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ANTECEDENTES HISTDRICbS

Desde hace 15 ahos did inicio en los Laboratorios Carlo Erba
el estudio cen diversas sustancias Que presentaban actividad
antiprotozoaria. En dichog estudipos se examind, ante todo, la
accidn antiamibiana de nueves productos gue presentaban en su
estructura molecular los radicales difeniléter y 1a
dicloroacetamida.

Entre los compuestos sintetizados se profundizé en e] estudio
del derivado conocido como Clefamida (Mebinol Erba) y durante las
primeras experimentaciones con este preparado se observe que el
radical etil-éter (Eticlordifene o Etofamidal) era particularmente

activo spbre la Entamaoeba histolxtica.

Debido a lag dificultades que presento la sintesis quinica,
no fue posible profundizar en el estudio de este dltimo compuesta
y s¢lo recientemente se ha podido experimentar con detenimiento
este producto, Qque se prepara por diclaroacetilacién con metil-
dicloroacetato, con pentacloraacetona ¥ cloruro de diclorcacetilo

de las correspondientes aminas.



FARMACOLOGIA

En estudjos in witro se ha demostrado una elevada actividad
amebicida de la Etofamida y adicionalmente, se ha observado con
éxite su actividad en la amibtasis 4in yjuyn. Su accidn es
especifica y estd limitada a los miembros del género Entamoeba ¥y
no tiene efecto sobre batcteriasg, s0obre hongos y sobre la mayorfa
de los protozoarios y de los helmintos,

In vitra la dosis minima inactivante sobre las cepas
patégenas de E. histolytica es de 0,04 mcg./ml. Esta actividad
antiamibiana es ? veces superior a la de la Clefamida.

Importantes controles han demostrado que el +4Armaco es
inactivade sobre la +lara bacteriana de origen Intestinal
asociado a la amiba, lo cual tiene notable importancia, vya que
esto manifiesta gue el compuesto no altera la flora bacteriana
intestinal normal en los casos de tratamiento prolongado como son
los guimioprofilacticos.

In wuwivpg el Eticlordifeno es activo en amibiasis intetinal
aguda en ratas infectadas mediante inyeccién de E. histolxlica.
Con dosis de 4mg./kg. de peso administrada S veces en 2.5 dlas,
no se observan lesiaones en el S50% de los animales desde el primer
413 despuds de la inyeccion,

El f& maco 25 inactivado en la amibiasis hepatica, 10 cua) es
1691co dado gue el producto casi no pasa & la circulacién después

de su administracidn oral. Realmente e) Eticlordifens




administrado al hambre par vis oral prdcticamente na se sbsarbe.
Las titulaciones en sangre y orina con métodos colorimétricos,
despuéds de la administracidn de dosis de 100, 200, 400 y 800
mg.de Eticlordifene, ne han demostrado una cantidad de +4armaco
dasificable, 8in embargo los limites de sensibilidad de escs
métodas son de Imcg./ml. para el suero y de 0,05 mgg. para la
orina.

Por otro lado se ha encontrado en las heces concentracianes
muy altas de sustancia activa, en persocnas con tratamiento
previo en una dosis dnica de 200 mg., por ¥'a oral, las heces
permanecen activas sobre cultivos de E. histolytica a una
dilucidn de por lo menos LiSO00 por 3 dias después del
tratamientoj en promedio, la dilucidn mfnima activa ha sidao de

1:18000.



TOXICOLOGIA,

La VDosiE letal 50 del Eticlordifene par via oral es mayor de
5000mg. /kg9. Su minima toxicidad aguda, por consiguliente, nos
permite afirmar qgue el producto estd libre practicamente de
efectos toxicos.

Por lo que se refiere a su toxicidad crénica, ésta se ha
estudiado en ratas y en perros, administrando el farmaco en dosis
hasta de | g./kq./dla en las primeras y de 450 mg./k9./dfa en los
segundo, por perfodos de 13 semanas. Si consideramos que dichas
dosis son altas y prolongadas para los animales, el producto no
tiene efecto sobre la supervivencia ni sobre el peso de los
animales, ni tampoco sobre los parametros hematoldgicos ¥
hematogquimicos estudiados.

El estudio teratogénico de! Eticlorditene ha demostrade que
la droga administrada antes y durante la gegtacian de ratas y de
conejas, a dosis hasta de 1lg./k9./dfa, no ha afectado la
fertilidad o 1a gestacidn del embridn y por 1o tanto puede

afirmarse que estd libre de efectos sobre =1 feto.



PROPIEDADES FISICO QUIMICAS

DENOMINACION:
SINGNIMO:

FORMULA CONDENSADA:

FORMULA DESARROLLADA?
0 N —_—
2

ASPECTO:

SOLUBILIDAD:

PUNTO DE FUSION:

CARACTERISTICAS ES-:

PECTROFDTOMETRICA

Etofamida.
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Pulvo cristalino de color amarillo,

Soluble en acetona, cloroformo, acetato

de metila y metanol.

-] o

103 - 106 €
1%

E a 304 nm. = entre 285 y 309.
icm



VALORACION: 95 - 105%

ESPECIFICACIONES DEL PRODUCTO

PERDIDA AL SECADD: La perdida no es superior al 1% despues -de

secarse a 40 C y vacio durante 3 horas.

PESO TEORICO: 625 mg / Camp.

DESINTEGRACION: No mas de 15 minutos en agua destilada

FRIABILIPAD: Mo mayor a 2%

DUREZA: 7.0 - 1S5 Kag.

DIMEMSIONES: Diametra 13.0 mm
Espesor A2 mm
CONTENIDD DE ETOFAMIDA: S00 mg / comp.

475 - 525 mg / comp.

95 - 105%



OBJETIVOS.

OBJETIVO GENERAL.

COMPROBAR Y bUCUNENTAR QUE EL METODO ANALITICO POR
CROMATOGRAFIA DE LIQUIDOS PARA LA DETERMIMNACION DE ETOFAMIDA
EN COMPRIMIDOS ES, UM METODOD EXACTO, PRECISO, LINEAL,
REPRODUCIBLE Y ESPECIFICO
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VALIDACION DE METODOS ANALITICOS

1.4, ANTECEDENTES HISTORICOS.

E1 opbjetivo primordial para los tabricantes de medicamentos
es sin duda alguna asegurar sus productas, de manera que siempre
tengan calidad optima, Para obterner estos resultados es necesario
establecer en forma correcta los procedimientos de manufactura vy
control de medicamentos. Esto es, considerar todos aquellos
factores que contribuyen a la calidad en los procesas de
tabricacién, as! como la reproducibilidad del producto lote a
lote. La +forma de demostrar que estos procedimientos son
correctos se conoce como VALIDACION.

Este nuevo concepto ¥y su aplicacién en validacion de métodos
analf{ticos tiene sus origenes después de que la FDA (Food and Drug
Administration) emitid tres documentos. E! primero de ellos, en
1906 exige a 1los fabricantes de wedicamentos evitar la
adulteracion. E! segundo, en 1938 convaca a los mismos a elimirnar
de las +formulaciones aguellas sustancias que pudieran causar
algdn efecto tdxico para proporcionar seguridad al momento de
administar un medicamento. El &ltino de ellos, publicado en 1962
pide comprabar la eficacia de un producto Farmacéutico como
resultado de un problema causado por el uso de la talidemina

sus efectos teratogénicos,

Er 1984 la administraci18n para la regeloecidn de alimentos ’
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medicamentos de los Estados Unidos establecid las practicas
adecuadas de manufactura en las cuales especitice los
requerimentos para los procesos de validacidn y contral de los
productos farmacduticos. Una seccidn de las Buenas Practicas de
Manufactura regula especificamente los procesas de validacion,
por lo que apartir de 1985 la FDA establecid que todo procesc que
no esté validado, estd fuera de control

El concepto de VALIDACION tcma el centro de las mayores
cambios en las normas de las Buenas Practicas de Manufactura y en
los conceptos de Control de Calidad. Estos cambios implican el
desaffo de un proceso con el objeto de determinar sus pardmetros
dptimos de operacidn y la metndologia de control, de tal manera
que cuando se apliquen adecuadamente lleven a legrar lo gue
hasta ahora ha sido objetivo primordial de todo +fabricante de
medicamentos] asegurar que cada unidad de daosificacidn elaborada
cumpla con las caracteristicas de calidad disefada. Estos
conceptaos nos permiten CONSTRUIR LA CALIDAD en verz de tratar de

controlarla.

1.2. VALIDACION DE METODOS ANALITICOS.

Antes de definir el concepto y pardmetros de validacién, es
recomendable entender las narmas de las Buenas Precticas de
Manufactura y el concepto de Control de Catidad, ya que se
incluyen dentro de la metodologfa racional encaminada a la futura
validacion.

La primera norma tiene como objetivo establecer un Sistema

de Calidad, mediante un conjunto de regulaciones que seffaler los

12



requer imientos basicos para que los procesos de produccién vy
contral se reallcen en tal forma que la mas alta calidad sea
construida a +in de obtener medicamentos que satisfagan sus
caracteristicas de disefio, y por 1o tanto, mantengan la
identidad, pureza, concentracion, potencia e inocuidad requerida
para su uso. Para obtener ésto, es necesario normalizar las
variables gque pudieran afectarla. Resumidas algunas normas
establecen lo siguiente!

1). Materiales y Materias: Cada producto debe regirse con
su expediente maestro, es decir can su disedo
completa desde su fabricacidn, empague, control vy
almacenamiento. Para ello los materiales y materias
empleados deben ajustarse a las especificaciones
dadas por el establecimiento farmaceutico, (como
nombre, codigo, +ormula etc,) ademas de cumplir con
las especificaciones dadas por un andlisis confiable,
de variabilidad conocida de una nuestra
representativa ¥y homogenea de un proveedor confiable.
Finalmente estos deben estar basados en los datos de
infarmacidan regueridos para el departamento de

Garantia de calidad.

2}, Orden de Fabricacién y Documentos! Incluye un registrao
de <4abricacion en el :uél puede comprobarse gque el
producto fue fabricado, inspeccionado y analizado en
base a los procedimientos e instrucciones del
expediente maestro para esto el equipo como méguinas,

aglitadores, mezcladoares, harnas, autoeclaves,

13



3.

43,

e tod
propésita

informacién

secadares, etc) Deben estar en perfecto estada de
fupcionamiento, limpios, sin superficies
reaccionantes, tuncionando a la velocidad debida,
dando la temperatura adecuadaj} respaldandoc ésta par
la {firma del operador en l1la formula maestra vy
apoyédndose en revisiones, caomprobaciones Y
mantenimiento periddicos, quedando todo debidamente
documentado.

Método:! Los métodos de trabajo, el orden de las
operaciones, el control ambiental, las precauciones
de seguridad y contra la contamipacidn cruzada no sdlao
deben estar escritos, sino que se debe saber demostrar
su cumplimiento.

Un programa de garantla de calidad bien estructurado
satisface el requisito fundamental para las Buenas
Practicas de Manufactura, con el ajetivo de
monitorizar y asegurar a la direccitn que las
instalaciaones, equipamtentos, personal métodos,
infarmes etc. se realizen segdn.se establece en los
protocolos y procedimientos normalizadas de trabajo.
Mano de obrat: Calificada y entrenadaj; todos los
individuns encargados de efectuar wuna operacidn
determinada deberdn hacerla en forma seleccionada por

el juicio y la experiencia.

o elle es de vital {mportancia la documentacién, can el
de reducir riesgos de errar inherente al manejo de la

mediasnte comunicacian verbal, ¥y constituye un

14



instrumento de ayuda esencial en la investigacidn de la
variabilidad de los procesas. Por tanto, es indispensable mantener
actualizados y ordenados todos los documentos existentes en un

establecimiento farmacéutico.

El cancepto de control de calidad es muy amplio y ya no
puede admitirse que sea unicamente responsabilidad de este
departamento sino que en realidad de todos .

El wverdadero control de calidad ha de incidir en todo el
proceso productivo, desde el momento en Que se g@lanifica el
preducto hasta el control de materias primas, procesc de
fabricacidn ete. Por lo tanto es el esfuerzo de calidad de una
empresa de todo esto es donde se deriva el concepto de control
total de calidad definido como "8l esfuerzo conjunto bd
coordinado de varios departamentos (compras, mercados, costos,
praduccidn etc.} de una empresa, para influir scobre todos
aquellos aspectos del preducto (diseto, promotidn, precic,
distribucidn, etc.) gque lo hacen conocido, accesible y deseable
para un consumidor o que hacen que el producto satisfaga una
necesidad real de un mercado”.

Estos conceptos aplicades al Laboratorio analitico, nos
llevan a la conslderacidn de que el contrel de calidad, tal camo
hasta ahora se ha entendido ( Tratamiento Estadisticoles una
pequefa parte de lo que ha de ser el control! de calidad en el

taboratorio, y que esta ha de abarcar:

15



Desde la compra de reactivos --> Forma de hacer la toma
de muestra --> diseffo del métndo analft{ tratamiento-->
estadistica de los resultados --> validacidn de los
mismas ~--> archiva sin olvidar todo lo relaconadog con la
infraestructura del laboratorio, equipamiento seguridad

y formacidn del personal.,

La validacion seré iniciada una vez cumplidas y establecidos

los prérrequisitos mencionados y consistir& bdsicamente en generar

¥ documentar informacibn sobre las condiciones en que se realice

cada

operacioan del proceso, asl como las caracteristicas en los

productos intermedios y finales,

16



CONCEPTC SOBRE VALIDACION

Hay muchas definiciones propuestas para el término
validacidn, pero ninguna ha sido aceptada universalmente.
Frecuentemente se utilizan dos términos en la literatura sobre
pracesos de validacjidnj calificacidn y comprobacidn.

De acuerdo a las buenas practicas de manufactura, en
términas generales, la validacion es considerada comei “una
revisidn sistemdtica de las instalaciones y etapas esenciales de
trabajo en el desarrotio, produccidan y control de medicamentos,
con el ocbjeto de asegurarse de que los productos fabricados puedan
ser elaborados ron seguridad y ademas reproducidos con la calidad

deseada.

Asi, finalmente la validacion es definida como " E£1 método
cienttificao, que proporciona la evidencia Documentada para
demostrar la confiabilidad, reproducibilidad y efectividad de
cualgquier oOperacién o©O proceso. (El proceso se encuentra bajo
controll.

Al encontrarse incluida dentro de este proceso, la validacion
de métodos analliticas utilizados en control se puede definir camo
un proceso  por el cual se demuestra que un procedimiento
analftico, proporcigna resultados dentro de tolerancias aceptables
para 1o cual fue disewado. Su objetivo primordial es, certificar y
comprobar QqQue 1os resultados obtenidos permitan avalar los
elementas de la calidad de los productos con una confiabilidad
adecuada y definida,

Un método analltico se puede validar segin las necesidades

del laboratorio, aplicacgidén del método, requerimientos oficiales y

17



eriterias de la persona que realiza l'a validaeién., Sin  embarge
se puede iniciar una validacidn cuando existan 1as siguiente
razanes @

- Desarrollo de nuevos productos.

~ Métodos analfticos nuevos.

- Instrumentos y reactivos nuevos.

- Puntos de ensayo nuevos.

- Cambios en la formulacidn,

~ Cambios en el procesa de fabricacidn.

- Cambias en el equipo analitico.

Actuatmente existen diferentes formas de abordar la
validaridn de wun métedo analltico., Las dos +$ormas normalmente
utilizadas son: la validacién Prospectiva que se realiza cuando el
método es nueve y na se dispone de informacién suficiente, la
segunda @8 una revisidén histérica de los datos, {Retrospectiva)
En seguida se definen en general tres tipos de wvalidacidn con

mayor aceptacidn

I. VALIDACION PROSPECTIVA.- Es la comprobacidn
através de un proceso predeterminado para la
aobtencitn de mnedicamentos con calidad disetada
basada en un protoceolo preparada anticipadamente
estableciende una evidencia documentada en cada

paso.

11, VALIDACION CONCURRENTE.- También se conoce como

vatlidacidn en fase de desarrnlla. Es el

18



establecimiento de la evidencia documentada de que
un método analitico realiza agquello para la gque fué
disefrado, basandose en informacidn generada durante
la ejecucidn real del proceso, o bien la
comprobacidn documentada, de que los procedimientas
de analisis hacen posible la evaluacitn de 1las
caracteristicas de calidad de un producto bajo

estudio, con suficiente y detinida confiabilidad.

11, VALIDACION RETROSPECTIVA.- Es la evidencia
documentada de que un método realiza aquello para
1o que fué disehado, basandose en la revisitn y el

analisis de informacién historica.

Es preciso hacer notar que las pruebas farmacopéicas
rutinarias no constituyen un procesa de wvalidacidn analfticao,
pues no es suficiente can decir que taodos laos lotes de cierto
producto sistemdticamente han reunido las especificacianes, vya
sean de farmacopea o internas de la cowpania. Cada producto tiene

sus propias caracteristicas, por lo tanto reguiere de pruebas

especiales que demuestren la contjabilidad, reproducibilidad vy
etectividad de 1la técnica a validar. Para ello se cuenta con
parametros estadisticos o criterios de calidad como  seni
exactitud, precision, linearidad, reproducibilidad,

especificidad, sensibilidad ¥y suceptibilidad, en 2} cual cada
pardmetro experimental nos ayuda a valorar cada paso en la

técnica sobre ios resultados anallticos.
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Exactitud Se puede resumir como la concordancia entre un
valor encontrado experimentalmente con un valar aceptado de
referencia. Este término esta Intimamente relacianado can
la selectividad y especificidad del métoda; eliminando
con estos pardmetras, contaminantes del proceso y productos
de degradacién., Pero debemos estar concientes de gue un
método nunca puede ser 100% exacto, ya que siempre existen
un grado de variacion. FPRara evaluar la exactitud debenas
determinar la funcidn matematica que relaciona la
concentracion real del fArmaco con la respuesta especl+tica
que estamos detectanda. Para inferir gque el métpdo es
exacto el grado de ajuste ©o correlacidn entre estas
dos variables debe ser muy cercano a 1.0. Ademas de
cumplir con sus criterios establecidos en el cual, el
intervalo de contianza (IC) para la media debe incluir el
£100%, el coeficiente de variacidn (CV} debe cumplir can
lgs criterios establecidos que dependerdn del tipao de

método y de la muestra.

METODO cv
Cromatogra+tico { 2%
Buimicos y Espectrofotométricos. < 3%
Microbioldgicos. < S%

Brecisifdn Es el grado de concordancia de las mediciones

repetidas de un mismo valer, derivado de la desviacién
estandar estimada de dichas mediciones y expresada en
términos de repeticion y/o reproducibilidad. Estos das

términos se expresan de la siguiente formas

20



1.~ Se considera a la Repetician como la concordancia
obtenida entre determinaciones independientes
realizadas por un mismo analista usando la mlisma
técnica y el mismo aparato.

2.- Se considera a la Reproducibilidad comg la
cencoardancia obtenida entre determinaciones
analiticas realizadas bajao ciertas condiciones:
diferente analista, diferente aparato, diferente
labaoratoria, y diferente tiempo.

El criterio para el c.v. total debe cumplir con leos fines
para los cuales el métado serd utilizado., Para el método
cromatografico es < 2%.

Linealidad Es la medicién del grado en el que una curva
de calibracién se aproxima a una linea recta o del! grado
en el que la suceptibilidad { relacién existente entre la
pendiente de una curva de calibracidn y la variabilidad de
los puntos experimentales es canstante es decir, que se
puede captar cualquier error ¥y se puede hacer simplemente
con estandares., Para llevar acabo la linearidad en la
validacién de un método analitico es preciso determinarla
mediante dos tipos diferentes!

l.- Linealidad del sistema Para determinarla se evalda el
comportamiento de diferentes niveles de concentracion
de la sustancia de referencia ante la respuesta del
detectar. Por le general, estos niveles de
cancentracidn a analjizar dependen del proposito de!l
mnéteda, Diecha evaluacibn se realiza a partir del

analisis de la grafica resultante de datos obtenidos
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experimentalmente y la respuesta del detector.

Se considera gque el sistema es exacte cuando se
demuestra que el valor del coeticiente de
correlacidn estd muy cercano a i y cuande el valor
interceptado de la curva es muy cercano a 0.
Brecisidn del sistema. AQu! se evalua la dispersion
0 variacitn de 1los datos experimentales. Dicho
parametro se establece a partir de un nétodo
determinado de repeticiones del analisis a
saluciones de referencia con un 100% del nivel
esparado.

Se considera gque el! sistema es preciso cuando el
valar de la media del porciento de recabro estd muy
cercang al 100% y el valar del coeficiente de

variacion esta por debajo del 2%,

Linealidad del metoda. Para  afirmar que wna
formulacian dada se apega 1o suficiente a un valor
tedrico de referencia en cuanto al contenido de
activo, es necesario manejar este parametro de

tinearidad. Se establece al graficar los resultados
obtenidaos de una serie de andlisis: muestras placebo
adicionados del principia activo relacidn
excipiente -> fdrmace y activo solo cantidad de
muestra a diferentes concentraciones) contra la
cantidad tedrica para obtener uwna linea recta. ESs
asl Que la lineartdad del método puede verse

atectada por dos +factores: 1) cantidad de nuestra
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Y 2} relacidén excipiente-farmaco. Por le que. una
vez establecido los efectos de estos dos fattores
se puede inferir sobre la lineaidad del métondo en

base a los siguientes criterios:

1.~ ‘El etecto que tiene l1a cantidad de muestra
debe cumplir con valores de coefigiente de

correlacién cercanos a 1 el intercepto

debe ser aproximadamente igual a 0. Se
acepta gue la variacian de la
concentracidn dentro del rango trabajado
no aitere ia exactitud del metoda

analitica.

2.- El efecto excipiente -farmaco. A}l obtener
valores similares de la media, desviacidan
estdndar y coeficiente de wvariacidn, se
puede inferir que el efecto del placebo
sobre la exactitud del método es
despreciable.

% Si en el momento de hacer 1a linearidad del método se
trabajan diferentes concentracianes, cuando menos por
.qukntuplicadu. la exactitud del método se puede determinar de los
valores de linearidad.

Especjitividad Un método es especlfico cuando sus

resultados se deben exclusivamente a la sustancia

analizada es decir, gque las atras sustancias presentes en
el producto o bien degradaciones resultantes de un periodo

de almacenaje no interfieren, ni en farma inhibitoria ni
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aditiva, can la wvaloracion. La valoracidn debera

establecer que:

A)

B}

Para

Los excipientes del producto no interfieren en 1la
valoracion (interferencia ).

Criterig Se confirma que el método desarrollado es
capaz de separar 1a sustancia de interes de
cualquier interferencia presente. De no ser asf,
aptimizar el métado o desarrollar otro.

La valoracién de la sustancia en anilisis no se ve

atectada por otras sustancias presentes ( sobre todao

en métodos disefrados para estabilidad). Estas
sustancias pueden usar metabolitos , productos de
degradacion, otros principios activas

(polifarmacos), contaminantes, etc.

determinar esta especificidad existen diferentes

métodns para degradar la sustancia, y dependerdn de las

propiedades fisjcoquimicas del compuesto.

1.~

Se c¢oloca la sustancia de interés, placebo y
muestras del late del producto en una estufa a 20°C
menos que el punto de fusién de la sustancia de
interés durante un apropiado tiempo {2 a q
semanas) .

Colocar la sustancia de interés, el placebo vy
muestras del lote del producto a la luz UV a6 a la
luz fluorescente y/o a humedad controlada.

Si se requiere hacer scluciones de la sustancia de

fnterés, ajustar el pH= | a 2 y/o 10 a 12 vy
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eplpcarlas de 40°C a 80°C durante Z a 4 semanas.

4.~ 51 se trata de formas farmacéuticas 1Iquidas o

. samiwdl idas, pueden degradarse par oxidacidn (con
peroxido de hidrdgenn) y permanhecer 2 a 4 semanas a
temperatura ambiente} y/o por hidrélisis (pH= 1 a 2
y 10 a 12), colocando las muestras de é40°C =~ BO*C
durante 2 - 4 semanas.

S.- Checar la apariciaon de sustancias relacionadas
{productaos de degradacion), wutilizando par lo mepos
cualguiera de las técnicas cromatograficas
aiguienteal Cromatografia se Liguidos de Alta
resnlucian, Cromatografla de gases y/o Cromatagratla
de Capa Delgada.

Criteric, Se verifica gue cada producto de degradacién
pueda ser separado de la sustancia de interés utilizando
el métndo desarralladn,

Ajustar las condiciones de operacitin para obtener 1la
maxima resolucien,

Sensibilidad (Limite de Deteccitin)., Corresponde a la
concentracion minima del companente gque puede ser
detectado paor e) método analltico. Por regla general
cuando unia muestra contiene un compuesto en poca cantidad,
1a seftal del instrumento serd pequefra. Por lo tantoc existe
duda de que la sefral, se debe al ruido producido par el
instrumento sea por el método o por el compuesto a
analizar. Esta determinacion se realiza disminuyendo 1la
cantidad de principio active a analizar hasta en un S50%

del! nivel establegido o a wuna cantidad especfifica
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establecida y, a partir de &sta se disminuye de 10 en 10%
hasta encontrar la cantidad minima detectada por el método

analftico a validar.

Tolerancia Controla un factor alrededor de un rango

especitico mientras el resto de los factores son sometidos
a diferentes condiciones de prueba.
Documentacién La documentacidn, como ya se menciond
anteriormente, es de vital importancia y por lo tanto debe
constar coma minimo de!
- L.0os parametros de wvalidacién.
~ La denaminacitdn de los lotes y origen de las pruebas
¥y sustancias de comparacidan.

- ka calidad de las sustancias de comparacidn.

Los instrumentos utilizados.

- Lbos espectros, cromatogramas, curvas de registro,

etc,

- Los parametros de ajuste de aparatos.

- Los resultados y calculios.
Bevalidagidn Se hard para establecer un punto de partida
de las operaciones actuales, como una veriticacian de que
el método se encuentra bajo control o cuande se han
alterado 1las condiciones bajo las cuales se ha realizado
la validacidn coma:

- Empleo de instrumentos nuevos,

- Modificacién de los procesos de fabricacidon o de
reactivos.

= Cambios de proveedor o de calidad de los reactivos,
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Esta
minima

caso

fases estacionarias y similares.
revalidacién puede ser histérica y requerir una
cantidad de trabajo adiciopal, ya que para cada

debe decidirse hasta que punto debe repetirse una

validacion,

Para lle
necesari

RECOMENDAC IONES FINALES:
var acabe los diversos andlisis de la validacidn, es
o cuidar clertas condiciones coma son?
Descripcitn clara Yy concisa de) métoda a validar
adn siendo desarrollado en el mismo laboratorio.
l.a aplicacién que se le dara a) método analitico de
reterencia (para Contreol de Calidad, pruebas de
estabilidad, pruebas de biodisponibilidad etc.)
Netesidades del laboratorio y capacidad del mismo
para establecer el wuso contlnuo o rutiparia del
método a validar.
Material a ser analizado, tener cuidado en su
muestreo y conservacidn (protegerlo de la luz, pro-
tegerio de la humedad, de temperaturas elevadas,
etc.) si Jlo requiere,
Cada equipo gue se emplee para el anaAlisis debe de
estar debjdamente calibrado.
Para analisis volumeétrico emplear solutiones
recientemente valoradas.
Para técnicas de producto terminado emplear placebo
¥y principios activos en vez de producto.

La sustancia o estandar secundario de referencia
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deber4 estar bien caracterizado es decir, que se
cuenta con un certificado de calidad que establezca

su potencia, humedad, los posibles contaminantes y/o

productos de degradacian ({Estandarizacidan del

principio activo),



CROMATOGRAFIA LIQUIDA PE ALTA RESOLUCION
IMTRODUCCION

La cromatogratlia es un método gque nos permite separar
mezclas guimicas (principalmente organicas) en sus componentes
individuales sin embargo, no es Gtil para identificar a las
companentes, en contraste con la espectrofotometria., La
cramatografia es una técnica desarrollada a principios del sigloj
Yy su nombre =e debe a que las primeras separaciones se llevaron a
cabo con pigmentos de plantas. En general, la cromatograffa es un
procesa de migracidn diferencial en el cual los componentes de
una mezcla son transportados por una fase mavil, 9as o liquido y
retenido selectivamente por una fase estacionaria que puede ser
un liquido o un sélido. De acuerdo con la naturaleza de las fases
Y los mecanismos de separacion podemos clasificar a la
cromatografla en dos grandes grupos segin se muestra en el
cuadro No.1,

En un principio se pensd que la cromatografia de fase
liquida tendria un desarrollo técnico mas rapido, sin embargo, 1a
cromatogra#fia de gases se comercializd primero, debido
principalmente a los problemas en diseNo que era necesario
superar para desarrollar los instrumentos de fase liquida de alta
resolucidn. Enh sequida se enmarcan las principales hechos
higtdricos en e) desarrollo de la cromatografia,

A traves de ciertas investigacidnes r=alizadas en la segunda
parte del siglo pasado se establecieron 10s terminbs precursores

de la cromatogratfa, esta tecnica fue primeramente desarrollada
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CROMATOGRAF1A
DE GASES

CRGHATOGRAFIA

DE

LIKUIDOS

CUADRO

CROMATOGRAFIA Gas-Liqido {particién.

CROMATOGRAF 1A Gas-Salido ), ladsorcidn?

f‘

CROMATOGRAF IA
PLANA

CROMATOGRAFIA

EN

COLUMNA

.
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Lromatografia en capa

delgada (adsorcian).

Cromatogratia en papel,

L

(particisn)

r;rcmatagra#la Liguida-

Salido tadsorcitnd.

Cromatograflia Ligquido-

tiquido (particidn)

Cromatagrafia de Inter
cambio ldnica,
Cromatogratia de Exclu
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por el botanico ruse M.S. TSWETT, para l1la separacion e
identificacidn de 1oa pigmentos de las plantas. La primera
descripciédn del método fue solo mencionada en up articulo
presentado en 1903, vy posteriarmente fue emitido un reporte
detallado sobre el métodao y su aplicacidn publicado en 1906,
TSWETT anlo informo el trabajo referido a las separacidn de las
diferentes bandas caoloridas atravez de una columna de separacion.

Tuviéran que transcurrir 25 affos desde el reporte de TSWETT,
para que el método cromatogratico se retomara nuevamente en
Alemania por Kuhn y E. Lederer y en pocos afios llegarédn a
perfeccionarla como una tecnica de uso cemun, en los 20 affos
diguientes al redescubrimiento de la cromatograffa fue
fuertemente expandida Yy se desarrollaron algunas variantes de
ella, Una particularmente importante fue el desarroilo de la
cromataograffa de particién gas ligquido realizado por Martin vy
Jamesen 1952. En 1940 se obtuva un avance que dio origen a la
moderna cromataograffa de liquidos debido al desarrollo de la alta

presidn v la deteccidn continua en el sistema (HPLC).

CROMATOGRAFIA 1903

(TSWETT)

Analisis de aminna:idns’///// \\\\\\\\\\Crumatografla en papel

1951 (stein y Moarel. década de logs 50°'s
Cromatografia
{Kirchaer!).
1iquida 195}
Cromatogratla de gases Cromatografia en capa
(Hartin y J.).
década de los 40's. \ fina (Stahl).

HFLC 19648 (Kirkland)
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TERMINOS GENERALES

Para iniciar la separacidn de una muestra problema por HPLC, el
primer paso a seguir es disolver dicha muestra en un solvente
aprapiado, el cual en forma ideal deberfia ser idéntico a la fase
mdvil. E1 pertil de requisitus generales de los disolventes en
cromatogratia deben cumplir las siguientes caracteristicas!

- elevada pureza y estabilidad,

- serie de polaridad completa y buena miscibilidad.

- baja toxicidad.

- transmisidn UV elevada (menos importante para la CCF)

~ baja viscosidad.

- poder de elucidn elevado para el respectivo prablema

de separacidn,

Laos meétodos de separacidn para la muestra son los
siguientes:

- Extraccison llguido- liquido (requiere mucho tiempoj
gran consumo de disolventes; peligro de {ormarse
emulsianes en el limite entre las fases, de
recuperacidn que a menuda son reducidas).

- Centrifugacién {(gasto en aparatos).

- Reacciones de precipitacién (generalmente vinculadas
con centrifugaciéng peligro de pérdida de sustancia),

- Extraccién liquido-liquido / liquido-sélido en
columnas de extraccitn (manejo limpio y sencillol

ahorro de meterial y tiempo; mayor sensibilidad de
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deteccitn} posibilidad de trabajar en serie),

- Inyecién directa de 1a nmuestra a traveés de
precolumnas / conexitn de columnas (método mas
elegante}] pocos ejemplos disponibles hasta ahoraj ha
de desarrollarse individualmente dentrao del marco de
la elaboracidgn de métodos).

* Es necesario que la muestra sea estable, que tenga una
presidn de vapar apreciable a la temperatura de operacidn y que
no reactiane con hinguno de los camponentes.

A continuacidn la muestra se introduce por medic de un
mecanismo inyector en la parte superior de la columna. La muestra
se mueve dentra de la columna por un flujo continuo de fase mévil
que es impulsado por una bomba, Algunos componentes de la muestra
viajan por la columna mas lentamente que otros; los componentes
que tienen mas afinidad por la columna, tardan mas en salir de la
misma. Las normas generales para la eleccidn de la fase mévil en
la Cromatograffa Lfquida de Alta resolucildn indican 1o
siguiente!

- Por regla general, las sustancias problema pueden
eluirse bien con las mismos disolventes en los gue se
disuelven bien (es vital gue la fase sea compatible
con la muestra)l.

- Par consigui2nte, las mezclas problema se disuelven de
preferencia en eluyentes (o al menos la mezcla de
eluyentes deben contener los componentes) de los fue
conste que las sustancias problema son bien solubles

en ellos.
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- En_ términos generales, se elegird una 4ase méavil con
un poder de elucion gue garantice la separacion total
de todos los componentes introducidos en la columna
usada, Estno implica cumplir las siguientes
caracteristicas en 1a #$ase movil: No degradar o
disolver 1la +fase estacionariaj Qque tenga baja
viscosidad debida a 1la influencia que presenta
sobre €1 efecto de la transferencia de masa entre la
fase movil ¥y la estacionariaj ser compatible con el
tipe de detector/.usadp, polaridad adecuada para 1la
retencidn de la muestra en la columna y ser de pureza
con gradeo cromatogratfico para realizar el analisis
con alta sensibilidad.

Comunmente un detector wultravicleta o de indice de‘
refraccidn monitorea a 1nos componentes cuando salen de la
columna. Por ditimo, el detector transmite setal a un mecanismo
de registro gque grafica los dates. El cromatograma obtenido puede
Erupar:lunarnus informacién tanto cualitativa come cuantitativa

en en relacion a la muestra,

COMPONENTES BASICOS QUE INTEGRAN UN SISTEMA DE HPLC.

NUESTAA

INYELTOR

CoLuaiA: 4ttlo
OF SEPARAGCION

ANALISTS DE DATOS

34




En realidad, la separacion de los componentes ocurre,
tisicamente en 1la columna, la cual estd empacada con pequeMas
particulas sdliidas llamadas material de empagque o resinas.
Actualmente liaman mucho la atencidn los materiales de empagque
ya sea para diversificar los tipos moleculares con afinidad,
como para aumentar la estabilidad de las particulas en la

columna.

VENTAJAS

- Gran espectro de aplicaci6n. El campo de la quimica

es muy extenso,; ya que va desde la industria hasta la

biomedicina.

- Tecnica mas suave que la cromatogratia de gases vya
que la gran mayoria de moléculas pueden disolverse,
a diferencia de las que pueden ser volatilizadas vy
retener su estructura molecular original.

- Manejo de gran variedad de moléculass ionizadas ¥y no
ionizadas, de muy alto peso molecular, biologicamente
activas (enzimas), entre otras, '

~ Velocidad de analisis .

- Alta resolucidn,

Automatizacidn,
LIMITACIONES

- Equipo costoso.
- Amplia experiencia en su manejo.

- Método no especifico para andlisis cualitativo.
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TIPOS DE CROMATOGRAFIA EM HPLC

TIPO DE SEPARACION: Cromatogra+tia de exclusién cromatografia
de Permeacian o Craomatogratia de

Filtracién

MECANISMO: Separa moléculas por tamatos. Las mas
grandes eluyen primero la columna se
rellena de un gel, cuyos poros san  de
tamatta similar a la molécula de la
nuestra. Las moléculas peque¥as pueden
penetrar dichos poros b4 quedan

retenidas, en tantoe que las grandes no.

MOLECULLAS QUE SEPARAN: desde protéinas y Carbohidratos hasta
metacrilatos y neopreno, e! intervalo de
pesaos moleculares en gQue se puede
trabajar varl{a desde aproximadamente 500

hasta varios millanes.

SOLVENTES UTILIZADOS: Toluenn, diaoxano, acetana-agua,

COLUMNAS: Las columnas empleadas pueden ser muy largas (varios

metros
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TIPO DE SEPARACION:

MECANISHO:

MOLECULAS SUE SEPARANM:

SOLVENTES UTILIZADODS!

COLUMNAS:

Cromatogratia liquido-sédlido.

FASE NORMAL

Adsorcién. - Separa en base a polaridad.

ta menos polar eluye primero, su
mecanisma de accidn se basa en la
campetencia que existe entre las
moléculas de 1a muestra y las de la fase
mévil o disolvente por ocupar los sitios
activos en la superticie de un solido.
Algunos de los sdlidos mds wuwtilizados

san aldmina y gel de silice.

Hidrocarburos y aromdticos Isémeras vy

compuestos no polares, en general ae
aplica & las moléculas de bajs v media
polaridad, de peso molecular no mayor de

1000.

Organicos no ionizables (hexano),

Las columnas utilizadas varian entre 15 y
25 cm. de langitud y entre 2 ¥ 3 mm de

diametro interno.
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TIPO DE SEPARACION:

MECANISMO:

MOLECULAS QUE SEPARAN:

SOLVENTES UTILIZADOS:

Cromatogratia 1liguido-1iquido(Bonded-
phase).

FASE NORHMAL

Particidon del soluto entre 2 solventes

inmiscibles,"Fase estacionaria mas polar,
Fué desarrollada en Inglaterra por
Martin ¥y Syrige 1941. Este mecanismo de
distribucidn se basa en la distinta
gplubilidad que presenta una molécula en
la fase movil y en la fase estaciaonariaj
los mads solubles quedaran retenidos
selectivamente en la fase estacionaria
en tanto, que los menaos solubles seran
transportados mas rapidamente por la

fase mavil,

Monosacdridas, Catecolaminas Yy

aromaticos. En general se utiliza para
compuestos moderadamente polares, cuyp

peso moiecular es inferior a 1300.

Palar no polar {Agua-acetonitrilo},
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COLUMNA:

Las comunmente usadas son de 15 a 30 cm
de longitud y de 3 a 4 mm de diidmetro

internaj la cafda de presion depende de

variables tales camo tongitud,
viscosidad de ta fage mavii,
temperatura, tamarto de partfcula de

relleno, flujo de la fase mdévil] etc.

pudiendo llegar hasta 35 atm.
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TIPO DE SEPARACION:

MECANISHMO:

HOLECULAS QUE SEPARAN:

SOLVENTES UTILIZADOS:

Cromatogratfa lfquido-lfquido

FASE REVERSA

Particién del soluto entre 2 solventes

inmiscibles. °Fase mévil mas polar®

Herbicidas, Acidos grasos.

Agua con modificadores organicos

(Metanol).
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TIPO DE SEPARACION: Cromatografia por intercambio idnico.

MECANISMO: Iaones de la muestra se intercambian con
un contra-ian.
Fué wusada por primera vez por Taylor vy
Urey, separando isotopos de Litio ¥y
Potasio. Este método separa en base a la
competencia entre 1la fase mavil y la
muestra idnica, par las sitias activos
de la resina intercambiadora de icnes,

Las resinas de intercambio idnico, consisten de una matriz
polimérica (estireno divintl bencenol, insoluble ¥y permeable,
canteniéndo grupa; polares acidos o basicos que pueden ser
intercambiados por iones de cargas opuestas.

Los intercambiadores, deben ser estructuralmente estables, y
las particulas deben estar empacadas de manera que haya buenas
propiedades de flujo y con alta capacidad de intercambio.

La eleccion de las resinas, fuertes o débiles, de tipo
anidnico o catidnico, depende en gran parte del pH en el gque se
realiza el intercambio. E1l coeticiente de selectividad indica la
preferencia con gue una resina de intercambioc idnico fija dos o
mis iones de una sclucidn.

En general, la resina +fijard de preferencia iones
bivalentes o multivalentes que iones monovalentes, Yy ante iones
de la misma valencia, fijard preferentemente los mas pesados.

La mwayoria de las separaciones cromatograficas se llevan a
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cabo en s=soluciones

jonizacién en agua.

MOLECULAS QUE SEPARAN:

SOLVENTES UTILIZADOS!

RESINAS!

acuosas,

debido a las propiedades de

Aminoacidos Nucledtidos.
Diversos Buffers argdnicos.

Existen daos tipos.
1.~ RESINAS DE INTERCAMBID ANIONICO.

a) Fuertes
CH3

-CHz2 - N*— CH3 - C1
CH3
Aminas cuaternarias
b) Débiles.
+ -
- MNH - R2 C1

Este tipo de intercambiador adsorbe

aniones de soluciones dcidos fuertes vy

bases moderadamente fuertes.y se

utilizan satisfactoriamente en medios

Acidos o neutros.

Debido a su targa positiva, puede atraer

e intercambiar aniones tintercambio

anianicol.
2.- RESINAS DE INTERCAMBIC CATIONICO.

a) Fuertes.

- +
-S03 H
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~ b) Débiles.

- CDD- Na+

Estos intercambiadores adsorben
cationes de soluciones de bases
fuertes y moderadamente Ffuertes.
Son usados satisfactariamente en
soluciones alcalinas o neutras.

Debidoe a su carga neta negativa, pueden

atraer e intercambiar catianes.

FACTORES GQUE AFECTAN LA - Concentracidn de solucidn
amortiguadora. A concentracidnes
RETENCION DE INTERCAMBIO
altas, disminuye ta retenciotn.
IONICO; - Madificaciones en el pH.
- Temperartura. A temperaturas elevadas

disminuye la retencidn.
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COMPONENTES BASICOS DE UN SISTEMA DE HPLC

Los principales componentes de un aistema de HPLEC se

ilugtran & continuacién:

{ BOMBA J1~L INYECTOR 1._f CGLUMNA 1_{ DETECTOR 1_f MANEJO DE DAYD 1

Los sistemas pueden tener un digefro modular o bien, ser
integrados. Llops sistemas modulares consisten de componentes
individuales cada uno de los cuales puede ser usada como una
unidad individual. Eato germite el usuario mucha mds flexibilidad
en la configuaracidn de su sistema, Yy gradualmente ir mejorandy
el miamo. Un ejemplo de esta $lexibilidad seria up sistema de
gradientes con varias bombas el cual se wusa para desarrollar
metodolaoglas diversas y que puede ser fdcilmente transformado en
sistemas de una sola bomba, que san usados gara andlisis de
rutina.

Consideranda los diterentes tipos de cromatografia gue se
aplican en NPLC podemos cbservar en 1a siguiente tabla, que stlo
aguellos sistemas capaces de desarrollar gradientes, pueden

ampliar o diversiticar estos métodos de separacién.

TIPD DE CROMATOGRAFIA GRADIENTE
ExClusion no
Ltquido~so6lido si

{adsorcidan?.

Liquida-liguido si

rr»xA02
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{particidn).

Liquido~-)ifuido no
{particion REVERSA}.
Intercambio-idnico. EY

SISTEMA DE BOMBEO DE SOLVENTES

Las caracteristicas mads importantes con las cuales debe

cantar un sistema de bombeo para HWPLC son?

- reproducibilidad.

- velocidad de flujo.

- presitn media adecuada,

- compenentes resistentes a solventes,

S8u finalidad es suministrar la fase mavil a un +f1lujo o
presidn controla. En general los sitemas de bombeo se pueden
dividir enp dos grandes grupos] de presidn canstante y de +flujo
conastante (o desplazamiento constantel.

i.- Bombas de presian constante.

Praobablemente la forma mas sencilla de una bomba de presion
constante consiste en un tubo de acero inoxidable en forma de
espiral con {ase mévil en su interior, al cual en un extremo se

le coloca una columna y en el otro extremo se conecta a una

fuente de gas,

CHTAADA DRL SOLVENTE

HACTA

Tuse €L DETECTOR
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En general laa bombas de presidn constante tienen las

siguientes caracteristicas.
f.- Camara de fase mé6vil de voldmen limitado,

2.- Para una presién constante de 1la bomba, ia
velocidad de flujo del sistema varla con tambio en
la composicidn de la fase movil, en la temperatura,
viscaosidad, resistencia generada por la columna

(¢{iltros obstruidos), entre otros factores.

3.~ Generalmente son mas sencillas en su construccidn
poar lo tanto san menes caras Yy es mds fdcil de

darles servicio.

2.~ Bombas de flujo constante.

Egstas se pueden subdividir en 2 tipas: de cdmara reducida
{(tipo jeringal y cun cdmara de volumen infinitoa. La forma mas
simple de una bomba de flujo constante, cansiste en un piston
accionade por un tornilloj ai el tornillo se mueve a una
velocidad constante el desplazamiento del pistén sera constante vy
una vez Que el sisteme ha alcanzado la presidn de operacion, la

velocidad del flujo serd tambidn canatante,

INYECTORES DE HMUESTRA

Esta parte del sistema debe proporcionar una zona de poco
valumen completamente barrida par la fase mévil, para evitar 1la

difusion de la muestra y la dilucidn exponencial.
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Existen dos métodas principales para introducir la muestra
en una columna de HPLC) estos son por medio de una valvula de
inyeccién o por métodos de deteccion de $lujo., En la actualidad
la inyecidn de la mueatra se puede hacer en forma automdtica.
Primordialmente, los inyectores automdticos consisten de wuna
valvula de inyeccidn automdtica, un sistema de llenado de 1la
valvula vy un control electrénico que sirve para controlar
funciones tales comoj tiempo de inyeccién, tiempos de corrida,
velocidades de 1llenado, nimert de inyecciones por muestra,
volamen de inyeccién, identificacian de wuestra, lavado de
valvula ¥ jeringa, inicio de inyeccitn para e! registeo, as! camo
la operacién de programadores de gradientes o controladores de
sistema.

Pependiento de 1a presién de trabajo y del tipo de bomba
usada puede introducirse 1a muestra por medio de jeringas
especiales, vaivulas de inyecciotn, inyectores automdticos o por
interrupcidn del $lujo.

Existen principalmente 3 métodos por medio de los cuales log
inyectores automdticos llenan la vdlvula de inyecciodn:

1.~ DESPLAZAMIENTD POSITIVO
Se requiere de un vial sellado Que caontiene la
muestra una aquja doble y aire para pasar a la
valvula (figura 1a}.
2.- SucCioM.
Se emplea un sistema de succién ya Ssea por
vacie o par una jeringa de mayor voldmen y los

viales que contiene no estan sellados. (figura
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3.~ CON .JERINGA
La jeringa es automatica y generalmente puede
ajustarse para dar varios volimenes los
viales empleados pueden estar sellados o
abiertos, (figura 1c), la aguja de la jeringa
entra en el vial de la muestra y saca el
volimen requerido de muestrajg finalmente 1la
valvula es accionada y la muestra se
introduce en la columna.
lL.os aistemas de inyeccidn automdticos permiten algunas
ventajas como operacidn sin atencidn y eliminacidn de algunos
errores que se presentan en el andlisis cuantitativo, ocasionado

por el manejo manual de las técnicas de inyeccidn.

COLUMNA

La columna es un componente central en el gistema
cromatografico ya que en ella se lleva acabo la separacidn de los
componentes de la muestra en estudlo.

Esencialmente eosta constituida par un segmento de tubo de
algin material inerte (generalmente se emplea acero inoxlidable.
Para poder elegir la columna adecuada en el desarrollo de un
mé tado de separacidn especifico es neceaario evaluar los
siguiente pardmetros de la columna.

a) Longitud de la columna
- Se empieza con columnas de unos 125 mm.

- Se prolonga en miltiplos en caso de requerirse un
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c

d)

-

e

L]

nimero de platos mas elevados para la resolucion de
1os componentes (duplicando la longitud de la
columna pero afectando la presion, el tiempo de
andlisis y volumen de elucidn doble permaneciendo
inalterada la velocidad de flujo.

Diametro interior.

- Se empieza cton un didmetro interior de unos 4 wm.
caonsiderado como el optimo para el limite de
deteccidn, censumc de disolventes, tiempo de
analisis y descenso de 1a presiony se aumenta para
inyecciénes de volumenes de muestras mayores o en
problemas con la célula detectora. Se raduce en
caso de menores volimenes o 8i se requiere una gran
sensibilidad de deteccidn.

Tamaho de particula,

- Se enmpleza con particulas de unos 7 um de tamaho
medio, a2 aumenta si la presitn del aparato no es
suficiente para columnas largas y se reduce cuando
se requiere una mayor eficacia separadora.

Preaidn

- Importante dnicamente para establecer una cuota de
$lujo detinida en el sistema cromatogratice dada.

Cuota de flujo

- Pebe ajustarse de tal manera que se trabaje cerca
del mfinima de 1la curva optima (para columnas
analiticas, generalmente alrededor de 1iml/min,

Temperatura (puede usarse a temperatura ambiente o a

temperatura superior pero siempre constante ya que un
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cambio pequeto en la temperatura de 1a columna

implicaria variacién en la eticiencia ) para +fines

siguientes:

- Control de procesn por separacién.

- Disminucion de 1la viscosidad de 1la fase movil
fogrando presiones menores con aumento de
transferencia de masa.

- Aumento de la splubilidad de la muestra en la fase
enlazada obtentiéndose una mayor eficiencia global
del eguipa.

- Aumento de la velocidad de migracidn idnica en los
sistemas de intercambio idnico.

Es importante recalcar nuevamente algunos puntos para

prolongar la vida de la columpa separadora para HPLC como lo son!?

El control en la eficiciencia separadora de la columna.
Discliventes y soluciones tampdn +iltrados an cada
inyeccidn.

Evitar bagses o acidos fuertes (trabajar dentro del rango
de pH=2 a 8).

Evitar esfuerzos mecanicos como golpes, variacicnes de
presién cambios en la velocidad de flujo, cambios rapidos
de la composicién del eluyente etc.

Evite dque ia columna se seque por dentro.

Usar cada columna para wna aplicacidn determinada sabre
todo en la cromatografia de pares idnicos.

y regenerar la columna de cuandc en tuando.
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DETECTOR

Su objetivo es moniteriar la composicion del ligquido que
eluye de una calumna de cromatografia por lo que hace posible el
registra de la composicidn de la muestra respecto al tiempo.
Existen varios tipos de detectores, los cuales tienen
aplicaciones diferentes, segun el tipo de molécula que se separe.

Antes de ampliar la operacion de las detectores
mencionaremns tres terminos que se usan para describir y comparar
1ps mismos. Estos terminos incluyen el ruido, la derivada ¥y la
linearidad. El ruido se refiere a inestabilidad de 1la 1linea
basal y <9generalmente se mide en desviacidn porcentual de una
escala establecida y pueden ser causas multiples como impurezas
en la fase mévil, tierras mal establecidas, salventes inmiscibles
o fallas electrodnicas entere otras.

Paor otro lado, la derivada describe el movimiento lento
hacia arrlba o hacia abajo de la linea basal en un periddo de
tiempo considerable, y son generalmente medidos por  hora
asociados con la temperatura. Finalmente se dice Que un detector
es lineal si la respuesta eléctrica praducida por el mismo es
directagmente proparcicnal a la masa o caoncentracidn de los
componentes que pasan por el detector.

La siguiente es una lista de algunos de los detectores mas
utilizados en cramataograffa liquida:

1,~ Detector espectrofotométricos (uv/vis)

2.- Detector de Indice de Refraccion.

3.~ Detector de Fluorescencia,
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4,- Detector Electrogquimcos.
5.~ Detector Infrarojo,.
6.~ Detector de Conductividad,

7.~ Detector de radiocactividad.

1.~ Detectores espectrofotométrico {uv/vis).

sSon l‘ns de mayor uso en HPLC ¥y responden a aquellas
sustancias due absorven luz visible o ultravioleta. Una gran
variedad de compuestos caen en esta categorla como los son
sustancias can electranes sin compartir, compuestos aromdticos y
compuestos con enlaces del tipo C=0, c=s, -N=0, -M=N-
a2 1a salida de la columna el haz de luz es enfocado a través de
la celda de flujo hacia el sistema de fato-deteccison.

La sensibilidad del detector serd directamente proporcional
al valor del coeficiente de extinciodn y al paso de luz de la
celda. La mayorfa de las celdas tienen un pasa de luz entre 1 y
10 mm y varian en voldamen de 0.5 pl a 20 pl.

Existen diferentes categorias de detectores
espectrafotométricos como @ longitud de onda +$ija, langitud de
onda seleccionable, seleccidon dual, longitud de onda variable, ¥y
detectores de barrido (uv/vis).

2.- Detector de Indice de Refraccion.

En base en que los liquidos tienen diterente Indice de
refraccidn estos miden la diferencia entre la fagse movil pura vy
el soluto que eluye de la columna. Gin embargo es poco empleado
debido a que tiene menor sensibilidad que otros, es sensible a
varlaciones de temperatura, tiende a ramperse y sensiblea a 1la

presian ¥y no puede emplearse normalmente para gradientes.
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3.- Detectores de fluorescencia,

su ventaja es la selectividad y la sensibilidad. Se trata de
una técnica muy poderosa cuando se realizan andlisis de
suatancias gque existen en muy pequefras cantidades (trazas),

La fluorescencia se lleva acabo cuando una mplecula absorve
energla ocupa un estado de energla excitadn. Esta energia debe
disiparse entes de gue la molécula regrese a su estado normal o
nivel de energla basal. Si la molécula cae instantaneamente a su
nivel basal con la emisién de energia en {forma de luz se dicte gue
4luorece.

4,- Detector Electroquimico.

Se emplea en la electroguimica hidrodinamica en capa delgada
para 1la deteccién de compuestos electrovactivos en un eluente de
GLAR, es la mids reciente.

Posee un alta sensibilidad, selectividad y amplio rango de
linearidad, puede detectar desde picogramas femtogramos de
compuestos electroactivos. El limite de deteccién determinado por
ta oproporcion de la settal al nivel de ruijdo, depende de la
velocidad de las reagciones electrogquimicas y de los niveles de
corriente residual.

ta variacian analitica en la deteccién electroquimica pueden
llevarse a cabo por dos técnicas diferentes:

% Voltametricas . El voltaje aplicado a un elecirodo varla
canstantemente en un periodo de tiempo y se mide 1la corriente
resultante.

¥ Amperometrica. Se mide a un valor constante de corriente

directa el potencial.
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MANEJO DE DATOS

La salida de intormacion de un detector de cromatografia
liquida es en forma de una sehal eléctrica. Esta seNNal puede ser
manejada dee diferentes waneras. La forma mas simple es disponer
de la intormacidn es un cromatograma en papel.

Instrumentos alternatives al registrador en papel son desde
un simple integrador de sistemas, un integrador de canales
miltiplesm o0 esistemas de manejo de datos hasta computadoras de

alta capacidad con software especifico.
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METODOS DE CALIBRACION

ESTANDAR EXTERNO.

Se realiza wuna curva de calibracién ‘del compuesto de
referencia utilizando una werie de soluciones de diferente
concentracitn, graficando el area o altura del pico contra 1la
concentraciéni abteniendo de la pendiente el factor de respuesta,
utilizado para calcular 12 concentracién del compuesto en la

muestra problema.
ESTANDAR INTERNO.

Adicitn de estandares: 2 la muestra por analizar se 1le
adiciona el compuesto de referencia a una concentraciétn canoeida,
10 cual permite gque se determinen las posibles variaciones que
intervienen durante la separacion.

REQUISITOS

- €1 tiempo de retencidn debe ser cercano al pico de
interés.

- La concentracion debe ser cercana a la del compuesto.

- Debe ser estable y de alta pureza.

GQuimicamente similar al compuesto de interés,

Debe estar ausente en la muestra de interes,
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DEFINICIONES BASICAS EMPLEADAS EN CLAR

€s Impartante digcutir en la cromatografi{a laos términos gque
se usan para describir y comparar los mismos. Estas terminos

incluyen:

1.- CROMATOGRAMA,

Existe un registro gratico de los componentes de wuna
muestra, Y/o la concentracion en gue estdn presentes y/0 el area
registrada de 1los picos presentes. Estos salen a un  tiempa
determinado de la columna, Y registradaos por el detector, la

setial es agrandada por un amplificador y trazada por un

registrador.
L tr
| 3:}}
D N o OT.
E tr
R L | (A} !
E | |
s D | 1
P E ) '
U T A B
E E | I
S C frre e £ O e L' }
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TIEMPO
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2.- TIEMPO DE RETENCION

Se manifiesta una vez gue la muestra permanece dentro
de la columpa y es medido desde el momento en que la mueskra se
introduce en el sistema hasta que se obtiene el punto maximo de
la seffal o pica. El tiempo de retencidn esta en funcidn de 1la
muestra, ia columna, fase movil y la temperatura. Usualmente se
emplea como medida de tiempo cualitativo y es expresado en
minutos.

Existe un factor mediante el cual podemos invertir el
tiempo de retencidn en volumen de retencidn (¢ wvr )}, al

mditlplicar el flujo de la fase mdvil! por el tiempo de retencion.

ve = flujo {(ml/min.) x tr,

3.~ TIEMPO MUERTO (to o tm),

Tiempo en el cual un compuesto no es retenida.

4, TIEMPO DE RETENCION AJUSTADO (t'r).
Se expresa coma la diferencia que existe entre el tiempo
de retencibn y el tiempo muerto, €s decir el tiempa en el cual la

nuestra permanece dentrno de la fase estacionaria.
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S.~ ANCHURA EN LA BASE DE LAS SENAL. ( W ),

Ea la relacidn que existe entre la linea base y la
tangente trazada a ambos lados de una seNal cromatograficaj
cansiderando que la farma de la seflal es gaussiana.

£s importante su uso en el cdlculo de la resalucidn ¥y

eficiencia de los sistemas cromatogrdficos.

6.~ LIMITE DE DETECCIONM.
Mlnima concentracion de la sustancia que puede ser
detectada pero no necesariamente cuantificada bajo las

candiciones de operacidn establecidas.

7. LIMITE DE CUANTIFICACION.
Minima concentracion de una sustancia que puede ser
determinada con precisidtn y exactitud aceptables, bajo las

candiciones de operacidn establecidas.

8.~ MEDIDA DEL AREA Y ALTURA DEL PICO,
La altura del pico establece la distancia vertical desde

el madximo del pica, a la linea base.
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W = Anchura del pico
A= hxW /2

9.~ NUMERO DE PLATOS TEDRICOS ( N ).

Es una medida de la eficiencia de la columna y sistemas
asociados, por lo tanto, cuanto mayor sea N, mas eficiente serd
la calumna .

Se denomina un plato teérico al equilibrio de
distribucion de la muestra entre la fase mavil y la fase
estacionaria. Hay varios métodas para cuantificar el nimero de
platos tedricos, dependiendo de la altura a la gque se tame la
anchura del pico.

N = 16 (tr 7 W)

Donde tr y W se expresan en las mismas unidades (tiempo,
volumen, distancia, etc.?, y 14 es abtenido apartir de la anchura
del pico tamendo 4 desviaciones estdndares (método de las

tangentes)t incluyendo cidsi 21 95% de la superficie o area bajo la

curva,

TANGENTES EN LOS
PUNTOS DE INFLEXION,

PUNTOS DE
INFLEXION.

PLrADPIMA BPACAHDP

LINEA DE BASE
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10. - ALTURA ERUIVALENTE A UN PLATG TEORICO (AEPT)

L.as moléculas al pasar a lo largo de la columna sufren

etapas de particion, que pueden ser ralculadas por valores

tetricos. FPor 1o tanto AEPY representa la lopgitud de 1a columna

necesaria ‘para generar un plato tearico, o bien la longitud de la

columna reguerida pars obtener un eguilibrio de la nuestra

en la
tase mpvil y la fase estaclionaria.
Se representa por:
AEPT = L / W
L = Longitud de la columna en milimetros.
N = MNuimero de platos tdoricos.
11.~ VYELOCIDAD LINEAL FROMEDIO DE LA FASE MOVIL ( U ).
Este término es utilizado cuando se representa

esquemiticamente AEPT comn funcidan de u (grafica de Van Deemter).

U= L / to
12.- CGOEFICIENYE DE DISTRIBUCION O DE REPARTO { K ).

Esta propiedad garacteristica de <cada sustantia es

funcian de la temperatura, del sistema de fase movil y

estacionaria. se expresa en la siguiente medidal
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Cantidad de muestra / ml de fase estacionaria.

Cantidad de muestra / ml de fase movil.

13.~ RELACION DE FASES ( B

En cada parte de la columna existe wuna relacién en
proporeidn de volumen de fase mavil y fase estaciaonaria.

Mililitraos de fase mavil

Mililitros de fase estacionaria.

14.- RELACION DE CAFPACIDAD ( k').
Eg la ronstante termodindmica que mide la solubilidad de

la muestra en la fase estacjonaria. Indica el tiempo durante el

cual puede retenerse cada componente de la muestra en la columna.

t’r Tiempo en la fase estacignaria de la muestra
K = ___

to Tiempo en la fase méOvil de la muestra,

Si se expresa en volumen se tiene!

vr - vo

to vo

Intercambiande las relaciones anteriores
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15.~ RESOLUCION ( R ).

Es una medida cuantitativa del ,éradu de separacién

obtenida entre dos compuestos:

vz - vi1 2 ( tr2 - tr1 )

172 { WL + W2 ) Wi + W2

Wi vy W2 que representan la anchura del pico deben ser
expresados en las mismas unidades. Un valor de R = 1.5 significa

separacidn completa.

La resolucidn es una medida estrechamente ligada a la

selectividad, la eficiencia y el factor de capacidad.

R =1/9 (o€ - | /w ) ( VN ) CK' /7 1 +# K"}

16,-~ SELECTIVIDAD { e ).

Es una medida de la solubilidad diferencial de dos
compuestas en la fase estacionaria. Y puede ser mejorada por el
cambio de fase mavil, el cambio de fase estacionaria y un control
de 1a temperatura, un valor elevado significa una mayor
separacian. Es expresada en la siguiente manerai

= t'r2 / t'ri
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CAPITULO IX

MATERIAL. Y METODO

2.1,
2.2,
2.3.

2.4,

MATERIAL
REACTIVOS
EQUIPO

METODO
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1.-datecial. Se

limpio

tuidade e

influencia

takraces
Matraces
Matraces
Matraces
Pipetas
Pipetas
Pipetas
Pipetas
Pipetas
Pipetas
Mortero
Embudos

Probeta

CCAPITULO I1

PARTE - EXPERIMENTAL

MATERIAL Y METODOS.

n  thatraces

utilizd material de vidrio de marca confiable,

¥ en pertecto estado, sobre todo se tuvo especial

y pipetas aforados, debido a su

determinante sobre los rescultados a obtener.

aforados de
atorados de
aforados de
atorados de
aforadas de
ataradas de
aforadas de
atoradas de
aforadas de
aforadas de

con pistilo.

10 ml.
25 ml.
S50 ml.

100 ml.

h

mi.
ni.
ml.

ml.

-

mi,

o o v » W

-

ml.

de +iltracién de tallo large.

graduada de

1000m1.

Equipo de filtracidn de disolventes MILLIPORE.

Filtros tipo membrana MILLIPORE No.0.45 c.
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11.Reactivas, Los reactivos empleados fueron grado analitico
y utilizados sin purificacién previa.
- Estandar de referencia primario de Etofamida.
Farmitalia Calo Erba Lote: LC349093B 99.3%.
- Metanol HPLC, Mallinckrodt Lot. 304fKEAM
-~ Acida citrico., Monterrey Lote: 008204
- Fostato de sodio dibasico anhidro J.T Baker Lote: 3828

P9%.

II1.EQUIPQ. Se utilizé un cromatdgrafo de llguidos de alta

resolucion con las siguientes caracterlsticas:

- EQUipB.ceicnscrenrannarnas
- MDdelD.icavvecrrenrssescnss
= No., serfe...cc..cs0icncisas
- Partes del equipo:

i1.- Sistema de bombeo, Waters Modelo 3%0

2.~ Siastema de inyeccidn, Waters 712 WISP.

3.~ Detector, Waters 490 (pragramable).

4.~ Columna. Waters Nova-Pak Ct8 Lote: TO2501

(60 A , 4um, 3.9 x 150 mm}
5.~ Registrador. Waters 740
IV.MEIDDR. Las muestras fueron disueltas en metanal grado

HPLC y se filtraron en papel Watman Ne. 3. Por
diluciones se llevardn a una concentracién final de
0.4 mg/ml, gue es la equivalente al 100% del activo en
el producto. Posteriormente las muestras se filtraron

tcon filtros de 0.45 uce MILLIPORE), antes de

66



inyectarse en el cromatégrafo.

V.MALIDAGION DEL MEIODD ANALITICO.

A).

B).

cr,

D).

Durante la parte experimental se trabajdé con
metannl grado HPLC, como mejor solvente del
active. Por otro lado, se trabajd con excipientes
de la formelacidn del producto cen y sin activo
para verificar interferencias en el registro de

las 4areas en el cromatograma.

lLa smensibilidad del mdtodo se determin® dentro de
las concentraciones comprendidas entre 0.2 mg/ml y
0.6 mg/ml, correspondientes al SO y 150 % del

activo en el producto respectivamente.

ta fase movil (Metanol!Buffer pH=2.838) en
relacibn 68:!32 y con un flujo constante de 1.5
ml/min. NOTA: fase que se prepard al inicio de

cada difa de trabajo.

En cada determinacion experimental se utilizd un

estandar de referencia primario para veriticar 1la
ausencia de variaciones en el funcionamiento del
equipo, determinadas por la temperatura de 1la

columna ¥ la presiodn, parametros no contralables.

67



E).

F.

Para reducir los posibles errores en la inyeccion
de las muestras, el equipo cuenta con un inyector

automatico de 20 pl por inyececidn.

Se utilizo una calumna Nava Pack €-18) , el -~
detector de 1luz ultravioleta se ajustd a wuna
longitud de onda de S12 nm, considerada como la

méxima absorcion del activo.
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CAPITULD IXI

RESULTADOS

3.1. ESPECIFICIDAD DEL METODO
3.2. LINEALIDAD DEL SISTEMA

3.3. EXACTITUD DEL METODO

3.4. LINEALIDAD DEL METODO

3.5. PRECISION DEL METODO

3.6. REPRODUCIBILIDAD DEL METODO
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CAPITULO III.

DESARROLLO EXPERIMENTAL

Se establecierdn dos etapas fundamentales para

desarrollar la validacién del métodoj} la primera

nbos proporciond informaeién soabre el
comportamiento del método, utilizando 1os
parametros de especificidad, exactitud Yy

linealidad del método asl como la del wsistema,
Dentre de la segunda etapa se tonsiderarén la
precisién y preproducibilidad como sistema de
medicidn para la determinacién de posibles errores
aleatorios ¥y / o sistematicos.

Dentro del desarrollo se incluiran las siguientes
parametras estadisticos aplicados a la wvaltidarcién

de la metadologia analftica:

1.- HMedia tx).

ZX

X= e

2.- Desviacidn estandar (w).
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@.- Coeticiente dé variacien T

S DS
C.v.= i

x ‘100
% .
4.- Pendiente de la recta (m}.

me Nt {Sxy) - (Sx) (Sy)

2z 2
Nt (Sx ) - (Sx }
S.=- 1Intercepto al origen (b).

ba S8y - m (Sx)

Nt

&.~ Coeficiente de regresidn (r).

7.- Errar estandar de regresidn (sy/x).

2
Syx = Sy - m Sxy = b Sy

N

?.- Varianza.

2 n -
sﬂlln;(x-x)
=1

util para determinar 1la relacién

2

existente entre dos pablaciones mediante
las tablas de Fisher.
10.~ Ecuacidn de una linea recta.

¥y = b + mx
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11,~ - Intervalo de confianza al 95%
parametro! m, b ¥y ;!.

+ 1/2
I.C. = p - ts 7/ (M)

12,~ Distribucion t de student.

{cualquier

 Es. +unciédn dol nivel de probabilidad

desesdo en relacién al nlmero de

replicas realizadas en la serie.

Este valor es obtenido apartir de las

tablas t de student (recomenada para

métodos apaliticos una probabilidad de

(0.05).

13.~ t experimental

t exp = x = u
sV N
149.- Prueba de hipateais

Ho ¥ Ha.

Para tuda prueba de hipotesis es

necesario

" seguir una secuela ordenada, la cual comprende:

a) enunciar con toda claridad la

hipotesis : por comprobar (Ho hipotesis

nula la comparacion de los resultados de

dos muestras debe ser nula

insignificante, Ha hipotesis

para todas las determinaciones.
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15.-

b} establecer la hipotesis alternativa
en caso necesario.

c} fijar el valor conveniente para el
NIVEL DE SIGNIFICANCIA para nétodos
andliticos se estipula un alfa de 0.0S.
d) de acuerdo con lo propuesto en el
problema o con la distribucidn Que se
presente, determinar ai este nivel de
signiticancia se debe considerar a un
solo extremo de la distribucidn, o en
ambos extremos (en eate Ultimo caso ge
debe tomar la mitad del riesgo /12 en
cada extremo.

L} calecular la estadigtica
correspondiente a la prueba con laos
datos obtenidos experimentalmente.

4!} comparar el valor gbtenido con el
valor critico dado por la tablas.

g} aceptar la hipéstesis s8i el wvaleor
calculdo es interior al valor critico, o

rechazar en caso contrario.

Error sistematico! error debido a medidas
incorrectas con tendencia marcada que se
pueden calcular y graticar (esto implica

metaodo no canfiabie).

13



1&.-

Error aleatario: permanece aun cuando se
elimino el error sistematicao dando lugar
a medidas imprecisasj por lo tanteo estos
errores dan pequefras medidas imprecisas y
tienden a cancelarse, sin embargo no

invalidan la confiabilidad del métado
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ESPECIFICIDAD DEL M™METODO

{ CON TEMPERATURA )

Las muestras de activo, placebo, activa/placebo y praducto
terminado fueron sometidas a una degradacién por calentamiento a
Bonc durante 15 dias, i mes, 2 meses y 3 meses.

Durante este tiempo se analizd por separado cada muestra
con el fin de encantrar posibles praductos de degradacidn o
interferencias en el tituloa del active. Encontrandose ios

siguientes resultados:

MUESTRA NO. DIAS

135 30 60 ?0
ACTIVO * * * &
PLACEBO e [c] I} a
ACTIVO/PLACERD * * * »
PROD. TERMINADO * * * ~

* SIN DEGRADACIDN

& SIN DEGRADACION Y REDUCCION DE 2 % EN POTENCIA

~ SIN DEGRADACIONM Y REDUCCION DE 3 % EN POTENCIA

e NO HAY DEGRADACION NI INTERFERENCIA CON EL ACTIVO
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Para comlementar la especificidad de]l método y comprobar con
ello posibles interferencias que pudieran afectar la integridad
del activo en la formulacién Se llevardn acabo varias corridas

cromatograt+icas y espectrofotometricas en la siguiente maneraj

1.~ Se registro el cromatograma y barrido del estandar

came referencia para todo lo siguiente.

2.~ Se registrd el cromatograma y barrida del producto.

"3.- Se registrad el cromatagrama y barrido con la mezcla

de excipientes (No se presento respuesta 1.

G.- Se registraron los cromatrogramas del active con cada
una de los excipientes para verificar si alguno de
ellos al interactuar con la molécula del active

potencio o redujo la accidn del princio activo.

De este ultimo punta la suma, en la diferencia total a una
misma concentracion del activo frente a cada uno de los
excipientes no rebasd al limite del 2% de variaciédn requerido ya

que tan atlo se obtuvo un valor del 1.3%

6



| ESTANDAR DE ETOFAMIDA

SRMPLE 4 12:14 JAN. B7 1991

E10FAs 6183
8.5

CAL . METHOD =3

SF Pa PE
Q@000+l L202000+01 109000+l

NO . NaME RT M OR H MK CONC
1 ETOFANM €.1632 2£53184 47 1234
TOTAL 2553184 47 1234

DATE SET

YEAR 11951 MONTH:O1 ﬁﬁ?i@? HOUR:@Z MINUTE:39D
IS THIS A MEW FILE 1:vYES @iNO
¥k WATERS 740 DATAH MODULE kX
FILE NO. @&

FILE SELECT w-9

FILE MNO:3

LIST

ATTENUATION 255
CHART FEED 2 .e2
EMD TIimE 2 .15
MINIMUM AREA 40aa9
MINIMUM HETGHT 12
MIMIMUM WIDTH R .196
DOUEBLE PFEARK WIDTH 19 .e9a
CALCULATION METHOD @q

EXTRA DATH

HO . FUMCTION
1 PARAMETER f1 2000000+ 0 1
2 PRRAMETER B .18000%90+01
2 PLAY BACK FEAK DATH Ba

13 PLAY BACK SIZE 1
16 RECORD POSITION O
139 PERK DETECT MQDE @z

71
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= ETOFAMIDA MATERIA PRIMA

238

5.89°

~

|

}——— ETOFAR 6,194

B

SAMPLE 2 12234 JAN . B7 1991

CAL . METHOD @4
SF PR PE
ABEE00K+E] .200000a+01 . 1E28080e+al

NO . MAME RT A OR H MK CONC
1 ETOFaM &.154 2273229 43 .3751
TOTAL zeviens 42 . 57581

8’



ESTA TESIS HO DERE

SAUE OE LA BIBLIOTECA

PLACERO

LIST
BTTSHLIATINN 314
CHART FEED 1 .48
END TIME 2 .8006
MINTMUM AREAQ anngn
MINIMUM HETIGHT 10
MTM S MUIM WINTH oo
DOLIBLE PEAK  WIDTH 16 .90
CALCULATION METHOD @a
EXTRG DATA
NO . FUNCTINN
1 PARAMETER &  .SARAOD.+O7
2 PARAMETER B .100A0Mm+02
2 1STT PEAK TIME 5 .000
8 PLAY BACK ATTENUATE Si2
9 PLAY BACK PEAK DATA A4
13 PLAY BALK SIZE 1
19 PEAK

IDENTIFICATINN PEAK

DETELCT MODE 02

HO . HamE RT cQ1
1 ETOFaM &.799 8.93845
ThE
L
250 138
5.96°
SamMPLE 1 19321 JAN. B4 1991
LX. 8 8
CAL . METHATD na
SF Pa PB
ADAAAQA+LDT L SE an .1 22
NO . HAME RT & NR W " CONC
1 ETOFaM
TOTL 79 o 9 .6090



DATE SET
YEAR 31991 MONTH:®1 DAY:8? HOUR:14 PMINUTE:ZB

IS THIS & NEW FILE 11YES @:NO

bEGHADACION DE ETOFAMIDA 241
e e CONTEMPERATURA

FILE SELECT ©-9
FILE ND3:3

6.817

SaMPLE 1 14:42. JAN. B7 1991

o807 r

r' ETOFAN 6.387

815"
CAL . METHOD @4
SF PA PE
.18000E+01 JZOEPDEM+D) L 1EU0OOme01 249
MO, NANE RT % OR H MK CONC
1 ETOFaM & .3a7 1Seezz2 26 .8273
TOTAL 1589323 26 .em72

1]



L ETOFAN 6.211

845"
CAL . METHOD eq4

F PA PE
.1092000,0+01 .2000€0.+01 .1300C0W+B1
NAME s DR H CONC

DEGRADAClON DE ETOFAMIDA EN
TaraL PRODUCTO CON 27 .6768
TEMPERATURA

-

i

r' EloFan 6,461

.45
CAL ., METHOD @4q
S

SAMPLE 3 15119  JAN. @7 1991 -

F P PE
.16300010+01 .26P000w+ 21 .10R3BHL+01

NO . NAME RT A OR H MK CONC
1 ETOFAM 6.161 163412¢ 29 .9119
TOTAL 1684126 2a.9119
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ESTANDAR PRIMARIO DE ETOFAMIDA

BECKMAN
DU—-688 SPECTROPHOTOMETER

ABSORBANCE

1.0000 0.8000 0.6000
T T T T

1.0000 0.8000 0.6000

1200.0

Scan Speed: 500 nm/min

PEAK PICK POINT PICK
by Abs 1S Aba
303.5 0.355 340.0 0.083
222.0 0,598 303.0 0.354
205.5 0.978 280.0 0.232
270.0 0.1€7
250.0 0.109

04000

82
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0.0000

THOZWEr®WSPX

-]



ETOFAMIDA
DEGRADACION CON TEMPERATURA
CONCENTRACION: 95.50%

BECKMAN
DU—-68 SPECTROPHOTOMETER

ABSORBANCE

1.0000 0.8000 0.6000 0.4000 0.2000 Q.0000
H T T v T T H H T

360.0

_; -
1.0000 0.8000

0.6000

Scan Speed: 500 nm/min
PEAK PICK POINT PICK
X Abs X abe
303.5 0.352 340.0 0,083
222.0 0.585 303.0 0.350
205.0 0.911 280.0 0.228
270.0 0.184
250.0 0.108

074600

83
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ETOFAMIDA EN PRODUCTO
DEGRADACION CON TEMPERATURA
CONCENTRACION: 95.52%

BECKMAN
DU—g8 SPECTROPHOTOMETER

ABSORBANCE

1.0000 0.8000 . Q. SOOOI 0.' 4000
T T T

T m— T i i i
1.0000 0.6000 0.2000 0.0000

Scan Speed: 500 nm/min

PEAK PICK EOINT PICK
Iy #ba A Abs
303.5 0.350 340.0 0.083
222.0 0.580 303.0 0.348
2056.5 0.921 280.0 0.227
270.0 0.163
250.0 0.108

84
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PLACEBO
CONCENTRACION: 0%

BECKMAN
DU—-88 SPECTROPHOTOMETER

ABSORBANCE

1360.0

1,0000 0.8000 0.6000 0.4000 0.2000 0.0000
T T T T T T T T

; ; ; ; 00.0
1.0000 0.8000 0.6000

Scan Speed: 500 nm/min

PRAK PICK POIRT PICK
N Aba A Abs
355.0 -0.00 340.0 -0.00
.5 -0.00 303.0 -0.03
341.0 -0.00 280.0 -0.1
333.5 -0.01 270.0 -0,22
322.5 -0.00 25 -0.2!

85

THOoOZECCR OS> E



PLACEBO
DEGRADACION CON TEMPERATURA

BECKMAN
DU—-68 SPECTROPHOTOMETER

ABGORBANCE

1.0000 0.8000 0.6000 0.4000 0.2000
T ¥ T —T ¥ T

P R
1.0000 0.8000 0.6000 0.4000

Scen Speed: 500 nm/min

PEAK PICK POINT PICK

N Abs A\ Abs
307.0 0.012 340.0 0.
303. 012 303.0 0.011
301.0 0.012 280.0 0.012
223.5 0 270.0 0.010
209.0 0.059 250.0 0.01%
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ESPECIFICIDAD DEL METODO

{Por calentamiento y H 0O )
2 2
Las nmuestras resultantes por calentamiento fuerdn tratadas
con uha saoclucidn de H O a! 0.3% al igual que muestras
2 2
ein calentamiento del activo, placebo y producto durante 15 dias

expuestas a la luz solar. Despues del analisis se encontro lo

siguiente;

MUESTRA CALENTAMIENTO 80 C H 0 AL 30%
22
H O AL 30% 15 DIAS 15 DIAS T.A.
22
ACTIVO REDUCCION EN REDUCCION EN
POTENCIA DEL 25.1% POTENCIA DEL 20.63%

SIN NINGUNA DEGRADACION

PLACEBO SIN DEGRADACION Y SIN INTERFERENCIA

CON EL ACTIVO.

PRODUCTO REDUCCION EN REDUCCION EN

FOTENCIA DEL 28.07% POTENCIA DEL 25.83%

Y SIN NINGUN OTRA DEGRADACION
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DEGRADACION DE ETOFAMIDA CON
CON TEMPEBATURA Y H O,

]

236

207
SAMPLE 2 11:52 JAN. 87 1391
LB N
ETOFAN 6252
845"

CAL , HETHOD 4
S

PE
-162000w+31 .209008:2tBl .180000+01

NO . NAME RT & 0OR H MK CONC
1  ETOFéM 6 252 2303148 42 . 7335
TOTHL 2208142 49 .733%



ETOFAMIDA
DEGRADACION CON H

CONCENTRACION: 77.06%

BECKMAN

DU-88 SPECTROPHOTOMETER

ABSORBANCE

1.0000 . O.BIOOO ; 0.6000'

S S B
1.0000 0.8000 0.8000

0.4000 0.2000 0.0000
L H T H

360 .0

Scan Speed: 500 nm/min

PEAK PICK POINT PICK
» Abs A Abs
308.5 0.288 340.0 0.081
ggg.o 0.024 303.0 0.281
.5 0.008 280.0 0.049
224.5 0.085 270.0 -0.13
217.5 0.011 250.0 -0.30

i H i
0.4000 0.2000 00000

88
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ETOFAMIDA
DEGRADACION CON TEMPERARURA Y H30 4
CONCENTRACION: 72.59%

BECKMAN
DU—-88 SPECTROPHOTOMETER

ABSORBANCE

1.0000 0.8000 0.6000 0.4000 0.20C0
i T i T i H

360.0

328.0

00.0

AR SR S U S W :
1.0000 0.8000 0.6000 0.4000 0.2000 0.0000

Scan Speed: 500 nm/min

PEAK PICK POINT PICK
bs Y A
324.5 0.201 0.0 0.080
307.0 275 303.0 O,
221.0 0.052 80.0 -0.03
219.0 0.0 270.0 -0.27
208.5 0.03 250.0 -0.63

90
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ETOFAMIDA
DEGRADACION: CON H g,
..CONCENTRACION: 72.86%

BECKIMAN
DU—88 SPECTROPHOTOMETER

ABSORBANCR

1.0000  0.8008  0.8000 54000 0.2000 65000

Scan Speed: 500 na/min

PRAK DPICK POINT PICK

X Abs A Abe
324.5 0.200 340.0 0.079
307.0 0,278 303.0 0.271
233.5 0.013 280.0 0.
230.0 0.026 270.0 -0.18
226.5 0.002 260.0 -0.3

91

00.0
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ETOFAMIDA

DEGRADACION CON TEMPERATURA Y Hijy
CONCENTRACION: 70.62%

BECKMAN
DU—88 SPECTROPHOTOMETER

ABSORBANCE

1.0000 O.BIOOO ; O.BOOO.

0; 4000

i i
1.0000 0.8000

Scan Speed: 500 nm/min

PBAK PICK POINT PICK
Abs x Abs
324.5 0.200 340.0 ©0.083
- 271 303 . 257
228.5 0.019 280.0 -0.08
224, .033 270.0 -0.33

82
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PLACEBO
DEGRADACION COM TEMPERATURA Y H3 Og
CONCENTRACION: 0%

BECKIMAN
DU—e8 SPECTROPHOTOMETER

ABSORBANCE

0.6000
T

=-0.00 340.0 -0.01
-0.00 303.0 -0.03

-0.00 280.0 =0
3-8 208:3 8.8

03

THAOZ MO W <D E
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Para

LINEALIDAD
1).- DEL SISTEMA

efectuar la 1linearidad del sistema

s5e

preparad

inicialmente una solucidn patrdn apartir del estandar primario de

Etofamida,

De ésta solucidn se realizardn cinco dilucliones

concentracianes diferentes que incluyen el

principio active en el producto.

duplicado registrando para cada una de las concentraciones el

ebtenida,

los pardmetros determinados para evaluar el

S0

Cada dilucian fue analizada

posteriormente se graficd una curva de calibracidan

caompar tamiento

sistema respecto a las caoncentraciones trabajadas.

1.1 Solucion Patrdn y diluciones.

SOLUCION* CONCENTRACION PORCIENTO
Patron (1.0 mg/ml1l -
A (0.2 mg/ml] SO%
B [0.3 mg/ml1l 73%
[ [0.4 mg/ml1l 100%
D (0.5 mg/mll 125%
E 0.6 mg/mll 150%
#* Tanto 1a solucidn patrdn como las

muestras se preparardn por duplicado.
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1.2. Resultados:

SOLUGION. AREA PROMEDIO OBTENIDA.
%) t v

MUESTRA 1 MUESTRA 2 PROMEDIO
A 0.1332 0.1332 0.1332
B 0.2034 0.2004 0.2019
c 0.2425 0.26%4 0.2639
D 00,3298 0.3297 0.3297
E 0.4239 0.4286 0.4262

* El area registrada es el promedio de dos

inyecciones por muestra.

1.3, Calculos.

Sxm 2 (0.2 + 0.3 ¢+ 0.4 + 0.5 + 0.6)= 4
Sy= 0.1332 + 0.1332 + 0.20394 + 0.2004 + 0.2625 + 0.2634

0.3298 + 0.3297 + 0.9423%9 + 0.4286= 2.7098
2 2 2 2 2 2
6x = 2 (0.2 + 0.3 + 0.9 + 0.5 + 0.6 1= 1.8
2 2 2 2 2 2
Sy = 0,1332 ¢+ 0,1332 + 0.2034 + 0.2004 + 0,262% +
2 2 3 2 2
0.26%54 4+ 0.3299 + 00,3297 + 0.4239 + 0.43846 =
0,837
Sxys 0.2 (0.1332 + 0.1332) + 0.3 {0.2034 + 0.2004) +
0.4 10,2625 + 0,2654) + 0.5 (0.3298 + 0.3297) ¢+

0.6 (0.4239 + 0,4286}= 1,2247
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ETOFAMIDA COMPRIMIDOS
LINEALIDAD DEL SISTEMA

m = 0.7138
b = -0.0146
r=0.99

—— Serles 1

>O>D-O-OMD >MI>

0.6

0.4

0.3

0.2

0.1

0

0-456/

A

-

0.284
0.2

0.13

A
/

yd

0

0f 02 03 04 05 08 07

CONC AGREGADA mg/ml
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Cdlculo de la pendiente (m):
m= ot (8xxl = §x {Swl
nt (Sx2) - (Sx)2
Donde;
t= Nimero de diluciones.

n= Ndmero de Areas por dilucién.

m= 2 x 8§ (1.22627) = 4 (2.7028)
2x 3 (1.8) - (4)2

m= 0,72139
Calculo de la ordenada al origen (b}:

b= 8§y = m {Sx)
nt
b= 2,2098 = 0.213% (41
2x 5

bm =0.0146

Cdlculo del coeticiente de correlacidn r @

2 2
ro= L ot f8xv) = {Gx) {Sxl 1
2 2 2 2
C nt (Sx ) - (Sx) 1 [ nt (S8y ) - (Sy) ]
2
L 2 x5 (1.2242) =~ 4 (2.2098)1
r2a= 4 2 =0,9925
[ 2 x5 (1.8 -~ (4) 1 [ 2 x 3 (0.837) - (2.7098) 1
2

Yaqueb O y r > 0,99 se cumple con los criterios
para linearidad del sistema,
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Para determinar los criterios de aceptaciéon de 1la

pendiente y 1la ordenada para la linearidad se propane Ilo

siguiente:

Ho. Donde: m =
b = 1

Ha. Donde: m = 1

b = O

Para demostrar la hipotesis nula calculamos 10 siguiente:

Sy2= (0.1332)2 + (0.201952 + l0.2639)2 + (0,32797) +
(0.4262)2 = 0.4185

Sxy= (0,.1332) 0.2 + (0.2019) 0.3 + (0.2639) 0.9 +
(0.3297) 0.5 + {0.4262) 0.6% 4.1334

2 2 2 2 2 2

Sx = 0.2 + Q0.3 + 0.4 + 0.3 + 0,6 = 0.9

Sx = 2

Sy = 1,354%9

%= 0.4

Error estandar de regresién:

0.4185 = (0.7139) (0.61334) - (~0.0146) (1.3549)
Sx/fy =

S

Sx/y = 0.008%
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Erraor estandar para mi

1/2
1 .
St =sSxy (T} ="
. 2
SSxw o (8x) -
N
: . 1722
SM = 0,008% I i 1.=
. . E - o 2
0.9 ¥ 2)E-

SH = 0,0281

El valor para t student con n-1 y 0.975 ge obtiene

t = 2,776

&1 Intervalo de confianza para md

I.C. = 0.213% 3.182 (0.0281)

1+ 1+

I1.Cs = 0.72139% 0,089

C.802% a 0.424%

Criterio de aceptacon: como ICM no contiene el valor de 1

entonces ! valor de la pendiente calculada no se acepta y Ho se

rechaza.
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Para ordenada al nrlgeh:

8P = Sy/ix

SB = 0.0089

SB = 0.0119

El valor de tstuden para n-i y 0,973 se tiene un

valor de 2.774.

+
ICB = = 0.0146 - 2,776 10.0119)
ICB = -~ 0,0146 - 0.0379

ICB = -~ 0,052 a 0.0233

Criterip de aceptacon ! como ICB contiene el valor de O

entonces se acepta la ordenada al origen y se acepta Ho
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Brecisitn del sistema i1 Con éste parametro se determina la
variacitn que da el detector sobre las Areas registradas de cada

inyeccién .

1. Areas registradas para 0.4 mg/ml  (100% de la

cancentracidn del activo en el producto).

0. 2664, 0,2646, 0.2659, 0.24670, 0.2675, 0 2659.

2. Calculos,

sy = 1,5993
2

Sy = 0.4263

y = 0.2665

D.E = 0.000

c.V.= 0,2739%

Como el coeticient: de variacion es menor al 2% se cumple

:on el criterio para precision del sistema.



EXACTITUD

Una vez establecida la linealidad del método, se dstermind
la exactitud del método al 100% del valor en el producto pues se
trabajd con placebos cargados con cantidades conocidas de activo,
lo que permitid cuantificar el porciento real cbtenfdo para cada
muestra Yy por 1o tanto determinar los criterios de este

parametro.

Calculos.

% DE CANTIDAD % DE CANTIDAD
AGREGADOC RECUPERADA

100 PP.41

100 101.3

100 101.2

100 100.92

100 100,44

X = 100.66

D.E.= 0.7739
CV = 00,7708

-+ 172
IC = X - ¢ DEZ N}

IC = 100.66 - 2.132 [(0.22%8%)
1/2
(-2
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IC = 100.66 - 0.7398

108.4 % a $9.92%

Comn el ICX contiene ®1 valor al 100% entonces el

métndo es exacto, y se cumple con la hipotesis nula donde:

Ho X = u B = 100% de la cantidad

adiciaonada.

t exp.= 100.45 = 100 = (.90
1/2
Q.7759/ (3

t studen para n-% ¥y =% 0.0% se tiene un valor de
2.77§ par 1o tanto el criterio de aceptacidn es

@] miguiente.

81t £ ¢t exp. ¢ ¢
0.025 0.97%

- 2.776 ¢ 1.90 ¢ 2,776

Como se cumple con el criterio de aceptacion se acepta

l1a hipbtesis nula vy e! método se considera exacto.
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LINEALIDAD
2) .= DEL HETODO,

Se obtuvd al graficar los resultados obtenidos de la adician
de estandares correspandiente a 5 concentraciones diferentes del
activo en el producto tanalizadas por triplicado) contra la
cantidad teorica adicionada.

Los resultados a graficar se obtuvieron de una serie de

#*andlisis llevadps a cabo en la siguiente manera:

2.1. A tres muestras de placebo se adiciono una cantidad de
activo carrespandiente al 80% dandonos a este
porcentaje una concentracién de 0.32 mg/ml, em decir
un 20% menor del limite inferior de la cantidad

especiticada del principio activo para el producto.

2,2, Tres muestras de placebo se llevardn a una
concentracidn de 0.346 mg/ml correspondiente al 90% del
limite inferior del! contenido de activo para el

producto.

2.3. A tres muestras de placebo se agregd una cantidad de
principlio active carrespondiente al 100% es decir 0.4

mg/ml.

2.4, A tres muestras de placebo se adiciono una cantidad de
active al 110% (limite superior del contenido de
activo para el garoducto), que corresponde a una

cancentracidn de 0.44 mg/ml.
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2.5. Finalmente tres muestras de placebo se llevardn a una

concentracidn de 0.48 mg/ml es decir el 120%.

2.6,  Se utilizd un estandar de referencia de Etofamida con

una concentraciodn de 0.4 mg/ml ¥y una potencia de

99.3%.

En  la siguiente tabla se registran los promedias de las
areas de los tres resultados obtenidos para cada concentracidn,
reportando en el eje de las abcisas los valores tedricos para

fines de calculaos.

SDLUCION CONCENTRACION PORCIENTO AREAS
mg/ml OBTENIDAS%
STD. 0.40 - 0.2626 0,.2621 0.2621
A 0.32 80% 0.2077 00,2097 0.2075
B 0.36 P0% 0,23%55 ©0,2985 0.2372
c 0.40 100% 0.2412 0.2425 0.2625
D 0.44 110% 0.2892 0.28%9{ 0.2892
E g.48 120% 0.3127 0.3164 0.3144
¥* Cada area es el promedio de dos inyecciones por muestra.

Con estos resultados se relizaron los chalculos para
determinar 1a cantidad recuperada y asf{ misma, el porciento
obtenidao para cada concentracion. Con ello se evalud

estadisticamente el métoda,
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1) Tabla de cantidad adicionada contra cantidad recuperada.

SOLUCION
AGREGADA
A 0.32
i) 0.36
c 0.40
E . 0.44
F 0.48

CANTIDAD mg/mi

RECUPERADA

0.3145 0.3175 0.3142
Y= 0.3134
©.38%66 0.3611 0.3592
Y= 0,3%%0
0.3935%5 0,.3975 0.397%
Y= 0.3968
0.437% 0.4378 0.4379
Y= 0.437%9
0.44639 0,4791 0.4791

Y=0.4740
r=  0.,9995 2).-
b= 0.000%
m= 0,7703

1).- Linearidad del método.

2).,- Exactitud al 100%.

% RECUPERACION

98,28 99.23 98.19
Ya 98.37
99.06 100.3 99.77
Y= 99.71
98.88 99.37 99.37
Y= 99.21
99.393 99.30 99.53
Y= 99,52
96,63 99,82 99,82

Ym98.76

xs 99,15

s= 0,48%54

c.v= 0,49%

En la evaluacion estadistica del! método se encuentran en la

tabla anterior los

valores

relacionados

al coeficiente de

carrelacidn , ordenada al origen y la pendiente, indicandanos que

e1 método cunmple con los criterios para linearidad en la cual b
2

O, m 1 ynr >0.98,
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ETOFAMIDA COMPRIMIDOS
LINEALIDAD DEL METODO

0.6 04}
o 04
N 0.9
C 04 o3
m = 0.8903 ¢ 04
T 083 -
b = 0.0005 &
I
D 0.2
re=0.99 A
9 o1
/
—— Series1 M
' o
] 01 02 03 04 05

CONC AGREGADA mg/ml

107



PRECISION {REPRODUCIBILIDAD),

La determfna:ibn de la precision y reproducibilidad del
métodag analltico se llevo acabo en dos dias consecutivons y- por

dos analistas. Los resultados individuales obtenidos son los

siguientes:

RESULTADOS EXPRESADOS EN PORCIENTO DE LA CONCENTRACION

ANALISTA *A% ANALISTA %#B%
Al BI
D 98.73 99.74
I
A 98.80 100,21
I ?8.85 99.03
AlI BII
D 59,13 ?9.09
I L .
A 98.949 99.60
II ?8.3& 98.63
Calculos:

La suma total de AI + All + BI + BII = 118%.11
2 2 2 2
El cuadrado de (e8.73) + (98,850} + (98,825} + (98,85)

<} 2
+ (99.13) P eeieniees  + 0 {98.73) =

117634,8431¢
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El promedio de AT + AII + BI + BIl = 99,0925
La desviacion estandar = 0,3205

c.v, = 0.35253%

Para la determinacion de repetibilidad y reproductbilidad

por dia par analista se vbtubieron los siguientes calculos?

Suma de AI = 296.38

Suma de All = 296.43

Suma de Bl = 298.98

Suma de BII = 297.32

. 2 2 2 2

Suma de AI & AII + BI + BII = 353%00.0721
Suma de A (AI + AIl) = 392,81

Suma de B (BI + BII) = 596.3

Suma de A2 + 32 = 706%%7,3861

Varianza por dia analista:

2
§ dla = 353500,0721 - 706597.3861
3 s 721 - ' 706997.3861
3 p -
4

117834.8431 - 353500.0721

3 =

15



2
S d/a = 0.114% -~ 0.0941 = 0.0208

La varianza debida al analista:

2
Sca 704997.3841 ! 11189.11)

t2) (D 12
117832.89727 - 117831.6027 = 1,0130

353300.0721 - 706997.3861
Scd =

3 &

117933,3%74 - 117832,.8977 = 0.43972
Varianza debida al método: Para deﬁermlnar el error
Sce = 117834,.86431 - 333500.0721

B — = 1,%005

117834,.8631 - 353500.0721 + 1.5009
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REALIZANDO LA SIGUIENTE TABLA DE ANALISIS DE VARIANZA TOMAMOS
LOS SIGUIENTES CRITERIOS. (ANADEVA)

ORIGEN DE ANALISTA DIA ERROR
VARIACION
GRADOS DE
gla = 2~{= §{ - 91d -{2-1)2 = 2 gle=
LIBERTAD
. a=-1 : {3-1) (2x2)= B
(r=1) (ad}
SUMA DE 1.0150/1 0.,43972/72 1.3006/8
CUADRADDS
MEDIA DE MCA= Mcd Mce
CUADRADOS
1.0150 0. 22986 0.18757
F CAL Fa= Mca/Mcd Fd= Hcd/Mce -—
4.41%57 1,225%
F 0.023 Fgla/ gld Fgld/gle
38.31 &, 06

a= Ndémero de analistas
d= Nomero de dias

rz= Namero de analisis,
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Como Fa <:Fgla,gld a.0.025 (4.41%7 ¢ 38.5{) se
considera al - 'métndn _.analitico ' -camo

reproducible por las analistas.

"Como ' Fd < Fld,gle a 0,025-(1.225% < 6.04) se
considera al métado analftice es
reproducible en distintos dias por un mismo

analista .
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CAPITULO IV

CONCLUSION Y DISCUSION
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DISCUSION ¥ COMCLUSIONES,

'Debido a que anteriormente. he' tratado ampliamente los
fundamentas de la  validacion ‘'de métodos anaifticos vy sus
definicianes basicas, as! tomo de los componentes de la
Cromatografia Liquida de Alta Resolucian, dnicamente explico 1la
discusidn ¥ conclusién de los resultados obtenidos aplicéndolos
al tema involucrado.

El método anallitico, dentro de sus caracteri{sticas quimicas
se comporta perfectamente como un método de separacion en fase
reversa para HPLC, ademds de gue la composicidn en fase mdvil es
la ideal (especialmente el buffer &.8) para obtener la mejor
resolucien del pico en la separacién del compuesto. Por otro
tado, y de acuerdo al estudio para degradacién del activa,
products y placebo, por el método térmico y oxidativo, se pudo
determinar gue este método analftico es ESPECIFICO para Sseparar
el activo de la mezcla en la que se encuentra, sin Que se
presentaran interferencias & metabolitos de degradacién vy sin
mostrar alteracidan en la potencia de la Etofamidaj desde luego
esta Aaltima anltes de su degradacibn, ya que después del estudio
se aobtuvo una reduccién del 2% en la potencia del compuesto al
haberlo sometido a 80°C por 90 dlas, tiempo suficiente como para

garantizar que el método es especifico para el activo.

Con el fin de comprobar lo anterior, se¢ acelerd aun mds la

degradacion del :nmpuest'n tratandolo con H o al 0.3%,
2

observandose una reduccidn del 20.6&3% en la potencia del activo

cuando se encontraba s&lo y una reduccidn del 25.82% de la
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concentracidn original cuando se trataba del praducto, Estos
datos fueron generados apartir de las absorvancias abtenidas de
las barridos espectrofotométicas unicamente, ya que, el
cromatogramna gque se obtiene con  perfixido de hidrageno
{inclusive a menor concentracian del 0,3%) produce calda en la
linea base del cromatogréma registrado, es pasible que esta calda
sea debida a la formacion de un nuevo compuesto que pudiera
modificar las caracteristicas del activo para llevar acabo la
separacién en la columna ya que el pico esperado de la etofamida
en el cromatograma continua gsaliendo en el tiempo de retencién
esperado, Yy por 1lp tantg no es posible decir que hay upa
degradacion completa del activo . Los valores de concentracidn
obtenidos con H 0O son dados apartir del cdlculo con el método
EEPEEtro4ntamétr(§oz como referencia confiable al vatoer real)l en
degradacion del activoj para ninguno de los casos se detecto
algun otro pico a excepcidén de la calda en la linea base del
cromatograma. De lo anterior se puede deducir que, el activo por
s! s6lo es muy estable para el tiempoc en que sSe requiere, pero
cuando se trata del producto Gnicamente se ve afectada la
potencia, ésto sucede cuando se mantiene a un tiempo mayar con
respecto al que se encuentra expuesto en el! mercado. Por lo
tanto, se continud con la determinacién del segunda pardmetro de
la validacidn.

Para la evaluacion de la LINEALIDAD DEL SISTEMA como medida
de calibracion en el equipo ¥y como rechazo pasible en el
funcionamienta, del mismo se desarrolld con un estandar primario

certificada. Los resultadaos generardn tres valores importantes
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eﬁ la grafica. El primers de ellos representa la ordenada al
orjgen cen un valor de -0.0146, el segundo a la.  pendiente de
0.713% ¥y el tercero al coeticiente de correlacion de 0,99; de los
criterios de aceptacidn encontramaos 1o siguiente:
Se trata de un método lineal de acuerdo al coeficiente de
correlaciagn, que parte del origen en base a la ordenada es

decir, al 0% de la concentracifn; efectivamente no se obtuvo

registro alguno.

La pendiente indica que no existe cierto paralelismo

respecta a cada valor.

Sin embargo, al revisar los datos se detectéd que la
pendiente se comportd {(al igual que los demds pardmetros) de
acuerdo al criterio esperado, es decir, 3rriba de los valores
marcados al 100% . Por ello se deduce gue, el equipo trabaja de
acuerdo o lo esperado ya que por 1o general las especificaciones
que se emplean marcan concentracldnes enlre gl 90 y 110% del
activo, ¥ por lo tanto cumple en cierta medida con los valores
requeridos. Resgpecto a la precisién del sistema, é&ste tiene un
comportamiento acsptable referente a la repraducibilidad Y
repetibilidad de las lecturas registradas en cada inyeccibn, va
que el C.V. fue menar al 2% requerido.

Como tercer parimetro, se realizd la LINEALIDAD DEL METODO en

la cual, se evalud si el método utilizadn detectaba efectivamente la
concentracion real.

No se etectuardn los cdlculos para el criterioc de aceptacian,
debido a que la grafica obtenida detine la pendiente, l1a ordenada

al ar igen v el coeficiente de correlacién con valores
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practicamente similares a valores tedricas y por lo tanto, este
métodoc se puede cansiderar como una técnica adecuada ‘para la
separacidn y cuantificacidn de la Etafamida.

La EXACTITUD del método cumplid con los griterias marcadas
para su aceptacibén, un C.V. ¢ 2% ¥y un intervalo de confianza que
involucre el 100% del activo.

Como ultimo parametro, la precisién se desarrollé conforme a
dos puntos:

1.- Repetibilidad. Con un s6lo analista en dos dlas
diterentes, obteniéndose valores dentro de los limites
marcados (ver tabla de AMADEVA.

2.- Reproducibilidad. Con dos analistas en dos dlias
diferentes, en la que se encontrd que ] método analftica

es reproducible para esta situacidn (ver tabla de

ANADAVE) .
Durante todo el estudio, na hubo dificultad para 1la
determinacidn de cada uno de los valares, ¥ no fue necesario

verificar incidencia de errores sistematicos o aleatorios va que
se obtuvierdn en {arma constante los valores esperados.

Todo este estudio generd una amplia utilidad, ya que un
elemento primordial para cumplir con la validacién de cualquier
métndo analftico es la determinaciéon de las wvariables que
pudieran intervenir en un mamento dado, directamente sobre la

técnicaj as ! como la documentacién de dicha técnica y obviamente

1a revisidon y aprobacién de 1os resultados generados. Todo ésto
desarralle un sistema de gontrol efectivo para determinar
posibles cambios en la técnica. Es recamendable sevalidar el

método per fodicamente para asegurar que todo continua funcionando
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de la manera esperada. El objetivo final de una validacidn de una
téenica analf{tica es asegurar los sistemas de control de
cualquier producto para que tanto el pablice consumidor como
nosotros los profesfonistas quimicos tengames un alte nivel de
confianza en los productos que desarrollamos, ademds de
bteneficiar a las empresas tanto en bajos costos coma en mantener

un prestigio bien fundado.
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