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INTRODUCCTION:

En el pais la Inveatigacidn Tecnolégica enfocada a la GQuimica
Analitica ofrece una gama de oportunidades que fluctian desde
actividades como son: operaciones de control de  calidad '
caracterizacién de sustancias ,asi como actividades de apoyo a 1la
investigacion tanto bésica come aplicada. En México uno de los centros
mhs importantes en donde se efectia este tipo de investigacién es el
Laboratorio (entral de la Direccién General de Aduanas. En este lugar
con el propésito de proteger el crédito fiscal al momento de 1la
importacién de productos al pais , la Legislacién Aduanera en vigor,
requiere la préctica de Analisis Cuantltative y Cualitative para
detemM las caracteristicas esenciales de la mercancia importada ,
precisando su clasificacién en la Tarifa General de Impuestos de
Importacién . Manifesténdose la importancia de contar con esténdares
que nos permitan poder evaluar la presencia y el contenido de los
Principales componentes de los productos de importacién . Por ésta
razén fue necesario realizar el estudio de un producto que presentaba
problemas en cuanto a su declaracién arancelaria. El producto es una
vremezcla alimenticla para vacunos y ovinos que estd constituida por
5% de un antibistico llamado Avoparcina y otyros componentes entre los
que se encuentran fibras de gsoya , ceras de origen natural y
comgpuestos inorgénicos,

No existiendo un esténdar de Avoparcina con el cual realizar la
ocomparacién vy cuantificacién del antibiético de las  premezclas

importadas fue necesaric recopilar la informacién bibliografica



relativa a avoparcina, preparar una muestra de referencia a partir de
una forimlacién comercial, aislar €l antibidético , identificarlo
espectroscépicamente y evaluar la purezav del extracto obtenido y
posteriormente cuantificar el contenide de Avoparcina de las
rremezclas alimenticias comerciales.

Para darle mayor vAlidez al trabajo analitico realizado como el
fundamentar el concepto tedrico sobre métodos de cuantificaciéon por
estandarizacién interna, fué necesario establecer un estudlo de .
proporcionatlidad  de los antibiéticos utilizados & las mismas
condicones cromatograficas, y asi poder aclarar en parte las dudas que
dejara el utilizar estandares intermos gue no tienen exactamente la
misma estructura quimica. El poder determinar el contenido del
antibidtico en la premezcla alimenticia fue un trabajo due ayudo al
Laboratorioc Central de la Secretaria de Hacienda y Crédito Pablico a
resolver el problema Analitico - Arancelario, como a su vez permité
ser material de apoyo para cursos académicos del area de la GQuimica
Analitica......




OBJETIVOS:

1.0

4.0

Recopilar toda la informacidén existente hasta el momento relativa

a Avoparcina.

Separar de las premezclas la Avoparcina contenida en ellas
utilizando para ello 1la cromatografia en capa fina v

posteriormente utilizarlo como esténdar secundario.

Identificar por métodos espectroscdpicos come son espectroscopia

de U.V. e I.R. y espectrometria de masas a la Avoparcina.
Evaluar la pureza del extracto obtenido (esténdar secundario).
Cuantificar el contenido de Avoparcina en premezclas alimenticias
comerciales mediante Cromatografia de Liquidos de Alta

Resolucion.

Realizar la validacién del método de cuantificacidn de Avoparcina

en premezclas alimenticias.



CAPITULG 1
1.} GENERALIDADES

La Avoparcina es un antibidético glucopéptido producido mediante
fermentacién por una cepa de Streptomyvces candidus , bacterias
que tienen actividad sobre una serie de organismos Gram (+) . La
Avoparcina es un miembro de la familia glicopeptidica de antibiéticos
como Vancomicina, Actinoidina, Ristocetina y Ristomicina (15}.

El descubrimiento de la estructura de avoparcina, fue realizado por
Me.Gahren, Martin, Ellestad y Holker, de la Divisién de Investigacién
de 1la Compaiiia Cyanamid en 1879 , mediante un sistema de incubacién
in vitro del liquido del rumen en condiciones anaerdbicas en el que
se observaron cambios en la produccién de &cidos grasos volatiles de
cadena corta; asi mismo obtuvieron datos que mestran que 1a
estructura para ¥ son idénticas excepto por la ausencia de la
mitad de un azicar (ristosamina). Estudios posteriores in vitro e in
vivo han demostrado que la avoparcina disminuye 1la relacitn
acetatoipropionato en el rumen y mejora la ganancia de peso y la
eficiencia alimenticia en vacunos alimentados en corrales de engorda y
en vacunos Yy ovinos en  pastoreo (24).

Otro  antibiético glucopéptide como €3 la vancomicina, se
descubrié en 1969,y no fue aino 20 afios después en Cambridge, cuando
Williams et al.(15), identificaron su estructura mediante estudios de
cristalografia de rayos X junto con estudios de resonancia proténica y
de carbono -13 efectuados a una vancomicina obtenida por ellos.



Los fragmentos obtenidos por degradacidn de la aglicona de
Vancomicina como son el eter de trifenilo y las mitades de los
bifenilos, apoyaron la estructura propuesta.

FIG.1. ESTRUCTURA DE VANCOMICINA.

Vancomicina R=NH
2

Por lo que respecta a la avoparcina, Mc Gahren, et al (15).
reportaron su estructura (pag. 10) después de realizar degradaciones
alcalinas de la misma y de su aglicona, obteniendo los fragmentos I
v Ia (Fig. 2), mismos que correspenden al éter de diclorotrifenilo
alslado por Williams a partir de la vancomicina .

FIG. 2 Fragmentos I y Ia.

I R= CH3
IaR=CH



Después de estos fragmentos prosiguieron la degradacién alcalina
obtaniendo  diferentes fragmentos , derivados bifenflicos y trifemil

é&teres con diferentes substituyentes que permitieron asignar un origen

comin para todos los grupos.(15)

FIGURA 3 . ESTRUCTURA COMUN PARA LOS ANTIBIOTICOS GLUCOPEPTIDOS .

ST AT

Utilizaron el witode de Edman (15), en la avoparcina y obtuvieron
los fragmentos VIII, IX, X, XI, XII y XIII siguientes:

FIGURA 4. FRAGMENTOS Viil,IX.

vitli Re ¥
Ix R=OR



FIG, 5 Fragmentos X,XI,XII y XIII

e/
g \-4 3%] Ry
S 1
& Nou

X R1=CH3, R2=H, R3=H

X1 R1=CH3,R2=OH ,R3=H

.XII Ri= H, R2= H, R3= Cl

XIITR=H, R=H, R=H
1 2 3

Los fragmentos XII y XIII se obtuvieron en una proporcién de 4:1 , 1lo
cual sianificé que el isdmero mayoritario beta contiene
hidroxifenilglicina clorada a diferencia del isémero alfa que tiene
hidroxifenilglicina .

En los pasos que llevaron a cabo para determinar los grupos
fen6licos libres de avoparcina descubrieron que el grupo fenflico de
la clorofenilglicina se encuentra libre; ademds supusieron que el
componente menor - de la mezcla de aglicona mencionada, ocontiene
p-hidroxifenilalicina en lugar del correspondiente cloroaminofcido del

componente mayoritario.

12



Por otra parte , tembién se obtuvieron resultados relativos a
los car'bohidra’oog que forman parte de la estructura de avoparcina ,
los cuales son: glucosa, manosa y ramosa; precisando adem&s que la
glucosa es el tnlico azucar no terminal que estd unido glicosidicamente
a otro azucar a través del grupo hidroxilo del carbono 2.

Al rrecisar la secuencia de péptidos en la cadena principal , asi
como los enlaces entre los aztcares constitutivos , se asignd 1la
estructura total de <y Fad avoparcina, misma que resultd myy similar a
la reportada para vancomicina, lo cual sugiere un mismo origen
biogenético (15).

13



1.2 ESTRUCTURA DE AVOPARCINAS o< Y B.
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1.3 COMPONENTES MENORES DE AYOPARCINA

Siendo el producto comercial “Avoparcina™ un complejo de

antibidticos compuesto mayoritariamente por Beta y alfa avoparcina, se

han determinado las estructuras para otros componentes minoritarios

com las determinadas por Me. Gahren et al. (15).

1.~ Deristosaminil -oc- avoparcina:

R =H

Rl =O-f-D—glucosa (17}

R = O-=- L - ristosamina (14)
Ri = O-=- D - manosa (16)

R4 = O~ «- L - ramosa (15)

2.~ Deristesaminil -p- avoparcina:

R ,R ,R yR = al caso 1 anterior
3 4

3.- D~ Galactosil—F—- Avoparcina:
B, R, R, R = al caso 2 anterior
2 3

R =0-2 -L - (ristosaminil)- O—P-D- glucosa (13)
1

R = O-«-D - galactosa (8)
5



4.~~~ Avoparcina:
R, R, R, R, R = al caso 1 anterior
2 3 4 &
R = 0-2-L-(ristosaminil)-O- F—D—glucosa (13)
1

5.~ ‘6- Avoparcina:

R, R, R, R, R = al caso 2 anterior
2 3 4 5

R = (13)

1

6. epl-oc~ avoparcina:

R, R, R, R, R, R = al caso 4 anterior
1 2 3 4 5

T.~ epi—ﬁ ~ avoparcina:

R, R,R,R, R, R = al caso 5 anterior
1 2 3 4 5

8.- § - avoparcina:

R, R, R, R, R = al caso 5 anterior
1 2 4 5

R =H
3



FIGURA 7 @ . ESTRUCTURA DE COMPONENTES MENORES DE AVOPARCINA.
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1.4 PROEIEDADES DE LA AVOPARCINA

La Avoparcina es un antibidtico glucopéptido que tiene actividad
antibacterial scbre bacterias Gram (+) y cuya féormula condensada es:
Avoparcina s c H N C1l
89 101 9
Avoparcina 13 a9 HIOO NQCJ.2

Peso molecular aproximado Avoparcina o< = 1330
Peso molecular aproximado Avoparcina f3 = 1364
Pertenece al grupo : gluccpéptido.
Producido por ¢ 5. candidus NRRL 3218.
Sinénimos de Avoparcina: CL 81 588

LL AV-290

C-254

CL 221,006
Y Avotan que es el nombre comercial mas conocido en Buropa.
Propiedades fisicas:
Polvo blanco amorfo, higroscdpico, punto de fusidn no bien definido.
Soluble en zgua, dimetilformamida, dimetilsiloxsno y moderadamente
soluble en metanol.
Uso: Antibacterial y promotor de crecimiento.
El compuesto se comercializa como antibidtico estimalante del
crecimiento en rumiantes en una premezcla al 5%. DiL50 rata, ratém,
polle = mayor de 10 000 mg/Kg oral (24).
ESTRUCTURA: (ver pag 14 ).

18



1.5 EPIMERIZACION Y. ESTEREOSUIMIGA LE AVOFARCINA

é. A. Ellestad, W. Swenson y W.J., Mc Gahren de la Divisién de
Investigacién de los laboratorios Cyanamid publicaron en 1983 (19)

sus estudios sobre epimerizacidén y estereoquimica de Avoparcina, sus
observaciones indican que a pH menores de 4, existe un incremento en
la cantidad de compuestos deristosaminil presentes. asi como también
se obtienen vancomicina modificada (CDP-I) v manosil aglicona de
avoparcina. En lo que respecta a pH basico, la avoparcina comienza a
perder amoniaco, supusieron que estec ocurre debido a una ristosamina
bencilica. Por consiguiente el rango de pH de mixima estabilidad se
encuentra entre 4-8, pero disminuye la actividad antibacteriana con
el tiempo (19).

Cuando la f‘l- avoparcina es calentada a 7500 a pH 7.0 por 18
horas , el resultado es un equilibrioc constituido de 30% de P -
avoparcina y 70% de un diasterebmero Epi- f‘a—avopamina {14)jen otras
palabras para cada componente de avoparcina estd su correspondiente

Epi-avoparcina .

A continuacién se presentan datos obtenidos por Mc. Gahren et al
(19), sobre la epimerizacién llevada a cabo en la Avoparcina, mediante
hidrdlisis y determinacién por CLAR.



TABLA 1
Resultados de la epimerizacién de los componentes de

Avoparcina.

Componente UV (area X) TR
=~ Avoparcina 2.3:1 1.681
ﬁ- Avoparcina 2.9:1 1.41

Galactosil-=~~ Avopar. 2.0:1 1.51

Manosil aglicona de 2.1:1 1.31
Avoparcina

Manosil aglicona de 2.3:1 1.51
Avoparcina

o ~CDP-1 avoparcina 1.3:1 1.41

>=-CDP-1I avoparcina 1.5:1 1.4

& —Avoparcina 0.9:1 0.81
Deristosaminil - - 0.9:1 0.91
avoparcina

En el caso de los primercs siete componemtes, cada uno tiene
dependencia del aztcar " manosa v, Presentando tiempos de retencidn
similares. La ausencia de manosa en E-avoparcina cambié marcadamente
ambos resultados (19).

Aparentemente es necesaria la presencia del amicar manosa para
la extra estabilidad del diasteredmero bajo condiciones de
equilibrioc,

Mc., Gahren et al ,determinaron que la deristosaminil E-
avoparcina es impureza de la )@ -avoparcina. Para poder establecer la
rotacién especifica de la avoparcina, trabajaron ocon aminoécidos N-
terminales de la avoparcina y de acuerdo con la resocién de Edwan
(19) usando condiciones esténdar , obtuvieron que la tiohidantoina



resultante fue opticamente inactiva. Apoyandose en el método de
Lomakina et al. en algunos casos recobraron cristales de N metil-p-
hidroxifenilglicina de F—avopazci.na que tiene rotacién especifica
negativa en agua . Consecuentemente la configuracién del aminoécido
terminal en Avoparcina es R como también en Vancomicina y Ristocetina
que poseen una estructura similar. La avoparcina fue epimerizada ¥
el miamo procedimiento fue aplicado al aislamiento del aminoécido
terminal del complejo epimerizado. .

De este compuesto se alslaron también la p- hidroxifenilglicina
de -avoparcina y mcloro-p- hidroxifenilglicina de f-avoparcina. Bajo
eatas condiciones el aislamiento de la N-metil-p-hidroxifenilglicina
exhibié® una rotacién especifica positiva en agua .

De esta formm Gahren et al. confirmeron su postulado sobre la
epimerizacita " Estos tipos de compuestos cuando estén
conpletapente protonados no son epimerizados”.

Convert et al., basados en los datos obtenidos por sus estuadios
en RN proténica y en las interacciones de los péptidos de
antibidticos de esta familia , postularon la teoria de un enlace
hidrofSbico en agrupamiento al péptido del garupo carboxilato.

En su punto de vista la reaccidém inicial ea entre el grupo N-
motilo del sustituyente grupo amino del antibidtico protomado y el
anitn carboxilato forméndose una bolsa con paredes hidrofébicas. El
resto del antibiético proporciona oonsecuentemente interaociones de
enlace oon otras porcicnes del péptido, dandose asfi un aumento de la

21



especiﬁcidad del antibidtico. (19) Nombraron a las etapas:
a) I[nteraccion carga-carga.

b) Cambio conformacional.

¢) Formaicién de la bolsa hidrofobica.

d) Complementaridad de sitios enlazantes. (enzima-sustrato).

Finalmente Mc Gahren et al. concluyeron que la E-avoparcina
tiene muy poca actividad como antibidtico sobre organismos Gram (+),
consecuentemente el péptido Ac-D-Ala no debe ser enlazado por un
epimero de avoparcina (19).

Aunque esto continda en estudio en la Universidad de Yale, 1la
Epiavoparcina es un diasteredmero que se presenta 1 a 2 veces menos

active que % - Avoparcina contra organismos Gram positivos .

22



FIG. 8 ESTRUCTURA DE LA ESTERECGQUIMICA DE ERI-AVOPAKWCINA

OH

Avoparcina =, R = H

Avoparcina fq R=0C1
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CAPITULO 2

2.1 FUNDAMENTCS DE TECNICAS ANALITICAS INVOLUCRADAS
2.2 .- ESPECTRO ELECTROMAGNETICO

Las moléculas se asocian con varios tipos de movimiento. Cada uno
de estos tipos de movimiento se cuantiza (1). La molécula puede
existir sdlo en estados especificos .qua corresponden a estados de
energia discreta y cada estado se caracteriza por uno © mAas
nameros cudnticos. La diferencia de energia entre dos estados de
esta indole , E, se relaciona con la frecuencia de la luz, , por
la constante de Planck, h:

E=nhy

La espectroscopla es una técnica que nos permite medir la cantidad
de radlacién que absorbe una sustancia a diferentes longitudes de
onda. La diferencia de energia entre los distintos estados cuénticos
depende del tipo de movimiento implicado. En consecuencia la longitud
de onda de la luz requerida para producir una transicién difiere para
cada wno de los tipos de movimiento, es decir, para cada uno
corresponde  clerta absorcidon de luz en una regién  diferente del
espectro electromagnético. Cada uno de estos tipos de radiacién
tiene una centidad de energia diferente. La clasificacién de la
radiacién de acuerdc a su energila, nos da el espectro
electromagnético. La clésica descripcién de radiacion
electromagnética nos dice que ésta es continua y tiene una onda
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sinusoldal mdvil; la onds mdvil de la radiacién electromagnética puede
ser descrita en términos de Longltud de Onda y Frecuencia.

La longitud de onda (A} de la radiacién es :

A= Longitud de Onda = La distancla entre dos sucesivos
maximos © minimos de la onda movil.

v= Frecuencia = El nimero de ciclos que pasan por un punto

dado en el segundo.

La lengltud de onda y la frecuencia estén relacionados de acuerdo a la
siguiente ecuacién :
A=_C__ . AV =¢C
[§)
10

C= velocidad de la luz (3.0 x 10 cm/ses)

¥ = Frecuencia en Hz (hertz, ciclos/seg) .

A= longitud de onda, en cm

U= Namero de onda cm = 10 / longitud de onda (14)

Bl espectro electromegnético esth dividido de acuerdo a la energla

de la radiacién en varlas regicnes (4):

os—, e RepeX WY Ceres O BMNWTHS 3y iere-  Owdes
on. WP TRO ae M KT lvenie dauv Vi (omtre(hmde  lejess enden e redle
L} ] 10k ook soesll o000k spood Q.08 Efen

O.0pa RSsm llgn S9Om
LONSITUD DE OWOA
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Rayos Gamma (y)

La regién de los rayes comprende las radlacicnes producidas por
fendmenos nucleares y la informscidn que nos proporciona  es
basicamente sobre la estructura de nucleos atdmicos y las transiciones
producidas enl esta regién son radiaciones de frecuencias my

[}
elevadas ( 10- a 10~ cm).

Rayos X

Los rayos X son las radiaciones de longitud de onda mas corta que se
atribuyen a cambios reversibles en la energia de los sistemas
atémicos. En esta regién los saltos de electrones intermos de los
orbitales (K, L) del &tomo producen ondas en esta frecuencia, y su
estudioc nos permite entender las estructuras internas del mismo o sea
de los electmneg que ng participan en los enlaces quimicos. Abarcan

la regién de (10- a 10- ocm).

Ultravioleta

La regidn del Ultravioleta comprende radlaclones producidas por saltos
de electrones de valencla y permite estudiar el comportamiento de
electrones que participan en los enlaces qui:rnlcos y por lo tanto de
las estructuras moleculares (1!.0—6 a 3.8 x 10—‘J cm) .

Visible

La regién visible corresponde a los mismos fendmenos fisicos que en la

regién Ultravioleta, la diferencia estriba en que el ojo humano esta
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capacitado para percibir las ondas en esta parte del espectro (3.8 x
5 5
10- a 7.8 x 10- cm).

Infrarrojo

La slguiente regidn corresponde a la del infrarrcjo, donde las
radiaciones tienen mucho menor energia que en la regién ultravioleta y
son producidas. por K  variaciones en los niveles rotacionales b4
vibracionales de las moléculas. Fsta es quizas la regién mas
importante del espectro para el estudlo-de estructuras moleculares
(7.8 x 10—5 adx 10-2 cm).

Microondas

VLa regién d'e microondas esté relacionada con rotaciones moleculares;:
scn vibraciones de 4&tomos en redes cristalinas. Abarca de { 3 x 10--2 a
102 cm).

Radio

'Esta Gltima regi6n corresponde a las radic ondas que son las de menor
energia y oon las cuales se han desarrollado métodos my importantes
como son la FResonanclia Magnética Nuclear (FEMN) y la Resonancia
Paramagnétice Electrénica (REP). Ondas de esta energia pueden ser
absorbidas por nGcleos y electrones en determinadas ocondiciones, y
esta absorcién depende de las estructuras electrdénicas. (102 <)

En las siguientes secciones, se ampliarén los oonceptos asi oomo los
efectos moleculares involucrados, en cada técnica analitica oomo
resultado de la interacclén energia-materia. (Ref.9).
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2.3.- ESPECTROSCOPIA ULTRAVIOLETA Y VISIBLE

La luz de longitud de onda entre unos 400-760 nm es visible y mas
alla del extremo vieoleta del espectre ( menor que 400 nm ) se
encuentra la regldn ultravioleta. Cuande las moléculas  interactian
con energia radiante en la regién ultravioleta y visible, la absorcién
provocada consiste en cambios en estados electrdnicos producidos por
las transiciocnes de los electrones en los niveles de energia. Los
esta;:los de energla de la molécula reflejan los niveles de energia de
sus componentes de vibracién , rotacién y electrénico. Si la molécula
pasa desde uno de sus niveles de energia permitidos hasta otro mas
bajo, se ha de liberar cierta energia . Esta energla se puede perder
como radiacién , ¥y entonces se dice que se ha producido emlisién de
radiacién . 51 se permite que una molécula encuentre una radiacién
electromagnética de una frecuencia apropiada, de manera gue la energia
de la molécula se eleve desde un nivel a otro superior, se dice
entonces gue ha ocurrido una absorcién de radiacién. En una transicién
a un nivel electrdnico mhs alto una molécula puede ir desde
cualquiera de varios subniveles correspondientes a diversos estados
vibracicnales y rotacionales hacia cualquiera de otros subniveles : el

' resultado son bandas de absorcién ultravioleta anchas. Tal espectro
puede describirse convenientemente en funcién de 1s poaicién del
mhximo de la banda ( max) y de la intensidad de tal absorcién (E max.
Coeficiente de Extincién ). Las trensiciones electrdnicas que se
llevan a cabo pueden ser debidas a electrones ¢ , T o n (electrén no

enlazante). Un electrdn ¢ estd sujetado firmemente, por lo que se
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necesita una buena cantidad de  energia para excitarlo: energia
correspondiente a luz ultravioleta de onda corta, fuera del rango del
espectrémetro usual, luz del ultravioleta lejano. Las excitaciones que
sparecen en el espectro  ultravioleta (cercanc} corresponden
principalmente & los electrones n y r'. La espectroscopia ultravioleta
se usa para establecer relaciones de grupos  funcionales ,
principalimente la conjugacion. Los espectrofotdmetros ultravioleta
visible de uso comin miden la absorcién de luz en la regién visible y
ultravioleta "cercano" es decir, en el rango de 200 - 400 nm en el UV
v de 400 a 750 nm en el Visible . Cuando cierta cantidad de luz, se
hace llegar & una sustancia, una parte de la luz absorbe de acuerdo a
su estructura molecular. Toda sustancia tiene su propio nivel de
energla el cual es especifico para las moléculas constituyentes.
Cuando la luz tiene una energia igual a la diferencia entre la energia
del estado basal (Eo) y la del estado excitade (El, E2, ete), la
sustancia absorbe; los electrones que se encuentran en estadoc basal
son transferidos al estado excitado, entonces esa energia corresponde
a una longitud de onda . Los electrones excitados pierden energia por
el proceso de radiacién calorifica y regresan & su estado basal, Un
espectro de &8bsorcidén se obtiene a partir de diferentes luces mono-~
crombéticas &l chocar con una sustancia continuamente midiéndose el
grado de absorcidén. Las longitudes de onda se grafican sobre 1la
abacisa ¥ los grados de absorcién (transmitancia o absorbencia sobre
la ordenada} (14).
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2.3.2,-  INSTRUMENTACION

En un espectrofotdmetro UV-VIS, generalments se emplea. una
lémpara de deuteric para la regién UV y una de tungstenc o Yoduro de
Tungsteno para el visible, un monocromador que se clasifica de acuerdo
al tipo de dispersador utilizade, de ahitenemos monocromadores de prisma
v de rejilla, la celda pudiendo ser de vidrio o silica fundida ¥ un
detector que convierte la senial optica en sefial eléctrica. Dentro de
los +tipos de fotodetectores existen muchos tales como fotoceldas de

silicon , fototubos y fotomultiplicadores.
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2.4 ESPECTROSCOPIA INFRARRQJA

La regién del infrarrojo es una deteminada zona de la radiacidén
electromagnética situada “mas alla de la parte roja de la regidn
visible", Come toda radiacion electromagnética la radiacién
infrarroja es un movimienteo ondulatorio, formade por un  campo
eléctrico oscilante perpendicular a la direccién de propagacién , y un
campo magnético oscilante con la misma frecuencia y perpendicular al
campo eléctrico. Por lo tanto, la radiacién infrarroja como cualquier
radiacién electromagnética , puede caracterizarse por la frecuencia de
oscilacién () ¥y por la longitud de onda (J)). La frecuencia de la
radiacién infrarroja alcanza nineros grandes . Yy para caracterizar la
radiacién infrarroja se utiliza normalmente el nimero de onda.

Aunque no existen limites precisos entre las diferentes regiones de la
radiacién electromagnética la regién del infrarrojo suele
considerarse como la zona comprendida entre las longitudes de onda de
0.75 - 1000 nm que corresponde a los nimeros de onda de 13 333 - 10
cm—l.

A su vez , la regién del infrarrojo esta sukxiividida en :
Infrarrojo cercano: suele considerarse entre 0.78-3.0 nm. (13 333 -
4000 cm—l).

Infrarrodo fundamental : Cotprendide entre 3.0-30nm (4000 - 400 om-1).
Infrarrojo lejano: Entre 30 - 300 nm ( 400 - 30 cn-l).

Interaccién de la energia con las moléculas.

La energia infrarroja provoca movimientos de torsién, flexida ,
rotacién y vibracién de los &tomos de una molécula , ya que algunas
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porciones de la radiacién incidente se absorben a determinadas
longitiudes de onda. La multiplicidad de las vibraciones que ocurrern
en forma simultinea, producen un espectre de sabsorcidn  altamsnte
complejo que depende de las caracteristicas de los grupos funcicnales
constitutivos de la molécula, y de la configuracidn total de los
atomos., Para que una molécula absorba radiacién en la regién
infrarroja debe vibrar en tal forma que haya un desplazamiento de
su centro eléctrico o sea debe haber un cambio en su “ momento
dipolo”, provocado por una fuente de radiaclén que pasa por un

sistema dispersivo hacia un detector (9).

2.4.1 .- INSTRUMENTACION

Un espectrofotémetro de luz infrarroja estéd constituide principal-
mente de los sigulentes componentes: la fuente de radiacidn que debe
emitir una continua y alta energia a través de la regién infrarroja,

clasificandose desde un punto de vista fisico, dependiendo del

espectro que produzcan, dividiendose en: continuo y discontinuo, el
sistema dispersivo donde la luz policromatica emitida es convertida en
haces monocromaticos y el detector que convierten la radiacién
incidente en una sefial eléctrica proporcional. Dicha radiacién es una
sefial alterna aque es amplificada y medida. Los detectores mas
empleados ason: Boldmetro ,Detector NeumAtico de Galay y Termopar.

El detector mas ampliamente usado es el termopar que consiste en
\m. trozo de metal noble enegrecido que &ctim come un  verdadero
absorbente de la radlacién , 1la hoja se solda a los contactos
eléctricos y a alambres muy finos de dos metales de potencia
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termoeléctrica may diferentes por lo cual se mide una diferencia de
voltaje. DLa unidad estia encerrsda en una caja de vaclo para reducir al
minimo las pérdidas por calor por medio de una ventana transparente al

infrarrojo.(KBr por e€jemplo).Ref.(10).
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2.5 .- ESPECTROMEIRIA DE MASAS

Es una técnica analitica que se utiliza para identificacién y
determinacién de estructuras de compuestos organicos , enh base a las
siguientes funciones:
1.~ Producir un haz de jones a partir de la sustancia neutra.

2.- Separar estos iocnes de acuerdo con su relacién masa/carza.
(m/2).
3.- Registrar la abundancia relativa de cada ién separado.

Produccién de iones.- La forma mis comin de producirlos consiste en el
bombardec de moléculas neutras en estado de vapor a muy baja presién,
con un haz de electrones de alta energla. Acorde con el principio
Frank-condon (13), la ionizacién por impacto ocurre desde el “o"-esimo
nivel vibracional molecular, como resultado de la interaccidén de los
componentes eléotricos y magnéticos del electrdn ionizante con los
correspondientes Electrones moleculares accesibles; De esta manera es
posible producir iones moleculares con diferente contenidoe de Energia
Interma ¥, por ende, con diferencia en su Reactividad.
M + e (répido) ~=———-- M+, + 2¢- (lento)

Separacion de Iones:

La baja presién es un requisito indispensable para reducir al
ninimo el numerc de colisiones entre iones y moléculas no  ionizados.
Esta clase de colisiones conducen a reaccicnes que producen nuevos
iones con una razdn m/z wayor que el cuguesto inlcial. El radio de la

trayectoria que sigue un ién de masa men un campo magnético es



Proporcional & su carga 2 v &l potencial de aceleracidn (V). La
energia potencial del ion acelerade (2V) es igual a su energia

cinética.
eV = 1/2 mva.

En  un campo magnético de fuerza H, el ion experimenta una fuerza
centripeta HeV, que se equilibra por medio de la fuerza centrifuga
2
mVY /r en donde v , es la velocidad del ion ¥y r es €l radio de 1la

trayectoria circular que recorre el mismo.

2
HeV = mv /r r = mv/el
A medida que un conjunto de iones de diferentes masas penetra en la
regién del campo magnético (f) cada ion sigue una trayectoria circular

2 2
descrita por n/e = H r /2v

ios iones gue tlenen un valor mayvor de m/z siguen una trayvectoria
con wna radio mayor, en tanto gue los que tienen un valor menor de m/z

seguir&n la trayectoria de menor radio (6),

Deteccidén de iones.-El haz idénico procedente del analizador magnético
choca con una superficle electrénica sensibilizada que inmediatamente
emite electrones secundarios. Estos electrones se aceleran a otro
electrodo, con la consecuente emisién de electrones secundarios. Este
proceso se replte durante varias etapas hasta que los electrones se
recogen en el electrodo final y se mide la corriente resultante , se
leogra obtener asi la amplificacidn de 107; POr tanto se trata de una
forma muy sensible de deteccién . (Répida).
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Los iones registrados en un espectro de masas son los siguientes:
a) Ion molecular.~- Corresponde al ion de masa mayor en un espectro y
ge encuentra constituide por los mismos &tomos de la moléculs neutra,
va que proviene de esta después de haber sido ionizada en la camara
del equipo.
b) Iones fragmento.- Resultan de procesos de descomposicidn del ion
molecular que ocurren dentre de 1la camara de ionzacién  del
espectrometre ¥ que poseen un tiempo dé vida media 30 - s,
c) Iones isotépicos.- Son generalmente iones minoritarios que
acompalian a los iones anteriores y corresponden en masa y abundancia a
la distribucién natural de isotopos pesados.
d) Tones miltiple-cargades.- Son iones fragmento o moleculares que
resultan de multiples ionizaciones en la cémara de ionizacién y cuando

provienen de iones de masa impar, aparecen en valores m/s

fraccionarios.,

e) Iones de reagrupamiento.- Son iones que resultan de rearreglos
unimoleculares que corresponden a reacciones de descomposicién
caracteristicas, cuya aparicién , evidencia la presencia de funciona-
lidades especificas en una miestra.

£) Iones metsestables.- Son aquellos iones que resultan de las des—
composiciones unimoleculares que ocurren fuera de la cémara de ionize-—
clén ¥ se alcanzan a detectar come sefiales anchas, difusas, de bala
abundancila y dispuestas a valores de m/z no integrales.

Su existencia evidencia procesos de reagrupamiento y/o fracturas
eapecificas (6).
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2.6 .- CROMATOGRAFIA
La cromatografia es una técnica que permite separar , aislar,
identificar los componentes de una mezcla de compuestos quimicos , la
muestra es distribuida entre dos fases , una estacionaria y otra
movil, de tal forma que cada uno de los componentes de la mezcla es
selectivamente retenido por la fase estacionaria.

El principio comin a todas las técnicas cromatograficas es un
fluido (fase mdvil) circula a través de una fase estacionaria (sélida
o liquida); cuando una mezcla de sustancias se introduce en el sistema
se produce una serie de equilibrios de distribucién entre las dos
fases, generalmente de distinta magnitud para cada componente de 1la

mezcla, en una secuencia de equilibrics de desorcién o adsorcidn

constantemente desplazados, por lo que cada uno se desplazard con
diferente velocidad a lo largo del sistema. Las sustancias han de ser
solubles en la fase mbvil , ¥ , segin sea el tipo de interaccién con
la fase estacionaria, se yuede clasificar el procesoc de la siguiente
manera:
1.~ Por la nsturaleza de las dos fases:

Cromatografia liquido-sélido CLS.

Cromatogratia liquido-Liquido CLL.

Cromatografia gas-sélido oGS,

Cromatografia gas-liquido QGL.



2.~

Por la naturaleza del fendmeno:
Cromatografia de Adsorcién.
Cromatografia de Reparto.
Cromatografia de Intercamblo Idnico.

Cromatografia de Permeacién sobre Gel.

Por la tecnologia utilizada:
Cromatografia en columa.
Cromatografia en papel.

Cromatografia en capa fina.

Por el modo de Separacidn:
Cromatografia por elucidn.
Cromatografia por desplazamiento.

Cromatografia por Anadlisis Frontal.

La eficacia de 1la separacidén depende de factores como 1la

naturaleza quimica de los componentes & separar, del disolvente

utilizado , la fase estaclionaria empleada, la velocidad y el flujo del

rsolvmte .



CAPITULO 3 . DESARROLLO EXPERIMENTAL.

3.1 Material y Métodos.~ La investigacién se llevé a cabo utilizando
premezclas comerciales de Avoparcina de la Comparila Cyanamid de
México , come se describe a continuaciodn:

3.1.1 Obtencién y Purificacién del Esténdar.

Se pesaron 10g de la premezcla alimenticia de Avoparcina en balanza
analitica. Se adicionaron 150 ml de agua destilada, homogeneizando la
solucién en un bafio de ultrasonido durante 15 minutos y se f£iltrd
con papel Whatman No 2 . El extracto sin purificar se evapord en una
estufa, a 8 libras de vacio y con una temperatura inferior a 50°C.
durante 24 horas. Se prosiguioc a la purificacién e identificacién
utilizando para ello, cromatografia en capa fina preliminar y
preparativa.

Identificacién : Se utilizéd el sistema establecido por Mc. Gahren et
al, (18), de los valores de Rfs obtenidos, se seleccionarén las
manchas que se acercardn a los valores reportados por ellos, y
proseguimos a la purificacidn utilizando cromatoplacas preparativas de
sflica gel fluorescente (Merck 264 de aprox. 2 mm de espesor),
aplicamos en banda con pipetas de 20 ul 2 lo largo de la placa
cromatografica, los componentes se eluyerdn con un sistema de
aminoacidos modificado (Butanol : Acetona : Dietilamina : Agua)
(50:20:6:1). El exceso de discolvente de las placas se evapord a 60 C,
vigualizamos las bandas de corrimiento con luz ultravicleta, de aqui
se seleccionardn las bandas que se utilizarén raspandolas vy

recolentando en recipientes adecuados (18).
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La Avoparcina e isémeros se extrajerén del producto recuperado con
solucién hidroalcohtlica, posteriormente eliminamos el exceso de
silice por centrifugacidn y microfiltracidén (0.22 pm), la solucidn
filtrada se evapord en estufa a vaclo a baja temperatura hasta obtener
el extracto purificado, el cual se sometid a diversas pruebas de

identificacién.

3.1.2 IDENTIFICACION ESPECTROSCOPICA
Las determinaciones espectroscépicas se realizaron a 1la
premezcla alimenticla y al extracto purificado, solo para fines

comparativos.

3.1.3 ESPECTROSCOPIA UV-VIS.

Se pesaron aproximadamente 0.15g de la Avoparcina purificada
disolviéndoala en 10 ml de agua destilada. La solucién resultante se
colocHh en una celda de cuarzo de 1 om de espesor , se realizé el
barrido desde una longitud de onda de 200nm hasta 300nm en un
Espectrofotdmetro Perkin-Elmer , modelo 554. ‘

El espectro de absorcién se muestra en la figura 10.

3.1.4 ESPECTROSCOPIA IR.
A una parte de la premezcla alimenticia y Avoparcina purificada
se lea adiclionaron, en un mortero de agata, 10 partes de KBr; la ‘

mezcla se pulverizd y homogensizd pera posterlormente obtener una

“‘pastilla integrada al portamuestras, la pastilla que se cbtuvo se
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colocd en la rejilla del paso de luz infrarroja y se ajustd el wvalor
de transmitancia a 60%, utilizando un compensador de aire (celda de
referencia) . La preparacién de las muestras de los diferentes
extractos se realizé de la misma forma. Los espectros se trazaron en
un espectrofotémetro de I.R. Perkin-Elmer , modelo 1320 , con las
siguientes condiciones:
Expansién de la carta= 0.5 cm
Tiempo de andlisis: 3 minutos
Ganancia del 10% Transmitancia
Paso de luz medio (70-120)

En las figuras 11 ¥ 12 se muestran los espectros obtenidos para

las muestras analizadas.

3.2 ESPECTROMETRIA DE MASAS. i

El espectro de Masas de Avoparcina purificada fue obtenido en un
espectrémetro de Masas cuadrupolar, marca Hewlett-Packard, modelo
5988, utilizando el sistema de introduccién directa, 70 cv en la

cémara de ionizacién y 2700 C de ‘temperatura.

) El calentamiento de la miestra se realizéd utilizando programacion
valistica con una frecuencia de adquisicidén de 3 segundos, de 25 ° Ca
270 ° C.

El Perfil Ié&nico Total y los espectros de masas  obtenidos se

presentan en las figuras 13, 14 y 15.
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3.3 TECNICAS DE SEPARACION Y CUANTIFICACION.
3.3.1 CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA

Como ya se menciond anteriormente (pag. 37) ., la separacidn del
ingrediente activo (Avoparcina), de la Premezcla se llevé a cabo
mediante Cromatografia en Capa Fina, utilizando placas de silica gel
tipo GF 254 y aplicando con una pipeta de 20 pl el extracto acuoso
obtenido sobre una linea base . Para la identificacidén de voparcina a
Is&meres se eluyo con el sistema establecido por Me. Gahren et al.
(18) marcando el frente del solvente y revelando las distancias de las
manchas  con respecto a la linea base mediante luz ultravioleta, los

resultados obtenidos se muestran en la figura No. 16.

3.3.2 CROMATOGRAFTA DE LIQUIDOS DE ALTA RESOLUCION.

Para la cuantificacién del contenidoe de Avoparcina en las
rremezclas alimenticias, fue necesario conocer la pureza del estandar
obtenido, determinéndose por estandarizacién interna, tomando como
estandar interno la Vancomicin (Grade farmacéutico, libre de
excipientes, 100 ¥ segin marbete).

Asi mismo, para verificar el uso de este antibiético como
esténdar  intemo. se realizé un estudio complementario  sobre
proporeionalidad de Avoparcina contra Vancomicina consistiendo en
invectar a las mismas condiciones cromatograficas 4  diferentes
concentraciones de ambos antibidticos, obteniendo asi su area bajo la
curva a cada concentracién y graficandolas, se determiné la pendiente
para cada curva de los antibiéticos, los valores obtenidos se reportan

~en la figura No. 20.
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Conocida la pureza del esténdar se realizdé el método de
cuantificacion de Avoparcina en premezclas alimenticias por
estandarizacion extema.

- CQuantificacién por Estandarizacién Interna.

Se disolvieron conjuntamente 60 mg. de Vancomicina (estandar
interno) con 50 mg. de Avopé.rcina purificeda (esténdar secundario), en
25 ml. de fase movil .Se agitaron en bafio de ultrasonido durante 15
minutos a 500 C microfiltréndose con filtros de 0.22  um. e
inyecténdose en un cromatdgrafo de liquidos Hewlett Packard 1090 oon
detector de longitud de onda fija a las condiciones cromatograficas
conocidas (Ref.20). El perfil cromatografico obtenido se presenta en

la figura 17.

- CQuantificacién por Estandarizacién Externa.

Se pesaron 60 mg del estéindar secundaric en un matraz erlenmeyer
con  tapdn esmerilado de 50 ml, agregsndole 25 ml de agua grado HFLC
con pipeta volumStrica, agitando la solucién en baffo de ultrasonido y
manteniendo la temperatura a 50o C. Se filtrdé en papel Whatman No 2
microfiltréndose a 0.22 um , se recibié la solucién en frascos de 10
ml con tapdn de rosca. De esta solucién se Inyectaron 5 ul. a un
cromatografo de liquidos H.P., 1080, con integrador H.P, 33828 ,
utilizando las siguientes condiciones cromatogréaficas:

Columa= C18, 5 micras, spherical.

Fase Movil= Metancl: Agua: Formiato de Amonio 10X (20:80:1).
Flujo de fase movil= 0.7 ml/min.

Longitud de onda de méxima absorcién= 230nm

o
Temperatura de la columa= 50 C
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Voluamen de inyeccién= 5 nt.

Presién méxima= 73 psi

Velocidad de la carta= 0.4 cm/min.

Presentando el perfil cromatografice en la £ig.19.

La cuantificacién de la Avoparcina en las premezclas allmenticias
se realizdé con el método de andlisis por estandarizacién exterma
siguiendo el mismo tratamiento que el estandar secundario (pag. 43).
Preparacién de la muestra:

A 1.6 g de la premezcla se le adicionamron 25 ml de agua HPLC
colochndose en baito de ultrasonldo durante 15 minutos. Se filtrd
posterlormente la macstcu con papel Whatman No 4 vy wicrofiltréndose
con filtros de 0.22 um e inyecténdose bajo las mismas condiciones

cromatograficas anteriormente menclonadas.



3.4 VALIDACION DEL METODO DE CUANTIFICACION DE AVOPARCINA EN LAS
PREMEZCLAS ALIMENTICIAS POR ESTANDARIZACION EXTERNA.
Para realizar la validacién del método analitico se cubrieron los
parmetros minimos en control de calidad como son:
1.~ Linearidad del método.
2.- Exactitud del método.
3.~ Precisién del método.
4.- Reproducibilidad.
5.~ Limite de deteccién.
6.~ Especificidad.

3.4.1 LINEARIDAD DEL METODO. .

Para obtener la linearidad del método se realizaron anAliais
duplicados de diferentes soluciones de la sustancia de interes,
conteniendo §0, 80, 100, 120 y 150 X de los 80 mg. esperados y
representéndo graficamente en la curva cantidad adicionada wvs.
cantidad recuperada, la cual se muestra en la figura 19 , calculando
posteriormente su media (X), desviacién esténdar (DE)., desviacidén
estandar relativa (DER), pendiente (m),ordenada al origen (b),
cosficiente de correlacién (r), error estindar de la regresién (sy/x)
y la sensaitividad (¥ ), rruebas de hipdtesls para intercepto,
pendiente y coeficiente de correlacién.
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3.4.2 PRECISION DEL METODO.

‘ Se inyectaron 6 soluciones de 80 mg. de Avoparcina purificada en‘
un cromatdgrafo de liquidos, obteniendo sus tiempos de retencién y sus
4reas correspondientes ,calculando después X, DE , DER.

3.4.3 EXACTITUD DEL METODO.

Se analizaron, también por cromatografia de liquidos, 6 muestras
preparadas al 80,100 y 120% ,de la cantldad esperada a determinax en
la premezcla alimenticia, calculéndose su promedio de determinaciédn
DE, DER e intervalo de confianza al 95%.

3.4.4, REPRODUCIBILJDAD.

Se 1llevé a cabo mediante & inyecciones de la muestra hechas 2
diferentes dias y por 2 analistas. La preparacitn de la muestra y del
estandar se llevaron a cabo de la misma forma antes mencionada,
caloulando posteriormente X, DE y DER.

3.4.5. LIMITE DE DKTECCION.

Se prepararon soluciones conteniendo cantidades exactas de
120 mg. de la Avoparcina purificada , disolviéndolas en 25 ml de agua
drado HPLC . De esta soluweién se realizaron diluciones de 1, 2 , 3, b
y 7 ml 1llevindose a un volumen total de 10 ml cada una. y
determinandose la cantidad minima detactable.
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3.4.6. ESPECIFICIDAD.

Se sometieron muestras de Avoparcina, con temperatura de 700(:,'
durante 7 y 14 dias. Otras se dejaron con H O durante 7 y 14 dias,
al término de ese tlempo se prepararon zsoguciones al 100% del
ingrediente activo es decir la Avoparcina y se inyectd cada una al
cromatdgrafo de liquidos para tratar de verificar si habia producto de
degradacién o de alguna sustancia extrafia, que interfirieran con el
método.

los valores obtenidos de la valldacién del método analitico para
Avoparcina se reportan en la tabla 11.
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CAPITULO 4.
EESULTADOS Y DISCUSION.
4.1.- ESPECTROSCOPIA AL ULTFAVIOLETA,

Comn  se piede observar en el espectro de sbsorcidn de  lus
ultravicieta Fig. 10. . se observan 3 picus de absorcion. mmr-indose
claramente wn pica de maxima absorcién a wna longitud de onda de
239 nm (valor gue se aproxima al reportade en la literatura Ref. 23).

Necesario para la cuantificacién por CLAR con detactor de V.

“Zean 8L

1,573 z
Display Mods
- [3inaiej

"Functicn .
[Feak Picki~ )

Figura 10. ESPECTRO DE LUZ ULTRAVIOLETA PARA AVOPARCINA FURA.
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4.2 INTERPRETACION DEL ESPECTRO DE INFRARROJO.

Espectroscépicamentes e la miestra original de la premezcla
alimenticia, no se observan adecuadamente los grupos funcionales que
conforman la estructura de la Avoparcina debido a las interferencias

que ocasionan &l resto de los componentes de ésta. Fig, 1il.

R !
PRRKIN ELMER ¢ ; CHART NO. 1991042

12 u la 20 25

T i '“.'““'rm mumrnu i duutlmnm
’~: gﬂﬂ .ﬁ'l- L
i T
'lq

L
i

{ﬂi il

"w{aﬁ”

3000 (Em 1 4300

ABSCISSA I ORDINATE SCAN TME—iRmis, ___ lacp, scn«_l;&__:mmz eEAm IO lD
EXPANSION 9,8 — ‘ ExFansion _ 0-100 % T. .M
-3 Ass 0,387, oreraton _MRF. ____oare_.

SAMPLE Promatcia_elimentiois.
o.u:,mM de_Mex. 8.4

SOLVENT.
concenTration 0.1 %

REFERENCE ALY

| weransxs _Mﬂ"_i'_."_"__._

FIGURA 11. ESPECTRO DE INFRARRQUO DE LA PREMEZCLA ALIMENTICIA.
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Para la muestra de Avoparcina purificada (Fig. 12), destacan en
el espectro dos tipos diferentes de vibraciones de estiramiento longi
1
tudinal C-H entre 2760 y 2960 cm~ que son debidos a la presencia de

los diferentes grupos CH , CH y CH que posee la molécula.
3 2

PERKIN- ELMEﬁl I CHARJ NO wv 1012 '
2.5 El MICIOME'E‘IS 4 5 4 td a

12 14 18 0

- m RS i
: i li [N | N

4000 2500 9000 KM 250 55 1600 1400 1200 1000 (€M) _t0a 400 00
ABSCISSA ORDINA\‘E SCAN TIME 1Zmin___ _lare. scar_LO___sNGLE BEAM IO
ExPANSION QB (xrmno~ 0-00%T — PmumeuEn 1O . TIME Daive 12_m _|.
—— aps 0187 |51 PROGRAM 0.8 . [OPERATOR _MRF. _ _ oare.
SAMPLE AROPOIS 0 PNIRCOA] | nemanKs PEshEG de_Bremurs  @¢ SOLVENT__ Poutlile s | xnv__ TCeLt Pt ®BF _
cnnsnumml.L “Wetasis \:ov HCENIMATION O 1% [Rrrerence . Alee,

FIGURA 12. EXTRACTO PURIFICADO DE AVOPARCINA.
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La banda que aparece en la region comprendida de 2450 - 2490 cm-
(Ref. 9) . corresponde &l estiramiento longitudinal simétrico de un
grupo CH, dificil de asignar en la estructura.

La vibracién de alargamiento longitudinal O-H aparece como una
banda ancha centrada en 3420 - 3400 cm—l. correspondiente a los
maltiples grupos O-H glucosidicos y fendlicos que conforman a la
molécula (Ref, 9). Es notorio observar ademas las vibraciones de
alargamiento longitudinal C-0 en 1770 cm—1 caracteristico de los
grupes glucosidicos que posee la Avoparcina ( Bef. 9), que son debidas
& carbonilo de amida en 1620 cm—l. las bandas del alargamiento C=C
aromatico asimétricos y siméetricos en 1600 y 1500 cm- l, asi como las
vibracicnes de deformacién de CH y CH de 1450 y 1360 cn-l se observa
baja intensidad en su coeficien%e de 2xtinc16n.

Solamente destacan las vibraciones de deformacion C-H aromatico
fuera del plano de los anillos aromaticos en 780 cm-l. 600 y 580 cm—l.
No es posible utilizar éstas altimas bandas para evidenciar el tipo de
sustitucién en los anillos aromaticos (14), debido a que en la
molécula existen 7 anillos aromaticos con diferentes sustituciones.

Consecuentemente el espectro de infrarrojo es consistente con el

esperado para una estructura del tipo de Avoparcina.
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4.3.-INTERPRETACION DE [OS ESPECTROS DE MASAS,

El perfil obtenido para la corriente iénica total

(CIT,

en

funcién de la temperatura del tubo muestreador indica aue la muestra

e3té constituida por dos grupos generales de compuestos con diferentes

puntos de fusidn se pueden cbservar en la figura 13.

Lean 87 I;Alll winl af J.F.3:1.0

AVOPARC IHA

nlx abund, ntz shund, nir abund,
I . £3.08 1 s1,.00 2
35,90 1 54.80 3 S8.08 1]
2c. w8 2 5.0 10 70,00 3
37,98 3 65.88 . .08 3
19.88 L] 53.08 185 77,00 1]
31,99 [ 8,00 "e 3400 21
a1, €0 kil ST.Co % T80 ks
9,0t 22 0.0 2 76.08 1
43.88 7 £1.00 ¢ 76.95 ]
1a.08 3 63.00 1 .85 &
45,00 7 $6.0¢ ] ?
ag.e8 1 65.08 1 I
.00 1 k.88 H 2
s2.00 ]

137,98

129,95
140,88
196.85

ahund,

el —Wertw

FIGURA 13, FERFIL DE CORRIENTE IONICA TOTAL DE AVOPARCINA.
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Los espectros de masas obtenidos para los centroides de  ambus
Picos resultan may similares (Fig., 14 ¥ 15 ). Auos espectros
pregentan un plco hase & w/z = 58 caracteristico de las porciones
amidicas de la molécula (CTH CONH+\ \ las unicas diferencias
significativas se observan en r':lsién a m/z = 128 para el scan 87 que
posee cloro en su estructura.

Este fragmento corresponde a la posicién 3C1l-4-hidroxifenil aque

caracteriza al isdémero beta de la Avoparcina.

[Coss 47 s8, 200 mies ¢ §uT.0.0.B I
=] praey

o .
"
.
" "
.
- 4 "
" L
2 e
Szan 87 12,498 nind of S.F.3.0.0
AUTPAACIHA .
abund, nls 2nvnd, nlz abund. niz abund.
34,98 4 3,88 Al 62,00 2 £25.0% 3
" Ba.CE - &%.00 [ 4 SE.e5 2
2 5,99 e 0.00 3 6,05 1
1 5E.20 s Tr.00 1 ar.es5 3
[ 57.00 15 700 " ",85 L]
1] 69.00 nwe T3.00 Hl 9,95 1
k4] 55,00 5 Ta.08 2 109,08 1
0 &E.E0 : 75,00 1} 11.05 2
27 1.0 1 TE.95 ] "ni,es 1
33 &y.08 1 .1.05 T 127.96 T
45,00 7 Ga.e0 1 2,06 2 128,95 ]
ak.ec 1 &S.e0 1 .3.e5 [ 119,95 1
st.e8 1 .00 H e3.35 2 195,05 1
2,00 ]

FIGURA 14. ESPECTROMETRIA DE MASAS FPARA LA F —AVOPARCINA,
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La ausencia  de este idn en el espectro correspondiente al scan
137  permitss suponer que. &1 primer componente en  valatilizarse
corresponds al isdmero beta de avoparcina, mientras que el componente
de mayor temperatura de vaporizacidn es el isoémereo alfa-avoparcina.

Fig. 15.

~

Sean 137 (6,582 min} af J.F.J.1.0
AUDPARGINA

aft . abund. stund,
33,90 ' 2
1 ]
3 1
1 ]
| €
-~
"
13
2
15
a0 32 17

FIGURA 15. ESPECTROMETRIA DE MASAS PARA o¢ —AVOPARCINA.
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No es sorprendente que en ningune de los espectros de masas
registrados se detecte ién molecular yva que la estabilidad de este
tipo de iones en estructiras may complejas se presurpone come my baja,
El perfil de corriente idnica total (CIT), claramsnte derestra que la
avoparcina purificada no se descompone térmicamente a las condiciones

de vacio del espectrdmetro.

4.4.- INTERPRETACION DE CROMATOGRAFIA EN PLACA.

El analisis por cromatografia en capa fina utilizando el sistema
de aminoacidos modificado, descrito anteriormente (Cap.3),aportd los
siguientes valores de Rf’s, tanto para el extracto directo de muestras

comerciales, asi como para la Avoparcina purificada. (Fig. 16)

TABLA 2
Valores de Rf's reportados Muestra original Purificada
<= Avoparcina 0.47 0.51 0.51
F»- Avoparcina 0.47 0.42 0.42
§ - Avoparcina 0.36 0.34 0.69
Epi - Avoparcina 0.16 0.13

o« - CDP-1-Avopar. 0.72

De los valores obtenidos se observa que tanto para la muestra
original como para el extracto existen valores de REf's iy parecidos a
algunos 1sdémeros de la Avoparcina reportados en la literatura (Ref,
19). De 1lo cual podemos inferir que se puede tener la presencia de los
isdmeros o<, |3 y Avopswrcina modificada que ademids . con apoyo a la
espectroscopia de IR vy & la espectrometria de masas se pudo elucidar

la estructura y presencia de estos isdmeros .
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FIGURA 168 CROMATOGRAFIA EN PLACA FINA DE AVOPARCINA PURIFICADA .




4.5.~ CROMATOGRAFIA DE LIQUIDOS DE ALTA RESOLUCION.

El andlisis realizado para comprobar la veracidad del uso de la
Vancomicina grado farmscéutico como esténdar  interno, resulto
favorable, permitié aclarar las dudas, para poder ser utilizado como '
estandar interno, observando que la respuesta analitica para ambos
antibiéticos es la misma, la similitud de pendlentes nos indicé que la
relacién del area bajo la curva con respecto a la concentracién
llevan la misma tendencla, es decir existe proporcionalidad de un a
otro antibiético. Los resultados obtenidos se muestran en la figura
No. 20.

La cuantificacién del estandar secundario de Avoparcina por
estandarizacién intermna , Ppresentd una resolucién adecusda de la
Vancomicina {estandar intermo} con respecto a la  Avoparcina.
Presentando tiempos de retencién de 2.07 y 4.52 min. respectivamente.
Determinéndose la pareza por relacidén de &reas de una curva contra el
estandar  interno. Consecuentemente se determiné 1a pureza
correspondiendo a un 76.4 % reportando su perfil cromatogréfico en la

Fig. 17.

Célculo de la pureza de Avoparcina.

Fr = (pureza del std)(peso std)(abe std) (vol.mtra) =76.4%
(vol dil std) (abc mtra) (wvol dil)
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[}
4,52

VANCOMICINA
AVOPARCINA

STMRT
STOP

FIGURA 17. CROMATOGRAMA DE AVOPARCINA PURIFICADA POR ESTANDARIZACION
INTERNA .

Para Jldentificer a que corresponde cada uno de los tlempos de
retencién se inyecté la Vancomicina bajo las mismas condiclones
cromatogrificas mencionadas mostrands un tiemro de retencién de: 2.07
min., de esta forma el tiempo de retencién de 4.52 min. correspondié
para ests método de anhlisis a la Avoparcina Fig. 18.



START v—rl-rh" Lﬁhﬁn—y stor

FIBURA 18 . CRONATOGRAMA DE VANCOMICWNA.

La cuantificacién de la Avoparcina en la premezcla alimenticia se
intentd realizar con el mismo método de anélisis por estandarizaciém
interna , pero res(xltb ser no especifico para la Avoparcina , ya que
el extracto directo de la premezcla presentd machas interferencias
ocasionadas por el resto de los componentes de esta, que sin ser
Avoparcina se eluian al mismo tlempo de retencldn de esta.

Por consigulente fue necesario realizar el método de .
cuantificacién por estandarizacién externa (PAg. 40). Fig. 19.
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2.07

START r.‘ w STOP

FIGURA 19. CUANTIFICACION POR ESTANDARIZACION EXTERNA,

Se pudo observar que se detecta un sélo componente eluldo a un
T = 2.07 min. indicando que en las diferencias de polaridad y de peso
nglea\lar entre los isdémeros de avoparcina no son suficientes para
resolverlos en este sistema, pero si nos syuda a la cuantificacién del
contenido de Avoparcina como mezcla racémica,

Para determinar el contenido de Avoparcina en la premezcla
alimenticia se utilizé la Avoparcina purificada {76.4%) como estandar
externo.
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PROPORCIONAL IDAD DE LOS ANTIBIOTICOS.

LOS RESULTADOS OBTENIDOS FUERON ALCANZADOS BAJO LAS MISMAS CONDICIONES

CROMATOGRAFICAS , DE LAS DIFERENTES SOLUCIONES SE DETERMINARON LOS SIGUIE"GTES i
RESULTADOS ! :

LINEARIDAD DEL METODO CROMATOGRAFICO.

TABLA 3
AVOPARCINA REGRESSION OUYPUT
CONCENTRACION mg/mi, AREA {(ET) CONSTANT 0.088989
0.00% . 0.019 STD ERR OF Y EST 0.098%67
0.048 0.105 R SQUARED 0.995396
0.480 0.999 No. OF OBSERVATIONS 4
1.440 2. 4‘97 DEGREES OF FREEDOM 2
X COEFFICIENT(S) 1.721318
STD ERR OF COQEF. 0.082T76€9 ‘
VANCOMICINA REGRESSION OUTPUT I
CONCENTRACION mg /ml‘. AREA {ET) CONSTANT 0.058205 ;
0.008 0.00! 8TD ERR OF Y EST 0.148987
0.048 0.078 R SQUARED 0.98844
0.480 0. 989 No. OF OBSERVATIONS 4
1.440 2.197 OEGREES OF FREEDOM 2

X COEFFICIENT(S) 1.828179

STD ERR OF COEF. 0.128437
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AREA (ET}

2.6

ESTUDIO DE PROPORCIONALIDAD DE LOS ANTIBIOTICOS

LINEARIDAD DE LA RESPUESTA

(DE LOS ANTIBIOTICOS)

2.4 -

z.2

1.8 4
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1.4 -
1.2 A

0.8
0.6
0.4 ~

0.2 ~

T
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tb = 0.8904 N.S.
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T

b= 5,598

r s 0.99769
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0.4 0.6 0.8 1

CONCENTRACION {(mg/ml)
VANGCOMICINA +

tp = — 0.3493 NO ES SIGNIFICATIVO
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4.8 VALIDACION DEL METODO DE CUANTIFICACIGN DE AVOPARCINA BN LAS
PREMEZCLAS ALIMENTICIAS FOR ESTANDARIZACION EXTERNA.

METODO POR CROMATOGRAFIA DE LIQUIDOS DE ALTA RESOLUCION,
Se usaron  las condiciones mencicnadas en la parte 3.4.1 de la

experimentacidn.

4.6.1 LINEARIDAD DEL METODO.
{03 datos obtenidos fueren los siguientes:
TABLA 4
LINEARIDAD DEL HMETODO

CANTIDAD CANTIDAD % DETERMINADO
AGREGADA DETERMINADA
mg meg
39.60 39.51 99.77
64.00 63.38 99.03
80.20 80.40 100.25
96.10 96.29 100.20
120,00 120,22 100.18

Media 99.89

NVarianza 0.21

Coeficiente de correlacién 0.99995
R 0.9899

1.006792

b = ~0.56323

n

= 0.0282
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X = 99,74
DE = 0.836
DER = 0.836
Prueba de hipotesis para :
Intercepto (b}:
Y=zea+fX
estimador de a

Criterioc de aceptacion para b:

Ho = b =
H=bvfo
A

Se acepta Ho si el valor del +t-student calculado es menor ave

0

t tablas con un nivel de confiabilided del 95% y grados de libertad

n-2.

t-a--= Sa - S xZ
Sa n x2
Sa = 421.818

Sxy= 943.215

£x2= 38 -°731.35

4 caloulada = 0.00133
t tablas = 3.18

Conclusién :Se acepta Ho ya que t calculada es menor que & tablas.



Prueba de hip6tesis para:

pendiente (m):

Ho =1

HA $t

Criterio : Se acepta Ho si t calculada es menor que t tablas con un
nivel de confiabilidad del 95% y @rados de libertad n-2 .

Y=x+8X
estimador de b

vebgf =2

b = 1.0067

Syx =35.5817

Sb = 0.1882

x2 = 35 731.35

t calcuiada = 0.035

t tablas = 3.18

Conclusién: Se acepta Ho ya que t calculada es memor que t tablas.

Prueba de hip6tesis para:
.coeficlente de regresién ( r ):

Bo=r=1
HA=T4‘
Criterio : Se acepta Ho si t calculada es menor que t tablas con un

nivel de confiabilidad del 95X y grados de libertad n - 2.
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Sx*z 936.8519
Sxy = -1055.288
=-t1.12

Syt = 949.70
q =-901.948
Po 1.008
to =-0.402
t tablas = 0.035

CONCLUSION | SE ACEPTA Ho YA QUE 1t calcutada ES MENOR QUE ¢t tablas.

INTERVALO DE COFIANZA AL 98%.

X+t DE/n
95 %
98,943 < M < 100.53

LINEARIDAD DEL METODO
(PARA AVOPARGINA)

130

120 -
110
100
SOT
e0 |

70 4

CANTIDAD DETERMINADA {mg/mi)

v T T T 4
30 30 T0 20 10

CANTIDAD AGREGADA (mg/mi)
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4.6.2 PRECISION DEL METODO AL 100%.

TABLA 5

PRECISION DEL METODO AL 100%

CANTIDAD CANTIDAD % DETERMINADO
AGRBGADA DETERMINADA
me 4
80.00 80.02 100.03
79.80 79.90 100.00
80.10 80.23 100.16
79.80 79.68 99.85
80.40__ .- 80.69 100.36
80.00 ) 80.21 100.26
Media 100.1

Desviacién Estéandar 0.186
Deaviacién Esténdar Relativa 0.186
Varianza 0.03

Intervalo de confianza al 95%..% 88.91 < M < 100.30

* Valor necesario para exactitud del método al 100%.
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4.6.3 EXACTITUD DEL METODO AL BOX.

TABLA 6

EXACTITUD DEL METODO AL 80%

CANTIDAD CANT1DAD
ADICIONADA DETERMINADA
neg me
64.00 64.00
64.10 64.13
64.00 63.73
64.20 64.32
64.30 ‘ 64.44
64,90 63.79
Media 99.72

Desviacién Estandar 0.54
Dasviacién Estfindar Relativa 0.54
- Varianza 0.06

% DETERMINADO

100.00
100,08
99,58
100.198
100.22
88.29

Intervalo de Confianza al 95%. 59.10 < # < 100.33



4.6.4 EXACTITUD DEL METODO AL 120%.

TAELA 7
EXACTITUD DEL METODO AL 120%
CANTIDAD " CANTIDAD % DETERMINADO
ADICTONADA DETERMINADA
me meg

96.10 96.10 160.00
95.00 94.69 99.67
94.15 94.50 100,37
96.00 95.94 99.94
85.80 95.80 100.00
95.90 95.99 100.09

Media 100.00

/ Desviacisn Esténdar 0.22
Desviacién Esténdar Relativa 0.22
Varianza 0.05

Intervalo de Conflanza al 95X. 99.99 < M < 100.25
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4.6.5 REPRODUCIBILIDAD.

TABLA 8
REPRODUCIBILIDAD
ANALISTA 1 DIA 1
CANTIDAD CANTIDAD % DETERMINADO
ADICIONADA DETERMINADA o
g g
80.00 - 80.02 . 100.03
79.90 - . 79.890 - 160.00 ~
80.10 80.23 100.16
80.40 80.69 100.38
79.80 79.68 99.85
Media 100,08

Desviacién Estéandar .04
Desviacidén Esténdar Relativa 0.04

Varianza 0.03

CRITERIO : El metodo sefa reproduclble si la DERsZ2 X
RESULTADO En el caso del Anslista 1, 4ia 1 su DER = 0.04%

por lo que cumple con el criterio,
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REFRODUCIBILIDAD

TABLA 9
Analista 1 Dia 2
CANTIDAD CANTIDAD % DETERMINADO
AGREGADA DETERMINADA
mne : mns
79.23 80.00 100.97
79.95 79.35 ' 99.25
80.02 80.21 100.24
80.31 80.29 99.98
79.80 79.00 99.00
Media 99.89

Desviacién Estandar 0.26
Desviacién Esténdar Relativa 0,28
Varianza 0.50

CRITERIO : El fetodo sefa reproducible si su DERZ£2 X
RESULTADO En el caso del Analista 1, dia 2 se cumple con
el criterio
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KEPRODUCIBILIDAD

TABLA 10
Analista 2

CANTIDAD CANTIDAD

AGREGADA DETERMINADA
mng ng
80.00 80.00
80.00 80.01
80.00 79.66
80.10 79.98
80.00 80.22
80.00 80,17

Media 99.94

Desviacién Estandar 0.06
Desviacién Estandar Relativa 0,08

Dia 1

% DETERMINADO

100.0
100.01
99.58
99.85
100.28
100.21

CRITERIO : El metodo sefa reproducible si su DER£2 X

RESULTADO Se cumple con el criterio DER = 0,08
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REPRODUCIBILIDAD

TABLA 11
Analista 2 Dia 2
CANTIDAD CANTIDAD % DETERMINADO
AGREGADA DETERMINADA
- me me
80.00 80.02 100.03
79.80 78.80 100.00
80.10 80.23 100.18
80.40 80.69 100,386
79.80 79.68 99.85
80.00 80.21 100.26

Media 100.1
Desviacién Esténdar 0.03
Desviacién Esténdar Relativa 0.04

_Varianza 0.03

CRITERIO : El fetodo sefa reproducible si su DER<E 2%
RESULTADD Se cumple con el criterio DER = 0.04 %
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" 4,6.6 CANTIDAD MINIMA DETECTABLE.

CH= 2 ord.
ord=Se 1/n + n(x)/Sxx en donde Se=  353.51
ord= 0.2099 oon un riesgo = 0.005%
7= 5.84
1.23ng = cantidad minima detectable

4.6.7 ESPECIFICIDAD.

Para determinar la especificidad del método enalitico, se
anslizaron muestras de Avoparcina, sometidas a las slgulentes
condiciones de degradacitn : a 7000 y en Hy0o durante 7 y 14 dias.

Las rmuestras de avoparcina que fueron sometidas a  estas
econdiciones presentaron degradacién, obtenié&ndose varios picos
cromatograficos cuando estas fueron inyectadas, por lo que no se puede
cuantificar en estas condiciones la avoparcina, demostrandose que no

hay especificidad en el mitodo.
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TABLA DE RESULTADOS DE LA VALIDACION DEL METODO ANALITICO
UTILIZADO PARA CUANTIFICAR AVOPARCINA.

TABLA L
CRITER I.O RESULTADO

LINEALIDAD DE £ 0.7% 0.12%

r > 0.99% 0.99 %

m = 1.0 1.006

b = 0.0 -0.863
PRECISION DER £ 2.0% 0.04%
EXACTITUD DEL METODO .
Promedio de Recobro. 98 — 102 % 99.72 %

PER  2.0% 0.06%
REPRODUCIBILIDAD. DERE 2.0% 0.10%
LIMITE DE DETECCION. 1a3ng

ESPECIFICIDAD, St NO
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ANALISIS DE VARIANCIA PARA REPRODUCIBILIDAD

MODELO Xij =M + 1 + j en donde i= 1,2.

= 1,2.

Ho = X1 = X2 tratamientos iguales
Ha = X1 = X2 los tratamientos no son iguales.
SC = 8C + 8C + SC

total btl%e 2 tratamiento residual
sC = X3 -C

total = %' 2
=2, 3.7 K-C
bloque ‘' *=! 2

8

sC = T~3J/n -G
tratamientos
SC residual = SC - SC = 8C
o b m tatal Blogue tratamiento
c=(_§;_’i"§.xn-) AN =T .. /kn
i= v -0

Grados de libertad = Kn-1 = (n-1) + (K-1) + (n-1) (K-1)
total bloque tratami. residual

2
C = (398.99) / (2) (2)= 39998.0
SC = 4.03207
SC = 0.00062
= 4,03083
residual )
grados de libertad = (2) (2) - 1 =3, blogque = 2-1 =1, tratam. = 1 ¥
el reaidual = 1 . '
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TABLA ANDEVA

Fuente sC g.1, [e..] RV
Tratamientos trat (K-1) Qtrat = SCtrat/k-1 SMtrat
CH res
Bloques bloq. (n-1) o} = 8C /{n-1)
bloqg. bloa
Residual resid. (n-1)(k-1) Mresid.= SCresid./(k-1)(n-1)
TOTAL SCTotal Kn-1

R.V. = M trav = §C trat/ (k-1)=
M SC /{k-1) (n-1)

res resid.
Fuente SC £.1. (o] RV.
tratamiento C¢.00062 1 0.00062 0.0001584
Bloque 0.00082 1 0.00062
Residual 4.03083 1 4.03083
Total 4.03207 3

Decisién: Feon k=1 = 1/(1) (1) = 1/1 = 161.4
(n-1) (k-1)

Si F calculada s mayor F critica se rechaza Ho,
como Fealculada es menor a F critica se acepta Ho, no hay
diferencias significativas entre medias de tratamientos.
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CAPITULO 5

CONCLUSTONES

Antigusmente el anédlisis de los antibldticos de l1la familia
glucopeptidica se limitabz solamsnte a su actividad microbiana ,rotacidn
especifica polarimétrica vy espectroscopla ultravioleta , pero estos
métodos solo son funcionales si se cuenta con el antibidtico aislado.

Dentro de la familia de antibidticos glucopeptidicos se encuentra
uno denominado Avoparcina, que hasta la fecha solo cuenta con
bibliografia rwmy limitada que permita eatudiarla adecuadamente LAsi
mismo, no sSe cuenta con un esténdar que nos ayude para  su
identificacién eanalitica y cuantificacidén , el no contar con
parfstros que nos permitieran estudiar adecusdamente a la  Avoparcina
vy mucho menos si viene incluida en una  presentaciédn  comsrcial,
Tundanentd el trabajo realizado.

La premezcla alimenticia para vacunos y ovinos, es una mezcla
compuesta  entre otros componentes de un antibidtico identificado como
Avoparcina, el cual es una mezcla racémica constituida en su gran
mayoria por isémeros «~= y ? . LA identificacién del antibibdtico por
espectroacopla infrarroja reallzada al extracte alslado y parificeado,
nos peruitid poner en svidencia la presencia de grupos aminados,
hidroxilos , hidrocarburos aromaticos y lineales que conforman a la
estructura de la Avoparcinm. sin embardo, por si sola esta técnica ds
analisis no parmitié deducir la estructura de la Avopercina, por ello,
se complemento el estudle con el apoyd de 1a espcctmtrfe'ﬁhe mAasSas,
y con elio se obtuvo la estructura quimica y se asegurd la pmsléxcia

de los isdmeros que constituyen a la Avoparcina.
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Cabe mencionar, que la cromatografia en placa fina fue de gran
ayuda para poder hacer la separacidén de los componentes de la
premezcla alimenticla ¢ identificar los componentes sin que existiera
ninguna ~ interferencia. La evaluacién de la pureza del extracto
obtenido realizada mediante estandarizacién interna es valida, come
lo demuestra el estudio de proporcionalidad de 1la Vancomicina vy
Avoparcina, la similitud de pendientes nos da origen a decir que para
ambos antibibticos la respuesta analitica a las mismas condiciones
cromatograficas, es la misma. Se obtuvo una pureza para el extracto
de Avoparcina del 76.4 %, utilizando para ello estendarizacién
interna.

Debido a 1las interferencias que ocasionaba el trabajar con
estandar interno se realizd la cuantificacidn de Avoparcina en las
premezclas comerclales mediante estandarizacidén externa. La
evaluacion realizada para las diversas muestras reportd un contenide
de Avoparcina de 4.9 a 6.1 % en las formulaciones comerciales.

Los resultados obtenidos del andlisis estadistico para la
validacién del métode de cuantificacién permite asegqurar que este
método ea lineal, preciso, exacto ¥ reproducible.

Considerando lo mencionado, podemos decir gue los objetivos
planteados fueron alcsnzados satisfactorismente y se dispone de un
método analitico no bloldgico, para determinar el contenide de
Avoparcina en las premezclas alimenticlas, en una forma rapida y

confiable.
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ANEXO

DEFINICICNES
Método de Medicidn: Incluye no sélo los instrumentos de medicién ¥y los
procedimientos especificos para su uso, sino también la manipulacidn

del usuario.

Precisién de un método de medicidn: se reflere a su variabilidad
cuando se emplea en efectusr variaciones repetitivas bajo condiciones

cuidadosamente controladas .

Exactitud de un método de medicién: se refiere a la ausencia de
desviaciones ., a la concordencla de sus resultados respecto & los
valores verdaderos de las caracteristicas de calidad medida. En un
meétedo exscto , el valor medio obtenido de un conjunteo de mediclones
diferh:& del valor verdaderc , pero no mds de lo que se esperaria para

una variacién debida al azar.

Reproducibilidad de un método de medicién: - se refiere a 1la
consistencia del medelo de variacidén cuando las nediciones
repetidas muestran modelos de varliacldn irregulares, el método de
medicién no es reproducible. Cualquier afirmacién relaclonada con  la

precisién de un método de medicidn implica que sea reproducible.
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