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Resumen.

Se desarrollé y validé una técnica de Cromatografia de Gases para la determinacién
cuantitativa del G-1 en el concentrado emulsionable, para reconstituir al inicio del
tratamiento de la piodermitis y micosis cutaneas, cuya formulacion esta compuesta
por dicho ingrediente activo, el span 20 como emulgente y el aceite mineral como
vehiculo, con vistas a su futuro control de calidad. Se utilizé para la separacién
cromatografica una columna rellena de baja polaridad, nitrgeno como gas portador y
un detector de ionizacion por llama. Dicha técnica cumplié con los principales
parametros de desempefio analitico: linealidad, precision (repetibilidad y precision

intermedia), exactitud, sensibilidad y especificidad, lo cual demostro su fiabilidad.
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INTRODUCCION:

La industria farmacéutica cubana ha jugado un papel fundamental en la busqueda de
nuevos productos, a partir de materias primas existentes en el pais, con el propdsito
de sustituir importaciones. Con este fin el Centro de Bioactivos Quimicos de la
Universidad Central “Marta Abreu” de las Villas ha realizado estudios de obtencion de
compuestos bioactivos, entre los cuales se encuentra el 1-(5-bromofur-2-il)-2-bromo-
2-nitroeteno, conocido como G-1. [1].

Al G-1, producto bioactivo utilizado en este trabajo, se le han realizado numerosos
estudios encaminados a comprobar la accion fungicida y bactericida de amplio
espectro que posee, con resultados positivos en este sentido, debiéndose destacar la
amplia actividad antifungica de este principio activo, lo cual permite su aplicacion en
el tratamiento de un gran numero de patologias. [1].

En ensayos clinicos fase Ill de una crema de este farmaco al 0,125% (Dermofural) se
ha demostrado su utilidad en el tratamiento de la Pitiriasis versicolor, candidiasis en
piel y la dermatomicosis, sin embargo, estudios de estabilidad efectuados a este
medicamento, muestran un periodo de vida util insuficiente para su producciéon
industrial, se utilizé para su analisis la espectrofotometria uv-visible [1].

Por otra parte se prepard una solucion en alcohol bencilico del G-1 al 1% con vistas
a ser utilizada en el tratamiento de la onicomicosis, desarrollandose para su control
de la calidad, una técnica de analisis cuantitativo por cromatografia de gases [2], los
estudios de estabilidad de estante de dicha formulacion, muestran un periodo de vida
util de 1 ano, utilizando para su analisis la cromatografia liquida de alta eficacia [3].
Sin embargo, el vehiculo utilizado resulta, por sus caracteristicas organolépticas,
desagradable en el momento de su aplicacién.

Una de las formas farmacéuticas utilizadas en el tratamiento de afecciones en la piel
son las emulsiones liquidas. Teniendo en cuenta los problemas de estabilidad del G-
1 y la mayor estabilidad en vehiculos grasos [2], seria conveniente expenderlo en
forma de un concentrado oleoso que se emulsione en el momento de inicio del
tratamiento.

Se desarrollé un concentrado emulsionable de G-1 empleando como vehiculo aceite

mineral y como emulgente el span 20, con una estabilidad de 1 afo, determinada por



métodos acelerados por temperatura, considerada suficiente para su
comercializacion y uso. La emulsion reconstituida a partir de dicho concentrado,
resultd ser estable por un periodo de tiempo de 16 dias, lo cual se considera
adecuado para el uso que se le propone (tratamiento de la piodermitis y micosis
cutanea). Para el analisis de ambas formulaciones se desarroll6 y validoé una técnica
analitica de cromatografia en capa fina con elucion [4], sin embargo resulta ser una
técnica bastante trabajosa y extensa al aplicarla. Por todo lo anterior en el presente
trabajo se proponen los siguientes objetivos:

1. Desarrollar una técnica analitica de cromatografia de gases para la
determinacién cuantitativa de G-1 en el concentrado emulsionable.

2. Validar la técnica desarrollada segun los parametros de fiabilidad vigentes.



1. REVISION BIBLIOGRAFICA

1.1. Caracteristicas y propiedades del G-1.

1.1.1. Actividad bioldgica.

El derivado furanico G-1 es un agente antibacteriano y antifungico de amplio
espectro, ha sido empleado y registrado en forma de unglento oftalmico de uso
veterinario (Queratofural) para el tratamiento de la queratitis y otras oftalmias
infecciosas [5].

En ensayos clinicos fase Il se comparo6 la crema Dermofural con la de Gentamicina y
la de Ketoconazol para el tratamiento de piodermitis primaria y Pitiriasis versicolor,
dermatomicosis y candidiasis en piel, respectivamente; se concluyé que el
Dermofural es un medicamento de utilidad en el tratamiento de estas patologias. [1].
Considerando la eficacia y el tiempo promedio del tratamiento con la crema
Dermofural, puede ser usada como medicamento local en la onicomicosis por
Candida previendo un tratamiento a largo plazo como terapéutica de soporte en la
dermatomicosis por dermatofitos tomando en cuenta que el tiempo necesario para la
curacion es prolongado [6].

Se reporta que el G-1 produce toxicidad ocular en animales de laboratorio (conejos
albinos) y el valor de su dosis letal media administrada por via oral en ratones
hembras es de 152 mg/Kg de peso vivo, lo que permite clasificarlo como muy toxico,
ademas, el producto es capaz de inducir las enzimas microsomales hepaticas [7].

El G-1 posee una potente accién antifungica "in vitro" frente a diferentes especies de
Candida con una accion similar a la del Anfotericin B y superior a la del Miconazol, de
minima concentracién inhibitoria (MCI) para las diferentes cepas que fluctuaron en el
intervalo de 0,78 uyg / mL a 6,25 pug / mL para el G-1, entre 0,78 uyg/ mL a 12,5 ug /
mL para el Anfotericin B y entre 0,78 ug / mL y 25 pg / mL para Miconazol [8].
Ademas, posee una fuerte actividad fungicida contra hongos filamentosos
dermatofitos evaluado frente a 17 cepas de hongos dermatofitos de tres especies
(Tricophyton rubrum 7, Microsporum gypseum 5, y Microsporum canis). El 76,5% de

las cepas alcanz6 una MCI de 3,125 pg / mL coincidiendo este resultado con la



minima concentracion evaluada. La MCI5(Q en la totalidad de las cepas no sobrepaso
el rango 2,54 ug / mL coincidiendo estos resultados con la MCls0 y la MClgg [9].

También fue evaluado frente a 40 cepas de otras 7 especies de hongos filamentosos:
Aspergillus sp., Microsporum canis, Tricophytom mentagrophytes y Tricophytom
rubrum. El 30% y el 37,5% del total de las cepas ensayadas tuvieron una MCI de
12,5 yg / mL y 25 pg / mL respectivamente y el 7,5% fueron resistentes. Segun los
resultados, el Microsporum canis y el Tricophytom rubrum fueron mas sensibles que
el Tricophytom mentagrophytes y el Aspergillus sp [10].

Gonzalez y colaboradores (1993) evaluaron simultdneamente el comportamiento del
G-1 contra bacterias y levaduras del género Candida. En la mayor frecuencia de
estas cepas fluctud entre 3,125 ug/ mLy 6,25 ug / mL [10].

1.1.2. Propiedades quimico-fisicas.

El derivado furanico G-1 es el 1-(5-bromofur-2 il)-2-bromo-2-nitroeteno (bactericida-

fungicida de amplio espectro con DCI en estudio) de estructura:

/ NO
Br/Q\CHzc( ’

Figura 1. Estructura quimica del G-1.

Dicha estructura quimica fue elucidada mediante las técnicas espectroscopicas:
ultravioleta visible, infrarroja, resonancia magnética nuclear, espectrometria de
masas Yy difraccién de rayos X, por la cual se determind, ademas, su configuracion
espacial en estado cristalino y en solucién [11], lo cual también posibilité realizar un
estudio tedrico sobre la relacion estructura actividad [12].

La formula global del G-1 es C4H,Br,NO, y su masa molar de 296,924 [13]. Su

obtencidn se realiz6 a partir del 2-fur-2-il-2-nitroeteno el cual aparece reportado como
inhibidor del crecimiento de bacterias y hongos. En 1987 a esta materia prima se le
realizd la bromacion en disulfuro de carbono obteniéndose dos productos en
dependencia de las relaciones molares, se identificaron como el 1-(5-bromofur-2 il)-2-
nitroeteno (monobromado) y el 1-(5-bromofur-2 il)-2-bromo-2-nitroeteno (G-1). En la

sintesis de ambos productos se encontré que es dificil la obtencion de los mismos



con un alto grado de pureza, ya que en cada caso aparece el otro como impureza
[14].

El G-1 es un solido cristalino de color amarillo naranja y de olor caracteristico. Su
temperatura de fusion se encuentra entre 89 y 92°C. Es muy facilmente soluble en
dimetilformamida, facilmente soluble en éter etilico, cloroformo, dimetilsulféxido y
benceno, soluble en tetracloruro de carbono y polietilenglicol-400 (PEG-400), poco
soluble en metanol absoluto, etanol absoluto y etanol 90°, dificiimente soluble en
etanol 70°, éter de petroleo 40-60°, n-hexano y muy dificilmente soluble en agua [13].
Posee caracteristicas de acido débil con un pKa estimado en el rango de 9-10. De
acuerdo al valor experimental de su coeficiente de reparto expresado como log P en
octanol/agua igual a 2,927, se afirma que es una sustancia fuertemente liposoluble
[14].

1.2. Formulaciones que se han desarrollado y técnicas descritas para su
andlisis, tanto para materias primas como en formas terminadas.

A partir del afno 1990 se encaminaron una serie de estudios con el ingrediente activo
G-1, por sus interesantes aplicaciones. En numerosos trabajos se comprobd que
este producto (G1) es eficaz frente a nematodos gastrointestinales, como acaricida
en la sarna auricular de los conejos, frente a bacterias fundamentalmente Gram.
Negativas y frente a diversos tipos de candidas donde presentan gran accion
antifungica. [9, 10].

En el afno 1991 se realizaron estudios preliminares de estabilidad de algunas
formulaciones semisolidas de G-1 y para la cuantificacion se trabajaron las
formulaciones con disolventes organicos, de forma tal que el G-1 quedara disuelto en
estos y en condiciones de ser analizado por espectroscopia ultravioleta. Los
solventes usados fueron el cloroformo puro para analisis, tetracloruro de carbono
puro para analisis y etanol comercial. Se obtuvieron los mejores resultados en las
formulaciones donde se empleaba el unguento hidréfilo y el petrolato blanco como
base, descartandose la posibilidad de empleo de la base de Polietilenglicol por
inestabilidad quimica. [15].

En el afio 1992, se evaluaron las propiedades tecnoldgicas del G-1 en forma de

polvo farmacéutico para uso externo y se realiz6 una valoracion preliminar de su



estabilidad. Se evaluaron las materias primas de uso tradicional en las formulaciones
de polvo farmacéutico de uso externo, para lo que se propusieron; la formulacion de
G-1-almidon de maiz-aerosil; G-1-almidon de maiz-estearato de magnesio; G1-
lactosa-caolin-estearato de magnesio que fueron evaluados tecnolégicamente; y a
mezclas de G-1 con sus vehiculos correspondientes, cuantificadas utilizando el
método de espectroscopia UV-Visible. La separacion de G-1 de las formulaciones se
realizd utilizando el etanol comercial como solvente, con posterior filtracion de los
excipientes insolubles de las formulaciones. Como resultado se obtuvo, que aunque
las tres formulaciones propuestas poseen propiedades tecnolégicas adecuadas,
existen incompatibilidades quimicas entre el G-1 y estos vehiculos, limitando la
posibilidad de formularlos en forma de polvos farmacéuticos de uso externo [16].

En el afo 1993 se realizé un estudio de estabilidad quimica acelerada de una
solucion alcohdlica (alcohol bencilico) del ingrediente activo G-1, recomendada para
el tratamiento de infecciones fungosas en ufas, por un método cinético isotérmico.
La cuantificacion del G-1 en esta formulacion en el tiempo se realizé por la técnica de
cromatografia liquida de alta eficacia y el analisis cualitativo por cromatografia de
capa delgada, cromatografia gas-liquido y espectrofotometria uv- visible. EI método
de cromatografia gaseosa resulté ser exacto y reproducible, para su uso en el control
de la calidad de dicha formulacion. Se obtuvo una fecha de vencimiento provisional
de 1,2 afios, cuando el producto se almacena en un rango de temperatura de 2 a 8
°C [2]. En el afio 1994 se trabajaron en las especificaciones de calidad, métodos de
control y fecha de vencimiento definitiva de esta solucion alcohdlica de G-1, donde se
pusieron a prueba una serie de técnicas analiticas; determinacion de caracteristicas
organolépticas; determinacion del peso especifico de la solucién de G-1 (método del
picnédmetro), identificacion por espectroscopia UV-VIS y cuantificacion del G-1 en
solucion por cromatografia de gases. Se determiné que la fecha de vencimiento
definitiva de esta formulacién es de un afio, con lo cual se concluyo el estudio previo
que requiere la prueba clinica para la posterior comercializacion del producto. [3].

También en el afio 1994 se realizdé un estudio de preformulacion del G-1 para su
dosificacion oral. Se propusieron dispersiones solidas de este ingrediente activo con

diferentes portadores de uso farmacéutico, de los cuales el PEG-6000 resulto ser el



mas adecuado, sometiendo la dispersion PEG 6000-G-1 30% a un estudio de
estabilidad de estante durante siete meses, mediante las técnicas de analisis:
espectrofotometria uv-visibles y cromatografia de gases. Dicha dispersion resulto ser
estable y no se detectaron por ninguna de las técnicas empleadas, evidencias de
degradacion. [17].

En el ano 1995 se estudié el G-1 Materia Prima, estableciéndose los métodos de
control y las especificaciones de calidad. La Cromatografia de Gases fue la técnica
empleada especificamente en la determinacion del contenido de G-1, segun el
método de patrén interno, pero ademas fue utilizada para determinar la pureza del
G-1 en todos los lotes de dicha sustancia activa, basada en la separaciéon del G-1 de
sus impurezas, usando para ello una columna de vidrio rellena con SE-30 al 6%
sobre Chromosorb W y su deteccion para la cuantificacidn mediante ionizacién por
llama [18].

En el ano 1996 se estudié la formacion de dispersiones sélidas del principio activo G-
1 con Polietilenglicoles de alto peso molecular y la formacion de complejos de
inclusion de este principio activo con la B ciclodextrina como vias para aumentar su
solubilidad y/o velocidad de disolucibn en medio acuoso. Como resultado la
velocidad de disolucién del G-1 a partir de sus dispersiones sélidas en matrices de
PEG 6000 y PEG 20 000 aumenta considerablemente en relacién con el ingrediente
activo puro micronizado. La velocidad de disolucién y solubilidad del G-1
acomplejado (complejo G-1/B ciclodextrina) aumenta considerablemente en relacion
con el ingrediente activo puro micronizado y disuelto/disperso en PEG 6000 y PEG
20000. [19].

En el afio 2002 se estudid la Influencia de los Factores Degradativos en la
Estabilidad de la Dispersiéon Solida de G-1/30% en PEG 6000. Se establecieron los
métodos de Control y Especificaciones de Calidad de esta formulacién. Excelentes
resultados se han obtenido a partir de la misma, de alli, que se encuentre registrado
como el Vitrofural en el Registro Central de Plaguicidas del Ministerio de la
Agricultura de Cuba. La determinacién de G-1 presente en esta dispersion soélida se
realizd por cromatografia gaseosa, a través del método de patron interno basado en

la separacién del G-1 del PEG 6000 y de sus impurezas. [20].



Teniendo en cuenta: la pobre estabilidad que presenta el Dermofural (crema de G-1
con base hidréfila) [15], las caracteristicas organolépticas no adecuadas que
presenta la solucion de G-1 en alcohol bencilico [2;3], el hecho de que una de las
formas farmacéuticas utilizadas en el tratamiento de afecciones en la piel son las
emulsiones liquidas [21], los problemas de estabilidad del G-1 y la mayor estabilidad
en vehiculos grasos, resultdé conveniente la formulacion del G-1 en forma de un
concentrado oleoso que se emulsione en el momento de inicio del tratamiento
(Piodermitis y micosis cutanea), el cual se formulé en el afio 2000 a base de G-1,
span 20 y aceite mineral, evaluandose su estabilidad por métodos acelerados por
temperatura, llegandose a establecer que el mismo era estable durante un afo
cuando se almacena a temperaturas entre 2-8 °C y se envasa en frascos de vidrio
ambar con tapas de baquelita de rosca. [4]. La técnica analitica empleada para la
cuantificacion del G-1 en este concentrado fue la Cromatografia en Capa Delgada
con elucién, la cual a pesar de ser fiable, resulté ser una técnica bastante trabajosa y
extensa al aplicarla. La emulsién reconstituida a partir de dicho concentrado, resultd
ser estable por un periodo de tiempo de 16 dias, suficiente para el tratamiento que se
propone [4].

1.3. Los métodos cromatogréaficos. Cromatografia de gases: novedades y
aplicaciones.

La cromatografia en sus variadas modalidades [22] se ha convertido en la técnica por
excelencia en los estudios de control de calidad y estabilidad de medicamentos
debido a su gran selectividad, ya que permite la separacion del analito del resto de
los componentes de la formulacion con lo que pueden ser identificados y
cuantificados no solo los diferentes principios activos sino también los productos de
descomposicion. [3].

Una de las variantes cuyo empleo es fundamental en un laboratorio de estabilidad es
la cromatografia en capa delgada, la que se puede combinar con la
espectrofotometria ya que esto complementa los resultados obtenidos no solo desde
el punto de vista cualitativo.

No obstante, el desarrollo de métodos de deteccidn como la densitometria y técnicas

instrumentales como la cromatografia de gases y la cromatografia liquida de alta



eficacia, han permitido ampliar las posibilidades analiticas mucho mas que los
métodos espectrofotométricos o de cromatografia en capa fina usuales, ya que con
ellos es permisible la cuantificacion de cantidades que pueden caer incluso en el
nivel de picogramos.

La cromatografia estd compuesta por un grupo de métodos para la separacion
molecular de mezclas que dependen de la afinidad diferencial de los solutos entre
dos fases inmiscibles. Una de las fases es un lecho fijo de gran area superficial
mientras que la otra es un fluido el cual se mueve a través o sobre la superficie de la
fase fija. Los componentes de la mezcla deben estar en soluciéon o en estado de
vapor. La afinidad relativa de los solutos hacia cada fase debe ser reversible para
asegurar la transferencia de masa que ocurre durante la separacion cromatografica.
La fase fija es llamada fase estacionaria y la otra fase movil. La fase estacionaria
debe ser un sdlido dividido finamente o poroso, o un liquido que tiene que ser
distribuido en una fina pelicula sobre el material inerte de soporte. Es necesario que
las particulas de la fase estacionaria sean tan pequefas como sea posible para que
posean un area superficial grande y para que la absorcion o adsorcion y la desorcion
de los solutos ocurra frecuentemente. La fase moévil debe ser un liquido o mezcla de
soluciones puras (buffer) o un gas (puro o mezcla homogénea).

Los métodos cromatograficos pueden ser clasificados de acuerdo a la naturaleza de
la fase movil y estacionaria. Si la fase estacionaria es un solido el proceso es llamado
Cromatografia Adsorcién, mientras que si la fase estacionaria es un liquido es
Cromatografia de Particion. La diferencia entre ellos se debe a la naturaleza de las
fuerzas que influyen en la distribucion de los solutos entre las dos fases. [22 - 24].

En 1941 Martin y Synge propusieron la técnica de la Cromatografia Gaseosa
estableciendo que muchas separaciones finas de sustancias volatiles deben ser
posibles en una columna en la cual un gas permanente fluye a través del gel
impregnado con un solvente no volatili en el cual las sustancias se separan
obedeciendo aproximadamente la Ley de Raoult [22].

Diez afios después Martin retomé lo anterior y con James desarrollaron la primera
separacion usando cromatografia gaseosa. Una vez que el método fue validado y

utilizado, otros autores rapidamente lo aceptaron y la Cromatografia Gaseosa se



convirti6 en el mas rapido, amplio y exacto campo para la investigacion cientifica
desarrollado hasta ese momento. Cientos de articulos usan esta técnica y cientos
son los instrumentos que se utilizan en los laboratorios del mundo. [22 - 25].

En la cromatografia de gases la fase movil esta integrada por la mezcla a resolver y
por un gas no retenible o inerte adicional que sirve para llevar en si o para empujar la
mezcla y los componentes después de su separacion. Este gas inerte recibe el
nombre de gas portador.

La fase estacionaria puede ser un soélido o un liquido dispuesto sobre un sélido que
actue como soporte. La separacion se realiza en el tiempo, en la cromatografia de
gases, emergiendo las sustancias de la columna por separado.

A la salida de la columna cromatografica se encuentra un dispositivo de analisis o
uno de recoleccidn, capaces de realizar sus funciones respectivas también en el
tiempo. [23,24].

La cromatografia de gases se ha impuesto actualmente, como método de separacion
en los campos analiticos y preparativos por ser simple su fundamento y desarrollo,
por la sencillez de su manejo, por la rapidez con que se efectuan las separaciones,
su bajo costo y porque en la mayor parte de los casos la separacién y la precision
alcanzables son altamente satisfactorios [22].

La cromatografia gaseosa es fundamentalmente usada como una técnica
cuantitativa, pero ademas tiene valor en el analisis cualitativo de sustancias
desconocidas. Para ambos métodos se efectia una comparacion de los parametros
de retencion de los componentes conocidos y desconocidos y por separacion de
efluentes, estos abandonan la columna y pueden conocerse por procedimientos de
identificacion espectroscépicos. [22 - 25].

El parametro que es proporcional a la concentracion de un componente en el eluato
es el area bajo el pico de elucion a partir del punto donde este abandona la linea
base al punto donde retorna. Mediante el uso de técnicas computarizadas esta
integral puede ser determinado exactamente pero debido a que esto requiere
equipamiento especializado, a veces se emplean un grupo de métodos de
integracion manual. En caso de picos cromatograficos simétricos y estrechos puede

usarse la altura para la evaluacién cuantitativa.



Una vez determinadas las areas relativas a los picos en el cromatograma se deben
usar estos datos para la determinacion exacta de las concentraciones. Esto se puede

hacer por uno de los siguientes métodos.

1. Normalizacién del area
2. Estandarizaciéon externa
3. Estandarizacion interna

Este ultimo es el método empleado, para eliminar fundamentalmente los errores de
inyeccion. El estandar interno es normalmente una sustancia la cual eluye en
condiciones cercanas a la sustancia de analisis y es bien resuelta. [3, 22 -25].

1.4. Aspectos relacionados con la validacion de técnicas analiticas.

Se han descrito numerosas definiciones de validacion que expresan un mismo
parecer. Segun la “Asociacién Espafiola de Farmacéuticos de la Industria” se define
como: “el proceso establecido para la obtencién de pruebas, convenientemente
documentadas, demostrativas de que un proceso de fabricaciéon o método de control
es lo suficientemente fiable para producir el resultado previsto dentro de intervalos
definidos” [26].

Las caracteristicas de funcionamiento o desempefioc de un método analitico
comprenden todos los datos y resultados experimentales que demuestran su aptitud
para el uso al que se destina. Se consideran los siguientes grupos de caracteristicas
de funcionamiento:

e Caracteristicas de practicabilidad: son las que deciden si el procedimiento analitico
es facil o dificilmente realizable en la practica.

e Caracteristicas de idoneidad: son el conjunto de parametros que garantizan que el
sistema responde, en el momento del analisis, a los requisitos fijados en la validacion
del método.

e Caracteristicas de fiabilidad: son las que demuestran la capacidad de un método
analitico para mantener a lo largo del tiempo criterios fundamentales de validacion.
La fiabilidad comprende los cinco criterios fundamentales de validacion no
necesariamente aplicables en todos los casos: linealidad, precisidon, exactitud,
sensibilidad y especificidad [26, 27].



Linealidad

Se entiende como linealidad, la capacidad de un método analitico de obtener
resultados linealmente proporcionales a la concentracion de analito en la muestra
dentro de un intervalo determinado [26, 27].

Dentro de este término se incluye el intervalo o rango de concentracion de analito
para el cual el método es satisfactorio. Debe definirse la linealidad para
concentraciones que cubran el ambito total de interés.

Criterios para evaluar la linealidad: [27]

r (coeficiente de correlacién lineal) > 0,99

F — Fischer (F calculada < F tabulada)

QC - Coeficiente de calidad < 2,5 %

Exactitud

La exactitud es el grado de concordancia entre el valor hallado en el analisis con el
valor verdadero. Si la diferencia entre el valor hallado y el valor verdadero es
pequena, la exactitud es buena. Una diferencia grande significa que la exactitud es
inadecuada y revela la existencia de errores determinados que debian corregirse [26,
27].

Criterios para evaluar la exactitud:

98 % < X<102 %

X- % recobrado

Precision

La precision es el grado de concordancia entre los valores de una serie repetida de
ensayos analiticos efectuados sobre una muestra homogénea, o expresado de otra
forma, la distribucion de los valores analiticos alrededor de su media. Es la
estimacion de la variabilidad de las mediciones. Expresa la capacidad del método
analitico para dar resultados semejantes cuando se aplica repetidamente a una
muestra [26, 27].

Dentro del término precision del método se pueden distinguir tres tipos de estudio:

- Repetibilidad: Es la medida de la precision de un método efectuado en las

mismas condiciones; sobre la misma muestra, por un mismo analista, en el mismo



laboratorio, con los mismos aparatos y reactivos y en el curso de la misma serie de
analisis efectuado en un corto intervalo de tiempo (generalmente el mismo dia).
Criterio: CV< 3 % para formas terminadas. CV- coeficiente de variacion

- Precision Intermedia: Es la medida de la precisién de los resultados de un método
analitico efectuado sobre la misma muestra pero en condiciones diferentes
(diferentes analistas, aparatos, dias, etc.).

Criterios: CV < 5 % para formas terminadas.

Se pueden tener en cuenta como criterios de precision intermedia: la prueba de
homogeneidad de varianzas entre dias por medio del calculo de la C de Cochran,
otro criterio de precision del método puede ser la comparacién entre el coeficiente de
variacién entre dias y el de Horwitz, debiendo ser el primero siempre menor que el
segundo [27].

Sensibilidad

Este parametro se relaciona con la cantidad de analito requerida para dar un
resultado significativo, cualitativo o cuantitativo. La sensibilidad es la capacidad de un
método analitico de registrar ligeras variaciones de la concentracion. Como medida
de la sensibilidad se pueden calcular los limites de deteccion y cuantificacion segun
los criterios 3S y 10S [28].

Especificidad y selectividad

Algunas bibliografias actualizadas consideran equivalentes los términos y se define
como la capacidad de un método analitico para medir exacta y especificamente el
analito, sin interferencias de impurezas, productos de degradacion, compuestos
relacionados o excipientes que pueden estar presentes en la matriz de la muestra.
Otros autores diferencian ambos términos y asi consideran la selectividad como la
capacidad de detectar simultanea o aisladamente sustancias quimicas diferentes
presentes en una misma muestra y la especificidad como la capacidad de detectar el
analito sin interferencias de ningun producto [26 - 28].

La técnica analitica desarrollada en este trabajo se sometera a validacién, segun los

parametros de fiabilidad descritos con anterioridad.



2. MATERIALES Y METODOS
o Materiales y reactivos

- materia prima G-1 (calidad farmacéutica)

- aceite mineral (calidad farmacéutica)

- span 20 (calidad farmacéutica)

- n-hexano (p.a.) (Merck)

- benzoato de bencilo (p.a.) (Merck)
o Equipos, utensilios e instrumentos.

- Cromatégrafo de Gases PYE UNICAN serie 304. Philips. (Holanda).

- Balanza Analitica Digital Sartorius. (Alemania)

- Refrigerador INPUD (Cuba)

- Bafio ultrasonico Branson (México)

- Cristaleria comun de laboratorio
2.1 Técnica de elaboracion del concentrado emulsionable de G-1.
Se pesa en balanza analitica, con exactitud, 1,9634g de Span 20, 0,0699g de G-1y
27,9666g de Aceite mineral. Una vez pesados se lleva el G-1 y el Aceite Mineral al
recipiente contenedor del Span y se le aplica ultrasonido en bafo ultrasénico por 30
min, hasta lograr la homogeneidad del producto.
2.2 Método analitico empleado para la cuantificacion del G1 en el concentrado
emulsionable.
El G-1 contenido en la formulacion se determiné por la cromatografia gaseosa, a
través del método de patron interno, el cual se basa en la separacion del G-1
(principio activo) del resto de los componentes de la formulacién asi como de sus
impurezas, usando para ello una columna de vidrio rellena con SE-30 al 6% sobre
Chromosorb W y su deteccion para la cuantificacion mediante la ionizacién por llama.
o Condiciones Cromatograficas

- Columna SE-30 al 1,5% sobre Chromosorb W 80-100 mesh de 1,5m de

longitud y 4mm de diametro interno.

- Temperatura del horno: 210° C

- Temperatura del inyector: 230° C



- Temperatura del detector (ionizacioén por llama): 280° C
- Flujo de nitrégeno (gas portador): 38mL/min
- Flujo de hidrégeno (gas auxiliar): 40mL/min
- Flujo de aire (gas auxiliar): 400mL/min
- Sensibilidad: atenuacion 4, Rango: 10
- Volumen de inyeccion: 2 uL
o Procedimiento

Preparacion de la solucion estandar interno.

Se toman 0,05mL de benzoato de bencilo, se trasvasan a un matraz de 25 mL, se
completa el volumen con n-hexano y se homogeniza la solucién. Solucion A.

Preparacion del Patrén de G-1. Muestra de referencia.

Se pesan con exactitud aproximadamente 0,050g de G-1, sustancia de referencia, se
lleva a un matraz de 25 mL, se completa con n-hexano y se homogeniza la solucion.
Solucién B. Debe protegerse de la luz.

Luego se toman 0,2 mL de la soluciéon A 'y 2mL de la solucién B, se trasvasan a un
matraz aforado de 10mL, se completa volumen con n-hexano y se homogeniza la
solucion. Solucion Patron. Debe protegerse de la luz.

Preparacion de la solucion de la muestra de ensayo.

Se pesan con exactitud aproximadamente 2mL de concentrado emulsionable, se
toman 0,2 mL de solucion A y se trasvasan a un matraz aforado de 10 mL, se
completa volumen con n-hexano y se homogeniza la solucion. Debe protegerse de la
luz. Una vez registrado el cromatograma los calculos se realizan mediante la
siguiente expresion:

Cp.Rm
Rp.Pm

C% =

Donde:

C%: concentracién en por ciento de G-1
Cp: concentracion del patrén en mg/mL
Pm: peso de la muestra en gramos

Rp: cociente de la respuesta del patron

Rm: cociente de la respuesta de la muestra



2.3 Validacion de la técnica de cromatografia de gases empleada en la
determinacion del contenido G-1 en el concentrado emulsionable.

Linealidad.

Se construyen una curva de calibracion en el intervalo de concentraciones de
0,1fmg/mL a 0,5mg/mL con puntos intermedios en 0,3; 0,5; 0,7; 0,9; 1,0; 1,1mg/mL.
Se inyecta por duplicado. Para ello se pesa con exactitud aproximadamente 0,1000g
de G-1 y se trasfieren a un matraz aforado de 10 mL, se le afnaden 0,2mL de la

solucion A, se completa el volumen con n-hexano y se toman alicuotas de:

Alicuotas (mL) Volumen (mL) C (X) = mg/mL
0,3 10 0,12
0,5 10 0,20
0,7 10 0,28
0,9 10 0,36
1,0 10 0,40
1,1 10 0,44

Teniendo en cuenta todos los valores experimentales, se calcula el coeficiente de
correlaciéon lineal (r), la F-Fischer para la adecuacion del modelo lineal y el
coeficiente de calidad (QC) para la linealidad a través de las expresiones siguientes
[26, 27].

_ Yx-x)y-v)
X =X)2 (Y -Y)?

Criterios:
r=0,99 [26, 27]
Fcal < Ftab [27]
QC =<2,5[27]
Precision.
Repetibilidad.

Se realizan 6 réplicas a las muestras, segun lo descrito en el epigrafe 2.2, en

condiciones homogeéneas y se calcula el coeficiente de variacion (CV).



Criterio:
CV <3%[26]

Precision intermedia.

Se realiza el experimento anterior, tres dias y por dos analistas diferentes y se
calcula el coeficiente de variacion (CV) de todos los datos. Se calcula ademas la F de
Fisher para comparar los conjuntos de datos en cuanto a homogeneidad de
varianzas. Se determina, ademas, la C de Cochran y el coeficiente de variacion de
Horwitz, como criterios adicionales de precisién intermedia.

Criterios:

CV <5%[26]

C < 0,707 (tres dias y seis réplicas) [27]

CV < CVyonitz [27]

Exactitud

Se prepara la muestra con las pesadas lo mas exactas posible, segun de describe en
el epigrafe 2.1. Se realizan ocho réplicas segun la técnica de analisis descrita en el
epigrafe 2.2 y se inyectan por duplicado; una vez registrado el cromatograma, los
calculos se realizan mediante la expresion que alli aparece.

Criterio:

98% < Recobrado < 102% [26].

Selectividad y Especificidad.

Se comparan los tiempos de retencidén de las sustancias presentes en la muestra y el
patrén. Se mide, el ancho de la semialtura y se calculan los factores de simetria de
los picos en los cromatogramas correspondientes a cinco inyecciones de patron y
cinco de muestras; se determina la media y la varianza del patron y de la muestra, se
halla la T de Student y se calcula la F de Fisher, se comparan los valores de Ty de F
con los tabulados, con el objetivo de descartar posibles solapamientos de picos.
Sensibilidad

Como una medida de la sensibilidad se toma el valor de la pendiente de la curva asi
como los limites de deteccién (LD) y limite de cuantificacion (LC), los calculos se

realizan por el criterio de 3S y 10S [28]



3. RESULTADOS Y DISCUSION.

3.1 Determinacion del contenido de G-1 el concentrado emulsionable.

El desarrollo de la técnica analitica y la determinacibn de las condiciones
cromatograficas optimas se efectué basado en los estudios realizados a la materia
prima [18] y la técnica de cromatografia en capa fina con elucion, desarrollada
previamente para la cuantificacion de G-1 en esta formulacion [4].

Basados en los estudios de miscibilidad realizados y los antecedentes de la técnica
de capa fina [4], se determind que el n-hexano podia ser un solvente adecuado para
llevar a cabo la inyeccion.

Se partio de las condiciones cromatograficas optimizadas en el primero de los
estudios [18] y se fueron variando hasta optimizar las condiciones propias del
presente trabajo, como se muestra a continuacién.

Se realizaron mediciones de flujo hasta lograr establecer un valor 6ptimo, en base al
maximo de eficacia alcanzable, de 38mL/min. y una velocidad de carta (papel
cromatografico de registro) de 10 mm/min.

Primeramente se inyecté un blanco, con el objetivo de determinar alguna
interferencia a los posibles tiempos de retencion de las sustancias que componen la

muestra, véase figura 2:

n-hexano

Figura 2. Cromatograma de blanco de solvente a las condiciones iniciales de analisis
(temperatura de columna 210°C, inyector 230°C, detector 280°C, flujo 38mL/min).



Como se observa en la figura 2, no hay interferencia alguna que pueda influir en el
registro de la muestra pues solo se registra el pico caracteristico del solvente (n-
hexano)

Luego se inyectd una disolucion de patron de G-1 sin el estandar interno, para ver si

existia alguna interferencia al tiempo de retencion de este ultimo, véase la figura 3.

n-hexano

G-1

=

Figura 3. Cromatograma de patron de G-1 a las condiciones iniciales de analisis

(temperatura de columna 210°C, inyector 230°C, detector 280°C, flujo 38mL/min).

Como se puede apreciar, al tiempo de retencion del G-1 (tr = 3,7 min.) se muestra un
pico con muy buena resolucion, altura y simetria. Al ser estrecho puede ser medible
a través de su altura; no se observan otros picos en el cromatograma, por lo que no
existen interferencias potenciales al tiempo de retencion del estandar interno.
Posteriormente se inyect6 el patron de G-1 con el estandar interno seleccionado que
en este caso es el benzoato de bencilo, véase figura 4.

Como se observa en la figura 4, los picos quedan bien separados, con una buena
altura para ser medibles y no interfieren uno sobre el otro. El tiempo de retencion del

benzoato de bencilo es de 4,5 min.



G-1
SI
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Figura 4. Cromatograma de patron de G-1 y su estandar interno (Sl) a las
condiciones iniciales de analisis (temperatura de columna 210°C, inyector 230°C,

detector 280°C, flujo 38mL/min).

A continuacion se preparo la muestra a evaluar (Figura 5).

G-1
SI

g i

Figura 5. Cromatograma del concentrado emulsionable de G-1 y su estandar interno
(SI) a las condiciones iniciales de analisis (temperatura de columna 210°C, inyector
230°C, detector 280°C, flujo 38mL/min). X — impureza desconocida.



Como se puede observar, a un tiempo de retencion de 2,5 min. eluye una sustancia
cuyo pico no se separa completamente del correspondiente al G-1, por tanto se

decidio hacer la misma inyeccién variando la temperatura a 200°C, véase figura 6.

|
Figura 6. Cromatograma del concentrado emulsionable de G-1 y su estandar interno

(Sl) a las condiciones de analisis: temperatura de columna 200°C, inyector 230°C,

detector 280°C, flujo 38mL/min). X — impureza desconocida.

Como se puede observar en la figura 6, no hay diferencia significativa entre uno y
otro cromatograma en cuanto a resolucion de picos, solo que el tiempo de retencion
de los componentes es mayor, lo cual prolongaria el tiempo de analisis y a la hora de
realizar el control rutinario de la calidad de dicha formulacién, no seria justificable
economicamente, por ello se decidié mantener la temperatura a 210°C y medir el G-1
y su estandar interno desde su propia base, tal y como describe en la literatura la
forma de evaluar picos que no estén completamente resueltos [22].

De esta manera se llegd a las condiciones 6ptimas de analisis descritas en 2.2. Se

recomienda realizar los analisis por duplicado.



Si

anteriormente reportada en la literatura para esta misma formulacion [4] se pueden

se compara la metodologia analitica desarrollada en este trabajo y la
enumerar toda una serie de ventajas, entre las que se destaca la mayor facilidad de
aplicacién y el tiempo de analisis inferior.

3.2 Validacion de la técnica de determinacién, por cromatografia gaseosa, del
contenido de G-1 en el concentrado emulsionable.

Linealidad

A continuacién se relacionan los datos experimentales y la curva de calibracion

obtenida Tabla I, figura 6:

Tabla |I. Parametros de la recta de regresion.

Parametro Valor experimental |Criterio
Coeficiente de correlacion (r) 0,9984 r=0,99
Coeficiente de determinacién (r%) 0,9969 -
Pendiente (b) 3,654 -
Ordenada en el origen (a) 0,1999 -
F de Fisher 1,200 Fop =3,581
Coeficiente de Calidad (QC) 2,47 QC < 5%
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Figura 7. Curva de calibracibn para determinar linealidad del método de

cromatografia de gases para la cuantificacion de G-1 en el concentrado

emulsionable.



Como puede observarse los parametros evaluados cumplen con los criterios de
aceptacion establecidos, demostrandose que la técnica de determinacion del
contenido de G1 en el concentrado emulsionable, por cromatografia de gases, es
lineal en el intervalo de concentraciones de 0,1 a 0,5 mg/mL.

Precision

Repetibilidad

Los resultados de las réplicas realizadas, en condiciones homogéneas se muestran

en la tabla Il.

Tabla Il. Réplicas realizadas para la determinacion de la repetibilidad del método.

Determinaciones | Contenido de G-1 (%)
1

0,177
0,183
0,180
0,185
0,180
0,182

| O | WO N

Segun estos valores de concentraciones se determinaron los parametros siguientes:
Media X =0,181%

Desviacion estandar S = 0,00279%

Coeficiente de variacién CV = 1,54%

Si se comparan los valores del coeficiente de variacion obtenido experimentalmente
y el valor maximo aceptado CV <3% se puede comprobar la repetibilidad del método
analitico.

Precision intermedia

Para la determinacion de este parametro relacionado con la precision del método,
bajo las condiciones descritas, se utilizaron los resultados de las réplicas que se

observan en la tabla Ill:



Tabla Ill. Réplicas realizadas para la determinacién de la precision intermedia del

método.
Dia 1l Dia 2 Dia 3
0,176 0,174 0,177
0,212 0,175 0,183
0,174 0,179 0,18
0,188 0,174 0,185
0,18 0,188 0,18
0,186 0,183 0,182
0,176 0,174 0,177
0,212 0,175 0,183
0,174 0,179 0,18

Teniendo en cuenta los valores de concentracion obtenidos se determinaron los
siguientes parametros:

Media X = 0,180 %

Desviacion estandar S = 0,005%

Coeficiente de variacion CV = 2,59 %

El coeficiente de variacion obtenido es menor que el valor maximo permisible
(CV <5% ) [26].

El valor de la C de Cochran calculado para los datos experimentales mostrados en la
tabla Ill es de: 0,463, el cual satisface el criterio establecido (C < 0,707) para el
numero de resultados por grupo y el numero de varianzas a comparar (tres dias y
seis réplicas cada dia) [27]

El valor del coeficiente de variacion de Horwitz, que tiene en cuenta entre otros
factores el nivel de concentraciéon del analito en la muestra, es de 5,18 %. Si se
analiza el criterio relacionado con este coeficiente de variacion (CV < CVyomitz),
puede decirse que se cumple con la condicion establecida, ya que el coeficiente de

variacion entre los tres dias es de 2,59 % [27]



Todos los resultados anteriormente discutidos demuestran que el método cumple con
la precision intermedia y si se tiene en cuenta que el método cumple también con lo
establecido para la repetibilidad, entonces se puede considerar preciso.

Exactitud
Los resultados obtenidos para demostrar la exactitud del método se muestra en la

Tabla IV.

Tabla IV. Réplicas realizadas para la determinacion de la exactitud del método

Réplicas C1 C2 C3 C4 C5 C6 C7 C8

Concentracion | 0,212 [ 0,235 |0,227 |0,225 |0,207 |0,227 |0,210 | 0,209

Teniendo en cuenta los valores de concentracion obtenidos se determiné el promedio
que fue de 0,219 %. Se determin6 entonces el por ciento de recobro (recobrado)
para el cual se tuvo en cuenta el valor tedrico de la concentracion de G-1 que fue de
0,220%. El recobrado calculado fue de 99,54%.

Como el recobrado calculado se encuentra dentro del intervalo reportado o
permisible (98 -102%) [26] la recuperacién es satisfactoria. Por tanto la técnica se
puede considerar exacta.

Selectividad y Especificidad

Como se pudo observar anteriormente la inyeccidén del blanco solo, demostré la no
existencia de interferencias al tiempo de retencién de las sustancias presentes en la
muestra. Véase la figura 2.

Si se compara patrén y muestra bajo las condiciones éptimas de analisis (Figura 8)
no se observan a simple vista colas, frentes difusos u hombros que puedan ser
indicativos de solapamientos de picos [22]. Tampoco se observan variaciones
significativas en los tiempos de retencion, los cuales se mantienen dentro de un
intervalo de £ 2%.

No obstante se determinaron los anchos en las semialturas y los factores de simetria
[22] de todos los picos, tanto en las inyecciones de las disoluciones de referencia
(patrones) y las muestras analizadas y se compararon estadisticamente con vistas a

demostrar que ninguno de estos factores experimentaba variaciones significativas.
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Figura 8. Comparacién de los picos cromatograficos con vistas a la evaluacion de la

especificidad. A- Muestra. B. Patrén de G-1. (1-impureza desconocida, 2- G-1, 3-
estandar interno).

El célculo de T de Student, referente al ancho de la semialtura, dio como resultado
una T experimental de 0,042 para el G-1 y un valor de este estadigrafo de 0,047 para
el estandar interno. Ambos valores son menores que el valor critico o tabulado que
es de 1,83, para 95 % de confianza y 9 grados de libertad.

El célculo de la F de fisher, referente al ancho de la semialtura dio como resultado

una F experimental para el G-1 de F,,= 0,043 (comparando inyecciones de patron y
de muestra). Este mismo calculo respecto al estandar interno arrojo un valor de F, =

0,542. Ambos resultados son menores que la F de Fischer critica o tabulada: F,, =
6,39, para 95 % de confianza y 4 grados de libertad.
Por lo anterior se puede decir que este factor (ancho en la semialtura) no

experimenta diferencias significativas, ya que tanto los valores medios como las

dispersiones se comportan de manera homogénea.
El calculo de T de Student, referente a los factores de simetria dio como resultado

una T experimental de 0,011 para el G-1 y un valor de este estadigrafo de 0,018 para

el estandar interno. Ambos valores son menores que el valor critico o tabulado que



es de 1,83, para 95 % de confianza y 9 grados de libertad. En cuanto a la F de

Fischer para este parametro calculado se obtuvo como resultado una F, = 0,511
para el estandar interno y una F, = 3,00 para el G-1, ambos valores son menores

que el critico o tabulado F,, = 6,39.

En resumen puede decirse que los factores de simetria no experimentan diferencias
significativas, demostrado por el analisis estadistico comparativo entre los valores
medios y las dispersiones.

Los resultados discutidos hasta el momento demuestran que no existen
interferencias de ninguna naturaleza que puedan afectar la determinacion confiable
del G-1 en la muestra (concentrados emulsionables). Con todos estos resultados se
puede concluir entonces que el método es especifico.

Sensibilidad

Como se sabe, la sensibilidad esta estrechamente relacionada con la pendiente, que
en este caso tiene un valor de 3,654 asi como con los limites de deteccion y de
cuantificacion. Como resultado del calculo de los limites de deteccién (LD) y
cuantificacion (LC), segun los criterios 3S y 10 S [28], se obtuvo que el
LD=0,072mg/mL y el LC=0,112 mg/mL con lo que se puede concluir que el método
empleado para la cuantificacion del G1 en el concentrado emulsionable es sensible.
Teniendo en cuenta los resultados obtenidos para los principales parametros de

validacion de la técnica analitica puede afirmarse que la misma es fiable.



CONCLUSIONES
1. La técnica analitica de cromatografia de gases desarrollada para la determinacion

cuantitativa de G-1 en el concentrado emulsionable es capaz de arrojar
resultados satisfactorios al igual que la técnica precedente de cromatografia en

capa fina con elucion.
2. Latécnica desarrollada resulta fiable de acuerdo a los parametros vigentes.



RECOMENDACIONES
1. Utilizar la técnica analitica desarrollada y validada en este estudio para el control

de la calidad del concentrado emulsionable de G-1.
2. Valorar la posibilidad de utilizar dicha técnica en los estudios de estabilidad de

esta formulacién.
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