos y autorizados no se deben difundir con
falsificacion”.

En la reunion realizada en la Ciudad de Buenos Aires en noviembre de 2012,
los paises integrantes de la OMS, acordaron avanzar en el fortalecimiento de
las capacidades de regulacién de las naciones para combatir la falsificacion de
medicamentos, destacando el desarrollo de acciones para la educacion a los
consumidores, los profesionales de la salud y la industria para evitar la

falsificacién de productos.
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Impacto de los medicamentos falsificados

La falsificacion de productos médicos, constituye un grave problema de salud
publica, que pone en peligro vidas humanas y menoscaba la credibilidad de los
sistemas sanitarios. Esos productos comprometen los progresos logrados en
materia de salud publica y, ademas de perjudicar directamente a los pacientes
y causar fallos terapéuticos, erosionan la confianza en el sistema de salud en
Su conjunto.

Los medicamentos falsificados pueden ser perjudiciales para los pacientes de
dos maneras: individualmente y a nivel de sociedad. La toma de sustancias
adulteradas o la falta de tratamiento pueden dafar a un individuo, desde
reacciones adversas inesperadas a la toxicidad, anafilaxis o fracaso terapéutico
(ej. en el caso de los antipaludicos con insuficientes ingredientes activos
pueden contribuir a aumentar la farmacorresistencia, la inmunizacion con una
vacuna falsificada no proteger4d de una enfermedad) e inclusive hasta la
muerte. Los tratamientos incorrectos son un riesgo para la salud publica, ya
sea por la transmision incrementada de la enfermedad o por el desarrollo de
resistencia al antibiético. Ademas, se puede dafiar la credibilidad de un sistema
nacional de salud si los medicamentos falsificados ingresan a la cadena de
distribucion legitima, pues puede inducir en los pacientes temor irracional a
tratamientos perfectamente seguros. La falsificacion tiene consecuencias
sociales y economicas significativas. Mas aun, los pacientes pueden recibir
productos inseguros o inefectivos y estar, consecuentemente, en apreciable
riesgo.

La falsificacion es un problema grande en el sistema de salud global.
Crecientemente afecta al mundo desarrollado asi como al mundo en desarrollo.
No se trata meramente de un problema de propiedad intelectual. La salud de
pacientes en todo el mundo se ve amenazada.

Una propuesta integrada para abordar los problemas causados por medicinas
falsificadas es esencial; la Trazabilidad constituye un elemento clave en la

lucha contra las mismas.
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Trazabilidad de Medicamentos

La Trazabilidad de Medicamentos puede ser dividida en: la trazabilidad de las
materias primas e insumos en los procesos de fabricacion, y la trazabilidad en
los procesos de distribucion o trazabilidad logistica, de esta ultima y de las
diferentes tecnologias antifalsificacion y autenticacion, nos encargaremos en el
desarrollo de este capitulo.

La trazabilidad de productos farmacéuticos es un elemento clave en una
solucién efectiva al problema de los medicamentos falsificados.

La palabra trazabilidad no existe en el idioma castellano, el término apropiado
seria rastreo y seguimiento (track and trace): rastreo es la habilidad de conocer
la ubicacion de un producto en cualquier momento y seguimiento es la
habilidad de saber donde ha estado ese producto en el pasado, es decir
conocer su historia. (Ver figura 1).

La trazabilidad constituye la base para un nivel mas alto de seguridad para el
paciente, confiriendo la habilidad de controlar desvios de medicamentos, y
falsificacion de productos farmacéuticos. Estas practicas ilegales plantean una
amenaza para el consumidor/paciente al introducir drogas potencialmente
peligrosas en el mercado.

A continuacién se proponen otras definiciones o interpretaciones de
trazabilidad: “Capacidad de seguir el rastro de una unidad especifica de un
producto para la salud a través de la cadena de distribucion a medida que éste
se mueve entre organizaciones de fabricantes a distribuidores, a hospitales, a
pacientes. Los productos son rastreados rutinariamente por obsolescencia,
inventario, retiro potencial de la mercaderia del mercado, y propoésitos
logisticos”

“Capacidad de identificar el origen de una unidad en particular y/o la partida del
producto, y su localizacion dentro de la cadena (incluido el hospital) por
referencia a registros mantenidos cerca del origen de la secuencia. Los
productos son rastreados por propésitos tales como: retiro del mercado,
investigacion de quejas, y mantenimiento y mejoramiento del producto.”
(Fuente: GS1 Guia de Trazabilidad, 2001).
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Esquematizacion sistema de rastreo y seguimiento

ficha técnica

Figura 1. Esquematizacion sistema de rastreo y seguimiento

IMPACT, esta constituido entre otros por el grupo IMPACT Working Group on
Technology, el mismo tiene como finalidad la evaluacién o estudio de las
tecnologias disponibles de antifalsificacion, rastreo y seguimiento (proceso de
registro de todas las transacciones llevadas a cabo para un determinado envio
durante toda la cadena de distribucion). La identificacion del ciclo de vida de un
medicamento, desde el punto de fabricacion hasta la cama del paciente, con
todos los pasos y actores involucrados definidos, aumenta la seguridad del
proceso de administracion del medicamento, aumentando significativamente la
seguridad del paciente y reduciendo el riesgo de la cadena de distribucion.

La trazabilidad es parte de las Buenas Practicas de Manufactura®™ (GMP)
promulgadas por la Administracion Federal de Drogas y Alimentos de los
Estados Unidos (FDA) V; esto significa que los fabricantes deben rastrear sus
productos desde su origen hasta la primera entrega (mayorista u hospital). Para
lograrlo, los fabricantes han desarrollado soluciones que son altamente
efectivas, siempre y cuando los productos estén en su propia esfera de
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influencia. Asi, sumado a su nimero de identificacion, los productos tienen que
portar un namero de lote y la fecha de vencimiento. El seguimiento es también
parte de las Buenas Practicas de Distribucion y Almacenamiento (GDP y GSP
respectivamente) que los mayoristas deben respetar.

En la 63° Asamblea Anual Mundial de Salud -OMS- llevada a cabo el 22 de
abril de 2010 en la pagina 5, se describen las directrices generales sobre
garantia de Calidad las cuales incluyen recomendaciones que abarcan desde
el desarrollo y la produccion del medicamento hasta su distribucion a los
pacientes, estas directrices figuran en el sitio Web de la OMS bajo el titulo
“Temas de Salud”, haciendo referencia a la trazabilidad logistica, por lo tanto, la
trazabilidad se basa en las Buenas Practicas de Manufactura (GMP), las
Buenas Préacticas de Distribucion (GDP) y las Buenas Préacticas de

Almacenamiento o Conservacion (GSP).

GSP:
GMP: Los Good Storage

fabricantes deben Practice.

GDP (OMS):

rastrear sus

productos desde su La deben cumplir
origen hasta la los distribuidores

primera entrega mayoristas #
(mayorista u
hospital)

TRAZABILIDAD
(Calidad del

Producto
Farmaceéutico)

Figura 2. Buenas Précticas- base de la trazabilidad

El seguimiento de farmacos, del fabricante al paciente, todavia no se ha
logrado a nivel mundial y el mismo solo se puede lograr si se cuenta con una

identificacion adecuada del producto.
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Identificacion y codificacién de productos farmacéuticos

La codificacion Unica y estandarizada de los medicamentos puede llevar a
oportunidades de mejorar la seguridad del paciente y elevar la seguridad y
eficiencia de la cadena de distribucion, con una mejor posibilidad de rastreo de

los medicamentos en el mundo.

eguridad del

Paciente

Cadena de distribucién mas segura y
eficiente, efectiva identificacion del
producto, mejor posibilidad de rastreo de

los medicamentos

Codificacion anica 'y
estandarizada de medicamentos

Figura 3. Relacién Codificaciéon y seguridad del paciente

Tecnologias Antifalsificacion

El objetivo o funcién primario de las tecnologias de antifalsificacion, es la
autenticacion del producto médico, por las agencias regulatorias, la industria
farmacéutica e idealmente por el puablico en general.

Las tecnologias antifalsificacion se pueden clasificar en las categorias

siguientes:

1. Visibles (Overt)
2. Ocultas (Covert)

3. Marcadores o Técnicas Judiciales ( Forensic Techniques)
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4. Serializacion /Rastreo y Seguimiento (Serialization/Track ad Trace).

1. Tecnologias visibles (Overt): estas tecnologias o caracteristicas estan
destinadas a permitir a los usuarios finales (en este caso pacientes) verificar la
autenticidad del producto, dentro de este grupo tenemos: hologramas,
dispositivos Opticamente variable, films y tintas de seguridad, graficos de
seguridad y numeracién secuencial de los productos.

A continuacion, se describen las ventajas y desventajas de las tecnologias

visibles de autenticacion.

Ventajas Desventajas

Verificacion por el usuario / paciente Requieren  educacion del  usuario/
paciente y no siempre es ampliamente
interpretada

Tecnologias nuevas mas seguras Pueden ser facilmente imitadas

Pueden agregar un atractivo decorativo Pueden adicionar un costo significativo

Pueden actuar como disuasorios para los | Pueden depender o basarse en

falsificadores caracteristicas ocultas para su
autenticacion
Pueden ser reutilizadas
Pueden dar una Falsa seguridad

Tabla 1. Ventajas y desventajas de las tecnologias visibles de autenticacion

2. Tecnologias ocultas (Covert)

El objetivo de estas tecnologias, es permitir al propietario de la marca
identificar productos falsificados, respecto del publico general o pacientes, los
mismos no tienen los medios para percibir su presencia o para verificar los
mismos, no son facilmente detectables o copiables sin un conocimiento
especializado. Si las caracteristicas encubiertas son comprometidas o
publicitadas, su valor de seguridad puede perderse parcial o totalmente, dentro
de este grupo podemos describir: impresion invisible, imagen integrada, marcas
de agua digitales, marcas ocultas o impresas, disefio anticopia 0 antiescan,
codigos laser, sustratos, olor, etc. A continuacion, se describen las ventajas y

desventajas de las tecnologias de autenticacion ocultas.
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Ventajas Desventajas

Pueden ser simples y con bajo costo de | Se necesita estricto secreto
implementacion

Necesitan aprobacion regulatoria Si es ampliamente utilizado o conocido es
facilmente copiable

Pueden ser facilmente agregadas o | Opciones mas  seguras agregan
modificadas complejidad y costo

Puede ser aplicado en la propiaempresa (| Si es aplicado a través de Ilos
in-house) o a través de los proveedores | proveedores de componentes existe
de los componentes mayor riesgo de que se filtre la
informacion

Tabla 2. Ventajas y desventajas de las tecnologias ocultas

3. Marcadores o Técnicas Judiciales ( Forensic Techniques)

Soluciones de alta tecnologia las cuales requieren test de laboratorios o Kits
especificos para proveer autenticidad cientifica, estos marcadores representan
un subgrupo de tecnologias o caracteristicas ocultas o encubiertas, pero
difieren con las mismas en la metodologia requerida para la autenticacion,
podemos enumerar: etiquetas o marcadores quimicos, biolégicos o de ADN
(Acido Desoxiribonucleico), relaciones isotopicas, micromarcadores o0

microetiguetas.

4. Serializacion
La serializacién implica asignar una identidad Unica a cada unidad de stock
durante la fabricacion, el cual se mantiene a lo largo de la cadena de
comercializacion hasta su consumo, esta identidad normalmente incluira
detalles del nombre del producto, concentracion/dosis, N° de lote y fecha de
Vencimiento. El objetivo de la serializacion permite:

e Rastrear un determinado medicamento, a través de la cadena de

comercializacion, en cada punto donde es factible capturar datos.

e Proveer trazabilidad a lo largo de la historia de cualquier medicamento,
(denominado Pedigree Electronico) la cual esta sujeta a los puntos de

control.

e Permitir la autenticacién de los datos en cualquier momento y por lo

tanto del pack o unidad sobre el cual se aplico.

329




El beneficio més obvio de la serializacion, se observa en la logistica de la
cadena de comercializacion, donde una mayor transparencia en los inventarios
y los patrones de demanda pueden conducir a mejorar la eficiencia y reducir los
costos. Otro beneficio es la habilidad o capacidad de identificar un producto
dispensado a un paciente, impidiendo errores en la medicacion y la posibilidad
de detectar lotes de productos defectuosos rdpidamente. La capacidad de
controlar estrictamente y autenticar todos los productos a través de la cadena
de comercializacidon, reduce enormemente las posibilidades de falsificacion,
robo y/o que diversos productos falsificados ingresen a la cadena de
distribucion legitima sin ser detectados.

Si bien el rastreo y seguimiento por si mismo puede no ser inmune a la copia o
falsificacion, su seguridad esta enormemente asegurada, por la inclusion de
una serializacion Unica y aleatoria 0 numeracién no secuencial, aplicada
idealmente a los niveles del envase individual del medicamento. Si la
serializacion fuera secuencial el nivel de seguridad puede disminuir, debido a
gue la secuencia es predecible, mientras que la serializacion al azar utilizando
algoritmos altamente seguros o0 métodos de encriptado aumenta su seguridad.
Los packs individuales aun pueden ser copiados, pero la base de datos
identificard4 duplicados o nimero de serie invalidos como también aquellos que
han sido cancelados o han vencido, o con detalles del producto no validos.
Cuando la serializacién es segura y es aplicada en forma visible a un pack
puede ser autenticada por el paciente, ya sea por via telefénica o internet,
linkeado a la base de datos. Esta codificacion Unica y estandarizada de los
medicamentos puede llevar a oportunidades de mejorar la seguridad del
paciente y elevar la seguridad y eficiencia de la cadena de distribucion, con una
mejor posibilidad de rastreo de los medicamentos en el mundo. La forma mas
comun de auto-identificacion es el cédigo de barra, que ha estado disponible
por afios y es una tecnologia estandar generalmente aceptada. Su principal
limitacion es la cantidad de informacion que puede contener un codigo de
barra tradicional. Sin embargo, los mas recientes cédigos de matriz de datos
permiten que las etiquetas contengan conjuntos de caracteres ASCII (American

Standard Code for Information Interchange) completos y usen multiples modos
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de codificacion que permiten hasta 2335 caracteres. Los codigos de Barras
estan compuestos por lineas de alta densidad o cédigos de barras
bidimensionales, los cuales incorporan la identidad a nivel de la unidad de
envase, los que son escaneados y referenciados a una base de datos externa.
Una implementacion popular es el codigo DataMatrix de dos dimensiones, y
otra posibilidad incluye codigos PDF417. Un cédigo de dos dimensiones tipico
puede abarcar 1 cm? o menos, y aln contener hasta un Kbyte de datos.
Cuando el espacio no es una limitacion los codigos de barras lineales pueden
ser utilizados. Los coédigos pueden ser impresos, por métodos online
incluyendo inkjet o impresion digital, lo que permite la operacién a través de
una computadora y la transferencia de los registros a una base de datos
central. Se han desarrollado sistemas jerarquicos donde la etiqueta de una caja
de envio, esta sujeta a la identidad de todo el contenido de la caja y esto puede
extenderse hasta la cadena de etiquetado de los pallets, lo que implica la
necesidad de escaneo en linea a través de la cadena de distribucion.

Las tecnologias conocidas como de nanoimpresion, permiten la aplicacion
microscoépica en tabletas individuales. El uso de tintas UV permiten impresiones
invisibles sobre cualquier superficie incluyendo ampollas y viales de vidrio

La otra tecnologia de identificacion principal es, ldentificacion por Radio
Frecuencia (RFID). Esta tecnologia crece en aceptacidon y tiene ahora
considerable potencial para la industria farmacéutica, se proyecta que la
tecnologia RFID seré una tecnologia disponible y viable en un futuro cercano.
La Identificacion por Radiofrecuencia, implica la utilizacion de una antena con
un microchip ubicado en su centro, este ultimo contiene informacion especifica
del producto y el lote, la cual puede ser leida a distancia, sin la necesidad de
estar frente al producto, una diferencia sobre el cddigo de barras. La
radiofrecuencia utilizada determina el rango y sensibilidad, sin embargo una
sola especificacidbn no necesariamente cubrird todas las aplicaciones. Algunos
sistemas permiten la captura de registros multiples a partir de una mezcla de
productos distintos, sin embargo hay algunos problemas relacionados con la
orientacion de las etiquetas y de la absorbancia de la sefal de radio por

liguidos y films. Una clara ventaja del RFID es que tiene el potencial para ser
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totalmente automatizado en las droguerias e inclusive en farmacias, sin la
necesidad de intervencion manual.

Actualmente se estan desarrollando especificaciones para los equipos y datos
estandar. El costo del este tipo de etiquetado continua siendo una barrera para
la aplicacion sobre packs individuales. La robustez de este tipo de etiquetado
durante la aplicacion y el manejo a traves y hasta el final de la vida util es otro
problema.

La seleccién de la tecnologia depende entre otros aspectos, del espacio con
que se dispone para la codificacion, cantidad de datos a codificar, de la
disponibilidad de tecnologia de seguridad, que no perjudique el producto y
provea una tasa de exactitud de lectura de mas del 99,9%. La simple verdad es
qgue cualquier etiqueta electrénica mejorara los procesos de la cadena de
abastecimiento, aumentando la eficiencia y los margenes de ganancia asi
como reduciendo la amenaza de falsificacion y robo. Promovera mejor servicio
y control de existencias, reducira reintegros y permitird mejor control de retiro
de productos.

A continuacion describiremos los sistemas de trazabilidad implementados o a
implementar en un futuro en nuestro pais, Europa, Estados Unidos y Brasil.

Trazabilidad en Argentina

En el afio 2011, el Ministerio de Salud de La Nacién, establece por Resolucion
4357/2011 la implementacion del Sistema Nacional de Trazabilidad, y el 23 de
mayo del 2011, La Administracion Nacional de Medicamentos, Alimentos y
Tecnologia Médica ( ANMAT) emite la Disposicion 3683/2011, en la cual se
describen los lineamientos para la implementacién del mismo, por otra parte se
da a conocer la Guia Técnica Estandar de Codificacion y Trazabilidad de
Medicamentos, en la cual se describe la Identificacion Univoca de
Medicamentos, la cual es mandataria y corresponde a aquella que posibilitara
la identificacion de cada producto y debera ser asociada fisicamente a cada

unidad de producto, dicha identificacion responde a las claves de
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identificacion del estandar Global GS1, especificamente: el GTIN o Numero
Mundial de Articulo Comercial, acompafiado de un nimero seriado Unico por
cada estuche secundario. De forma adicional, optativo, se puede incluir el
Numero de Lote y el Vencimiento.

En general, un portador de datos, es un medio para representar en formato
legible por equipos de lectura datos, el cual es utilizado para permitir la captura
automatica de la informacion contenida, siendo los mas frecuentes los codigos
de barras, cdédigos matriciales y etiquetas de Radio Frecuencia (RFID)
descriptos anteriormente. En particular el portador de datos adecuado para la
marcacion de los medicamentos adoptado, corresponde al simbolo

GS1Datamatrix ECC-200, el cual se muestra a continuacion.

Figura 4. Esquematizacion simbolo GS1Datamatrix ECC-200

A los efectos de facilitar el inicio del proceso de trazabilidad, se considera apto
durante las etapas iniciales de implementacion, la utilizacién de los portadores:
GS1-128 y RFID, los cuales son compatibles con la simbologia Datamatrix
adoptada, por ser el portador mundialmente reconocido y recomendado para la
identificacion de medicamentos. Es requisito en todos los casos, en adicion al
portador, incorporar la legibilidad humana asociada, para permitir el
entendimiento por las personas. Tanto el codigo de Lote, como la Fecha de
Vencimiento son datos requeridos al momento de efectuar la transaccion de los
eventos, y deberan estar vinculados al GTIN y Numero de Serie.
Opcionalmente pueden ser incluidos dentro del mismo transportador de datos,
utilizado para la representacion del GTIN y el Numero de Serie. Se destaca
en caso de incorporarlos a las codificaciones lineales, garantizar no obstruir la

lectura de los datos de identificacién univoca.
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Si bien la identificacion de las mismas no es de cumplimiento mandatorio, las
mismas contribuiran a una mejor administracion de los diferentes niveles de
empaque de productos. Se entiende por Unidad de Despacho a la agrupacion
de Unidades Logisticas: Un articulo de cualquier composicion establecido para
el transporte y/o almacenamiento que necesita ser administrado a lo largo de la
cadena de abastecimiento. Se recomienda utilizar para la identificacion de las
unidades logisticas un portador de datos GS1-128 con la cadena de elementos
GTIN + N° de Serie. En el caso de identificacion de Pallets el estandar GS1 a
utilizar debe ser el SSCC (Serial Shipping Container Code). Identificacion de
Empaque Secundario con Informacién Adicional: Tanto un portador Datamatrix
ECC-200, como asi también el cddigo GS1-128 permiten almacenar otro tipo
de informacion que puede ser de utilidad para los integrantes de la cadena de
abastecimiento del Sector Salud. La adicion del Vencimiento y del Lote son
optativas, y no deben entorpecer la lectura de los datos de identificacion
univoca. A continuacion se describe un Ejemplo GS1 Datamatrix ECC 200 —

GTIN + Vencimiento + Lote + N° de Serie

(0300123456783 0B(17)I01230(10)C4324(21) 230ABS76PI

Ejemplo GSI-128 - GTIN + Vencimiento + Lote + N° de Serie

(011300 i

129456878806(1711012300100C 4224/ 211230 AR578PE
Figura 5. Esquematizacion GS1 Datamatrix ECC 200 — GTIN + Vencimiento + Lote + N° de

Serie

Identificacion de Pallets y Unidades de Despachos: Para el manejo de este set
de unidades logisticas, puede considerarse la utilizacion de tecnologia
RFID/EPC a fin de poder agilizar los procesos logisticos de alto volumen. En

movimientos a escala esta solucion es la considerada mas apta.
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Trazabilidad en Europa

El 4 de julio del 2011, se publica en el Diario Oficial de la Union Europea (UE),
la Directiva 2011/62/UE, sobre Medicinas Falsificadas, La nueva Directiva
modifica la 2001/83/CE, en lo relativo a la prevencion de la entrada en la
cadena de suministro legal de medicamentos que son falsificados en cuanto a
su identidad, su historial o su origen e introduce dispositivos de seguridad para
garantizar la identificacién, la autenticidad y la trazabilidad de los
medicamentos desde su fabricacion hasta el consumidor final, se establece un
codigo comunitario sobre medicamentos de uso humano, La nueva legislacion
actualiza las normas vigentes e introduce dispositivos de seguridad que
han de incorporarse a los envases de los medicamentos con el objetivo de
garantizar su autenticidad, identificar cajas individuales y verificar si se ha
tratado de alterar el envase externo, los mismos incluyen, una etiqueta o
envase a prueba de manipulaciones asi como la serializacién a nivel de articulo
unitario en forma de un nimero Unico e individual y no predictivo, legible tanto
por el ojo humano como por lectores portétiles de datos. En la Comunidad
Europea, se considera como el formato méas probable para incluir dicha
serializacion, el cédigo de barras tipo 2D, DataMatrix. Como norma general,
estos dispositivos deberan aplicarse a todos los medicamentos de venta bajo
receta, excepto para aquellos casos en que se considere que no exista
posibilidad de riesgos para la salud. Solo se utilizaran en los medicamentos
gue no requieren prescripcién, en casos excepcionales si hay riesgo de
falsificacion.

En caso de que el medicamento vuelva a ser envasado, los dispositivos de
seguridad deberan ser sustituidos por otros equivalentes. La directiva antes
mencionada, regula también las ventas de productos farmacéuticos en internet,
ya que la misma representa una de las principales vias de entrada en el
mercado legal de la UE. No en todos los Estados es legal vender farmacos por
internet pero, en aquellos en los que si lo es, los vendedores deberan
conseguir una autorizacion especial, portar un logo europeo y ademas estar

catalogados en una pagina web a nivel estatal y en una base de datos
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europea. A través de este logo, los pacientes podran identificar las
farmacias autorizadas, que estaran conectadas a una web central en

cada Estado miembro.

Las webs nacionales estardn, a su vez, enlazadas a una web europea.

La European Federation of Pharmaceutical Industries and Associations (EFPIA)
recomienda para la identificacion y codificacion de los productos farmacéuticos
a nivel Europeo: Cuatro items de datos son codificados en una matriz a nivel

del envase secundario individual.

Fabricante con sus
[ sluctos . GTIN (M° de
identilicacion Comercial

Global p

M® de serie aleatorio tnico

[1||| ol U ||.1I|J ]'[' |(]l||'|(?
Sistema de

Codige de
barras 23

Mimero de Lote Fecha de vencimiento

Figura 6. Datos a codificar en la matriz del envase secundario individual

EFPIA a diferencia del sistema de trazabilidad Argentino, propone la
identificacion en el punto de dispensa, dicho sistema se esquematiza en la

figura siguiente.

Figura 7. Esquema del sistema de Identificacion en el punto de dispensa
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Trazabilidad en Estados Unidos

En febrero del 2004, la Food and Drug Administration (FDA), emite el
documento Combating Counterfeit Drugs (Combatiendo las Drogas
Falsificadas), en el mismo reconocia la importancia y el potencial de la
tecnologia electronica de seguimiento-y-rastreo para hacer mas segura la
distribucion de drogas, y propone implementar la tecnologia de Identificacion
por Radiofrecuencia (RFID), también propone Tecnologias de autenticacion:
Hologramas, etiquetas, tintas que cambian de color, marcadores quimicos, etc.,
para garantizar la autenticidad tanto del envase como del producto
farmacéutico e indica que FDA probablemente no especificara una sola
tecnologia de autenticacibn para que los falsificadores potenciales no se
concentren en vencer un solo método. En el mismo propone el etiquetado de
productos farmacéuticos y biologicos a nivel de unidad de dosis de uso, con un
cbdigo de barra lineal el cual deberia contener los datos que se esquematizan

a continuacion.

IDENTIFICACION
DELA DROGA
(NDC)
(PRIORIDAD PARA |,
FDA, PARA .
NUMERODE || REDUCIR ERRORES ulxl([f\[l:llilm
LOTI DE MEDICACION) NCIMIE?

) (No exigible)
(No exigible) §

IDENTIFICACION
DEL PRODUCTO

AN

Figura 8. Datos a etiquetar a nivel de unidades de uso.

En septiembre del afio 2007, FDA requiere desarrollar, identificar y validar,
tecnologias efectivas para las drogas bajo prescripcion, con el proposito de
asegurar la cadena de distribucion de medicamentos, en su lucha contra las
medicinas falsificadas,

En marzo del 2010, FDA, da a conocer la Guidance: Standards for Securing the
Drug Supply Chain-Standardized Numerical Identification for Prescription Drug

Packages, en la misma se describe el desarrollo de una identificacibn numeérica

337



normatizada para las drogas de prescripcién o bajo receta, solamente a nivel
del envase individual. La identificacion numérica normatizada/estandarizada,
debe realizarse con el Codigo Nacional de la Droga Serializado, el mismo esta
compuesto por el producto farmacéutico especifico combinado con un nimero
de serie especifico (numérico o alfanumérico) con no mas de 20 caracteres,
este Ultimo es generado por el elaborador o el encargado del reempaque para
cada envase individual, a continuacion se propone el ejemplo de la Guidance

antes mencionada.

Example of a serialized National Drug Code (sNDC)

NDC SERIAL NUMBER
55555 666 77 + AR ERARRRRRRRE RN

labeler code + product code + package code unique, up to 20 characters

Figura 9. Ejemplo Codigo Nacional de las Drogas Serializado.

La identificacion numérica normatizada/estandarizada, no incluye el Numero de
Lote y / o la Fecha de vencimiento, debido a que por las regulaciones del FDA,
dicha informacién debe estar en la etiqueta de cada envase. Los elaboradores
si lo consideran apropiado pueden incluir igualmente esta informacion y en ese
caso la informacion debe ser acorde con el Estandar Global 1 (GS1).

La identificacion numérica normatizada/estandarizada, debera ser legible tanto
por el ojo humano como por lectores portatiles de datos. La tecnologia puede
ser tanto cadigos de barras 2D o RFID.

Trazabilidad en Brasil

El 14 de enero de 2009, Brasil, aprueba la Ley N° 11903, la cual crea el
Sistema Nacional de Control de Medicamentos, La Ley establece el rastreo de
todo tipo de medicamentos existentes en el pais, desde el fabricante hasta su
venta al consumidor final. El control debe llevarse a cabo con tecnologias para
la captura electronica, almacenamiento y transmisién de datos. Cada producto

mostrara un exclusivo cadigo de identificacion.
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El cbédigo bidimensional, el GS1 DataMatrix (ECC 200) internacionalmente
aceptado, es adoptado y el mismo debe ser impreso sobre empaquetados
secundarios, propone el uso de un codigo Identificador Unico de Medicamentos
(IUM, segun sus siglas en portugués), "constituido por un nimero individual, no
repetitivo, de 13 digitos que debe colocarse en el envase codificado por
Datamatrix y también expresado en caracteres numeéricos legibles. El
Identificador Unico de Medicamentos sera generado y gerenciado por ANVISA.
El codigo de barras debera incluir la siguiente informacion sobre el producto:
GTIN, numero de lote, fecha de vencimiento, y nimero de serie, se describe
también el uso del cédigo de barras GS1-128 con clave SSCC sobre la unidad
logistica (caja) para asegurar la conexién con el contenido (empaquetados
secundarios). El sistema en vias de implementacion en Brasil es comparable al

implementado en nuestro pais

Conclusiones

La lucha contra los medicamentos falsificados es una estrategia de largo plazo,
respaldada por inversion y compromiso significativo de recursos cuyo objetivo
es: Minimizar el riesgo de que los medicamentos falsificados lleguen a los
pacientes. El seguimiento y rastreo de productos farmacéuticos es un elemento
clave en una solucion efectiva al problema de medicamentos falsificados, una
accion Paneuropea seria necesaria para crear un sistema eficiente y viable.

La adopcion y el uso comun de tecnologias de rastreo y localizacion confiables
ayudaran a garantizar la integridad de la cadena de suministro de farmacos al
proporcionar el historial exacto de un farmaco, lo cual constituye un expediente
seguro que documenta que el farmaco fue fabricado y distribuido bajo
condiciones seguras (FDA 2004). Las tecnologias de autenticacion para
farmacos han sido perfeccionadas lo suficiente como para poder servir ahora
como un componente critico de cualquier estrategia para proteger a los
productos contra la falsificacion. (FDA 2004).
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La identificacion del ciclo de vida de un medicamento, desde el punto de
fabricacion hasta la cama del paciente, con todos los pasos y actores
involucrados definidos, aumenta la seguridad del proceso de administracion del
medicamento, aumentando significativamente la seguridad del paciente y

reduciendo el riesgo de la cadena de distribucién.

Preguntas Orientadoras

1. Defina Trazabilidad Logistica y sus objetivos.

2. Describa las diferencias fundamentales entre Cédigo de barras 2D y
RFID.

3. Describa de manera resumida el Sistema de Trazabilidad de nuestro
pais.

4. Describa el Sistema de alerta temprana de la OMS y sus objetivos.

Test de Autoevaluacion

1. La tecnologia para serializacion son
(a) Codigos de barras unidimensionales.
(b) Cédigos de barras 2D
(c) Identificacion por Radiofrecuencia (RFID)
(d) Ninguna de las anteriores es correcta

(e) Todas son correctas

2. La identificacion numeérica normatizada/estandarizada, propuesta por
FDA para los medicamentos bajo receta, propone
(a) El Cbdigo Nacional de la Droga.
(b) El cédigo Nacional de la Droga + la fecha de vencimiento y el
N° de lote.
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(c) El Codigo Nacional de la Droga + un numero de serie
especifico (numérico o alfanumérico) con no méas de 20
caracteres.

(d) ElI Codigo Nacional de la Droga + un numero de serie
especifico (numérico o alfanumérico) con no mas de 20

caracteres + la fecha de vencimiento y el N° de lote.

3. El Sistema Nacional de Control de Medicamentos de Brasil propone
(a) La Tecnologia RFID
(b) La Tecnologia RFID + Cédigo de Barras 2D
(c) Cddigo de Barras 2D
(d) Cadigo de Barras 2D + cddigo de barras GS1-128 con clave

SSCC.
Bibliografia
1. Organizacion Mundial de la Salud. (2008). Falsificacion de Productos
Médicos., EB 114/14.
2. Organizacion Mundial de la Salud. (2009). Falsificacion de Productos
Médicos, A62/13.
3. Organizacion Panamericana de la Salud. Combate a la Falsificacion de

Medicamentos, Propuesta de programas nacionales de prevencion de la
falsificacion de medicamentos y plan de accién (Road Map).

4. Organizacion Panamericana de la Salud. (2005). IV Conferencia
Panamericana Sobre Armonizacion de la Reglamentacion Farmaceéutica.

5. Christian Hay. (2004). Cddigos de Barras Farmaceéuticos: La Necesidad
de Legislacion. Reimpreso de la Farmacia Hospitalaria en Europa. N° 15. Pp.
37-37

6. Organizacion Mundial de La Salud. (2011). IMPACT International

Medical Products Anti-Counterfeiting Taskforce.

341



7. James Killick y David Strelsyk Herzog. (2007). Seguimiento y rastreo de
productos Farmacéuticos en la Union Europea: Un Elemento Clave en la Lucha
Contra Medicinas Falsificadas. Pharmaceutical Law Insight.

8. Sociedad Farmacéutica Real de Gran Bretafia. @ MHRA.
(2008).Medicamentos falsificados.. Guia para Farmacéuticos.

9. Andre Grigjanis. (2007). Proveyendo Trazabilidad en la Cadena de
Distribucion Farmacéutica.

10.  Ministerio de Salud de la Nacion. Resolucion 4357/2011.

11. Administracion Nacional de Medicamentos, Alimentos y Tecnologia
Médica (ANMAT). Disposicion 3683/2011.

12. Diario Oficial de la Unién Europea (UE). Directiva 2011/62/UE.

13. Federacion Europea de Asociaciones e Industrias Farmaceéuticas.
Posicion oficial. Identificacion y codificacion de productos farmacéuticos en
Europa.

14. Consejo General de Colegios Médicos de Espafa. (2011). Boletin
Europa al Dia, N° 376.

15. Food and Drug Administration (FDA). (2004). Combating Counterfeit
Drugs.

16. Food and Drug Administration (FDA). (2010). Guidance: Standards for
Securing the Drug Supply Chain-Standardized Numerical Identification for
Prescription Drug Packages.

17. Presidencia de La Nacion Argentina. (2012). Guia Técnica Estandar de
Codificacion y Trazabilidad de Medicamentos.

18. Republica Federativa de Brasil. (2009). Ley N° 11903 Sistema Nacional
de Control de Medicamentos.

19. Stephen Barlas. (2011). Track- and -Trace Verification. P and T.36 (4).
20. Guerra, J,M. (Abril 2011). Entrevista a Mario Abitbol, Lider de
Desarrollo de Salud de GS1 Argentina. Publicacion Electronica- Management
En Salud.

342



Notas

' Por ejemplo, cualquier declaracion equivoca con respecto al nombre, composicion,
concentracion, u otros elementos.
"por ejemplo, cualquier declaracion equivoca con respecto al fabricante, pais de manufactura,
Rais de _origen', titular de la autoriza(?ién de comercializacion. .

Se refiere a ingredientes o cualquier otro componente de productos médicos.
V' GMP = Good Manufacturing Practices
V' US FDA = United States Food and Drug Administration
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ANEXO |
Respuestas a los Test de Autoevaluaciéon

Capitulo 1. Introduccion al Control de Calidad de Medicamentos

1. (b)
2. (b)
3. (d)
4. (b)

Capitulo 2. El Método Analitico en el Control de Calidad

()
(d)
(@)
(b)
()
()

o g bk w NP

Capitulo 3. Cromatografia en Capa Fina (TLC):

1. (c)
2. (d)
3. (¢)
4. (c)y(d)

Capitulo 4. Cromatografia Liquida de Alta Resolucién (HPLC)

(@)
(€)
(b)
()
(@)
(€)

o a0 bk~ w NP
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7. (c)
8. (a)
9. (b)

Capitulo 5. Electroforesis Capilar
1. ()
2. (c)
3. (b)y(c)
4. (c)

Capitulo 6. Meétodos espectroscopicos aplicados al Andlisis
Farmacéutico

1. (b)

2. (d)

3. (¢)

4. (a)

5. (c)

Capitulo 7. Métodos de Analisis Térmicos

()
(©)
(d)
()
(d)

a > 0w N PE

Capitulo 8. Determinacion de Agua
1. (B)y(c)

2. (@)y(c)

3. (b)y(c)
4. (c)
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Capitulo 9. Analisis Funcional

N o g s~ w0 DdPRE
< T < T < T

Capitulo 10. La Prueba de Disolucién

(d)
(b)
(b)
. (9)
- (©)

I N N

Capitulo 11. Uniformidad de Unidades de Dosificacion
1. (b)

(©)

(a)

(b)

(b)

@y (c)

(a)

(b)

(a)

10.(c)

© © N o o s~ w D

Capitulo 12. Estabilidad de Drogas y Medicamentos

1. (b)
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(b)
. (a)
. (@)
(b)

ooa W

Capitulo 13. Ensayos Biologicos
1. (d)
2. ()
3. (d)
4. (c)
5. (c)

Capitulo 14. Trazabilidad de Medicamentos
1. (e)

2. (c)
3. (d)
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