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1. INTRODUCCION

El término macrbdlido designa a una serie de antibidti-
cos que. se caracterizan quimicamente por poseer un anillo
lactBnico sumamente grande en su estructura. Este término
invaolucra a una gran variedad de antibidticos, dentro de -
los cuales, la Eritromicina es considerada como la de mayor

importancia.

Las preparaciones comerciales de Eritromicina Base, ge-
neralmente contienen una mezcla de antibidticos que son pro

ducidos por el Streptomyces Erythreus. siendo el componente

de mayor actividad en dicha mezcla, la Eritromicina A."YLos
demds elementos presentes en la mezcla conocida como Eritrg
micina Base y que inhiben, aunque en menor grado el creci-
miento de un microorganismo de prueba (actividad bicldgica)
son: La Eritromicina B, gue representa el 75% de la poten-
cia de A, 'y la Eritromicina C, con sdlo el 39% de la misma
actividad. la cuantificacidén de la Eritromicina, en funcién
de su potencia, es usualmente realizada por ensayos micro-
bioldgicos.!? Sin embargo. existen ya algunos otros méto-
‘dos para la determinacidn de‘Eritromicinu. basados en la ab-
so?cl&n por UV.“"por Cromatograffa gas-liquido,’!! por Cro-
natograffa de Liquidos de Alta Resolucién,'3 y varios mas

por Cromatografia en papel ‘® 'y en capa fina. &9



No obstante lo anterior, el andlisis por Cromotografia
de Liquidos de Alta Resolucién (CLAR) seleccionado. permite
separar a la Eritromicina A de los macrolidos B y C, asi co
mo de los precursn}es obtenidos en el caldo de fermentacidn
durante el proceso de fabricacidn y que son conocidos como
Eritrondlido B (EB), 3-Micarosil Eritrondlido B (MEB). Enol
Eter de Eritron?clna A (EEA); y los productos de degradacién
del mismo proceso, tales como el N-demetil de Eritromi;ina
A 'y:el Anhidro de Eritromicina A (AA). Este iltimo, obteni-
do después de someter a la Eritromicina bajo condiciones -

acidas '@ al momento de su extraccidn.

Asi, el propésito de este trabajo, estd encaminado a -
lograr la implementacién y validacién del! método analitico
por CLAR para la separacidén e identificacidn de la Eritromi
cina Base de sus impurezas., que permita cuantificar muestras
del producto en procesoc y terminado. con la ventaja de -
ser mas rapido que los métodos desarrollados mediante el -

andlisis microbiolégica.

El andlisis de la Eritromicina mediante este método, -
permite proporcionar resultados con mayor rapidez, dando asi
la ‘oportunidad de orientar el proceso de fermentacidn, en -
el mismo momento de la pfoduccién. a diferencia de los mé-

'todos microbioldgicos que necesitan aproximadamente de 36.-

hrs para proporcionar un resultado.



2. FUNDAMENTACION DEL TEMA

2.1 Generalidades de la Eritromicina.

La Eritromicina, un antibiético de amplio espectro, es
el miembro mds importante del grupsc de los macrélidos llama
dos asi por el gran anillo de lactona de su estructura (fig.
1), el cual es producido mediante sintesis microbioldgica (11}
ba jo condiciones aerbbicas. Su midxima actividad antibacte--

frian5. la presenta frente a los microorganismos denominados
gram-positivos; didndose también, aunque én menor grado, cier
ta actividad frente a los llamados gram-negativos durante -
el tratamiento de infecciones en pacientes alérgicos a la -

penicilina.

Fig. l.- Estructura rolecular de la Eritromicins A, componente que presenta. la wa-
yor actividsd antisicrobiana.

La Eritromicina fue descubierta en 1952 por Nc Gﬁi}e -
et al en los productos metabflicos de una.cepa de Streptomy

ces erxthreus.“”hongo que se obtuvo de una muestra de sue-



lo en él Archiptélago de las Filipinas, Este macrdlide en

especial, ha sido ampliamente utilizado debido a su considge
; rable Margen de Seguridad y Eficacia. Siendo la Gnica forma
bioldgicamente activa de la Eritromicina la comiinmente lla-
mada base, que se absorbe bien por la parte alta del intes-
tino delgado pero pierde su actividad en contacto con el ju-
go gEstrico.k”’ Por tal motivo se han desarrollado diferen-
tes formulaciones, incluyendo la cubierta entérica o la mo-
dificacidn de la estructurs quimica por sales de Estearato,
Lauril sulfato del Ester propionilo (Estolato). o Etil suc-
cinato. Estos derivados de la Eritromicina, estdn expresa-
dos como una equivalencia debido a la diferencia en la ab--
sorcién que presentan en el organismo. Asi, los esteres, son
hidrolizados para producir la base libre, que es la equiva-

lencia analitica de la Eritromicina.

La Eritromicina, una vez absorbida. se concentra en el
higado en donde se lleva a cabo su desmetilacién a N-deme-~

til-Eritromicina A,

La mayor parte, es eliminada por heces después de . la ex
creﬁién biliar. En orina se elimina solamente del 2 al 5%
de una dosis oral, y del 12 al 15% de una dosis intraveno-
sa. Su vida media varia de 1 a mds de 3 horas en individuos
normales; y en pacientes anfiricos se prolonga a mids de 5

. hrs, sin que sea por esto necesario un ajuste en la dosis.



2.2 Cromatografia.
2.2.1 Hisvoria de la Cromatografia: (14.15.18)

Al jigual que en otros muchos casos, la Eritromicina es

un compuesto gue debido a sus propiedades tanto quimicas co-

mo fisicas, puede ser cuantificado por medio de la cromato-
grafias  término aplicado de manera general a una amplia va
riedad de técnicas de separacidn basada en la particién de
una muestra entre una fase en movimiento.

gas o liquido;

la cual puede ser

y una fase estacionaria constituida por un
liquido o un sdlido.

La cromatografia como técnica de separacidn es atribui
da a Tswett guien en 1903, describe su trabajo realizado so

bre una columna de Carbonato de Calcio para separar los pig

mentos de hojas verdes. La Cromatografia fue concebida co-

mo término, para describir las zonas de color que aparecian

sobre la columna de tiza al exponer en ella. los extractos

de las hojas verdes luego de ser lavada con un solvente pu-

ro. Dicho término describe fielmente lo que en ese momento

observo Tswett, y que tiene como significado en raices grie

gas "Escritura en color", técgnica que en la actualidad no -

queda restringida a la separacidn de sustancias coloreadas.

Posterior a su descubrimiento, la cromatografia inicia

un perfodo relativamente largo durante el cual no tuvo desa



rrollo alguno. Siendo hasta 1938 cuando Izmailov y Schrai-
ber describen por primera vez a la Cromatografia en capa fi-
na, técnica que posteriormente serfa perfeccionada por Sthal

en 1958.

El trabajo expuesto por Martin y Synge en 1941 fue un
ejemplo de innovacidn, al introducir la Cromatografia de re
parto y sugerir la posibilidad de utilizar un gas como fase
mévil,  idea que serfa consumada mds adelante por el mismo

Martin y James a principios de 1952.

Entre 1952 y finales de los 60's la Cromatografia de
gases oﬁtuvo una amplia sofisticacién en sus técnicas anall
ticas, desarrollando as! una gran ventaja sobre la Cromato-
grafia de LIquidos, que era realizada en columnas de vidrio
de amplios di&metros bajo condiciones esenclalmente atmosfé
ricas, lo>que hacfa de sus tiempos de analisis, largos y te-

diosos perfodos de espera.

A finales de los 60's y gracias a los avances desarro-
llados en el campo de la instrumentacién y al entusiasmo
mostrado por los cientiIficos de la época, se logrd la crea-
cion de la Cromatografia de LIquidos de Alta Presién (HPLC).
técnica que en la actualidad se ha preferido l;amar Cromato

grafia de LIquidos de Alta Resolucidn (CLAR).



2.2.2 ‘Clasificacidn de la Cromatograf ia.(M4:15:16.17}

La Cromatografia como técnica de separacidn, puede ser

dividida dependiendo de la naturaleza de la fase mévil en:

Cromatograffa de Gases, Yy

Cromatograffa de Liquidos.

Que a su vez, al tomar en consideracidn la naturaleza
de la fase estacionaria se subdividen en técnicas especifi-
cas que poseen diferencias en su mecanismo de separacidn pa
ra lograr aislar, con la misma eficiencia, los diversos com

ponentes quimicos que posea alguna muestra (fig. 2).

CUADRO I
Cromarcograffa
' Cromatograffn de Gases Cromtogra‘f!a de Lfquidos
T I 3
Cas-Lfquido Gas-5§51ido

. IIntercambio idnico l__L Exclusidn I
L Particidn ‘__{Liquldo—Solldo
o Adsorcién

Cromatograffa en Cromatografia en
papel capa fina
Fig. 2. sn ca de los Aif. tipos de Cr fa utilizados

en el anflisis cuantitativo.



En este trabajo tan sdlo se definen de manera breve -
las técnicas por Cromatografia Liquida y los procesos de sg
paracidn que cada una de ellas presenta.

2.2.2.1 Crematografia Liquido-Sélido.

Bsta técnica comfinmente llamada Cromatografia de

Adsor
cidn. depende de la interaccidn especifica del soluto con -
la superficie de la fase estacionaria compuesta de un adsor

bente finamente dividido (silica gel, alumina o carbdn vege

tal), en la que tanto las moléculas del soluto, como las de

la fase mdvil compiten por los sitios activos del adsorben-
te.

Para esta técnica, se considera que ¢l pardmetro de ma
yor importancia y gue gobierna la separacidn de las molécu-

las de un compuesto, es la interaccidon soluto-adsorbente

que se genera en el interior de la columna. Dicha interac-
cidn, disminuye cuando la adsorcidn relativa de la fase mé-

vil .aumenta, provocando asi una elucidn més rapida de la --

muestra a través de la columna.

La adsorcién es una propiedad caracteristica de cter-

.tas grupos funcionales de los compuestos orgdnicos, siendo

muy Gtil en la separacibn de algunas sustancias de baja. po-
laridad.



2,2.2.2 Cromatografia de Particidn.

La distribuci6n de un solutc entre dos disolventes inmis
cibles, es en esencie el mecanismo utilizado por la Cromato
grafia de Particidn para la separacidn de dos o md&s compo-
nentes quimicos. Las mdltiples extracciones que se desarro-
llan en el interior de la columna y. Qque proporcionan una
mayor resolucidn en el momento de correr la muestra. ha per
mitido que esta té&cnica sea una de las mads utilizadas en el
campo analitico. Dicha técnica presenta dos mecanismos de

interaccidén, los cuales se describen a continuacién:

a. Cromatografia Liquido-Liquido: En su forma mds sen
cilla la Cromatografia de Particidn se lleva a cabo cuando
un soporte inherte tiene impregnada su superficie con un di
solvente de polaridad conocjida (fase estacionaria), al que
se le hace pasar un segundo disolvente inmiscible a é1 (fa-
se mOvil). Ambos se encuentran en contacto directo, lo que
permite la extraccidn miltiple debido a la diferencia de --
afinidad y sojubilidad de la muestra para cada una de las

fases {Cromatograffa de Reparto).

Pesafortunadamente y debido al deterioro excesivo de -
la fase estacionaria que no se encuentra unida quimicamente
al soporte; as! como a las dificultades de operacidn y a 1la

" imposibilidad de utilizar el andlisis por gradiente, han -

disminuido considerablemente el uso de la Cromatograffa L§-
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quido-Lfquide (CLL) en el laboratorio.

b. Cromatografia de Fase Unida: Como alternativa a la
CLL, surge una nueva técnica que posee caracteristicas simi

. lares de separacidn ademds del mecanismo de adsorcidn.

Esta técnica se ha convertido rapidamente en la mds po-~
pular de la CLAR, debido a que elimina muchos de los proble
mas de operacidén que se presentan en la CLL y esto, gracias.

a que la fase estacionaria se encuentra unida al soporte.

La capacidad de enlazar quimicamente una amplia varie-
dad de materiales a un soporte rigido (esencialmente aminas
esteres o nitratos), permite un amplio rango de polaridades
en la fase estacionaria para la separacién de mliltiples com

puestos quimicos.

Dentro de los soportes utilizados en esta técnica, se
encuentran aquellos que poseen un lecho estacionario de ma-
yor polaridad a la existente en la fase mévil. Propiedad
que permite que las muestras polares queden retenidas en la
fase estacionaria durante un periodo de tiempo mayor (Fase

Normal).

Comparativamente, .el procesc opuesto conocido como
Cromatografia en Fase Inversa, se caracteriza por poseer un
lecho estacionario de naturaleza apolar y una fase mdvil -

polar.
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2.2.2.3 Cromatografla de Intercambio Idénico.

En la actualidad, la técnica conocida bajo este nombre
‘es probablemente el mds antiguo de los procesos de separa-
cidn y purificacidn descubiertos por el hombre. El intercam

bio ibnico. es un fendmeno usado para separar los componen-

tes de una muestra gue posean o que se logre hacer poseer

carga idnica: tal y como lo son las sales, compuestos anfo-

téricos, aminodcidos y algunos otras mas.

Bsta té&cnica, presenta la ventaja de separar compuestos
no idhicos, debido a que la adsorcién es la interaccién se-

cundarta con la que la resina de la columna retiene a los

componentes del soluto.

Hoy dia el uso de la Cromatografia por par idnico am--

plia la capacidad de la técnjca, al permitir enlaces de Fa-

se Inversa con la Cromatografia de intercambio idnico.

2.2.2.4 Cromarografia de Exclusidn.

Fundamen:almente‘ la Cromatagrafia de ExclusiGn permi-
te-la separacidn de los componentes de una muestra, debtido
a la diferencia de tamaho y forma que presentan las molécu-
!ag dei soluté. Esta técnica. que también es conocida como

Cromatograffa de permeacidn en gel, filtraci{dén en gel o ex-

clusion estérica: relaciona a un amplio rango de materiales
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de alto y bajo peso molecular con el fin de lograr. median-
te la constante entrada y salida de las moléculas en el le-
cho poroso de la columna, la separacidon del soluto ©°n sus
componentes individuales, eluyendo en primera instancia aque

llos cuyo didmetro efectivo sea mayor.

Esta técnica ha visto su mayor fuente de aplicacién en
el aislamiento de polimeros, aunque no se descarta la posi-
bilidad de aumentar el desarrollo de métodos analiticos pa-

ra moléculas de menor tamafio.

2.2.3 Equipo.

En la determinacidn analitica mediante la Cromatogra-
fia de Liquidos se han desarrollado una serie de instrumen-
tos que se consideran como tipicos para el usc de esta téc-

nica (fig. 3-3a).

Fig. 3. Esquema del Equipo de Cromatografia de LIquidos utilizado en la validaciin del
Rétado Analftico.
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Depdsito de
Disolventes

l

Sistems de

Gradientes
v
Sistema de
Bomba Inyeccidn
.

Coluana Contrel de
Temperatura
Control de
Detector Temperatura

M ' Regietrador l

. Pig. 3a. & Stica de los
‘Cromatogratia de Liquides.

en un equipo modernc de

Equipo para Gradientes de Elucidn.

El sistema de elucidn por' gradientes varfa desde lo -
simple hasta lo complejo. El uso de dos o mds solventes mis
cibles entre sI, y colocados en bombas distintas, es una de

las herramientas que la cromatografia de quuldo‘s utiliza -
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para poder obtener una mayor eficiencia en la separacién de
aguellos compuestos de la muestra afines en sus propiedades

Yy opuestos en polaridades.

Bombas para Cromatografia de LIquidos.

Una amplia variedad de sistemas de bombeo, han sido de
sarrollados para el uso exclusivo de la Cromatograffa de LI

quidos.

El sistema de bombeo se encuentra disefado para forzar
y mover al solvente, utilizade como fase mdvil, a través -
Qel denso empaque que posee la columna, ya que la alta re-
sistencia de la columna al paso del solvente obliga a ser
introducido el 1iquido, mediante altas presiones que en al-

gunas ocasiones sobrepasan los 1000 psi.

Existen dos tipos de sistemas de bombeo:

a) Bombas de Presidn Constante: En este tipo de siste-
mas, se ha observado que al paso del tiempo la velocidad de
flujo llega a disminuir hasta en dos tercios del valor ori-

ginal, sin que la presidn aplicada se vea alterada.

Estos cambios en la velocidad de flujo del sistema, -
pueden atribuirse a la disminucién en la permeabilidad de -
lacolumna,..causado por dilatacién o taponamiento de la mis

ma o incluso. por cambios en la viscosidad del disolvente.
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Los cambios de temperatura en el medio ambiente, asi
como la mezcla de solventes en el uso de un sistema por gra
diente, suelen ser los factores que alteran la viscosidad
de la fase movil. Sin embargo este tipo de bombas, posee co-
mo ventajas el que no registran pulsaciones, proporcionande
un flujo uniforme de solvente a través de la columna y de-

tector a un costo generalmente menor.

b) Bombas de Desplazamiento Constante: El aumento de
la presion del sistema como respuesta inmediata a la dismi-
necidén en la permeabilidad de la columna, es caracteristico
en este tipo de bombas con el objeto de mantener la misma

velocidad de flujo.

$i el total de la presién aplicada, no excede la capa-
cidad maxima del instrumento, el andlisis Cromatogrdfico no

se verd afectado.

La programacidn de este tipo de sistemas de bombeo, es
sumamente sencillo incluso para técnicas que necesiten el
uso de gradientes. Sin embargo, la mayor desventaja que pre

senta el equipo, es su alto costo de adquisicidn.

Columnas "para Cromatografia de Liquidos.

La columna, considerada como el corazén del sistema,
consta de un tubo liso e inerte en su superficie, -empacada

en el interior con un material conocido como fase esta-
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cionaria cuya porocidad puede ser completa o bien tan sé&lo
superficial y de centro sdlido., con un tamafio de particula

que va de 3 a 10 micras de didmetro.
Las columnas, pueden ser divididas en:

a) Analfticas: Este tipo de columnas. generalmente
cuentan con medidas que van de los Z a los 6 mm de didmetro
interno, mientras que su longitud depende del tipo de empa-

que que contengan.

Las columnas que cuentan con empaque recubierto, poseen
una longitud que oscila entre los 50 y los 100 cm, mientras
que las empacadas con microparticulas porosas tienen entre

10 y 30 cm. de longitud.

b) Precolumnas: La mayorla de las veces, son columnas
que poseen 6 mm de difmetro interno o mds, y entre 25 y 100

cm. de longitud.

Las columnas, son invariablemente elaboradas de acero
inoxidable y utilizadas a temperatura ambiente. No obstan-
te lo anterior, el uso de estas mismas coclumnas en bafos a

'temperaturas elevadas, han dado, magnificos resultados en
el desarrollo de métodos analfticos por Cromatografia de LI-

quidos,?” Intercambio I&nice y. Exclusidn.

El material de empaque dependerd del tipo de. muestra

que desee ser analizada.
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Inyectores:

La muestra debe ser introducida en la cabeza de la co-
lumna, procurando la mayor homogeneidad, tanto en la inser-

cién de la muestra, como en el empague de la columna.
Existen dos tipos de inyeccidn:

a) Flujo Detenido: La inyeccidn se realiza a presidn
atmosférica, el sistema se cierra y el flujo es detenido. -
AsI este método es utilizado sin que la resolucién del anéd-
lisis se vea afectado, ya que la difusidn en liquidos es pg

quefia .

b) Flujo Continuo: La inyeccidén de la muestra se rea-

liza sin que se detenga el flujo de la fase movil.

El uso de aditamentos denominados loops. permiten la -
inyeccidn automdtica de volGmenes mayores a 10 microlitros.
Cuando la vdlvula es colocada en la posicidon del loop, la -

muestra es introducida directamente a la columna.

Detectores:

Cada compuesto que eluye de la columna es cuantificado,
ya sea mediante el usoc de un detector universal o selecti-
vo, dependiendo de las propiedades de los componentes a me-

dir.

Un buen detector proporciona una alta sensitividad, ba

‘jo ruido, amplio rango de linealidad en la determinacién -
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y. respuesta para todo tipo de compuestos. También, es de-
seable en este tipo de instrumentos una baja sensitividad
por efecto de variaciones en el flujo y temperatura del sis-

tema, pero no siempre es posible.

La popularidad .de los detectores de longitud de onda
variable, se ha incrementado considerablemente, debido a
que pueden ser utilizados en la deteccidn, un amplio niimero

de compuestos.

Los detectores de indice de refraccidn. son también am
pliamente utilizados, principalmente en la Cromatografia de
exclusién, pero es menos sensible que el UV. Algunos otros
detectores, como los de ionizacidn de flama y flourométri-

cos son también utilizados pero en casos especificos.
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:2.3 Validacidén de Métodos Analitices.

El perfil de calidad de un producto, definido por sus
atributos -de calidad o especificaciones, se establece duran
‘te la fase de.desarrollo. A 1a consecucidn del perfil de
calidad se contribuye con la validacién de laos m%todos, sis
‘temas y tecnologias que intervienen en el proceso de fabri-

cacidn. y control.

“Cuando se habla de validacidn es f{recuente emplear los
términos validacidn y calificacién de forma indistinta. Sin
embargo, conceptualmente son diferentes puesto que califi-
car es dotar de caracteristicas o cualidades, en tanto que
validad es comprobar y certificar que un método, sistema o
proceso cumple aquello para lo cual estd calificado. Del

bropio concepto de validar se deduce que la calificacidn es

un rquisito incurso-en la propia validacidn.

Todos los fabricantes han 1llegado a entender gue -.
un buen producto es el resultado de un buen proceso y que
ambos, procesos y productos deben ser analizados y controla

dos para gavantizar 1a calidad del mismo.

Lo mismo es vélido'para el aseguramiento de la cali--
dad del,labofatorio, en donde los métodos analiticas y pro-
cedimientas constituyen el proceso que. debe sér controlado
'péra gafantizar la validez de los resultados. En otras pala

2 bras, los métodos analiticos deben ser validados para gérag
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tizar la aceptabilidad y utilidad de los resultados en el -

laboratorio.

La validacidn de un procedimiento analitico es el pro-
ceso de determinar la adaptabilidad del sistema a una cier-

ta metodologia que pueda proporcionar datos analiticos fiti-

les.

El objetivo final de una metodologia analitica, es el
de producir suficiente informacidn acerca de la composicidn

especifica de muestras, para resolver problemas particula

res.

Son los requisitos del fabricante los que determinan el
tipo particular de datos para los cuales se seleccionard umo
o varios métodos analiticos que posteriormente deberan ser
validados. Es por esto que el concepto validacidén debe ser
definido como un proceso sistemdtico para obtener y anali-
zar suficientes datos, que proporcionen una garantfa razona
ble, basados en un juicio cientifico. de que un método de
laboratorio proporcionard resultados aceptables cuando se
realizan en la forma descrita, en términos de parametros

analfticos.

La validacidén de métodos,'®3® e5 una medida del com-
portamiento y efectividad de un sistema analftico total.

Las secciones 211.165(e) y 211.194(a) de las Buenas -

. Pricticas de Manufactura (BPM's) para la validacidn de méto
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dos. especifican que los métodos adoptados durante el desa-
rrollo de un producto, deben ser verificados bajo las actud
les condiciones de us¢ Yy que cualquier variacifn posterior

debe someterse a un proceso similar.

La validacién generzlmente incluye una evaluacién de -
la Especificidad, Exactitud., Precisidon ¥ Linezlidad. que -~

propcrcione una medida del comportamiento del método.

2.3.1 Especificidad.

Idealmente, significa que un compuesto analizado estéd
libre 'de toda interferencia por cualquier material conoci-
do. Los datos obtenidos deben poder demostrar. la ausencia
de interferencia de otros componentes en la muestra. tales

como excipientes, activos, precursores, preservativos y co-

lorantes.

Si se conoce que existe una potencial interferencia por

algiin componente:

1) Deben de establecerse limites a las condiciones ma&s
relevantes del andlisis a fin de garantizar que la interfe-

rencia estard ausente.

~2) Incluir una prueba de capacidad del sistema (SUITA-

'BILITY) en el método para uso rutinario.
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2.5.2 Exactirtud.

La exactitud de un métedo puede variar a lo largo de un
amplio rango de concentraciones. Esto significa que la exac
titud es determinada a lo largo de ese rango que puede va-
riar desde el 80% del! mds bajo nivel esperado, hasta 120%
del valor mayor. Siendo asi la e¢xactitud una medida de . la

dispersidon de los datos con respecto a un valor reatl.

2.3.3 Precisién.

La precisidn de un métvodo analitico es el grado de con
cordancia entre los resultados analiticos individuales cuan
do el procedimiento se aplica repetidamente a una muestra
homogénea del producto. Generalmente la desviacidén estdn-
dar (o) o el coeficiente de variacidn (C.V.), son los térmi

nos en los que se expresa dicho parédmetro.

La precisién es la medida del grado de reproducibilidad
y/o repetibilidad del método analitico bajo condiciones nor

males -de operacidn.

2.3.3.1 " Repetibilidad.

Es la precisién de un método analitico expresado como
1a concordancia obtenida entre determinaciones independien-
tes realizadas por un solo analista, usando el mismo equipo

y ‘técnicas.
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2.3.3.2 Reproducibilidad

Es la precisién de un método analitico expresado como
la concordancia obtenida entre determinaciones independien-
tes realizadas por diferentes analistas en distintos dfas,
en el mismo o diferente laboratorio. utilizando el mismo

o diferente egquipo.

2.3.4 Linealidad.

Es definida como la variacidn en la cantidad recupera-

h
- da de un principio activo por el andlisis,como una funcidn
de la cantidad de principio activo en la muestra dentro de

un rango* determinado.

2.3.5 Sensitividad.

En un andlisis de impurezas o pruebas limite., la sensi
tividad debe ser determinada adicionando cantidades peque-
nas del estandard de la impureza a la muestra o al placebo,
a fin de estimar la minima cantidad o concentracion del ma-
terial que puede ser detectado o determinade cuantitativa-
mente por el método. Es recomendable realizar las adiciones
. del estdndard a tres o mis niveles, a fin de poder extrapo-
lar y distinguir entre los niveles actuales de deteccidn 'y

las impurezas inherentes en las muestras.

fe Rango: Intervalo de concentraciSn en el qQua el método es exacto, preciso y limeal.
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Debido a la constante evolucidn que los procedimientos
analitjcos han experimentado, y a la necesidad de obtener
medicamentos de mayor calidad, actividad y seguridad tera-
péutica los profesionales de la industria farmacéutica, y -
especificamente aquellos encargados de la calidad, se ven -
en la necesidad de manejar instrumentos que proporcionen -
una alta. seguridad en el andlisis cuantitativo y cualitati-

-vo de los medicamentos.

En el caso concreto de los productos elaborados median
te procesos de fermentacidén (generalmente con duracidén de -
dos a quince dias), es de vital importancia conocer la cali
dad de agquello que se estd produciendo, de ser posible, el
mismo dia en que se muestrea. Tales exigencias, son difici-
les de lograr con los métodos analiticos tradicionales has-
ta ahora empleados;: ya que dependen del desarrocllo e inhibi
cidn del crecimiento de microorganismos especificos para la
dete;minaclﬁn de la potencia bioldgica del antibidtico, por
tal motivo, se necesitan por lo menos de dlecioého horas pa

ra obtener resultados en el analisis.

Por tal motivo, la validacign e implementacién de un -
método analftico por Cromatografia de Liquidos de Alta Resg
:lucidn, que distinga y cuantifique a la Eritromicina A de -

sus impurezas, no sdlo reducirada el tiempo de andlisis para
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su cuantificacidn, si no también dicho método: permitird co
nocer las condiciones de proceso 6ptimas para lograr mayo-~
res rendimientos en el proceso de fabricacidn.

En el caso especifico para la cuantificacidn de la Eri
tromicina Base y sus impurezas durante la fermentacién, la
ayuda proporcionada por el método analitico por Cromatogra-
fia de Liquidos de Alta Resolucidén, redunda en:

- El conocimiento oportuno de alguna posible desviacidn
en el metabolismo celular.

- Actuacidn de manera efectiva para solucionar la fal-
ta de potencialidad metabdlica que el micoorganismo posea.

- Retroaliemntacidn del conocimiento general del proce
so fermentativo.

- Y por iltimo, relacionar subproductos no deseados con
los pardmetros de la fermentacién.

Los pardmetros fisico-quimicos que pueden ser manipula
dos para lograr mayores rendimientos, en la produccién de
Eritromicina Base durante el proceso, son:

- Relacidn volumen de aire ~ volumen de medj&.

- Velocidad superficial y flujo del aire.

- Fuerza de aereacidn en el caldo de fermentacibn.

- Tiempo de residencia del aire en el caldo de fermen

tacién.
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- pH.
- Temperatura y presidn en el fermentador.

- Impulsores y su distribucién en el tanque de fermen-

tacidén (patrdén de flujo).
. Oxigeno disuelto.

- Cantidad de Nitrdgeno, Carbohidratos y dem&s fuentes

"de nutrientes.
- Reoclogia del medio de fermentacién.

Cada uno de los factores fiIsico-quimicos antes mencio-
"nados, pueden contribuir de manera proporcional y directa
en el rendimiento productivo de la Eritromicina Base. ya que
a-diferentes niveles y desde la unién de las primeras cade-~
nas de la estructura quimica., influyen en la formacién de
la Eritromicina A bajo la secuencia de enlace representada

en la figura 4.



Fig. 4.
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del compuesto activo llasado Eritromicine Base A,
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De esta forma, la identificacidn y cuantificacidn de -
la Eritromicina Base de sus impurezas, mediante un método -
analitico por Cromatograflia de Liquidos de Alta Resolucidn
es el problema fundamental gque se presenta en este trabajo.
Ya que de el desarrollo de un método que cuente con las ca-
racteristicas de ser especifico, lineal., preciso, exacto Yy
por afadidura rapido. dependerdn los beneficios que de sus
andlisis se puedan obtener, tal y como es el hecho de lo--
grar un mayor rendimiento en la produccidn de Eritromicina
Base.‘a partir de la adecuada orientacidén del proceso fer--
mentativo (fig. 5). asi como por .la manipulacién de los pa-
rametros fisico-quimicos que afectanh el proceso en sus dife

rentes etapas.
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4. OBJETIVO

El objetivo principal de este trabajo, es el de desa-
rrollar un método analitico con las caracterIsticas de ser
especifico, lineal, exacto, preciso y reproducible, para -
asegurar que es upn método vdlido en la cuantificacidn de

la Eritromicina Base y sus impurezas.
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§. HIPOTESIS

Al término de este trabajo, existird un método anall-
tico con las caracterfsticas de ser especifico, lineal, pre
ciso y exacto que serd capaz de determinar cuantitativa vy

cualitativamente a la Eritromicina Base y sus impurezas.



6. MATERIALES Y METODOS

6.1 Materijales.

6.1.1 Equipo.

- Cromatdografo de Liguidos de Alta Resolucidn, Perkin

Elmer. Modelo Serie 10.

- Detector Espectofotométrico LC-95 UV/visible, modelo
Perkin-Elmer.

- - Estacidn de Datos Perkin-Elmer 3700.
- Terminal de Inteligencia Cromatogrdfica Perkin-Elmer.
- Impresora de Datos Perkin-Elmer 660,
- Bomba para Cromatografia de Liquidos Serie 10.
- Columna Microbondapack C-18 (Watters Cat. No. 2734).
- Muestreador automatico Perkin-Elmer LC-600.

- Membranas de Policarbonato de 0.45 micras de diédme-

tro Milipore o equivalente.
- Material de Vidrio.
- Magnestir.
- Equipo de Ultrasonldo..

- Equipo ‘de Filtrécién Milipore.

- Potencidmetro.



6.1.2 Reactivos.

Acido Fosférico 0.1IN
Acetonitrilo grado HPLC
Buffer Estindar pH=7 y 4
Estandar de Eritromicina A
Estdndares de Impurezas
Fosfato de Potasio Monobésico
Hidréxido de Potasio O0.1N

Trietilamina

6.2 Mérodos.

Merck

Merck

Merck

Abbott Tlaxcala
Abbott Nor;h Chicago

Merck

Merck

Merck

6.2.1 Preparacién de Buffer de Fosfatos.

Pesar 3.4 g* 5% de Fosfato de Potasio (monobdsico) y -

disolverlo en un matraz aforado de 1 litro ' que contenga -

aproximadamente 800 ml de agua destilada. Pipetear en la -

campana 2.0 ml de Trietilamina (ALTAMENTE TOXICO)Vy disol--

ver en la misma mezcla. Ajustar a pH 7 con &cido Fosférico

0.1N o con Hidréxido de Potasio 0.IN y aforar al volumen.*

Para 1a preparaciSn de la fase -5vn utilizeda en el acondicicpasientp de la ccl\.ﬂl,

se sfiade un exceso a. 4 ml de Trietilamina posterior al aforo.
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6.2.2 Preparacidn de la fasec mévil.

Mezclar voldGmenes de 55%-45% de Acetonitrilo y Buffer
de fosfatos pH7 'en una probeta de 2 litros de capacidad,
-transferir a un matraz kitazato, a través de un sistema de
filtracién, provisto de una membrana de policarbonato de
0.45 mcs, degasificar vy permitir que la mezcla llegue a
temperatbra ambiente. La proporcién de Acetonitrile y Buf
fer de fosfatos puede variar de acuerdo a los requerimientos

que el sistema y el método exija en el momento de la elucidn.

6.2.3. Acondicionamiento de la columna.

Hacer pasar a través de la columna, la fase de acondi-

cionado a un flujo de 1.5 ml/min. durante 18 horas.

6.2.4. Preparacidén del Estandar de Eritromicina A.

Pesar con exactitud aproximadamente 250 mg del Estéindar
de referencia de Eritromicina Base anhidra, en un matraz vo-
lumétrico de 50 ml, disolver en Acetonitrilo con. la ayuda -
de un baiioc de ultrasonido, llevar al aforo con Acetonitrilo
y mezclar. Este estindar debe ser preparado por duplicado y-

guardado en refrigeracidn por un tiempo no mayor a un mes.



6.2.5 Preparacién del Estédndar de lmpurezas.

Pesar con exactitud aproximadamente 10.0 mg de cada uno
de los estidndares de referencia de Eritrondélido B, 3-Micaro-
sil-Eritrondlido B, Eritromicina C, Anhidro de Eritromicina
A, Eritromicina B, Enol-Eter de Eritromicina A, y 250 mg de
Eritromicina Base anhidra en un matraz aforado de 50 ml. Di
solver en Acetonitrilo con la ayuda de un bano de ultrasoni-
do, diluir con Acetonitrilo hasta el aforo y mezclar. Esta
solucidn puede ser guardada en refrigeracién por un mes, si

es dividida en pequefias alicuotas para su uso.
6.2.6 Preparacién-de la Muestra.

Pesar 250 mg de Eritromicina Base en un matraz volumé-
trico de 50 ml de capacidad, disolver en Acetonitrilo con
la ayuda de un bafo de ultrasonido, diluir al volumen con

Acetonitrilo y mezclar.

Condiciones de Operacidn Cromatogréaficas.

Tiempo.de Andlisis 27 min.
Flujo 1.5 m1/min.
Detector U.V. 195 nm. )
>Rang6 ae deteccidn - 0.02 AUF's

Velocidad de respuesta del detector 2000 mc seg.
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Volumen de Inyeccidn 20 mcl.
. 6.2.7 Determinacidon de la Especificidad.

Inyectar de manera independiente. bajo las mismas con-
diciones de Operacidn y andlisis, una muestra de Acetonitri

lo puro y Estandar de Impurezas.

Criterio: No debe existir interferencias entre solven

te y estandares.
6.2.8 Determinacidn de la Exactitud.

Hacer seis diferentes pesadas, del equivalente al 100%
de la concentracidén de Eritromicina Base en el mismo niimero
de matraces volumétricos de 50 ml de capacidad., disolver en
Acetonitrilo con la ayuda de un bafio de ultrasonido, diluir
al volumen con Acetonitrilo y mezclar. Inyectar de manera
independiente cada una de las muestras, bajo las mismas con
diciones de operacioén y por el mismo analista, mediante la

ayuda del automuestrador LC-600 Perkin-Elmer.

Criterio: t calc.€ t tabl.
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6.2.9 Determinacidén de la Precisidn.

Preparar en dos diferentes dias y por dos analistas -
distintos, (Reproducibilidad, Repetibilidad) una muestra ho
mogénea de Eritromicina Base. Inyectar por triplicado cada

una de las muestras, bajo las mismas condiciones de opera-
cidn.

Criterio: 42 calc. § %? tabl.
6.2.10 Determinacidn de Linealidad.

Pesar el equivalente al 20%, 50%, 90%, 100%, 110% y 120%
de Eritromicina Base en un matraz volumétrico de 50 ml -de
capaéidad. para cada concentracidn., Disolver en Acetonitri-
lo>con la ayuda de un bafio de ultrasonido, diluir al volu-

men con-el mismo solvente y mezclar.

Hacer el andlisis por triplicado para cada concentra-

cién bajo las mismas condiciones de operacién.

vCritgrlcs: La relacidén entre la cantidad adicionada y
. la cantidad recuperada de la muestra, se encuentra represen
. tada .por los siguientes parfmetros:
' m =1ib=0
.':jr"‘o’.gs
iﬁilégcuperado =.100%.
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6.2.11 -Determinacién de la Sensitividad.

Se determinarad mediante la ayuda del andlisis estadIs-
tico.

Para la realizacidn del andlisis., se deben colocar, en
diferentes viales de vidrio con capacidad aproximada de 1.5
ml y con la ayuda de una pipeta Pasteur. las soluciones es-
téngares y muestras en el carrusel del automuestreador en el
siguiente orden.

Estdndar de Eritromicina A:i, Estiandar de Eritromicina
A2 (preparados por separado), Estdndar de Impurezas y de -
una a cinco muestras con el objeto de calcular la Confiabili
dad y Resolucidén del sistema en el momento del andlisis (Ver
ahexo 1). El cdlculo de estos pardmetros nos indicardn si
V.Ias condiciones del Cromatégrafo son adecuados para la rea-

lizacidn del andlisis.
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7. DESARROLLO

7.1 Consideracibn Previa.

7.1.1 Eleccidn de la Columna.

Cuando se trata de seleccionar el material de empaque
que debe contener una columna para intentar realizar la se-
paracidn de los compuestos en una muestra, es de mucha ayu-
da el conocer la estructura quimica de los sclutos. De tal
forma que si moléculas parecidas o de la misma. clase han sji
do ya separadas, este sistema puede ser tomado como punto

de partida.

En caso de no tener informacidn alguna, el conocer la
f6rmulu‘molecu1ar. grupos funcionales (dcidos o bdsicos),
la solubilidad en agua "o en solventes organicos, asi como
la presencia de impurezas e informacidn de separaciones en
capa fina, permiten elegir el tipo de material de empaques

que la columna debe poseer.

Patra el caso de la Eritromicina Base, el uso de una co
lumna Microbondapak C-18, es considerada como la mas adecua
da, debido a estudios preeliminares realizados por Abbott
Laboratories de North Chicago,?®? basados en las caracteris

ticas fisico-quimicas que el macrdlido presenta.

La seleccidn de este tipo de columnas, que tiene la pro
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piedad de ser de fase inversa, inicia al considerar la solu
bilidad de la muestra en diferentes tipovs de fase mévil, -
ademds de la obtencion de una adecuada eficiencia, selecti-

vidad y capacidad al inicio de la separacion.

La mayoria de los componentes separados por fase inver

~sa, al igual que ra Eritromicina, son solubles en. wmezclas
acuosas/orgdnicas constituidas en la fase mévil, siendo una
funcidn de la polaridad, de la solubilidad y de la carga
del compuesto., la seleccidn particular de la fase Estaciona

ria.
7.1.2 Acondicionado de la Columna.

Para la separacidén de la Eritromicina. serd necesario
someter a un proceso de acondicionado a la columna: dicho pre
ceso consiste en dejar pasar a través de la columna durante
18 hrs y a bajo flujo la fase movil de acondicionamiento -

(exceso de Trietilamina).

El objeto de esta actividad, es debida a que se ha en-
contrad? una mayor retencidnm hacia el soluto, por parte del
grupo silanol de la fase estacionaria (fig. 6), al ser acti

vvada por la Trietilamina durante el proceso de acondiciona-
do y siendo reconstituida continuamente al colocar Trietila
mipa como componente del Buffer de la fase m&vil (Ver prépg

. racién Buffer de Fosfatos).
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Fig. 6. Empagues no polares son utilizados para la separacién de componente que contie-
ne grupos funcionales de tipo polar.

©7.2 Desarrollo del Trabajo.

En primera instancia y dentro de la secuencia a seguir
para la implementacién y validacidén del método analfitico
en la determinacion de Eritromicina Base y sus impurezas,
se realizd una investigacidn bibliogrdfica exhaustiva, asi
como el estudio de los proyectos de la Divisidn CAPD de Ab-
bott Laboratories de North Chicago, niimeros 63-758-62; 40-
294-62 y 36-223-62.

Posteriormente se procedid a preparar una fase de acon
dicionado cuya concentracidn fue de 50%-50% Buffer de Fosfa

tos pH 7-Acetonitrilo, con el fin de activar a la columna.

Una vez acondicionada la columna, se prepararon los es
" tdndares de Eritromicina A e Impurezas (Ver preparacidn de

Bsténdares), para detectar los picos en el Cromatograma.
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bespués de una serie de inyecciones del estandar de fm-
purezas y con el uso de una fase mévil normal (50%-50% Buf-

fer de Fosfatos-Acetonitrile),.se logrd identificar cada

uno de ios picos registrados, mediante la comparacidn de

los tiempos de retencidn relativos que fueron proporciona-
dos por Abbott Laboratories, y que son considerados como pa-

rametros de identificacidén basados en el registro de Ery A,

que es el componente de mayor concentracién en la muestra Yy

el de mayor altura en el Cromatograma.

El siguiente paso, fue el intentar separar adecuadamen

te cada uno de los ocho picos presentes en el estdndar de

impurezas, modificando la concentracién y la velocidad de

flujo de la fase mévil.

La determinacidén de la duplicidad en el sistema, fue -

el siguiente paréimetro a controlar, obteniéndose mediante -

la inyeccién'ccnsecuciva de los estdndares uno y dos de 1la

Eritromicina A, preparados de manera independiente.

Por filtimo y después de lograr la implémentactén del - .
método analftico y la de los pardmetros de elucién, se
pfochib a realizar la validacién, al someter el método a -
Vlaﬁdetermjna;l6n de la especificidad, exactitud, precisidn,
repetibilidad. reproducibilidad, linealidad y sensitividad

‘mediante la inyeccién de los estfindares y muestras desc;—'



nadas a este fin.

Fue necesario repetir el estudio de validacidén al en-
contrar que el rango de concentracidén para tener un método

lineal. es menor al considerado al principio del estudio.
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8. RESULTADOS

A pesar de que el niimero de investigaciones cromatogrd
ficas sobre la Eritromicina son abundantes en la literatura,
el trabajo aqui desarroliado nos permite concretar princi-
palmente la implementacidn y validacidén de un método anali-
tico que es capaz de detectar impurezas de la Eritromicina
A (Precursores y Productos de degradacidn), en una muestra

de producto en proceso y terminado.

8.1 Establecimiento de las condiciones cromatggridficas.

La concentracidn de Acetonitrilo y del Buffer de Fosfa
tos-a pH neutroc contenida en la fase mévil, afecta la reso-
lucién y el volumen de elucidn de los picos que presenta la

muestra de Eritromicina Base.

Como se observa en las figs. 7 y 8, el incremento de -
la concentracidn de Acetonitrilo, disminuye el volumen de -

elucidén y la resolucidn de los picos de la Eritromicina A y

de C., considerados ambos picos, como criticos en el desarro

l1lo de este método.
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Volumen de elucibn 35

(ml.} .
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20 \ Ery B
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Concentracifn de Acetonitrilo (%)
Fig. 7. - Efecto de la concentracidn de Acetonitrilo en la fase mBvii, sobre el voiumen de
elucién de alqunos cosponentes de la muestra.

154

10+

Ery C

Resolucibn 2.0

sb st 52 53 s 55
Concentracidn de Aocetonitrilo (8)

Fig.- 8. Efecto de la 5o de rilo en la resolucifn de Eritromicina C y A.
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La concentracidn 45% Acetonitrilo, 55% Buffer de Fosfa
tos .en.la fase movil, fue considerqda como Optima para la
separacidn de los picos (Resolucidn 1.2), asf como la mis

adecuada para lograr un tiempo de elucidn total razonable.

- De la misma manera y como se indica en el anexo 1, la
confiabilidad del sistema se mantuvo entre 0.98 y 1.02. Va-
lores Sptimos para considerar una buena confiabilidad en el

sistema.

No obstante lo anterior, es indispensable hacer notar
que en cada serie de cinco muestras, la inyeccidn y regis-
tro del estdndar de impurezas permitird discernir si se ajus

ta o no la fase mdvil.

El uso de una fase mdvil con caracterIsticas de neutra
ligad, proporciona ventajas en cuanto a la estabilidad de
la muestra, debido a que la Eritromicina se ve afectada por
este parametro degraddndose principalmente a Enol Eter cuan
.do se encuentra en solucién de bajo pH y en Anhidro Eritro-

micina a pH alto.!®
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8.2 Especificidad.

Cada uno.de los compuestos utilizados en la preparacidn
del est@ndar de impurezas (con excepcidn del Estandar de -

Ery A), fue proporcionado en forma pura por Abbott stofatg

ries de North Chicago.

De esta manera, la identificacién de los picos separa-

dos, se logrd al relacionar los tiempos de retencidn obteni

dos en el andlisis cromatogrdfico de dicho estédndar de
rezas fig. 9,

impu
contra la retencidn relativa indica en orden

de elucidn en la tabla 1, para los mismos compuestos.

(TN M v v M MK
{\
5 i :
- |
‘ - i
- - . - . -
Ji;,xf} ¥J\fﬁj ‘% Lo S » /fﬁ —~—
.. 7.0 . 120 MIN_ 170 - '220 270

Pig. 9.  Crosatoyrama por CLAR en fase inversa, del est&ndar de Ery A (6) e impuresas, -

mostrando la separaciSo del Eritronblide B (1), 3-Micarosil EritronSlids B (2},

Trictilemina {3} Exy C (4), N-dcmetil Exry A {s); Aohidro de Zry A (7); Kxry B -
{8); Eunol-Eter de Ery A (9).



48

TABLA 1 <COMPARATIVA DE TIEMPOS DE RETENCION Y RETENCION REILATIVA DE IA ERITROMICINA Y
) SUS IMPUREZAS.

Compuesto Retencidn Tiempos de Reten-
Relativa cidén (min.)
1.- Eritronélido B (EB) 0.3 2.68
2.- 3-Micarosil Erferonslido B (MER) 0.4 3.10
3.~ Trietilamina (TEA) 0.5 5.62
bom= Eritrunlcln;n [+ (Exy ©) 0.7 6.92
S5.= N-Demetil Eritromicina A (DEA) 0.8 7.63
6.~ Eritromicina A (Exy &) 1.0 9.21
7.~ Anhfdro Eritromicina A (AA) 1.4 12.01
8.- Eritromicina B (Exy B) 1.6 . 14.14
9.- Enol Eter de Eritromicina A (EEA) 2.9 22.87

Comparativamente y con la ayuda en la proporcién guar-

- dada de los tiempos de retencién, el anadlisis de {a muestra
de Eritromicina Base fig. 10, nos permite observar que exis
te una pequefla porcidn de Eritromicina C, B y N-d;metll de
Eritromicina A, que no pueden ser aislados selectivamente -
en el proceso de extraccién al que la muestra es sometida -

en ‘el proceso de fébr!cacién.
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[

11
P IBES

tonitrilo puro) fig. 11,

Fig. 10. Cromatograma por CLAR en fase inversa, de la muestra de Eritromicina Base que
muestra la separacidn de Trietilamina (1}; Eritromicina ¢ (2); N-demetil; Eri-
tromicina A (3); Eritromicina A (4); Eritromicina B (5).

Sin embargo, la inyeccidn y andlisis del placebo (Ace-

nos permite deducir .en base a - los

tiempos de retencidn, que no existe interferencia por el pi

co detectado de Trietilamina. elemento que se encuentra pre
sente en la fase mévil para mantener a la columna en condi-
ciones &ptimas de andlisis, ni tampoco.existe interferencia

por algiin otro compuesto presente en el sistema de elucién,

o-incluso en la muestra misma.
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T
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[ 1.0 wa. 1.8 FX) 7.0

Fig. 11. Cromatograma por CLAR en fase iuversa, dc 1a inyeccién de Acetonitrilo puro
(placebo) para la determinacibn de posibles compuestos que interfieren com el
anflisis de la muestra. Trietilasina (1). B
Algunas de las ventajas que presenta una termimal de In-
teligencia Cromatografica utilizada., para facilidad en el
trabajo del analista, es el de permitir comparar en una mis
ma pantalla los cromatogramas realizados, tal y como se -

muestra en las figs. 12 y 13.
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Fig, 12, Cromatogramas por CIAR en fase y E de Imp {sG 509}, Estén-
dar de Eritromicina A2 {SG 508).
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Fig. 13. Ctuiltoqunu por CLAR en fase inversa, Estindar de Ery Al (5G 507) y Esténdar
de Ery A2 (SG 508). )
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Aunado a cada uno de estos cromatogramas, se obtiene
un reporte analitico de los pardmetros mds importantes por
identificar. A continuacidon se presenta uno de los reportes
cromatogrdficos obtenido durante la validacidn del método

analitico. Fig. 14.
#kakAhkk  PARAMETROS DEL METODO  wikkhiaks

METODO BASES: ANALISIS ERY. BASE
GRAFICA: SG507

MUESTRA: ANALISIS DE ERITROMICINA BASE
INJECCION NUMERO: 07

CORRIDA A: 19:43 ON: 87-08-33 INTERFACE NO: 1A

TLEMPO DE INICIO : 2.3
TIEMPO FINAL B 45.0
UMBRAL DE DETECCION : 10.00
ANCHURA MINIMA DE DETECCION : 11.0
UMBRAL DE AREA RECHAZADA : 500.0

| ®WAARARN  DPORCENTAJE AREA/ALTURA  WWk#Askas

PICO TIEMPO DE AREA DEL AREA ALTURA ALTURA
'NO. RETENCIOR PICO ¥4 DEL_PICOQ A
1 2,60 1 5018 0.711 873 7.279
2 3,33 1 2694 0,381 163 1.358
3 4.13 2 4931 0.698 149 1.247
4 5.23 3 44284 6.272 1484 12.378
7 8.43 2 15050 2.131 410 3.419
8 9.53 2 16912 2.395 509 4,247
9 11.90 5 607202 85.993 8080 67.410
11 17.30 1 770 0.109 15 0.122
13 20.43 1 3560 0.504 107 0,895
17 25.83 1 1182 0.167 a3 0.277
19 28.17 2 568 0.080 36 0.300
20 28.40 2 1781 0.252 46 0.384
© 25 33.77 1 510 0.072 23 0.190
26 . 34.90. 2 724 0.103 24 0.199
27 35,50 5 921 0.130 a5 0.295
15 PICOS: AREA TOTAL: 706107
ALTURA TOTAL: 11987

’ Fig. 14. Reporte de los parSsetros tdentificados, en el an8lisis de una muestra de Bri-
tromicina Bass.
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En el andlisis de una muestra, es necesario alimentar
a la terminal de inteligencia con las variables necesarias
gque permitan cuantificar los picos presentes en el cromato-
grama. A este proceso se le conoce como elaboracidén del Mé-
todo en la interfase de la computadora. El1 método utilizado

en la validaci8n es el gque a continuacidn se presenta en la
fig. 15.

hhkkand®  METODO BASES HRAARAARR

ANALISIS ERY. BASE

DATO ADQUISICION DE PARAMETROS
INTERFACE NUMERO

1
DATO CANAL A
DATO TIEMPO DE INICIO MINS. 2.3
DATO TIEMPO FINAL MINS. 27.0
UMBRAL DE DETECCION DE PICOS 10.00
ANCHURA DE PICO EN SEGUNDOS i1.0

DESPLIEGUE Y ALMACENAJE DE DATOS DURANTE LA CORRIDA ====Y
CRONOMETRAJE TABLA DE EVENTOS REQUERIDOS ~ee=-ee=—-w-.
MAS PAGINAS PARA EL PROCESO DE DATOS ==-wwseecmeeccecceomeeN
CALCULO DE PARAMETROS
. CALIBRACION FOR AREA/ALTURA
FACTOR DE SUPERFICIE A
UNIDADES DE CONCENTRACION 5
GENERACION DEL REPORTE
POR CIENTO AREA/ALTURA
POR- CIENTO NORMALIZADO
ESTANDAR EXTERNO
ESTANDAR INTERRO
REPORTE AGRUPADO

VENTANA DE TIEMPOS DE RETENCION

ZZBES

. 'PORCENTAJE 5
SERALADOS - =5
EVENTO NO. TIENPO CODIGO DEL_EVENTO

1 0.10 2
2 0.20 10
3 17.00 17
4 22.00 19
5 . 27.00 17

Fig. 15, WEtodo Bases: - Whtodo utilizado para la interfase de la terminal de Lnteligen=
- cla (Perkin-Elmer) an la cuantificacisn ca
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DATOS SALVADOS

ARCHIVO DE - GRAFICAS Y

ARCHIVO DE REPORTES N

IMPRESION DE GRAFICAS Y
NUMERC DE CORRIDAS 2
CANAL A
PROTECCION COMFLETA DE LA ESCALA mv —w=——=——r——=— 1000
RECHAZO DE AREA 500
PREF1JO DEL REFORTE AS101
IMPRESION DE LA GRAFICA MIN/PAGINA ~evemcecmwcec—eci(
FACTOR DE LA ESCALA VERTICAL 16

8.3 Exactitud.

La altura de los picos de la Eritromicina A, B y. C.
fueron utilizados para calcular la potencia bioequivalente,

de las muestras (Ver anexo 1)}.

El objet.o del cdlculo de dicha potencia, se debe a2 la
necesidad de conocer en la muestra, el valor de la actividad
microbiolégica y la proporcidn con la que participa cada -
uno ‘de los componentes. De esta manera y relacionando la po
tencia bioequivalente adicionada con la potencia bioequiva-
lente recuperada, se generan los datos reportados en la ta-
bla Il y, que permiten evaluar la exactitud del método, al -

plantear la siguiente hipdtesis (férmulas de cdlculo anexo 2).

Ho A = 100%
Ha & # 100%

Utilizando como estadigrafo de contraste la prueba "t
de'fst.ud'ent. con un nivel de significanciae = 0.05 y 17 -
‘grados d-e‘libertad. se obtuvo que: t .tablas = 2.1098

» t calc = 0.73

st calc &£ t tabs
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Debido a que t de tablas fue mayor a la de cdlculo: Se con-
sidera al mé&todo, exacto dentro de un limite de confianza
para un conjunto de muestras de un estudio similar, gque va
del 101.56 al 99.24%.

En la siguiente tabla, se muestran los resultados obte
nidos de la relacidn de potencia biocequivalente adicionada,
entre la potencia biocequivalente recuperada por lpo.rpara -
- ¢l cdlculo de la Exactitud, Precisidn y Linealidad del méto
do analltico.

TABLA I1 RESULTADOS DEL % DE RECOBRO DE UN ANALISTA EN UN MISMO DIA.

¢ ANADIDO - % ENCONTRADO % RECUPERACION
20.0% 20.6% 103.2%
20.0% 20.4% 101.8%
20.0% 20.9% 104.5%
50.0% 51.9% 103.8%
50.0% 49.8% 99.6%
50.0% 50.4% - 100.8%
90.0% 89.1% 99.0%
30.0% 91.0% 101.1%
90.0%¢ 87.1% ° . 96.8%
100.0¢ 100.0% 100.0%
100.0% 96.7% 96.7%
100.0% 98.8% 98.8%
110.0% 111.85 . 101.6%
110.0% 108.1% 98.3%
110.0% 106.7% 97.0%
120.0% - 122.6% 102.2%
120.0% 121.6% 101.3%
120.0% - 119.8% 99.8%
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8.4 Precisidn.

La precisién del método se evalud a través de £% plan-
teando la siguiente hipdtesis de trabajo:
Ho ¢ 3%
Ha » 3%

Considerando a 27 como estadigrafo de contraste con -
un e<.= 0.05 como nivel de significancia y 17 g.1., se obtu-
vo que:

X2 tabs = 27.59
X3 calc = 10.25

. 42calc € K2tabs.

Por lo anterior, se considera al mé&todo preciso dentro

" de un rango de variacidn que va desde 1.75 a 3.49, como pro

medio midximo de la desviacidn estdndar{o).

8.5 Linealidad.

Al inicio del estudio, se manejd un rango de concentra

cidn de ‘principio active, del 20% al 200% para el célculo

b‘de la‘llnealidaq. fig. 16. Sin embargo, los resultados per-

mitieron dilucidar que el método es lineal en un rango de -

concentracién menor al inictalmente propuesto.
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b
tmg)  10.0
recuperados
7.5 1
5.0
2.5 P
P
o
P
”
L/
b = 0.37 ——
o 2.5 5.0 7.5 10.0
. (mg) aRadidos
Fig. 16. Grifica de Linealidad del sétodo analitico, en el rango de concentracién que

va del 20 al 200% de concentracién del principio activo {rango de - concentra-
cién no lineal). .
recta ideal

==— -~ recta rea}l

Dicho rango que va del 20 al 120% de concentracién del

.principio activo (ver tabla 11), dio una serie de resulta-

dos, que inician con una ordenada al origen de:

A = 0.029920.03

De la cual al hacer su cdlculo inferencial se planted

la siguiente prueba de hipdtesis:

Ho : Ao = 0
Ha : A #0

"Utilizando como estadfgrafo de contraste a la "t" de -

"student con el nivel de significancia caracteristico e =0,05
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y 17 grados de libertad, obteniéndose:
t tabs = 2.1199

t calc = 0.1873

.. t calc < tabs.

Con la aceptacién de la prueba de hipdtesis., se consi-

.dera a la ordenada al origen précticamente igual con cero.

El valor de la pendiente, fue el siguiente resultado -

que se sometid al cllculo inferencial.
B = 0.9908

De este valor, parte la prueba de hipdtesis que se re-

presenta de la siguiente manera:

Ha : B # 1

Nuevamente y basados en la prueba de "t" de student, -

con un == 0.05.y 17 grados de libertad. se obtuvo:

t-tabs = 2.1199
t calc = -0.9962

..t calc < tabs.

Resultados que acreditan a la pendiente, con un valor

igual a uno, y que permiten catalogar el método como - 1i-
neal, fig. 17.
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{mg) io.o0p
recuperados
7.5
m = 0.9508
5.0
2.5
b= 0,03
o 2.5 5.0 7.5 | 10.0

. (mg) afiadidos

Fig. 17, Gréfica de linealidad del método analftico en el rango de concentracibn, que -
wva del 20 al 1208 de concentracién de principio activo’ (rango de concentracién
1lineal}.

La linealidad del método anallftico, es posible de eva-
luar con un para@metro denominado coeficiente de correlacian,

el cual mide el grado de asociacidn entre las dos variables.
El ' resultado del coeficiente de correlaclén es:
‘ r = 0.9983
Resultado que nos indica una asociacidn directa de am-

bas variables como funcién de la concentraciénm.

En la tabla I1I, se determina la ecuacidn corregid& ‘y_'
10s mg reales. recuperados para el método por Cromatograflfa

- .de Liquidos de la Eritromicina Base activa.
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TABLA III ECUACTON CORREGIDA PARA LA DETERMINACION DE LA CONCENTRACLON REAL DE ERITROMI-
CINA BASE ACTIVA RECUPERADA.

mg. afadidos (Xi) 9= 0.9908 + 0.03 mg. recuperados
1.0 1.02
2.5 - 2.51
4.5 . 4.49
5.0 4.98
5.5 ) 5.48
6.0 5.97
Los cllculos y rangos de aceptacisn para la det &n de l1a al origen, pen==

diente y coeficiente de correlaciSn, se encuentran en el Anexo 3.

8.6 Sensijtividad.

El valor de 14.3 obtenido en el cdlculo de este paréme
tro (ver anexo 3), indica que el método es capaz de detec-
tar variaciones de por 10 menos 1 mg. de Eritromicina Base

activa en la muestra.
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8.7 Repetibilidad y Reproducibilidad.

El cdlculo de la repetibilidad y reproducibilidad, eri

terios utilizados como complemento.en la determinacidn de -

la precisiﬁn del sistema, se desarrolla a partir de los da-

tos de la tabla IV, generados por dos analistas, en dos di-

ferentes dias.

TABLA 1V RESCLTADO DEL s DE RECOBROC DE UN WISNO LOTE DE ERITROMICINA, POR DOS QUIMICOS
ARALISTAS EN DOS DIAS DISTINTOS.

Anaslista 1

Analista 2

103.2 100.0
101.8 96.7
104.5 98.8
103.8 101.6
Dia 1 99.6 = 910.6 98.3 = 904.2
100.8 97.0
99.0 102.2
101.6 101.3 L= 2
96.8 99.8 P -2
97.7 98.9 k=9
99.0 101.2
103.7 99.9
pia 2 |10s5.7 = 895.7 | 98.3 = 894.1
101.8 99 .4 ’
101.3 100.2
100.8 98,8
97.0 98.5
97.2 98.9 Y... = 3604.6

Yi..=1806.3

¥2..=1798.3
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El uso del Andlisis de Varianza como herramienta esta-
distica (ver tabla de cdlculo Anexo 4) permite establecer,
en base al cdlculo del estadigrafo de contraste F, si exis-
te o no efecto en los resultados de un andlisis. Que puedan

ser causados por el dia, o bien por el analista que ejecuta

el estudio.

A continuacidn, se muestran ios resultados numéricos -
obtenidos en la tabla de ANADEVA generada a partir de los -

datos recopilados en la Tabla V.

TABLA V TABLA DE ANADEVA.

G.1. s.C. M.C. F calc. F tabl.

Analista 1 1.78 1.78 0.2 18.5
Dia 2 18.90 9.0 1.8 3.3
Error 32 160.13 5.0 - -

Como resultados, se obrtuvec para el efecto por analista:
F calc = 0.2
F tab = 18.5
~. F calc ¢ F tabs.
.para el dfa, se obtuvo:
F calc = 1.8
F tabs = 3.3

.. F calc < F tabs.
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Por tales motivos, se considera que no existe efecto -
sobre los reéultados. atribuido a algunos de estos paréame-
tros. ‘Considerando, que si existe diferencia entre los re-
sultados, son debidos al error experimental inherente al mé-

todo.

El cdlculo de la esperanza de la media cuadritica (Ver
anexo S}, afina los resultados obtenidos por el andlisis de
varianza, al determinar los siguientes postulados cuantita-
tivos, acerca del analista, del dia y de los errores siste-

miéticos del método.

- El rengo de variacién mdxime permisible entre los
promedios de dos o mds grupos de determinaciones realizadas
por un analilsta en el mismo dia, y bajo las mismas condicio
nes de operacidn, no deberd ser mayor al 2.6%. (Repetibili-
dad).

- Este mismo valor de 2.6%, no deberd ser excedido en
el promedio de las determinaciones realizadas por diferen-

tes analistas., en dias distintos. (Reproducibilidad).

- Para las determinaciones individuales, realizadas -
por un mismo analista el mismo dia. no deberdn ser mayores

al 9%, entre una muestra y su duplicado. (Repetibilidad).

De los postulados antes mencionados, se puede concluir
que los 1fmites de recobro para repetibilidad y reproducibi

lidad, se definen de la siguiente manera:



- Intervalo de confianza para el promedio de recobros
de un analista en un misme dia (Repetibilidad)

- Intervalo de confianza para el promedioc de recobros de
cualquier analista (Reproducibilidad inter dfg-analista)

- lntervalo de confianza para el promedio de recobros de

un analista en cualquier dia {(Reproducibilidad inter=
. analista) .

1s

LS
11

1S
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= 105%
= 952

= 103%

= 97%

= 108%

= 92%
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9. CONCLUSIONES

En consideraci6én al objetivo planteado al inicio de es
‘Le ;rabajo. resulta evidente que el proposito de estudio de
seado se cumplid satisfactoriamente. Ya que gracias a los
resultados obtenidos, se considera al método analftico im-
plementado para la determinacidn de la Eritromicina Base y
sus Impurezas como un método exacto, preciso, lineal, sensi
ble y capaz de diferenciar a la Eritromicina A (componente
de mayor actividad microbioldgica) de las impurezas encon-

tradas en la muestra.

A pesar de que se encontrd que el método analitico es
lineal en un rango de concentracidén menor al considerado
al inicio del estudio, no representa dificultad alguna, de-
bido a que las determinaciones para la Eritromicina Base en
muestras de rutina, se encuentran en una concentracidn cer-
cana a los 5 mg/ml, que equivale al 100% del principio ac

tivo.

Por todo lo anterior se considera al método analftico,
apropjado para ser usado en forma rutinaria en el laborato-
rio 'con.el fin de obtener datos, que permitan aumentar los
rendimientos de la Eritromicina A durante la produccidn, e

informacidn' que indique la calidad. potencia y seguridad
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del producto, mediante la wmanipulacidn, orientacidédn y con-
trol de los parametros fisico-quimicos del proceso fermenta
tivo para disminuir a futuro las determinaciones microbiolg

- gicas realizadas al producto.
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10. RECOMENDACIONES

Considerando las caracteristicas del equipo, y las 1li-
mitaciones que el método analftico presenta, es necesario -
enumerar algunas recomendaciones con el fin de asegurar adn
mas la reproducibilidad y confiabilidad de resultados obte-
nidos en andlisis rutinarios de muestras de Eritromicina Ba-

se en el laboratorio.

- Al hacer la inyeccidén de la muestra en forma manual o
con la ayuda del automuestreador, es recomendable completar
el andlisis de una u otra forma, sin intercalar la inyeccién
mﬁnual con la automdtica. La razén de esta limitante es de-
bido a que se encontrd una diferencia del 10% a favor de -

los resultados obtenidos por la inyeccidn automitica.

- Debe ser implementado el uso de un estdndar interno
para minimizar los errores debidos a la preparacion de la
muestra, técnica y equipo. Ya que el automuestreador permi-
te cierto grado de confianza en base a la repetibilidad del
sistema pero no disminuye el error por efecto de pesqda en

el analista.

- Bl uso de una precolumna para proteger tanto a la co
lumna, como al Cromatografo de LIquidos de posibles particu

'las insolubles presentes en la muestra.

- Hacer un estudio de correlacién de los resultados ob-
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tenidos en el andlisis microbioldgico y por CLAR de la po-

tencia biolégica de la Eritromicina Base, con el fin de co-
nocer el % de diferencia entre los resultados de uno'y otro

método. Repetirlo hasta lograr una diferencia menor o . igual
al 3%.

- E1 uso de una misma columna para la determinacidn de

Eritromicina Base, sin inyectar muestras de Salt, caldo ri-

co o pobre del proceso de fermentacidn,es otra de las re-

comendaciones a seguir, con objeto de proporcionarle un ma-

yor tiempo de vida {itil a la columna. El uso de una columna
para cada tipo de andlisis, beneficiard substancialmente su
vida Gtil.
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" ANEXO 1

CALCULO.DE LA CONFIABILIDAD DEL SISTEMA

Altura en mm de Std Ery Aa x (mg de Std Ery A2 )

Altura en mm de Std Ery Az {mg de Std Ery A1)

Rango de Repetibilidad 0.98 - 1.02. Si esta precisidén no -
se obtiene, continuar la inyeccidn hasta conseguir la dupli
cidad del sistema, tras dos inyecciones consecutivas del Es
tdndar de Eritromicina A1 y 2, en una atenuacidn programada

de 62.48 mv. (Cdlculos de potencia en la misma atenuacidn).

CALCULO DE LA RESOLUGION %

Realizar el cdlculo del factor de Resolucidn R, entre los -
picos de Eritromicina A y Eritromjicina C. Este factor no--

debe ser menor de 1.2 de acuerdo a la siguiente férmula.

o
R = 2 (ta - tc
Wa + Wc

De donde ta = Tiempo de retencidn en min. de Ery A
tc = Tiempo de retencidn en min. de Ery C
Wa = Base del pico de Ery A en minutos

Wc = Base del pico de Ery C en minutos.

El célculo de la resolucidn, se realizard a una atenuacibn,
de 31.24 mv.
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CALCULO DE LA POTENCIA BIOCEQUIVALENTE DE LA ERITROMICINA.

En primer 1lugar, se calculd el porcentaje con el que se en-
cuentra participando la Eritromicina A B y C en la muestra,
para posteriormente obtener el valor de la Potencia Biocequi
valente (PB) multiplicando dichos porcentajes, por los valo
res con que activamente participan inhi{biendo el crecimien-

to del microorganismo de prueba en el método microbiolagico.

% A = Altura de} pico Bry A on stra , , Peso Std. Ery Al (mg) , Peso Std Ery A2 (mg)

Peso de 1a muestra (mg) Altura {mm) St. Ery Al Altura (mm) St. Ery A2
x Pureza del
Estindar (V)
AB= Alturs pico Ery B en mtra. (mm) x Peso dei St. (mg) x 100
Altura {mm) Std pico Ery B Peso de la muestra (mg)
+ ¢ = Altura pico Ery C en mtra ) x Peso del St (mg) x 100
Altura (sm) Std. pico Ery C Peso de la mtra {mg)

La determinacidn de altura en mm, para los estdndares de -
Ery By C, se realizardn en el cromatograma del estdndar de

impurezas.

PB = 10%A + 7.5%B + 3.9%C
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ANEXO 2

CALCULO DE LA EXACTITUD

Ho : A =.100%
Ha : & # 100%

X - 4

t calc =
s/

t tabl g:1. = n-1
- = 0.05

‘CRITERIO DE ACEPTACION

t calc€ t tab

) l--?— t calc. -?

<. 81 se cumple lo anterior el método se considera exacto.

LIMITES DE CONFIANZA

- L s/ T

=
1+




CALCULO DE LA PRECISION

Ho 0 ¢ 3%

Ha 0> 3%

e _ (n-1) s2
X C_alc' T e 2

A tabd g.l. = n-1
- = 0.05

CRITERIO. DE ACEPTACION

42 calcg 42 tab.

£ 1 - % gcalc. 7 B

Si-se cumple lo anterior el método se considera preciso,

LIMITES DE CONFIANZA

(n-1) s? (n-1) &
Jreas O e

* 'NOTA:. AGn para G'= 28, ‘o1 sktodo es preciso; 42 cal = 23,07



ANEXO 3

CALCULO DE:
Ordenada al Origen Pendiente
A= £2Y) (3X2) - (X ) (EXY) g=2 (EXY) - (£X) (LY)
n (£X2) - (LX)? n (EX?) - (¥X )2
De donde:
£X = 73.50 LY - 73.36 EXY = 355.16
IX2 = 356.25 LY?2 = 354.17 ZXY? = 9816.69
(EX9) = 5402.25 (LY? = 5381.69
Sx = 1.82
A = 0.0299 = 0.03 B = 0.9908
ECUACION DE LA RECTA CORREGIDA
¥ = A« BX
Y = 0.03 + 0.9908 X
INFERENCIA PARA "A"
Ho : Ao = 0O
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t calc = A_- Ao
i2
s Y/X £EXi —_—
Jdx1 - X)%n
t tab . g.l. = n-1
o = 0.05
Tl - F 't cal. Tt g

CRITERIO DE ACEPTACION

t calc £ t tab

Si se cumple lo anterior, el método se considera con una ogr

denada al origen igual con cero.

INTERVALO DE CONFIANZA

Arc= . § gy EXy

In Crxg - 0

ERENCIA_

'Hu‘:bafl
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t calc = (B - Bo ) Sx dn - 1
S y/x
t tab = g.l.=n-1
w =0,05

v 1-% ¢t calc t ==

CRITERIO DE ACEPTACION
t caleg t tab

Si se cumple lo anterior, el método se considera con una -

pendiente igual con uno.
LIMITES DE CONFIANZA

Bt ¢ iz S Y/%
soe= o S VWE
‘ Sx ln-1

CALCULO DE 1A SENSITIVIDAD




76

ERROR TIPICO DE ESTIMACION

S y/x = ] (£Y2) - ( AP Y} -8B (¥XY)
- n

ERROR TIPICO DE ESTIMACION MODIFICADA

Y/X = . S yrx
l o -

CRITERIO DE ACEPTACION

wy

rf —-.O(V

" Si lo anterior se cumple., y el valor de sedsitividad tiende
a infinito, el método es capaz de detectar variaciones en -

la concentracién del principio activo menores a 1 mg.
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ANEXO 4

TABLA DE ANADEVA

g.1. S.C. T M. F calc F tab,
- 2 2
- ANALISTA -1 h o SITRURS G IV 8¢ An/ (1-1) M.CAn/MCpfa gl §
* PeTY .

Y vl | zvd. 2
. DIA 13-4) - s SCpta/ (43-4) HpLa/MC glie =

) 3 -1K N 32

ERROR K-1091 LrSYijk - Y. SCe/(K-1} 44
K

CRITERIO DE ACEPTACION

81 F cale. F mam. Hay efecto del parfmetro de estudio.

S1 F cale. F TaB. Las diferencias son debidas al error experisental.
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ANEXO 5§

ESPERANZA CUADRATICA

. A X M
M = 1.78=G2 K(13) + G2DI() + O A= GPK(1l) +KO2 D3 + ke ks
Di(1}2 = .90 = G2 K(if) + G 2 () = Gukip + kG203

K(43) = 5.0 = GZ kidd
Despejando:
Para el error 6:_2 = 5.0
Para’ el dia gy = 2020 x 0,04

“Para el analista G2AL = 1:20 290, _ g4
18

itica del dia, igual a la del analista.

Variaciones {ndividuales:

B s T aee

.
Variscionas por dia y por analista: l!(’bj(l) a 4 jo.« - 2.68

* Se utilizs el valor de la esperanza cuadritica del efecto por dia, en ia Esperanta =
. cuadritica del analista, debido al valor on este X0,
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LIMITES DE CONFIANZA PARA REPETIBILIDAD Y REPRODUCIBILIDAD

E1gk
Repet ibilidaa 1008 Recobro & ¢ 32 g.l. x Jod
. piti)
Reproducibilidad 1008 Recobro* L2 g.1. M Io-zn;u)
inter dia-analista
A1)
Reproducibliidad 1008 Recobro= L1 gu1. x 46

internalista
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