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RESUMEN

En el presente trabajo se describe la optimizacién y validaciéon de una metodologia analitica para la determinacion
de ketoprofeno en comprimidos con cubierta entérica por cromatografia liquida de alta resolucién en fase inversa
(RP-HPLC) con un detector de arreglo de diodos. Este método fue validado segun los requerimientos establecidos en
la USP. Las condiciones analiticas utilizadas en este método fueron las siguientes: una columna cromatografica C-
18, 3,9 mm x 300 mm, 10 pm, 125 A y una fase moévil de acetonitrilo: agua: buffer fosfato pH = 3,5 (58:40:2), un flujo
de 1,5 mL/min y la longitud de onda de deteccion fue de 255 nm. La duracién de las corridas cromatograficas se
encuentra alrededor de los 5 minutos. Las curvas de calibracién fueron lineales en el rango 0,064 a 0,220 mg/mL.
La evaluacion de la selectividad del método se realiz6 utilizando el analisis de pureza de picos cromatograficos. Una
vez realizadas las pruebas de degradacion forzada, se utilizé el detector de diodos, encontrandose diferencias espec-
trales en la primera fase para las muestras sometidas a la exposicién con peréxido de hidrégeno. Finalmente, el
método descrito present6 precision, exactitud, especificidad y reproducibilidad. Este método puede ser utilizado en
analisis de rutina y pruebas de control de calidad, asi como un indicador de estabilidad, gracias a su rapidez, preci-
sién y reproducibilidad.

Palabras clave: Ketoprofeno, RP-HPLC, indicadores de estabilidad, validacién.

ABSTRACT

The present work describes the optimization and validation of an analytical method for the determination of keto-
profen enteric-coated tablets by reversed-phase high resolution liquid chromatography (RP-HPLC) with a diode array
detector. This method was validated according to the requirements established in the USP. The analytical conditions
used in this method were: C-18 column, 3.9 mm x 300 mm, 10 pm, 125 A, a mobile phase, acetonitrile: water: phos-
phate buffer pH = 3.5 (58:40:2), a flow rate of 1.5 mL/min and detection wavelength of 255 nm.The duration of the
chromatographic run was around 5 minutes; the calibration curve obtained was linear over the range from 0.064 to
0.220 mg/mL. The evaluation of the selectivity of the method was done by peak purity. After the forced degradation
tests were done, the diode detector showed spectral differences only in the first phase for the samples exposed to
hydrogen peroxide. Finally, the method showed precision, accuracy, specificity and reproducibility, therefore, this
analytical method can be applied as a stability-indicator, and as a routine method for quality control testing.
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Introduccion

Ketoprofeno (acido 2-(3-benzoilfenil) propanoi-
co) (Figura 1) es un analgésico antiinflamatorio no
esteroideo derivado del acido propinionico relacio-
nado con el diclofenaco, ibuprofeno, naproxeno y el
acido tiaprofénico. Inhibe la actividad de la enzima
ciclooxigenasa para provocar una disminucion de la
formacion de precursores de las prostaglandinas y
de los tromboxanos a partir del acido araquidénico.
Los efectos analgésicos pueden implicar el bloqueo
de la generacién del impulso doloroso mediante una
accioén periférica por inhibicion de la sintesis de
prostaglandinas (Bempong y Bhattacharyya, 2005).
El ketoprofeno se puede encontrar en muiltiples pre-
sentaciones, incluyendo capsulas duras y blandas,
jarabes, soluciones inyectables, gel, supositorios y
comprimidos (Dvorak y col., 2004).
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Figura 1. Estructura quimica de ketoprofeno.

La farmacopea de los Estados Unidos (USP 36,
2012) no reporta el método analitico para la determi-
nacion de ketoprofeno en comprimidos recubiertos,
solamente establece el analisis de impurezas en la
materia prima de ketoprofeno, utilizando como fase
moévil una mezcla agua, acetonitrilo y buffer fosfato
pH 3,5 + 0,05 (55:43:2), a un flujo de 1,0 mL/min y
la longitud de onda de maxima absorcion de 233 nm.
La USP 36 (2012) reporta el método analitico para la
determinacién de ketoprofeno en capsulas, la fase
movil recomendada presenta la siguiente composi-
cién: acetonitrilo, agua y acido acético (90:110:1),
una columna C18 y la longitud de onda de 254 nmy
para la determinaciéon de impurezas organicas, la USP
36 (2012) establece las mismas condiciones croma-
tograficas reportadas para el analisis de impurezas en
la materia prima de ketoprofeno.

En el ano 2005 Bempong y Bhattacharyya repor-
taron el desarrollo y validaciéon de un método para la
determinacion de ketoprofeno en gel e indicadores
de estabilidad. Este método consistioé en el uso de
una fase moévil compuesta por agua, acetonitrilo y
buffer fosfato (43:49:8) y una columna C18, a una
longitud de onda de maxima absorcion de 233 nm.
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Estos autores realizaron estudios de indicadores de
estabilidad, sometiendo a las muestras a condiciones
de estrés, tales como: estrés oxidativo, exposiciéon a
la luz, exposicion acida y exposicién alcalina.

En el presente trabajo se utilizaron como punto
de partida los antecedentes consultados, con el pro-
posito de optimizar las condiciones analiticas encon-
tradas en la bibliografia y adecuarlas a un método
analitico para la determinacion de ketoprofeno en
tabletas recubiertas y su posterior validacion.

Materiales y métodos
REACTIVOS Y MATERIALES

Reactivos grado HPLC: acetonitrilo (Merck, Ale-
mania) y agua, proveniente del equipo de destilacion
Cascada Ro Waters (Pall corporation) y segquidamente
fue purificada en el ultrapurificador de agua Barns-
tead (Nanopure). Reactivos grado analitico: fosfato
monobasico de potasio (J.T. Baker) y acido ortofosfo-
rico 85% (Fischer scientific). Acido clorhidrico al 37%
de Merck. Peroxido de hidroégeno al 35% de Riedel-de
Haén. Hidroxido de sodio de Merck.

PATRON DE REFERENCIA

Se empled un patron de ketoprofeno pureza
100,02% del proveedor Rhenochem A.QG.

MUESTRAS

Las muestras analizadas corresponden a un pro-
ducto comercial de ketoprofeno 100 mg en compri-
midos recubiertos, fabricados por un laboratorio
nacional.

CONDICIONES CROMATOGRAFICAS

El analisis HPLC se realiz6é en un cromatografo
liquido de alta eficiencia de la casa comercial Wa-
ters®, conformado por una bomba modelo 600E, un
inyector automuestreador modelo 717 plus acoplado
a un detector de arreglo de diodos modelo PDA 996.
El equipo cromatografico esta conectado a un compu-
tador con un programa Millenium 32®. Se utilizé6 una
columna cromatografica pbondapak C-18, 3,9 mm
X 300 mm, 10 pm, 125 A. Todas las pesadas se reali-
zaron en una balanza analitica digital Mettler Toledo
modelo AG 245. Las mediciones de pH fueron reali-
zadas con el potenciémetro Orion Research modelo
601 A. El agua utilizada para todos los analisis provie-
ne del equipo de destilacion Cascada Ro Waters (Pall
Corporation) y purificada en el ultrapurificador de
agua Barnstead (Nanopure).
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OPTIMIZACION DE LA METODOLOGIA ANALITICA

El punto de partida de este trabajo fue la metodo-
logia analitica empleada en la USP 36 (2012) para la
determinacién de impurezas en la materia prima de
ketoprofeno y el método propuesto por Bempong y
Bhattacharyya (2005). En ambos casos la fase movil
estaba compuesta por una mezcla agua, acetonitrilo
y buffer fosfato pH 3,5 + 0,05. Se realizaron pruebas
variando la composiciéon de la fase moévil, al encon-
trar la proporcion 6ptima, se procedi6 a validar el mé-
todo con la fase movil escogida, la cual se prepard
mezclando acetonitrilo, agua y buffer fosfato pH =
3,5 en una proporcion (58:40:2). Esta fase movil fue
filtrada a través de membrana de nylon de 0,45 pmy
desgasificada con vacio y agitacion durante 10 minu-
tos. El flujo de la fase moévil fue de 1,5 mL/min.

PREPARACION DE PATRONES

Se prepararon seis soluciones patron de ketopro-
feno disueltos en fase movil, en un rango de concen-
traciones entre 0,064 a 0,224 mg/mL, a partir de una
solucion madre de ketoprofeno de concentracion de
1 mg/mL. Los patrones fueron protegidos a la exposi-
ciéon de radiacion UV durante todo el proceso de
manipulacion.

PREPARACION DE LAS MUESTRAS

Las muestras fueron preparadas pesando el equi-
valente a un peso promedio de los comprimidos
(220 mg), esta cantidad de muestra fue transferida a
un balén de 50 mL con fase movil, se agité mecani-
camente y en bano de ultrasonido durante 10 minu-
tos, finalmente se llevd a volumen con fase movil. La
solucioén obtenida fue filtrada con papel niimero 40,
se tomé una alicuota de 2 mL y se diluyé a 25 mL
con fase movil. La solucion obtenida fue filtrada por
membrana de nylon de 0,45 pm antes de ser inyecta-
da al cromatografo. Los patrones fueron protegidos a
la exposicion de radiacion UV durante todo el proce-
so de manipulacion.

DATOS ESPECTROSCOPICOS

Los métodos usados como referencia para este
trabajo reportaban que los analisis fueron realizados
a una longitud de onda de 233 nm. En este trabajo se
realizaron barridos de longitudes de onda desde los
220 nm hasta los 400 nm con un detector de arreglo
de diodos (Figura 2). Se encontré que la longitud de
onda de maxima absorbancia fue de 255 nm.

VALIDACION DEL METODO ANALITICO

La validacion del método se realizo siguiendo los
lineamientos establecidos para la cuantificacion de
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Figura 2. Espectro ultravioleta de ketoprofeno en el rango de
220 a 400 nm.

principios activos en productos farmacéuticos termi-
nados (categoria I), especificamente en la seccion
<1225> de la USP 36 (2012). Los parametros evalua-
dos fueron los siguientes: adecuacién del sistema,
linealidad, especificidad, precision y exactitud. Adi-
cionalmente, se calcularon los limites de deteccién y
cuantificacion, ya que permiten determinar la sensi-
bilidad del método.

ADECUACION DEL SISTEMA

Se determiné inyectando por sextuplicado el pa-
tron y la muestra a la concentracion de 100% (0,16
mg/mL) de la curva de calibracién. A partir de los cro-
matogramas obtenidos, se calcularon los valores pro-
medio de area, tiempo de retencién, factor de cola
(T), factor de capacidad (k) y nimero de platos teori-
cos (N) con los coeficientes de variacion respectivos.

LINEALIDAD Y RANGO

La linealidad y rango fue determinada preparando
e inyectando los patrones en un rango de concentra-
cion fue de 0,064 a 0,224 mg/mL. La regresion li-
neal se obtuvo a partir del promedio de las areas ob-
tenidas para cada concentraciéon evaluada. Se calcu-
16 el coeficiente de correlacion y la desviaciéon estan-
dar de la respuesta.
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ESPECIFICIDAD

La especificidad fue evaluada mediante dos prue-
bas: evaluacién de la pureza de pico cromatografico
y estudios de degradacion forzada.

PUREZA DE PICO CROMATOGRAFICO

Se evalud la pureza del pico cromatografico obte-
nido mediante el uso del detector de arreglo de dio-
dos, en 4 fases. La primera fase consistio en compa-
rar el espectro de cada punto del pico cromatografi-
co con el espectro del apice y lo marca como fase I.
Si encuentra diferencias espectrales evalia nueva-
mente el pico tomando en cuenta el espectro del
apice y el espectro de la impureza como referencia y
lo marca como fase 2 y asi continua hasta obtener las
4 fases. La interpretacion de los graficos de pureza
esta relacionada con los valores del angulo de pure-
za (PA) y angulo del umbral (TH), si PA es mayor que
TH, se presume que hay una coelucion del analito
con una impureza, por lo tanto existen diferencias
espectrales significativas.

Degradacion forzada

Para comprobar si el método desarrollado es indi-
cativo de la estabilidad, las muestras fueron some-
tidas a pruebas de estrés, para ello se peso6 por sextu-
plicado el equivalente a un peso promedio de tabletas
(220 mg), la cantidad pesada fue transferida cuantita-
tivamente a balones aforados de 50 mL. Cada mues-
tra se trat6 como se indica a continuacion:

Muestra control: no se le realiz6 ningun trata-
miento previo.

Termolisis: la muestra se colocoé en bano de
agua a 90 °C durante 4 horas.

Hidrdlisis alcalina: se anadio a la muestra 20 mL
de hidroxido de sodio al 4% y permanecio en reposo
durante 7 dias.

Hidrdlisis acida: se anadié a la muestra 20 mL
de acido clorhidrico al 10% y permanecio en reposo
durante 7 dias.

Fotolisis: la muestra se someti6 a la exposicién
de radiacion visible durante 7 dias continuos.

Oxidacién: se anadié a la muestra 20 mL de
perdxido de hidrégeno al 35% y permanecioé en repo-
so durante 7 dias.

Una vez culminado el tiempo de exposicion,
cada muestra fue llevada a volumen con fase movil,
la concentracion de ketoprofeno en las muestras
fue de 0,16 mg/mL. Adicionalmente se prepar6 un
patrén control de ketoprofeno a la concentracion de
0,16 mg/mL. Los cromatogramas y los graficos de
2015
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pureza de pico cromatograficos obtenidos fueron
estudiados para cada una de las pruebas.

PRECISION

Se determiné a través del calculo del coeficiente
de variacion de los tiempos de retencion y las areas
obtenidas de patrén y muestra para la precision del
sistema y de las concentraciones de las muestras
para la repetibilidad y precision intermedia.

PRECISION DEL SISTEMA

Se inyect6 por sextuplicado el patréon correspon-
diente al 100% de la concentracion en la curva de
calibracién (0,16 mg/mL), preparadas en fase movil.
La precision se determiné calculando la desviacion
estandar de los tiempos de retencién y las areas ob-
tenidas para el ketoprofeno.

REPETIBILIDAD

Se prepararon seis muestras al 100% de la con-
centracion de prueba (0,16 mg/mL) seguin el procedi-
miento descrito. La determinacion de la cantidad de
ketoprofeno en las muestras, fue determinada usan-
do la curva de calibracion realizada durante los estu-
dios de linealidad.

PRECISION INTERMEDIA

Las muestras fueron preparadas por un mismo
analista durante seis dias diferentes, seguin el procedi-
miento descrito, a una concentracién de 0,16 mg/mL.
Para determinar la cantidad de ketoprofeno en las
muestras, se utilizo la curva de calibracion realizada
durante los estudios de linealidad.

EXACTITUD

La determinacion de la exactitud se realizé segun
el método de agregado de estandar, el cual consiste
en anadir a las muestras una cantidad conocida de
patrén, para obtener tres niveles de concentraciéon
correspondiente a 75%, 100% y 125% de la curva de
calibracién. Se realizaron nueve determinaciones
(tres replicas de las tres concentraciones).

Para calcular el porcentaje de recuperacion se
aplica la siguiente férmula:

% de recuperadén = (Cfortificada - Csin fortificar) * IOO/CA

Donde CA es la concentracion del analito anadido.

La prueba t nos permite demostrar que no existe
diferencia significativa entre la recuperaciéon mediay
el 100%. En dicha prueba debe cumplirse que el
valor de t observado es menor al t reportado en las
tablas para un nivel de confianza de 95%, tomando
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como valor verdadero 100. El calculo de t se realiza
a través de la siguiente férmula:

top = 100-%R/s Vn

Donde: % R = porcentaje de recuperacion

s = desviacion estandar

n = niumero de determinaciones

LIMITE DE DETECCION Y CUANTIFICACION

Los limites de deteccién y cuantificacién fueron
estimados estadisticamente a partir de la regresion li-
neal y la desviacion estandar de la respuesta (Miller y
Miller, 2002), segun las formulas: LD = 3,3 0/Sy LD =
10 0/S, donde o es la desviaciéon estandar de la res-
puestay S es la pendiente de la curva de calibracion.

Resultados y discusion
OPTIMIZACION DE LA METODOLOGIA ANALITICA

Las fases moéviles empleadas para la optimizaciéon
de la metodologia analitica se presentan en la Tabla I.
Los valores de factor de cola y numero de platos te6-
ricos encontrados para las tres pruebas realizadas
presentaron mucha similitud entre si. El factor que
fue determinante para la seleccion de la fase moévil
fue el factor de capacidad K’) este parametro repre-
senta la retencion de un compuesto por la fase esta-
cionaria. Con el propésito de garantizar una eficien-
cia en la separacion cromatografica 6ptima, los valo-
res de K” deberian estar comprendidos entre 2y 10
(Quattrocchiy col., 1992). En funcion a ello, se deci-
dio6 realizar la validacion del método con la fase movil
B, ya que el valor de k" obtenido fue igual a 2,3.

Tabla 1

Composicion de las fases moviles utilizadas durante
la optimizacion del método analitico y valores
de factor de cola (T), factor de capacidad (k’)
y niimero de platos teodricos (N) obtenidos

la (T) y nimero de platos teéricos (N) para el ketopro-
feno, se muestran en la Tabla II.

Tabla Il

Resultados de los valores de factor de cola (T), factor
de capacidad (k’), y niimero de platos tedricos (N),
promedios y desviacion estandar relativa (N=5) del

estandar de ketoprofeno a la concentracion del 100%

. Tiempo de retencion
Inyeccion Area (min) T K N

1 4204942 3,285 1,258 | 2,285 | 2656
2 4235094 3,287 1,260 | 2,287 | 2584
3 4240173 3,286 1,263 | 2,286 | 2586
4 4263998 3,278 1,260 | 2,278 | 2567
5 4299604 3,293 1,258 | 2,293 | 2579
Promedio | 4248762 3,286 1,260 | 2,286 | 2594

D.E. 35347 0,006 0,002 | 0,006 | 35

D.E.R. 0,8 0,2 0,2 0,2 14

D.E. = Desviacién estandar, D.E.R. = Desviacion estandar relativa

Estos resultados demuestran que el sistema cro-
matografico cumple con los criterios establecidos en
la USP (2012).

LINEALIDAD Y RANGO

La curva de calibraciéon obtenida en el estudio de
la linealidad para un rango de concentraciones entre
40% y 140% es presentada en la Figura 3.

Curva de Calibracion de Ketoprofeno
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Composicion y Proporcion Parametros
de la Fase Movil Cromatograficos
Fase Buffer fosfato
Movil | Agua | Acetonitrilo pH=3,5 tg (min)| T K N
A 55 43 2 2,60 | 1,20 | 1,6 |2650
B 58 40 2 3,30 | 1,26 | 2,3 | 2656
C 43 49 8 2,30 | 1,15 | 1,3 | 2500

tg = tiempo de retencion.

VALIDACION DE LA METODOLOGIA ANALITICA
ADECUACION DEL SISTEMA

La evaluacién de la adecuacion del sistema cro-
matografico, basado en los valores de tiempo de
retencion, area, factor de capacidad (Kk), factor de co-
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Figura 3. Curva de calibracion para patrones de ketoprofeno
en un rango de concentraciéon de 40% a 140%.

El criterio de aceptacién indica que el coeficiente
de correlacion debe ser mayor o igual a 0,999. Los re-
sultados obtenidos indican que el método es lineal, ya
que el coeficiente de correlaciéon obtenido fue 0,9998.

PRECISION
PRECISION DEL SISTEMA

La precision del sistema, fue determinada sobre
6 replicas del patréon a la concentracion de 100%
(0,016 mg/mL). Los resultados obtenidos se presen-
tan en la Tabla III.
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Tabla III

Estudio de la precision del sistema de ketoprofeno
a la concentracién del 100%

Inyeccion Tiempo de retencion (min) Area
1 3,285 4204942
2 5,287 4235094
3 3,286 4240173
4 3,278 4263998
5 3,293 4299604
Promedio 3,286 4248762
D.E. 0,006 35347
D.E.R. 0,200 0,8

D.E. = Desviacion estandar, D.E.R. = Desviacion estandar relativa

Los valores de desviacion estandar relativa, tanto
para el tiempo de retencién como para el area son in-
feriores al 2%, lo cual demuestra que el método cum-
ple con los criterios establecidos en la USP (2012)
para la precisiéon del sistema.

REPETIBILIDAD

Los resultados para evaluar la repetibilidad del
meétodo analitico basado en la variacion de la concen-
tracién de ketoprofeno se muestran en la Tabla IV.

Tabla IV
Repetibilidad del método analitico para el ketoprofeno
Contenido
Prueba de Ketoprofeno | Promedio D.E. DER
(mg/tab) (mg/tab)
97,6
97,4 0,2 0,2
97,2
\
94,0
94,5 0,6 0,7
94,9
95,6
95,0 0,9 0,9
944
Il
95,3
95,0 0,4 0,5
94,7
95,4
95,5 0,2 0,2
95,6
11
96,0
96,4 0,6 0,6
96,8

D.E. = Desviacién estandar, D.E.R. = Desviacion es tandar relativa

El promedio de las seis muestras fue de 95,6
mg/tab y su coeficiente de variacion fue igual a 1,2%.
Los resultados muestran la repetibilidad del método
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analitico, ya que el valor de coeficiente de variacion
fue menor a 2%.

PRECISION INTERMEDIA

Los resultados para evaluar la precision interme-
dia del método analitico basado en la variacion de
la concentracion de ketoprofeno se muestran en la
Tabla V.

Tabla V

Precision intermedia método analitico
para el ketoprofeno

Analista Contenido de ketoprofeno
(mg/tab)

1 94,6

2 91,7

3 90,2

4 93,0

5 98,2

6 96,0
Promedio 94,0
D.E. 2,9

D.E.R. 3.1

D.E. = Desviacién estandar, D.E.R. = Desviacion estandar relativa.

El promedio de los seis resultados fue de 94,0
mg/tab y su coeficiente de variacion fue igual a 3,1%.
El criterio de aceptacién para la precision se puede
hacer en base a coeficiente de variacion de Horwitz
(Horwitz, 1982):

CVH = 2(1-0.5) log C

Donde: C = valor nominal del analito expresado
en potencia de 10.

El coeficiente de variacién para una muestra de
concentracion mayor o igual a 0,1 mg/mL es igual a
3,7%. Los resultados obtenidos muestran que el
método es preciso.

ESPECIFICIDAD
PUREZA DE PICO CROMATOGRAFICO

Los angulos de pureza (PA) obtenidos para los
picos de patron y muestra de ketoprofeno son pre-
sentados en la Figura 4, en ella se observa que no
existen diferencias espectrales significativas, ya que
todos los angulos de pureza son menores que el an-
gulo del umbral, este hecho indica que el pico estu-
diado corresponde al ketoprofeno.

Los resultados de estudio de pureza de pico para
patrén y muestra control se utilizaron como referen-
cia en la interpretacion los graficos de pureza de pico
obtenidos en las pruebas de degradacion forzada.
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Figura 4. Cromatogramas y graficos de pureza del pico de patron y muestra control de ketoprofeno
para el estudio de la especificidad.

DEGRADACION FORZADA

En la Figura 5 se presentan los cromatogramas y
en la Tabla VI los angulos de pureza (PA) y angulo del
umbral (TH) correspondientes a las muestras someti-
das a las pruebas de degradacioén forzada realizadas.
Se estudiaron todos los cromatogramas obtenidos
luego de las pruebas de degradacion forzada, en
ellos no se observa la presencia de picos cromato-
graficos adicionales al ketoprofeno, exceptuando el
caso de la muestra sometida a oxidacion con peroxi-
do de hidrégeno. Dicho cromatograma presenta un
pico cromatografico correspondiente a ketoprofeno,
el cual aparece en 3,17 minutos, dicha senal ha dis-
minuido de tamano con respecto a la de la muestra
control (Figura 4). Adicionalmente se observa la apa-
ricion de un pico cromatografico desconocido en 2,0
minutos. Al estudiar el angulo de pureza del pico cro-
matografico de ketoprofeno en la primera fase, ob-
servamos que el unico caso donde se refleja una
diferencia espectral es en la oxidacion con peréxido
de hidrégeno, ya que el valor de PA = 0,280 es mayor
que TH = 0,268. Este hecho podria atribuirse a la pre-
sencia de un producto de degradacién, el cual esté
coeluyendo con el analito.
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OPTIMIZACION Y VALIDACION DE UN METODO POR RP-HPLC PARA LA DETERMINACION DE KETOPROFENO 100 MG EN COMPRIMIDOS CON CUBIERTA ENTERICA

Tabla VI

Resultados del analisis de pureza del pico

cromatografico en las pruebas de degradacién forzada

Condicion de estrés PA TH

Hidrolisis acida 0,153 0,242
Hidrolisis basica 0,145 0,242
Oxidacion con peréxido de hidrégeno 0,280 0,268
Radiacion visible por 7 dias 0,048 0,241
90 ° C durante 4 horas 0,157 0,241
7 dias después de ser preparada 0,048 0,247

Nota: los valores sombreados indican donde PA>TH. PA = Angulos de
pureza. TH = angulo del umbral

Finalmente, se cuantificé la cantidad de ketopro-
feno en las muestras estudiadas, los resultados indi-
caron que la muestra sometida a oxidacion con pero-
xido de hidrégeno sufridé una disminucién en cuanto
a la cantidad de ketoprofeno, mientras que el resto
de las muestras presentaron valores muy cercanos al
de la muestra control (Tabla VII). Todos estos resulta-
dos nos indican que las tabletas de ketoprofeno son
estables frente a las condiciones de degradacion for-
zada aplicadas, exceptuando la oxidacioén con peroxi-
do de hidroégeno, donde se observé una disminucion
en la intensidad de la senal cromatografica, diferen-
cias espectrales en la primera fase y una disminucion
de la cantidad de ketoprofeno encontrada con res-
pecto a la muestra control.

Tabla VII

Contenido de ketoprofeno encontrado
en las muestras sometidas a degradacion forzada

Condicion de estrés Contenido
de ketoprofeno * 0,1
(mg/tab)

Muestra control 101,2
Hidrolisis acida 99,7
Hidrdlisis basica 101,9
Oxidacion con peroxido de hidrégeno 92,8
Radiacion visible por 7 dias 102,0

90 ° C durante 4 horas 97,4

7 dias después de ser preparada 99,8

Estas pruebas demuestran que el método pro-
puesto es especifico para la cuantificacion de keto-
profeno y adicionalmente puede ser utilizado como
un indicador de estabilidad.

EXACTITUD

Los resultados del estudio de la exactitud son pre-
sentados en la Tabla VIII, podemos observar que el
procedimiento en estudio es exacto, ya que los por-
centajes de recuperacion obtenidos se encuentran
2015
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dentro del rango establecido para cada uno de los ni-
veles (75%, 100% y 125%). El criterio que permite se-
nalar que un método analitico es exacto indica que el
promedio del porcentaje recuperado debe estar den-
tro del rango de 98% a 102% y la desviacion estandar
relativa debe ser menor o igual a 2,5% (Lister, 2005).

Tabla VIII

Valores de exactitud del método expresado como
porcentajes de recuperacién y desviacién estandar
relativa de la muestra de ketoprofeno a tres
concentraciones, bajo las condiciones
cromatogriaficas seleccionadas

% Muestra | % recuperacion | Promedio | D.E.R
1-1 98,6

75 1-2 96,3 98,6 2,3
1-3 100,9
2-1 100,9

100 2-1 96,3 99,1 2,5
2-3 100,1
31 99,3

125 3-2 95,4 98,8 3,2
33 101,6

Al aplicar la prueba de t, se observa que el valor
de t observado (t,, = 1,479) (&t = 0,05 v = 8) es me-
nor que el encontrado en las tablas (2,306). Este
resultado confirma que el método es exacto.

LiMITE DE DETECCION Y CUANTIFICACION

Los limites de deteccidon y cuantificacion para el
ketoprofeno se calcularon estadisticamente a partir
de los datos de regresion lineal y la desviacion estan-
dar de la respuesta (Miller y Miller, 2002), obtenién-
dose valores de 0,0533 mg/mLy 0,1778 mg/mL, res-
pectivamente.

Conclusiones

Se optimizo y validé una metodologia analitica pa-
ra la determinacién de ketoprofeno en comprimidos
con cubierta entérica bajo las siguientes condiciones:
una columna C18 de 300 x 3,9 mm, 10 pmy una fase
moévil de acetonitrilo: agua: buffer fosfato pH = 3,5
(58:40:2), longitud de onda de maxima absorciéon
255 nm, un volumen de inyeccion de 1,5 mL/ min. La
evaluacion de la precision del sistema, repetibilidad y
precision del método demostraron que el método es
preciso. El método es lineal en el rango comprendido
entre 0,064 y 0,224 mg/mL. El valor del coeficiente
de correlacion obtenido es igual a 0,9998. Las prue-
bas de degradacion forzada demostraron que el mé-
todo es especifico para la cuantificacion de ketopro-
feno. El uso del detector de diodos permiti6 realizar
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el analisis de pureza de pico en las pruebas de degra-
dacion forzada, en ellas se encontraron diferencias
espectrales en la primera fase para la muestra some-
tida a la exposicion con peréxido de hidrégeno, estas
diferencias pueden atribuirse a la presencia de pro-
ductos de degradacion. Esto indica que el método
puede ser utilizado para la determinacién del conte-
nido de ketoprofeno y en pruebas de indicadores de
estabilidad.

Referencias bibliograficas

Bempong DK, Bhattacharyya L. 2005. Development and va-
lidation of a stability indicating high-performance liquid
chromatographic assay for ketoprofen topical penetra-
ting gel. J Chromatogr A 1073: 341-346.

42

Dvorak J, Hajkova R, Matysova L, Novakova L, Koupparis
MA, Solich P. 2004. Simultaneous HPLC determination
of ketoprofen and its degradation products in the pre-
sence of preservatives in pharmaceuticals. J Pharma
ceut Biomed 36: 625-629.

Horwitz W. 1982. Evaluation of analytical method used for
regulation of food and drugs. Anal Chem 54: 67-76.
Lister A. Validation of HPLC methods in pharmaceutical
analisis. In: Handbook of pharmaceutical analisis by
HPLC. Eds: Ahuja S, Dong MW. Academic Press, Else-

vier: London, UK, 2005. pp. 191-217

Miller JN, Miller JC. Estadistica y quimiometria para quimica
analitica. 4ta ed. Prentice Hall: Madrid, Espana, 2002.

Quattrocchi O, Abelaira S, Laba F. Introduccién a la HPLC.
Artes graficas Farro: Buenos Aires, 1992.

United States Pharmacopeia (USP) 36. The United States
Pharmacopeia Convention; USA, 2012.

Recibido: 14 de agosto de 2014
Aceptado: 16 de febrero 2015



