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1, INTRODUCCION,

Con la obtencibn de nuevos firmacos, la industria farmacBu-
tica tiene la necesidad de llevar a cabo estudios, gque permitan
conocer lo que sucede a un firmaco al ser formulado y almacena -
do hasta su administraci®n. De ahi que se tenga el interés de
contar con métodos de analisis para cada necesidad {control de
calidad y/o estudios de estabilidad). Por lo cual se asegura gue
el medicamento, tenga la efectividad terapéutica para lo cual fue

creado.

El presente trabajo,involucra el Qgsarrollo de 2 métodos par
cromatograffa de lfquidos de alta resolucibn y 1 método por cro-
matograffa en capa fina-espectrofotometrfa para la ebalﬁacisn del
Clorhidrato de Ranitidina en forma farmacButica jarabe. Los méto
dos por cromatograffa de lIguidos de alta resolucibn demostraron
su vdlidez. Bunque el método por cromatograffa en capa fina no
demostrd ser una técnica cuantitativa, es un indicador de la

estabilidad del Clorhfdrato de Ranitidina.



2. FUNDAMEWTACION DEL TEMA.

2.1. PROPIEDAOES DEL CLORHIDRATO DE RANITIDINA.

La Ranitidina es un antagonista de los receptores H, de la
Histamina, por lo cual es utflizada para el tratamiento de 1la
dlcera duodenal, en el manejo de las condiciones hipersecretorias
tales como el sindrome de Zollinger~Ellison, en la mastocistosis
sistémica siendo cuatro veces més potente que la Cimetidina.
Bilodisponibilidad: :

Después de una dosis oral de 159 mg, aproximadamente el 50 %.

Vida media: Ll : ' v
De 2.5 a 3 horas{l).

Efectos adversos: g
‘Dolor de cabeza,constipacién,ﬁaﬁseas,dolof abdominal 'y hepa-
toxicidad (}-243), ' ' .

Peso molecular:

Base: 314.4 gr/mol.
. _Clorhfdrato: 350.9 gr/mol.
Sindnimo: .

Ranitidina.
Punto de fusibn:

138-139 °C..



Formula desarrollada.

'Férmula condensada:

Base: 013H2203N4S.

Clorhidrato: C13H2303Sc1.

Descripcidn:

furfuralamina.,

Espectro de absorcifn al ultravioleta:

En metanol tiene dos picos caracterfsticos a 225\y‘320‘nm'1 o
respectivamente (%°5). V B ey
Espectro de absorcibn al infrarrojo:
En pastilla de bromuro de potasio presenta los priﬁbipales picos
en las siguientes regiones. ST

A: - 1554 y 1382 ci*

B: 1505 y 1540 cm®



C: 1260 cimt

D: 2560 y 2640 cm®

Solubilidad:
Soluble en: agua,metanol,etanol soluciones dcidas y alcalipas.
Parcialmente soluble en cloroformo, insoluble en acetato de
etilo y acetona,

Constante de disociacibn: (*'5)

pKa= 2.19 ¥0.04.
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'ponde:

‘ va = 5—dimetilaminometi1-2;fu;anil metanol.

“IL ;>2-mercaptoetanolamina.

- IIT '=v2((((Sdimetilaminometil—z-furanil)metilitio)etenaﬁina).'
IV = 1,1-bis (metiltio)-2-nitroetano. ‘ '
v 7 = Metilamina.

’VI = N-metil-l-metiltio-2-nitro etenamina.

VII = Clorhidrato de Ranitidina.

En Ranitidina materia prima se pueden encontrar como.counta-
minantes de sintesis, los compuestos del I a VI,

Impurezas de degradacién:

H—C — Foz.‘

\/\

N —— OH l N-—-..CH3
2H / |
.2. CONS1DERACIONES TEORICAS. i
Debido a que el presente trabajo estf basado en los mé&todos
cromatogrdficos para la evaluacidn cuantitativa del Clorhidrato

de Ranitidina en la formulacién de inter&s, es necesario, men-

sionar los fundamentos de esté tipo de cromatografias,

2.2.2. DEFINICION DE CROMATOGRAFIA.
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Es esencialmente un método fisico de separacifn en el cual
los componentes a ser separados son distribuidos entre dos fases
una de ellas es un lecho estacionario y la otra se mueve perco -
lando a través del lecho. El proceso cromatogrdfico ocurre como
un resultado de repetidas adsorciones-desorciones que actuan a
lo largo del lecho estacionario y la separacifn es llevada a ca-
bo por diferencias en los coeficientes de distribucib6n de los
componentes individuales de la muestra ().

FASE ESTACIONARIA.

Se usa cémo término general para denotar una de las diferen
tes formas en la cual el soporte puede ser empacado,asperjado en
una capa o bién puede ser un liquido, entre sus caracteristicas
se encuentran el tamafio,forma,grado de recubrimiento (fases en-

lazadas) y porosidad de las particulas.

2.2,2, FUNDAMENTOS DE LA CROMATOGRAFIA DE LIQUIDOS DE ALTA RESO-
LYCION.

Se fundamenta en la diferencia de equilibrio de distribucibn

: de-una mezcla de componentes en fases heterogéneas, donde una de
estas fases es un sistema liquido (fase mévil) que es bombeada a
través del lecho estacionario (fase estacionaria),durante el tra
yecto las moléculas migran a una velocidad en funcifn del equi -
librio, dado por la interaccifn entre los componentes de la mues

tra y las fases, de tal manera que cada sustancia invierte un



tiempo particular en pasar a través del sistema cromatogrdfico'
al cual se le denomina tiempo de retencién (Tr), al salir la SUS«
tancia es monitoreada por un detector para cuantificarla  ( por
medio de absorcibn al ultravioleta, fluorescencia,indice de re-
fraccibn,infrarrojo, etc) y posterior conversibén en sefial mecl-
nica gue es registrada en forma de pico, los cuales generalmente
adquieren forma simétrica gausiana debido a que el promedio de
las mol&culas de soluto mantienen un equilibrio de distribucibn
en su trayecto a través de la columna, originando asi una iso-

terma de distribucién lineal (7).

Dondes

u ) Tr= Tiempo de retencibn.

W= Amplitud del pico'

Respuesta del
detector

H= Altura del pico.

= i.... ieewmesosT

tiempo
Figura 2.1. Representacién de un pico cromatogr&fico caracter{s-

tico.
El &rea de un pico es proporcional a la cantidad de soluto.
La altura del pico corresponde a la mdxima concentracibén y los

tiempos de retencifn se miden en esta zona.

2,2.3, CLASIFICACION DE LOS METODOS CROMATOGRAFICOS.

A). DE ACUERDO A LA ELECCION DE LA FASE ESTACIONARIA,



1. CROMATOGRAFIA LIQUIDO~SOLIDO.

Fundamento.

Es la separacifn por afinidad de los materiales polares y
no .polares, se puede utflizar como fase estacionaria a la silica
gel para separar muestras dcidas o neutras, se emplea alumina
para separar compuestos bésicos (67-/8),

2. CROMATOGRAFIA LIQUIDO-LIQUIDO.

Fundamento.

Se basa en.el coeficiente de distribucifn de un soluto entre
los liquidos inmicibles, en el cual un liquido es la fase mbvil
(algunas veces llamado acarreador), el otro liquido (fase esta -~
' cionari&) esta disperso en un soporte inerte finamente dividido,
se emplea para separar isomeros (6°7-8).

3. CROMATOGRAFIA DE EXCLUSION POR TAMARO.

Fundamento.

La columna esta rellena por un material que precisa el
control de tamafio de los poros, la muestra es tamizada o filtra-
da de acuerdo a la diferencia en los tamafios moléculares por lo
cual es eluida a través de la columna (6°7-8-9),

4. CROMATOGRAFIA DE INTERCAMBIO IONICO.

Fundamento.

La fase estacionaria es una superficie ifnica, cargada
opuestamente a la muestra, este método es empleado exclusivamen-

te con muestras ibnicas o ifnizables, la fase mévil es un amor-
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tiguador acuoso en el cual se emplean el'pH Yy léxpdiafidéd pa£a :
controlar el tiempo de retencién (!0). : »

Las resinas son enlazadas o recubiertas  con'una fase'.orgd- . -

nica. que contiene grupos funcionales anidnicqs 6;¢'

GRUPOS FUNCIONALES

Fuerte intercambiador catidnico.

f

———mse § =em— OH
.I Py 0
Débil intercambiador catidnico.

BN

e C —— ONa

Fuerte intercambiador aniénico.

¢y 71D
—CH, -——-T—CHB Cl
CH, )

. Débil intercambiador anidnico..

CIH3 ®
—CHa| —n—cn, c1”
|

R
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5. CROMATOGRAFIA DEL PAR IONICO.
Fundamento:
La tebria bisica de las. técnicas-del par ibnico: han sido
discutidas por Schill ( al cual se le atribufe el desarrollo de
la cromatografia por par ibnico), se han poétulado 2 modelos

para explicar el mecanismo de separacibn de dos o' mis sustancias

por medio de este m&todo.

Primer postulado: Indica que las moléculas del soluto for-
man un par ifnico con el ibn opuesto en la fase mbvil, este par
i6nico ahora ;in carga es entonces distribuido en la fase lipo-
filica estacionaria.

Segundo postulado: Propone la distribucifn del i6n opuesto
en la fase estacionaria con su grupo ibnico orientadc hacia la
superficie, la columna se "transforma" en un intercambilador
ibnico (7-8-11-12-13y

ECUACIONES )
Un catibn { C+) puede ser distribuido en una fase estacio-

naria no polar como un par ibnico ( R+c—) formado por el ibn.

.opuesto (C7).

(§+acuoso) + (CTacuoso) =% (RC acuoso) 7=— (RC orgdnico) e

La constante de equilibrio se expresa como:

Kpy= (RC orgdnico) / (RTacuoso) (€ acuoso) . ...2‘
Y puede ser rearreglada para expresar la razbn de soluto

en las dos fases.
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(RC orgénlco) / (R acuoso) = KPI(C acuoso) ) ..;3
El tiempo de retencién (Tr) de un soluto.en cromatografia '
de liquldos de alta resolucxén estd dado por: L :
= (L) k) v
Donde- m;, "L% Longitud de la columna. ‘

“.u= Velocidad lineal del elucnte.

{k'= Factor de capacidad, nGmero de moles de: soluto

_en la fase estacionaria dividida-por. el nfmero

de moles en la fase mb6vil.
ovk"= (hc orgénica)VS/(R+acuoso)Vm L wesB
donde: Vs= Volumen de fase estacionaria.
Vm= Volumen de la columna.

Sustituyendo 5 en 4 y considerando la ecuacibm 3.

Tr= (L/u) ( 1+ (Vs/Vm)(KPI(C_acuoso)) ves6

Para una columna de fases enlazadas Vs/Vm es una constante,
y se puede simplificar a:

Tr=(L/») (1+k (C acuoso)) ‘ a7

donde k= Kpr (Vs/VmX.

De la ecuacibn 7 se puede observar que la retencibn puede
ser controlada por la fuerza del enlace del par ibdnico Kpr y la
concentracifn del ibn opuesto.

El par i6nico m4s soluble en la fase estacionaria hidrof&-
bica es el que se retiene, es decir k' es grande. La solubilidad

en la fase estacionaria puede ser incrementada usando ibnes
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opuestos nds hidipfébicos.

B).'ﬁLASIFfCACION DE ACUERDO A LA FASE MOVIL.

1. CROMATOGRAFIA EN FASE NORMAL.

La fase estacionaria es fuertemente polar, es decir (silicéb
‘gel) y la fase mb6vil es no polar ( n-hexano o tetrahidrofurano).

Las muestras polares son retenidas sobre la columna y se retie-~

nen menos o no los materiales no polares { ver figura 2.2.) (10),
Altamente
polar

Fase
mévil

I nn
Moderadamente polar

polar .
No

Polar v

Figura 2.2. Fase estacionaria: Fase normal.

2. CROMATOGRAFIA EN FASE INVERSA.

La fase estacionaria es no polar (hidrocarbure) y la fase
mbévil es un iiquido polar tales como el agua o algfin alcohol,
en este caso el material que tiene caracteristicas no polares
es retenido mayor tiempo (ver figura 2.3.) (!9),

Y estas a su vez se dividen en:

1, Elucibn isocrética y
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2. Elucién por gradiente.
La elucibn isocrética es cuando’ la”composi

mévil se mantiene constante y por gradiente ‘es’cuando va

No
polar

Chy N e
Moderadamente *i.Fase |-
CH polar mévil |

respecto al tiempo.

3 polar
Altamente
si Hay polar
Hy

CH3 . “}

Figu;iﬂa.i. Fase estacionaria en: Fase inversa.

2.2.4, FACTORES PARA EVALUAR LA EFECTIVIDAD DE LA CROMATOGRAFIA
DE LIQUIDOS DE AL&A RESOLUCION.

a). Resolucibn: Evalua el grado de separacifn de dos picés cro-

matogrificos y se expresa como:

Rs= +fTr2-Trl Donde: Trl y Tr2 son los tiempos de reten—
2 \Witw2 cibn de los solutos 1 y 2 respectivamente.

W1l y W2 es la amplitud de los picos 1 y 2 respectivamente,

(ver figura 2.4) ( 7/8110'lurl5).



cl.

d).

Donde: o = la stlectividad del sistema determinado por la

separacibn relariva de los componentes, dadas por

el coeficiente de distribuci6n de los solutos (k)

el cual es de la siguiente manera: a= kz/kl'
Nimerxo efectivo de platos tebricos que indica la eficiencia

de una columna cromatogrédfica expresada como:

2
N= 15(’”..% y NEPT = kN2 N
W 14K}

Factor de capacidad (k'): Indica la afinidad de los componen
tes en la fase mbévil y la fase estacionaria expresado como:

k'= moles de soluto en la fase estacionaria.

moles de soluto en la fase m&vil.
Por lo cual, cuando« es pequefio, se deben tener valores altos

de NEPT para obtener separaciones Optimas (7/871071b4r15y



15

2.2.5. SELECCION DE UN METODO CROMATOGRAFICO 0E LIQUXDOS DE

1.
2.

4.
S.
6.

ALTA RESOLUC!ON

& Ai:désarrollar uh método por‘cromatografia de liquidos

‘ae alﬁa'resdiucién debemos tener en cuenta a los
slguxentes parametros:

Peso molecular de la sustancia que se desea separac.

Fase mévil.

Solubilidad de la muestra.

Columna cromatogrédfica.

Estabilidad de la columna, muestra y fase mévil.

Interferencias por excipilentes o posiﬁles productos de

degradacibn.

De tal forma que se conjuguen una serie de factores para
que se logre una separacifn deseada. En la figura 2.5 se
resumen los pasos fundamentales para la seleccibn de un

método andlitico.
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2.2.6. EQUIPO PARA CROMATOGRAFIA DE L1QUIDOS DE ALTA RESOLUCION:

LRE‘SE‘RVORI

INYECTOR

coum__TA_]

V[EECTOR l

REGISTRADOR .Y
PROCESADOR DE

DATOS
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w

RESERVORIOS DE DISOLVENTES.

E 7rvig :j

Es la serie de recipientes. que hénfdéVdéhééhe
mévil, es importante seleccionar ef h§;er
estar fabricados, pues deben de reﬁisgir*
no deben de reaccionar con ellos. 3

BOMBA.

Tiene la funcién la de introducir a loé_disbl entgs agﬁzavééi
del sistema cromatogrifico por medio dé‘p;és;dh{'la cual-es
dependiente de la permeabilidad de la columna.vEntre los sis-
temas ‘de bombeo se encuentran las bombas de flujo constante,
las cuales tienen mecanismos que reducen las pulsaciones de
flujo y tienen la capacidad de bombear hasta 28 ml/min. Las
bombas de presibn constante se aplica un gas sobre la fase
mb6vil, teniendo como desventaja que se disuelva una pequefia
cantidad del gas provocando que se formen pequeifias burbujas
en las celdas del detector.

INYECTOR.

Es el sistema para introducir la muestra de tal forma que no
se difunda demasiado a la entrada de la columna, para permi-
tir que exista una separacién y debe de contar con caracte -
risticas como el de resistir altas presiones y ser lavado
completamente por la fase mbévil de tal manera que en la si -
guiente inyeccibn no exista contaminaci6n con residuos de la

inyeccibn anterior.
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COLUMNA.

BEs la parte fundamental del cromatogrdfo, es el lugar donde
ocurre la separacibn, bé&sicamente consiste de un tuho de ma-
terial inerte de diSmetro uniforme, el cual es capaz de re-
sistir altas presiones, existe una gran variedad de columnas
disponibles,las cuales son seleccionadas de acuerdo a la na-
turaleza quimica de la mezcla de solutos a separar, teniendo
diferentes adsorbentes, con diferente polaridad o bien difé—
rentes grupos funcionales especificos como lo es el Cianor
(CN”} o bien el amino (-tl,) .

DETECTOR.

Este instrumento tiene la finalidad la de monitorear constan
temente el eluato de la columna cromatogrdfica a una determi
nada longitud de onda. Los detectores m&s utilizados son:
absorcifn al ultravioleta, visible,absorcifn al infrarrojo,
fluorescencia, fndice de refraccibn,radiactividad,conductivi-~
dad térmica y electroquimicos.

REGISTRADOR.

Tiene la funcibén la de gr&ficar a cada componente que es
elufdo en forma de pico, dependiendo de la concentracién
del soluto y del tiempo de retencién.

PROCESADOR DE DATOS.

Consta del microprocesador, el cual nos proporciona un repor-

te de los datos obtenidos durante una corrida cromatogrdfica
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1os cuales incluyen tiempos de retenclén éreas'bajo 1a curva,

por c1ento de éreas bajo 1a curva etc

2.2.7. FUNDAMENTOS DE LA CROMATOGRAFIA:EN CAPA FlNA.

Es un proceso de separacifn que se basa en 1a diétribuclén
diferencial de una mezcla de componentes entre dos fases en
equilibrio heterogéneo, establecido durante el flujo de una mez
cla de disolventes (llamada fase mévil que puede ser un lfguido
o un gas) a través de una fase fija {(llamada fase estacionaria,
que puede ser solida o un liquido sostenido por un material de
soporte). Si la fase estacionaria es un liquido se le conoce
como cromatograffia de particién y si es un solido se le denomi-
na de adsorcibn, en el cual la fineza de las particulas permi-
te que la fase mb6vil se desplace a través de ellas por un fe -
némeno de capilaridad, entoces la separacibn ocurre por la
diferencia de absorcifn en la fase estacionaria de los diver -
sos componentes a separar, pero como estos, estdn en equilibrio
entre las fases, la separacibn también dependerd del coeficien-
te de distribucibn (K,) el cual es:

KD= Cantidad de soluto por unidad de fase estacionaria.

cantidad de soluto por unidai de fase mbvil.
En la cual KD es dependiente de la temperatura y de la con-~
centracibn del soluto, El parametro para detectar la separacién

de un componente en este tipo de cromatografia es el llamado Rf
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o factor de retencibn el cual esta definido por:

Rf=-Distancia recorrida por la muestra desde el wunto de aplicacibn.

Distancia recorrida por el solvente desde el origen.

Una separacibn eficiente es dependiente de la seleccibn de
los disolventes empleados para la fase m6vil los cuales se eli-
gen ée acuerdo a las propiedades fisicoquimicas del compuesto a
separar (solubilidad, polaridad etc) (f). Normalmente se auplean
para sustancias polares, disolventes polares. Para los campuestos
no polares se emplean disolventes no polares o de baja polaridad.
Cuando se tienen problemas en la separacién de los solutos sc
puede aumentar o disminuir la polaridad de la fase mévil, esto
.es, cambiando la composicifn de la fase m6vil de tal manera que
se aumente la resolucibn(!6717),

2.2.8. FACTORES QUE AFECTAN LA SEPARACION CROMATOGRAFICA.

Al seleccionar el adsorbente, se.debe tener cuidado en cle-

girlo en base a la afinidad por los solutos y tener en

cuenta a los factores que influyen en la reproducibilidad
entre los cuales se encuentran.

1. GRUSOR DE LA CAPA ADSORBENTE.

Al tener diferencia en el grosor de la placa cromatogr&fica-: -

existen diferencias en las velocidades de flujo de.la fase
mévil con lo cual existe una diferencia en la migraci6n~del,
soluto (6-16-17),

2. HUMEDAD DEL ADSORBENTE.



Esto es debido a que existen interferencias entre 591q£bf‘w

fase mbvil-adsorbente, con lo cual existe variaciﬁnféh'ei

grado de actividad de la fase estacionaria (6°16717);

SATURACION DE LA CAMARA CROMATOGRAFICA.

Al tener a la c@mara saturada ya no existe un céﬁﬁ;b'é '¥
composicién de la fase m6vil, con lo cual no se éiteréflﬁ
velocidad de ascenso (6-16-17§, ‘ :
TEMPERATURA.
Al existir un aumento en la temperatura, se altera la solg
bilidad éel soluto en la fase m6vil pero también ocurre
una evaporacibn de los solventes con lo cual cambia la
composicifn de los solventes y los Rf se ven alterados.
TAMANO DE PARTICULA DEL ADSORBENTE.
Entre mds pequefio sea el tamafio de particula, sera mayor el
drea de superficie y por lo tanto mayor la capacidad de
resolucibn.
CANTIDAD DE MUESTRA.
Si se tiene una concentracién alta de soluto, los puntos de‘
interaccifn soluto-adsorbente se ven saturados y por lo
tanto la muestra no migra con iqual velocidad dando lugar
con ello al barrido de la muestra y por lo tanto una mala
separacién.

TIPO DE ERRORES.

Al llevar a cabo cualquier tipo de mediciones sabemos que
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estan sujetos a errores los cuales son: sistemdticos (determina- -

dos) y aleatorios (indeterminados) (!!+18:1 %)

1. Errores sistemdticos (determinados).
Son aquellos que dan lugar a medidas “inico

se pueden clasificar en:

a). Errores intrumentales: Instrumentos defectuosos'c

brar. s i :

b). Errores del método: La mayoria de estés,:‘s‘.é puedéﬂ';eé\icir o
corregir y entre ellos se encuentra la impureza de los
reactivos.

c). Errores de operacibén: En este tipo de errores, estan inclui -
dos los personales, los cuales pueden reducirse con la expe-
riencia y cuidado del anilista en las manipulaciones fisi -
cas que se lleven a cabo.

2. Errores aleatorios. (indeterminados).

Son los que se producen durante mediciones sucesivas efec-
tuadas por el mismo analista en condiciones practicamente
idénticas, no es posible predecirlos o estimarlos.

VALIDACION.

n
—

La validacién de un método analitico es un proceso por el
cual queda establecido, por estudios experimentales, que
la capacidad del método satisface los requisitos para la
aplicacibn analitica deseada. Y la capacidad se expresa

como: EXACTITUD CONOCIDA// VARIABILIDAD ESTABLECIDA.
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Para llevar a cabo la validacifn de un m&todo andlitico

es necesario determinar los siguientes pardmetros.
1. LINEARIDAD,
Indica el grado en que la respuesta del m&todo se aproxima:a:

una funci6n lineal del tipo ¥ = A + Bx ( donde A=0 y.B-'

al trabajar a diferentes concentraciones. :
Para llevar a cabo tal fin se grdfican los datos ékﬁ':iﬁenfid
les, de tal manera que la cantidad recobrada'eéteﬁénif;ﬁciénii,
de la cantidad adicionada, para observar el qfado en quélios
resultados se comportan como una funcifn lineal. Para conocer
numéricamente lo anterior se determina la regresifén.y corre-.
lacibn de los datos.
a). Por regresibn se entiende la relacibn existente entre las

variables, la cual se reéresénta por la ecuacibn.

Yi3 =+ By * By

Donde:

A = Ordenada al origen.

B = Pendiente de la recta, indicada por dos variablés.
xi = Cantidad adicionada de la i-&sima concentracibn.

Yij = Cantidad recobrada de la i-ésima concentrééiénién'ié'

j-ésima repeticibn.
Ej(i)= Error experimental.
Para llevar a cabo la determinacibn numérica, es necesario

efectuarlo mediante el método de minimos cuadrados(!?-21};

N
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Nota: Todos los calculos estadisticos se efectuaron con micro-
“computadora CASIO PB-410.

Se determina la dispersi6n alrededor de la recta de regre-

sibn con el error tipico de estimacién modificado (§§/x) y
la sensitividad (8) del método mediante las siguientes
expresiones:
2
S =1 {EY - Y) - B(EXY
v /% { ) A(LY) (LXY)
n
o
S =
v /% X (sy/x) 8 B
G
Y/x

Dado que o?y/x es constante para las "x", la regresibn es
lineal, y la distriﬁucién lineal de y para cualquier valor
de "x" dado, es una distribucibn normal. Es posible dar
mediante intervalos de confianza, las estimaciones de Ay
B por las siguientes expresiones.

Inferencias a cerca de A (ordenada al origen).
Contraste de hipbtesis. .
H, A= A, pDonde A,= 0
H1 A¥{ A,
Estadigrafo de contraste.

tA, = a-A,

oy 2
nz(xi—x)



El intervalo de confianza i podémgs calcu;ér conz -

PN
anta/2 Sy

o2 Ada +tea/

. =
nE(Xi—x)

Inferencias a cerca de B (pendiente); o

Contraste de hip6tesis.

H, : B =B, Donde B, =1

HL : B # B,

Estadfigrafo de constraste (18-21),
tB,= B-B,S, \n-l/ 8,/x  cona= 0.05y a=0.025 ‘

- El intervalo de confianza al 95 % se calcula con:

b-t.a/2 § BLb +tl-a/2 8
.o /x A [ /%
Sx \In-l Sy n-1
Donde: )
a = Valor de la ordenada al origen, determinada por los

datos experimentales.

X = Valor promedio de las cantidades adicionadas.
A, = Valor del pardmetro (ordenada al origen =0 ).
n’ = Nimero de observaciones de muestras independientes.
oD _ .
‘Sy/x = BError tipico modificado.
Sx = Desviacibn estdndar de las cantidades adicionadas.

Cantidad adicionada de la i-&sima concentracidn.

ted
[
n

26
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b = Valor de la pendiente, determinada:por:la écuaﬁiénf

de la recta de regresifn.

b). Coeficiente de correlaci6én (r). Indica elquadbygn que’ se
asocian dos variables, una vez obteﬁido,‘séfﬁuéde éaiéular
el coeficiente de determinacién r2, el cual’indica la

variabilidad explicada por la recta de regresidn(l9-21),

2. EXACTIDUD.
Es la concordancia que existe entre un valér deteminado experi-
mentalmente y su valor real. ) '
Contraste de hipbtesis,
Hy: u= 100 %
H1l :p# 100 %

Estadfgrafo de contraste "t" de Student - (1921},
t calculado = X -y con  a= 0.05.

S/,r‘;“

Donde:
bl = Promedio de recobro de n muestras independientes.
u = Parémetro que nos representa el valor real del porcen-

taje de recobro.
s/Ji = Error estdndar el cual es una medida del error experi-
mental. 7
El intervalo de confianza al 95 % se calcula con:

I.c. =X * tl-a/2 S/ Jm
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Donde:

%~ = valor promedio de los porcentajes dgi:etdbfd'

& 1-a/2 = valor teérico del estadigrafo'de‘codtt‘été a esa‘‘con =

X fianza para tal intervalo. :

3.>REPETIBILIDAD.
Es la concordancia con respectb“aiﬁ
sultados sucesivos, obtenidoé‘eﬁ‘unhméFQQQ,
nes iguales de trabajo. Sebéﬁélﬁé'mé iante e
desviacién del conjunto de ﬂ;épg’(ié }gjzr{
Contraste de hipbtesis. :
H, : o & 2%

HL : o> 2%

Estadigrafo de contraste: x2; llamada J15Cd6drdda.

Donde:

n = Nfimero de observaciones de muestras independientés.
s2 = Varianza muestral.

a2 = Par&metro, gue nos representa la variabilidad del

método, el intervalo es de la siguiente manera:

¢ <

{(n-1) g2

x a/2

Donde:

n = Nmero de muestras independientes.
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‘Valor tebrico del estadigrafo de contraste, el cual tiene

X =
una conflanza del 95 %. :

52 = Varianza de los datos obtenidos del porccntaje de recobro.

¢ = pesviacién estdndar poblacxonal. B

4. REPRODUCIBILIDAD,

Es la concordancia con respecto a un valor real en un método,

pero bajo diferents condiciones (analista, tiempo, aparatos,

laboratorios, etc.). Para evaluar este parametro se aplica

un estadigrafo de prueba F con dos varianzas, donde su mo -

" delo estadistico lineal del diseiio experlmental es:

Yijk =

Donde:

¥i4x =

i3
Bagx. =

+ Ai + Dj + ADij + B

(ij)k

Porcentaje cuantificado con el i-&simo analista,dado
el j-ésimo dia de la k-€sima repeticibn.

Efecto del i-ésimo analista en el porcentaje cuanti-
ficado.

Interaccibn analista-dfa

Error experimental, el cual es una medida de la re-
producibilidad.

Pardmetro el cual representa el valor real del por-
centaje de recobro, donde no existe efecto por dfa o
por analista.

Efecto del j-Esimo dfa del porcentaje cuantificado.



LA TABLA DE ANALISIS DE VARIANZA ES DE LA SIGUIENTE FORMA:

Fuente de | Grados de  Producto Suma de Media F
variacibén| libertad simplificado | cuadrados cuadratica calculada
Ay a-1 (1-1) czyd. . -y? 5C,/a-1 - | cm_ /0N

i L =L RS Al A /O

be akc .

2, 2
rydy. - ev2.. | scy/b-1 amp /eH
ac abc
2. .2
) IYi Je =¥~ -
ac be SChp CMAD/CME
py2.4. + v2 {a-1} (b=1)
ac abc
| k=19 s?isk-v?iy | scg ---

;‘D nde 1a medla cuadrat;ca del error (CM ) es el estimador de la

REPRODUCIBxLIDAD,VV

0g .
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5. ESPECIFICIDAD: _

En este tipo de prueba se asegura que la respuesta medible::
solo se debe a la sustancia que se desea analizar y no:‘a :,»'
exéiﬁientes o productos de degradacién, los cualeé sé‘ :
puéden formar durante el almacenamiento del maﬁefia};b.
para demostrar este punto se pueden llevar a cabo 'lasU‘
siguientes pruebas:

a). Analizando el placebo de la formulacitn bajo las mismas

condiciong§ en que se trabaja la formulacidn.

b). Se pueden adicionar los productos de degradacién del princi-
pio activo al placebo de la formulacién, cuando no se
conocen tales productos, entonces es necesario someter al
firmaco y a la formulacién bajo condiciones gque aceleren
el proceso degradativo se emplean: Temperatura,luz solar,

luz ultravioleta,medio oxidante,pH alcdlino, pH &cido etc.

6. SENSIBILIDAD.
Para evaluar tal par&metro se lleva a cabo el andlisis de
la muestra donde se vaya disminuyendo la concentracibn

hasta un punto donde la respuesta deje de ser confiable.
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‘2.2.11. COMPARACION ENTRE METODOS ANALITICOS.

1.

N

Para comparar dos métodos analiticos entre:si,” con ei‘fin B
de determinar si son equivalentes, es ﬁecésérib 1ievar a
cabo las siguientes evaluaciones.

LINEARIDAD.

El objetivo consiste en determinar si las rectas de regresiéﬁ

difieren significativamente, se utiliza la prueba estadistica

de paralelismo, que sigue una distribucién "t".

Contraste de hip6tesis.

Ho ¢ 81= 83

Hl : B1# By

Estadigrafo de contraste.

t= 81-8a

8

1 +

)
yrxs * sy/x2

2 2l i
Exl-(txl) ,‘F'Exzk

nL

Donde: i

B1y B, = Son las péndiéntéé’ﬁé”lﬁé @éﬁodés;l?yiz iespetivament,:
te ' B ‘

EXACTITUD.

Contraste de hipOtesis.

Ho 3 up = 4y



His wy # wa

Estadfigrafo de contraste (19-21),

Para los grados de libertad tenemos. 'la siguiente

ecuacibn.

gradosvde libertad= (Si/n1 + S;/né

X%

2% 2
st ¥ sy

nl An2

(Sf/“ﬂ? * (s§ V/“‘zr):zf' S :

nl +1 : n2‘+,i”f

3. REPETIBILIDAD.

Contraste de hipbtesis.

2
Hgy: oy

2
Hl: 0y # o)

2
a1
2

Estadigrafo de contraste (}9+21), 7

2 2

Fcalculada= Sy / 5,

Criterio para rechazar .H,

F7Fl-a/2 ; nl—l, nz—l , osi F{Fa/2; nl-l, n2—1.

Donde:

i

Varianza de los resultados del porcentaje de recobro

del método 1,

Varianza de los resultados del porcentaje de recobro

33
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del método 2.
ny y n, = ntimero de recobros independientes de los métodos 1 Yy 2‘
respectivamente.
P 7= Valor‘minimo del estadigrafo para rechazat‘Ho;

. Para-el intervalo de confianza del 95 % tenemos:,

25 2 2 2, .2

51/ 85 a1 ¢ 8y / 55
2 ,

Fl-a/2 a1 F a/2

4. REPRODUCIBILIDAD.
Contraste de hipbtesis.

Hes CMEl = CM

Hl: CM
El # CME2

E2

Estadigrafo de contraste.

Fcalculada= CMpy /CMEz

Criterio:
Fcalculada » Fl-a/2 con F ab(c-l)l,ab(c-l) 2/grados de libertad.

Fcalculada < F a/2 con F ab(c-l)l,ab(c-l)z grados de libertad.

Donde:
CMp; = Cuadrado medio del error del método 1, obtenido del
andlisis de varianza.
CH22 = Cuadrado medio del error del m&todo 2, obtenido del

an&lisis de varianza.
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F = Valor tebrico del estadigrafq'de*qoptré te‘aéociado,

a una confianza del 95 %.:

5. ESPECIFICIDAD.

Se puede llevar a cabo evaluando -la'd
peréxido de hidrégeno, debido a que 'la Ranitidi
muy sensible a la oxidacibn.

2.12. METODOS DE ANALISIS REPORTADOS.

Se llevo a cabo una investigacibn bibliogréficarkver‘pﬁnt0 
11}, de los métodos reportados para evaluar Clorhidrato
de Ranitidina en forma cuantitativa, as{ somo de las pro-
piedades fisicoquimicas, encontrdndose que la mayorfa de
los métodos de andlisis son para flufdos biolSgicos.

2.12.1 CROMATOGRAFIA DE LIQUIDOS DE ALTA RESOLUCION.
Fundamento:
Esta basada en la distribuci6n de una mezcla de sustancias
entre dos fases, donde una de ellas es un liguido que pasa
a través de una fase estacionaria que permite separar a
los componentes dependiendo de sus caracteristicas fisico-
quimicas, al salir del sistema de separacibn son detectadas
registradas y cuantificadas (7-8-9-10),
Ventajas:
Es un método altamente selectivo en el cual se utilizan

cantidades de muestra muy pequefas, es rdpido y vers&til.
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DesQentajas: ’
Es un método costoso, ademds que no todos los laboratorios
cuentan con el equipo necesario.

2.12.2. CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA.
Fundamento:
Se basa en la diferencia de migracifn por interacciones
fisicogquimicas de una mezcla de componentes a través de
un soporte, de tal manera que cada componente queda separa-
do debido a su afinidad por el sistema fase mévil-fase
estacionaria, posteriormente se cuantifica por medic de
otra técnica. (5°5).
Ventajas:
Permite separar a los compuestos de interés de sus posibles
productos de degradacién o bién de excipientes gque puedan
interferir en la cuantificaci6n del fdrmaco.
Desventajas:
Es un método que consume demasiado tiempo.
2.12.3., ESPECTROFOTOMETRIA.

Fundamento:
Esta basado en la absorcibn al ultravioleta a una longitud
de onda de 320 nm del sistema cromoforo producido por el
doble enlace conjugado del grupo diaminonitroeteno.
Ventajas:

Es un método que no requiere equipo especial, es acce-
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sible en cuanto a costo y ademas es relativamente
rapido.
Desventajas:
Existe la posibilidad de que los excipientes interfieran

en la cuantificaci6n de la Ranitidina.
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA,

En la industria farmac&utica el nGmero de férmacos es cada
vez mayor, con lo cual se requieren métodos de andlisis apropia
dos. De ahi la necesidad de contar con el equipo y métodos con-
fiables que permitan resolver los problemas de andlisis que se
presenten cuando sea elegida una técnica adecuada.

Al llevar a cabo la seleccifn y desarrollo de un método
andlitico debemos tener en cuanta el fin para el que va a ser
empleado, ya sea en estudios de estabilidad, para producto ter-
minado o bi&n para evaluar materias primas, es necesario gue
tales métodos de andlisis sean accesibles, rdpidos y deberan
de cumplir los siquientes requisitos: ser precisos, exactos,
especificos y reproducibles.

Dado que las técnicas cromatogréficas, en especial la de
liquidos de alta resolucién ha cobrado auge en los ultimos aiios
debido a que presenta dos grandes ventajas:rapfdez y confiabi -
lidad. Se plantean 3 métodos de andlisis por cromatografia, 2
de los cuales son de liguidos de alta resolucién y 1 por capa
fina. La finalidad de contar con 3 métodos de andlisis radica
en que se tengan dos métodos opcionales que cumplan con los re-
quisitos anteriormente senalados, en casos de tener fallas en
el equipo y poder aplicar con seguridad cualquiera de las dos
opciones restantes. En ello radica la importancia de este

trabajo.
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4, 0BJETIVOS.

S 8.1, Desarro;lé: 2 métodos de andlisis .por cromatograffa“de li'}‘;
quidés de alta resolucibn para evaluar cuantitativamente

ClorhIdrato de Ranitidina.

4,2.:Desarrollar 1 método de andlisis por cromatograffa en capa .’

'fina‘paraievaiuar al Clorhidrato de Ranitidina.

4,3, Llevar a cabo la validaci6n de los m&todo desarrollados,
determinando presicidn, exactitud, linearidad; espedificie

dad y sensibilidad.

4.4, Comparar estadisticamente los métodos desarrollados para:

conocer su equivalencia.
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5, HIPOTESIS DE TRABAJO.

5.1. Considerando las caracteristicas fisicoquimicas inherentes
a cada sustancia (solubilidad, absorbancia al ultravioleta,
polaridad, etc ) es posible llevar a cabo la evaluacibn
cuantitativa del Clorhidrato de Ranitidina en la forma
farmacéuqica jarabe, en base a métodos cromatogrdficos. Los
cuales reunirdn las caracteristicas de confiabilidad para

ser empleados como métodos de anilisis rutinario.



6.1. REACTIVOS.
Hemisuccinato de Metrbnidaiol
Metronidazol

Clorhidrato de Ranitidina
Acido l-Hexensulf6nico
Acetato de etflo
Acetonitrilo

Metanol

Acido fosfbrico

Fosfato monobasico de potasio
Metanol

Hidr6xido de amonio

Placas de silica gel 60F254

6.2. EQUIPO.

Espectrofotbnetro
Agitador supermixer
Microjeringa de 25 mcl

Balanza anilitica

6. MATERIALES,

QUIMSI

INFORMA
PROSALES EXPORT
Reactivo andlitico
Reactivo .andlitico

H.P.L.C.

H.P.L.C.
Reactivo anilitico
Reactivo anilitico
Reactivo andlitico
Reactivo andlitico

0.2 mm de espesor

marca: HITACHI
modelo: 100-60
marca: TERMOLYNE
modelo: M-16715
marca: HAMILTON
modelo: 72
marca: METTLER

modelo: s/n
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WATERS
J.T.Baker,
J.T.Baker.
J.T.Baker,
J.T.Baker,
J.T.Baker.
J.T.Baker.
J.T.Baker.

Merck.
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Limpara de luz ultravioleta marca:ULTRAVIOLET PRODUCTS
modelo: GL-15
Potencibmetro digital marca: BECKMAN
modelo: & 41

Cimaras para cromatograffa en capa fina.

Cromatdgrafo de liquidos de alta resolucidn equipado con:

Detector de longitud de onda variable marca: SPECTRA-PHYSICS
modelo: SP 8440

Bomba de disolventes marca: SPECTRA-PHYSICS
modelo: SP 8750

Programador de disolventes marca: SPECTRA-~PHYSICS
modelo: SP 8700

Procesador de datos marca: SPECTRA-PHYSICS
modelo: SP 4100

Columna CN, de tamafio de particula WATERS ASS

de 5 micras, 15 cm de longitud,3.9

mm de difmetro interno,

Columna m-Bondapak c18’ de tama- WATERS ASS

flo de particula de particula de

5 micras,15 cm de longitud, 3.9 mm

de didmetro interno.

Vasos de precipitados de 50,100,250 y 500 ml PYREX

Matraces volumétricos de 10,25, 100 y 1000 ml PYREX

Pipetas volumétricas de 1,2,3,4 y 5 ml PYREX



Equipe de filtracibn.

Membranas tipo HA y HVLP de 0.45 micras y de

47 mm de diametro. ‘ :
Embudos de filtracibn r&pida de 5 cm de ~
diametro. e
Papel filtro nfimero 3, de 5 cm der dié;netfo.
Tubos de ensaye de 10 ml, R
Probetas de 25,50,100 y 500 ml

Cronémetro.

MILLIPORE

MILLIPORE
PYREX
WHATMAN

PYREX

PYREX
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7. DESARROLLO, i
7.1, METOﬁO PARA DETERMINAR CUANTITATIVAMENTE‘CLORHIDRATOr'Dév, .
RANITIDINA EN JARABE POR CROMATOGRAFIA DE LIQUIDOS pE o
ALTA RESOLUCION ( FORMACION DEL PAR IONICO ). '

Preparaci6n de la fase mévil.

Acetonitrilo =270 ml,
Reactivo Pic B-6 = 1ml.
Agua destilada . = 729 ml.

Se homogeneizo, se filtro por membrana durapore HVLP de

0.45 micras y se desasifico al vacio durante 15 minutos.

Solucibén de referencia interna,

Se peso con exactitud cerca de 28 mg de metronidazol sustan
cla de referencia, se cdlocaron en un matraz volumétrico de 50
ml, se adicionaron 30 ml de metanol (reactivo andlitico), se
agito mec&nicamente hasta disolucién, se llevo al aforo con me-
tanol y se homogeneizo (conceptracién del metronidazol=560 mcg/ml) .

Solucién de referencia de Clorhidrato de Ranitidina.

se peso exactamente alrededor de 24 mg de Clorhidrato de Ra
nitidina sustancia de referencia, se colocaron en un matraz volu
métrico de 25 ml, se adicionaron 15 ml de metanol (reactivo and-
litico),se agito mecdnicamente hasta disolucibn, se llevo al afo

ro con metanol y se homogeneizo (concentracién del Clorhidrato
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de Ranitidina= 960 mcg/ml). De la solucibn anterior se coloco
una alfcuota de 2 ml en un matraz volumBtrico de 25 ml, se adi -
ciono una alfcuota de 2 ml de la solucifn de referencia interna,
se llevo al aforo con fase mb6vil y se homogeneizo {(concentracibn
del Clorhfdrato de Ranitidina= 76.80 mcg/ml; concentracién del

metronidazol= 44.80 mcg/ml).

Preparaci6n de la solucibn problema.

Se coloco un ml del jarabe (equivalente a 9.59994 mg de
Clorhtdrato - de Ranitidina en un matraz volumétrico de 25 ml, se
adicionaron 15 ml de metanol (reactivo andlitico), se agito mecd
nicamente durante 5 minutos, se llevo al aforo con metancol y se
homogeneizo {(concentracién del Clorhfdrato de Ranitidina=383.9976
mcg/ml). De la solucibn anterior se coloco una alicuota de 5 ml
en un matraz volumétrico de 25 ml, se adiciono una alicuota de 2
ml de la solucibn de referencia interna, se llevo al aforo con
fase mb6vil y se homogeneizo (concentracibn del Clorhidrato de
Ranitidina= 76.79952 mcg/ml; concentracién del metronidazol=
44.80 mc/ml).

Se inyectaron en el cromatogrdfo de liguidos de alta reso -
lucibn, tanto la solucibn problema, como la solucibn de referen-
cia, bajo las siguientes condiciones cromatogréficas.

Columna: CN de 15 cm de longitud
Velocidad de flujo: 1.2 ml/min.

Longitud de onda: 310 nm,
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Sensibilidad: 0.16 AUFS.
Atenuacidn: ) B i o
Velocidad de carta: E 0-5 cm/mln_
volumen de inyeccidn: 10- mcl o
cdlculos: A : :
% de Clorhidrato de Ranitidina E x Est. 4 Pot st.
F2 Cpb

Donde:

Fl=" AREA BAJO LA CURVA DEL CLORHIDRATO DE RANTITINA EN LA SOLUCION PROBLEMA.

AREA BAJO LA CURVA DEL METRONIDAZOL EN LA SOLUCION PROBLEMA.

F2= AREA BAJO LA CURVA DEL CLORHIDRATO DE RANITIDINA EN LB SOLUCION DE REF.

AREA BAJO LA CURVA DEL METRONIDAZOL EN LA SOLUCION DE REFERENCIA.
Cst= CONCENTRACION DEL CLORHIDRATO DE RANITIDINA EN LA SOLUCION DE REF.
Cpb~ CONCENTRACION DEL CLORHIDRATO DE RANITIDINA IN LA SOLUCION PROBLEMA.

Pot st= POTENCIA DEL ESTANDAR EMPLEADO,

7.2, METODO PARA DETERMINAR CUANTITATIVAMENTE CLORHIDRATO DE RANITIDINA EN
JARABE POR CROMATOGRAFIA DE LIQUIDOS DE ALTA RESOLUCION { SUPRESION
IONICA).

Preparacibn de la fase mbvil.

Fosfato monobasico de potasio = 5.6780 g.
Acetonitrilo H.P.L.C. = 80 ml.
Metanol H.P.L.C. = 100 ml.
Agua destilada = 820 ml.
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Se homogeneizo, se ajusto el pH a 3.50 #0.05 unidades con

&cido fosférico al 10 %, se filtro por membrana durapore HVLP de
0.45 micras y se degasifico al vacio durante 15 minutos,

Solucidn de referencia interna.

Se peso con exactitud cerca de 34 mg de Hemisuccinato de
Metronidazol, se colocaron en un matraz volumétrico de 25 ml, se
adicionaron 15 ml de metanol (reactivo andlitico), se agito
mecénicamente hasta disolucibn, se llevo al aforo con metanol y
se homogeneizo (concentracién del hemisuccinato de metronidazol
= 1360 mcg/ml).

Solucibén de referencia del Clorhidrato de Ranitidina.

Se peso exactamente alrededor de 27.4 mg de Clorhidrato de
Ranitidina sustancia de referencia, se colocaron en un matraz
volumétrico de 25 ml, se adicionaron 15 ml de metanol {(reactivo
andlitico), se agito mecénicamente hasta disolucifn y se homo-
geneizo(concentracibn del Clorhfdrato de Ranitidina= 1090 mcg/ml).
De la solucibn anterior se coloco una alfcuota de 1 ml en un
matraz volumétricoe de 25 ml, se adiciono una alfcuota de 2 ml
de la solucion de referencia interna y se llevo al aforo con
agua destilada (concentracifn del Clorhidrato de Ranitidina=
43,84 mcg/ml:concentracifn del hemisuccinato de metronidazol =
108.80 mcg/ml).

Preparaci6n de la solucifn problema.

Se coloco 1 ml del jarabe (equivalente a 9.14 28 mg de
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Clorhidrato de Ranitidina en un matraz volumétrico de 25 ml, se
adiciono 15 ml de metanol (reactivo andlitico), se agito mecd -
nicamente durante 5 minutos, se llevo al aforo con metanol y se
homogeneizo {(concentracifn del Clorhidrato de Ranitidina=362.712
m;:g/ml). De la solucibn anterior, se coloco una alfcuota de 3 ml
en un matraz volumétrico de 25 ml, se adiciono una alfcuota de
2 ml de la solucibn de referencia interna y se llevo al aforo
con agua destilada (concentracifén del Clorhidrato de Ranitidina
= 43.88544 mcg/ml; concentracién del Hemisuccinato de Metronidazol
=108.80 mcg/mi.) .

Tanto la solucidn problema como la de referencia se pasaron
a través de filtro Millex tipo HA de 0.45 micras.

Se inyecto en el cromatogrdfo de liquidos de alta resolucibén
tanto la solucifn problema, como la solucibdn de referencia, bajo

las siguientes condiciones cromatogrificas.

Columna: Nova pak Cig de 15 cm de long.
Velocidad de flujo: 1.5 ml/min.

Longitud de onda: 310 nm.

Sensibilidad: 0.16 AUFS.

Atenuacibn: 8.0

Velocidad de la carta: 0.5 cn/min.

Volumen de inyeccifn: 10 mcl.

cdlculos.
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e Cst X Pot st.

F2 Cpb

$ de Clorhidrato de Ranitidina= - F1

Donde:

Fl= AREA BAJO LA CURVA DEL CLORHIDRATO DE RANITIDINA EN LA SOLUCION PROBLEMA.

AREA BAJO LA CURVA DEL HEMISUCCINATO DE METRONIDAZOL EN LA SOL. PROB.

F2= AREA BAJO LA CURVA DEL CLORHIDRATO DE RANITIDINA EN LA SOL. DE REF,

AREA BAJO LA CURVA DEL HEMISUCCINATO DE METRONIDAZOL EN LA SOL. DE REF.
Cst = CONCENTRACION DEL CLORHIDRATO DE RANITIDINA EN LA SOL. DE REFERENCIA.
Cpb = CONCENTRACION DEL CLORHIDRATO DE REANITIDINA EN LA SOL PROBLEMA.

Pot st = POTENCIA DEL ESTANDAR EMPLEADO.

7.3. METODO PARA DETERMINAR CUANTITATIVAMENTE CLORHIDRATO DE RANITIDINA EN
JARABE POR CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA-CUANTIFICACION FINAL POR ESPEC -
TROFOTOMETRIA,

Solucibn de referencia de Clorhidrato de Ranitidina.

Se peso con exactitud cerca de 80 mg de Clorhidrato de Ra-
nitidina sustancia de referencia, se colocaron en un matraz vo-
lumétrico de 10 ml,se adicionaron 5 ml de metanol {reactivo ani
litico)}, se agito mecdnicamente hasta disolucibn y se llevo al
aforo con metanol ( concentracibn del Clorhidrato de Ranitidina
= 8000.00 mcg/ml). De la solucibn anterior se coloco una alfcug
ta de 1 ml en un matraz volumétrico de 10 ml, se llevo al aforo
con metanol y se homogeneizo (concentracifn del Clorhfdrato de

Ranitidina= 800 mcg/ml).
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Slstema cro atogrdfico.

Acetato de etilo Metanol Hid:&xldo de amonio (25%) (1:5:1)5 00

de espesor.

Metodologfa.

Se divido, la'érométéﬁiaca éh'cartiies‘de 5iom. .

Se apllcaron en banda 125 mcl de la soluciﬁn de referencla
(equlvalente a 100 mcg de’ Clorhidrato de Ranltldina)

Se Lntrodujo la cromatoplaca en la cémara cromatogrdfica.

.Se. saco‘la czomaLoplaca y se dejo secar a temperarwra ambnzﬂe.“

.5e ‘observo bajo luz UV, se delimitaron las nanchas” y “se deter-iﬁ~
‘minaran los valores de Rf. :
FSe'raspd la zona correspondiente a Clorhidrato de,Rahitiﬁihaf

'y se coloco en tubos de ensaye.

Se adicionaron 10 ml de metanol con pipeta véiumétriéa;:‘

Se introdujeron los tubos en bafic maria a 35—40”C~dﬁraﬁte,io.
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minutos.

9. Se agito en el super mixer duranée 5 minutos.

10 Se filtro a través de papel whatman del #3.

11. Se determino la absorbancia a 310 nm en en espectrofémetro
adecuado, utilizando un blanco de silica gel tratado de la
misma manera. (concentracifbn del Clorhidrato de Ranitidina
= 10 mcg/ml}).

Aplicacién de la solucién problema.

Se utilizaron cromatoplacas de silica.gel 60 F 254 .de 0,2mm’ '

de espesor.
Metodologia
1. Se dividio la cromatoplaca en carriles de 5 cm.
2. Se aplico en banda 110 mcl de la solucibén problema (eéuiva—
lente a 100.5708 mcg de Clorhfdrato de Ranitidina).
Continuar con la misma metodologfia empleada para la aplica-
ci6n de la solucifn de referencia a partir del punto 3.
11. Se determino la absorbancia a 310 nm en un espectrofotémetro
adecuado, utilizando un blanco de silica gel tratado de 1la
misma manera. { concentracifén del Clorhfidrato de Ranitidina=

10.15708 meg/ml).

Calculos:
% de Clorhidrato de Ranitidina= Absprob X Cst X Pot st
Abs st Cpb .

Donde:
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Abs prob = Absorbancia de la solucifn problema.

Abs sst = Absorbancia de la solucifn de referencia,

Cst

Concentracién del Clorhidrato de Ranitidina en la

solucibn de referencia.

Cpb Concentracifn del Clorhfdrato de Ranitidina en la
solucibn problema.

Pot st = Potencia del estdndar empleado.

7.4, VALIDACION DEL SISTEMA (LINEARIDAD).
Para llevar a cabo la validacibn del sistema fue necesario
evaluarlo con placebos cargados.
Formulaci6n del jarabe.
Clorhidrato de Ranitidina 914.28 my (al 100 %), 959.994 my (al 105 %).
Sacarosa.
Sacarina.
Sorbitol.
Fosfato dib&dsico de potasio.
Fosfato monobdsico de potasio.
Nipagin sodico.
Nipasol sodico,
Glicerina.
Propilenglicol.
Color cafe

Sabor Chocolate. Agua c.b.p. 100 ml.
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7.4.1, LINEARIDAD CON PLACEBOS CARGADOS,PARA EL METODO POR

CROMATOGRAFIA DE LIQUIDOS DE ALTA RESOLUCION (FORMACION
DEL PAR IONICO).
Nota: En este caso se considero al jarabe a2l 105 & y como
punto central a 78.80 mcg/ml de los cudles se inyectaron
en el cromatogrdfo 10 mcl (esta concentracifn representa
el 100 %).
Se prepararon los sigulentes placebos cargados (concentra

¢idén en mcg/ml).

61.44 Represento el 80.% de 76.80,

69.12 Represento el 90 % de 76,.80.

76.80 Represento el 100 %.

84.48 Represento el 110 % de 76.80.
92,16 " Represento el 120 % de 76.80.

Se llevaron a cabo diluciones adecuadas y se inyectaron en
el cromatogréfo de lfquidos de alta resolucibn como se
mencifno en el punto 7.1. Se obtuvo el factor Fl y se grd-
fico de la sigulente manera:Fl contra concentracifn, se
calcularon los siguientes pardmetros:pendiente,ordenada al
origen y el coeficiente de correlacibn, el cual debe ser
cercano o aproximadamente igual a 1.

7.4.2. LINEARIDAD CON PLACEBOS CARGADOS, PARA EL METODO POR

CROMATOGRAFIA DE LIQUIDOS DE ALTA RESOLUCION ( SUPRESION



7.4.3.
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IONICA).
Nota: En este caso se considero al jarabe al 100 $ como
punto central a 43.84 mcg/ml) de los cudles se inyectaron
en el cromatogr&fo 10 mcl (esta concentracién representa
el 100 %).
Se prepararon los siguientes placebos cargados (concentra .

cibn en mcg/ml}.

35.04 Represento al 80- % de 43.84.
39.52 Represento al 90 % de 43f84'
43.84 Represento al 100 %.

48.16 Represento al 110 % de 43.84.
$2.64 Represento al 120 % de 43.84.

Se llevaron a cabo diluciones adecuadas y se inyectaron en
el cromatogrifo de ligquidos de alta resolucibn como se
mencibno en el punto 7.2. se obtuvo el factor Fl y se grd
fico Fl contra concentracibn, se calcularon los siguien -
tes par&metros:pendiente ordenada al origen y el coeficien-
te de correlacibn el cual debe ser cercano o aproximada -
mente igual a 1).

LINEARIDAD CON PLACEBOS CARGADOS,PARA EL METODO POR
CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA-EVALUACION FINAL POR ESPECTRO-
FOTOMETRIA.

Nota: En este caso se considero al jarabe al 100 % y cano punto cen ~ |
tral a 10.05708 mog/ml ( esto representa el 100 %).
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Se prepararon los siguientes. placebos cargados (concentra -

“cién en mcg/ml).

8.046 Represento el 80 % de 10.057.
9.052 Represento el 90 % de 10.057.
10.057 Represento el 100 %.
11.063 Represento el 110 % de 10.057.
12.069 Represento el 120 % de 10.057.

Se llevaron a cabo diluciones adecuadas y se aplicaron en

‘la cromatoplaca como se mencibno en el punto 7.3. Se

obtiene la absorbancia, - se grdfica la absorbancia obtenida
contra la concentraci6n y se calculan los siqguientes pard-
metros:pendiente,ordenda al origen y el coeficiente de
correlacibn (el cual debe ser cercano o aproximadamente
igual a 1).

VALIDACION DE LOS METODOS ANALITICOS DESARROLLADOS.

Para llevar a cabo la validacibén de los métodos andliticos
desarrollados es necesario, preparar placebos cargados como
se indica a continuaci&n.

PLACEBOS CARGADUS PARA LA VALIDACION DEL METODO POR CROMA
TOGRAFIA DE LIQUIDOS DE ALTA RESOLUCION (FORMACION DEL
PAR IONICO).

Se prepararon muestras como se menciéno en el punto 7.4.1.

y se inyectaron por separado, 5 veces cada una en el cro -
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matogrdfo de liquidos de alta resolucibn como se mencibno
en el punto 7.1.. Se cdlculo el porcentaje de microgramos
recuperados y se llevo a cabo la evaluacibn estadistica
como se mencibno en el punto (2.2.10.).

7.5.2, PLACEBOS CARGADOS PARA LA VALIDACION DEL METODO POR CRO-
MATOGRAFIA DE LIQUIDOS DE ALTA RESOLUCION ( SUPRESION
IONICA).

Se prepararon muestras como se mencibno en el punto 7.4.2.
y se inyectaron por separado, 5 veces cada una en el croma
t6grafo de liquidos de alta resolucibn como se mencifno en
el punto 7.2. Se calculo el porcentaje de microgramos
recuperados y se llevo a cabo la evaluacién estadistica

como se mencibno en el punto (2.2.10.).
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8. RESULTADOS Y DISCUSION.
8.1. VALIDACION DEL SISTEMA (LINEARIDAD).
/8.1.1. METODO POR CROMATOGRAFIA DE LIQUIDOS DE ALTA RESOLUCION
‘ {METODO POR FORMACION DEL PAR 10NICO). '

Concentracibn en mcg/ml. Factor de respuesta,
61.44 1, 24765
69.12 1.34795
75.80 1.52680
84.48 1.66605
92.16 1.80730

Donde: La concentracién se considera en eje de las "x" y el
factor de respuesta se considera en eje de las "y" (los re-
sultados son el promedio de dos inyecciones.
Resultados estadisticos.
Pendiente= 0.01871; ordenada al origen= 0.08175; coeficiente
de correlacidn=0.9974.
Debido a que el coeficiente de correlacifn es cercano a 1
se congidera que la respuesta con respecto a la concentra -
cién es lineal. (ver grafica 8.1.}.

8.1.2.METODO POR CROMATOGTAFIA DE LIQUIDOS DE ALTA RESOLUCION

(METODO POR SUPRESION IONICA}.

Concentracibn en mcg/ml Factor de respuesta

35.04 0.46031



Factor de respuesta

Factor de respuesta..

1. 80730
4 1.66606
1, 52680
1, 34759
1, 24765

+

S0 T plet 76,80 92416

69.12 Bhe 48
vicrogramos adicionados.
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Grafica 9 1, Linearidad del sistema (par i6nico).
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Grifica 8.2. Linearidad del sistema (supresibn

ibnica).



o , : 59.
39:52° 0.52358

43,847 o 0.58637 .
a8u16 0.63030
52.64 0.69186

Donde:La concentracifn se considera en eje de las "x" y el
factor de respuesta en el eje de las "y"{ los resul-
tados son el promedio de dos inyecqiones);v

Resultados estadisticos:

pendiente=0.01071;ordenada al origen=0.01295; coeficiente

de correlacibn= 0.99840.

Debido a que el coeficiente de correlacifn es cercano a 1

se considera que la respuesta con respecto a la concentra-

cién es lineal (ver grifica 8.2.).

8.1.3, METODO POR CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA-EVALUACION FINAL
POR ESPECTROFOTOMETRIA. .
Al llevar a cabo la evaluacibn de los placebos cargados
se encontrd que existe una gran variacifn en cuanto a la
respuesta, debido a ello, el método ya no se continud
evaluando, y por tal motivo se descarta como un mé&todo
cuantitativo de anflisis de laboratorio.

8.2, VALIDACION DE LOS METODOS ANALITICOS.

8.2.1. METODO POR CROMATOGRAFIA DE LIQUIDOS DE ALTA RESOLUCION
(METODO POR FORMACION DEL PAR 10NICO),
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Mcg adicionados Mcg recuperados % de recuperacibn
61.44 61.42 99,967
61.44 61.49 100.081
61.44 61.58 100.228
61.44 61.46 100.035
61.44 61.44 100.000
69.12 69.10 100.029
69.12 69.15 : 100.053
69,12 69.30 100.260
69.12 69.20.: - 100.116
69.12 69.12 , 100.000
76.80 76.80 i 100.000
76.80 77.30.: 7 100.651
76.80 76.73 99,908
76.70 77,30 100.651
76.80 _ 76.6L. . - 99.753
84,48 83.92 99,337
84.48 84.35 99.846
84.48 84.13 , 99.586
84,48 83.80 93,195
84.48 84.10 99.550
92,16 ) 92.15 e 99,989
92.16 92,21 100.054
92.16 92,30 100.152
92,16 92,16 100.000

92,16 92.13 ' 99.967
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Considerando microgramos adicionados en el eje.de las "x"
y microgramos recuperados en el eje de las "y" , llevando
a cabo la evaluacibn estadfstica se obtienen los1§iguien—
tes resultados. ‘ v
Pendiente (B) = 0.9940

Ordenada al origen (A) = 0.46

Coeficiente de correlacibn.(r) =70:9997" i'~yr, '

1. LINEARIDAD.

Error tipico de estimacidn modificado:

s, = 0.4230 ; §

y/x v/
Inferencias a cerca de A (ordenada al origen).

=0.4598 ; Sensitividad’ (&)= 2.1618,

tA,=0.3132; t de tablas= 2,0687.

Regibn de aceptacidn 2.0687 » 0.3132» -2.0687.

Lo cual indica que esta dentro del intervalo, se acepta H,
y A,=0.

El intervalo de confianza al 95 % es de la siguiente manera.
Limite superior =3.4976; Limite inferior= -2.5776.
Inferencias a cerca de B (pendiente).

tB,=-0.7558 ; t de tablas = 2,0687, con 23 g.l.

Regifn de aceptacibn: 2.0687 » -0.7558 » -2.0687.

Lo cual indica que esta dentro del intervalo, se acepta H,
y B, =1.00

El intervalo de confianza al 95 % es de la siguiente manera.
Limite superior= 1;0113; limite inferior= 0.9766.
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ECUACION DE LA RECTA AJUSTADA.
Y='0,9940x + 0.46

Para los siguientes valores de X, ? toma los valores de:

(x) §'s)
61,44 61.508
69.12 69.139
76.80 76.770
84.48 84.401
92.16 92.032

Debido a qu el error experimental = 0, la ecuacifn de.la
recta ajustada es:

Y =0.9940 x + 0.46

El coeficiente de correlacién es: 0.9997

El coeficiente de determinaci6n es: 0.9994

y 1-r2 = 0.0006

Lo cual indica que el 0.000006 % de la variabilidad de la

respuesta de regresifn no puede ser explicada por el modelo.



GRAFICA DE LINEARIDAD DEL METODO ANALITICO POR CROMATOGRAFIA
DE LIQUIDOS DE ALTA RESOLUCION (FORMACION DEL PAR IONICO),

b 92,032 7
84,401 .
76,770 /
69,139 d
61,508 . . S

Mog recuperados
N
~
~
hY
N
N
~
\,

* i L Blpkh 75,80 92.16.
69,12 Bh.uB
Mcg adicionados

N=25; r=0.9997; ecuacibn de la recta ajustada: y=0.9940x+0.46.

2. EXACTTIUD.
t calculada= ~-0.49409; t de tablas=2,0639 con 24 g.1.
Rangoc de aceptacifn: -2.0639%% -0.49409 € 2,0639.
Lo cual indica que estaldentro del intervalo, se acepta H,
indicando que el m&todo es exacto.
El intervalo de confilanza al 95 § es de la siguiente manera.

Limite inferior=99,.8354; limite superior = 100.101.

63
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3. REPETIBILIDAD. :

" 6220.10355; %%=0.6213;5. de tablas =36.415 con 24 g.1.
Intervalo de aceptacifn: 0.6213 &4 36.415,

Lo cual indica que esta dentro del intervalo, se acepta.H,,
y por lo tanto el método es repetible. ‘

El intervalo de confianza al 95 % es de la siguiente manera.
x20.975 de tablas= 39.364;)(20.025 de tablas= 12.401'.

S es del porcentaje de recobrao. e
§ = 0.3218 ; ¢=0.3153 ; §° = 0,10355,

Por lo tanto el intervalo es: 0007945( 0.3153 'u.'44756;

4. REPRODUCIBILIDAD.

Analfsta 1’ . | “Analfsta -

pfa- 1. |

Dia;‘Z “
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TABLA .DE ANADEVA ( DOS FACTORES ALEATORIOS ).

FUENTE DE |GRADOS DE| SUMA DE | CUADRADO F F 0.95
VARUACION . |LIBERTAD | CUADRADOS | MEDIO CALCULADA | DE TABS |
ANALISTA. 1 0.1518 0.1518 0.1924 161.40

DIA 1 2.1030 2.1030 | 2.6654 161.46
ANALISTA-DIA 1 0.789 Jo.789: 3.5350. | 5.32
ERROR 8 1.7852 "o uaL o= ENRCPE

Toma de decigibn.

F cal/ analista =0.1924 161.40.

F cal/dfa =2.6654 161.40,

F cal/ analfsta-dia = 3,5350 5.32.

Lo cual implica que no existe interaccifn por analfsta,dfa

y por analfsta-dfa, por lo tanto el método es reproducible.

5. ESPECIFICIDAD.
Debido a que la Ranitidina es muy inestable a la oxidacibn
se degradaron tanto muestra como placebo a 60 °C durante
3 horas.
La figura 8.1. muestra los resultados de la degradacién,
teniendo como tiempos de retencién a 1.80 (metronidazol);
4.56 (proéucto de degradacibn de la Ranitidina) y 6.02 min.

respectivamente Ranitidina sin degradar.
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-
Figura 8.1 Figura 8.2 Figura 8.3

La figura 8.2. Corresponde a Ranitidina referencia teniendo
los tiempos de retencidn de 1.81 min (estandar inéerno:Me-
tronidazol) y 6.05 min (Ranitidina referencia).

La figura 8.3. Corresponde al placebo degradado.

De acuerdo a los anteriores resultados se demuestra que el

método es espec{fico.
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6. SENSIBILIDAD. )
Se evaluaron placebos cargados al 20,30,40,50 .y 60.%.de 1o

etiquetado para Clorhidrato de Ranitidina.

Mcg adicionados Mcg recuperados
15.36 15.35
15.36 15.23
23.04 23.01
23,04 22.93

. 30.72 "30.55
30.72 . %'30.54

38.40 ’ 738,54

38.40 38.60

- 46.08 46.10
46.08 45.92

Unicamente se consideraron los siguientes pardmetros:
N=10 r=0,9999 A=1.0031 B=~0.0014.

De acuerdo a los anteriores datos, se observa que la
respuesta aun sigue una linea recta y por lo tanto es
confiable.

8.2,2, METODO POR CROMATOGRAFIA DE LIQUIDOS DE ALTA RESOLUCION
(METODO POR SUPRESION IONICA).



Meg adicionados
35.20
35.20
35.20
35.20
35.20

39,36
39,36
39:36
39,36

39,36

43.84
43.84
43.84
43.84
43.84

48.16
48.16
48,16
48,16
48.16

52.64
52.64
52.64
52.64
52.64

Mcg recuperados
35.71
34.55
34,81
34,93
35.09

39,59
39.72.
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%de recuperacion

101.4488 ’
98,1534
98.8920
99,2329
99.6875

100.5843
100.9146
100.8892

98.7042
101.4735

100.4735
101.0948
100.4562
98.8822
99,1332

99.9584
99,3563
100.9551
101.1835
100.8720

99.5440
98.7082
89.9050
101.2727
100.2659
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Considerando microgramos adicionados en el eje de las "x"
y microgramos recuperados en el eje de las "y" y llevando
a cabo la evaluacifn estadistica se obtienen los siguien-
tes resultados.
Pendiente (B) = 1.0068
Ordenada al origen (A) = -0.2530
‘Coeficiente de correlacibn (r) = 0.9978.
1. LINEARIDAD.
Error tfpico de estimacibn modificado:
s

. =0.4428: B =0.4616 ; &= 2.2798,

y/ y/x
Inferencias a cerca de A (ordenada al origen).
tA,==0.1716 ; t de tablas= 2.0687.

Regidh de aceptacibn: 2.0687 > =0.1715 » -2,0687

Lo cual indica gque esta dentro del intervalo, se acepta-H,
y A,= 0.

EI intervalo de confianza al 95 % es de la siguiente manera,
Limite superior =2.8067 Limite inferior = -3,3141

Inferencias a cerca de B (pendiente)

tB,= 0.4591; t de tablas= 2.0687, con 23 g.l.

Regién de aceptacibn: 2.0687 » 0.4591 » -2.0687

Lo cual indica que esta dentro del intervalo, se acepta H,
¥ Bo= 1.00

El intervalo de confianza al 35 % es de la siguiente manera:

Limite superiorl.l287; limite inferior = 0,8697,



ECUACION DE LA RECTA AJUSTADA.
Y =1,0068 X - 0.2530.

Para los valores de X, ¢ toma los siguientes valores.

x) ®
35.20 35.2675
39.36 39.4359

‘43,84 = 43.9249
48.16 Lo 48.2536
52.64 . - 52,7426

Error experimental= 0,0167.

Por lo tanto la ecuacifn de la recta ajustada es:

Y= 1,0068 X =-0.2530 + 0,0167

El coeficiente de co¥relaci6n es (r)= 0.9992.

El coeficiente de determinacibn es (rz) = 0,9956

1-r? = 0.0044.

Lo cual indica que el 0.000044 % de la variabilidad de la
respuesta de regresidn no puede ser explicada 'por el-

modelo.



71

GRAFICA DE LINEARIDAD DEL METODO ANALITICO POR CROMATOGRAFIA

DE LIQUIDOS DE ALTA RESOLUCION { SUPRESION IONICA).

Mcg recuperados

52.7426

48.2536"

42,9249
35+2675

35.20 43,84 52,64

39,36 48.16
- Meg adicionados

N=25; r=0.9997:ecuacibn de la recta ajustada: y=1.0068x-0.2530 +

0.0167.

-2+ -EXACTITUD.

t calculada= 0.4334; t de tablas= 2.0639 con 24 g.l.

Rango de aceptacifn -2.0639 £ 0.4334 £ 2.0639.

Lo cual indica que esta dentro del intervalo, se acepta H,

indicando que el m&todo es exacto.

El intervalo de confianza al 95 % es de la siguiente manera.
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Limete superior= 100.1277; limite 1nfefior= 100.0453.
REPETIBILIDAD.

s%= 0.9961; x2 calculado= 5.9766; x2 de tablas = 36.415.
Region de aceptacibn: 5.9766 4 36.415.

Lo cual indica que esta dentro del intervalo, se acepta H,
por lo tanto el método es repetible.

El intervalo dé confianza al 95 % es de la siguiente manera.
%X20.975 de tablas= 39.364; x20.025 de tablas = 12.401.

S es del porcentaje de recobro.

S= 0.9980 ; o= 0.9779 S° = 0.9961.

Por lo tanto es intervalo es: 0.7793 £ 0.9779 £ 1.3884.

REPRODUCIBILIDAD.
Analfsta 1 Analfsta .2

100.7278 101,502t
pfa 1 99.5823 | 101.1383
100.2711 99.9513

100.7563 101.2043 |
|pta 2 99.8781" - 100.2381
“99,7878 .- © 99,7537

y



TABLA DE ANADEVA

{ DOS FACTORES ALEATORIOS ).

73

FUENTE  DE GRADOS DE | SUMA DE CUADRADO F F 0.95
VARIACION LIBERTAD CUADRADOS | MEDIO CALCULADA | DE TABS
ANALISTA 1 0.6400 0.6400 5.0196 | 161.40
DIA 1 0.2014 0.2014 1.5796 161.40
ANALISTA-DIA 1 0.1275 | 0.1275 3.5701 “5.32
ERROR 8 3.6421 70 '>o.,45'52?'— : S —
Toma de decisibn.
Fcal/ analista = 5,0161 161,40
Fcal/ dfa = 1,5796 161,40
Fcalculada/analista-dfa = 3.5701 5.32

Lo cual implica que no existe interaccibn por analista,dfa

y por analfsta-dfa, por lo tanto el m&todo es reproducible.

ESPECIFICIDAD.

Debido a que la Ranitidina es muy inestable a la oxidaci6n

se degradaron tanto muestra como placebo a 60 °C durante

3 horas.

La figura 8.4. muestra un cromatograma de Ranitidina refe -
rencia, teniendo como tiempos de retencibn a 1.61 min (Ra-

nitidina) y 4.40 (Hemisuccinato de Metronidazol), respecti-

vamente.
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1. 54

q
L
_le A .
Figura 8.4. ) Figura 8.5. Figura 8.6.
La figura 8.5. Muestra los resultados de la degradaci&n de
Ranitidina teniendo como tiempos de retencién 0.70 y 1.06
min, a 1.54 min corresponde a Ranitidina sin degradar.

La figura 8.6. muestra los resultados de la degradaci6n del

placebo.

De acuerdo a los anteriores resultados se demuestra que el

el método es especifico.



6. SENSIBILIDAD.

Se evaluaron placebos cargados al 20,30,40,50 y 60 & dé lo

etiquetado para Clorhfdrato de Ranitidina.

Mcg adicionados Mcg recuperados
8.80 : 8.8250
8.80 8.7976

13.12 13,0935
13.12 13.2398
17.44 17.5201
17.44 17.4701
21.92 21,9930
21.92 21.9426
26.40 27.4710
26.40 26.3972

. Unicamente se consideraron los siguientes parametros:
‘N=10 . 1r=0.9999 B=0.022 A=1.0010

De acuerdo a los anteriores datos, se observa que la
respuesta aun sigue una linea recta y por lo tanto es
confiable.

"8.3. COMPARACION ENTRE METODOS ANALITICOS.
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1. LINEARIDAD.

TABLA DE COMPARACION ENTRE HMETODOS
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VARTABLES METODO DEL METODO  POR
PAR IONICO . SUPRESION IONICA
N 25 25
. - 0.46 -0.2530
B 1.0068
L ;Sy)x - SRR 0.4616
Sensitividad ... o
@ o 2618 2.2798
Error o 1 ;,v
Expérimental 0.0000 ' 0;01§§ e
r 0.9997 0,9978

Regibn de aceptacibn: -2,014 4t cal £ 2.014.

t de tablas =

t calculada =

%+ 2.014 con 46 grados de libertad.

-0.4814, lo cual indica que esta dentro del

intervalo de aceptacibn, por lo tanto no existe diferencia

significativa entre las rectas de regresibn.
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2. EXACTITUD. .

TABLA DE COMPARACION ‘ENTRE METODOS

HETODO. DEL 7 -|'! METODO
‘| PARYIONICO 7 17 ;

t calculada = - 0.5616. ) )

t de tablas= £2.0452 con 29 grados de'libvervtayld'. S

Regidn de aceptaciBn: -2,0452 4 t cal < 2.0452

Y -2.0452 ¢ -0,5617 < 2,0452,

Toma de decisidn:

Se acepta H,, lo cual indica que no existe diferencia_sig- -

nificativa entre la exactitud de ambos m&todos.
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3. REPETIBILIDAD.".

TABLA DE COMPARACION ENTRE METODOS.

xzicalgulada =0,1040
x> 0.975 de tablas; 24524 22,27,
« 0.025 de tablas = 0.44’65 :
Regidn de aceptacién: 0.4405¢ *?i 2,27
Y 0.1040 & 0.4405 < .2.27. .-

Toma de decisidn.
Se rechaza H,, con lo cual. 'los métodos no:tienen la misma

repetibilidad.
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4. REPRODUCIBILIDAD.

TABLA DE COMPARACION ENTRE METODOS

VARIABLES METODO POR METODO  POR
' PAR  IONICO SUPRESTON IONICA
N 25 25
Cyr ; 0.2232 0:4552

F calculada=" 0.4903. -

F 0,975 de tablas; 8,8 4,43,

F 0.025 de tablas, 8,8 0.2257

Regién de aceptacibn: 0.2257 4 0.4903 4 4,43,

%

Lo cual nos indica que los métodos no tienen diferencia
significativa entre la reproducibilidad.

5. ESPECIFICIDAD.
De acuerdo a los cromatogramas obtenidos, se puede obser-
var que existe un alto grado de separacidn entre los picos
de interds, es decir:estandar interno, Clorhidrato de

Ranitidina y producto de degradacifn.



6. SENSIBILIDAD.

TABLA DE COMPARACION ENTRE METODOS

VARIABLE METODO POR METODO POR
PAR IONICO SUPRESION IONICA|
Concentracién
minima 13.36 8.80
evaluada

El método por supresién i6nica tiene un mayor grado de
respuesta, en cuanto a tamafio de pico cromatogrifico.

8.4." CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA A LAS MUESTRAS DEGRADADAS CON
PEROXIDO DE HIDROGENO.

CROMATOPLACA Mancha RE
A ~0.83
A B 0.67
—— | | c 0.48
D 0.42
E 0.05
—
D F 0.00
E
F

R s T
"Ranitidina referencia; s= placebo cargado.

o
ll

T= Ranitidina degradada con per6xido de hidrégeno.
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9. CONCLUSIONES,

Se desarrollaron 2 métodos de anilisis por cromatograffa de

liquidos de alta resolucibén, los cuales demostraron su vdli-
dez debido a que cumplen con: la linearidad,exactitud,repeti
bilidad,reproducibilidad y especificidad, con lo cual pueden
ser utilizados en forma confiable de acuerdo a las necesida-

des del . laboratorio.

Se desarrollo 1 mé&todo por cromatografia en capa fina, el
cual no resultd ser cuantitativo, pero es un indicativo de

la estabilidad del Clorhfdrato de Ranitidina.

En los resultados de repetibilidad, al comparar los dos mé -
todos, existe una diferencia significativa, esto es debido
al fundamento de cada tipo de cromatografia y por separado

han demostrado ser repetibles.

Con respecto a la cantidad de muestra existe una gran dife-

rencia, esto es debido a cada tipo de cromatograffa.
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10, PROPUESTAS Y/0 RECOMENDACIONES:

1. Con el método por cromatograffa en capa fina se tiene la po=-

4

sibilidad de poder identificar a los productos de degradacitn.

en condiciones de oxidaci6n

Determinar la densidad del jarabe, para poder asi: pesar la
cantidad de muestra con respecto al volumen, esto es debido
a la viscosidad del jarabe, y los problemas para poder tomar

la alfcuota de la muestra.

Someter a degradacibn tanta muestras, placebo y solucibn de
referencia a condiciones de degradacifn tales como: luz

solar,luz ultravioleta, pH &cido,pH bisico,durante periodos
breves, esto es debido a que se desea que se formen produc -

tos de degradacibn inmediatos,

Seleccionar otro tipo de soporte para cromatograffa en capa
fina, teniendo en cuenta que se forman 5 posibles productos
de degradacifn y ademas que la Ranitidina se encuentra en

forma de Clorhfdrato.
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