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. INTRODUCCION.

La elaboracién de los medicamentos es un proceso constituido por dife
rentes etapas y cada una de ellas es importante porque el producto final debe -
reunir ciertas condiciones necesarias para obtener los efectos farmacoldgicos pre-
ventivos o curativos a que han sido destinados.

Una de las etapas que se lleva a cabo durante el proceso menciona-~
do es el control de calidad de cada uno de los componentes, destacando de - =
ellos los principios activos que en las diversas formas farmacéuticas producirdn -
determinado efecto, lo que hace necesario se encuentren dentro de |imites que -
proporcionen las condiciones adecuadas para su administracién y aprovechamien—
to.

El estudio que permite el uso de las substancias consta de numerosas -

determinaciones que pueden reunirse en tres grupos que son los siguientes :

a) Identificacidn
b) Determinacién de impurezas o contaminantes.

c) Evaluacidn de la pureza

Cada uno de los componentes de un producto farmacéutico es someti=-

do a éste proceso analitico de cuyos resultados dependerd su uso en la elabora--



cién de los medicamentos.

Un proceso semejante se efectia cuando se encuentran los principios=
activos en las diferentes formas farmacéuticas, esto es, deben cumplir normas —
que aseguren la biodisponibilidad del fdrmaco después de su administracién por
la via adecuada.

Dos determinaciones comunes a todos los productos, son la identifica
cién y cuantificacién de los principios activos por métodos analiticos muy diver
sos; uno de éstos es la Cromatografia de Gases o Cromatografia en Fase de Va
por cuyo uso se incrementa constantemente en el andlisis de productos farmacéu
ticos, porque permite la identificacion y evaluacidn de las substancias cuando-
éstas se encuentran mezcladas.

Teniendo como base las consideraciones anteriores se procedié a efec
tuar un estudio para establecer una técnica de andlisis por Cromatografia de —
Gases de un producto farmacéutico en forma de tabletas que contienen como —
principios activos Clorhidrato de Efedrina y Clorhidrato de Codeina cuyo andli_
sis una vez que se encu'entran mezcladas es laborioso por otros procedimientos.

Hago patente mi agradecimiento al Dr. José Kuthy Porter, Gerente -
General de los LABORATORIOS PRODUCTOS FARMACEUTICOS, S. A., CHI-
NOIN*, asi como al Ing. Eric Hagsater Gartenberg por las facilidades brinda-
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experimental de esta tesis.

De lo misma manera agradezco al QBF. José Luis Ibarmea Avila y -



al I1Q. Manuel Sdnchez Rubio, su acertada asesoria, al QBF. Héctor Jara Far-
jeat por su orientacion, al QFB, Adolfo Galicia Anaya y a la QFB. Patricia -

Lara Fersuli por el estimulo y apoyo y a todos aquellos quienes han hecho posi

ble y contribuido de alguna manera a mi formacién humana y profesional.



Il. GENERALIDADES.

Las caracteristicas o normas que hacen a un fdrmaco aceptable se en
cuentran en forma de monografia en las Farmacopeas de cada paifs, en donde -
se describen los métodos y limites de tolerancia, asi como las condiciones en -
que se realizardn cada una de las pruebas tanto para las substancias como para
las formas farmacéuticas que deben encontrarse en.condiciones de ser administra
das.

Las determinaciones que permiten el uso de cada uno de los compc—
nentes de un producto farmacéutico pueden reunirse en los siguientes grupos : -
(1)

1.- Identificacién, considerando sus propiedades.

a) Orgapolépficas; estado fisico, aspecto, color, sabor, olor.

b) Fisicoquimicas; Punto de fusidén, punto de ebullicién, gra--
do de acidez, densidad, viscosidad, conductividad térmica, =
indice de rotacién, indice de refraccién, absorcion de las ra
diaciones del espectro electromagnético ( visible ultravioleta-
o infrarrojo ), etc.

c) Quimicas; determinacién de las substancias inorgdnicas por sus

iones o de las substancias orgdnicas por los grupos funciona—



les que predominen.
2.~ Determinacidn de impurezas o contaminantes por medio de prue—
bas cualitativas que permiten el uso de las substancias sin que =
afecten la calidad del producto como son: la humedad, residuo

fijo, substancias solubles o alcalinas, metales pesados, y otros.

3.~ Evaluacién de la pureza por diversas técnicas cuantitativas deter

. » . . ”* .
minando algdn radical o grupo funcional caracteristico.

De las determinaciones anteriores, se efectuardn las que se conside~--
ren suficientes para permitir el uso segin su procedencia y el fin a que serdn -
destinadas.

En el Control de Calidad de las formas farmacéuticas, una vez que -
han sido aprobados cada uno de sus componentes, dos determinaciones comunes_
a todas ellas son la identificacién y cuantificacién de las substancias activas.=-
Los métodos son numerosos, sencillos o complicados dependiendo de factores co
mo son: la forma farmacéutica en que se encuentre, cantidad, nimero de prin
cipios activos, propiedades quimicas o fisicoquimicas semejantes de los compo=—
nentes de las mezclas, pureza de los reactivos asi como de la sensibilidad de =
los instrumentos empleados.

Frecuentemente es necesario analizar un producto por dos o mds mé-—
todos segin el grado de dificultad que implique la separacién y cuantificacién_

para obtener resultados reproductibles en el menor tiempo posible y con el me-

nor nimero de manipulaciones para evitar fuentes de error.



Los métodos empleados en la identificacion de los principios activos -
# . . o
son bdsicamente las que se efectian para las materias primas, pero en las formas

farmacéuticas es necesaria la separacién previa de los vehiculos o excipientes —
para evitar interferencia en los resultados.

En la evaluacién del Clorhidrato de Efedrina y del Clorhidrato de Co_
deina en tabletas se han utilizado técnicas que son funcionales para cada una -
de dichas substancias, pero mezcladas ofrecen dificultades para su cuantificacidn
teniendo que recurrir a ciertos artificios matemdticos como en el método espec--
trofotométrico al ultravioleta, o bien por determinaciones espectrofotométricas de
soluciones coloridas, producto de reacciones quimicas que son estables por lapsos
de tiempo muy pequefios.

También pueden determinarse valorando alguno de los grupos quimicos-
caracteristicos o bien por sus caracteristicas fisicoquimicas como la solubilidad, -
que es semejante en dmbas substancias; éstas y otras propiedades afines hacen -
laborioso el control analitico de este producto.

Uno de los métodos que permiten la separacién de los componentes --
de una mezcla, asi como su identificacidn y evaluacién a la vez, es la Croma-
tografia de Gases, que debido a las posibilidades de modificar uno o varios de-
los pardmetros que constituyen el sistema se pueden establecer condiciones de ==

andlisis que sean reproducibles para las mezclas de componentes conocidos difici.

les de separar por procedimientos diferentes.

Los métodos cromatogrdficos se han utilizado desde su inicio con pro—



pésitos analiticos al estudiar algunos complejos naturales y substancias sintéticos
que por otros procedimientos analiticos eran imposible determinar. Al mismo —
tiempo en los Gltimos afios se ha aplicado en la preparacién de substancias pu-
ras, determinacidn de constantes fisico~quimicas, estudios de reacciones cinéti-

cas, investigacién de estructuras moleculares, etc. (2) (3) (4).

Un método esencialmente cromatogrdfico, a mediados del siglo pasa—
do, era la clarificacién de soluciones de azdcar, Day a fines del mismo siglo_
(2) efectud los primeros experimentos pasando aceite crudo a través de una —
columna empacada con tierra de fuller finamente pulverizada y colectando frac
ciones de petrdleo similares a las obtenidas por destilacién. Tswett en el Ins—
tituto de Botdnica de Varsovia, publicé un articulo en 1906, en donde descri=
bia la separacién de los componentes coloridos de las hojas verdes sobre una -
columna absorbente de carbonato de calcio, después de lavar con éter de petrd
leo los componentes de la mezcla colorida se formaban zonas de colores dife--
rentes en la columna, esta observacién dié el nombre al método ( chroma = co
lor), (2) (3) (4).

Fué hasta 1930, siguiendo los trabajos de Kuhn y Lederer asi como =
los del cientifico Zechmeister y de Cholkony, otros investigadores aplicaron la
cromatografia a la separacién de colorantes, azicares, aminodcidos, etc., el -
descubrimiento de nuevas aplicaciones propiciaron el desarrollo de métodos, que
en la actualidad se usan ampliamente en todas las ramas de la quimica y de —

las ciencias afines. (2)



La designacidn original de "Cromatografia" tiene solamente significa=-
do histérico ya que actualmente con ese término se designa a todos los procesos
de separacién de componentes que se efectian por particién ( absorcién diferen
cial ) entre una fase estacionaria ( fija) con una gran superficie y una fase --
mévil, la cual fluye sobre la primera (2).

La cromatografia es esencialmente un método de separacién que perte
nece a la clase de operaciones de difusidn y transferencia de masas en donde -
los componentes de una mezcla son separados como resultado de su particién —
entre dos fases heterogéneas inmiscibles (2 ).

Los métodos cromatogrdficos se han agrupado considerando diversos as
pectos, aceptdndose generalmente la clasificacién que se basa en los implemen
tos utilizados; asi se tiene la cromatografia en columna, cromatografia por in-
tercambio idnico, cromatografia en papel, cromatografia en capa delgada y cro

\

matografia de gases.

\

La cromatografia de gases es bdsicamente una cromatografia en colum

na (2), en donde la fase mévil es un gas fluyendo a través del liquido. Se-
. ' . . <

requiere de la vaporizacién de la muestra que es llevada a través de una co--

lumna preparada, a una temperatura adecuada por una corriente de gas transpor

tador que es la fase mévil. Durante el paso del vapor de la columna la separa

cién de la muestra se produce por efectos de adsorcién si la columna es prepa_

rada solamente con material adsorbente, o por efectos de particidn si las parfi_

culas de adsorbente estdn cubiertas con un liquido el cual constituye la fase es



tacionaria, siendo mds conveniente emplear el término soporte para la fase liqui
da que para el adsorbente. Como los efectos de adsorcién no son aceptables -
en las columnas de particién, los soportes son tratados para eliminar hasta don_
de sea posible dichos efectos. Los tipos de cromarografia a que se hacen refe_
rencia son la cromatografia gas=sélido y la cromatografia gas-liquido respectiva
mente.

La cromatografia gas-liquido también denominada cromatografia por -
elucion de gases o cromatografia en fase de vapor, fué sugerida por Martin y -
Synge en 1941 (2) (3) (4), pero hasta 1941 se publicé su aplicacién. Pos
teriormente James y Martin (2) (3 ), propusieron el método en el microandli—
sis de aminodcidos con lo que propagé grandemente su uso.

Se lograron mayores progresos al evolucionar la construccién de los -
instrumentos, modificdndose en consecuencia los procedimientos de andlisis.

El método como se menciond anteriormente, tiene como base la sepa
racion de los componentes cuando una muestra vaporizada en un gas transporta
dor, pasa a una presion ‘constante a través de una fase liquida que estd exten=
dida sobre un sélido, de manera que se tenga una superficie liquida muy gran-
de en un volumen pequefio. Dependiendo de la solubilidad selectiva en la fc_;
se liquida estacionaria los componentes de la mezcla se mueven a través de la
columna por medio del gas transportador a diferentes velocidades, tendiendo a-
separarse en bandas distintas y si las propiedades de la fase estacionaria asi ==
como la longitud de la columna son las adecuadas se tendrd una separacién - -

completa emergiendo un componente a continuacién de otro con el flujo del —
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gas transportador como se muestra en el siguiente diagrama (2) (5).

NN

Z

2,

componente componente

A B

Esto es, cuando se introduce la muestra en la columna, los compo- =
nentes se separan gradualmente hasta que emergen totalmente separados unos de
otros. El gas transportador que emerge de la columna pasa a través del detec
tor o detectores produciendo sefiales proporcionales a la cantidad de componen-
tes introducidos (2 ). El registro electrénico de las sefiales del detector produ
cen un "cromatograma" que es caracteristico de la separacién obtenida. La po
sicién de los picos en el cromarograma determinan la identificacidn cualitativa
en tanto que la altura de los mismos o las dreas bajo de las bases determinan -
la evaluacién cuantitativa (4) (8) (9).

Una representacion diagramética de un cromatégrafo de gases asi co-
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mo las partes esenciales del sistema se describen de la siguiente manera (2).

a)
b)
c)
d)

e)

Sistema de gas transportador.
Bloque de inyeccién de muestras.
Columnas.

Detectores.

Registrador y sistemas de evaluacién.

La descripcidn y caracteristicas que corresponden a cada una de las-

partes esenciales del sistema cromatogrdfico se tratardn a continuacién en térmi

nos generales.

GAS TRANSPORTADOR. (4) (7) (9).

Constituye la fase movil del sistema y debe reunir un conjunto de ca

racteristicas que permitan el transporte de la muestra a través de la columna has
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ta los detectores sin que interfiera con los componentes. Los factores considera

dos son los siguientes :

a).- El gas no debe interaccionar con la fase estacionaria o con los_
componentes de la muestra; esto es que debe ser inerte.

b).~ La pureza del gas debe ser mdxima ya que algunas impurezas —
pueden alterar la fase liquida disminuyendo la sensibilidad del detector.

c).- Puesto que el gas estd fluyendo continuamente a través del sis—
tema, este representa el fondo sobre el cual el detector medird las fracciones =
que se introducen, la "seleccién del gas" también dependerd del tipo de detec

tor que se usard.

Los gases usados comunmente y en el grado de pureza necesaria son _
los siguientes :

Helio, alta pureza ( 99.99% como minimo ).

Hidrégeno, grado prepurificado.

Nitrégeno, grado prepurificado.

Argdn, grado prepurificado.

En algunos casos también se utilizan mezclas de gases, por ejemplo:
Helio/Hidrégeno o bien Argén/Metano, también de pureza equivalente a las —

mencionadas anteriormente. () (10)

Los cambics en el flujo del gas transportador pueden producir altera-
ciones en la linea base de los cromatogramas dificultando tanto la evaluacion -

cualitativa como la cuantitativa, esto es, los cambios en la velocidad alteran=-
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los datos de refencion afectando la identificacién de los componentes, mientras
al disminuir el drea de los picos se disminuye la exactitud cuantitativa.  Adn
cuando es dificil determinar un grado constante de flujo porque la resistencia -
al paso del mismo a través de la columna cambia con las condiciones de andli
sis y con el estado fisico del empaque ( tamafio de las particulas ), es necesa—
rio controlar el volumen de gas antes de Ieni-rar a las columnas ajustando la pre

sion y el flujo por medio de aditamentos adecuados. (4) (9).

BLOQUE DE INYECCION,

La eficiencia de la separacién y la exactitud de los resultados tam--
bién estd condicionada por la manera de introducir la muestra en la columna.-
El sistema inyector debe estar construido de manera que' permita :

a).= Introducir la muestra a la columna como un pequefio tapén gasi_
ficado en el menor tiempo posible.

b).- Evitar variaciones en el flujo y en las condiciones térmicas del
sistema durante la inyeccién de la muestra.

c).- La cantidad de muestra aplicada variard segin se trate de co--
lumnas empacadas o de columnas tubulares, en las primeras se introducen mues_
tras de uno a diez microlitros y en las otras las cantidades van de centésimasa

milésimas de microlitro mediante inyectores apropiados.

Las muestras que se analizardn pueden ser gaseosas, liquidas o séli--

das disueltas en disolventes adecuados o bien sélidos aplicados con pipetas capi



14

lares, vélvulas o jeringas especiales calibradas en volGmenes de microlitros.

El blogue de inyeccién debe mantener una temperatura uniforme duran
te el andlisis, esto se consigue mediante un sistema de termostato independiente
del sistema de las columnas y de los detectores. La temperatura se encontrard
arriba de la que sea necesaria para la separacién de los componentes con lo =

que se asegurara la vaporizacién de la muestra antes de entrar a las columnas=-

(11).

COLUMNAS,

Desde el punto de vista de la funcién que desempefian, asi como del
material de que estdn constituidas se tienen las columnas analiticas en las que
se introducen muestras de microlitros o menos y las columnas preparativas cuan
do las muestras que se introducen son de volGmenes mayores de 0.5 mililitros, -
en este Gltimo caso los componentes separados pueden ser colectados fuera del
detector en forma pura en cantidades variables.  El tamafio de las primeras --
columnas varia de 1 a 10 metros de longitud y de los 2 a 4 milimetros de did_
mefros interno en tanto que en las columnas preparativas varian de 2 a 6 me--
tros de longitud y de 2 a 5 milimetros de didmetro intemo (12).

Las primeras columnas empacadas se fabricaron de vidrio (2) (10) -

( 13) posteriormente se hicieron de aluminio, cobre o de acero inoxidable. -
El manejo y ensamble de las columnas metdlicas es mds conveniente sobre to==
do cuando se emplean altas temperaturas y presiones. Se comsidera que con ==

las columnas de acero inoxidable se obtienen resultados mas satisfactorios ya ==



15

que las de cobre o aluminio pueden reaccionar o producir efectos cataliticos =
con las muestras alterando en consecuencia los resultados. En el andlisis de —
substancias de alto peso molecular que se descompongan fdcilmente como los es
teroides, aminodcidos y otros se prefiere el uso de columnas de vidrio. Para -
las columnas capilares se sugiere el uso de acero inoxidable como el material -
adecuado, cunque también el uso de vidrio y pldsticos como la poliamida pro=—
ducen buenos resultados (2) ( 13).

La forma de las columnas es diversa bien sea en U, en W o en espi_
ral de acuerdo al aparato y al tamafio de la columna (3).

Ademds de las caracteristicas fisicas de las columnas los ofros consti=
tuyentes de las mismas y que son los que en si producen la separacién de los =
componentes tienen una gran importancia dadas las funciones que desempefian -
en el proceso analitico, son la fase estacionaria o liquida y el soporte sobre -

el que se encuentra depositado la fase liquida.

SOPORTE SOLIDO (2).

La seleccién del soporte sélido y la preparacién de la columna empa
cada son tan importantes como la seleccién de la fase estacionaria o liquida. =
la eficiencia de la columna depende del tamafio de la particula, el rango de _
los tamafios y de las caracteristicas fisicas de su superficie.  Cualquier activi_
dad quimica del soporte puede alterar el comportamiento de la columna, adn =
cuando algunas veces ésta particularidad puede ser un recurso en separaciones _

dificiles. Un soporte sdlido ideal debe reunir las siguientes condiciones :
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a).~ Ser quimicamente inerte.

b).- Tener una gran érea de superficie de manera que la fase Iiquida
se distribuya en ella como uina pelicula fina.
c).- La superficie tendrd una estructura con la habilidad de retener -

la capa liquida en su lugar de manera que toda su Grea pueda ser utilizada.

d).- El material serd de fdcil manejo, esto es, suficientemente duro -

para no romperse durante las operaciones de cubrimiento y empaque uniforme.

Los materiales que se encuentran cominmente poseen alguna o algunas
de las caracteristicas anteriores pero no todas ellas, por lo tanto se encuentran-
una gran variedad de soportes que se utilizan segin las necesidades especificas, -
entre estas se encuentran las diatomdceas ( tierra de diatomdceas, silica de dia—
tomdceas o kieselgur) que son los esqueletos de algas unicelulares o diatomas —
que se encuentran acumuladas en diferentes partes del mundo. Son numerosas —
las especies pero su estructura bdsica es similar. Debido a que dichas estructu—
ras poseen numerosos poros o agujeros en sus paredes forma una estructura que —
presenta una drea de superficie extremadamente grande. Los esqueletos consis—
ten principalmente de gel de silica microamorfo hidratado y pequefias cantidades
de impurezas principalmente de Sxidos metdlicos. Se les somete a diferentes tra
tamientos con lo que adquieren o se acentian algunas de las caracteristicas men
cionadas, permitiendo su uso segin las necesidades en los diyersos procesos cro—
matogrdficos. Los nombres comerciales con los que se encuentran comunmente =

son Cromosorb en sus diferentes tipos (P,W,G ), Celite 545, Sil-O-Cel C-22, -
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Anakrom y otros.

Estos soportes como se indicé anteriormente no son completamente - -
inertes y presentan alguna interaccién que en algunos casos es ligeramente per
ceptible y en otros es muy notable pudiendo alterarse los tiempos de retencién
sobre todo al disminuir la cantidad de fase estacionaria. El comportamiento —
puede mejorarse cubriendo la superficie de los poros de las diatomdceas con --
grupos a base de derivados de silicio (silanol, Si-OH; siloxano, Si-O-Si), al
calinizando los soportes, desactivando los sitios activos por lavados dcidos, cu--
briendo el soporte con materiales inertes o bien saturando los sitios con una se
gunda fase estacionaria (3) (4) (12) (13).

Otros materiales que se emplean como soporte en las columnas por —
ser inertes son los polimeros del tetrafluoro etileno o teflén que se manufactura
aglomerando emulsiones del mismo, por ejemplo el Teflén 6, en el cual las par
ticulas individuales se componen de agregados frdgiles que fdcilmente producen
cargas estdticas que tienen numerosos poros pequefios lo que contribuye a una -
gran drea de superficie (4).

El Fluoropak-80 es una resina de fluorocarbono de aspecto granular y
estructura esponjosa de pequefia drea de superficie. Las particulas son basto- =
nes irregulares, no son agregados y tampoco tienden a producir facilmente car-

gas estdticas (13).

El Kel-F es un polvo moldeado en forma granular de clorofuorocar= -
bono cuyas particulas parecen ser agregados de pequefias unidades, duras que -

pueden ser manejados de manera semejante a las diatomdceas.
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Las perlas de vidrio tienen la propiedad de ser inertes con gran capa
cidad de cubrimiento de la fase liquida y eficiencia de las columnas por lo que
su uso también estd muy generalizado. En residuo inorgdnico del detergente —
Tide sometido a diferentes tratamientos especiales permite su uso como soporte =
con cierfas ventajas. En menor escala se han usado substancias como cloruro -
de sodio, hélices de nicromo, carbdn negro grafitizado, Sephadex, polimeros —
de dextrana y polietilen microporoso para temperaturas bajas ( 13).

Soportes mds recientes son los tamices moleculares, espigas esponjo--
sas y vemmiculita que son materiales relativamente inertes utilizdndose en un —

nomero reducido de procesos (4).

FASE LIQUIDA (14).

El requisito principal para una fase liquida o estacionaria es que de-
berd ser selectiva para los componentes de la mezcla con la cual se usard, ba
séndose en el principio "substancias semejantes se disuelven en semejantes”, es
to es, fases liquidas no ‘polares son las mejores para componentes no polares y-
son las mejores para componentes no polares y contrariamente las fases liquidas
polares son las mejores para las substancias polares.  Las fases liquidas o esta
cionarias que son semejantes a los componentes retendrén a esos componentes —
compardndolas con fases que sean disimiles. Por ejemplo los compuestos aromd_
ticos (inducen la polaridad ) son retenidos por el Carbowax ( polar) mientras =
que las parafinas ( no polares) son eluidas rdpidamente. Contrariamente, los -

alcoholes ( polares) son eluidos rédpidamente sobre el escualeno ( no polar) en
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relacién a las parafinas. Esta propiedad permite formar grupos de separaciones
ya sea acelerando o retardando la salida de un componente con respecto a los=
ofros en una muestra.

Requisitos importantes para la seleccién de la fase estacionaria son: -
la fase debe perminecer liquida bajo las condiciones de operacién, ya que las_
separaciones serdn deficientes al disminuir la solubilidad de los componentes, —
asi como variacién en el tiempo de retencidn y picos deformados. La cantidad
de fase liquida que se volatiliza tanto con una excesiva presién de vapor como
en su descomposicidn no sobrepasard ciertos |imites a lo que se le conoce como
“sangrado" que acorta la vida de la columna disminuyendo posiblemente la sen
sibilidad de los detectores. No debe reaccionar tampoco con los solutos que -
se separardn teniendo en cuenta los |imites para la actividad éptima de cada -
una de las fases. (15)

La polaridad de las fases estacionarias puede definirse como la rela—
cién que se tiene cuando se compara una fase liquida de gran polaridad con =
un soluto altamente polar retenido y un soluto no polar como un hidrocarburo.-
Adn cuando no puede emplearse un solo pardmetro para determinar la polaridad
de las fases liquidas se dice que estas son polares, no polares, mds polares y =
moderadamente polares, ( 4)

La cantidad de fase liquida en las columnas empacadas se expresa —

como "carga de la fase estacionaria" y es el peso en porciento en peso de fa

se liquida presente en la columna empacada, por ejemplo una carga de quince
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porciento indica que en cien gramos de empaque se encuentran quince gramos -
de dicha fase. Esta cantidad influye en eficiencia de la columna, esto es, ==
una carga grande indica que puede introducirse una cantidad de muestra grande
con lo que se tiene una transferencia de masa mayor disminuyendo la eficiencia
de la columna (4).

Comercialmente se encuentran cientos de fases estacionarias, algunas
de ellas tienen un uso especifico pero también se encuentran algunas que pue—
den usarse para la determinacion de numerosos componentes. Algunas de las fa
ses usadas con mds frecuencia son: escualano, Apiezon - L, Carbowax 20 M,-
DC 550 QF-1, SE-30, Ucon LB 550 X, poliester del succionato de dietilengli-
col, poliester del succionato de butanediol, parafina liquida, dodecilftalato y-

otros mas ( 15).

DETECTORES (15).

Para obtener resultados vélidos, la sensibilidad y la seguridad del de
tector debe ser comparativamente igual al poder de resolucién de la columna y
adecuado al nivel de concentracién de la muestra que serd detectada; esto es
que el detector registre los cambios en una cierta propiedad fisica o quimica -
de la corriente del gas efluente con la aparicién de los componentes. Con ==
una fuente de corriente apropiada y un transmisor de sefiales, el detector dard_
una sefial directa que puede ser convertida en una sefial eléctrica por medio =
del sistema electrénico apropiado. Esta sefial es un voltaje que llevado direc-

tamente a través de un amplificador serd registrada o procesada electrénicamen
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te para obtener los cromatogramas correspondientes. Las caracteristicas de un -

detector eficiente se tienen a continuacidn :

a) Alta sensibilidod ( en algunos casos selectividad ) hacia diversos-

componentes.
b) La respuesta serd inmediata a cualquier cambio.

c) Las sefiales producidas se encontrardn en un rango amplio de con
centraciones proporcionales a la cantidad de componente ( linealidad ).
d) Poca sensibilidad a fluctuaciones en las condiciones de opera==-

cidn (del gas transportador, presién y temperatura ).

e) Las sefiales deberdn ser de facil registro.

Estas condiciones son comunes a los diversos detectores los cuales se-
han clasificado teniendo como base su funcionamiento en los siguientes grupos -
(2):

1.- Detectores de conductividad térmica: tienen como principio la -
alteracién de la conductividad térmica del gas transportador con la presencia -
de los compuestos orgdnicos.

Consta de dos alambres de platino que se calientan eléctricamente al
canzando su equilibrio de temperatura y resistencia cuando pasa Gnicamente el
gas transportador sobre ellos, parte del sistema es un puente de Wheatstone y -
al emerger un componente se altera la conductividad térmica del gas que lo —

rodea cambiando la resistencia del alambre con la consiguiente sefial de desba
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lance que es amplificada y registrada. La sensibilidad es afectada por las fluc
tiaciones de temperatura y flujo de gas, dependiendo también de la diferencia_
de conductividad entre el gas transportador y la muestra que eluye de la colum
na.

2.~ Detector de flama: Al emerger un componente de la columna -
se produce una alteracién de la flama que es facilmente detectada por un ter—
mopar colocado sobre la flama, este detector es sensible pero los resultados no

son buenos debido a las fluctuaciones en el flujo del gas transportador.

3.~ Detector de ionizacién de flama: este detector funciona al cam
biar la conductividad de la flama cuando se quema una substancia. El cam=- -
bio en la conductividad no es producida sélamente por la simple ionizacién de
los compuestos que emergen del detector, sino que se considera que es parte -
de un mecanismo que no se conoce exactamente. La resistencia eléctrica y en
consecuencia la conductividad de la flama se altera marcadamente al emerger -
el gas y la muestra de la columna. El gas transportador empleado generalmen
te es nitrégeno o bien argén que se mezcla con hidrégeno antes de pasar a un
encendedor que consiste de un electrodo de platino y una gasa de plata coloca
dos aproximadamente a un centimetro de la flama, variando la sensibilidad se=

gin los diversos fabricantes al paso de los compuestos orgdnicos, poco a los ==

cambios del flujo de gas y al vapor de agua y con poca sefal de ruido.

REGISTRADORES ( 4).

El sistema de registro en cromatografia de gases estd constituido por =
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un cambiador de rangos o atenuador, un dispositivo de registro y si es posible-

un integrador electrénico.

El atenuador es un divisor de voltaje, en trabajos de exactitud las =
resistencias empleadas son de alta precisién. El nimero de valores de las re--
sistencias son determinadas por el ndmero de cambios de rangos necesarios. En
circuitos electrométricos, el electrémeiro de cambios puede estar conectado = =
con el atenuador. Se ha encontrado que los factores de atenuacién son mdlti=
plos de dos (4), esto es que la sefial se reduce a la mitad en cada cambio —
de rango.

Generalmente en cromatografia de gases, un registrador en el rango-
de 0-1 a 0=10 milivolts con un tiempo de respuesta de un segundo para una =-
deflexion en una escala amplia es de gran utilidad. Para trabajos de alta ve-
locidad es necesaria una respuesta de décimas de segundo.

La velocidad del papel dependerd del proceso de andlisis. Actual==
mente la tendencia es el registro de datos por medio de computadoras, los da=—
tos pueden ser tomados directamente del detector o bien de un integrador elec
tronico.

Las caracteristicas de un sistema de integracion que es operado mecd
nicamente fuera del servosistema del registrador son aquellas en que los disposi_

tivos cuentan el drea directamente del cromatograma en el margen del papel —

en donde se registran los cromarogramas. El drea del pico se obtiene contan—

do el nimero de oscilaciones completas ademds de las oscilaciones parciales al
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comienzo y al final del cromarograma. Se encuentran integradores mds automa
tizados que corrigen los cambios de sensibilidad, asi como la desviacién de la-
Iinea base cuando ésta causa errores registrando el drea verdadera de los picos,
por lo tanto los datos obtenidos son de mayor precisién aunque tienen el incon
veniente el alto costo de estos Gltimos instrumentos. ( 15).

La magnitud de la sefial que se obtiene cuando un soluto pasa de la
columna a través del detector es proporcional a la cantidad de substoncia pre=
sente. Esta sefial es registrada continuamente como una funcién de tiempo so—
bre un papel en el registrador en forma de un cromatograma. En condiciones
establecidas en cada proceso analitico la determinacién cuantitativa se lleva a
cabo sobre el cromatograma obtenido calculando el drea de los picos obteni- =
dos.

Las técnicas empleadas para la cuantificacién de los componentes son
numerosas pudiendo clasificarse principalmente como manuales y automdticas. —
Las primeras comprenden a las evaluaciones por altura de pico, triangulacién, -
planimetria asi’ como el ‘corte y pesada del tridngulo obtenido. Dentro de los=
métodos automdticos se encuentran el integrador de disco, integrador electrdni-
co, computadoras y sistema de resultados de computacién e impresién de resul—
tados. Segln estudios estadisticos los resultados mds precisos se obtienen por -

métodos automdticos en donde los sistemas de integrador de disco son los me=- =

nos costosos ( 15).
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RELACIONES BASICAS Y SIMBOLOS.

Son numerosos los términos que se emplean en los procesos de cromato-
grafia de gases siendo de uso mds frecuente los que se definen a continuacién —
para describir el comportamiento de las condiciones de andlisis en las que obten
drdn los resultados mds precisos.

Tiempo de retencion : Es el tiempo de salida de un pico mdximo des_

pués de la introduccién de un componente como se representa en el siguiente ==

diagrama :
—_——_——— —_—— — — {9 e M — — — -

R | compuesto
| f desconocido
|
I
1
|

° aire :
o=

§F :

5 }

tM—l\ |

|

_______ tR s i e

Volumen de retencién (Vp) : es el producto del flujo medido a la -

salida de la columna por el tiempo de retencion ( Iy )

que corresponde al volumen de retencién no corregido.

Flujo de la columna L, ): es el flujo de la salida de la columna -
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(Fa) multiplicado por el cociente de la temperatura de la columna (TC) entre

la temperatura ambiente (Ty )

Volumen de retencién corregido (\ﬁo) : se obtiene al introducir el -

factor f (de presién) o gradiente de presién, esto se indica de la manera si--

guiente :
g
e - 3 (hsF) - Y A P
2 (P /P31 R :
de donde :
Ve = Fo - f . h

observarse esas etapas, en este caso los platos tedricos en la columna se calcu
lan del grado de separacién de los componentes. La longitud de la columna -
para calcular los platos tedricos se conoce como "altura equivalente a un pla—

to tedrico", las ecuaciones que representan a estos términos son las siguientes:

n—]éT
w

en donde d es la distancia del punto de inyeccion hasta donde aparece el com
ponente y puede darse en tiempo o volumen de retencidn corregido y wes la -

anchura del pico en su base.

HETP = ——
n
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en donde L es la longitud de la columna (en centimetros, pies o metros ) y n
es el nimero de platos tedricos.

Resolucion (4): Es la distancia entre el maximo de 2 picos y la —
amplitud de los dos picos determinada por la extrapolacién de las tangentes a -
los puntos de inflexién de la linea base y es proporcional a la raiz cuadrada -
del ndmero de platos tedricos.

Temperatura programada ( 11): Es el aumento gradual de la tempera
tura durante un proceso analitico cuando los componentes se separan a tempera_
turas diferentes reduciendo el tiempo de elucion para los componentes que re--
quieren de una mayor temperatura en procesos isotérmicos.

Una linea base estable sin desviaciones se obtiene en el proceso de
temperatura programada con dos columnas, una de ellas sirve como columna de

referencia para compensar el efecto de los siguientes factores :

a) Alteracién de la viscosidad de la fase movil al alterarse la tem-
peratura.

b) Alteracién del flujo del gas con la misma variacién de la tempe
ratura.

c) Aumento en el "sangrado" de la fase liquida, esto es la elucidn
de huellas de la fase estacionaria con el aumento de la temperatura, tedrica=-
mente esto Gltimo se reduce si se operan las columnas abajo del limite fijado -

para la fase estacionaria.
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DETERMINACION DE PRODUCTOS FARMACEUTICOS POR CRO
MATO GRAFIA DE GASES.

La cromatografia de gases como método analitico en productos farma-
céuticos adquirié gran importancia a partir de que se demostré que los compues

tos de alto peso molecular pueden ser analizados sin aparente descomposicidn.

Lloyd y sus colaboradores (13), aplicaron la cromatografia de gases-
en la separacin e identificacién de alcaloides, posteriormente se determinaron
residuos de férmacos y sus metabolitos en toxicologia forense por diversos inves
tigadores como Parker, Fontan, Kirk, Kazyak y Knoblock (13).

Los farmacos abarcan una amplia variedad de compuestos quimicos ==
siendo en consecuencia sus caracteristicas y comportamiento muy variado, esto=-
es demostrable en substancias que pueden ser analizadas sin ningdn tratamien -~
to previo a su determinacién y en otros casos es necesario transformar las subs_
tancias en derivados estables y voldtiles que permitan su andlisis.

El proceso analitico puede ser complicado si en una misma muestra =
se encuentran mezcladas substancias de diferente naturaleza o composicién qui-
mica, asi como la proporcién en que se encuentren los componentes relaciona—
dos entre s, lo que frecuentemente hace necesario el uso de métodos de ex- -
traccién fraccionada para interpretar correctamente los resultados.

La determinacién cualitativa de los componentes de una mezcla de =
férmacos se basa en el procedimiento general en cromatografia de gases partien

do de la separacion del componente o componentes de interés particular y pos=
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teriormente la identificacion de los mismos una vez que se han separado.

El tiempo de retencién es la propiedad cualitativa constante para ca_
da compuesto bajo cierfas condicicnes establecidas, aln cuando no puede consi.
derarse como prueba suficiente de identidad es frecuente comparar el tiempo de
retencion de un componente desconocido con el de uno ya determinado bajo --
las mismas condiciones de andlisis.  También pueden identificarse los compo-~
nentes mediante la formacién de derivados por métodos especificos, determina—
cidn de sus grupos funcionales y por pirolisis, complementando la identidad con
otros métodos analiticos como espectrofotometria ultravioleta, infrarrojo, de ma_
sas o mds sofisticadamente por resonancia magnética nuclear (13).

El aspecto cuantitativo es la determinacién de las cantidades de un =
componente o componentes de una muestra y es la aplicacion mds importante de
la cromatografia de gases de donde es el paso final y cuyos resultados depende
rdn de la separacién lograda en las condiciones que se consideren Sptimas du—
rante el proceso.

Independientemente de la naturaleza quimica de los componentes de-
las muestras puede establecerse una secuencia en determinacidn cuantitativa co

mo sigue ( 13):
a) La muestra debe encontrarse en estado uniforme ( disolviendo los_

I B . - . .
sélidos) para aplicar muestras alicuotas de una misma solucidn.

b) En los procesos de extraccién de principios activos de las formas

farmacéuticas debe verificarse la eficiencia del procedimiento.
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c) En el andlisis cromatogrdfico de farmacos es conveniente adicio—
nar un estandar interno o referencia, que es una substancia conocida en canti-
dades conocidas con la que se relacionan los resultados obtenidos.  Este es=--
tdndar interno debe separarse bajo las mismas condiciones que él o los compo--
nentes que se analizan y se adicionard previamente al proceso de extraccidn —
('si éste se efectia ) para compensar la posible pérdida de otras substancias si -
las hubieran durante el procedimiento.

En las formas farmacéuticas de tabletas los principios activos se en--
cuentran contenidos en cantidades pequefias mezcladas con substancias como al_
midén, estearato de magnesio, lactosa, talco y otros componentes; en el caso.
de las grageas de los componentes anteriores se cubren con jarabe, goma ardbi
ga, grenetina y algdn colorante para hacer agradable su presentacién.  Estos
componentes no activos, en la mayoria de los casos no son solubles en solven—
tes orgdnicos lo que permite la separacién de los principios activos para su = =
identificacion y evaluacidén cuantitativa.

El método de cromatografia de gases ha permitido la determinacidn -
de numerosos principios activos en diferentes formas farmacéuticas que hace ne_
cesario un proceso que permitird una evaluacion correcta de dichos componen—
tes y como se menciona anteriormente no todos los componentes de un producto
farmacéutico al ser analizados tienen la importancia de los principios activos -
que son los que producen los efectos farmacoldgicos y que deben encontrarse —
dentro de los Iimites que establecen su actividad ptima, adn cuando el pro- -

ducto en si debe rzunir las condiciones que permitan su biodisponibilidad.
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Como resultado de un estudio efectuado para el control analitico de-
Clorhidrato de Codeina y Clorhidrato de Efedrina en un producto farmacéutico-
en forma de tabletas se propone el método de Cromatografia de gases debido a
las propiedades semejantes que comparten estas substancias por otros métodos se
requiere de consumo de reactivos y tiempo.

Los limites farmacéuticos que permiten el uso del Clorhidrato de Co=
deina y Clorhidrato de Efedrina se encuentran establecidos en las monografias -
respectivas en donde se describen las condiciones bajo las que deben efectuar—
se cada una de las pruebas. Estas monogradias se presentan como complemen—

to al estudio efectuado con las substancias objeto del presente trabajo.

CODEINA, CLORHIDRATO. (16)

r cH30 _[
(e} cl” 2H.O
2
H
H
L HO i
C18H2]O3N . HC1 . 2H20 P.M. = 371.85

Propiedades fisicas: ( 8)

Es un polvo microcristalino, blanco, ligero, inodoro, de sabor amar-
go, soluble en 25 partes de agua, en 90 partes de alcohol, en 1100 partes de

cloroformo, précticamente insoluble en éter.
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Disuelta en agua fria, recientemente hervida (1 + 49 ) tiene reac- -
cion ligeramente 4cida.
Rotacion especifica: Es de 106° a 109° en una solucién de 1 g en-

50 ml de agua destilada, fria recientemente hervida.

Identificacion : ( 16)

a) Codeina: disolver 10 mg en 5 ml de dcido sulfirico concentra—
do, adicionar una gota de S.R. de cloruro férrico y calentar, la solucién ad—
quiere un color violeta=azul, que cambia al adicionar unas gotas de dcido ni==
trico concentrado.

b) Codeina: disolver 100 mg en 5 ml de agua destilada, adicionar_
5 gotas de S.R. de hidréxido de sodio, la solucién no debe enturbiarse. Agi-
tar la solucién con 2 ml de cloroformo y filtrar la fase orgdnica a través de =
una capa de algodén y una capa de sulfato de sodio anhidro. Evaporar el sol
vente a sequedad y llevar el residuo a 105%C ( codeina base), el rango de fu-
sion es de 155° a 159°C.

c) Cloruros: disolver 10 mg en 5 ml de agua acidulada con unas ==
gotas de dcido nitrido concentrado, adicionar unas gotas de S.R, de nitrato —
de plata, se produce un precipitado blanco soluble en un exceso de S.R. de -

hidréxido de amonio.

Pruebas cualitativas ( 16):

a) Substancias insolubles y coloridas: la solucién empleada para la
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determinacion de la rotacién especifica debe ser incolora y sin ningin residuo.

b) Acidez: el pH de la solucién anterior no debe ser inferior a ==
4.7.

c) Sulfatos: medir 10 ml de la solucién que se preparé para la deter
minacién de la rotacién especifica, acidular con dcido clorhidrico diluido, ==
adicionar unas gotas de S.R. de cloruro de bario. No debe formarse ningdn —
precipitado.

d) Substancias fécilmente carbonizables: una solucién de 200 mg -
en 5 ml de dcido sulfirico concentrado debe ser ligeramente rosa o amarillen--

fa.

Pruebas cuantitativas ( 16):

a) Pérdida al secado: secar 200 mg a 105°C, a peso constante. ==
La pérdida del peso no debe ser mayor al 10% del peso tomado.

b) Cenizas sulfatadas: incinerar 500 mg. El residuo después del —
tratamiento con dcido sulfirico concentrado, incinerando la muestra y llevarla-

a mufla a 800°C, no debe ser mayor a 0.2% del peso inicial.

c) Valoracién: disolver alrededor de 180 mg de Clorhidrato de Co
deina pesados con exactitud, en 5 ml de dcido acético glacial, adicionar 10 -

ml de solucién de acetato mercirico en dcido acético glacial. Valorar la so—

lucidén con dcido perclérico 0.1 N en dcido acético glacial, usando como indi
-
L

cador 1 gota de violeta de genciana, el punto de equivalencia es el vire de -

violeta azuloso o verde azuloso.
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Un ml de dcido perclérico 0.1 N equivale a 33.58 mg de clorhidra-

to de codeina (C]8H2|N3O HC1)

EFEDRINA, CLORHIDRATO.
F CHy 7]
+
o izmzw '
\ /T .

H H
L _

CyoH sON . HCI P.M. : 201.69

Propiedades fisicas : (16) es un polvo cristalino blanco, o cristales en for—

ma de agujas. De sabor amargo, se obscurece por exposicidon a la luz, solu=--
ble en 2 partes de agua, en 40 partes de alcohol, prdcticamente insolible en -
éter y en cloroformo. Disuelta en agua fria, recientemente hervida (1 +19)-
es neutra o ligeramente dcida.

Rango de fusidn: es de 188° a 190°C. Rotacidn especifica: es ==

una solucidn al 5% (pes'o/volumen) es de -33.5° a =35.5°.

Identificacidén : (16)

a) Efedrina: disolver 50 mg en un ml de agua destilada, adicionar_
tres gotas de S.R. de sulfato de cobre seguida de un ml de S.R. de hidréxido_
de sodio, se produce un color violeta, Se adiciona un volumen de butanol y-
se agita, la capa de butanol se vuelve color violeta rojizo.

b) Disolver 50 mg en 5 ml de agua destilada, adicionar unas gotas.
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de S.R. de hidroxido de potasio y 2 ml de S.R. de hexocianoferrato de pota--
sio y calentar, se desprende olor a benzaldehido.

c) Cloruros: disolver 50 mg en 2 ml de agua destilada, adicionar -
unas gotas de dcido nitrico concentrado y un ml de S.R. de nitrato de plata, -
se forma un precipitado blanco, soluble en un exceso de solucién de hidréxido

de amonio.

Pruebas cualitativas (16) :

a) Substancias insolubles y coloridas: una solucién de un gramo en
5 ml de agua debe ser clara, incolora y sin ningln residuo.  Esta solucién se

diluye a 50 ml con agua destilada y se usa para las siguientes determinaciones:

b) Metales pesados: Una muestra de 10 ml se alcaliniza con S.R. =
de hidréxido de sodio, se adicionan 2 gotas de S.R. de sulfuro de sodio, mez_

clar, no debe presentarse ningin cambio en la solucién.

c) Alcaloides extrafios: a 5 ml de la solucién en a, adicionar 5 —
gotas de S.R. de hidrdxido de sodio, la solucién no debe enturbiarse en un ==
lapso de 5 minutos.

d) Substancias facilmente carbonizables: disolver 100 mg de substan_
cias en 2 ml de Gcido sulfirico concentrado, la solucién permanece clara y ca

si incolora por no menos de 5 minutos.

Pruebas cuantitativas ( 16) : ///QO%

a) Pérdida al secado: secar 1.00 g de substancia a 105°C, a peso
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constante. La pérdida del peso no debe exceder de 0.5%.

b) Cenizas sulfatadas: Incinerar 0.5 g, después de tratar el residuo
con unas gotas de dcido sulfirico concentrado y unas gotas de dcido nitrico ==
concentrado, hasta eliminacidn de los humos, llevar a la mufla a 800°C, el re

siduo no debe exceder al 0.2%.

c) Valoracién, efedrina: disolver aproximadamente 100 mg de Clor—
hidrato de Efedrina, exactamente pesado, en 5 ml de dcido acético anhidro, -
adicionar 10 ml de solucién de acetato mercirico en dcido acético anhidro y -
una gota de violeta de genciana como solucién indicadora. Valorar con solu=
cion volumétrica de dcido perclérico 0.1 N al vire verde azuloso del indica--
dor.

Un ml de solucién 0.1 N de écido perclérico equivale a 0.02017 g_

de clorhidrato de efedrina ( CjgHisON . HCI).



I1l.- PARTE EXPERIMENTAL.

El presente trabajo se inicid estableciendo las condiciones adecuadas
para obtener los mejores resultados con el aparato PERKIN ELMER modelo 900 -
que tiene columnas en forma de espiral, detectores de ionizacién de flama y -

el registrador Leeds Nortrup con integrador de dreas como parte del sistema.

Teniendo como base los datos bibliograficos asi como los demds com-

. e .
ponentes del sistema cromatogréfico con que se cuenta en el Laboratorio se pro
cedié a proponer el método analitico en las siguientes condiciones instrumenta

les :

Columnas : de acero inoxidable con didmetro interno de 1/8".
Soporte : Anakrom 80; tamafio de particula 80/90 mallas.

Fase estacionaria: SE - 30, a una concentracién de 4%.

Gas transportador:  nitrégeno ( altisima pureza ) a un flujo de 66 --

ml/minuto.

Temperatura del bloque de inyeccién : 290°C

Temperatura de los detectores: 310°C

Temperatura de las columnas : Programada

Temperatura inicial : 170°C
Temperatura final: 250°C
Variacion de temperatura: 10°C/mi-
nuto.
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Atenuacién : 2 x 1000

Volumen de muestra introducido: 1.0 mcl

Los farmacos Clorhidrato de Codeina y Clorhidrato de Efedrina cum=-
plen con los requisitos farmacopéicos segin las monografias respectivas que se -
han descrito con anterioridad. Para determinar su identidad y su respuesta = -
cuantitativa por el método de Cromatografia de gases se purificaron ambas subs_
tancias por recristalizacién en etanol.

Las pruebas cualitativas se iniciaron con soluciones en agua de cada
una de las substancias debido a que se encuentran como clorhidratos, se facili
ta su soiubilidcd en este disolvente.

Los resultados indican que no es la forma adecuada para el andlisis -
de la mezcla de dmbos componentes; como se observa en la secuencia de cro_

matogramas en las siguientes pdginas.

Para lograr resultados confiables se hizo necesaria la extraccién de -
la efedrina y de la codeina como bases en un disolvente orgdnico después de -
alcalinizar las soluciones acuosas. Se aplicaron muestras en el cromatégrafo -
con las condiciones descritas anteriormente. Los resultodos con temperatura - -
isotérmica para los componentes por separado son de aspecto cualitativo. Para
la evaluacién cuantitativa de la mezcla de componentes es conveniente progra_

mar la temperatura, elevéndola paulatinamente para separar a los componentes-

asi como al estdndar interno.



MUESTRA :

Solucién acuosa de clorhidrato
de efedrina

COLUMNAS :

Temperatura isotérmica de 170°C
Tiempo de retencidn: 1 min. 58 seg.




MUESTRA :

Solucidn acuosa de clorhidrato
de efedrina

COLUMNAS:

Temperatura isotérmica de 250°C
Tiempo de retencién: 12 seg.




MUESTRA :

Solucién acuosa de clorhidrato
de codeina.

COLUMNAS:

; Temperatura isotérmica de 250°C
Tiempo de retencién: 2 min. 48 seg.

P
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MUESTRA :

Solucidén acuosa de clorhidrato
de codeina.

COLUMNAS :

Temperatura programada de 170°C

a 250°C

Variacién de temperatura: 10°/min.
Tiempo de retencién: 7 min. 12 seg.




MUESTRA :

Solucidén acuosa de clorhidrato
de efedrina y clorhidrato de
codeina.

COLUMNAS :

Temperatura isotérmica de 250°C
Tiempo de retenci6n:

Clorhidrato de Efedrina: 18 seg.
Clorhidrato de Codeina: 2 min. 20 seg.




MUESTRA :

Solucidn acuosa de clorhidrato de
efedrina y clorhidrato de codeina

COLUMNAS :

Temperatura programada de 170°C

a 250°C

Variacién de temperatura: 10°/min.
Tiempo de retencién:

Clorhidrato de efedrina: 1 min. 54 seg.
Clorhidrato de codeina: 8 min. 29 seg.




MUESTRA :

Solucidn en cloruro de metileno
en efedrina base

COLUMNAS :

Temperatura isotérmica de 170°C
Tiempo de retencién: 52 segundos




MUESTRA :

Solucién en cloruro de metileno
de codeina base

COLUMNAS

Temperatura isotérmica de 250°C
Tiempo de retencion: 3 min. 16 segs.

i &



MUESTRA :

Solucidn en cloruro de metileno
de codeina base

COLUMNAS

Temperatura programada de 170°C

a 270°C

Variacién de temperatura : 50°C/min.
Tiempo de retencidn: 10 min. 18 segs.




MUESTRA :

Solucién acuosa de aminopirina
( estdndar interna )

COLUMNAS:

Temperatura isotérmica de 170°C
Tiempo de retencidén: 8 min. 12 segs.

A
W



MUESTRA :

Solucién cloruro de metileno de
aminopirina ( estdndar interno )

COLUMNAS :

Temperatura isotérmica de 220°C

Tiempo de retencién: 1 min. 25 segs.




MUESTRA :

Solucién en cloruro de metileno
de aminopirina ( estdndar interno )

COLUMNAS :
Temperatura isotérmica de 250°C

Tiempo de retencion:
Aminopirina : 32 segundos.




MUESTRA :

Solucién en cloruro de metileno
de aminopirina ( estdndar interno )

COLUMNAS
Temperatura programada de 170°C
a 250°C

Variacién de temperatura: 10°C/min.
Tiempo de retencidn : 4 min. 6 seg.

)
e



MUESTRA :

Solucién en cloruro de metileno
de efedrina base y codeina base

COLUMNAS :

Temperatura isotérmica de 250°C
Tiempo de retencién :

Efedrina base : 6 segundos.
Codeina base : 2 minutos.
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MUESTRA :

Solucién en cloruro de metileno
de efedrina base y codeina base

COLUMNAS :

Temperatura programada de 170°C
a 250°C

Tiempo de retencidn:

Efedrina base : 1 minuto

Codeina base : 8 minutos.
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El método cuantitativo que se propone es el siguiente :

Se pesa la cantidad necesaria de cada uno de los clorhidratos que —
equivalen a 40 miligramos de codeina base y a 40 miligramos de efedrina base,
se disuelven en 10 mililitros de agua destilada, se pasa la solucién a un embu
do de separacién, se alcaliniza la .;.olucién con un mililitro de solucién acuosa
al diez porciento de hidréxido de sodio, se mezcla, se adicionan 40 miligra- -
mos de aminopirina, se disuelven en la solucién, se deja en reposo durante 5-
minutos, se adicionan 3 mililitros de cloruro de metileno, se separa la fase or_
génica de la acuosa y se hacen otras dos extracciones de igual volumen de clo
ruro de metileno; se relnen los extractos orgdnicos y se reduce el volumen a_
5 mililitros evaporando suavemente.

De esta solucién se aplicaron muestras de un microlitro.

Las condiciones del cromatografo se encuentran descritas anteriormen
te.

Un cromatograma representativo de esta separacién se tiene en el cro
matrograma ndmero 15,

Los resultados obtenidos se encuentran en la Tabla No. 1y el estu—

dio estadistico correspondiente en la Tabla No. 2.



MUESTRA :

Solucién en cloruro de metileno
de efedrina base, aminopirina
(‘esténdar interno ) y codeina base

COLUMNAS :

Temperatura programada de 170°C
a 250°C

Variacién de temperatura: 10%/min.
Tiempo de retencién:

Efedrina base : 48 segs.
Aminopirina : 4 min., 12 seg.
Codeina base : 8 min., 12 seg.
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CALCULOS :

A, —_ 40.0 mg
Ay — X
x = mg. de Codeina
en donde A] corresponde al drea obtenida para Efedrina
A, corresponde al drea obtenida para Aminopirina
( estdndar interno )

Aj comresponde al drea obtenida para Codeina

Los resultados en porciento se obtuvieron de la siguiente manera :

A _ 100%
A -_ X

x = % de Efedrina en la muestra

A2 —  100%
A3 —_ X
x = % de Codeina en la muestra

en donde los simbolos de A tienen el mismo significado que para la relacién —

en miligramos de Efedrina y miligramos de Codeina.
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TABLA  No. 1

EFEDRINA CODEINA
Aq A2 A3 mg % mg %
56 59 37.96 94.91 37.29 37.29 93.22
47 50 49 37.60 94.00 39.20 98.00
52 57 53 36.49 91.22 37.19 9298
65 70 63.5 37.14 92.85 36.28 90.71
74 74 72 40.00 100.00 38.92 9729
58 61 58 38.02 95.08 38.03 95.08
65 67 64 38.80 97.01 38.21 95.52
83 86 93 38.60 96.51 43.25 108.13
100 106 106 37.73 94.33 40.00 100.00
110 116 109 37.93 94,82 3759 93.93
69 69 65 40.00 100.00 37.68 94.20
59 59 56 40.00 100.00 37.96 94.91
61 58 60 42.07 105.17 41.38 103.44
59 & 57 39.33 98.33 38.00 95.00
58 61 58 30.03 95.08 38.03 95.08
74 74 72 40.00 100.00 38.92 97.29
65 67 64 38.80 97.01 38.21 95.52
98 99 87 39.59 98.98 35.15 87.87
67 71 68 37.74 94.36 38.31 95.77
90 93 90 38.71 96.77 38.71 96.77
83 86 93 38.60 96.51 53.25 108.13
100 106 106 37.73 94.33 40.00 100.00
110 116 107 37.93 94.82 36.90 92.40
69 69 65 40.00 100.00 37.68 94.20
59 59 56 40.00 100.00 37.96 94 .91
61 58 61 42,07 105.17 41.38 103.44
59 &0 57 39.33 98.33 38.00 95.00
58 61 58 38.03 95.08 38.03 95.08
74 74 72 40.00 100.00 38.92 97.29
65 67 64 38.80 97.01 38.21 95.52
98 99 93 39.59 98.98 37.57 93.93
67 71 68 37.74 94.36 38.31 95.77
90 93 90 38.71 96.77 38.71 96.77
64 65 &0 39.38 98.46 36.92 92.30

Ay = dreas obfenidas para Efedrina,

Ay = dreas obtenidas para Aminopirina ( estindar interno & referen
cia). -

Agq = dreas obtenidas para Codeina.
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TABLA No. 2

RESULTADOS ESTADISTICOS

EFEDRINA CODEINA
X; X; =X | (X =X)? X; X; - X) 4 (X = X)*
94.91 -2.25 5.0625 93.22 3.04 9.2416
94.00 -3.16 9.9856 98.00 1.74 3.0276
91.22 -5.94 35.2836 92.98 | -3.28 10.7584
92.85 -4.31 18.5761 90.71 | - 5.55 30.8025
100.00 2.84 8.0656 97.29 1.03 1.0609
95.08 -2.08 4.3264 95.08 | -1.18 1.3924
97.01 -0.15 0.0225 95.52 | - 0.74 0.5476
96.51 -0.65 0.4225 108.13 11.87 140.8969
94.33 -2.83 8.0089 100.00 3.74 13.9876
94.82 -2.34 5.4756 93,93 | - 2.33 5.4282
100.00 2.84 8.0656 94,20 | - 2.06 4.2436
100.00 2.84 8.0656 94.91 | -1.35 1.8225
105.17 8.01 64.1601 103.44 7.18 51.5529
98.33 1.17 1.3689 95.00 | -1.26 1.7876
95.08 -2.08 4.3264 95.08 | -1.38 1.9044
100.00 2.84 8.0656 97.29 1.03 1.0609
97.01 -0.15 0.0225 95.52 | - 0.74 0.5476
98.98 1.82 3.3124 87.87 | - 9.26 85.7476
94.36 -2.08 7.8400 85.77 | - 0.49 0.2410
96.77 -0.39 0.1521 96.77 0.51 0.2601
96.51 -0.65 0.4225 108.13 11.87 140.8969
94.33 -2.83 8.0089 100.00 3.74 13.9876
94.82 -2.34 5.4756 92.24 | - 4.02 16.1604
100.00 2.84 8.0656 94,20 | - 2.02 4.0804
100.00 2.84 8.0656 9491 | -1.35 4.,0804
105.17 8.01 64.1601 103.44 7.18 51.5524
98.33 1.17 1.3689 95.00 | -1.26 1.5876
95.08 -1.78 3.1684 95.08 | -1.18 1.3924
100.00 2.84 8.0656 97.29 1.03 1.0609
97.01 0.15 0.0225 95.52 | - 0.74 0.5476
98.98 1.82 3.3124 93.93 | - 2.23 5.4289
94.36 -2.81 7.8961 95.77 | - 0.49 0.2401
96.77 -0.39 0.1521 96.77 0.51 0.2601
98.46 1.48 2.1904 92.30 | - 3.96 15.6816
X = 97.16 =320.9831 X =96.26 = 621.01046
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EFEDRINA
= 97.16%
—.2
(X] - X) 320.9831
= — = = 9.6999
n-=1 33 :
= 52 = 9.6999 = 3.1145
_ S _ 3.1145 - G
n 34
- 3 X 100 _ 3.1145 x 100 -  3.0m55
97.16
Limites de confianza X + t.95 x Sm

Limite superior 97.16 + (2.042 x 0.5341) = 98.26%

Limite inferior 97.16 - (2.042 x 0.5341) = 96.07%



Sm

C V.

&0

CODEINA
= 96.26%
=2
L TR __621.0105 R
n-1 33 ’
- 52 - 18.8180 = 43379
- S _ 4388 | oo
n 34
S .
_ x_100 _ A x 100 |,
X 96.26
Limites de confianza X + T.95 x Sm
Limite Superior 96,26 + (2.042 x 0.7439) = 97.78%

Limite Inferior 96,26 - (2.042 x 0.7439) = 97.94%
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Evaluacidn en Tabletas :

La evaluacién en tabletas se hizo en un lote del fdrmaco elaborado en —
., ” . o ”~
produccién. El proceso analitico se modificé en algunos aspectos porque es ne
cesario separar a los principios activos del excipiente de las tabletas previa- -
> . .
mente al proceso analitico de los mismos.
En la férmula del producto farmacéutico los principios activos se en—

cuentran en una tableta en las siguientes cantidades :

Clorhidrato de Efedrina s wsswewesseess 04020 .96
Clorhidrato de Codeina s senpsnnesanes 05020 s

Excipiente c.b.p. wisininis wmmiiene 05200 Gl

El procedimiento analitico se efectia de la siguiente manera :

Se pesan muestras de 500 miligramos del polvo proveniente de las ta_
bletas, se adiciona 15 mililitros de agua destilada, se agita durante 15 minu=-
tos, se filtra con papel Whatman # 40, el filtrado se recoge en un embudo de
separacidn, el residuo se lava con otras dos porciones de 10 mililitros cada una
de agua destilada, se alcaliniza la solucién con un mililitro de solucién acuo—
sa al 10% de hidréxido de sodio, se adicionan 40 miligramos de aminopirina, =
se dejan en reposo durante 5 minutos, se adicionan 4 mililitros de cloruro de -
metileno, se mezcla se separa la fase orgdnica, se hacen dos extracciones mds
de igual volumen de cloruro de metileno, se rednen los extractos orgdnicos, e
homogeneizan y se reduce el volumen a 5 mililitros calentando suavemente. =

La solucién contiene 38.1 mg de Efedrina base y 37.44 mg de Codeina Base.
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Se aplican muestras de un microlitro en el cromatgrafo que se encuen
tra en las condiciones de operacién ya descritas.

Un cromatograma representativo se tiene en la siguiente pdgina.

Los resultados se encuentran en la Tabla No. 3. El estudio estadis

tico correspondiente a las determinaciones se tiene en la Tabla No. 4.



MUESTRA :

Solucién en cloruro de metileno de
efedrina y codeina provenientes de
tabletas y aminopirina como estan-
dar interno.

COLUMNAS :

Temperatura programada de 170°C

a 250°C

Variacién de temperatura : 19°C/min.
Tiempo de retencién :

Efedrina base : 72 segundos
Aminopirina: 4 min. 36 seg.

Codeina base : 8 min. 36 seg.




CALCULOS :
A2 —_ 40.0 mg
A] —_— X

en donde

x = mg. de efedrina

Az _— X
x = mg. de codeina.

Ay corresponde al drea
A, corresponde al drea
( estdndar interno )

Aq corresponde al drea

Los resultados en porcienfo se obtuvieron de la siguiente manera :

obtenida para Efedrina.

obtenida para Aminopirina

obtenida para Codeina.

38.1 mg —_ 100

mg obtenidos —_ x

x = % porciento de efedrina en la muestra.
37 .44 mg —_ 100

mg obtenidos

— X

x = % de codeina en la muestra.
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TABLA No. 3
EFEDRINA COFEINA
Ay | A, Az | 38.1mg | 100.0 % 37.44 mg 100.0 %
48 48.5 | 45 39.59 103.9 37.11 99.12
54 55 |50 39.27 103.07 36.36 97.12
53 56 | 51 37.86 99.37 36.43 97.30
59 59 |55 40.00 104.99 37.28 99.57
55 56 | 51 39.29 103.11 36.43 97.30
52 54 | 48 38.42 101.10 36.56 94.98
47 51 | 46 . 36.96 96.67 36.08 96.36
52 54 | 49 38.51 101.08 36,29 96.95
4.5 |45 |4 39.56 103.83 36.44 97.34
47 47 | 44 40.00 104.99 37.44 100.02
47 49 | 46 38.37 100.71 37.55 100.30
47 48.5 | 42.5 | 38.76 101.74 35.05 93.62
59 0 |57 39.33 103.24 38.00 101.50
55 57 | 53 38.60 101.30 37.19 99.33
49 54 | 51 36.30 95.28 37.78 100.91
53 53 | 56 40.00 104.99 37.74 100.80
58 61 | 57 38.03 99.82 37.38 99.84
46 49 | 45.5 37.55 98.56 37.18 99.31
53 55 | 49 38.54 101.17 35.64 95.19
55 57.5 | 51.5 | 38.26 100.42 35.83 95.70
38 39 |36 39.97 102.30 36.92 98.61
34 3 |35 37.78 99.15 38.89 103.87
37.5 | 41 |37 36.59 96.02 36.10 96.42
46 48 | 44.5 38.33 100.61 37.08 99.04
40 43 | 38 37.21 97.66 37.20 99.36
43 45 | 42 38.22 100.32 37.33 99.71
40 41 |39 39.02 102.43 38.04 101.60
43 45 | 42 38.22 100.32 37.33 99.71
31 33 |29 37.58 98 .62 35.15 93.88
36 36 |33 40.00 104.99 36.67 97.94
45 46.5 | 43 38.71 101.60 36.99 98.80
40 42.5| 40.5 | 37.05 98.81 38.12 101.82
45 48.5 | 43 37.11 97.41 35.46 94.71
42 45 | 4 37.33 97.99 36.44 97.33
39 43 | 40 36.27 95.2 37.21 99.39
41 45 | 4 36.44 95.65 36.44 97.33
46 49 | 45 37.55 98.56 36.73 98.11
55.5 56,5 | 52 39.29 103.12 36.81 92,32
43 4 | 42 39.09 102.60 38.18 101.98
52 54 | 48 38.51 101.10 35.56 94.98
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TABLA  No. 4

EFEDRINA CODEINA
— ) — 2

Xi=X | (X =X) X; X;= X . (X; =X) X
3.33 11.0889 103.9 0.8815 0.7770 99.12
2.5 6.250 103.07 -1.1185 2.0709 97.12
-1.15 1.3225 99.37 -0.9385 0.8808 97.30
4,42 19.5364 104.99 1.3415 1.7996 99.57
2.54 6.4516 103.11 £0.9385 0.8803 97.30
0.53 0.2809 101.10 -3.2587 10.6178 94,98
-5.90 34,8100 96,67 -1.8785 3.5288 96.36
0.51 0.2601 101.08 -1.2885 1.6602 96.95
3.26 10.6726 103.83 -0.8989 0.8073 97.34
4.42 19.5364 104,99 1.7915 3.2095 100.02
0.24 0.0570 100.71 2.0715 4,2911 100.30
1.27 1.6129 101.74 -9.6185 21.3305 93.62
2.67 7.1289 103.24 3.2615 10.6374 101.50
0.73 0.5329 101.30 0.6715 0.4509 99.33
-5.29 27.9841 95.28 1.0915 1.4194 100.91
4.42 19.5364 104,99 2.5615 6.5615 100.80
0.75 0.5625 99.82 1.6015 2.5648 99.84
0.4 0.3500 98.56 1.1715 1.3724 99.31
-2.01 4,0401 101.17 -3.0485 9.2933 95.19
-0.15 0.0225 100.41 -2.5385 6.4440 95.70
1.73 2,9929 102.30 0.3715 0.1380 98.61
1.42 2.0164 99.15 5.6315 31,7137 103.87
-4.55 20.7025 96.02 -2.8185 7.9439 96.42
0.04 0.0016 100.61 0.8015 0.6424 99.04
~2.91 8.4681 97.66 1.1215 1.2578 99.36
0.25 0.0625 100.32 1.4715 2.1653 99.71
1.86 3.4596 102.43 3.3615 11.2997 101.6
-0.25 0.0625 100.32 1.4715 2.4715 99.71
-1.95 3.8025 98.62 4.3585 18.9965 93.88
4.42 19.5364 104.99 -0.2985 0.0891 97.94
1.03 1.0609 101.60 0.5615 0.3153 98.80
-1.76 3.0976 98.81 3.5815 12.8271 101.82
-3.16 9.9856 97.41 -3.5285 12.4503 94.71
-2.58 6.6564 97.99 0.9085 0.8254 97.33
-5.37 28.8364 95.2 1.1515 1.3260 99.39
-4.92 24,2064 95.65 0.9085 0.8254 97.33
-2.01 4,0401 98.56 0.1285 0.0165 98.11
2.55 6.5025 103.12 -5.9185 35.0286 92.32
2.03 4.1209 102.40 3.7415 13.9988 101.98
1.7 1.3689 101.10 3.2585 10.6178 94,98
=323.0274 | X =100.571 =255.7217 | X=98.24
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EFEDRINA

X = 100.57%

(X7 = X)
Varianza 52 = —ITﬁ"— 323.0274

Desv. std. de datos : S = 2 - 8.282971 = 2,
Error estandar Sm = 2 = 2508 = 0.4550

n 40

2.
Coef. de variacidén c.v. = x_lOO = e o 1R
X 100.57
Limites de confianza X + t.gs5 Sm
100.57 + (2.21 x0.4)

Limite Superior = 100.57% + (2,021 x 0.455) = 101.49%

Limite Inferior = 100.57% - (2.021 x 0.455) = 99.65%

e s 8.282971

878

2.8671
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CODEINA
X = 98.24%
-2
2 (X3 = X) 255,7217
$ = —— = = 6.55697
n-1 39
s = 52 = 6.55697 = 2.5607
S 2.5607 2.560
Sm = ——-—=——§£—=—L-7—-=o.4049
n 40 6.32455
cops w =N M0 o SO0 x W0 - zgem
X 98,24

Limites de Confianza X + t.os Sm

98.24 + (2.021 x 0.4049)

Limite Superior 98.24 + (2.021 x 0.4049) = 99.0583

(2.021 x 0.4049 ) = 97.4217

Limite Inferior 98.24



V.,

COMENTARIOS.

El control analitico de Codeina y Efedrina cuando se encuentran mez-
cladas en un producto farmacéutico presenta dificultades porque ambas
substancias tienen propiedades semejantes que hacen necesarios proce--

dimientos laboriosos.

En las determinaciones por métodos espectrofotométricos se requiere de
numeroso material y reactivos, asi como de manipulaciones necesarioas

para obtener resultados reproducibles.

Se propone un método para el andlisis cualitativo y cuantitativo de ==
Codeina y Efedrina en un producto farmacéutico en forma de tabletas-

por Cromatografia de Gases.

Las manipulaciones necesarias para efectuar las determinaciones de las
substancias no son complicadas por lo que los resultados obtenidos tie=

nen un nimero reducido de posibilidades de error.

Las condiciones adecuadas para el andlisis ya se han establecido lo ==
que permite el uso del método en el control de calidad de las table-=

tas durante su elaboracidn.

)



CONCLUSIONES.

1.~ Las condiciones instrumentales son reproducibles por lo fanto el uso de
la Cromatografia de Gases o Cromatografia en fase de vapor es ade- -

cuado en el control de calidad de fdrmacos.

2.- El némero de manipulaciones necesarias para efectuar el andlisis de --
Codeina y Efedrina en tabletas permite que se obtengan resultados re—

producibles en un tiempo razonable de andlisis.

3.~ El método propuesto es reproducible conforme a los datos estadisticos -
obtenidos con limites de confianza para efedrina de 99.65% a 101.49
% y para codeina de 97.42% a 99.06%, lo que permite su uso como_
método analitico en el control de calidad de los principios activos men

cionados en tabletas.
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